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Resumo — O amendoim forrageiro (Arachis pintoi) apresenta destaque expressivo que traduz a
sua importancia econdmica e ambiental em pastagens. Porém, ainda s&o poucas as variedades
disponiveis para cultivo. O uso de marcadores moleculares baseados em RNA-Seq é vantajoso,
pois sdo derivados de genes que podem estar relacionados com caracteristicas fenotipicas
de interesse agronémico. Assim, o objetivo deste trabalho foi testar a transferibilidade de
marcadores microssatélites desenvolvidos a partir de RNA-Seq de Arachis pintoi para Arachis
repens e o amendoim comum (Arachis hypogaea L.). Trinta e trés locos microssatélites foram
analisados, dos quais 28 apresentaram amplificacdo em todas as espécies. Tal resultado indica
que esses locos sao altamente conservados. A maior taxa de transferibilidade foi observada em
A. repens (100%), espécie pertencente & mesma secc¢ao taxondmica que A. pintoi. Cinco locos
amplificaram apenas em A. repens. Isso sugere altera¢des nas regides flanqueadoras dos locos em
A. hypogaea, impedindo o anelamento correto dos primers. Em A. hypogaea a taxa foi de 84,85%.
A anotacéo funcional dos locos identificou similaridade com proteinas relacionadas ao crescimento,
desenvolvimento e diferenciagdo de células e tecidos, e resisténcia a patdgenos. Esses dados
indicam o potencial informativo dos novos locos e podem ser usados em programas de melhoramento.

Termos para indexagao: Arachis pintoi, taxa de transferibilidade, genoma funcional.

Introducéao

Diante da crescente tendéncia da pecuaria sustentavel, o uso do amendoim forrageiro (Arachis
pintoi Krapov. & W.C. Greg., Fabaceae) em pastagens consorciadas com gramineas tem sido uma
alternativa relevante. Além de contribuir na fixagao biolégica de nitrogénio no solo, possui alto valor
nutricional, reduzindo o periodo de engorda do gado em até 8 meses (Oliveira; Campos, 2019).
Em 2019, o amendoim forrageiro teve um impacto econémico positivo de R$ 91 milhdes para os
produtores no estado do Acre (Embrapa, 2020). Apesar desses fatores, o numero de cultivares
disponiveis ao produtor é pequeno e o custo de implantagao da cultura elevado quando comparado
com outras forrageiras.

Para aumentar a velocidade e eficiéncia da selecdo de gendtipos superiores e desenvolvimento
de novas cultivares, os programas de melhoramento tém adotado genotipagem por marcadores
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moleculares. Dentre esses, os microssatélites (SSR) possuem caracteristicas ideais: elevado
polimorfismo, natureza multialélica e codominante, além de elevada transferibilidade entre espécies
(Hodel et al., 2016). Entretanto, o seu desenvolvimento € laborioso e de alto custo. Por esse motivo,
o uso de RNA-Seq (RNA Sequencing) é interessante, pois permite o desenvolvimento de milhares
de marcadores moleculares com menor custo e trabalho laboratorial quando comparado as técnicas
tradicionais (Taheri et al., 2018). Além disso, marcadores baseados em RNA sdo derivados de
regides expressas do genoma que podem estar relacionadas com carateristicas fenotipicas de
interesse agrondémico, o que é extremamente importante para os programas de melhoramento
(Poczai et al., 2013).

Os marcadores microssatélites heterdlogos tém sido ferramentas importantes, especialmente em
espécies com poucos marcadores disponiveis. Em A. pintoi, microssatélites heterélogos génicos
foram utilizados em estudos de avaliagao de germoplasma, identificagcao de hibridos e determinagao
da taxa de cruzamento (Azévedo et al., 2016; Campos et al., 2016; Oliveira et al., 2019). Assim, este
trabalho teve como objetivo testar a transferibilidade de marcadores microssatélites desenvolvidos
a partir de RNA-Seq de A. pintoi para A. repens e para o0 amendoim comum (A. hypogaea L.).

Material e métodos

Foram utilizadas duas espécies do género Arachis: A. hypogaea (BRS 421) e A. repens (Nc1579).
O DNA gendmico foi extraido de folhas frescas utilizando o método de CTAB modificado (Campos
et al., 2016).

Trinta e trés microssatélites desenvolvidos a partir do transcriptoma de folhas de A. pintoi foram
utilizados (dados nao publicados). A taxa de transferibilidade foi realizada avaliando a presenca ou
auséncia de produtos em eletroforese em gel de agarose 3% de acordo com a formula:

o numero de locos transferiveis
Transferibilidade (%) =—— x100
numero de locos testados

A anotacgao funcional dos locos foi realizada por meio da busca por homologia no banco de dados
nao redundante (nr) do NCBI, utilizando a fungdo BLASTX do programa Blast2GQO?8 e aplicando os
parametros padroes.

