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Resumo – O uso do amendoim forrageiro (Arachis pintoi) em pastagens consorciadas com 
gramíneas tem importância econômica e ambiental. Avanços no programa de melhoramento da 
espécie podem ser obtidos com a ampla informação gerada pelo sequenciamento de segunda 
geração. A tecnologia de RNA-Seq permite obter extensa cobertura dos genes existentes no 
genoma com custo consideravelmente baixo. Os dados gerados possibilitam identificar novos 
marcadores, validar genes e rotas metabólicas. Atualmente existem poucos microssatélites 
disponíveis para o amendoim forrageiro. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver novos 
marcadores microssatélites a partir de bibliotecas de RNA-Seq de amendoim forrageiro. O 
RNA de duas cultivares (Belomonte e Amarillo MG-100) foi extraído e utilizado para montagem 
das bibliotecas, as quais foram sequenciadas e tiveram seu genoma funcional montado com o 
software Trinity® e metodologia de novo. Um total de 336 milhões de reads foi obtido, dos quais 
84.229 foram utilizados na identificação de microssatélites. Dos 4.461 marcadores encontrados, 
186 foram selecionados para validação e 80 (43%) apresentaram perfil ideal de amplificação. 
Desses 80, 29 foram genotipados e apresentaram-se polimórficos. Foi possível acessar a 
diversidade genética em 20 genótipos. Esses dados indicam a informatividade dos novos 
marcadores, os quais poderão contribuir para acelerar o melhoramento do amendoim forrageiro.

Termos para indexação: Arachis pintoi, genoma funcional, validação de marcadores.

Introdução

A pecuária é uma das principais atividades econômicas na Amazônia. Nos últimos 40 anos houve 
um crescimento de 896,37% no rebanho bovino da região, onde a maior parte é criada a pasto, 
passando de 8,58 milhões para 85,50 milhões de cabeças em 2017 (IBGE, 2018). Entretanto, tem 
sido cada vez maior a pressão por uma pecuária mais sustentável, com redução do desmatamento 
e, ao mesmo tempo, aumento da produtividade, capaz de atender as demandas dos mercados 
nacional e internacional (Zu Ermgassen et al., 2018).

O uso do amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W.C. Greg., Fabaceae) em pastagens 
consorciadas com gramíneas tem sido uma alternativa relevante, pois além de contribuir na fixação 
biológica de nitrogênio no solo possui alto valor nutricional, reduzindo o período de engorda do 
gado em até 8 meses (Oliveira; Campos, 2019). Apesar desses fatores, o número de cultivares 
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disponíveis ao produtor é pequeno e o custo de implantação ainda é elevado quando comparado 
com outras espécies de forrageiras, o que tem dificultado o uso do amendoim forrageiro em larga 
escala (Lima et al., 2003).

Por esse motivo, o programa de melhoramento tem trabalhado no desenvolvimento de novas 
cultivares adaptadas às diversas condições edafoclimáticas do território brasileiro e na redução dos 
custos ao produtor. Para isso, o uso de marcadores moleculares, especialmente os microssatélites, 
tem contribuído como uma ferramenta essencial, principalmente na identificação de híbridos entre 
cruzamentos controlados, etapa primordial ao melhoramento genético (Campos et al., 2016).

Atualmente existem 25 locos microssatélites desenvolvidos para A. pintoi (Palmieri et al., 2002; 
2005; 2010). Porém, se os locos forem considerados com perfil ideal de amplificação e genotipagem, 
tais como ausência de produtos de amplificação inespecíficos e elevado polimorfismo, o número é 
reduzido para 10 locos (Azêvedo et al., 2016).

Em virtude da necessidade de desenvolvimento de novos marcadores, novos métodos têm sido 
utilizados, dentre eles o RNA-Seq (RNA Sequencing), o qual permite acessar diretamente regiões 
codificantes do genoma com resolução de uma base (Wang et al., 2009). Essa técnica tem sido 
útil no estudo do genoma funcional de espécies do gênero Arachis (Arachis hypogaea L., Arachis 
ipaensis Krapov. & W.C. Gregory, e Arachis duranensis Krapov. & W.C. Gregory), permitindo a 
identificação de mais de 250 mil microssatélites (Zhang et al., 2012; Peng et al., 2016; Luo et 
al., 2017; Wang et al., 2018). Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver novos marcadores 
microssatélites a partir da caracterização de bibliotecas de RNA-Seq de A. pintoi.

