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Resumo 

 O amendoim cultivado (Arachis hypogaea) é uma cultura importante, 

amplamente cultivada nas regiões tropicais e subtropicais do mundo. É bastante 

susceptível a diversos estresses bióticos e abióticos, para os quais muitas das 

espécies silvestres são resistentes. Como um primeiro passo visando a introgressão 

desses genes de resistência no amendoim cultivado, um mapa de ligação foi 

construído, usando uma população F2, obtida do cruzamento entre duas espécies 

silvestres diplóides de genoma AA (A. duranensis e A. stenosperma). Esse mapa foi 

baseado em marcadores microssatélites e marcadores âncoras, ambos 

codominantes e transferíveis entre espécies aparentadas. Um total de 271 novos 

marcadores microssatélites foi desenvolvido no presente trabalho, a partir de 

bibliotecas genômicas enriquecidas para microssatélites, de bibliotecas de etiquetas 

de seqüências expressas (ESTs ou “expressed sequence tags”) e por mineração 

(“data mining”) de seqüências disponíveis no GenBank. Para facilitar o 

desenvolvimento dos marcadores a partir de um grande número de seqüências, foi 

utilizado um módulo de programas desenvolvido em parceria com a Universidade 

Católica de Goiás e com a Universidade Católica de Brasília. Esse módulo integra 

um programa para busca de microssatélites (TROLL), um conjunto de programas 

para agrupamento e processamento das seqüências (Staden package) e um terceiro 

programa, para desenho de primers (Primer3). Com isso, o desenvolvimento dos 

marcadores pôde ser automatizado, tornando o processo bem mais rápido e 

eficiente. Dos 271 novos marcadores microssatélites, 66 mostraram-se polimórficos 

para o amendoim cultivado e 62 deles foram utilizados para análise das relações 

genéticas entre acessos representando as seis variedades botânicas descritas de A. 

hypogaea. Os resultados obtidos foram consistentes com a classificação taxonômica 

atual, exceto para as variedades fastigiata/peruviana e fastigiata/aequatoriana, que 

formaram um grupo separado e distante das outras duas variedades da subespécie 

fastigiata. Os 271 novos marcadores microssatélites, além de outros 218 publicados 

ou em publicação para o amendoim foram testados, usando-se os dois progenitores. 

Desses 489 marcadores microssatélites, 215 (44,0%) mostraram-se polimórficos, 

sendo 181 codominantes e 34 dominantes (amplificaram alelos nulos em um dos 

progenitores). Os 99 marcadores microssatélites codominantes que não 

apresentaram distorções da segregação 1:2:1 esperada (p<0,05), junto aos 40 
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marcadores âncoras não distorcidos (de um total de 72), foram utilizados para o 

estabelecimento dos grupos de ligação. Em seguida, os marcadores distorcidos e os 

dominantes foram incluídos no mapa. Usando um LOD escore mínimo de 11, 182 

marcadores microssatélites, 66 marcadores âncoras e 12 RGAs foram mapeados 

em 10 grupos de ligação, como esperado, uma vez que Arachis duranensis e A. 

stenosperma são espécies diplóides com 2n=20 cromossomos. Um comprimento de 

mapa total igual a 1645,1 cM foi obtido, com uma distância média de 6,32 cM entre 

marcadores. Esse mapa foi utilizado para o mapeamento de QTLs que controlam 

três características de interesse para o melhoramento do amendoim. Dez QTLs que 

controlam o peso de sementes, oito QTLs que controlam o número de sementes 

produzidas por planta e dois QTLs para resistência ao fungo causador da mancha 

preta (Cercosporidium personatum) foram significativamente identificados pelo 

método de mapeamento por intervalo múltiplo. Esse é o primeiro mapa baseado em 

marcadores microssatélites desenvolvido para Arachis. Além disso, os primeiros 

QTLs para componentes da produtividade e para resistência à mancha preta foram 

mapeados em Arachis spp. Uma vez que a maioria dos marcadores microssatélites 

utilizados foi desenvolvida a partir de ESTs e de bibliotecas genômicas digeridas 

com enzimas de restrição sensíveis a metilação, mais da metade dos marcadores 

mapeados, incluindo os marcadores âncoras, são provavelmente gênicos. Os 

grupos de ligação identificados nesse trabalho, as ordens dos marcadores obtidas e 

os QTLs mapeados estão sendo validados em outras populações de mapeamento, 

visando a construção de um mapa de referência para Arachis e a obtenção de 

estimativas mais robustas sobre os QTLs identificados, para uso dessas informações 

nos programas de melhoramento do amendoim.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 3

Abstract 

Cultivated peanut (Arachis hypogaea) is an important crop, widely grown in tropical 

and subtropical regions of the world. It is highly susceptible to several biotic and 

abiotic stresses to which wild species are resistant. As a first step towards the 

introgression of these resistance genes into cultivated peanut, a linkage map was 

constructed, using an F2 population obtained from a cross between two diploid wild 

species with AA genome (A. duranensis and A. stenosperma). The map was based 

on microsatellite and anchor markers that are both codominant and transferable 

among related species. A total of 271 new microsatellite markers were developed in 

the present study from SSR-enriched genomic libraries, ESTs, and by “data-mining” 

sequences available in GenBank. To aid the development of microsatellite markers 

from a great number of sequences, a module, developed in collaboration with the 

Catholic University of Goiás and the Catholic University of Brasília, was used. This 

module integrates a program for the detection of microsatellites (TROLL), the Staden 

Package for the assembly and processing of sequences, and a software for primer 

design (Primer3). By using this module, the SSR marker development was 

automated, and the process proved to be fast and efficient. Of the 271 new SSR 

markers, 66 were polymorphic for cultivated peanut and 62 were used for the genetic 

relationship analysis of accessions representing the six described botanical varieties 

of A. hypogaea. Results were consistent with the actual taxonomic classification, 

except for the fastigiata/peruviana and fastigiata/aequatoriana varieties, which 

formed a separated group, distant from the other two fastigiata varieties. The 271 

new markers plus another 218 published or being published for peanut were 

screened against both progenitors. A total of 215 (44.0%) were polymorphic, with 181 

codominant and 34 dominant markers (amplified null alleles in one of the 

progenitors). The 99 codominant markers segregating 1:2:1 (p<0.05) plus the 40 

non-distorted anchor markers (of a total of 72 markers) were initially used to establish 

the linkage groups. Distorted and dominant markers were subsequently included in 

the map. By using a minimum LOD score of 11 and a maximum recombination 

fraction of 0.35, 182 microsatellite markers, 66 anchor markers and 12 RGAs 

mapped in 10 linkage groups, as expected, since A. duranensis and A. stenosperma 

are diploid species with 2n=20 chromosomes. A total map distance of 1645.1 cM was 

obtained, with an average distance of 6.32 cM between markers. This map was used 
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for the mapping of QTL for three traits of interest for the peanut breeding programs. 

Ten QTL controlling seed weight, eight QTLs for seed number and two QTLs for 

resistance against the fungus C. personatum were significantly mapped by using the 

multiple interval mapping method. This is the first microsatellite-based map published 

for Arachis. Moreover, the first QTLs for yield components and for resistance to late 

leafspot were mapped in Arachis spp. Because most markers used were derived 

from ESTs and genomic libraries made using methylation sensitive restriction 

enzymes, more than a half of the markers, including the anchor markers, are genic. 

Linkage group ordering and the mapped QTL are being validated in other mapping 

populations, with the aim of constructing a transferable reference map for Arachis 

and to obtain more robust estimates about the mapped QTL for use in the peanut 

breeding programs. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

1.1. O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.)  

O amendoim é uma cultura importante internacionalmente, tanto para 

produção de óleo, como para consumo direto, constituindo uma das principais fontes 

de proteínas e vitaminas em diversos países em desenvolvimento da Ásia, África e 

América do Sul (Savage & Keenan, 1994). Seus grãos contêm cerca de 45% de 

óleos, 25% de proteínas e 20% de carboidratos (Godoy et al., 1999; Holbrook & 

Stalker, 2003). Sua folhagem é utilizada como forragem e a torta resultante da 

extração do óleo é usada como ração animal. Além disso, a capacidade de fixar 

nitrogênio da raiz do amendoim, mantendo a fertilidade do solo, é especialmente 

importante para os pequenos produtores que, em geral, não têm condições de 

utilizar fertilizantes químicos. Por isso, o amendoim é também bastante cultivado 

para subsistência por pequenos agricultores, principalmente na Ásia, África e no 

nordeste do Brasil (Singh & Singh, 1991; Hammons, 1994). Outras espécies do 

gênero Arachis possuem grande valor como plantas forrageiras (A. glabrata, A. 

pintoi) e alto potencial como cobertura para controle de erosões e como plantas 

ornamentais (A. repens, A. helodes, A. kempff-mercadoi) (Valls, 2000). Além disso, 

A. villosulicarpa e A. stenosperma permanecem sendo cultivadas para produção de 

grãos alimentícios por indígenas brasileiros (Stalker & Simpson, 1995; Freitas et al., 

2003).  

 O amendoim é cultivado, sob diversos sistemas de produção, em mais de 80 

países nas Américas, na Ásia e na África (Singh & Singh, 1991; Holbrook & Isleib, 

2001). A produção mundial encontra-se estável nos últimos seis anos, tendo atingido 

36,4 milhões de toneladas de amendoim com casca e 5,9 milhões de toneladas de 

óleo em 2004, o que coloca o amendoim em quinto lugar entre as plantas 

oleaginosas, atrás da soja (30 milhões de toneladas), dendê (28 Mt), colza (12,6 Mt) 

e girassol (9,9 Mt) (FAO, 2006). Mais de 90% da produção de amendoim provém da 

Ásia e da África, sendo a China (34,1% da produção mundial), Índia (28,5%) e 

Nigéria (5,2%) os maiores produtores mundiais (FAO, 2006). No Brasil, o cultivo de 

amendoim é pequeno, representando menos de 1% da produção mundial. Apesar 

disso, a produção nacional aumentou cerca de 34% nos últimos quatro anos, tendo 

atingido 291.966 toneladas de amendoim com casca e 45.000 toneladas de óleo na 
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safra 2004/2005, colhidos em 125.490 hectares (FAO, 2006). Cerca de 85% da área 

plantada no Brasil encontra-se no estado de São Paulo (CONAB, 2006).  

Arachis hypogaea possui duas subespécies – fastigiata e hypogaea, 

classificadas em seis variedades botânicas, com base em características 

morfológicas e nos hábitos de crescimento da planta (Krapovickas & Gregory, 1994). 

A subespécie hypogaea apresenta ciclo longo, hábito rasteiro, sementes com 

dormência, flores no eixo central e possui duas variedades, hypogaea e hirsuta. A 

variedade hypogaea apresenta vagens com 2 ou 3 sementes, enquanto a variedade 

hirsuta apresenta vagens com nervuras bem marcadas, com uma saliência em uma 

das extremidades em forma de bico de papagaio e 3 ou 4 sementes. A subespécie 

fastigiata, de ciclo mais curto, porte ereto, sem dormência e sem flores no eixo 

central, é dividida nas variedades fastigiata, vulgaris, aequatoriana e peruviana. A 

variedade fastigiata apresenta 3 ou 4 sementes por vagem e a variedade vulgaris, 

apenas duas. As variedades aequatoriana e peruviana apresentam distribuição 

bastante restrita. A variedade peruviana apresenta vagens com reticulação 

acentuada e nervuras longitudinais salientes. A variedade aequatoriana é 

caracterizada por folíolos pilosos e vagens rugosas, contendo de 3 a 5 sementes 

coloridas. Agronomicamente, o amendoim tem sido classificado em diferentes 

grupos, sendo os principais Valência, Spanish e Virgínia. Embora cultivares de cada 

um desses grupos possam ter em sua origem acessos de diferentes subespécies e 

variedades, morfologicamente, o grupo Valência é classificado como subsp. 

fastigiata var. fastigiata; o grupo Spanish como fastigiata var. vulgaris e o grupo 

Virgínia como pertencente à subsp. hypogaea var. hypogaea. 

Arachis hypogaea é considerada uma espécie autógama, com estrutura floral 

que facilita a autofecundação: anteras e estigma na mesma altura e envoltas por 

uma quilha (Santos & Godoy, 1999). A peculiaridade do amendoim é que, embora as 

flores sejam aéreas, os frutos e as sementes são produzidos abaixo da superfície do 

solo. Após a fertilização, a região basal do ovário alonga-se, formando uma estrutura 

conhecida como pendão (“peg”) ou ginóforo, que é dotado de geotropismo positivo. 

Devido à produção subterrânea da semente, a dispersão natural do amendoim 

torna-se limitada, resultando em populações com lenta expansão de perímetro e 

grande isolamento geográfico (Valls, 2000).  
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1.2. O gênero Arachis 

O gênero Arachis pertence à família Leguminosae ou Fabaceae e é nativo da 

América do Sul, provavelmente, da região de divisa entre o Brasil Central e o 

Paraguai (Gregory et al., 1980). Sua distribuição natural é restrita ao Brasil, Bolívia, 

Paraguai, Argentina e Uruguai (Valls & Simpson, 1994). Possui 80 espécies 

descritas, reunidas em nove seções taxonômicas, de acordo com a morfologia, 

distribuição geográfica e viabilidade de cruzamentos (Krapovickas & Gregory, 1994; 

Valls & Simpson, 2005). As nove seções são: Trierectoides, Erectoides, 

Extranervosae, Triseminatae, Heteranthae, Caulorrhizae, Procumbentes, 

Rhizomatosae e Arachis. A seção Arachis, à qual pertence o amendoim, apresenta 

outras 30 espécies descritas, que são classificadas nessa seção por cruzarem com 

A. hypogaea. 

 A grande maioria das espécies da seção Arachis é diplóide, mas o amendoim 

cultivado (A. hypogaea) é alotetraplóide (2n=4x=40), com genoma AABB. O genoma 

AA é caracterizado pela presença de um par de cromossomos, chamado A (Husted, 

1936), de tamanho bastante reduzido e que apresenta um menor nível de 

condensação da eucromatina em relação aos demais cromossomos (Seijo et al., 

2004). As espécies diplóides de genoma AA podem ser perenes ou anuais, mas 

cruzam-se facilmente entre si, produzindo híbridos com viabilidade de pólen de 

média a alta (Gregory & Gregory, 1979; Krapovickas & Gregory, 1994; Fávero, 

2004). As demais espécies diplóides com 2n=20, todas anuais, formam um grupo 

mais heterogêneo, com aparentes subgrupos (Valls, 2000; Moretzsohn et al., 2004). 

Essas espécies, que não apresentam o par A, são consideradas como possuidoras 

do genoma BB de A. hypogaea, com exceção de A. glandulifera, que possui o 

genoma chamado DD, caracterizado pela presença de seis pares de cromossomos 

subtelocêntricos (Stalker, 1991). Além disso, três espécies possuem 2n=18 

cromossomos (A. decora, A. praecox e A. palustris) (Lavia, 1996; 1998; Peñaloza & 

Valls, 1997) e uma outra espécie é também tetraplóide, A. monticola, considerada 

por vários autores como uma espécie progenitora do amendoim cultivado (Gregory & 

Gregory, 1976; Raina & Mukai, 1999; Raina et al., 2001, Moretzsohn et al., 2004; 

Milla et al., 2005). 

 A origem de A. hypogaea tem sido objeto de bastante debate. Por ser um 

alotetraplóide, acredita-se que tenha surgido da hibridização entre duas espécies 
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diplóides. Diversas espécies têm sido sugeridas como as possíveis doadoras dos 

genomas AA e BB (revisto por Fávero et al., 2006). Com base em dados de 

marcadores moleculares, de distribuição geográfica e de FISH (“Fluorescent In Situ 

Hybridization”), acredita-se que o amendoim seja resultante de um cruzamento entre 

A. ipaënsis, doadora do genoma BB, e A. duranensis, doadora do genoma AA 

(Kochert et al., 1991; 1996; Seijo et al., 2004). Recentemente, o amendoim pôde ser 

“refeito” a partir do cruzamento entre essas duas espécies (Fávero et al., 2006). 

Assim, A. ipaënsis, usada como parental feminina foi cruzada com A. duranensis, 

usada como doadora de pólen. A planta F1 resultante, diplóide, foi duplicada com 

colchicina, obtendo-se uma planta tetraplóide AABB. Essa planta foi cruzada com A. 

hypogaea, gerando híbridos férteis e dando suporte à hipótese de que A. duranensis 

e A. ipaënsis são os prováveis doadores dos genomas AA e BB, respectivamente, 

para o amendoim. 

 O amendoim, portanto, deve ter-se originado da hibridização de duas 

espécies diplóides, seguida de um evento de duplicação espontânea de 

cromossomos (Halward et al., 1991; Young et al., 1996). A planta resultante devia 

apresentar maior vigor híbrido, mas, por ser tetraplóide, tornou-se isolada 

reprodutivamente de seus parentes silvestres. Como conseqüência, todas as raças 

locais de amendoim são, provavelmente, derivadas de uma ou poucas plantas. Esse 

fato levou a uma variabilidade genética reduzida, o que tem dificultado os avanços 

no melhoramento molecular do amendoim. Por outro lado, espécies silvestres de 

Arachis apresentam maior variabilidade genética (Hilu & Stalker, 1995; Stalker et al., 

1995; Burow et al., 2001; Moretzsohn et al., 2004; Milla et al., 2005), além de 

possuírem resistências a diferentes fatores bióticos e abióticos, que são de interesse 

para o melhoramento do amendoim (Stalker & Simpson, 1995; Rao et al., 2003b; 

Dwivedi et al., 2003; 2006). 

 

1.3. Uso de espécies silvestres no melhoramento do amendoim 

 Por constituírem importante fonte de genes úteis, espécies silvestres de 

Arachis vêm sendo introduzidas em programas de melhoramento do amendoim. A 

transferência de genes dessas espécies para A. hypogaea tem tido algum sucesso, 

sempre a partir de espécies da seção Arachis. A. monticola, espécie também 

tetraplóide, foi usada em cruzamentos interespecíficos com A. hypogaea, resultando 
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nas primeiras cultivares de amendoim com genes de espécies silvestres, Spancross 

e Tamnut 74 (Isleib & Wynne, 1992). Apesar disso, essas cultivares não apresentam 

nenhuma característica fenotípica que possa ser identificada como derivada de 

espécies silvestres. 

 Simpson & Starr (2001) registraram a primeira cultivar de amendoim com 

genes identificáveis que foram transferidos de espécies silvestres de Arachis. Essa 

cultivar, chamada COAN, foi obtida a partir de retrocruzamentos (RC5) de A. 

hypogaea cv. Florunner, usada como parental recorrente, com um complexo híbrido 

interespecífico, chamado TxAG-6, resultante do cruzamento entre {A. batizocoi x (A. 

cardenasii x A. diogoi)} e posterior duplicação de cromossomos por colchicina. 

COAN é resistente ao nematóide-das-galhas (Meloidogyne arenaria e M. javanica), 

mas extremamente susceptível ao “tomato spotted wilt virus”- TSWV, que é uma das 

principais doenças do amendoim, especialmente nos Estados Unidos (Holbrook & 

Stalker, 2003). A seleção de plantas na geração RC7 desse mesmo programa de 

retrocruzamentos resultou na cultivar NemaTAM, resistente a nematóides, mais 

produtiva do que a COAN, mas também bastante susceptível ao TSWV (Starr et al., 

2002; Simpson et al., 2003). 

 Outras tentativas de introgressão de genes oriundos de espécies silvestres de 

Arachis para o amendoim vêm sendo feitas em diferentes programas de 

melhoramento (Dwivedi et al., 2003; Holbrook & Stalker, 2003). No entanto, essas 

iniciativas são ainda bastante reduzidas, se considerado o grande potencial que 

essas espécies representam. A introgressão de genes úteis em A. hypogaea 

apresenta uma série de dificuldades que tem limitado o uso dessas espécies no 

melhoramento do amendoim. Mesmo quando espécies compatíveis são utilizadas, 

barreiras de esterilidade estão presentes, devido a diferentes níveis de ploidia, 

incompatibilidades genômicas e diferenças genéticas (Holbrook & Stalker, 2003). O 

método mais utilizado tem sido o retrocruzamento, usando-se as espécies silvestres 

como parental doador e A. hypogaea como parental recorrente. Dessa forma, junto 

com o(s) gene(s) de interesse, partes do genoma do parental doador são 

transferidas para o parental recorrente (“linkage drag”). Freqüentemente, essas 

regiões do genoma possuem genes que controlam características indesejáveis, 

como por exemplo, baixa produtividade e qualidade inferior. O processo de 

introgressão apenas dos genes úteis pode ser otimizado e acelerado pelo uso de 

seleção assistida por marcadores. Para isso, a construção de mapas genéticos e o 
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mapeamento de genes que controlam as características de interesse são de 

fundamental importância e essas técnicas começam a ser introduzidas nos 

principais programas de melhoramento da cultura (Dwivedi et al., 2006).  

 
 
 
1.4. Mapeamento genético 

 
1.4.1. Construção de mapas genéticos 

 Os fundamentos teóricos sobre ligação gênica, base para a construção de 

mapas genéticos, surgiram com os trabalhos de Morgan e colaboradores (1910) e 

Sturtevant, que em 1913 sugeriu a utilização de freqüência de recombinantes como 

medida da distância entre dois genes (Coelho & Silva, 2002). Mas foi com o 

surgimento dos marcadores moleculares, na década de 80, que a construção de 

mapas genéticos saturados tornou-se possível. Marcadores moleculares são 

disponíveis em grande número, são polimórficos, seletivamente neutros e não 

sofrem influência ambiental. Mapas genéticos de marcadores moleculares permitem 

identificar, mapear e medir a magnitude do efeito dos principais genes envolvidos no 

controle de características monogênicas ou quantitativas (Ferreira & Grattapaglia, 

1998). Uma vez mapeados, marcadores associados a esses genes podem ser 

utilizados para seleção indireta, o que torna mais rápido e eficiente o melhoramento 

tradicional (seleção assistida por marcadores).  

Mapas genéticos também servem de base para o isolamento de genes, 

visando sua utilização em biotecnologia. Essa estratégia é conhecida como 

clonagem baseada em mapeamento ou clonagem posicional. Para isso, é 

necessária a construção de uma biblioteca, contendo grandes fragmentos de DNA 

genômico (por exemplo, BACs – “bacterial artificial chromosomes”). Nos últimos 

anos, bibliotecas de BACs têm sido construídas para diversas espécies de plantas, 

incluindo o amendoim cultivado (Yuksel & Paterson, 2005) e espécies silvestres de 

Arachis com genomas AA (A. duranensis) e BB (A. ipaënsis) (Bertioli e 

colaboradores, ainda não publicado). 

 A construção de mapas genéticos envolve três etapas principais: (1) 

produção da população de mapeamento; (2) identificação de polimorfismos e (3) 

análise de ligação entre os marcadores. 
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Populações de mapeamento  

 A construção de mapas genéticos baseia-se na existência de desequilíbrio de 

ligação, que é definido como desvios das freqüências alélicas, em relação às 

freqüências esperadas sob independência (Coelho & Silva, 2002). Fatores como 

migração e seleção podem causar desequilíbrio de ligação e, por isso, para a 

construção de mapas genéticos é necessário o desenvolvimento de populações de 

mapeamento. Nesse caso, o desequilíbrio de ligação é causado, basicamente, pela 

ligação física entre os locos. Os indivíduos utilizados como progenitores na formação 

dessas populações devem ser contrastantes para características de interesse, além 

de possuírem uma distância genética suficiente para a identificação de marcadores 

polimórficos, possibilitando a construção do mapa. O tamanho das populações de 

mapeamento em plantas varia, geralmente, de 50 a 250 indivíduos, mas populações 

maiores são necessárias para mapeamento de alta resolução (Mohan et al., 1997; 

Collard et al., 2005). 

