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Resumo – O amendoim forrageiro (Arachis pintoi) tem-se destacado como fonte alternativa de fertilização, 
como cobertura verde, por aumentar a produtividade da forragem e, ao mesmo tempo, contribuir para uma 
pecuária mais sustentável. O uso de ferramentas genômicas no programa de melhoramento pode acelerar 
os ganhos genéticos e reduzir o tempo de desenvolvimento de novas cultivares. Porém, o número limitado 
de marcadores e a ausência de análises baseadas em polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) têm sido 
fatores limitantes à aplicação dessa abordagem no programa de melhoramento da espécie. Assim, o objetivo 
deste estudo foi desenvolver marcadores SNPs a partir do transcriptoma foliar de A. pintoi. As bibliotecas 
foram construídas a partir de duas cultivares: Belomonte e Amarillo MG-100. Foi identificado um total de 
374.385 SNPs funcionais, dos quais 39,3% foram identificados exclusivamente com o programa GATK e 
8,1% pelo programa SAMtools. Por meio da anotação funcional foi possível identificar genes envolvidos 
tanto na resposta a estresses bióticos e abióticos como no processo da fotossíntese. Esses são os primeiros 
marcadores SNPs funcionais desenvolvidos para A. pintoi e permitirão estudos de expressão gênica, genes 
candidatos para edição, construção de mapas genéticos, entre outros que fornecerão informações cruciais 
para programas de melhoramento de Arachis.

Termos para indexação: Arachis pintoi, RNA-Seq, locos funcionais.

New SNP markers developed from the 
forage peanut transcriptome

Abstract – Forage peanut (Arachis pintoi) has been highlighted as an alternative source of fertilization, as 
green cover, as it increases forage productivity and, at the same time, contributes to more sustainable lives-
tock farming. The use of genomic tools in breeding programs can accelerate genetic gains and reduce the 
development time of new cultivars. However, the limited number of markers and the lack of analyzes based on 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been limiting factors for the application of this approach in the 
species improvement program. Therefore, the objective of this study was to develop SNP markers from the A. 
pintoi leaf transcriptome. The libraries were constructed from two cultivars: Belomonte and Amarillo MG-100. 
A total of 374,385 functional SNPs were identified, of which 39.3% were identified exclusively with the GATK 
program and 8.1% with the SAMtools program. Through functional annotation it was possible to identify ge-
nes involved both in the response to biotic and abiotic stresses and in the photosynthesis process. These are 
the first functional SNP markers developed for A. pintoi and will allow studies of gene expression, candidate 
genes for editing, construction of genetic maps, among others that will provide crucial information for Arachis 
breeding programs.

Index terms: Arachis pintoi, RNA-Seq, functional loci.
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Introdução
O amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. 

& W.C. Greg.) tem-se destacado como cobertura 
verde consorciada com culturas comerciais, pois 
contribui para a manutenção da umidade do solo e 
ciclagem de nutrientes. Além disso, seu uso em pas-
tagens consorciadas com gramíneas tem auxiliado 
no aumento expressivo do ganho de peso diário em 
bovinos, crescimento da produtividade e redução no 
tempo de recria a pasto de 20 para 13 meses pós-
-desmama (Sales et al., 2020).

Atualmente, o mercado tem apresentado uma 
demanda pelo desenvolvimento de novas cultivares. 
Diante disso, as ferramentas genômicas são apon-
tadas como uma alternativa, pois podem contribuir 
na redução do tempo necessário ao desenvolvimen-
to de uma cultivar. Dentre os requisitos necessários 
à aplicação da genômica está a disponibilidade de 
um grande número de marcadores moleculares, os 
quais são obtidos a partir da análise do genoma da 
espécie de interesse. Para espécies que não pos-
suem genoma disponível, o sequenciamento de 
RNA (RNA-Seq) é apontado como uma alternativa, 
pois reduz o custo e tempo de desenvolvimento de 
marcadores moleculares, tais como os SNPs (poli-
morfismos de nucleotídeo único), além de permitir a 
coleta de informações que contribuem para a asso-
ciação do fenótipo com eventos de splicing alterna-
tivos ou alterações na expressão gênica (Wit et al., 
2015). Estudos de associação entre características 
de interesse e marcadores SNPs têm sido aplica-
dos com sucesso em diversas culturas, demons-
trando o grande potencial dessas abordagens para 
o melhoramento.