Material e métodos

Foram selecionados dois genótipos de A. pintoi do banco ativo de germoplasma (BAG) localizado 
na Embrapa Acre. A principal característica divergente entre os dois genótipos é a produção de 
sementes, já que a cultivar Amarillo MG-100 produz grande quantidade e a cultivar Belomonte 
praticamente não produz. Quatro estolões de cada cultivar, no mesmo estágio de desenvolvimento, 
foram coletados e plantados em vasos, no mesmo dia. Para extração do RNA foram utilizadas 
três réplicas de cada genótipo, com 200 mg de folhas jovens. Foram realizados testes de extração 
de RNA utilizando o protocolo com cloreto de lítio (LiCl) desenvolvido por Oliveira et al. (2015) 
com a seguinte modificação: adição de quatro lavagens com clorofórmio antes da precipitação 
com cloreto de lítio. A pureza do RNA obtido foi calculada pela razão de absorbância a 260 nm e  
280 nm (OD260/OD280) em Nanodrop® (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA). Valores maiores 
que 1,80 indicam amostras altamente puras (Green; Sambrook, 2012). A integridade das amostras 
foi verificada em gel desnaturante de agarose 1%. Também foi utilizado o número de integridade de 
RNA (RIN) e a razão das subunidades de RNA ribossomal (25S/18S) obtida por Agilent BioAnalyzer 
2100® (Agilent Technologies Inc.). O RIN varia de 1 a 10, sendo 1 o RNA degradado e 10 o RNA 
altamente intacto. A razão 25S/18S deve ser ≥1 em RNA não degradado e <1 em RNA degradado.

O RNA obtido foi utilizado na montagem das bibliotecas genômicas para sequenciamento. A 
montagem de novo do transcriptoma foi realizada com o programa Trinity® (Grabherr et al., 2011). 
Os microssatélites foram localizados nas sequências do genoma funcional utilizando a plataforma 
MISA (MIcroSAtellite identification tool), com o mínimo de oito cópias do motivo repetitivo para di 
a hexanucleotídeos. Os primers foram desenhados com o programa Primer3® (Untergasser et al., 
2012) com tamanho ideal de 18 pares de bases, temperatura ideal de 60 ºC (mín.: 57 ºC; máx.: 
62 ºC), percentual de GC entre 20 e 80, GC end igual a zero. Foram selecionados 186 locos para 



85Caracterização de Bibliotecas de RNA-Seq de Amendoim Forrageiro...

síntese com auxílio do programa Beacon Designer Free Edition® (Premier Biosoft International), 
com base nos seguintes parâmetros: Cross dimer e self dimer com ΔG inferiores a -3, hairpin igual 
a zero. 

A validação dos 186 locos foi realizada com 19 acessos de A. pintoi (V14951, V6741, V6784, W225, 
W647, V5895, V13196, V13211-1, V6791wf, Belomonte, V14966, Amarillo MG-100, V15062, W944, 
V13288, V13298, V13294, W34 (B), V13372) e 1 de A. repens (Nc1579), pertencentes à coleção 
nuclear descrita por Azêvedo (2014). Foi extraído DNA de folhas jovens de acordo com Campos et al. 
(2016). As reações de amplificação e genotipagem foram realizadas conforme Azêvedo et al. (2017). 
Os marcadores SSR foram avaliados quanto à temperatura de anelamento, amplificação dos locos, 
ausência de produtos secundários (bandas inespecíficas), nitidez das bandas e número de alelos. 
Também foram analisados os seguintes parâmetros de diversidade genética: heterozigosidade 
esperada (HE) e observada (HO) e conteúdo de informação de polimorfismo (PIC), obtidos com o 
programa Tools for Population Genetic Analyses – TFPGA, versão 1.3 (Miller, 1997). Foi calculada 
a distância modificada de Rogers (Wright, 1978) a partir da qual foi realizado um agrupamento pelo 
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean).