 Diferentes tipos de população podem ser utilizados para a construção de 

mapas, sendo as mais comuns as populações obtidas por retrocruzamentos, 

populações F2, linhagens puras recombinantes (RILs ou “Recombinant Inbred 

Lines”), linhagens de duplo-haplóides e, no caso de espécies de fecundação 

cruzada, cruzamentos entre indivíduos heterozigotos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; 

Collard et al., 2005). Cada um desses delineamentos possui vantagens e 

desvantagens. Populações F2 e de retrocruzamentos são as mais fáceis e rápidas 

de serem obtidas, mas apresentam a desvantagem de que os indivíduos são únicos, 

o que dificulta a avaliação de uma determinada característica em diferentes 

ambientes. Uma vantagem da população F2 sobre a população de retrocruzamentos, 

é que os indivíduos da geração F2 são formados por dois gametas com locos em 

desequilíbrio de ligação, e não por um único, como no caso dos indivíduos obtidos 

por retrocruzamentos (Coelho & Silva, 2002). Linhagens puras recombinantes são 

obtidas por autofecundações sucessivas, a partir de F2, gerando uma série de 

linhagens homozigotas, cada uma contendo uma combinação única de segmentos 

cromossômicos provenientes dos progenitores. A principal desvantagem é o longo 

tempo necessário para desenvolvimento dessas populações, que requer, 

geralmente, de seis a oito gerações (Collard et al., 2005). Populações de duplo-

haplóides são produzidas pela indução de duplicação cromossômica a partir de 
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grãos-de-pólen, regenerando plantas inteiras. Esses dois últimos delineamentos 

apresentam a vantagem de produzir populações imortalizadas, que podem ser 

multiplicadas e reproduzidas, sem alterações genéticas. Isso possibilita a condução 

de ensaios em diferentes ambientes e anos. Para espécies alógamas, de ciclo longo 

ou que apresentam depressão por endogamia, a obtenção de linhagens 

endogâmicas é impraticável. Nesse caso, o cruzamento entre indivíduos 

heterozigotos é geralmente utilizado para a construção de mapas. A escolha do tipo 

de população mais apropriada ao mapeamento está relacionada à espécie em 

questão, mas também ao tipo de marcador empregado (Tanksley et al., 1988), 

considerando que o máximo de informação genética é alcançado com uma 

população F2 e marcadores codominantes (Staub et al., 1996; Carneiro & Vieira, 

2002). 

 

Identificação de polimorfismos 

 O segundo passo na construção de mapas genéticos é a identificação de 

marcadores polimórficos. Nesse caso, algumas centenas de marcadores são 

testadas nas plantas progenitoras, dependendo da distância genética entre elas. 

Para escolha do tipo de marcador molecular a ser utilizado devem ser consideradas 

as características de cada marcador, com suas vantagens e desvantagens, além de 

outros fatores, como a disponibilidade de marcadores para a espécie em questão, a 

infra-estrutura laboratorial disponível e o treinamento do pessoal envolvido. Uma vez 

identificados, os marcadores polimórficos são genotipados na população de 

mapeamento e os padrões de segregação analisados (1:2:1, 3:1 ou 1:1, 

dependendo do tipo de população e marcador utilizados). Para isso, são utilizados 

geralmente testes de X2.  

 

Análise de ligação entre os marcadores 

 As etapas seguintes envolvem a detecção de ligação entre os marcadores, a 

determinação das distâncias genéticas e o ordenamento dos marcadores nos grupos 

de ligação.  

 A ligação entre cada par de marcadores é verificada por comparações entre 

as freqüências alélicas observadas e as freqüências esperadas sob independência. 

Para isso, geralmente são utilizados os testes de significância de X2 ou pela razão 
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de verossimilhança (LR). Segundo Lynch & Walsh (1998), LR é calculada pela razão 

da função de verossimilhança, sob a hipótese de que há ligação e sob a hipótese 

nula de que não há ligação. Esse teste estatístico tem distribuição aproximada de X2. 

Para facilitar a interpretação desse teste, tem sido utilizada a estatística do LOD 

escore (“Log of the odds”), que consiste em utilizar a estatística da razão de 

verossimilhança convertida para o logaritmo na base 10. Em geral, consideram-se 

ligados locos que apresentam valores de LOD superiores ou iguais a 3, uma vez que 

esse valor indica que a hipótese alternativa é 103 = 1000 vezes mais verossímil do 

que a hipótese nula de segregação independente.  

 As distâncias genéticas entre os marcadores ligados são calculadas, pelas 

freqüências de recombinantes, em porcentagens. No entanto, essa medida não é 

aditiva, uma vez que permutas duplas em segmentos adjacentes não são 

detectadas. Com isso, a inclusão de novos marcadores no mapa requer que as 

distâncias já mapeadas sejam ajustadas. Para se evitar esse problema, são 

utilizadas funções de mapeamento. Um grande número de funções de mapeamento 

foi desenvolvido, mas as mais utilizadas em plantas são as funções de Haldane 

(1919) e de Kosambi (1944) (Liu, 1998; Coelho & Silva, 2002). A função de Haldane 

assume que as ocorrências de permutas gênicas em segmentos adjacentes são 

independentes (sem interferência), enquanto a de Kosambi leva em consideração a 

interferência, sendo, provavelmente, mais próxima da situação real. As funções de 

mapeamento são, em geral, expressas em cM (centiMorgan) que é igual a 0,01 

Morgan. Um Morgan equivale à distância entre dois genes ao longo da qual se 

espera que ocorra uma permuta (“crossing-over”) por gameta por geração (Weir, 

1996). 

 Uma vez conhecidas as frações de recombinação entre cada par de 

marcadores, os grupos de ligação são identificados. Do ponto de vista biológico, 

grupos de ligação são definidos como grupos de genes (marcadores), cujos locos 

estão localizados no mesmo cromossomo (Carneiro & Vieira, 2002). Programas 

como Mapmaker (Lander et al., 1987) e GQMOL (Cruz, 2004) permitem a detecção 

de ligação em um conjunto de centenas de marcadores, como é comum nos 

experimentos atuais, e o ordenamento dos marcadores dentro dos grupos de 

ligação. O estabelecimento dos grupos de ligação, usando-se esses programas, é 

feito pela função de verossimilhança ou LOD escore. Dessa forma, um valor de LOD 

mínimo é utilizado (geralmente 3) para identificação dos grupos de ligação. A 
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etapa seguinte consiste na determinação da melhor ordem dos marcadores dentro 

de cada grupo. Historicamente, o ordenamento de locos tem sido um processo que 

visa minimizar o número de “crossing-overs” ou permutas genéticas (Liu, 1998). O 

ordenamento de grupos de três marcadores pode ser feito, de maneira simples, pela 

identificação dos duplo-recombinantes, ou seja, por comparações das classes 

paternais (com maior freqüência) e as classes originadas de permutas duplas, com 

menor freqüência, obtidas a partir do cruzamento entre o triplo heterozigoto e um 

homozigoto recessivo (Schuster & Cruz, 2004). Para ordenamento de marcadores 

múltiplos, vários métodos têm sido desenvolvidos, incluindo mínima soma de frações 

de recombinação adjacentes (SARF), mínimo produto de frações de recombinação 

adjacentes (PARF), máxima soma de LOD escores adjacentes (SALOD), mínima 

soma de probabilidades de duplas recombinações (PDR) e máxima verossimilhança 

(ML) (Liu, 1998; Carneiro & Vieira, 2002; Coelho & Silva, 2002). Esses métodos são 

impraticáveis quando muitos locos estão envolvidos, uma vez que o número de 

ordens possível para m locos é igual a m!/2. Por isso, alguns algoritmos têm sido 

utilizados para determinação da ordem dos marcadores nos grupos de ligação, tais 

como seriação, anelamento simulado, ramos e conexões ou combinações de mais 

de um desses métodos (Liu, 1998). Seriação e anelamento simulado são algoritmos 

de aproximação e, portanto, não garantem que a melhor ordem seja obtida. Por 

outro lado, o método de ramos e conexões garante a melhor ordem, mas a análise 

pode demorar bastante tempo, no caso de grupos com muitos marcadores.  

Simulações de ordenamento de locos usando cinco desses métodos (SARF, PARF, 

SALOD, ML e seriação) em uma população hipotética de duplo-haplóides resultaram 

em coeficientes de correlação maiores do que 0,99, indicando que todos os métodos 

produziram ordens de marcadores bastante similares (Wu et al., 2003). Deve-se 

ressaltar, no entanto, que a acurácia da determinação da melhor ordem de 

marcadores em um grupo de ligação está diretamente relacionada ao número de 

indivíduos da população de mapeamento e, quanto maior o número de indivíduos, 

maior a acurácia. 

 

1.4.2. Mapas genéticos em Arachis 

Mapas de ligação baseados em diferentes tipos de marcadores moleculares 

têm sido construídos para as mais diversas espécies de plantas (revisto por Ferreira 



 15

& Grattapaglia, 1998; Collard et al., 2005). No entanto, poucos mapas genéticos 

foram publicados para Arachis. Halward e colaboradores (1993) desenvolveram um 

mapa baseado em marcadores RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”), 

utilizando uma população de 87 indivíduos F2, derivada de um cruzamento entre 

duas espécies silvestres diplóides com genoma AA (A. stenosperma x A. cardenasii). 

Foram mapeados 117 locos em 11 grupos de ligação, com uma distância de mapa 

total de 1063 cM e uma distância média de 9,08 cM. Com base nesse mapa, embora 

pouco saturado, Garcia e colaboradores (1995) utilizaram marcadores RFLP 

dispersos pelos 11 grupos de ligação, junto a marcadores RAPD (“Random 

Amplified Polymorphic DNA”) não mapeados, para a análise de linhas de 

introgressão tetraplóides, resultantes de um cruzamento entre A. hypogaea (AABB) 

e A. cardenasii (genoma AA, duplicado com colchicina). Com isso, os autores 

detectaram a introgressão de regiões cromossômicas da espécie silvestre diplóide 

no amendoim cultivado. Essa análise mostrou que recombinação, e não substituição 

cromossômica era o mecanismo de introgressão, o que é um resultado importante 

para o uso de espécies silvestres de Arachis nos programas de melhoramento do 

amendoim.  

Devido à baixa variabilidade genética do amendoim cultivado, populações 

anfidiplóides sintéticas têm sido usadas para a construção de mapas genéticos 

(Dwivedi et al., 2006). Dessa forma, uma planta anfidiplóide sintética, obtida pelo 

cruzamento de {A. batizocoi x (A. cardenasii x A. diogoi)} e posterior duplicação de 

cromossomos com colchicina, foi utilizada como parental doador em um cruzamento 

com A. hypogaea, gerando uma população RC1 de 78 indivíduos, que foi utilizada 

para a construção de um mapa de ligação (Burow et al., 2001). A. cardenasii e A. 

diogoi possuem genoma AA, enquanto A. batizocoi possui genoma BB. Esse mapa 

consistiu de 370 marcadores RFLP, mapeados em 23 grupos de ligação, com uma 

distância total de 2210 cM e uma densidade média de 5,97 cM. Esse foi o primeiro 

mapa tetraplóide publicado para Arachis. Recentemente, o primeiro mapa para 

o amendoim cultivado, embora bastante preliminar, foi publicado, a partir de uma 

população F2 (Herselman et al., 2004). Cinco grupos de ligação com apenas 11 

marcadores AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) foram obtidos, 

cobrindo 139,4 cM do genoma.   
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1.5. Marcadores moleculares 
 
1.5.1. Marcadores microssatélites 

A análise com marcadores RFLP requer pessoal técnico habilitado, 

instalações adequadas para a manipulação de DNA recombinante e de material 

radioativo e é uma técnica laboriosa e de alto custo, enquanto marcadores RAPD e 

AFLP são dominantes e, portanto, pouco informativos. Conseqüentemente, esses 

três tipos de marcadores moleculares não são ferramentas ideais para uso em 

seleção assistida. Microssatélites ou SSR (“simple sequence repeats” ou seqüências 

repetitivas simples) são seqüências de 1 a 6 nucleotídeos que se repetem lado a 

lado na fita de DNA (Figura 1), no genoma de eucariotos (Tautz & Renz, 1984; Litt & 

Luty, 1989). Regiões contendo essas seqüências podem ser amplificadas por PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase), utilizando um par de primers específicos (cerca 

de 20-25 bases) complementares a seqüências conservadas que flanqueiam o 

microssatélite. Essa técnica revela polimorfismo em um loco, devido a diferenças no 

número de vezes que o microssatélite (por exemplo, CA, AG, TTG, ATGC) repete-se 

naquele loco (Tautz, 1989; Weber & May 1989; Hancock, 1995). Cada segmento 

amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco. A 

taxa de mutação nestas seqüências repetitivas é em geral alta. Isso ocorre devido à 

alta incidência de “slippage” ou escorregamento da enzima polimerase, causando 

um pareamento incorreto dos microssatélites durante a replicação, resultando em 

cópias de trechos de DNA com tamanhos diferentes (Levinson & Gutman, 1987; 

Schlötterer & Tautz, 1992). Marcadores SSR caracterizam-se por serem 

codominantes, abundantes, aparentemente distribuídos por todo o genoma, 

multialélicos e dependentes de pequena quantidade de DNA dos indivíduos 

analisados, por serem baseados em PCR e em eletroforese em gel.  
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Figura 1 – Base genética dos marcadores microssatélites: (A) Seqüência de DNA 
contendo as regiões repetitivas, (B) genótipos para esse loco de 3 plantas 
hipotéticas e (C) migração dos diferentes alelos em gel de eletroforese. 
 

 

 

 Essas características fazem dos microssatélites os marcadores mais 

indicados para diversos estudos, incluindo a construção de mapas de ligação 

(revisto por Gupta & Varshney, 2000; Ellegren, 2004). Uma vantagem adicional é 

que esses marcadores apresentam, em geral, alta taxa de transferência entre 

espécies aparentadas e até mesmo entre gêneros da mesma família (Choumane et 

al., 2004; Gutierrez et al., 2005). Isso ocorre porque, embora as regiões 

microssatélites estejam sujeitas a altas taxas de mutação, as regiões flanqueadoras 

são freqüentemente conservadas entre espécies ou gêneros próximos. Em Arachis, 

a taxa de transferência foi estimada em 76% para espécies da seção Arachis e em 

45% para as demais oito seções do gênero (Moretzsohn et al., 2004). Isso possibilita 
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o uso dos marcadores microssatélites em estudos de genômica comparativa e para 

validação de mapas de ligação obtidos em diferentes “backgrounds” genéticos. A 

principal desvantagem desses marcadores é o alto custo inicial para seu 

desenvolvimento, que geralmente requer a construção de bibliotecas genômicas 

enriquecidas para seqüências contendo SSRs. No entanto, com a crescente 

disponibilidade de etiquetas de seqüências expressas (“expressed sequence tags” 

ou ESTs) e de outros dados de seqüências de DNA, o desenvolvimento de 

marcadores SSR, por meio de mineração de dados (“data mining”), tornou-se uma 

opção rápida, eficiente e de baixo custo para muitas espécies de plantas. 

 Um grande número de marcadores microssatélites tem sido desenvolvido 

para o amendoim nos últimos anos. Hopkins e colaboradores (1999) publicaram os 

primeiros marcadores microssatélites para o amendoim, desenvolvidos a partir de 

bibliotecas genômicas enriquecidas para repetições GT/CA e CT/GA. De um total de 

26 pares de primers desenhados, seis mostraram-se polimórficos em uma análise de 

19 acessos de A. hypogaea, incluindo quatro das seis variedades botânicas 

conhecidas. Nesse trabalho, apenas as seqüências dos seis primers polimórficos 

foram publicadas. Posteriormente, 56 novos marcadores foram desenvolvidos a 

partir de uma biblioteca genômica enriquecida para repetições GA/CT (He et al., 

2003). Desses, 19 mostraram-se polimórficos na análise de 24 acessos de 

amendoim, incluindo as seis variedades conhecidas. Esses mesmos autores 

publicaram outros 19 marcadores SSR polimórficos para o amendoim, sendo 10 a 

partir da biblioteca mencionada acima e nove, a partir de uma biblioteca de cDNAs 

(He et al., 2005). O número de marcadores microssatélites disponível para Arachis 

aumentou consideravelmente com a publicação de Ferguson e colaboradores 

(2004b). Nesse trabalho, foram desenvolvidos 192 novos marcadores, a partir de 

bibliotecas enriquecidas para diferentes repetições de di, tri e tetranucleotídeos. A 

análise de 24 acessos das seis variedades de A. hypogaea resultou na identificação 

de 110 marcadores polimórficos para o amendoim. Além disso, 67 marcadores 

microssatélites foram desenvolvidos, a partir de uma biblioteca genômica 

enriquecida para repetições TTG/AAC, dos quais apenas três mostraram-se 

polimórficos na análise de cinco acessos de A. hypogaea representando cinco 

variedades botânicas (Moretzsohn et al., 2004). Finalmente, 36 marcadores 

microssatélites foram desenvolvidos para A. hypogaea, A. pintoi e A. glabrata pelo 

mesmo grupo de pesquisa, a partir de bibliotecas genômicas enriquecidas para 
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AC/TG, AG/TC, TA/AT e TTC/AAG (Palmieri et al., 2002; 2005; Bravo et al., 2006; 

Gimenes et al., 2006). Devido à estreita base genética de A. hypogaea, esses 396 

marcadores disponíveis são ainda insuficientes para a construção de mapas 

genéticos intra-específicos para o amendoim e, mesmo, para a construção de 

mapas saturados para as espécies silvestres de Arachis. Por isso, neste trabalho, 

uma bateria de marcadores microssatélites foi desenvolvida, a partir de bibliotecas 

genômicas enriquecidas, de bibliotecas de cDNAs e por busca de seqüências no 

GenBank (Capítulo 1). 

 
 
1.5.2. Marcadores âncoras 
 Diversas iniciativas de seqüenciamento de ESTs ou do genoma completo 

encontram-se em andamento para diferentes espécies de plantas, incluindo 

leguminosas. Com isso, tornou-se possível o desenvolvimento de marcadores 

universais (âncoras), que são marcadores gênicos e de cópias únicas, transferíveis 

entre espécies de uma mesma família, o que possibilita seu uso em estudos de 

genômica comparativa. Mapeamento genético comparativo permite a integração de 

informações entre diferentes “taxa” e possibilita que espécies menos estudadas, 

como Arachis, se beneficiem da grande quantidade de dados genômicos que estão 

sendo gerados para espécies-modelos de leguminosas, como Lotus japonicus e 

Medicago truncatula, a partir dos projetos de sequenciamento em larga escala que 

se encontram atualmente em andamento para estas duas espécies (Young et al., 

2005; Cannon et al., 2006). 

 Em leguminosas, o desenvolvimento desses marcadores tem sido feito 

seguindo a metodologia descrita por Lyons e colaboradores (1997), mas usando 

programas de computador recentemente desenvolvidos para aumentar a eficiência 

do processo (Fredslund et al., 2005; Fredslund et al., 2006). Por comparações de 

ESTs de Medicago truncatula, Glycine max e Lotus japonicus, são identificadas 

seqüências conservadas evolutivamente (ECSs ou “evolutionary conserved 

sequences”). As ECSs são alinhadas e introns são identificados, uma vez que essas 

regiões são mais sujeitas a mutações e, portanto, tendem a ser mais polimórficas do 

que as regiões codificadoras. O comprimento dos introns é importante porque a PCR 

final é limitada a um “amplicon” de 2,5 kb, aproximadamente, usando-se polimerases 

padrões e também porque introns muito pequenos têm menor probabilidade de ser 



 20

polimórficos. Em seguida, seqüências com similaridades únicas no proteoma de 

Arabidopsis são selecionadas para desenho de primers, geralmente com bases 

degeneradas, complementares às seqüências conservadas que flanqueiam os 

introns. Esses primers são então usados em PCR com os progenitores das 

populações de mapeamento e os fragmentos obtidos são seqüenciados para 

identificação de polimorfismos em introns e desenho de novos primers, específicos 

para Arachis (ou outra espécie em questão). Dessa forma, é possível amplificar 

regiões ortólogas, com primers específicos para cada espécie analisada.  

Alguns desses marcadores revelam polimorfismo de comprimento. No 

entanto, para a grande maioria, são identificados SNPs (“single nucleotide 

polymorphisms” ou polimorfismos de nucleotídeo único) e os produtos de PCR são 

clivados com enzimas de restrição específicas para cada marcador, gerando 

marcadores dos tipos CAPS – “Cleaved Amplified Polymorphic Sequence” 

(Konieczny & Ausubel, 1993) ou dCAPS – “derived CAPS” (Neff et al., 1998). A 

técnica de CAPS consiste do uso de primers específicos para amplificar uma 

determinada região no genoma, na qual polimorfismos são detectados pela perda ou 

ganho de um sítio de reconhecimento de uma determinada enzima de restrição. Na 

técnica dCAPS, um sítio de reconhecimento de uma enzima de restrição que inclui 

um SNP é introduzido no produto de PCR por um primer que contém uma ou mais 

bases não complementares ao DNA molde. Essas duas técnicas apresentam as 

vantagens de produzirem marcadores codominantes e de serem baseadas em PCR 

e eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. 

 

1.5.3. Análogos a genes de resistência 

 Ao longo da evolução, as plantas têm desenvolvido vários mecanismos de 

defesa para sua proteção contra doenças e parasitas. Um desses mecanismos 

envolve o reconhecimento específico do patógeno. Entre os eventos celulares que 

caracterizam este tipo de resistência estão a indução da expressão de genes de 

defesa, freqüentemente manifestada como uma resposta de hipersensibilidade 

envolvendo morte celular programada no local da infecção (De Wit, 1995). Estes 

genes são chamados genes de resistência (R-genes). 

 Nos últimos anos, um grande número de genes de resistência para diferentes 

patógenos tem sido isolado em plantas (Dixon et al., 1998; Yoshimura et al., 1998; 
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Wang et al., 1999; Wang et al., 2002). Esses genes de resistência podem ser 

agrupados pela similaridade em sua seqüência de aminoácidos e apresentam 

regiões comuns. O maior grupo de genes de resistência, em plantas, codifica para 

proteínas com o que se supõe ser uma região para ligação de nucleotídeos (NBS – 

“nucleotide binding sites”) no N-terminal, assim como uma região com repetições de 

leucina (LRR – “leucine-rich repeat”) no C-terminal. O domínio LRR parece estar 

ligado ao reconhecimento do patógeno (Jones & Jones, 1997). Em plantas, a única 

função associada ao domínio NBS é em resistência a doenças (Tameling et al., 

2002). Enquanto a região LRR é muito variável, a região NBS apresenta motivos 

conservados (Kobe & Deisenhofer, 1994). Esses motivos (por exemplo, P-loop, 

Kinase-2, Kinase-3a) têm sido bastante utilizados para o desenho de primers 

degenerados. Os fragmentos amplificados usando-se esses primers são 

seqüenciados e o produto de tradução putativo desses fragmentos tem indicado 

similaridade com genes de resistência conhecidos. Portanto, estes fragmentos são 

chamados análogos a genes de resistência (RGAs). Esses trabalhos têm mostrado 

que RGAs são freqüentemente ligados a genes de resistência ou, mesmo, partes de 

genes de resistência funcionais (Kanazin et al. 1996; Aarts et al., 1998; Collins et al., 

2001; Donald et al., 2002; McIntyre et al., 2005; Mammadov et al., 2006). 

 Essa metodologia foi utilizada, com sucesso, em Arachis (Bertioli et al., 2003; 

Yuksel et al., 2005). No primeiro trabalho, primers degenerados para a região NBS 

foram desenhados e usados para amplificação em A. hypogaea var. Tatu e quatro 

espécies silvestres (A. duranensis, A. cardenasii, A. stenosperma e A. simpsonii) que 

apresentam resistências a várias doenças que atacam o amendoim. Setenta e oito 

RGAs foram identificados, sendo que 63 deles apresentavam ORFs (“Open Reading 

Frames”) não interrompidos. Análises filogenéticas dessas 63 seqüências e de 

RGAs de outras espécies, como Glycine max, Lotus japonicus, Medicago truncatula, 

Phaseolus vulgaris e Arabidopsis thaliana mostraram a formação de clados, 

específicos para as leguminosas, de acordo com o tipo de RGA. 