Os SNPs são ferramentas muito úteis, espe-
cialmente no melhoramento genético, pois têm na-
tureza codominante, são altamente polimórficos e 
bialélicos, possuem baixa taxa de mutação, estão 
distribuídos por todo o genoma, além da facilidade 
de genotipagem, que oferece um bom desempenho 
considerando a consistência, acurácia e maior faci-
lidade no uso dos dados pelo melhorista (Rafalski, 
2002).

Os estudos com RNA-Seq no gênero Arachis 
estão concentrados, principalmente, no amendoim 
cultivado (Arachis hypogaea L.) e nas espécies 
mais próximas filogeneticamente (Arachis ipaënsis 
Krapov. & W.C. Greg.; Arachis duranensis Krapov. 
& W.C. Greg.), permitindo a identificação de milha-
res de marcadores SNPs, que têm sido aplicados no 
melhoramento do amendoim cultivado (Pandey et al., 
2017). Já em A. pintoi foram obtidas pequenas se- 
quências do genoma, das quais foram desenvolvidos 

25 marcadores microssatélites. Esses marcadores 
foram utilizados em estudos de caracterização do 
germoplasma de amendoim forrageiro, determina-
ção da taxa de cruzamento e identificação de híbri-
dos (Azêvedo et al., 2016; Campos et al., 2016; Oli-
veira et al., 2019). Porém, ainda não há marcadores 
SNPs desenvolvidos para a espécie. Assim, o obje-
tivo deste estudo foi identificar novos marcadores 
SNPs a partir do transcriptoma foliar de A. pintoi.

Material e métodos
As análises foram realizadas com as sequên-

cias (reads) e o transcriptoma foliar de A. pintoi de-
senvolvidos por Oliveira (2020), o qual utilizou duas 
cultivares: Amarillo MG100 e Belomonte. O alinha-
dor STAR (versão STAR-2.7.3a) foi usado para ali-
nhar as reads ao transcriptoma, a fim de obter as 
transcrições classificadas (arquivos BAM) para cada 
cultivar (Dobin et al., 2013). Depois disso, a desco-
berta de variantes SNPs foi realizada utilizando as 
configurações padrão no pipeline Genome Analysis 
Tool Kit (GATK, versão 4.1.4.0) (Poplin et al., 2018) 
e no pipeline SAMtools (Li, 2011). Para chamada de 
SNPs, o transcriptoma foi usado como referência. 
O critério para identificação dos SNPs foi: se algu-
ma cultivar tivesse um alelo diferente da referência, 
a posição era chamada de provável SNP. Os su-
postos SNPs identificados pelos programas GATK 
e SAMtools foram filtrados para QD < 2 e QUAL < 
20, respectivamente. Para determinar quais SNPs 
foram encontrados por cada programa e por ambos, 
foi aplicado o comando “BCFtools isec” no programa 
BCFtools (Li, 2011), e esses resultados foram utiliza-
dos para construção de um diagrama de Venn usan-
do o pacote venndiagram R (Chen; Boutros, 2011). 
Foi realizada a anotação funcional dos transcritos 
que deram origem aos SNPs utilizando a base não 
redundante (nr) do programa Blast2GO, aplicando a 
opção BlastX e as configurações padrão.

Resultados e discussão
Neste estudo, foi realizada a busca dos pri-

meiros marcadores SNPs funcionais para A. pintoi. 
Um total de 358.519 e 303.996 SNPs foi identifica-
do pelos programas GATK e SAMtools, respectiva-
mente. Após a filtragem, restaram 344.173 (96,0%) 
SNPs encontrados por GATK e 227.160 (74,7%) 
por SAMtools. Considerando os SNPs encontrados 
por ambos os programas, foi identificado um total 
de 196.948 (48,3%). O programa GATK identificou 
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a maior quantidade de SNPs exclusivos (39,3%) e 
o SAMtools a menor quantidade (8,1%) (Figura 1).