Resultados e discussão

A quantidade de RNA obtida com o protocolo de Oliveira et al. (2015) foi pequena para esse material 
(0,8 µg a 2 µg), mas com as modificações descritas foi possível a obtenção da quantidade necessária 
(13,5 µg a 26,5 µg). A pureza das amostras, calculada pela razão OD260/OD280, também variou 
entre os protocolos. Foram observados valores de 1,59 a 1,79 e de 1,81 a 2,00, respectivamente, 
nos protocolos original e modificado (com quatro lavagens com clorofórmio). Por atuar como 
desnaturante de proteínas (Morgante et al., 2015), o clorofórmio permitiu o aumento da pureza do 
RNA obtido. A integridade do RNA não apresentou sinais de degradação, com RIN entre 1,70 e 7,60 
e a razão 25S/18S entre 0 e 1,7. Amostras com valores de RIN e razão RNAr 25S/18S inferiores a 
6 e <1, respectivamente, foram descartadas.

Foram sequenciados cerca de 345 milhões de reads (~34,5 bilhões de pares de bases), montados 
com o pipeline Trinity v. 2.3.27, até a obtenção de 84.229 sequências de supertranscritos, analisadas 
para síntese dos locos microssatélites, totalizando 74 Mpb, nas quais foram encontrados 4.461 
marcadores. Os dinucleotídeos foram os motivos repetitivos mais abundantes, correspondendo a 
74,67% do total, e as repetições TC e CT representaram 20,51% e 20,24%, respectivamente.

Dos 186 locos selecionados para validação foram obtidos 80 (43,01%) com perfil ideal para inclusão 
nas análises do programa de melhoramento de A. pintoi. A temperatura de anelamento, entre os 
locos que amplificaram, foi de 52 ºC a 62 ºC. Essas temperaturas apresentaram menor quantidade 
ou ausência de produtos secundários.

Foi realizada a genotipagem de 29 locos em acessos do banco de germoplasma, os quais 
apresentaram polimorfismo e foram transferíveis para A. repens. O número médio de alelos por 
loco foi 6,93, totalizando 201 alelos. Os valores médios de HE e HO encontrados neste estudo (0,70 
e 0,39, respectivamente) são similares aos observados por Azêvedo et al. (2016) (HE = 0,70 e  
HO = 0,30), que analisaram a diversidade genética do BAG de amendoim forrageiro, incluindo os 
acessos utilizados no presente estudo. Esses resultados indicam a predominância de homozigotos 
entre os genótipos avaliados.

7	 Disponível em: https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki. Acesso em: 5 maio 2018.
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Os valores de conteúdo de informação de polimorfismo (PIC) variaram de 0,43 no loco Ap(AG)86 
a 0,9, no loco Ap(CT)88, com média de 0,68. Esses resultados indicam que os microssatélites 
analisados neste estudo foram eficientes para acessar a diversidade genética, pois locos com 
valores de PIC superiores a 0,5 são considerados altamente informativos (Botstein et al., 1980).

Por meio de análise de agrupamento UPGMA não foi observada a formação de grupos definidos 
entre os acessos estudados nem a ocorrência de redundâncias, perfil já obtido em estudos anteriores 
(Azêvedo et al., 2016). Os dados da espécie indicam que pode existir uma diferenciação recente 
entre os acessos, não sendo possível estruturá-los em grupos definidos. O acesso Nc1579, da 
espécie A. repens, ficou agrupado juntamente com os acessos de A. pintoi. Alguns estudos têm 
avaliado por meio de caracteres morfológicos (Assis et al., 2009), agronômicos e bromatológicos 
(Menezes et al., 2012) e moleculares (Azêvedo et al., 2016) se há a separação entre as duas 
espécies. Não foi possível encontrar uma separação definida entre essas espécies, demonstrando 
sua natureza monofilética e indicando o compartilhamento de genomas similares provenientes de 
um ancestral comum recente (Friend et al., 2010; Azêvedo et al., 2016).

Conclusões

O protocolo para extração de RNA com cloreto de lítio foi eficiente, após as modificações, permitindo 
a obtenção de RNA dentro dos padrões indicados para metodologias de biologia molecular, e 
pode ser recomendado para extração de RNA na espécie Arachis pintoi. Os novos marcadores 
microssatélites desenvolvidos a partir de RNA-Seq são polimórficos e altamente informativos, 
além de serem eficientes para avaliar a diversidade genética dos acessos da coleção nuclear de 
amendoim forrageiro.
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