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Resumo – O amendoim forrageiro tem ganhado cada vez mais importância devido às vantagens 
associadas ao seu uso. Entretanto, a quantidade de microssatélites disponíveis para a espécie 
ainda é restrita, o que tem sido um gargalo no avanço do programa de melhoramento. Nesse 
sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar novos microssatélites a partir do 
transcriptoma de folhas de Arachis pintoi. Foram testados 186 locos em 19 acessos. Os locos com 
os melhores perfis de amplificação (64) foram selecionados para avaliação de polimorfismo, dos 
quais 63 (98,4%) apresentaram perfis polimórficos, com média de 7,37 alelos por loco. Os valores 
médios de heterozigosidade esperada (HE) e observada (HO) foram 0,72 e 0,31, respectivamente. 
Os marcadores apresentaram elevadas médias de conteúdo de informação polimórfica (PIC = 
0,70) e poder discriminatório (D = 0,80). Portanto, os novos marcadores derivados de genes 
são informativos e podem ser incorporados à rotina de análises do programa de melhoramento. 

Termos para indexação: Arachis pintoi, RNA-Seq, SSR.

Introdução

O amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. e WC Greg.) tem recebido destaque por seu uso em 
pastagens consorciadas com gramíneas, o que contribui no expressivo aumento do ganho de peso 
em gado de corte e redução do tempo de abate desses animais (Maia, 2018). Além disso, seu uso 
como cobertura verde consorciado com culturas comerciais como café, pêssego, pepino e tomate 
auxilia na redução de ervas daninhas, ciclagem de nutrientes, fixação biológica de nitrogênio, 
manutenção da umidade do solo e redução da erosão (Silva et al., 2012; Santos et al., 2014; Wang 
et al., 2015; Rose et al., 2019; Resende et al., 2020).

O número de marcadores específicos para A. pintoi é restrito a apenas 25 locos derivados de 
regiões genômicas (Palmieri et al., 2002, 2005, 2010). Quando considerados os locos com perfis 
adequados para análises automatizadas, esse número é reduzido para menos de dez (Azêvedo et 
al., 2016). Esse número limitado de marcadores é um gargalo para abordagens que necessitam de 
maior cobertura do genoma, como seleção assistida por marcadores, desenvolvimento de mapas 
genéticos e mapeamento de QTLs (Quantitative Traits Loci). Por isso, o número de marcadores 
disponíveis tem um papel crucial no avanço do melhoramento do amendoim forrageiro. Marcadores 
desenvolvidos a partir de RNA são vantajosos, pois derivam de regiões expressas do genoma e 
geram fragmentos que podem ser facilmente relacionados com características fenotípicas. Essa 
característica é extremamente importante para estudos de associação (Poczai et al., 2013).
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Assim, este trabalho teve como objetivo caracterizar novos microssatélites desenvolvidos a partir do 
transcriptoma de folhas de A. pintoi.

Material e métodos

Foram utilizados 19 acessos de A. pintoi do banco ativo de germoplasma (BAG) de amendoim 
forrageiro da Embrapa Acre (Tabela 1). Os acessos foram escolhidos a partir de uma análise prévia 
de diversidade, que gerou uma coleção nuclear considerando a riqueza alélica conservada no BAG 
(Azêvedo, 2014). O DNA genômico foi extraído a partir de folhas frescas utilizando o protocolo de 
CTAB modificado (Campos et al., 2016) e a quantificação foi realizada por meio de fluorímetro Qubit 
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

Tabela 1. Acessos de Arachis pintoi utilizados na caracterização dos microssatélites.

V14951 W647 V6791wf V15062 V13294
V6741 V5895 Belomonte W944 W34 (B)
V6784 V13196 V14966 V13288 V13372
W225 V13211-1 Amarillo V13298

Foram testados 186 microssatélites desenvolvidos a partir do transcriptoma de folhas de A. pintoi 
por Oliveira (2020). Os critérios de seleção dos locos foram: intensidade e nitidez dos produtos 
de amplificação e ausência de produtos secundários. As reações de amplificação e genotipagem 
foram realizadas de acordo com Azêvedo et al. (2017). Os locos Simple Sequence Repeats 
(SSRs) foram avaliados quanto ao número de alelos por loco, intervalo de amplificação observada, 
conteúdo de informação polimórfica (PIC), heterozigosidade esperada (HE) e observada (HO), poder 
discriminatório (D).

Resultados e discussão

Dos 186 marcadores analisados, 148 (79,57%) amplificaram, dos quais 87 (58,78%) atenderam 
aos critérios de seleção estabelecidos. Uma subamostra de 64 locos com os melhores perfis de 
amplificação foi analisada para polimorfismo, sendo observado o perfil monomórfico em apenas 
um. Foram observados 464 alelos, com fragmentos variando de 100 a 300 pares de bases de 
comprimento (Tabela 2). O número de alelos por loco variou de 2 a 18, com média de 7,37. As 
heterozigosidades esperadas (HE) e observadas (HO) foram 0,72 e 0,31, respectivamente, as quais 
corroboram com as análises realizadas com o BAG de amendoim forrageiro utilizando microssatélites 
genômicos (Azêvedo et al., 2016).

Os valores de PIC variaram de 0,05 a 0,92. Considerando a classificação proposta por Botstein et al. 
(1980), 53 locos foram altamente informativos (PIC > 0,5). Os valores de poder discriminatório (D) 
variaram de 0,06 a 0,99, com média de 0,80. Marcadores com elevados valores de D são os mais 
recomendados para estudos de fingerprinting devido à alta capacidade de discriminar genótipos. 
No entanto, também devem ser considerados a qualidade da amplificação dos produtos de PCR e 
o número mínimo de marcadores capazes de discriminar as variedades (Rosa et al., 2010).
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Tabela 2. Caracterização de 64 locos SSRs incluindo tamanho observado (pares de bases), número de alelos 
por loco (N), heterozigosidade esperada (HE) e observada (HO), conteúdo de informação polimórfica (PIC) e 
poder discriminatório (D).