O número de SNPs de transição (Ts) foi maior 
que o número de SNPs de transversão (Tv), produ-
zindo uma relação Ts/Tv de 1,75 para ambos os pro-
gramas de chamada de SNP (Tabela 1). A variação 
de transição mais comum foi C ↔ T, com 114.622 
e 74.149 SNPs para GATK e SAMtools, respectiva-
mente. A variação de transversão mais comum foi 
A ↔ T, com 36.277 SNPs (GATK) e 23.727 SNPs 
(SAMtools).

As variações no número de SNPs identifica-
dos em cada um dos programas podem ter ocor-
rido devido a diferentes abordagens utilizadas em 
cada pipeline (Cornish; Guda, 2015; Hwang et al., 
2015). A filtragem é uma etapa necessária para evi-
tar distorções e falsos positivos na chamada de SNP. 
Quando Hwang et al. (2015) filtraram variantes abai-
xo do índice de qualidade (QUAL < 20), encontraram 
concordância de, aproximadamente, 92,0% entre os 
programas de chamada de variantes. Considerando 

que foi realizada aplicação de padrão de filtragem 
similar no presente estudo, espera-se que a acu-
rácia tenha sido elevada consideravelmente, redu-
zindo a presença de falsos positivos nas variantes 
identificadas. No entanto, o principal fator limitante 
na acurácia da busca por SNP é a ausência de um 
genoma de referência para o amendoim forrageiro. 
Diante disso, as variantes SNPs identificadas por 
ambos os programas podem ser mais precisas, com 
menor probabilidade de falsos positivos.

A anotação funcional dos transcritos que deram 
origem aos SNPs foi realizada por meio da com-
paração com o banco de dados nr e resultou em 
37.219 transcritos mapeados em 146.844 termos 
de ontologia genética. Dentre os termos anotados, 
encontram-se RAP2.4, RD21A, NDK1 e ERD15, os 
quais estão relacionados com mecanismos de tole-
rância e resposta a estresses bióticos e abióticos. 
Também foram identificados a plastocianina, CLPB3, 
tiorredoxina tipo F e CAB7, que estão envolvidos 
nos processos da fotossíntese.

Figura 1. Diagrama de Venn mostrando o número de SNPs encontrados pelos 
programas GATK e SAMtools, após a filtragem.

Os números nos círculos indicam o número de SNPs encontrados por um ou ambos os 
pipelines.

Tabela 1. Resumo dos dados dos SNPs identificados pelos programas GATK e SAMtools, após a filtragem.

Programa Número de 
SNP Transição Transversão

A ↔ G C ↔ T A ↔ C A ↔ T C ↔ G G ↔ T

GATK 344.173 105.733 114.622 29.707 36.277 26.884 33.161

SAMtools 227.160 71.309 74.149 20.479 23.727 18.198 20.524
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Mais pesquisas são necessárias para validar 
e caracterizar os SNPs descobertos, bem como 
ligá-los a características fenotípicas de interesse 
agronômico, especialmente os genes identificados 
na anotação funcional. Análises de expressão dife-
rencial podem ser importantes na seleção de SNPs 
para validação. Além disso, esse conjunto de dados 
proporcionará novas possibilidades para seleção 
genômica, mapeamento de ligação e GWAS no pro-
grama de melhoramento de Arachis pintoi.

Conclusões
1) As análises do transcriptoma foliar de  

Arachis pintoi permitiram a identificação dos 
primeiros marcadores SNPs para o amendoim 
forrageiro.

2) Os primeiros genes candidatos foram identifi-
cados, permitindo que estudos de expressão 
possam ser iniciados para compreender cadeias 
metabólicas relacionadas à fotossíntese, estres-
ses bióticos e abióticos.
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