Resultados e discussao

Os locos apresentaram taxa de transferibilidade variavel. A maior porcentagem foi observada na
espécie A. repens (100%). Arachis hypogaea apresentou taxa pouco inferior (84,85%, 28 locos).
O sucesso absoluto da taxa de transferibilidade observada em A. repens demonstra a natureza
monofiléticacom A. pintoi. Ambas as espécies pertencem a mesma secgao taxonémica (Caulorrhizae)
e ocorrem na mesma regido geografica. Estudos genéticos detectaram que possuem genomas
similares derivados de um ancestral comum (Friend et al., 2010; Azévedo et al., 2016). Espera-se
que marcadores baseados em RNA sejam transferiveis entre espécies e géneros relacionados, pois
os primers sao projetados a partir de regides codificantes conservadas do genoma. No entanto,
0 sucesso da transferéncia também pode estar relacionado a complexidade gendémica, distancia

8 Disponivel em: https://www.blast2go.com/.
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taxondmica e a fungao/evolucdo do gene a partir do qual os primers de sequéncias expressas
(EST) sao derivados (Poczai et al., 2013). O menor percentual de transferibilidade observado em
A. hypogaea, pertencente a secgao Arachis, é resultado das diferengas genémicas estruturais entre
as duas espécies mais distantes filogeneticamente. Huang et al. (2016) testaram a transferibilidade
de locos desenvolvidos a partir de RNA-Seq em diferentes espécies do género Arachis e encontraram
taxa de transferibilidade similar (36,4% a 100%) a observada no presente estudo, demonstrando
a qualidade dos locos desenvolvidos e o potencial de seu uso no programa de melhoramento do
amendoim.

A partir da anotacao funcional identificou-se homologia para 22 locos. O loco Ap(TCT)118 mostrou
similaridade com replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit B-like isoform X4 (RPA1B), a
qual pode atuar principalmente no reparo do DNA (Ishibashi et al., 2005). Esse foi um dos locos
que apresentou problemas de amplificacdo em A. hypogaea. O fato de tratar-se de uma proteina
que esta presente em varias espécies indica que alteragdes nos desenhos dos primers desse e dos
demais locos que ndo amplificaram em A. hypogaea podem solucionar esse problema.

Os genes probable flavin-containing monooxygenase 1 (FMO1) e IQ-DOMAIN 1 (IQD1) (Ap(AT)40
e Ap(TC)99, respectivamente) tém papel importante nos mecanismos de resisténcia a patdégenos
e defesa nas plantas (Levy et al., 2005; Bartsch et al., 2006). A analise de expressao diferencial
podera auxiliar na identificagdo de gendtipos com resisténcia a patégenos.

Os genes conserved oligomeric Golgi complex subunit (COG), APETALA (AP) e CAULIFLOWER
A (CAL-A) estao relacionados com a correta formacgao de flores, pélen e sementes. Alteracbes
no gene COG (Ap(GA)39) resultam em modificagdes no complexo de Golgi, crescimento irregular
de meristemas apicais, folhas, tubos polinicos, falha na germinagdo de sementes e coloragéo
anormal de embrides (Ishikawa et al., 2008; Tan et al., 2016; Rui et al., 2020). Os genes AP e CAL-A
(Ap(GA)29 e Ap(GA)111, respectivamente) estdo envolvidos nas vias metabdlicas responsaveis
pelo desenvolvimento correto de sépalas e pétalas em flores, assim como o AP1 tem um papel
chave nos genes de florescimento, alterando de crescimento vegetativo para reprodutivo (Fang et
al., 2000; Liu et al., 2007).

Assim, os novos marcadores podem estar relacionados a importantes caracteristicas e apresentaram
polimorfismo sobre o tamanho da regido gendmica. Estudos de validacao de expressao poderao
auxiliar na identificacdo de gendétipos promissores para o programa de melhoramento.

Conclusoes

Os novos marcadores microssatélites desenvolvidos a partir de RNA-Seq apresentaram elevada
taxa de transferibilidade entre as espécies analisadas e podem auxiliar na identificacao de gendtipos
com problemas reprodutivos e resisténcia a patdgenos, reduzindo o tempo e recursos necessarios
para o desenvolvimento de novas cultivares no programa de melhoramento de Arachis.
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