 Representantes de cada um desses clados foram utilizados como sondas na 

análise de RFLPs e primers complementares ao motivo kinase-2 foram utilizados em 

uma técnica de AFLP modificada (Hayes & Saghai Maroof, 2000; van der Linden et 

al., 2004), para desenvolvimento e mapeamento de RGAs em Arachis spp. (José, 

2006). Essa técnica é similar ao AFLP (Vos et al., 1995), mas, na segunda PCR é 

utilizado um primer, específico ou degenerado, complementar a regiões conservadas 
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do motivo NBS, além de um primer complementar ao adaptador ligado à 

extremidade do fragmento cortada com a enzima de corte freqüente (nesse caso, 

Mse I). 

 

 
1.6. Mapeamento de QTLs e seleção assistida por marcadores 

Tradicionalmente, nos programas de melhoramento de plantas em que se 

utilizam espécies silvestres, são comuns os retrocruzamentos para a introdução de 

genes que conferem características de interesse, como por exemplo, genes de 

resistência a pragas ou doenças. Em cada geração de retrocruzamento são 

selecionadas as plantas que apresentam o fenótipo do alelo a ser introgredido e o 

fenótipo do parental recorrente para as outras características. Este processo resulta 

na manutenção de parte do genoma doador associada ao gene a ser introgredido 

(“linkage drag”), ou seja, genes não desejáveis ou deletérios do parental doador 

podem ser transferidos junto aos genes de interesse. Nesse esquema, várias 

gerações de retrocruzamento (8 a 10 gerações) são, em geral, necessárias para a 

eliminação das características indesejáveis. 

O processo de seleção após a introgressão pode ser otimizado por meio da 

construção de mapas genéticos e da identificação de marcadores moleculares 

associados aos genes de interesse. Desta forma, é possível, em cada fase de 

seleção, a escolha dos indivíduos que contêm o(s) gene(s) de interesse, mas 

também, o máximo do genótipo do parental recorrente, diminuindo assim o tempo do 

processo de melhoramento. Isso é particularmente importante em programas que 

visam a introgressão de genes de resistência a doenças. Neste caso, a seleção 

indireta através de marcadores moleculares oferece, além da redução de tempo, a 

possibilidade de identificação e seleção de genótipos resistentes, sem que haja 

necessidade da presença do patógeno e ainda possibilita a transferência e a 

manutenção de mais de um gene de resistência principal durante a seleção 

(piramidização de genes de resistência). 

Para implementação de um esquema efetivo de seleção assistida por 

marcadores em programas de melhoramento genético, três requerimentos são 

essenciais: (1) os marcadores devem estar fortemente ligados aos genes que 

controlam as características de interesse; (2) os marcadores moleculares utilizados 

devem estar facilmente disponíveis para a análise de grandes populações (portanto, 



 23

baseados em PCR), devem ser codominantes e dispersos por todo o genoma e (3) 

as técnicas utilizadas devem ser de baixo custo e reproduzíveis entre laboratórios 

(Mohan et al., 1997). 

A maioria das características importantes agronomicamente, como 

produtividade, precocidade, qualidade do grão e resistências a alguns estresses 

bióticos ou abióticos em plantas é controlada por vários genes (características 

poligênicas, quantitativas ou de herança complexa). Nesse caso, os fenótipos 

resultantes apresentam uma variação contínua, em vez de classes fenotípicas 

discretas. Os genes ou locos cromossômicos que controlam uma determinada 

característica quantitativa são denominados QTLs (“Quantitative Trait Loci”).  

O mapeamento de QTLs consiste em se detectar uma associação entre o 

fenótipo em questão e o genótipo de marcadores. Marcadores são utilizados para 

dividir a população de mapeamento em classes genotípicas diferentes de acordo 

com os genótipos do loco marcador. Em seguida, métodos estatísticos são utilizados 

para determinar se os indivíduos das diferentes classes genotípicas diferem 

significativamente, com respeito à característica sendo avaliada (Tanksley, 1993). 

Se há diferenças significativas, considera-se que os genes que controlam a 

característica em questão estão ligados ao loco marcador. Os testes de significância 

desses parâmetros são, geralmente, feitos pela razão de verossimilhança (LR) ou 

por LOD escore. Os valores de LR ou de LOD são estimados para cada posição do 

cromossomo e então plotados em gráficos, para facilitar a visualização. 

Três métodos têm sido mais utilizados para mapeamento de QTLs: análises 

de marcas simples, mapeamento por intervalo (Lander & Botstein, 1989) e 

mapeamento por intervalo composto (Jansen, 1993; Zeng, 1993; 1994). O método 

de marcas simples baseia-se na comparação entre as médias fenotípicas obtidas 

para as diferentes classes genotípicas de um determinado marcador 

individualmente. Os métodos estatísticos geralmente utilizados para verificar se as 

diferenças observadas são significativas incluem o teste de t, análises de variância 

(ANOVA), regressão linear simples e o método de máxima verossimilhança (Ferreira 

& Grattapaglia, 1998; Coelho & Silva, 2002). Esse método é o mais simples e não 

requer a construção de mapas. No entanto, de acordo com Liu (1998), a posição do 

QTL não pode ser precisamente determinada e não é possível distinguir um QTL de 

pequeno efeito situado muito próximo ao marcador de um QTL de grande efeito 

situado mais longe.  
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O mapeamento por intervalo é feito com base nas freqüências conjuntas de 

um par de marcadores adjacentes e um QTL localizado entre esses dois marcadores 

e, portanto, requer a existência de um mapa de ligação. De acordo com Schuster & 

Cruz (2004), esse método consiste resumidamente das seguintes etapas: (a) como a 

distância entre cada par de marcadores é conhecida, o método investiga o intervalo 

em incrementos predefinidos, usando a função de mapeamento e estimando os 

parâmetros do modelo a cada ponto de análise; (b) a função de verossimilhança (ou 

a análise de regressão, Haley & Knott, 1992) é então usada para os cálculos, 

utilizando os valores estimados e também sob a hipótese nula de ausência de QTL, 

sendo calculada na forma de LOD escores para cada ponto ao longo do genoma; (c) 

o máximo LOD escore entre todas as análises indica a presença de um QTL, caso 

seja maior do que um mínimo estabelecido estatisticamente. Esse método apresenta 

vantagens em relação ao método de marcas simples, pois permite que sejam 

estimados os parâmetros envolvidos na análise, como a média, a variância, o efeito 

do QTL e a distância entre o QTL e os marcadores adjacentes (Lander & Botstein, 

1989; Liu, 1998). No entanto, esse método apresenta problemas quando há QTLs 

ligados ou interações entre QTLs (Liu, 1998). Por isolar o intervalo analisado do 

restante do genoma, não considera os efeitos de outros QTLs próximos ao QTL 

contido no intervalo, levando à identificação de “QTLs fantasmas” (Lynch & Walsh, 

1998; Coelho & Silva, 2002).  

Esses problemas são quase totalmente resolvidos com o método de 

mapeamento por intervalo composto (Schuster & Cruz, 2004). Esse método combina 

o mapeamento por intervalo com a análise de regressão linear múltipla, com o intuito 

de se eliminar a interferência de QTLs adjacentes ao intervalo que está sendo 

mapeado, reduzindo a identificação de QTLs inexistentes (Coelho & Silva, 2002). 

Atualmente, esse tem sido o método mais utilizado, por permitir um aumento na 

precisão e no poder de detecção de QTLs, especialmente quando QTLs ligados 

estão envolvidos. No método de mapeamento por intervalo composto, marcadores, 

selecionados por regressão, são utilizados como cofatores, permitindo controlar os 

efeitos de outros QTLs, enquanto o QTL do intervalo de interesse é investigado. No 

entanto, esse método considera um único QTL de cada vez. Recentemente, um 

quarto método foi desenvolvido, chamado mapeamento por intervalo múltiplo (Kao et 

al., 1999). Esse método utiliza intervalos múltiplos de marcadores simultaneamente 

para a identificação de múltiplos possíveis QTLs. Com isso, podem ser estimados os 
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efeitos de interação entre QTLs (epistasia), os valores genotípicos dos indivíduos e 

as herdabilidades das características quantitativas (Kao et al., 1999). Comparado 

aos métodos de marcas simples, de mapeamento por intervalo e por intervalo 

composto, esse método permite um aumento na precisão e no poder de detecção de 

QTLs (Kao et al., 1999; Coelho & Silva, 2002). 

 

 
1.7. Mapeamento de QTLs em Arachis 

Poucos estudos de mapeamento de genes individuais ou de QTLs têm sido 

publicados em Arachis. Garcia e colaboradores (1996) identificaram dois genes 

dominantes, ligados, que conferiam resistência ao nematóide-das-galhas 

(Meloidogyne arenaria raça 1), usando uma população F2 tetraplóide, derivada de 

um cruzamento entre A. hypogaea e A. cardenasii (tratada com colchicina). Esses 

genes foram designados Mae, gene que reduz a capacidade de reprodução do 

patógeno (produção de ovos) e Mag, gene que inibe a formação de galhas. 

Marcadores RAPD, SCAR e RFLP, junto a BSA ou “Bulked Segregant Analysis” 

(Michelmore et al., 1991), foram utilizados para análise dessa população F2, sendo 

detectada a ligação de um marcador RAPD a 10 cM e a 14 cM de Mag e Mae, 

respectivamente. Também para mapeamento de genes de resistência a nematóides, 

uma população de retrocruzamento (BC4F2) entre A. hypogaea e uma planta 

anfidiplóide sintética, obtida por duplicação de cromossomos com colchicina da 

planta resultante de cruzamentos entre três espécies silvestres diplóides {A. 

batizocoi x (A. cardenasii x A. diogoi)}c foi utilizada, junto à técnica de BSA (Burow et 

al., 1996). Três marcadores RAPD foram identificados ligados a um único gene 

dominante (RKN – para “Root-knot nematode”), que confere resistência a M. 

arenaria, estando o mais próximo a 5,4 cM desse gene. Análises de seis populações 

BC5F2 resultantes desses cruzamentos, possibilitaram a identificação de três 

marcadores RFLP distantes a 4,2; 5,2 e 11,2 cM desse gene (Choi et al., 1999). Os 

dois marcadores RFLP mais próximos a esse gene de resistência foram utilizados, 

posteriormente, na seleção assistida do amendoim (Church et al., 2000). Com isso, 

indivíduos homozigotos para resistência a M. arenaria puderam ser identificados, 

ainda no viveiro, resultando em grande economia de tempo e espaço. No entanto, 

esses marcadores encontram-se ainda distantes dos genes de resistência, 

resultando em erros de identificação das plantas selecionadas (estimados em 4%). 
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Stalker & Mozingo (2001) relataram a identificação de marcadores RAPD que 

explicavam cerca de 35% da variação para resistência à mancha castanha 

(Cercospora arachidicola) em uma população de amendoim que tinha A. cardenasii 

em seu “pedigree” e 10% da variação em um cruzamento de A. hypogaea x A. 

hypogaea. Esse último foi o primeiro relato de marcadores moleculares associados a 

genes de resistência em um cruzamento intraespecífico de A. hypogaea. 

Recentemente, marcadores AFLP, em conjunto com BSA, foram utilizados para o 

mapeamento de genes de resistência a um afídeo, vetor do vírus “rosette”, que é a 

principal doença do amendoim causada por vírus na África (Herselman et al., 2004). 

Foi utilizada uma população segregante F2, resultante do cruzamento entre dois 

acessos de A. hypogaea. Um marcador foi mapeado a 3,9 cM de um único gene 

recessivo, que explicava 76,1% da variação para resistência ao afídeo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 27

2. OBJETIVOS GERAIS 
 

1 - Desenvolver uma bateria de marcadores microssatélites para o amendoim, a 

partir de bibliotecas genômicas enriquecidas para dinucleotídeos, de 

bibliotecas de ESTs e por mineração (“data mining”) de seqüências 

depositadas no GenBank para Arachis spp. (Capítulo 1); 

2 - Caracterizar os marcadores obtidos em um grupo de acessos de A. 

hypogaea, representando as seis variedades botânicas descritas para o 

amendoim (Capítulo 1); 

3 - Construir um mapa genético para espécies diplóides de Arachis, de genoma 

AA, usando marcadores microssatélites, marcadores âncoras e RGAs 

(Capítulo 2); 

4 - Mapear QTLs que controlam características de interesse agronômico para o 

melhoramento genético do amendoim, sendo dois componentes da 

produtividade (peso de sementes e número de sementes por planta) e 

resistência ao fungo causador da mancha preta (Cercosporidium 

personatum) no amendoim (Capítulo 2). 
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Capítulo 1 

 

 

 

Desenvolvimento e caracterização de marcadores 
microssatélites para o amendoim (Arachis hypogaea L.)* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Este capítulo é a tradução de parte do artigo publicado na Theoretical and 

Applied Genetics (Moretzsohn et al., 2005 – ANEXO 1), acrescida da análise das 

relações genéticas entre acessos de Arachis hypogaea. 
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1. INTRODUÇÃO 

Arachis hypogaea possui considerável variabilidade para diversas 

características morfológicas, fisiológicas e agronômicas. No entanto, pouca variação 

tem sido detectada por marcadores moleculares, tais como RAPD, AFLP, RFLP e 

microssatélites (Halward et al., 1991; Kochert et al., 1991, 1996; Lanham et al., 

1992; Paik-Ro et al., 1992; Hilu & Stalker, 1995; He & Prakash, 1997; Subramanian 

et al., 2000; Gimenes et al., 2002; Herselman, 2003; Moretzsohn et al., 2004; He et 

al., 2005; Milla et al., 2005). Acredita-se que essa baixa variabilidade genética seja 

decorrente de três fatores: (1) isolamento reprodutivo do amendoim em relação às 

espécies silvestres diplóides, devido à poliploidização (Young et al., 1996); (2) 

evento de poliploidização recente, a partir de um ou poucos indivíduos de cada 

espécie ancestral, associado ao modo de reprodução autógamo do amendoim 

(Halward et al., 1991) e (3) uso de poucas linhagens-elite e pouco germoplasma 

exótico nos programas de melhoramento da cultura, resultando em uma base 

genética estreita (Knauft & Gorbet, 1989; Isleib & Wynne, 1992; Isleib et al., 2001).  

Essa pouca variabilidade genética tem dificultado os avanços no 

melhoramento molecular do amendoim. A identificação de marcadores moleculares 

polimórficos seria, portanto, de grande utilidade. Marcadores microssatélites 

constituem a ferramenta ideal para a construção de mapas genéticos, para o 

mapeamento de QTLs e para o uso em seleção assistida por marcadores, por serem 

multialélicos, codominantes e baseados em PCR. Microssatélites têm sido utilizados 

em diversas espécies de plantas com esse fim (revisto por Gupta & Varshney, 2000, 

Ellegren, 2004). No entanto, pouco tem sido feito com o amendoim e, até o 

momento, nenhum mapa baseado em marcadores microssatélites foi publicado para 

Arachis.  

Até recentemente, marcadores microssatélites eram desenvolvidos 

basicamente a partir de bibliotecas genômicas enriquecidas para essas seqüências. 

Esse processo apresenta custo elevado, é lento e bastante intensivo em mão-de-

obra, considerando-se todas as etapas. Nos últimos anos, diversos projetos de 

seqüenciamento de ESTs têm surgido para as mais diversas espécies de animais e 

plantas. Esses projetos têm mostrado que SSRs estão localizados também em 

regiões transcritas do genoma (Kantety et al., 2002; Morgante et al., 2002; Gao et 

al., 2003; Eujayl et al., 2004; Li et al., 2004; Varshney et al., 2005). Muitas dessas 
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seqüências são depositadas em bases de dados públicas e constituem uma nova 

fonte de desenvolvimento de marcadores microssatélites. Com isso, esses 

marcadores podem ser gerados rapidamente e quase sem custo.  

Embora um grande número de marcadores microssatélites tenha sido 

publicado para o amendoim nos últimos anos (Hopkins et al., 1999; He et al., 2003; 

2005; Ferguson et al., 2004b; Moretzsohn et al., 2004), os marcadores disponíveis 

são ainda insuficientes para a construção de mapas saturados para o amendoim. 

Além disso, o uso de marcadores desenvolvidos de diferentes formas, amostrando 

diferentes regiões do genoma, com diferentes modos de evolução, deverá 

possibilitar uma melhor cobertura do genoma, na construção de mapas genéticos. 

Portanto, os objetivos do presente trabalho foram: (1) desenvolver um grande 

número de marcadores microssatélites para o amendoim, a partir de bibliotecas 

genômicas enriquecidas para dinucleotídeos TC/AG e AC/TG, de bibliotecas de 

ESTs e por mineração (“data mining”) de seqüências publicadas no GenBank para 

Arachis spp.; (2) caracterizar os novos marcadores em um grupo de acessos de A. 

hypogaea; e (3) analisar as relações genéticas entre acessos de A. hypogaea, 

representando as seis variedades conhecidas de amendoim. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Material vegetal 

 Uma única planta de A. hypogaea cv. Tatu foi utilizada para a construção das 

duas bibliotecas genômicas. Para a caracterização dos novos marcadores e análise 

das relações genéticas, foram incluídos 16 acessos de A. hypogaea representando 

as duas subspécies (hypogaea e fastigiata) e as seis variedades descritas por 

Krapovickas & Gregory, 1994 (Tabela 1). Essas plantas foram obtidas no Banco 

Ativo de Germoplasma de Arachis (BAG-Arachis), mantido na Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF. 

 

2.2. Extração e quantificação de DNA 

 DNA genômico total foi extraído de folíolos jovens, de acordo com o método 

descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998), com algumas modificações. Após a 

extração com clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), a fase aquosa foi dividida em dois 

tubos e acrescentados 3 volumes de tampão de precipitação (CTAB 1%, Tris-HCl 50 

mM, EDTA 20 mM). Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” 

ressuspenso em NaCl 1,2 M. Em seguida, o DNA foi precipitado com etanol 100% e 

lavado duas vezes com etanol 70%.  

 A concentração de DNA de cada tubo foi estimada por eletroforese em gel de 

agarose a 1,5% de concentração, comparando-se as intensidades de fluorescência 

de cada amostra corada com brometo de etídio com diferentes padrões de DNA 

Lambda.  
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Tabela 1 – Acessos de Arachis hypogaea incluídos na caracterização dos novos marcadores microssatélites. Os acessos 
utilizados na triagem inicial dos 271 novos marcadores são identificados com um asterisco após o nome. São apresentados 
também a classificação taxonômica e o local de coleta de cada acesso. 

Número Acesso Espécie / Subespécie / Variedade (Tipo) Local de coleta 
1 cv. BR-1* A. hypogaea ssp. fastigiata var. fastigiata (Valência) Paraíba, Brasil 
2 cv. IAC Tatu-ST A. hypogaea ssp. fastigiata var. fastigiata (Valência) São Paulo, Brasil 
3 V 6265 A. hypogaea ssp. fastigiata var. fastigiata (Valência) Bahia, Brasil 
4 Mf 3207* A. hypogaea ssp. fastigiata var. vulgaris (Spanish) Desconhecido 
5 V 13115 A. hypogaea ssp. fastigiata var. vulgaris (Spanish) Minas Gerais, Brasil 
6 Mf 1560* A. hypogaea ssp. fastigiata var. peruviana Pastaza, Ecuador 
7 Sv 429 A. hypogaea ssp. fastigiata var. peruviana Yurimáguas, Peru 
8 Mf 1678* A. hypogaea ssp. fastigiata var. aequatoriana Sucurubios, Ecuador 
9 Mf 2389 A. hypogaea ssp. fastigiata var. aequatoriana Desconhecido 

10 cv. IAC Runner 886 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Virgínia) São Paulo, Brasil 
11 V 10067 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Virgínia) Santa Catarina, Brasil 
12 V 13009* A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Virgínia) Tocantins, Brasil 
13 Of 109 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Xingu) Mato Grosso, Brasil 
14 Of 128 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Xingu) Mato Grosso, Brasil 
15 Mf 3618 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hirsuta Desconhecido 
16 Mf 1538* A. hypogaea ssp. hypogaea var. hirsuta Pichincha, Ecuador 
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2.3. Construção de bibliotecas genômicas 

 Duas bibliotecas de DNA genômico total, enriquecidas para dinucleotídeos 

TC/AG e AC/TG foram construídas, seguindo o protocolo descrito por Rafalski e 

colaboradores (1996), com modificações. DNA genômico total foi extraído de uma 

única planta de amendoim (A. hypogaea cv. Tatu) e alíquotas foram digeridas 

separadamente com três diferentes enzimas (MseI, Sau3AI e Tsp509I), a fim de se 

identificar qual enzima produzia o perfil de digestão mais adequado para a 

construção de bibliotecas, ou seja, com fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, 

distribuídos uniformemente no gel, sem bandas. Os fragmentos de 200 a 800 pares 

de bases (pb) foram transferidos para membranas de celulose (DEAE-cellulose 

membranes NA 45, Schleicher & Schuell BioScience, NH, EUA), por eletroforese em 

gel de agarose a 1,5% (“low melting agarose”). Os fragmentos foram precipitados 

das membranas (Sambrook et al., 1989) e ligados a adaptadores Sau 3AI 

(Adaptador curto: 5’-CAGCCTAGAGCCGAATTCACC-3’ e adaptador longo: 5’-

pGATCGGTGAATTCGGCTCTAGGCTG-3’). Fragmentos contendo seqüências 

microssatélites foram selecionados por hibridização com dinucleotídeos ((TC)13 e 

(AC)13) ligados a biotina e recuperados por contas magnéticas ligadas a 

estreptavidina (Dynabeads® Streptavidin, Dynal Biotech., Noruega). A fração 

enriquecida foi amplificada por PCR, usando-se o adaptador curto de Sau 3AI como 

primer. Os produtos de PCR foram purificados com o sistema de purificação 

QIAquick PCR Purification System (Qiagen, CA, EUA), clonados em plasmídeo 

pGEM-TTM (Promega, WI, EUA) e, em seguida, transformados em E. coli, cepa XL1-

Blue (Promega) por eletroporação. As células transformadas foram multiplicadas em 

placas com o meio de crescimento LB-Amp (50 μg de ampicilina/ml), contendo X-Gal 

e IPTG a 37o C. DNA plasmidial das colônias brancas foi extraído por lise alcalina 

(“mini-preps”) e preparado para seqüenciamento. As “mini-preps” foram feitas de 

acordo com o protocolo descrito por Sambrook e colaboradores (1989), com 

pequenas adaptações para extração em placas de 96 poços. 
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2.4. Seqüenciamento de DNA e desenho de primers 

 As reações de seqüenciamento foram realizadas com os primers T7 e SP6 e 

Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, versão 3.1 (Applied Biosystems, CA, 

EUA) ou DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia 

Biotech, PA, EUA) usando-se os seqüenciadores automáticos de DNA ABI 3100 e 

ABI 377. Para facilitar a seleção das seqüências que continham microssatélites, o 

agrupamento de seqüências redundantes e os produtos seqüenciados nos dois 

sentidos, um módulo de programas foi desenvolvido, em parceria com a 

Universidade Católica de Goiás e com a Universidade Católica de Brasília, sob 

coordenação do Dr. Wellington Martins (ANEXO 2). Com isso, além das bibliotecas 

genômicas, o módulo foi utilizado para buscar (“data mining”) microssatélites em 

seqüências de bibliotecas de ESTs produzidas pela equipe do projeto (Guimarães et 

al., 2005) e em seqüências depositadas no GenBank. Todas as novas seqüências 

identificadas no presente estudo foram submetidas à base de dados do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI, EUA; GenBank, acessos números 

DQ099037-DQ099242). 