Primers Intervalo observado (pb) Nº de alelo HE HO PIC D
Ap(CT)01 250–300 10 0,83 0,37 0,81 0,91
Ap(TC)05 250–300 3 0,57 0,25 0,55 0,79
Ap(TC)06 200–300 2 0,48 0,00 0,47 0,46
Ap(AT)07 100–150 8 0,79 0,26 0,77 0,88
Ap(AG)14 150–250 13 0,86 0,26 0,83 0,90
Ap(CT)15 100–150 3 0,49 0,21 0,48 0,61
Ap(TC)18 200–250 6 0,82 0,26 0,80 0,90
Ap(GA)21 250–300 9 0,83 0,19 0,81 0,90
Ap(CT)26 200–250 11 0,86 0,32 0,84 0,93
Ap(TC)28 100–200 10 0,91 0,37 0,88 0,94
Ap(GA)29 200–250 5 0,55 0,11 0,54 0,62
Ap(GA)30 250–300 7 0,71 0,35 0,69 0,85
Ap(TG)32 200–250 11 0,85 0,54 0,82 0,90
Ap(CT)33 200–250 4 0,47 0,16 0,46 0,57
Ap(CT)35 150–250 15 0,91 0,47 0,88 0,98
Ap(GA)39 150–200 3 0,54 0,21 0,52 0,68
Ap(AT)40 150–200 7 0,83 0,32 0,81 0,93
Ap(GA)42 150–200 7 0,84 0,37 0,82 0,93
Ap(GA)45 250–300 5 0,64 0,26 0,62 0,77
Ap(GA)48 100–150 2 0,49 0,11 0,48 0,62
Ap(CT)54 250–300 14 0,89 0,42 0,87 0,94
Ap(CT)55 200–300 12 0,88 0,16 0,85 0,91
Ap(TC)56 150–250 13 0,90 0,39 0,88 0,98
Ap(AG)58 100–200 4 0,60 0,25 0,56 0,62
Ap(GA)61 150–200 5 0,78 0,38 0,76 0,92
Ap(TA)65 250–300 1 - - - -
Ap(AG)66 150–250 12 0,91 0,37 0,89 0,96
Ap(CT)68 150–300 18 0,93 0,47 0,91 0,98
Ap(CT)72 100–200 15 0,94 0,82 0,92 0,98
Ap(TC)73 250–300 4 0,59 0,26 0,57 0,73
Ap(CT)75 200–300 11 0,87 0,21 0,85 0,92
Ap(TG)76 250–300 4 0,44 0,11 0,43 0,51
Ap(AC)82 200–250 2 0,05 0,05 0,05 0,06
Ap(AG)86 200–250 3 0,44 0,14 0,43 0,70
Ap(AG)87 200–250 8 0,79 1,00 0,77 0,62
Ap(TC)88 200–300 15 0,93 0,37 0,90 0,99
Ap(AG)89 150–200 3 0,60 0,16 0,59 0,72
Ap(TC)90 200–250 3 0,56 0,21 0,54 0,70
Ap(CT)92 100–150 7 0,77 0,33 0,75 0,89
Ap(TC)93 200–250 7 0,71 0,26 0,69 0,83
Ap(AC)95 100–200 8 0,75 0,26 0,73 0,80
Ap(GA)98 150–250 12 0,88 0,26 0,86 0,93

Continua...
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Primers Intervalo observado (pb) Nº de alelo HE HO PIC D
Ap(TC)99 100–200 8 0,84 0,50 0,81 0,89

Ap(AGG)102 100–150 6 0,57 0,47 0,56 0,73
Ap(GAA)106 150–250 12 0,88 0,37 0,86 0,95
Ap(TG)107 200–250 2 0,51 0,26 0,49 0,67
Ap(TC)109 250–300 5 0,66 0,00 0,64 0,70
Ap(TC)110 100–200 10 0,88 0,32 0,86 0,93
Ap(GA)111 150–200 4 0,51 0,37 0,49 0,68
Ap(CT)112 150–200 3 0,46 0,63 0,45 0,53
Ap(CT)113 100–150 10 0,85 0,32 0,83 0,91
Ap(CT)114 200–250 12 0,91 0,16 0,89 0,94

Ap(TCT)116 100–150 8 0,86 0,47 0,84 0,91
Ap(TTC)117 150–200 6 0,78 0,33 0,76 0,87
Ap(TCT)118 200–300 8 0,76 0,00 0,74 0,77
Ap(TCT)120 250–300 5 0,73 0,32 0,71 0,80
Ap(AG)121 100–150 9 0,77 0,53 0,75 0,90
Ap(AG)124 200–250 7 0,67 0,21 0,65 0,76
Ap(CT)126 200–250 8 0,81 0,37 0,79 0,88
Ap(AG)127 100–150 3 0,61 0,42 0,59 0,77
Ap(GT)128 150–250 5 0,67 0,32 0,66 0,75
Ap(TC)132 100–150 4 0,55 0,11 0,54 0,62
Ap(CT)134 250–300 3 0,67 0,37 0,65 0,81
Ap(AG)137 150–200 5 0,74 0,42 0,72 0,88
Média geral - 7,37 0,72 0,31 0,70 0,80

Total - 464 - - - -

Tabela 2. Continuação.

Conclusão

Os novos marcadores microssatélites derivados de genes foram informativos e podem ser utilizados 
para estudos genéticos.
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