  Seqüências consensos foram geradas, no caso de grupos de seqüências 

similares (“contigs”), e primers complementares às regiões flanqueadoras dos 

microssatélites foram desenhados, utilizando o programa Primer 3 (Whitehead 

Institute of Biomedical Research - http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3_www.cgi). Para reduzir problemas de amplificação de bandas 

inespecíficas, alguns critérios restritivos foram utilizados: (1) temperatura de fusão 

(Tm – “melting temperature”) entre 57oC e 65oC; (2) diferença de Tm entre pares de 

primers menor que 1oC; (3) conteúdo de GC entre 40% e 60% e (4) ausência de 

complementaridade entre primers. Para os demais parâmetros, foram utilizados os 

valores pré-estabelecidos pelo programa (“default values”), exceto para o 

comprimento total da seqüência amplificada, que foi entre 100 e 400 pares de bases.  
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2.5. Condições de PCR e eletroforese dos marcadores microssatélites 

 As PCRs foram realizadas em volumes de 13 μL, contendo tampão de PCR 

1X (Tris-HCl 10mM pH8,3, KCl 50mM), MgCl2 2,0 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 1 

unidade de Taq DNA polimerase, 1 μg/μL de BSA purificado (New England Biolabs, 

MA, EUA), 5 pmol de cada primer e 10 ng de DNA genômico. As amplificações 

foram realizadas em termocicladores ABI 9700 (Applied Biosystems) ou PTC-200 

(MJ Research, MA, EUA), com as seguintes condições: 94oC por 5 minutos (1 ciclo), 

94oC por 1 min, 48-64oC por 1 min, 72oC por 1 min (30 ciclos); e uma extensão final 

a 72oC por 7 minutos (1 ciclo). As temperaturas de anelamento foram otimizadas 

para cada par de primers, visando à obtenção de melhor resolução e maior 

especificidade dos produtos de PCR. Essa otimização de temperatura foi feita em 

géis de agarose a 3,5%. Para genotipagem, os produtos de PCR foram separados 

em géis de poli-acrilamida a 5% de concentração, em condições desnaturantes e 

corados com nitrato de prata (Creste et al., 2001). Os comprimentos dos fragmentos 

foram estimados nos géis, por comparações com padrões de bandas de tamanhos 

conhecidos (10-pb DNA ladder).  

 

 

2.6. Caracterização dos novos marcadores microssatélites 

 Os 271 novos marcadores microssatélites foram inicialmente testados em um 

subgrupo de seis acessos de A. hypogaea, sendo um de cada uma das seis 

variedades de amendoim descritas (Tabela 1 - acessos 1, 4, 6, 8, 12 e 16). Os 

marcadores desenvolvidos a partir de bibliotecas genômicas foram denominados de 

TC (para bibliotecas de A. hypogaea enriquecidas para repetições TC) ou AC (para 

repetições AC), seguido do número da placa com os clones em meio de cultura (TC1 

a TC11 ou AC1 a AC3) e a identificação do clone (A01 a H12, de acordo com a 

localização na placa de 96 poços). Marcadores desenvolvidos a partir de bibliotecas 

de cDNA foram denominados de ML, para folha madura (“mature leaf”), RN para raiz 

não inoculada, RI para raiz inoculada com o nematóide Ditylenchus africanus ou RM 

para raiz inoculada com o nematóide Meloidogyne. Após as duas letras iniciais 

foram incluídos o número da placa (de 1 a 22) e a identificação do clone (A01 a 

H12). Marcadores obtidos por mineração de seqüências no GenBank foram 

chamados pelo nome com o qual a seqüência foi submetida. Os nomes desses 
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marcadores começam com gi-, pPGP ou pPGS. Uma nota subjetiva foi dada para 

cada marcador, referente à qualidade das bandas no gel. Assim, nota 3 foi dada aos 

marcadores que resultaram em bandas com resoluções muito boas; nota 2, para 

resoluções medianas e nota 1, para géis de qualidade inferior, mas passíveis de 

análise. O número de alelos por loco, a amplitude de comprimento dos fragmentos e 

a diversidade gênica (GD) foram estimados para os marcadores polimórficos usando 

um grupo de 16 acessos de A. hypogaea (Tabela 1). A diversidade gênica foi 

calculada de acordo com a fórmula: GD = 1 - ( ∑ pi
2), sendo pi a freqüência do alelo i 

nos 16 acessos (Nei, 1973). Para caracterização das seqüências usadas no 

desenvolvimento dos marcadores, bases de dados BLAST foram formatadas para 

todas as possíveis proteínas codificadas pelos genomas de Arabidopsis e de todas 

as leguminosas com seqüências depositadas no GenBank. Buscas por similaridades 

foram realizadas usando BlastX (Altschul et al., 1990) e as concordâncias foram 

consideradas significativas para valores de E  (E-values) inferiores a 1x10-8. 

 As distâncias genéticas entre acessos individuais foram calculadas a partir da 

planilha com os genótipos (comprimento dos alelos em pares de bases) de cada 

acesso, pelo método dos alelos comuns ou “shared allele distance” (Bowcock et al., 

1994). Essas estimativas foram obtidas pela fórmula {1– (alelos comuns/total de 

alelos)}, usando o programa “Genetic Distance Calculator”, disponível em 

http://www2.biology.ualberta.ca/jbrzusto/sharedst.php. Distâncias baseadas em 

alelos comuns tendem a dar uma representação mais exata das relações genéticas, 

no caso de indivíduos geneticamente próximos e de marcadores SSR, quando 

comparadas a outras estimativas de distância (Takezaki & Nei, 1996; Bertin et al., 

2001). A matriz de distâncias resultante foi submetida à análise de agrupamento 

usando UPGMA (“unweighted pair-group method analysis”) e o programa NTSYS, 

versão 2.1 (Rohlf, 2000).  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1. Desenvolvimento de marcadores microssatélites 

 Digestões do DNA genômico de A. hypogaea com três diferentes enzimas 

(MseI, Sau3AI e Tsp509I) mostraram que Sau3AI produziu o perfil mais adequado 

para a construção da biblioteca, por apresentar fragmentos de 200 a 800 pb 

uniformemente distribuídos no gel, sem bandas. Sau3AI é sensível a metilação na 

base citosina e, portanto, corta preferencialmente em regiões ricas em genes, que, 

em geral, não são metiladas. Com isso, as bibliotecas produzidas são enriquecidas 

para seqüências de baixo número de cópias, que são geralmente ricas em genes. 

Duas bibliotecas foram construídas, com base no tipo de dinucleotídeo usado (TC e 

AC). Essas repetições foram escolhidas por estarem entre os microssatélites mais 

abundantes em plantas (Wang et al., 1994; Gupta & Varshney, 2000). De um total de 

1152 clones positivos (colônias brancas) seqüenciados, 224 (19,4%) continham 

SSRs, sendo 210 não redundantes. Alguns desses clones foram seqüenciados 

também na fita oposta, para possibilitar a identificação de grupos de seqüências 

homólogas (“contigs”) com alta qualidade. As seqüências dos 210 clones positivos 

únicos foram submetidas ao programa Primer3, sendo obtidos 121 (10,5% dos 

clones seqüenciados) novos pares de primers (ANEXO 3). O desenho de primers 

não foi possível para as demais 89 seqüências únicas identificadas, devido à 

ocorrência de pequenos números de repetições (menos de 5 unidades), baixo 

conteúdo de GC nas regiões flanqueadoras ao SSR ou à proximidade do SSR ao 

final do inserto de DNA clonado. A porcentagem de primers desenhados, em relação 

ao número de clones seqüenciados (10,5%), é significativamente menor do que a 

proporção obtida (41,4%) para o amendoim em um estudo anterior que incluiu uma 

seleção adicional de clones positivos por PCR-ancorado (Moretzsohn et al., 2004). 

Esse resultado mostrou que essa seleção adicional é eficiente por aumentar 

significativamente o rendimento de clones úteis seqüenciados, portanto, reduzindo 

os custos. No entanto, essa etapa é lenta e sua omissão acelerou sobremaneira o 

processo de desenvolvimento dos marcadores microssatélites. 

 Uma busca por seqüências microssatélites foi realizada em um total de 2740 

seqüências de ESTs. Dessas, 98 (3,6%) apresentaram repetições de di, tri, tetra ou 

pentanucleotídeos e 81 (3,0%) possibilitaram o desenho de primers (ANEXO 3). 
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Esses números são similares às porcentagens obtidas para outras espécies de 

plantas, que têm variado de 1,7% em trigo a 7,5% em cevada: (Cardle et al., 2000; 

Cordeiro et al., 2001; Varshney et al., 2002; Thiel et al., 2003; Eujayl et al., 2004; 

Gao et al., 2004; Khlestkina et al., 2004; Jung et al., 2005). 

 Finalmente, seqüências disponíveis no GenBank, para as quais não se tinham 

desenhado primers, foram analisadas quanto à presença de repetições (>5 unidades 

de repetição). Um total de 69 novos pares de primers microssatélites foram 

desenhados (ANEXO 3), sendo 38 de seqüências genômicas, 25 de ESTs e seis de 

genes de A. hypogaea, tais como proteína de resposta a frio, desaturase e lectina. 

 A presença e a localização de microssatélites em todas as seqüências foi feita 

com o módulo Staden-TROLL. Isso permitiu que o processo fosse feito de maneira 

rápida, com parâmetros facilmente ajustáveis quanto ao tipo e comprimento dos 

microssatélites de interesse, além de considerar a qualidade da região seqüenciada 

para desenho dos primers. A partir de um grande número de seqüências, na forma 

de cromatogramas ou texto, uma base de dados foi construída, contendo todas e 

somente as seqüências que continham microssatélites, incluindo aquelas para as 

quais primers já tinham sido publicados. Centenas de “contigs” foram estabelecidas, 

eliminando as seqüências redundantes. Dessa forma, foi possível assegurar que 

todos os 271 marcadores recentemente desenvolvidos eram únicos. Além disso, as 

análises de BlastN dessas seqüências contra bases de dados de todas seqüências 

publicadas de Arachis que continham microssatélites forneceram evidências de que 

todos os marcadores eram novos. 
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3.2. Características das regiões repetitivas em Arachis 

 Dentre as 271 seqüências para as quais primers foram desenhados, 159 

(58,7%) apresentaram repetições perfeitas, 82 (30,2%), repetições compostas e 30 

(11,1%), repetições imperfeitas. Seqüências obtidas das bibliotecas enriquecidas 

para TC/AG e AC/TG foram constituídas, como esperado, quase inteiramente de 

repetições TC/AG e AC/TG, respectivamente. Para as bibliotecas de ESTs, 153 

repetições foram encontradas nas 106 seqüências incluídas, uma vez que mais de 

um microssatélite foi encontrado em algumas seqüências. Repetições de 

trinucleotídeos foram o tipo de repetição mais abundante, com 112 (73,2%) 

microssatélites, seguido de di (22,2%), tetra (3,3%) e pentanucleotídeos (1,3%). 

Essas proporções têm variado bastante nos poucos trabalhos sobre microssatélites 

derivados de ESTs publicados até o momento. Para trinucleotídeos, as 

porcentagens têm variado de 30,2% em milho a 90,3% em cana-de-açúcar; para 

dinucleotídeos, de 9,7% em cana-de-açúcar a 39,0% em soja; para 

tetranucleotídeos, de 2,2% em soja e Arabidopsis a 10,3% em Medicago; e de 0,6% 

em cevada a 9,0% em Medicago no caso de pentanucleotídeos (Cordeiro et al., 

2001; Varshney et al., 2002; Gao et al., 2003; Thiel et al., 2003; Eujayl et al., 2004; 

Tian et al., 2004; Gonzalo et al., 2005; Chen et al., 2006; Han et al., 2006). No 

entanto, a maioria desses estudos tem mostrado que SSRs triméricos são mais 

abundantes em ESTs de plantas do que os outros tipos de SSRs. Esses resultados 

não são inesperados e também têm sido relatados para outros organismos 

eucariotos superiores, incluindo Drosophila, Caenorhabditis elegans, mamíferos, 

humanos e leveduras (revisto por Li et al., 2004). Isso tem sido atribuído à seleção 

negativa contra mutações que alterem a fase de leitura em regiões codificadoras 

(Metzgar et al., 2000) ou à seleção positiva para manutenção de cadeias específicas 

de aminoácidos (Morgante et al., 2002). 

 Repetições AAG/TTC (27/153), AAT/TTA (21/153) e AAC/TTG (14/153) foram 

os trinucleotídeos mais comuns em ESTs de A. stenosperma. Consideráveis 

diferenças nas freqüências de tipos de repetições têm também sido detectadas em 

plantas, mas essas três classes estão geralmente entre os trinucleotídeos mais 

comuns em outras espécies de dicotiledôneas (Cardle et al., 2000; Gao et al., 2003; 

Eujayl et al., 2004; Tian et al., 2004; Han et al., 2006). Para muitas 

monocotiledôneas, CCG/GGC têm-se mostrado as repetições mais comuns 
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(Cordeiro et al., 2001; Morgante et al., 2002; Varshney et al., 2002; Gao et al., 2003; 

La Rota et al., 2005), mas foram detectadas em apenas duas seqüências no 

presente estudo. Os motivos AAT/TTA são os mais raros (<1%) em animais e em 

monocotiledôneas (Li et al., 2004), mas estão entre os mais freqüentes em ESTs de 

Arachis e foram detectados com altas freqüências também em soja e Medicago 

(Gao et al. 2003; Eujayl et al. 2004; Tian et al. 2004). 

 Repetições AG/TC e AT/TA (16 de 153, cada) apresentaram as maiores 

freqüências entre os dinucleotídeos, seguidos de AC/TG (6/153). Os motivos CG/GC 

não foram detectados em nenhuma seqüência. Resultados similares têm sido 

descritos para diversas espécies de plantas, tendo AG/TC apresentado as 

freqüências mais altas e CG/GC, as mais baixas (Kantety et al., 2002; Eujayl et al., 

2004; Tian et al., 2004). Embora as freqüências de AT/TA sejam geralmente 

menores do que as encontradas no presente estudo, altas freqüências têm também 

sido detectadas em outras espécies de leguminosas, como Medicago e soja 

(Morgante et al., 2002; Gao et al., 2003; Eujayl et al., 2004). As possíveis funções de 

microssatélites em regiões codificadoras ainda não são claras, bem como as razões 

pelas quais os tipos de repetições são tão variáveis em diferentes espécies de 

plantas. No entanto, esses resultados mostram que a predominância de um tipo 

específico de microssatélite em uma espécie não é um indicativo da representação 

desse microssatélite em outra espécie de planta. 

 
 
3.3. Polimorfismo e transferibilidade dos novos marcadores microssatélites 

 Os 271 novos marcadores microssatélites (ANEXO 3) foram avaliados para 

detecção de polimorfismo em seis amostras de A. hypogaea, sendo uma de cada 

uma das seis variedades descritas (Tabela 1), um acesso de A. stenosperma (V 

10309) e um de A. duranensis (K 7988). Como esperado, o polimorfismo entre os 

dois acessos de espécies diferentes foi maior do que o encontrado para as seis 

amostras de amendoim (Figura 1 e Tabela 2). 
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Figura 1 – Número de marcadores detectados por classe de tamanho de repetições 
(gráfico A) e relações entre número de repetições dos microssatélites e o 
polimorfismo detectado nas análises de A. duranensis e A. stenosperma e em seis 
acessos de A. hypogaea (gráfico B). Nessa análise, foram considerados 225 
marcadores que amplificaram produtos com boas resoluções em A. duranensis e A. 
stenosperma e 236 marcadores na análise de A. hypogaea. 
 

 

 

 Para as espécies silvestres, 27 (10,0%) pares de primers não amplificaram 

nenhum fragmento passível de análise, 11 (4,1%) amplificaram fragmentos apenas 

em A. stenosperma e 4 (1,5%) apenas em A. duranensis. Portanto, 229 (84,5%) 

pares de primers foram totalmente transferíveis entre as duas espécies. Desses 229 

marcadores, 113 (49,3%) foram polimórficos.  
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Tabela 2 – Número de marcadores polimórficos detectados na análise de dois acessos de 
espécies silvestres de Arachis - A. duranensis (K 7988) e A. stenosperma (V 10309) - e de 
seis acessos de A. hypogaea, incluindo as seis variedades botânicas. Os seis marcadores 
desenvolvidos a partir de genes de A. hypogaea, depositados no GenBank, não foram 
incluídos. 

 Bibliotecas genômicas  Bibliotecas de 
cDNA 

Tipo de repetição TC/AG  AC/TG Diversos TOTAL Diversos 

K7988 x V10309 

Marcadores polimórficos 

Codominantes 

Dominantes 

Marcadores monomórficos 

Sem amplificação 
TOTAL 

 

 

48 (48,5%) 

13 (13,1%) 

32 (32,3%) 

6 (6,1%) 

99 

 

 

5 (22,7%) 

- 

15 (68,2%) 

2 (9,1%) 

22 

 

 

13 (34,2%) 

- 

17 (44,7%) 

 8 (21,1%) 

38 

 

 

66 (41,5%) 

13 (8,2%) 

64 (40,3%) 

16 (10,0%) 

159 

 

 

44 (41,5%) 

2 (1,9%) 

49 (46,2%) 

11 (10,4%) 

106 

A. hypogaea 
Marcadores polimórficos 

Marcadores monomórficos 

Sem amplificação 
TOTAL 

 

48 (48,5%) 

42 (42,4%) 

9 (9,1%) 

99 

 

5 (22,7%) 

13 (59,1%) 

4 (18,2%) 

22 

 

4 (10,5%) 

27 (71,1%) 

7 (18,4%) 

38 

 

57 (35,8%) 

82 (51,6%) 

20 (12,6%) 

159 

 

 8  (7,5%) 

82 (77,4%) 

16 (15,1%) 

106 

 

 

 Para A. hypogaea, 37 pares de primers (13,7%) não amplificaram fragmentos 

com boa qualidade. Para os demais 234 pares de primers, 66 (28,2%) foram 

polimórficos para pelo menos uma das seis amostras. Desses, 62 foram utilizados 

para análise da diversidade alélica, usando 16 acessos de A. hypogaea (Tabela 3). 

Os demais quatro marcadores polimórficos (AC2C02, RN0-602, Seq14G03, e 

TC1E06) não foram incluídos nessa análise, por apresentarem resoluções de 

bandas insatisfatórias. O número de alelos detectado variou de 2 a 12 para cada um 

dos 62 locos polimórficos analisados, com uma média de 5,87 alelos por loco. Os 

valores da diversidade gênica (GD) variaram de 0,121 (para os locos TC11B11 e gi-

385) a 0,910 (para o loco TC2D06), com uma média de 0,690. GD é uma estimativa 

da probabilidade de que dois genes escolhidos ao acaso em uma população sejam 

diferentes (Nei, 1987). Os valores obtidos no presente estudo estão provavelmente 

superestimados, uma vez que alguns dos marcadores podem ter amplificado alelos 

de locos duplicados ou de genomas diferentes. Dessa forma, esses dados não 

podem ser comparados com os dados obtidos para espécies diplóides, mas o valor 

médio obtido (0,690) é similar aos valores detectados com marcadores 
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microssatélites para diversas espécies poliplóides, incluindo o amendoim (Provan et 

al., 1996; Chavarriaga-Aguirre et al., 1998; Prasad et al., 2000; He et al., 2003; 

Ferguson et al., 2004b; Moretzsohn et al., 2004). Por outro lado, valores médios de 

GD, estimados por marcadores RFLP, foram consideravelmente menores para cinco 

espécies de Arachis, incluindo A. hypogaea (Paik-Ro et al., 1992). Esses resultados 

demonstram a grande utilidade dos marcadores microssatélites para análise da 

variabilidade genética do amendoim cultivado. 

  

 

Tabela 3 – Pares de primers, nota referente à qualidade dos produtos amplificados, 
amplitude de comprimento dos fragmentos, número de indivíduos analisados (n), 
número total de alelos amplificados (A) e diversidade gênica (GD) para os 62 novos 
marcadores microssatélites polimórficos para A. hypogaea, identificados no presente 
estudo. 

Loco Nota Amplitude de 
comprimento 

n A GD 

AC2B3 3 296-308 14 6 0,720 
AC2B5 3 200-212 15 5 0,680 
AC2C8 2 146-220 15 7 0,828 
AC2C12 3 204-212 16 5 0,685 
TC1A1 2 202-222 13 6 0,735 
TC1A2 3 240-276 16 11 0,815 
TC1D2 3 242-278 16 4 0,458 
TC1E1 3 154-248 14 11 0,892 
TC2A2 3 194-212 15 7 0,800 
TC2B1 2 190-215 11 4 0,610 
TC2B9 3 190-200 16 5 0,645 
TC2C7 2 182-210 16 3 0,492 
TC2D6 3 196-224 15 10 0,910 
TC2E5 3 102-122 15 8 0,864 
TC3B5 3 248-270 12 4 0,710 
TC3E2 3 270-310 16 9 0,708 
TC3E5 3 358-370 16 5 0,798 
TC3G1 2 250-256 15 4 0,745 
TC3G5 3 118-130 14 2 0,423 
TC3H2 3 280-300 15 4 0,671 
TC3H7 2 246-270 16 9 0,863 
TC4A2 3 280-284 16 3 0,411 
TC4D2 2 202-240 12 5 0,786 
TC4D9 2 220-240 14 2 0,389 
TC4E10 3 300-344 16 8 0,841 
TC4F12 3 220-232 15 6 0,763 
TC4G2 2 130-166 11 6 0,784 
TC4G10 2 205-220 15 3 0,543 
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Loco Nota Amplitude de 
comprimento 

n A GD 

TC4H2 2 184-192 12 4 0,725 
TC4H7 2 166-220 13 8 0,742 
TC5A6 2 164-200 14 7 0,825 
TC5D6 2 174-184 13 5 0,782 
TC6E1 3 154-186 15 9 0,802 
TC6G9 3 132-146 12 6 0,746 
TC6H3 3 210-228 14 8 0,754 
TC7A2 2 308-320 15 6 0,706 
TC7C6 3 148-176 16 9 0,827 
TC7D3 3 142-148 15 4 0,579 
TC7E4 3 290-300 16 4 0,694 
TC7G10 3 110-142 15 4 0,451 
TC7H11 2 340-360 14 7 0,847 
TC9B8 3 98-108 15 8 0,777 
TC9C12 3 256-300 15 7 0,855 
TC9F4 3 122-142 15 6 0,800 
TC9F10 3 286-320 15 10 0,871 
TC11A2 3 284-292 14 6 0,825 
TC11A4 3 172-204 15 12 0,906 
TC11B11 2 144-146 16 2 0,121 
TC11E4 2 110-136 16 12 0,909 
TC11F12 2 182-188 14 2 0,254 
TC11H6 3 190-214 16 8 0,847 
gi-385 3 330-340 16 2 0,121 
gi-832 3 200-210 15 2 0,480 
gi-1107 3 360-384 14 5 0,680 
RN0-615 2 390-400 15 3 0,625 
RN0-681 2 310-350 16 6 0,520 
RI1F06 3 312-372 11 8 0,823 
RN3E10 3 252-255 11 2 0,416 
RN17F12 2 260-278 12 5 0,812 
Seq4E8 3 274-286 10 6 0,842 
Seq4F10 2 180-188 9 4 0,706 
Seq16C7 3 242-258 14 5 0,571 
Média  - 14,41 5,87 0,690 
 

 

 

 O número de unidades de repetição encontrado nas 271 seqüências variou de 

5 a 54 (ANEXO 3). Alguns estudos têm sugerido que locos com repetições maiores 

tendem a ser mais polimórficos (Weber, 1990; Thomas & Scott, 1993; Udupa et al., 

1999; Burstin et al., 2001). Para os seis acessos de A. hypogaea houve uma certa 

tendência nesse sentido, com máximo polimorfismo sendo detectado por 
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microssatélites com 21-25 unidades de repetição (Figura 1). O polimorfismo 

detectado por microssatélites com 5-10 repetições foi bastante baixo (7,2%). Entre 

as duas espécies silvestres, o polimorfismo variou menos com o tamanho das 

repetições e 40% dos marcadores SSR com apenas 5-10 repetições mostraram-se 

polimórficos. Marcadores com repetições maiores detectaram níveis similares de 

polimorfismo entre as duas espécies silvestres e nos acessos de A. hypogaea. Os 

números de repetições foram obtidos somente para A. hypogaea, no caso das 

bibliotecas genômicas e para A. stenosperma, nas bibliotecas de cDNA. Embora 

fragmentos de tamanhos similares tenham sido obtidos nas três espécies 

analisadas, variações consideráveis no número de repetições têm sido descritas 

mesmo entre espécies aparentadas (Peakall et al., 1998; Liewlaksaneeyanawin et 

al., 2004; Guo et al., 2006). Os resultados obtidos são importantes e poderão 

direcionar futuros esforços de desenvolvimento de marcadores microssatélites em 

Arachis. No entanto, o seqüenciamento de alguns fragmentos nas três espécies 

analisadas é necessário para confirmação desses resultados.   

 Tanto para as espécies silvestres como para o amendoim cultivado, 

repetições AG/TC mostraram-se bastante mais polimórficas do que as repetições 

AC/TG (Tabela 2). Efeitos semelhantes do tipo de repetição nos níveis de 

polimorfismo detectados para o amendoim foram também observados por Ferguson 

e colaboradores (2004b). 

 Marcadores SSR foram desenvolvidos, no presente estudo, usando clones 

provenientes de bibliotecas genômicas enriquecidas e de ESTs (159 e 106 

marcadores, respectivamente). Por isso, foi possível comparar os níveis de 

polimorfismo detectados por marcadores obtidos dessas duas fontes (Tabela 2). Em 

geral, o número de unidades de repetição encontrado em seqüências de ESTs foi 

muito menor do que o de seqüências genômicas e, correspondentemente, o 

polimorfismo de ESTs foi muito menor em A. hypogaea do que entre as duas 

espécies silvestres (7,5% e 35,8%, respectivamente) (Tabela 2). Alguns trabalhos 

têm demonstrado que marcadores SSR derivados de ESTs são menos polimórficos 

do que os derivados de bibliotecas genômicas, para outras espécies de plantas, tais 

como: arroz (Cho et al., 2000), cana-de-açúcar (Cordeiro et al., 2001), trigo (Eujayil 

et al., 2002; Gupta et al., 2003), cevada (Thiel et al., 2003; Chabane et al., 2005) e 

soja (Song et al., 2004). Isso tem sido atribuído à possível seleção contra alterações 

nessas seqüências conservadas (Scott et al., 2000). No entanto, para os acessos de 
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A. duranensis e A. stenosperma, as porcentagens foram idênticas: 41,5% para ESTs 

e para bibliotecas genômicas, considerando apenas os marcadores codominantes. 

As razões para essas diferenças não estão claras e necessitam de mais estudos 

para serem elucidadas. 

 

3.4. Caracterização do conteúdo gênico das bibliotecas usadas para 
desenvolvimento dos marcadores  

 Arachis hypogaea possui um genoma bastante extenso (2,8 x 109 pb ou 2,7 

pg / 1C, Bennet & Leitch, 2005) e pouco caracterizado. O mapeamento genético 

comparativo com outras espécies de leguminosas permitirá, portanto, que as 

pesquisas com o amendoim possam se beneficiar do conhecimento adquirido para 

outros genomas, especialmente das espécies-modelo Lotus japonicus e Medicago 

truncatula. Para tais comparações, o posicionamento de genes em um mapa de 

Arachis é essencial. Os marcadores ESTs gerados no presente trabalho foram 

derivados de seqüências transcritas que são quase inteiramente gênicas. No 

entanto, nem todas as similaridades desses marcadores são facilmente identificáveis 

e de um total de 106 marcadores, apenas 67 (63,2%) deram similaridades 

significativas usando BlastX. 

 O conteúdo gênico de bibliotecas genômicas depende da maneira como elas 

foram produzidas. Os conteúdos gênicos de diferentes bibliotecas usadas para 

desenvolvimento de marcadores SSR, incluindo as desenvolvidas por outros 

autores, foram estimados usando BlastX (Tabela 4). Nesta tabela, “sítios de 

metilação clivados / fragmento clonado” representa o número médio de sítios de 

metilação (CG e CNG, em que metilação na citosina protege contra restrição) 

clivados por fragmento clonado. Por exemplo, PstI cliva CTGCAG e, dessa forma, 

cliva dois sítios CNG. Metilação em qualquer das duas citosinas protege contra 

restrição e, uma vez que as duas extremidades dos fragmentos clonados são 

cortadas por PstI, quatro sítios de metilação CNG são cortados por fragmento 

clonado. Para Sau3AI que cliva GATC, a restrição dos sítios de metilação depende 

da seqüência flanqueadora. Portanto, em média, um sítio CG e um sítio CNG serão 

clivados por fragmento digerido com Sau3AI. Quando usada em conjunto com 

BamHI, que não corta nenhum sítio CG ou CNG, em média, 0,5 sítio CG e 0,5 sítio 

CNG será clivado por fragmento clonado.  Dados de Ferguson e colaboradores 
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(2004b) incluem todas as seqüências com SSRs disponíveis como dados 

suplementares e não apenas as utilizadas para desenvolvimento dos marcadores. 

Os dados de Moretzsohn e colaboradores (2004) também incluem algumas 

seqüências que não foram utilizadas para desenvolvimento de marcadores. A 

proporção de seqüências com similaridades significativas (valor de E<10-8) variou de 

mais de 20% a 0%. Houve uma nítida tendência, com bibliotecas desenvolvidas com 

o uso de enzimas sensíveis a metilação em sítios CG ou CNG sendo mais ricas em 

genes. A única exceção foi o relativamente alto conteúdo gênico das seqüências 

publicadas por Moretzsohn e colaboradores (2004), o que pode ser explicado pelo 

fato de que essas bibliotecas foram enriquecidas exclusivamente para 

trinucleotídeos. As similaridades encontradas por BlastX contra o genoma de 

Arabidopsis e proteínas de leguminosas para todos os marcadores SSR são 

apresentadas no ANEXO 3.      

 
 
Tabela 4 – Conteúdo gênico de diferentes bibliotecas estimado por BlastX (valores 
de E < 10-8) contra Arabidopsis e proteínas de leguminosas. Os dados de ESTs são 
apresentados apenas para comparação com as bibliotecas genômicas.  

Biblioteca Enzima(s)

Sítios de metilação 
clivados / 

fragmento clonado
CG:CNG 

Seleção / enriquecimento 

Similaridades /  
total de 

seqüências 
 (%) 

EST NA NA di, tri, tetra, e penta SSRs 67/106 (63,2%) 

pPGP 
(Ferguson et 
al., 2004b) 

PstI 0:4 

GT GA  

AAC ATC AGT ATT CAC CTT CTG 

ATCC GATA AAAT 

31/164 (20,7%) 

TC Sau3AI 1:1 TC 17/102 (16,7%) 

Genômica 
(Moretzsohn 
et al., 2004) 

Tsp509I 0:0 TTG  8/87 (9,2%) 

AC Sau3AI 1:1 AC 2/22 (9,1%) 

pPGS 
(Ferguson et 
al., 2004b) 

Sau3AI/ 
BamHI 0,5:0,5 

GT GA  

AAC ATC AGT ATT CAC CTT CTG 
7/288 (2,4%) 

Genômica 
(He et al., 

2003) 

HindIII/ 
MseI 0:0 AT GT GA 0/56 (0,0%) 
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3.5. Relações genéticas entre acessos de A. hypogaea 

 As distâncias genéticas entre os 16 acessos de A. hypogaea foram estimadas 

pelo método de alelos comuns, usando 62 marcadores microssatélites. Uma 

distância média de 0,72 foi obtida e todos os acessos puderam ser diferenciados, ou 

seja, nenhum par de acessos apresentou todos os alelos em comum (Tabela 5). Um 

dendrograma, baseado em UPGMA, foi construído para os 16 acessos (Figura 2). 

Três grupos principais foram formados, um contendo os acessos da subespécie 

fastigiata variedade fastigiata (FF) e de fastigiata/vulgaris (FV); outro contendo os 

acessos de hypogaea/hypogaea (HH), hypogaea/hirsuta (HHi) e hypogaea, tipo 

Xingu e um terceiro grupo, com os acessos de fastigiata/aequatoriana (FA) e 

fastigiata/ peruviana (FP). Acessos das quatro variedades de fastigiata formaram 

subgrupos separados, enquanto os da subsp. hypogaea agruparam entre si e com 

os dois acessos do tipo Xingu, que também parecem pertencer a essa subespécie. 

Esse agrupamento de acessos, de acordo com as variedades, sugere que pouca 

introgressão entre variedades tem ocorrido e mostra que a classificação dos 

diferentes taxa, com base em características morfológicas é corroborada pelos 

dados moleculares. 

 Apesar disso, acessos das variedades peruviana e aequatoriana mostraram-

se mais similares a acessos da subsp. hypogaea do que com os da subsp. fastigiata, 

à qual pertencem atualmente (Krapovickas & Gregory, 1994). Resultados similares 

foram obtidos em estudos recentes, baseados em marcadores microssatélites (He et 

al., 2005) e AFLP (He & Prakash, 2001; Tallury et al., 2005). Além disso, estudos 

baseados em 12 locos SSR (Ferguson et al., 2004a) e em 94 bandas RAPD e 67 

bandas ISSR (Raina et al., 2001) mostraram que acessos da variedade peruviana 

formavam um grupo separado dos demais. Os autores sugeriram, portanto, que 

essa variedade fosse classificada como uma terceira subespécie. No presente 

trabalho, foram incluídos 62 locos microssatélites e 364 alelos, o que confere 

bastante consistência aos resultados obtidos e levanta dúvidas quanto à 

classificação taxonômica atual. A análise de um grande número de acessos de cada 

variedade, provenientes de diferentes localidades, encontra-se em andamento na 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e deverá elucidar essa questão.  
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Tabela 5 – Matriz de distâncias genéticas entre 16 acessos de A. hypogaea, estimadas pelo método de alelos comuns (“shared allele distance”). As letras 

após cada acesso correspondem às subespécies, variedades e tipos: FF-fastigiata/fastigiata; FV-fastigiata/vulgaris; FA-fastigiata/aequatoriana; FP-

fastigiata/peruviana; HH-hypogaea/hypogaea; HHi-hypogaea/hirsuta; Xingu - hypogaea tipo Xingu. 

Tatu Runner Of128 Of109 Mf1678 Mf1560 V13115 V6265 Mf1538 V13009 V10067 Mf2389 Mf3207 Mf3618 BR1 Sv429
FF HH Xingu Xingu FA FP FV FF HHi HH HH FA FV HHi FF FP

Tatu-FF 0,000
Runner-HH 0,709 0,000
Of128-Xingu 0,727 0,627 0,000
Of109-Xingu 0,736 0,645 0,572 0,000
Mf1678-FA 0,727 0,745 0,700 0,790 0,000
Mf1560-FP 0,718 0,663 0,700 0,781 0,627 0,000
V13115-FV 0,718 0,700 0,772 0,772 0,790 0,745 0,000
V6265-FF 0,590 0,700 0,809 0,854 0,854 0,800 0,618 0,000
Mf1538-HHi 0,763 0,727 0,781 0,809 0,809 0,745 0,754 0,718 0,000
V13009-HH 0,709 0,718 0,618 0,754 0,754 0,700 0,709 0,690 0,645 0,000
V10067-HH 0,690 0,681 0,600 0,709 0,772 0,69 0,718 0,681 0,636 0,109 0,000
Mf2389-FA 0,763 0,781 0,672 0,800 0,545 0,727 0,818 0,772 0,772 0,772 0,736 0,000
Mf3207-FV 0,718 0,800 0,836 0,881 0,790 0,827 0,581 0,636 0,763 0,800 0,809 0,745 0,000
Mf3618-HHi 0,745 0,681 0,636 0,700 0,772 0,736 0,790 0,790 0,736 0,736 0,736 0,745 0,745 0,000
BR1-FF 0,500 0,700 0,772 0,845 0,718 0,745 0,745 0,609 0,772 0,745 0,745 0,736 0,590 0,700 0,000
Sv429-FP 0,754 0,709 0,754 0,845 0,754 0,509 0,800 0,763 0,754 0,700 0,718 0,763 0,672 0,681 0,663 0,000
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Figura 2 - Dendrograma, obtido pelo método UPGMA, baseado nas distâncias de 

alelos comuns (“shared allele distance”), entre 16 acessos de A. hypogaea (Tabela 

1). As letras após cada acesso correspondem às subespécies e variedades: FF-

fastigiata/fastigiata; FV-fastigiata/vulgaris; FA-fastigiata/ aequatoriana; FP-

fastigiata/peruviana; HH-hypogaea/hypogaea; HHi-hypogaea/ hirsuta. Xingu 

corresponde ao tipo Xingu, que parece pertencer à subespécie hypogaea. 
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4. CONCLUSÕES 

 Marcadores microssatélites foram desenvolvidos a partir de bibliotecas 

genômicas, de ESTs e por busca em seqüências publicadas no GenBank. 

Marcadores derivados de bibliotecas de cDNA mostraram-se menos polimórficos 

para A. hypogaea do que os derivados de bibliotecas genômicas, embora, entre A. 

duranensis e A. stenosperma porcentagens idênticas de polimorfismo tenham sido 

detectados por marcadores derivados das duas bibliotecas. 

 Os resultados mostraram ainda que novas iniciativas de desenvolvimento de 

marcadores microssatélites para A. hypogaea devem ser baseadas em bibliotecas 

genômicas enriquecidas, preferencialmente de dinucleotídeos, em especial, de 

TC/AG, com números de repetições superiores a 15. Isso aumenta a probabilidade 

de identificação de marcadores polimórficos. 

 Apesar da estreita base genética do amendoim cultivado, o presente estudo 

mostrou a utilidade dos marcadores microssatélites na detecção de polimorfismo em 

acessos de A. hypogaea. Os marcadores polimórficos identificados abrem novas 

perspectivas para estudos em amendoim, tais como uma adequada análise da 

variabilidade genética. A análise preliminar realizada nesse estudo mostrou a 

formação de três grupos de similaridade e levantou dúvidas quanto à classificação 

taxonômica das variedades peruviana e aequatoriana. Além disso, uma vez que um 

grande número de marcadores foi desenvolvido, torna-se possível a construção de 

mapas genéticos em Arachis, baseados em marcadores microssatélites, o que 

significa um grande avanço para a futura implementação de seleção assistida por 

marcadores nos programas de melhoramento genético do amendoim.  
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Capítulo 2 
 
 
 
 
 
 
 
 

Construção de um mapa de ligação e mapeamento de QTLs ligados 
à produtividade e à resistência à mancha preta em espécies 

diplóides de Arachis com genoma AA* 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*Este capítulo é a tradução da segunda parte do artigo publicado na Theoretical and 

Applied Genetics (Moretzsohn et al., 2005 – ANEXO 1), com mais marcadores 

mapeados e acrescida do mapeamento de QTLs. 
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1. INTRODUÇÃO 

 O amendoim (A. hypogaea) é um alotetraplóide dissômico, com genoma 

AABB. Os genomas diplóides AA e BB são encontrados em diversas espécies 

silvestres da seção Arachis, que podem ser cruzadas com o amendoim. Embora 

estudos recentes tenham revelado variabilidade genética no amendoim cultivado, os 

níveis detectados são ainda insuficientes para a construção de mapas genéticos 

saturados. Por outro lado, as espécies silvestres de Arachis apresentam uma maior 

variabilidade (Hilu & Stalker, 1995; Stalker et al., 1995; Burow et al., 2001; 

Moretzsohn et al., 2004; Milla et al., 2005) e constituem uma importante fonte de 

genes úteis, tais como genes de resistência a estresses bióticos e abióticos (Stalker 

& Simpson, 1995; Pande & Rao, 2001; Rao et al., 2003b; Dwivedi et al., 2003). Além 

disso, diversos trabalhos têm mostrado a grande utilidade de espécies silvestres, de 

diferentes culturas, para o aumento da produtividade, devido à ampliação da base 

genética e a combinações gênicas superiores (Tanskley & McCouch, 1997; Brondani 

et al., 2002; Fridman et al., 2004; Talame et al., 2004; Singh et al., 2005).  

 No entanto, a introgressão desses genes úteis no amendoim não é uma tarefa 

fácil, devido, principalmente, a barreiras de recombinação e à transferência de genes 

não desejados junto aos genes de interesse (“linkage drag”). Dessa forma, a 

construção de mapas genéticos para espécies diplóides e tetraplóides de Arachis, 

baseados em marcadores transferíveis, como os microssatélites e marcadores 

âncoras possibilitará a construção de um mapa de referência para Arachis e a 

determinação do número e da posição genômica dos genes que controlam 

características de interesse. Com isso, será dado o primeiro passo para 

implementação de seleção assistida por marcadores nos programas de 

melhoramento, visando a introgressão mais rápida e eficiente desses genes no 

amendoim cultivado.  

 Arachis hypogaea é bastante susceptível a uma grande variedade de doenças 

e pragas. Dentre elas, as doenças fúngicas de parte aérea são consideradas o 

principal problema da cultura no Brasil e um dos principais problemas nos diversos 

países produtores, especialmente a mancha preta (Cercosporidium personatum), 

mancha parda (Cercospora arachidicola) e ferrugem (Puccinia arachidicola) 

(Pezzopane et al., 1998; Almeida, 1999; Dwivedi et al., 2003). As cercosporioses 

(manha parda e mancha preta) têm sido responsáveis por reduções que chegam a 
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50% da produção comercial do amendoim, em várias regiões do mundo (Backman & 

Crawford, 1984; Almeida, 1999). Embora possam ser controladas quimicamente, os 

fungicidas são caros e tóxicos, podendo causar danos à saúde humana e ao meio 

ambiente. A utilização de variedades resistentes é, portanto, a maneira mais 

eficiente de controle dessas doenças. Poucas fontes de resistência às doenças 

fúngicas de parte aérea têm sido encontradas em A. hypogaea, mas altos níveis de 

resistência têm sido descritos para algumas espécies silvestres de Arachis 

(Company et al., 1982; Gardner & Stalker, 1983; Stalker, 1984; Subrahmanyam et 

al., 1985; Fávero, 2004).  

 Produtividade é uma característica complexa, determinada por vários genes e 

bastante influenciada pelo meio ambiente. É geralmente medida em termos de 

vários componentes, que, em leguminosas, incluem o número de vagens por planta, 

o número de sementes por vagem e o peso médio de sementes (Moot & McNeil, 

1995; Timmerman-Vaughan et al., 2005). QTLs que controlam componentes da 

produtividade têm sido mapeados para diversas espécies de plantas (Doganlar et 

al., 2000; Zhang et al., 2004; Humphry et al., 2005; Timmerman-Vaughan et al., 

2005; Blair et al., 2006; Yoon et al., 2006). No entanto, até o momento nenhum QTL 

para produtividade ou para resistência à mancha preta foi mapeado em espécies de 

Arachis.  

 Os objetivos do presente estudo foram, portanto, o desenvolvimento de um 

mapa genético de ligação para espécies silvestres diplóides de Arachis, de genoma 

AA, baseado em marcadores microssatélites e em marcadores âncoras, além de 

alguns RGAs e, a partir desse mapa, identificar QTLs que controlam três 

características de interesse para o melhoramento do amendoim: o número de 

sementes por planta, o peso de sementes e a resistência ao fungo causador da 

mancha preta (Cercosporidium personatum).  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Material vegetal 

  Uma população F2 foi construída por autopolinização de uma única planta F1, 

derivada do cruzamento entre A. duranensis, acesso K7988, usado como progenitor 

feminino e A. stenosperma, acesso V10309, usado como progenitor masculino. Para 

se obter o número desejado de plantas F2, a planta F1 foi clonada (por mudas). 

Estas espécies foram escolhidas por possuírem genomas relacionados ao do 

amendoim (Kochert et al., 1996), apresentarem alta capacidade de cruzamento 

(Krapovickas & Gregory, 1994), serem molecularmente contrastantes (Moretzsohn et 

al., 2004) e, principalmente, por serem segregantes para resistência a nematóides e 

fungos de parte aérea (Leal-Bertioli et al., 2000; Fávero, 2004). Estas plantas foram 

obtidas da coleção de germoplasma mantida na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (Brasília-DF, Brasil). 

 

2.2. Extração de DNA e PCR dos locos microssatélites 

 DNA genômico total foi extraído de folíolos jovens, geralmente ainda não 

abertos, de acordo com o método descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998), com 

as modificações descritas no capítulo 1 desta tese. As quantificações do DNA 

extraído e as PCRs também foram realizadas como descrito no capítulo 1. 

  Os produtos de PCR foram visualizados em géis de poliacrilamida a 5% de 

concentração, corados com nitrato de prata (Creste et al., 2001). Alguns 

marcadores, altamente contrastantes entre os dois progenitores, foram visualizados 

em géis de agarose (3,5%), contendo brometo de etídio. Os comprimentos dos 

fragmentos foram estimados nos géis, por comparações com padrões de bandas de 

tamanhos conhecidos (10-pb DNA ladder).  

 

2.3. Construção do mapa 

 Os 271 novos marcadores microssatélites, 162 já publicados (Hopkins et al., 

1999; Palmieri et al., 2002; 2005; He et al., 2003; 2005; Moretzsohn et al., 2004; 

Bravo et al., 2006; Gimenes et al., 2006) e 56 novos marcadores microssatélites 

desenvolvidos a partir de bibliotecas de cDNA de A. stenosperma (Proite et al., em 

preparação) foram analisados nos dois acessos progenitores, para identificação dos 
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marcadores polimórficos. Além disso, foram incluídos 72 marcadores âncoras, 

polimórficos para essa população, desenvolvidos na Universidade de Aarhus, na 

Dinamarca, pelo grupo do Dr. Jens Stougaard. Os marcadores polimórficos foram 

analisados na população F2 de mapeamento, constituída de 93 indivíduos. O teste 

de qui-quadrado (X2) foi utilizado para testar a hipótese nula de segregação 1:2:1 ou 

3:1 de todos os marcadores. O teste de FDR ou razão de falsas descobertas 

(Benjamin & Hocheberg, 1995) foi utilizado para determinação do nível de 

significância, ou seja, para correção do erro tipo I, que é a rejeição de uma hipótese 

nula verdadeira. Apenas os marcadores que não apresentaram distorções da 

proporção 1:2:1 esperada, a um limite de significância de 5%, foram utilizados 

inicialmente para a construção do mapa. As análises de ligação foram feitas usando 

o programa Mapmaker, versão 2.0 (Lander et al., 1987). Um LOD escore mínimo de 

11 e uma fração de recombinação máxima (θ) de 0,35 foram utilizados como 

parâmetros para estabelecimento dos grupos de ligação, usando a função “group”. A 

ordem mais provável dos marcadores em cada grupo de ligação foi estimada pelo 

método de máxima verossimilhança, usando a função “first order” ou por análise de 

três pontos (função “three point”), usando-se sub-grupos, para grupos com mais do 

que sete marcadores. As ordens dos marcadores foram confirmadas por 

comparações das verossimilhanças (LOD escores) de todas as possíveis ordens 

usando o comando “compare” e por permutações de todas as trincas de marcadores 

adjacentes (função “ripple”). Em uma segunda etapa, o LOD escore foi reduzido até 

5, para possibilitar a inclusão de novos marcadores nos grupos. O comando “try” foi 

então usado para determinar a posição exata dos novos marcadores dentro de cada 

grupo. Em seguida, os marcadores distorcidos e os marcadores dominantes (RGAs 

e microssatélites segregando 3:1, ou seja, presentes em um dos progenitores e 

ausentes no outro) foram incluídos, usando a função “group”. As novas ordens 

obtidas foram novamente confirmadas com os comandos “first order”, “compare” 

e/ou “ripple”. As frações de recombinação foram convertidas em distâncias de mapa, 

em centimorgans (cM), usando a função de mapeamento de Kosambi, que leva em 

consideração a interferência (I). Os locos que puderam ser ordenados com um 

suporte maior ou igual a 1000:1 foram incluídos no mapa referência (“framework 

map”). Ou seja, foram aceitas as ordens de marcadores com uma verossimilhança 

mil vezes maior do que a segunda melhor ordem possível. Apenas os marcadores 

codominantes foram utilizados nessa análise. O tamanho do genoma foi estimado de 
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acordo com Hulbert e colaboradores (1988) considerando apenas as comparações 

entre pares de marcadores que constituíam o mapa referência.  

 Os marcadores que desviaram das proporções esperadas foram analisados 

quanto à natureza da distorção, se zigótica ou gamética. Para isso, dois testes de X2 

foram realizados, de acordo com Lorieux e colaboradores (1995). O primeiro testou 

a hipótese p=q, ou seja, se a freqüência do alelo de A. duranensis era igual à do 

alelo de A. stenosperma em um determinado loco, pela fórmula X2=[(2np–n)2+(2nq–

n)2]/n, sendo p(A)=(AA+AB/2)/n,  q(B)=(BB+AB/2)/n e n=número total de indivíduos. 

O segundo X2 foi utilizado para testar se as freqüências dos genótipos eram iguais 

às esperadas sob equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW). O teste foi realizado pela 

equação X2=[(AA–np2)2]/np2+[(Aa–2npq)2]/2npq+[(aa–nq2)2]/nq2, sendo p2=número 

esperado de indivíduos AA sob EHW (homozigotos para o alelo de A. duranensis), 

q2=número esperado de indivíduos BB sob EHW (homozigotos para A. 

stenosperma) e 2pq=número esperado de indivíduos AB sob EHW (heterozigotos). 

Marcadores que deram valores de X2 não significativos para o primeiro teste 

apresentaram tipo de seleção zigótica; marcadores com valores de X2 significativos 

para este teste apresentaram seleção zigótica ou gamética, dependendo se o 

segundo teste foi também significativo ou não significativo, respectivamente (Lorieux 

et al, 1995). 

 Os marcadores desenvolvidos a partir de bibliotecas genômicas foram 

denominados de TC ou AC (para bibliotecas enriquecidas para repetições TC ou 

AC), seguido do número da placa com o meio de cultura (TC1 a TC11 ou AC1 a 

AC3) e da identificação do clone na placa de 96 poços (A01 a H12). Marcadores 

desenvolvidos a partir de bibliotecas de cDNA foram denominados de ML, para folha 

madura (“mature leaf”), RN para raiz não inoculada, RI para raiz inoculada com o 

nematóide Ditylenchus africanus ou RM para raiz inoculada com Meloidogyne. Após 

as duas letras iniciais foram incluídos o número da placa (de 1 a 22) e a identificação 

do clone (A01 a H12). Marcadores obtidos por mineração de seqüências no 

GenBank foram chamados pelo nome com o qual a seqüência foi submetida. Os 

nomes desses marcadores começam com gi-, pPGP ou pPGS.  Os nomes dos 

marcadores já publicados foram mantidos conforme a publicação original. Os 

publicados por He e colaboradores (2003; 2005) começam por PM seguido de um 

número de identificação, enquanto os demais já publicados começam por Ag, Ah ou 

Ap (Hopkins et al., 1999; Palmieri et al., 2002; 2005; Moretzsohn et al., 2004; Bravo 



   58

et al., 2006; Gimenes et al., 2006). Todos os marcadores âncoras foram 

denominados por Leg, seguido de um número ou um nome de identificação. 

Finalmente, os análogos a genes de resistência apresentam o nome RGA, após o 

nome da sonda utilizada (S1A36 ou S1A37), no caso de RFLPs, ou das iniciais da 

espécie da qual o fragmento foi amplificado (AFLP modificado), sendo Ad para A. 

duranensis e As para A.stenosperma. 

 

2.4. Avaliação fenotípica 

 Os progenitores, a planta F1 e os 93 indivíduos F2 foram avaliados para 

resistências / suscetibilidades ao fungo Cercosporidium personatum, causador da 

mancha preta no amendoim. A cultura de C. personatum foi isolada de folhas de 

amendoim, em Campinas-SP, na safra 2002/2003 e mantida em meio aveia-agar, 

com repicagens a cada 14 dias (Fávero et al., 2005). As avaliações foram feitas 

usando-se a técnica da folha destacada, descrita por Moraes & Salgado (1984). As 

folhas foram coletadas de plantas adultas, mantidas em vasos, em casa de 

vegetação. Esta técnica consistiu, resumidamente, do acondicionamento das folhas 

com um chumaço de algodão úmido na ponta do pecíolo e com o lado adaxial para 

cima em placas de petri, contendo uma camada de algodão no fundo, coberta por 

uma folha de papel de filtro e sobre esta, uma lâmina de vidro para sustentar os 

folíolos. Após adição de 20 mL de água destilada e autoclavada por placa de petri, 

foi feita a inoculação do patógeno, por aspersão de uma solução de água destilada, 

Tween 20 a 0,5% e esporos, a uma concentração de 50.000 esporos / mL sobre as 

folhas, dentro das placas. Todas as etapas, desde a coleta das folhas até a 

inoculação do patógeno foram feitas no mesmo dia. As placas foram mantidas em 

uma sala com temperatura controlada a 23-25ºC, acondicionadas em estantes, sob 

luz fluorescente. A iluminação foi programada para 10 horas de luz e 14 horas de 

escuro. As avaliações foram efetuadas 42 dias após a inoculação do patógeno, pela 

razão entre a área de lesão e a área foliolar, em mm2. Foram avaliadas quatro 

placas de petri por planta, com quatro folíolos cada uma. As médias das 16 

avaliações para cada planta foram consideradas para a análise. 

 Dois componentes da produtividade foram também avaliados: peso de 15 

sementes e número de sementes por planta que, nesse caso, é igual ao número de 

vagens por planta, uma vez que todas as plantas possuíam apenas uma semente 
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por vagem. O peso de sementes foi obtido pela média de 15 sementes, escolhidas 

ao acaso. Para 14 plantas F2 que produziram muito pouco foram consideradas as 

médias de 3 a 13 sementes. O número de sementes por planta foi obtido pelo total 

de sementes coletado de cada planta, ao longo de três anos. Como A. duranensis e 

A. stenosperma são plantas anuais, ao final de cada ciclo, as plantas eram 

transplantadas para outro vaso e as sementes colhidas. O número total de sementes 

colhido de cada planta nas três colheitas foi considerado para análise. 

 As distribuições fenotípicas das três características foram analisadas pelos 

testes de assimetria e curtose, cujas significâncias foram avaliadas por testes de 

Lilliefors (Lilliefors, 1967). Além disso, foram estimadas as correlações de Pearson 

entre as três características, avaliadas pelo teste de significância de Student. Essas 

análises foram realizadas com o programa GQMOL (Cruz, 2004). 

 

2.5. Análise de QTLs  

 Quatro métodos foram utilizados para detecção dos QTLs que controlam as 

três características avaliadas: (1) análise de marcas simples, com comparação entre 

as médias das classes genotípicas pelo método de regressão linear simples; (2) 

mapeamento por intervalo, (3) mapeamento por intervalo composto e (4) 

mapeamento por intervalo múltiplo. As análises de marcas simples foram realizadas 

com o programa GQMOL (Cruz, 2004) e as demais análises, com o programa QTL 

Cartographer, versão 2.5 (Wang et al., 2006). Os pontos de corte para cada 

característica foram determinados pelo programa, via testes de permutação 

(Churchill & Doerge, 1994; Doerge & Churchill, 1996), sendo utilizadas 1000 

permutações, com três repetições, e um nível de significância de 0,05. Os testes de 

hipótese para presença do QTL nos três métodos de mapeamento por intervalo 

foram realizados a cada 1 cM do mapa de ligação (“walk speed” = 1). As 

apresentações gráficas dos grupos de ligação e dos QTLs foram obtidas usando o 

programa MapChart, versão 2.1 (Voorrips, 2002). 

 A análise de mapeamento por intervalo múltiplo foi feita usando-se a 

estatística de Critério de Informação Bayesiano (“Bayesian Informaton Criterion” - 

BIC) para criação de um modelo inicial, ou seja, para identificação de QTLs e 

quantificação de seus efeitos, conforme recomendação de Zeng e colaboradores 

(1999). A partir do modelo inicial realizaram-se os seguintes passos: 
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1) otimização das posições dos QTLs (“optimizing QTL positions”); 

2) otimização das posições dos QTLs dentro do intervalo entre os dois 

marcadores adjacentes mais próximos ao QTL; 

3) busca de novos QTLs (“search for new QTLs”) e incorporação ao modelo, 

se significativos (“testing for existing QTLs”); 

4) busca de epistasias (“search for epistasis”) e incorporação ao modelo, se 

significativas (“testing for existing epistasis”); 

5) repetição dos passos 1 a 4 até que novos QTLs ou epistasias não fossem 

detectados; 

6) otimização das posições dos QTLs para o modelo MIM final; 

7) testes dos efeitos aditivos, de dominância e epistáticos, se presentes 

(“testing all”); 

8) obtenção do resumo dos dados analisados através da ferramenta “MIM 

Model Summary”, ou seja, as posições, as razões de verossimilhança, os 

efeitos epistáticos e as partições da variância explicada pelos QTLs foram 

estimados para os QTLs significativos (“Model summary file”) e plotados 

em gráfico (“Graphic result file”). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1. Construção do mapa 

 A análise de 489 locos microssatélites em A. duranensis, acesso K7988 e A. 

stenosperma, acesso V10309, mostrou que 215 (44,0%) eram polimórficos (Figura 

1), sendo 181 codominantes e 34 dominantes, ou seja, amplificaram alelos nulos em 

um dos progenitores. Dentre os 181 marcadores codominantes, 99 não 

apresentaram distorções da segregação 1:2:1 esperada (p<0,05) e esses 

marcadores, junto aos 40 marcadores âncoras (Figura 1) não distorcidos (de um 

total de 72), foram utilizados para o estabelecimento dos grupos de ligação, usando 

um LOD escore mínimo de 11. Em seguida, os marcadores distorcidos e os 

dominantes foram incluídos no mapa, usando um LOD escore mínimo de 5 e uma 

fração de recombinação máxima de 0,35. No total, 182 marcadores microssatélites, 

66 marcadores âncoras e 12 RGAs foram mapeados em 10 grupos de ligação 

(Figura 2), como esperado, uma vez que A. duranensis e A. stenosperma são 

espécies diplóides com 2n=20 cromossomos. No entanto, 39 marcadores não 

puderam ser mapeados, o que pode indicar que partes do genoma não foram 

cobertas por esse mapa.  

 Um comprimento total de 1645,1 cM foi obtido e os grupos variaram de 58,7 

cM (com 6 marcadores) a 279,3 cM (43 marcadores), com uma distância média de 

6,32 cM entre marcadores adjacentes. Os grupos de ligação foram numerados de 

acordo com os números publicados na primeira versão do mapa (Moretzsohn et al., 

2005 - ANEXO 1). Seis pares de primers amplificaram consistentemente dois locos 

polimórficos (AC2C2, TC1D1, TC4H2, Ah745, Seq15D6 e gi-7295) e os 12 locos 

foram incluídos no mapa. Esses marcadores foram indicados pelos números -1 e -2 

após o nome do marcador (Figura 2). Os marcadores mapeados com LOD escores 

<11 (de 5 a 11), que foi o valor utilizado para estabelecimento dos grupos de ligação, 

estão indicados no mapa por uma seta seguida do LOD escore máximo com que 

esses marcadores foram mapeados. 
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Figura 1 – Padrões de amplificação obtidos para o loco RN8C09, por eletroforese 
em gel de poliacrilamida 5% (foto A) e para os locos RN10F09 (foto B) e Leg69, que 
é um marcador âncora (foto C), em géis de agarose 3,5%. Na foto A, a primeira e a 
última linhas são padrões de tamanhos conhecidos (10bp DNA ladder). Nos três 
géis, da esquerda para a direita: A. duranensis (acesso K7988), usado como 
progenitor feminino; A. stenosperma (acesso V10309), progenitor masculino; híbrido 
F1 e 45 indivíduos F2 na foto A e 21 indivíduos F2 nas fotos B e C. A seta na foto A 
indica o fragmento de 250 pares de bases. 
 
 
 
 O comprimento total obtido com base nessa população (1645,1 cM) é 

consideravelmente maior do que os 1063 cM obtidos para outra população diplóide, 

de genoma AA, resultante de um cruzamento entre A. duranensis e A. cardenasii 

(Halward et al., 1993) e do que metade dos 2210 cM obtidos para uma população 

tetraplóide (Burow et al., 2001). A presença de marcadores distorcidos, 

principalmente em favor de heterozigotos, tem sido apontada como causadora de 

expansão do comprimento de mapas genéticos (Knox & Ellis, 2002) e, talvez, possa 

explicar essas diferenças. 

 O mapa de referência, com os marcadores ordenados com suporte de 1000:1, 

foi composto de 158 marcadores, cobrindo 1422,8 cM, com uma distância média de 

9,0 cM entre marcadores. O número de marcadores por grupo de ligação variou de 

seis (grupo 10) a 28 (grupo 2). Esses 158 marcadores aparecem sublinhados no 

mapa (Figura 2). 

A 

B 

C 



   63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 (continua na página 64). 
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Figura 2 – Mapa genético obtido pela análise de 93 plantas F2, resultantes
do cruzamento entre A.duranensis e A.stenosperma. Marcadores que não 
segregaram de acordo com as proporções esperadas apresentam o símbolo
# após o nome, sendo # para distorções a 5%; ## a 1% e ### para marcadores 
altamente distorcidos, com valores de X2 maiores do que 30. Marcadores que 
compõem o “ framework” map estão sublinhados e os possíveis marcadores 
gênicos estão em itálico. À esquerda de cada grupo aparecem as distâncias de 
Kosambi. Os marcadores dominantes apresentam Ad ou As após os nomes, 
dependendo da origem do fragmento amplificado (Ad - A.duranensis e 
As - A.stenosperma). Marcadores que amplificaram dois locos apresentam os 
números _1 e _2 após os nomes. Locos mapeados com LOD <11 estão indicados 
no mapa por uma seta, seguida do valor de LOD máximo com que foram mapeados. 
Todos os marcadores âncoras começam por Leg, enquanto os marcadores RGA têm 
RGA após o nome da sonda utilizada (RFLP) ou da espécie de origem da banda 
amplificada (AFLP modificado). Os demais marcadores são microssatélites.
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Figura 2 – Mapa genético obtido pela análise de 93 plantas F2, resultantes
do cruzamento entre A.duranensis e A.stenosperma. Marcadores que não 
segregaram de acordo com as proporções esperadas apresentam o símbolo
# após o nome, sendo # para distorções a 5%; ## a 1% e ### para marcadores 
altamente distorcidos, com valores de X2 maiores do que 30. Marcadores que 
compõem o “ framework” map estão sublinhados e os possíveis marcadores 
gênicos estão em itálico. À esquerda de cada grupo aparecem as distâncias de 
Kosambi. Os marcadores dominantes apresentam Ad ou As após os nomes, 
dependendo da origem do fragmento amplificado (Ad - A.duranensis e 
As - A.stenosperma). Marcadores que amplificaram dois locos apresentam os 
números _1 e _2 após os nomes. Locos mapeados com LOD <11 estão indicados 
no mapa por uma seta, seguida do valor de LOD máximo com que foram mapeados. 
Todos os marcadores âncoras começam por Leg, enquanto os marcadores RGA têm 
RGA após o nome da sonda utilizada (RFLP) ou da espécie de origem da banda 
amplificada (AFLP modificado). Os demais marcadores são microssatélites.
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 Do total de 299 marcadores polimórficos (incluindo os 12 RGAs), 133 (44,5%) 

desviaram das proporções 1:2:1 (108 marcadores) ou 3:1 (25 marcadores) 

esperadas (p<0,05). Dos 108 marcadores codominantes que desviaram da 

proporção 1:2:1 esperada, 59 apresentaram um excesso de alelos de A. duranensis 

(progenitor feminino); 25, de alelos de A. stenosperma (progenitor masculino) e 24, 

um excesso de heterozigotos. Para os 25 marcadores dominantes distorcidos, 

quinze apresentaram um excesso de alelos de A. stenosperma e dez, de A. 

duranensis. Marcadores distorcidos foram mapeados em todos os grupos, com 

exceção do grupo 8. No grupo 1, apenas um marcador codominante apresentou 

distorção de segregação (Leg304), a favor do alelo de A. stenosperma. O único 

marcador dominante distorcido deste grupo (TC9B12_Ad) apresentou também um 

excesso de alelos de A. stenosperma. O grupo 2 apresentou apenas dois 

marcadores distorcidos, sendo um a favor de A. stenosperma (Leg128) e um, do 

heterozigoto (TC4H2). O grupo 3 foi composto, basicamente, de marcadores 

distorcidos (25 de um total de 34 marcadores codominantes e três de seis 

dominantes), sendo 23 com excesso de alelos de A. duranensis e cinco com 

excesso de heterozigotos. Os 21 marcadores distorcidos do grupo 4, de um total de 

25, apresentaram um excesso de alelos de A. stenosperma. Por outro lado, os 

grupos 5 e 9 apresentaram marcadores distorcidos a favor dos alelos de A. 

duranensis ou com um déficit de indivíduos heterozigotos. O grupo 6 apresentou três 

locos com excesso de heterozigotos e dois com excesso de alelos de A. 

stenosperma, sendo dois dominantes. Finalmente, os grupos 7 e 10 apresentaram 

todos os marcadores distorcidos com excesso de heterozigotos. A proporção de 

marcadores distorcidos encontrada nesse estudo é maior do que os 25% descritos 

para os dois mapas, baseados em marcadores RFLP, publicados para Arachis e 

também envolvendo cruzamentos interespecíficos (Halward et al., 1993; Burow et 

al., 2001). Distorções de segregação têm sido descritas para a grande maioria dos 

mapas genéticos publicados e têm sido atribuídas a diferentes causas, tais como 

alelos recessivos deletérios (Berry et al., 1995), alelos auto-incompatíveis (Barzen et 

al., 1995), re-arranjos estruturais nos cromossomos (Quillet et al., 1995), seleção pré 

ou pós zigótica de combinações alélicas ou mesmo ao tamanho diferente entre os 

genomas dos progenitores, levando a um pareamento atípico dos cromossomos 

(Jenczewski et al., 1997). Além disso, erros de genotipagem também podem causar 

desvios das proporções esperadas. 
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 As análises de X2 dos 108 marcadores codominantes distorcidos mostraram 

que 88 apresentaram genótipos na F2 que não estavam distribuídos de acordo com 

o esperado sob Equilíbrio de Hardy-Weinberg, indicando que a distorção nesses 

locos foi causada na fase zigótica. Um número considerável desses marcadores 

apresentou distorção em favor dos heterozigotos. Por isso, uma das causas da 

distorção zigótica observada pode ter sido o vigor híbrido, como relatado para outras 

espécies, tais como batata (Bonierbale et al., 1988), alfafa (Diwan et al., 2000) e 

melão (Ritschel et al., 2004). Os dados dos demais 20 marcadores indicaram que a 

distorção de segregação foi causada também na fase gamética. Independentemente 

da causa, a distorção em cromossomos, ou em partes deles, traz algumas limitações 

para o uso desse mapa em programas de seleção assistida. Novos mapas genéticos 

e experimentos de citogenética são necessários para um melhor entendimento 

desses resultados e esses encontram-se em andamento como parte de um projeto 

que está sendo desenvolvido na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e 

colaboradores, financiado pelo Generation Challenge Program.  

 Quarenta e cinco dos 182 locos microssatélites mapeados são ESTs ou 

genes caracterizados. Dentre os demais 137, que foram desenvolvidos de 

seqüências genômicas, 25 apresentaram similaridades significativas na análise de 

BlastX. Além disso, 66 marcadores âncoras, que são gênicos e de cópias únicas, 

foram mapeados. Portanto, cerca de 136 (54,8%) dos 248 marcadores mapeados 

provavelmente representam genes. Além disso, foram mapeados 12 RGAs que são, 

provavelmente, genes ou partes de genes de resistência. Como esperado, as 

similaridades foram diversas, mas incluíram algumas de possível interesse para 

qualidade de semente (alergênicos em semente e proteína ligada à maturação de 

semente); resistência a doenças (lectinas, inibidor de proteases, “cinnamoyl-CoA 

reductase”, proteína induzida por lesão); resistência a seca (aquaporina e proteína 

ativada em resposta a desidratação) (ANEXO 3). 

 O tamanho do genoma foi estimado pelo método de Hulbert e colaboradores 

(1988). Somente os marcadores do mapa de referência foram incluídos nessa 

análise, para evitar estimativas errôneas da cobertura do genoma. Uma distância 

total de 1424,7 cM foi estimada, que é similar aos 1422,8 cM cobertos pelo mapa de 

referência e inferior ao comprimento total do mapa obtido no presente trabalho 

(1645,1 cM). Portanto, apesar dos possíveis erros de genotipagem terem sido 

corrigidos com o uso da ferramenta “error detection” do Mapmaker, alguns erros 
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devem ter sido mantidos, superestimando algumas distâncias entre marcadores. 

Além disso, como já comentado, distorções de segregação, principalmente em favor 

de heterozigotos, que foram comuns no presente estudo, podem levar a uma 

superestimativa do comprimento de mapas genéticos. O tamanho do genoma 

haplóide de A. hypogaea foi estimado em 2.813.000.000 de pares de bases (Bennet 

& Leitch, 2005). Se espécies silvestres de Arachis possuem genomas similares e 

dada a distância total do mapa estimada, 1 cM deve corresponder, em média, a 

cerca de 2.000.000 de pares de bases no genoma de Arachis. 
 

 

3.2. Análise de QTLs 

 Um total de 93 plantas F2 foi avaliado para as três características. Os valores 

médios e os desvios-padrões (s) estimados para os acessos progenitores e plantas 

F1 e F2 são apresentados na tabela 1. Para a população F2 são apresentados 

também os valores mínimos e máximos obtidos para cada característica. Os dados 

do número de sementes por planta para os acessos progenitores e para o híbrido F1 

não puderam ser coletados. 
 

 

Tabela 1 - Médias e desvios-padrões (s) para três características fenotípicas estimados para os 
acessos progenitores e plantas F1 e F2. Para a população F2 são apresentados também os valores 
mínimos e máximos.  

Média s Média s Média s Média s Mínimo Máximo N

Peso de sementes 0,1510 - 0,2430 - 0,1013 - 0,1732 0,0543 0,0133 0,3242 87

Sementes por planta - - - - - - 200,05 145,27 1,00 709,00 82

Resistência a C.personatum 7,8879 0,1061 0,1678 0,0047 0,0000 0,0000 0,3151 1,3717 0,0000 12,7782 90

População F2
Característica

K7988 V10309 F1

 

  
 A distribuição fenotípica da característica peso de sementes, avaliada na 

população F2, mostrou uma distribuição normal (Figura 3-A). No entanto, os testes 

de Lilliefors baseados nos coeficientes de assimetria e curtose foram significativos 

(p<0,01) para as outras duas características incluídas na análise (Figura 3-B e C). A 

distribuição da característica número de sementes por planta mostrou um desvio em 

favor de um menor peso de semente, enquanto a resistência à mancha preta 

mostrou-se fortemente desviada para resistência. Tentativas de normalizar esses 

dados foram feitas, mas os resultados foram similares aos dados originais.  
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Figura 3 – Distribuição de freqüências fenotípicas das três características avaliadas 
na população F2: (A) peso de sementes, (B) número de sementes por planta e (C) 
resistência à mancha-preta. Os fenótipos dos progenitores feminino (P1) e masculino 
(P2) e do híbrido F1 são indicados para as características peso de sementes e 
resistência à mancha-preta. Para número de sementes é apresentada somente a 
média fenotípica. 
 

 

 As correlações obtidas para as três características são apresentadas na 

Tabela 2. Uma correlação significativa (p<0,05) e negativa (-0,2199) foi obtida para 

as características número de sementes por planta e resistência à mancha preta, que 

foi avaliada dividindo-se a área da lesão pela área do folíolo. Conseqüentemente, 

quanto menores os valores, mais resistentes as plantas. Portanto, essa correlação 

significativa e negativa é interessante, uma vez que a seleção de indivíduos com 

maior número de sementes por planta, levaria, provavelmente, à seleção indireta de 

indivíduos mais resistentes e vice-versa. A correlação entre peso de sementes e 

resistência à mancha preta também foi negativa, mas não significativa (Tabela 2). A 

correlação entre peso e número de sementes foi positiva e não significativa, ao 

contrário de alguns trabalhos com diferentes espécies de plantas, que têm mostrado 

haver uma indesejável correlação negativa entre essas duas características (Xiao et 

al., 1998; Timmerman-Vaughan et al., 2005; Herrmann et al., 2006; Yoon et al., 

2006). 
 

 

Tabela 2 – Coeficientes de correlação de Pearson, obtidos para as três características avaliadas.  

Característica Peso de sementes Número de sementes 

Peso de sementes    

Número de sementes 0,0971  

Resistência a C. personatum -0,0413 -0,2199* 
*significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t. 
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3.2.1. QTLs para peso de sementes 

 Dez marcadores foram significativamente associados com peso de sementes 

pela análise de marcas simples, usando o método de regressão linear múltipla 

(Tabela 3). Esses marcadores encontram-se localizados em quatro grupos de 

ligação, sendo um no grupo 1, quatro no grupo 2, quatro no grupo 3 e um último 

marcador no grupo 9. As porcentagens da variação explicada (R2) por esses 10 

marcadores variaram de 3,06 a 9,36 (Tabela 3). 
 

 

Tabela 3 – Marcadores significativamente associados à característica peso de sementes pela análise 
de marcas simples. Todos os marcadores são codominantes. 

Marcadora Grupo de ligação Posição (cM) R2 (%)b 

Leg304* 1 65,7 6,63 

Leg202* 2 190,1 3,06 

Ah573*** 2 190,9 6,64 

RM17H9* 2 231,9 6,64 

Leg146** 2 249,0 8,84 

gi-560* 3 49,0 8,49 

Ah30* 3 63,4 9,36 

Ag99* 3 73,1 8,13 

PM3* 3 74,7 6,69 

gi-7295* 9 126,2 6,92 
aMarcadores significativamente associados a 5% (*), 1% (**) e 0,1% (***). 
bPorcentagem da variação fenotípica explicada pelo marcador.  
 
 
 
 
 O valor mínimo de LOD escore para considerar válidos os QTLs para peso de 

sementes foi estimado em 4,8 pela média de três repetições de 1000 permutações 

(Churchill & Doerge, 1994; Doerge & Churchill, 1996). Este valor foi utilizado como 

ponte de corte nas análises de mapeamento por intervalo. Nenhum QTL foi 

encontrado com LOD escores iguais ou superiores a 4,8 pelos métodos de 

mapeamento por intervalo e por intervalo composto. No entanto, dez QTLs foram 

significativamente identificados pelo método de mapeamento por intervalo múltiplo 

(Tabela 4). Os QTLs localizados nos grupos 2, 3 e 9 coincidem ou estão próximos 

aos marcadores identificados pelo método de marcas simples. Os dois QTLs 

identificados no grupo 3, embora bastante próximos (Figura 4), foram 
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consistentemente identificados como dois picos e apresentaram valores de LOD 

significativos, ambos superiores a 8 (Tabela 4). Além disso, a ferramenta “testing for 

existing QTLs” não excluiu nenhum dos dois QTLs. No entanto, uma maior 

saturação de marcadores nessa região é necessária para a confirmação da 

existência desses dois QTLs. Nenhum efeito de epistasia foi detectado entre os dez 

QTLs. 

 Mapeamento por intervalo múltiplo é, atualmente, um dos métodos mais 

precisos e com maior poder de detecção de QTLs (Kao et al., 1999; Coelho & Silva, 

2002; Mayer, 2005). No entanto, ainda não foi definido qual o melhor critério para 

estimar o ponto de corte a ser usado por esse método. Kao e colaboradores (1999), 

que desenvolveram o método, sugerem que sejam usados os mesmos valores 

estimados, por permutações, para o mapeamento por intervalo e por intervalo 

composto, até que sejam definidos os critérios para modelos baseados em múltiplos 

QTLs. Com isso, no presente trabalho são descritos e mapeados os primeiros QTLs 

para componentes da produtividade em Arachis spp. 

 Como esperado, o presente trabalho mostrou que peso de sementes possui 

herança quantitativa em Arachis. Vários trabalhos têm mostrado que um grande 

número de locos controla essa característica em diferentes espécies de leguminosas 

(Fatokun et al., 1992; Maughan et al., 1996; Timmerman-Vaughan et al., 1996; 

Csanadi et al., 2001; Humphry et al., 2005). 
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Tabela 4 – QTLs detectados para a característica peso de sementes, pelo método de mapeamento por intervalo múltiplo. Todos os marcadores são 
codominantes. 

QTL GLa Intervalob Posiçãoc LODd ae de a (%)f d (%)f d/ag Ação 
gênicah 

psem2.1 2 PM181 / Leg202 189,2 7,96 -0,0676 0,0167 32,0 1,0 0,25 A 

psem2.2 2 TC4H2 / RM17H9 226,4 9,29 0,0287 -0,0242 -9,2 -4,0 0,84 D 

psem3.1 3 TC1E6 / Ah075 136,7 8,46 -0,0443 -0,036 14,0 4,6 0,81 D 

psem3.2 3 Ah075 / Leg133 148,0 9,12 0,0109 0,0541 -0,9 10,1 4,96 SD 

psem4 4 PM49 / RN5H2 92,4 8,02 -0,0067 -0,0098 -0,8 1,9 1,46 SD 

psem5 5 AC3D7 / Ah6-125 117,0 7,99 -0,0037 -0,0185 -0,4 1,8 5,00 SD 

psem6 6 Leg203 / Leg12M-Gm 114,9 7,94 -0,0043 -0,0215 0,2 2,1 5,00 SD 

psem7 7 PM243 / Leg149 47,5 11,19 -0,0137 0,0499 1,0 7,2 3,64 SD 

psem9.1 9 Lec1 / gi-1107 3,9 13,52 0,0061 0,0547 -0,7 16,3 8,97 SD 

psem9.2 9 RM13A12 / PM119 102,8 10,54 0,0496 0,0162 11,6 2,1 0,33 A 
 
aGrupo de ligação a que pertence o QTL. 
bMarcadores adjacentes ao QTL. 
cPosição no grupo de ligação, em cM, em que foi observado o maior valor de LOD escore. 
dLOD escore máximo observado. 
eEfeitos aditivo (a) e de dominância (d). O efeito aditivo refere-se ao efeito da substituição dos alelos de A. duranensis pelos alelos de A. stenosperma. Valor 
negativo indica diminuição do valor da característica. Para o efeito de dominância, valor positivo indica que o heterozigoto possui, em média, valor fenotípico 
superior à média dos dois homozigotos e valor negativo, que o heterozigoto possui, em média, valor fenotípico inferior à média dos dois homozigotos. 
fEfeitos aditivo (a) e de dominância (d), em porcentagem da variação fenotípica total. 
g,hAção gênica, calculada por [d] / [a] e interpretada, de acordo com Edwards et al., 1987, como d/a < 0,55, ação aditiva (A) ou de dominância parcial; 0,55 < 
d/a < 1,25, dominante (D) e d/a > 1,25, ação sobredominante (SD). 
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 Os efeitos fenotípicos, aditivos e/ou dominantes, desses dez QTLs foram 

estimados pela análise de variância através do método de mapeamento por intervalo 

múltiplo (Tabela 4). Alelos com efeitos aditivos significativos foram identificados, ou 

seja, alelos que, quando presentes aumentaram o peso de sementes da planta. No 

QTL psem2.1, por exemplo, o alelo Leg202_172pb, proveniente do progenitor 

feminino (A. duranensis), que produz sementes com menor peso, possui um grande 

efeito aditivo (0,0676 ou 32,0% da variância aditiva total), ou seja, está ligado à 

produção de sementes com maior peso. Alelos que conferem um aumento da 

característica, mesmo sendo provenientes de parentais agronomicamente inferiores, 

têm sido identificados para diferentes espécies de plantas (Xiao et al., 1998; Rao et 

al., 2003a; Frary et al., 2004; Wang et al., 2004; Yoon et al., 2006). Outros dois 

QTLs, psem3.1 e psem9.2, apresentaram alelos com significativos efeitos aditivos: 

TC1E6_134pb (14,0%) e RM13A12_235pb (11,6%), respectivamente, ambos 

provenientes do progenitor masculino (A. stenosperma). Esses três QTLs, em 

conjunto, responderam por 57,6% da variância aditiva e possuem pouco efeito de 

dominância (7,7% na soma dos três QTLs), sendo, portanto de grande potencial 

para uso em seleção assistida por marcadores. Além disso, dois QTLs apresentaram 

possíveis efeitos de heterose (psem7 e psem 9.1). Obviamente, essas informações 

precisam ser validadas em populações maiores, com uma menor proporção de 

marcadores distorcidos e, principalmente, em populações que incluam o amendoim 

cultivado e analisadas em experimentos replicados em diferentes ambientes.  
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                                                                                                                                                                                                      Figura 4 (continua na página 74).   
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Figura 4 – Localização de QTLs para as três características fenotípicas avaliadas: peso de sementes (psem), número de sementes por planta (nsem) e 
resistência ao fungo Cercosporidium personatum (Cp). Os marcadores adjacentes aos QTLs aparecem em negrito. As demais informações referentes à 
nomenclatura dos marcadores e ao mapa de ligação encontram-se na legenda da figura 2 (página 67).  
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3.2.2. QTLs para número de sementes por planta 

 A análise de marcas simples resultou na identificação de 28 marcadores 

significativamente associados com a característica número de sementes por planta 

(Tabela 5). Esses marcadores encontram-se localizados em seis grupos de ligação, 

dispersos por oito regiões do mapa, sendo uma no grupo 1, uma no grupo 2, duas 

no grupo 3, duas no grupo 4, uma região no grupo 5 e uma última região no grupo 7. 

Além disso, quatro marcadores que não mapearam em nenhum dos grupos deram 

associações significativas (Leg24, PM50, TC11F12 e TC9E8). As porcentagens da 

variação explicada (R2) por esses 28 marcadores variaram de 4,01 a 14,34 (Tabela 

5). 

 
Tabela 5 – Marcadores significativamente associados à característica número de sementes por 
planta, pela análise de marcas simples. Todos os marcadores são codominantes. 

Marcadora Grupo de ligação Posição (cM) R2 (%)b 

Ah745* 1 98,4 7,44 
Leg20M-Gm* 2 100,1 4,01 
Leg_RAB** 3 58,7 7,64 
Ah30** 3 63,4 11,84 
RN8C9** 3 186,2 9,21 
Seq4F10* 3 201,4 7,86 
Ah229** 4 72,9 9,28 
Leg156* 4 77,5 7,19 
gi-832** 4 89,8 10,06 
PM49* 4 90,6 8,40 
RN5H2* 4 92,5 8,92 
Ah4_26** 5 82,5 10,36 
PM45* 5 83,0 7,70 
Ah20* 5 83,5 8,48 
TC6E1* 5 84,0 8,41 
PM36* 5 84,0 8,41 
PM65* 5 86,2 8,71 
TC2B1* 5 86,7 7,89 
TC3A12** 5 92,7 14,34 
TC3G1_2** 7 35,0 11,88 
TC9H8** 7 36,7 9,07 
PM204** 7 39,3 8,89 
PM243** 7 45,5 12,89 
Leg149** 7 56,8 8,27 
Leg24** -c - 7,97 
PM50* - c - 7,25 
TC11F12** - c - 11,27 
TC9E8** - c - 11,23 

 

aMarcadores significativamente associados a 5% (*) e a 1% (**). 
b Porcentagem da variação fenotípica explicada pelo marcador.  
cMarcadores que não mapearam. 
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 Usando-se o método de permutações, o valor mínimo de LOD escore para 

considerar válidos os QTLs para a característica número de sementes por planta foi 

estimado em 4,1, pela média de três repetições de 1000 permutações. Nenhum QTL 

foi encontrado com LOD escores iguais ou superiores a esse valor pelo método de 

mapeamento por intervalo, mas dois QTLs foram identificados pelo método de 

mapeamento por intervalo composto (Figura 5). Esses QTLs foram localizados no 

grupo 2, posição 22,2 cM, próximo ao marcador Leg128, com LOD 4,22 e no grupo 

5, posição 92,8 entre TC3A12 e RM9A3, com LOD estimado em 5,13. O marcador 

TC3A12, do grupo 5, também foi significativamente (p<0,01) associado a essa 

característica pelo método de marcas simples (Tabela 5). 

 Considerando-se o valor mínimo de LOD de 4,1, oito QTLs foram identificados 

pelo método de mapeamento por intervalo múltiplo (Tabela 6, Figura 4). Desses, 

sete estão próximos ou nos mesmos grupos de ligação de QTLs detectados pelos 

métodos de marcas simples e de mapeamento por intervalo composto. Além disso, 

foi identificado um QTL no grupo 9, para o qual nenhum QTL havia sido detectado 

pelos demais três métodos utilizados. 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
Figura 5 – QTLs identificados para a característica número de sementes por planta, 
pelo método de mapeamento por intervalo composto. São apresentados apenas os 
dois grupos de ligação nos quais foram mapeados QTLs com valores de LOD escore 
maiores do que 4,1. Cada pico acima da linha horizontal, que indica o ponto de corte 
(LOD escore=4,1), representa um possível QTL.  
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Tabela 6 – QTLs detectados para a característica número de sementes por planta, pelo método de mapeamento por intervalo múltiplo. Os marcadores 
S1A36RGA_B e S1A36RGA_D são dominantes (RGA); os demais são codominantes. 

QTL GLa Intervalob Posiçãoc LODd ae de a (%)f d (%)f d/ag Ação 
gênicah 

nsem1 1 Leg304 / Ah745 93,4 9,38 61,55 43,70 4,4 -1,4 0,71 D 

nsem2.1 2 Leg20M-Gm / RN0-729 117,8 14,93 180,55 -13,07 29,3 0,0 0,07 A 

nsem2.2 2 RN0-729 / Ah11 122,9 8,37 -119,66 49,01 3,7 2,6 0,41 A 

nsem4.1 4 S1A36RGA_B / 
S1A36RGA_D 2,0 7,55 -71,10 145,65 7,9 15,0 2,01 SD 

nsem4.2 4 Ah408 / Leg62 130,4 6,01 40,39 -90,63 -1,1 -1,8 2,24 SD 

nsem4.3 4 TC1H4 / RN12E1 147,1 6,12 -118,07 30,62 13,1 0,8 0,26 A 

nsem5 5 RM9A3 / AC3D7 109,8 9,53 41,34 -158,01 -3,3 26,8 3,82 SD 

nsem9 9 Leg199 / AC2C2 67,3 4,24 -44,44 -5,62 3,5 0,0 0,12 A 
 

aGrupo de ligação a que pertence o QTL. 
bMarcadores adjacentes ao QTL. 
cPosição no grupo de ligação, em cM, em que foi observado o maior valor de LOD escore. 
dLOD escore máximo observado. 
eEfeitos aditivo (a) e de dominância (d). O efeito aditivo refere-se ao efeito da substituição dos alelos de A. duranensis pelos alelos de A. stenosperma. Valor 
negativo indica diminuição do valor da característica. Para o efeito de dominância, valor positivo indica que o heterozigoto possui, em média, valor fenotípico 
superior à média dos dois homozigotos e valor negativo indica que o heterozigoto possui, em média, valor fenotípico inferior à média dos dois homozigotos. 
fEfeitos aditivo (a) e de dominância (d), em porcentagem da variação fenotípica total. 
g,hAção gênica, calculada por [a] / [d] e interpretada, de acordo com Edwards et al., 1987, como d/a < 0,55, ação aditiva (A) ou de dominância parcial; 0,55 < 
d/a < 1,25, dominante (D) e d/a > 1,25, ação sobredominante (SD). 
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 Alelos com grandes efeitos aditivos foram identificados para esses oito QTLs 

(Tabela 6). Os alelos Leg20M-Gm_156pb (psem2.1), proveniente do progenitor 

masculino (A. stenosperma), e RN12E1_146pb (psem4.3), proveniente do progenitor 

feminino (A. duranensis), são particularmente interessantes, pois apresentaram 

efeitos aditivos significativos (29,3% e 13,1% da variância aditiva, respectivamente) 

e quase nenhum efeito de dominância. O QTL localizado no grupo 5 foi identificado 

pelos métodos de marcas simples e de mapeamento por intervalo composto e por 

intervalo múltiplo. Esse QTL apresentou um efeito aditivo reduzido (-3,3%), mas um 

efeito de dominância negativo significativo (-158,01 ou 26,8% da variância total), 

indicando que plantas homozigotas para o alelo proveniente de A. duranensis 

(RM9A3_144pb) deverão produzir mais sementes do que plantas heterozigotas ou 

homozigotas para o alelo proveniente de A. stenosperma (RM9A3_155pb). 

Novamente nenhum efeito de epistasia foi identificado entre esses oito QTLs. 

  Como esperado, o presente trabalho mostrou que número de sementes por 

planta também possui herança quantitativa em Arachis. Os números de QTLs que 

controlam essa característica têm variado de três a nove em diferentes espécies de 

leguminosas (Zhang et al., 2004; Timmerman-Vaughan et al., 2005; Blair et al., 

2006; Herrmann et al., 2006).  

 

3.2.3. QTLs para resistência à mancha preta (Cercosporidium personatum)  

 Oito marcadores foram significativamente associados à resistência ao fungo 

causador da mancha preta no amendoim (C. personatum), pela análise de marcas 

simples (Tabela 7). Esses marcadores encontram-se localizados em três regiões do 

mapa, nos grupos 2, 3 e 5. Além disso, quatro marcadores que não mapearam em 

nenhum dos grupos deram associações significativas (Leg7-Gm, gi-370, Leg24 e 

PM50). As porcentagens da variação explicada (R2) por esses oito marcadores 

variaram de 7,19% a 11,58%.  
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Tabela 7 – Marcadores significativamente associados à resistência ao fungo Cercosporidium 
personatum, causador da mancha preta, pela análise de marcas simples. Todos os marcadores são 
codominantes. 

Marcadora Grupo de ligação Posição (cM) R2 (%)b 

Leg69* 2 275,8 7,71 

RI2A6* 2 279,3 9,50 

Leg181* 3 77,5 8,11 

RM9A3* 5 104,3 9,48 

Leg7-Gm* - c - 7,32 

gi-370* - c - 7,19 

Leg24** - c - 11,58 

PM50* - c - 9,59 
aMarcadores significativamente associados a 5% (*) e a 1% (**). 
bPorcentagem da variação fenotípica explicada pelo marcador.  
cMarcadores que não mapearam. 
 

 

 

 Usando-se o método de permutações, o valor mínimo de LOD escore para 

considerar válidos os QTLs associados à resistência à mancha preta foi estimado 

em 51,8 pela média de três repetições de 1000 permutações. As razões para o alto 

valor de ponto de corte estimado por permutações estão possivelmente ligadas ao 

pequeno contraste entre as 93 plantas F2 avaliadas e ao fato de que a distribuição 

fenotípica dessa característica mostrou-se fortemente distorcida em favor da 

resistência ao fungo. Além disso, a presença de marcadores distorcidos tem sido 

apontada como uma das causas da obtenção de altos valores no teste de 

permutações (Westerbergh & Doebley, 2004). 

 Considerando-se o limite mínimo de 51,8, nenhum QTL pôde ser 

significativamente identificado por nenhum dos três métodos de mapeamento por 

intervalo. Apesar disso, três QTLs foram identificados pelo método de mapeamento 

por intervalo composto com valores de LOD superiores a 44, sendo dois no grupo 3 

(entre os marcadores S1A37RGA_A e S1A36RGA_C, com LOD 45,7 e entre 

AsRGA_15C e Leg43, com LOD 47,8) e um no grupo 4, entre S1A36RGA_B e 

S1A36RGA_D, com LOD 44,9 (Figura 6). Os QTLs do grupo 3 entre AsRGA_15C e 

Leg43 e do grupo 4 também foram identificados pelo método de mapeamento por 

intervalo múltiplo, com valores de LOD de 36,3 e 12,5, respectivamente (Tabela 8). 
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Figura 6 – Mapeamento de QTLs para resistência ao fungo Cercosporidium 
personatum, causador da mancha-preta em Arachis spp, pelo método de 
mapeamento por intervalo composto.  
 

 

 Os efeitos fenotípicos desses dois QTLs foram estimados pela análise de 

variância através do método de mapeamento por intervalo múltiplo (Tabela 8). Os 

dois QTLs explicaram, no total, 63,3% da variância aditiva, sendo que o QTL Cp3 

apresentou efeito aditivo de 52,7%. Esse QTL foi localizado próximo a um marcador 

do tipo RGA (AsRGA_15), enquanto o QTL Cp4 foi identificado em uma região na 

qual mapearam quatro marcadores RGA, com um valor de LOD máximo na posição 

2,0 cM, entre os marcadores S1A36RGA_B e S1A36RGA_D. O mapeamento de 

QTLs adjacentes a marcadores RGA confere maior suporte à hipótese de que esses 

QTLs são verdadeiros, embora não tenham atingido o valor de ponto de corte 

estimado. Poucos estudos têm sido publicados referentes ao controle genético da 

resistência a fungos em amendoim e esses relatos apresentam resultados 

divergentes, variando de dois a cinco genes recessivos, enquanto outros estudos 

reportam efeito predominante aditivo para essa característica (revisto por Dwivedi et 

al., 2003). Além disso, nenhum desses genes foi mapeado até o momento. Os 

resultados obtidos no presente trabalho indicam que há, pelo menos, dois genes 

controlando essa característica, sendo um de grande efeito e que, nesse caso, 

explicou 52,7% da variação fenotípica aditiva. Famílias F3 estão sendo geradas para 

essa população e para uma população tetraplóide que inclui o amendoim cultivado 

como um dos progenitores, para avaliação da resistência a esse fungo, visando à 

validação dos resultados aqui obtidos. 
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Tabela 8 – QTLs detectados para a característica resistência ao fungo Cercosporidium personatum, causador da mancha preta em Arachis spp, pelo método 
de mapeamento por intervalo múltiplo. 

QTL GLa Intervalob Posiçãoc LODd ae de a (%)f d (%)f d/ag Ação 
gênicah 

Cp3 3 AsRGA_15C / Leg43 90,2 36,3 -5,6640 -5,7053 52,7 32,3 1,01 D 

Cp4 4 S1A36RGA_B / 
S1A36RGA_D 2,0 12,5 0,6952 -0,6508 10,6 3,5 0,94 D 

 

aGrupo de ligação a que pertence o QTL. 
bMarcadores adjacentes ao QTL. 
cPosição no grupo de ligação, em cM, em que foi observado o maior valor de LOD escore. 
dLOD escore máximo observado. 
eEfeitos aditivo (a) e de dominância (d). O efeito aditivo refere-se ao efeito da substituição dos alelos de A. duranensis pelos alelos de A. stenosperma. Valor 
negativo indica diminuição do valor da característica, que, nesse caso, significa um aumento da resistência à doença. Para o efeito de dominância, valor 
positivo indica que o heterozigoto possui, em média, valor fenotípico superior à média dos dois homozigotos, sendo mais susceptível,  e valor negativo indica 
que o heterozigoto possui, em média, valor fenotípico inferior à média dos dois homozigotos (mais resistente). 
fEfeitos aditivo (a) e de dominância (d), em porcentagem da variação fenotípica total. 
g,hAção gênica, calculada por [a] / [d] e interpretada, de acordo com EDWARDS et al., 1987, como d/a < 0,55, ação aditiva (A) ou de dominância parcial; 0,55 
< d/a < 1,25, dominante (D) e d/a > 1,25, ação sobredominante (SD). 
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3.2.4. Co-localização de QTLs 

 Considerando-se as três características, 20 QTLs foram detectados em oito 

dos dez grupos de ligação, pelo método de mapeamento por intervalo múltiplo 

(Figura 4). Apenas nos grupos 8 e 10 nenhum QTL foi identificado. Em duas regiões 

do genoma, QTLs para diferentes características foram localizados no mesmo 

intervalo de marcadores ou em intervalos adjacentes. No grupo 4, os QTLs nsem4.1 

(número de sementes por planta) e Cp4 (para resistência à mancha preta) foram 

mapeados no mesmo intervalo de marcadores, entre S1A36RGA_B e S1A36RGA_D 

(Figura 4, Tabelas 6 e 8). Em ambos os casos, o alelo favorável foi proveniente de 

A. stenosperma, confirmando a correlação significativa e negativa identificada 

(Tabela 2). Portanto, esses QTLs seriam úteis em um programa de seleção 

assistida, uma vez que o uso desses marcadores para seleção de plantas mais 

resistentes levaria também à seleção de plantas que produzem mais sementes. Os 

dados são insuficientes para sugerir que isso seja devido à presença de genes com 

efeitos pleiotrópicos. 

 Os QTLs nsem5 e psem5 (peso de sementes) foram identificados em 

intervalos adjacentes no grupo 5, entre RM9A3 e AC3D7 e entre AC3D7 e Ah6-125, 

respectivamente (Figura 4). Nesse caso, os alelos favoráveis nos dois QTLs foram 

provenientes de A. duranensis, possibilitando que esses marcadores também 

fossem utilizados em uma eventual seleção assistida.  

 

3.2.5. Genes candidatos 

 Dentre os 19 locos associados à característica peso de sementes pelo 

método de mapeamento por intervalo múltiplo (Tabela 4), 9 deram similaridades 

significativas na análise de BlastX (e < 10-10), sendo quatro a proteínas com funções 

ainda não conhecidas (ANEXO 3). O QTL psem9.1 foi localizado entre os 

marcadores gi-1107 e Lec-1, ambos com similaridades a um precursor de lectina 

que se liga a galactose (“galactose-binding lectin precursor”). Portanto, esses 

marcadores podem estar envolvidos na síntese de proteínas em sementes, com a 

possibilidade de fazerem parte dos genes de interesse e não apenas de estarem 

ligados a eles (genes candidatos). As demais similaridades não têm, aparentemente, 

nenhuma relação com vias metabólicas relacionadas ao desenvolvimento de 

sementes, embora essa seja uma característica bastante complexa. 
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 A característica número de sementes por planta é também bastante 

complexa. Dos 15 locos associados a QTLs que a controlam (Tabela 6), apenas 

cinco deram similaridades significativas a genes já descritos (ANEXO 3), mas 

nenhum possivelmente relacionado à produção de sementes.  

 Os quatro locos associados à resistência ao fungo C. personatum pelo 

método de mapeamento por intervalo múltiplo (Tabela 8) deram similaridades 

significativas. Três desses marcadores são RGAs, do tipo NBS-TIR (Bertioli et al., 

2003) e, portanto, podem ser os genes de resistência em questão ou parte deles. O 

marcador Leg43 deu similaridade a uma dioxigenase (“homogentisate 1,2 

dioxygenase”) e, provavelmente não está envolvido em respostas à infecção por 

patógenos.  

 Os genes candidatos identificados nesse estudo precisam ser validados em 

outros experimentos. No entanto, o uso de marcadores gênicos, e não apenas de 

marcadores ligados a esses genes, permitirá uma maior eficiência no controle da 

região do genoma a ser introgredida.  
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4. CONCLUSÕES  

 O mapa desenvolvido no presente estudo é o primeiro mapa baseado em 

marcadores microssatélites publicado para Arachis. Além disso, por incluir 

marcadores âncoras e microssatélites desenvolvidos a partir de bibliotecas de cDNA 

e de bibliotecas genômicas digeridas com enzimas sensíveis a metilação, apresenta 

vários marcadores gênicos mapeados (136 dos 248 marcadores mapeados). Esses 

marcadores são de particular utilidade para estudos de genômica comparativa e, por 

estarem localizados na porção expressa do genoma, apresentam maior 

probabilidade de estarem ligados a genes de interesse ou de fazerem parte desses 

genes. 

 Uma vez que A. hypogaea possui uma base genética estreita, espécies 

silvestres de Arachis constituem uma importante fonte de genes que controlam 

características de interesse para o amendoim. A disponibilidade de mapas genéticos 

baseados em marcadores codominantes e moderadamente saturados irá 

representar um considerável aumento da capacidade de mapear genes úteis e de 

implementar a seleção assistida por marcadores nos programas de melhoramento 

do amendoim.  

 No presente trabalho foram também mapeados os primeiros QTLs para 

componentes da produtividade em amendoim e para resistência ao fungo 

Cercosporidium personatum, causador da mancha-preta, que é uma das principais 

doenças que atacam o amendoim. Alguns desses marcadores apresentaram 

similaridades significativas com genes envolvidos nessas vias metabólicas e são, 

portanto, genes candidatos, com potencial uso em mapeamento de associação ou 

mesmo para clonagem desses genes. 

 A validação dos grupos de ligação obtidos, tanto em termos da ordem dos 

marcadores quanto das estimativas das frações de recombinação, encontra-se em 

andamento, em outras duas populações de mapeamento: uma F2 diplóide, gerada 

pelo cruzamento de duas espécies com genoma BB (A. ipaënsis x A. magna) e uma 

população F2 tetraplóide, obtida do cruzamento entre um acesso de A. hypogaea 

(cv. IAC Runner 886) e uma planta anfidiplóide, resultante do cruzamento entre duas 

espécies diplóides (A. duranensis – genoma AA x A. ipaënsis – genoma BB) tratadas 

com colchicina. Essas mesmas populações estão sendo utilizadas para validação 

dos QTLs identificados. Para isso, famílias F3 estão sendo avaliadas em diferentes 
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localidades com o objetivo de obtenção de estimativas mais robustas, visando ao 

uso dessas informações nos programas de melhoramento do amendoim. O 

desenvolvimento de mapas genéticos para espécies tetraplóides e diplóides de 

Arachis com genomas AA e BB, baseados em microssatélites e marcadores 

âncoras, que são codominantes e transferíveis entre espécies, possibilitará a 

construção de um mapa de referência para Arachis e o mapeamento de QTLs em 

diferentes “backgrounds” genéticos. Adicionalmente, o mapa desenvolvido nesse 

estudo é o único mapa publicado para Arachis construído com marcadores 

derivados de seqüências que são, todas, publicamente disponíveis no GenBank. 

Portanto, pesquisadores de diferentes laboratórios poderão usar esses mesmos 

marcadores para o desenvolvimento de mapas, usando outras populações de 

mapeamento, contribuindo, assim, para a construção de um mapa de referência 

para Arachis.  

 Finalmente, o mapeamento de marcadores de cópias únicas e transferíveis 

entre diferentes espécies de leguminosas (âncoras)  possibilitará a inclusão de 

Arachis em estudos de genômica comparativa de leguminosas. Estudos de sintenia 

têm sido descritos para gramíneas e Brassica spp., mas, até o momento, muito 

pouco tem sido feito em leguminosas. Resultados preliminares mostraram que vários 

grupos de ligação apresentaram marcadores em comum e na  mesma ordem nos 

genomas de Arachis, Lotus e Medicago.  A. hypogaea possui um genoma cerca de 

dez vezes maior do que os genomas de Lotus e de Medicago, cujos genomas estão 

sendo seqüenciados. Portanto, esses marcadores gênicos conservados entre as 

espécies irão facilitar sobremaneira a identificação de genes ortólogos no 

amendoim. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 O presente trabalho descreve o desenvolvimento de ferramentas genéticas e 

genômicas, visando a utilização de espécies silvestres de Arachis nos programas de 

melhoramento genético do amendoim. Com isso, foi dado o primeiro passo para 

implemantação de seleção assiatida por marcadores, o que irá facilitar a 

introgressão de genes de interesse, presentes nessas espécies,  para o amendoim 

cultivado. Nesse sentido, os principais resultados alcançados foram: 

• Construção de duas bibliotecas genômicas enriquecidas para seqüências 

microssatélites (TC/AG e AC/TG) de amendoim; 

• Seqüenciamento de 1152 clones positivos resultantes destas duas 

bibliotecas; 

• Desenvolvimento de 271 novos marcadores microssatélites para Arachis, a 

partir de bibliotecas genômicas, de ESTs e por busca de seqüências 

publicadas no GenBank; 

• Identificação de 66 novos marcadores microssatélites polimórficos para 

A.hypogaea, o que constitui um grande aumento na disponibilidade desses 

marcadores para análises genéticas do amendoim;  

• Marcadores derivados de bibliotecas genômicas mostraram-se, em geral, 

mais polimórficos para A. hypogaea do que os derivados de bibliotecas de 

cDNA, embora, para o cruzamento interespecífico (A. duranensis x A. 

stenosperma), porcentagens idênticas de polimorfismo tenham sido 

detectados por marcadores derivados das duas bibliotecas; 

• A análise de relações genéticas entre acessos de A. hypogaea mostrou a 

formação de três grupos de similaridade e levantou dúvidas quanto à 

classificação taxonômica das variedades peruviana e aequatoriana. 

• O primeiro mapa baseado em marcadores microssatélites foi desenvolvido e 

publicado para Arachis; 
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• Por incluir marcadores âncoras e microssatélites desenvolvidos a partir de 

bibliotecas digeridas com enzimas sensíveis a metilação, mais da metade dos 

marcadores mapeados são gênicos; 

• Os primeiros QTLs para componentes da produtividade e para resistência ao 

fungo Cercosporidium personatum, causador da mancha-preta, foram 

mapeados em Arachis; 

• O mapeamento de marcadores-âncoras possibilitá a inclusão de Arachis em 

estudos de genômica comparativa de leguminosas, o que permitirá que esta 

cultura se beneficie dos avanços em genética e genômica de outras 

leguminosas mais estudadas. 
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ANEXO 3 
 

Arquivo suplementar com as informações sobre os marcadores (Moretzsohn et al., 
2005 - ESM 1): 
 
 Para os 271 novos marcadores microssatélites: nome do loco; nome do 
primer (nome do loco reduzido); “primers forward e reverse” (5' - 3'); repetição; tipo 
de repetição; temperatura de anelamento (Ta); polimorfismo para o cruzamento A. 
duranensis (K7988) x A. stenosperma (V10309)a; grupo de ligação (GL); 
polimorfismo para os seis acessos de A. hypogaea (A. hyp)a; número de locos 
amplificados para A. hypogaea (# locos); nota subjetiva referente à qualidade dos 
produtos amplificados, sendo 3 a melhor (nota); resultados da análise de BlastX; 
significância das similaridades encontradas por BlastX (E-value) e uns breves 
comentários. 
 Para os 162 marcadores já publicados: nome do loco, polimorfismo para o 
cruzamento A. duranensis (K7988) x A. stenosperma (V10309)a, grupo de ligação 
(GL), referência do artigo em que os marcadores foram publicados, resultados da 
análise de BlastX e significância das similaridades encontradas por BlastX (E-value). 
 Os números dos acessos do GenBank para as 207 novas seqüências e para 
as 67 seqüências de Moretzsohn et al., 2004, que não haviam sido submetidas ao 
GenBank, são também incluídas.  
 
 
a P = polimórfico, M = monomórfico, Hífen (-) = ausência de amplificação.  
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Abstract Cultivated peanut (Arachis hypogaea) is an
important crop, widely grown in tropical and subtropi-
cal regions of the world. It is highly susceptible to several
biotic and abiotic stresses to which wild species are
resistant. As a first step towards the introgression of
these resistance genes into cultivated peanut, a linkage
map based on microsatellite markers was constructed,
using an F2 population obtained from a cross between
two diploid wild species with AA genome (A. duranensis
and A. stenosperma). A total of 271 new microsatellite
markers were developed in the present study from SSR-
enriched genomic libraries, expressed sequence tags
(ESTs), and by ‘‘data-mining’’ sequences available in
GenBank. Of these, 66 were polymorphic for cultivated
peanut. The 271 new markers plus another 162 pub-
lished for peanut were screened against both progenitors
and 204 of these (47.1%) were polymorphic, with 170

codominant and 34 dominant markers. The 80 codom-
inant markers segregating 1:2:1 (P<0.05) were initially
used to establish the linkage groups. Distorted and
dominant markers were subsequently included in the
map. The resulting linkage map consists of 11 linkage
groups covering 1,230.89 cM of total map distance, with
an average distance of 7.24 cM between markers. This is
the first microsatellite-based map published for Arachis,
and the first map based on sequences that are all cur-
rently publicly available. Because most markers used
were derived from ESTs and genomic libraries made
using methylation-sensitive restriction enzymes, about
one-third of the mapped markers are genic. Linkage
group ordering is being validated in other mapping
populations, with the aim of constructing a transferable
reference map for Arachis.

Introduction

The genus Arachis, family Fabaceae, is native to South
America, and contains 69 described species assembled
into nine sections, according to their morphology, geo-
graphic distribution, and crossability (Krapovickas and
Gregory 1994). The cultivated species, peanut (Arachis
hypogaea), is a key crop for small farmers throughout
the tropics, but especially in Africa and Asia, it is a
valuable source of dietary protein and oil, and of fodder
for livestock. In addition, the peanut’s ability to fix
nitrogen is important in the maintenance of soil fertility
especially where farmers are too poor to afford chemical
fertilizers. Peanut world production is increasing and
has reached 35.6 million tons (in the shell) and 5.8 mil-
lion tons of oil per year (FAO 2003). Currently peanut is
the fifth most important oilseed in the world in terms of
volume of oil production.

Cultivated peanut is an allotetraploid (genome
AABB). It is a member of the section Arachis that also
includes about 25 diploid and one other tetraploid wild
species (A. monticola) (Krapovickas and Gregory 1994).
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Its origin was via hybridization of two diploid wild
species followed by a rare spontaneous duplication of
chromosomes (Halward et al. 1991; Young et al. 1996).
The resulting tetraploid plant would have had hybrid
vigor, but have been reproductively isolated from its
wild relatives. Therefore, all land races of peanuts are
probably derived from one, or a few plants. This led to a
very limited genetic diversity, which has constrained
advances in genetics that are necessary for efficient
modern breeding, and led to low diversity for some traits
of agricultural interest. In contrast, wild diploid Arachis
species are genetically very diverse and have been se-
lected during evolution by a range of environments and
biotic stresses, providing a rich source of variation in
agronomically important traits.

In Arachis, few linkage maps have been published.
Halward et al. (1993) developed an RFLP-based map
using an F2 population derived from a cross between
two diploid wild species with AA genome (A. steno-
sperma and A. cardenasii). A total of 117 loci were
mapped in 11 linkage groups. Another RFLP-based
map was published for a tetraploid population (Burow
et al. 2001). A synthetic amphidiploid A. batizocoi · (A.
cardenasii · A. diogoi)4x, used as a donor parent, was
crossed with A. hypogaea to generate a BC1 population
of 78 progeny. Three hundred and seventy RFLP loci
were mapped onto 23 linkage groups. A BC4F2 popu-
lation obtained through this crossing schedule was used
for the identification of RAPD markers linked to root-
knot nematode resistance genes (Burow et al. 1996).
RFLP and RAPD markers have also been used to fol-
low the introgression of A. cardenasii (AA genome)
chromosome segments into A. hypogaea genome (Garcia
et al. 1995). This analysis has shown that chromosome
recombination, and not chromosome substitution, was
the mechanism of introgression, which is an important
result for the use of wild Arachis species in peanut-
breeding programs. RAPD, SCAR, and RFLP markers
have proved to be useful for the identification of
markers tightly linked to nematode resistance genes
introgressed from A. cardenasii into A. hypogaea (Garcia
et al. 1996). Recently, AFLP markers were used to map
genes conferring resistance to the aphid vector of
groundnut rosette disease, which is the most destructive
viral disease of peanut in Africa (Herselman et al. 2004).

RFLP analysis is time consuming and labor intensive,
while RAPD and AFLP are dominant markers of low
information content.Consequently, these are not the ideal
tools for high throughput analysis and for the imple-
mentation of marker assisted selection (MAS) in peanut-
breeding programs. In contrast, microsatellites are mul-
tiallelic, highly polymorphic, typically codominant ge-
netic markers, and require small amounts of DNA, since
they are based on PCR and gel electrophoresis. Their
main disadvantage is the high initial cost for the devel-
opment ofmarkers using genomicDNA libraries enriched
for simple sequence repeat (SSR) sequences. With the
availability of expressed sequence tags (ESTs) and other
DNA sequence data, development of SSR markers

through datamining has become a fast, efficient, and low-
cost option for many plant species. Furthermore, the use
of markers developed from different sources should en-
able a better coverage of the whole genome.

Although the number of microsatellite markers pub-
lished for peanut has increased considerably in the last
5 years (Hopkins et al. 1999; He et al. 2003; Ferguson et
al. 2004; Moretzsohn et al. 2004), it is still not sufficient
for the construction of saturated linkage maps. Thus, the
objectives of the current study were to (1) develop a large
set of microsatellite markers from SSR-enriched genomic
DNA libraries, from ESTs, and by data mining published
Arachis spp. sequences; (2) characterize the newly
developed markers in a set of A. hypogaea accessions,
and (3) construct a microsatellite-based, gene-rich map
using a diploid AA genome F2 population.

Materials and methods

Plant material

A single A. hypogaea cv. Tatu plant was used for the
construction of the two genomic DNA libraries. EST
libraries were made from leaf and root tissues from A.
stenosperma (accession V10309). Sixteen A. hypogaea
samples (Table 1) were used for the characterization of
the newly developed SSR markers. For map construc-
tion, an F2 population was produced by selfing a unique
F1 plant derived from a cross between A. duranensis
(accession K7988), used as the female parent and A.
stenosperma (accession V10309), used as the male. In
order to obtain enough seeds for the generation of the F2

population, the F1 plant was cloned by cuttings. These
species were chosen because they are easily crossed and
their progeny are fertile, they are contrasting at the
DNA level (Moretzsohn et al. 2004), related to the cul-
tivated peanut, and they segregate for several traits of
interest. All plants were obtained from the Brazilian
Arachis germplasm collection, maintained at Embrapa
Genetic Resources and Biotechnology — CENARGEN
(Brası́lia-DF, Brazil).

DNA extraction

Total genomic DNA was extracted from young leaves
using the protocol of Grattapaglia and Sederoff (1994)
modified by the inclusion of an additional precipitation
step with 1.2 M NaCl. DNA concentration was esti-
mated by agarose gel electrophoresis comparing the
fluorescence intensities of the ethidium bromide stained
samples to those of k DNA standards.

Genomic libraries construction

Total genomic DNA libraries enriched for dinucleotide
repeats were constructed following a standard protocol
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(Rafalski et al. 1996) with minor modifications. Peanut
total genomic DNA, was isolated from a single A. hypo
gaea plant (cv. Tatu) and aliquots were digested sepa-
rately with three different enzymes (MseI, Sau3AI, and
Tsp509I) to identify which one produced the most ade-
quate fragment profile for library development. Frag-
ments ranging in size from 200 to 800 bp were
transferred to NA 45 DEAE cellulose membranes
(Schleicher & Schuell BioScience, NH, USA), after
electrophoresis in 1.5% low-melting agarose gel. DNA
was resuspended in TE buffer and ligated to Sau3AI
adaptors (Short adaptor: 5¢-CAGCCTAGAGCCGA-
ATTCACC-3¢ and Long adaptor: 5¢-pGATCGGT-
GAATTCGGCTCTAGGCTG-3¢). Two genomic
libraries enriched for dinucleotide repeats were con-
structed. Fragments were selected by hybridization with
biotinylated dinucleotide repeats ((TC)13 and (AC)13)
and recovered by magnetic beads linked to streptavidin
(Dynabeads Streptavidin, Dynal Biotech., Norway).
Enriched fractions were amplified by PCR, using the
Short Sau adaptor as a primer. Amplification products
were purified using QIAquick PCR purification system
(Qiagen, CA, USA), cloned into plasmid pGEM-T
(Promega, WI, USA), and then transformed into E. coli
strain XL1-Blue (Promega) by electroporation. Trans-
formed cells were grown on LB-Amp plates (50 lg/ml
ampicillin) containing X-Gal and IPTG at 37�C. Plas-
mid DNA of the white colonies was extracted by alcaline
lysis (Mini-preps) and prepared for sequencing. Mini-
prep followed the protocol described by Sambrook et al.
(1989), with some minor adaptations for extraction in
96-well plates.

EST libraries construction

Two cDNA libraries were made, each with either young
leaves or roots of A. stenosperma. Total RNA was ex-
tracted using Trizol (Invitrogen, CA, USA) and mRNA
purified using the Poly A+ RNA-Oligotex (Qiagen, CA,

USA) according to the manufacturer’s protocol. Full-
length cDNA libraries were constructed using the
SMART cDNA synthesis kit in kTriplEx2 (Clontech,
CA, USA). The resulting cDNA was packed into k
phages using the Gigapack III Gold packaging kit
(Stratagene, CA, USA). From the initial plating, the li-
braries were estimated to contain 107 (roots) and 108

(leaves) recombinant clones. The pTriplEx2 phagemid
clones in E. coli were obtained using the mass in-vivo
excision protocol according to the manufacturer’s
instructions (Clontech).

DNA sequencing and primer design

Sequencing reactions were performed with T7 and SP6
primers and the Big-Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit, version 3.1 (Applied Biosystems, CA, USA) or
the DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit
(Amersham Pharmacia Biotech) using the Applied
Biosystems automated DNA 3100 and 377 sequencers.
For the ESTs, the cDNA inserts were sequenced from
the 5¢end using specific PCR primers for the kTri-
plEx2. To facilitate the selection of SSR-containing
sequences from all libraries and the efficient assembly
of redundant sequences and forward and reverse
sequencing runs, a dedicated module (available from
WSM — wsmartins@wsmartins.net — on request) has
been developed which integrates the Staden package
interface for sequence assembly (Staden et al. 2003)
and Troll for finding SSRs (Castelo et al. 2002). In
addition to the ESTs and the enriched genomic li-
braries, the module was used to ‘‘data-mine’’ SSR
markers from data available in GenBank. The new
sequences identified in this study were submitted to
the National Center for Biotechnology Information
database (NCBI, USA; GenBank accession #s
DQ099037-DQ099242). Primers complementary to
unique DNA sequences flanking the SSRs were de-
signed using the computer program Primer 3 (White-
head Institute of Biomedical Research — http://www-

Table 1 Arachis hypogaea accessions analyzed in this study

Number Accession Species/subspecies/variety (Type) Collection site

1 cv. BR-1 A. hypogaea ssp. fastigiata var. fastigiata (Valencia) Paraı́ba, Brazil
2 cv. Runner886 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Virginia) São Paulo, Brazil
3 cv. Tatu A. hypogaea ssp. fastigiata var. fastigiata (Valencia) São Paulo, Brazil
4 Mf 1538 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hirsuta Pichincha, Ecuador
5 Mf 1560 A. hypogaea ssp. fastigiata var. peruviana Pastaza, Ecuador
6 Mf 1678 A. hypogaea ssp. fastigiata var. aequatoriana Sucurubios, Ecuador
7 Mf 2389 A. hypogaea ssp. fastigiata var. aequatoriana Unknown
8 Mf 3207 A. hypogaea ssp. fastigiata var. vulgaris (Spanish) Unknown
9 Mf 3618 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hirsuta Unknown
10 Of 109 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Xingu type) Mato Grosso, Brazil
11 Of 128 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Xingu type) Mato Grosso, Brazil
12 Sv 429 A. hypogaea ssp. fastigiata var. peruviana Yurimaguas, Peru
13 V 10067 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Virginia) Santa Catarina, Brazil
14 V 13009 A. hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea (Virginia) Tocantins, Brazil
15 V 13115 A. hypogaea ssp. fastigiata var. vulgaris (Spanish) Minas Gerais, Brazil
16 V 6265 A. hypogaea ssp. fastigiata var. fastigiata (Valencia) Bahia, Brazil
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genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi).
To reduce problems with spurious banding patterns,
some stringent criteria in primer sequence design were
applied: (1) primer Tm ranging from 57 to 65�C; (2)
1�C difference in Tm between primer pairs; (3) GC
content ranging from 40 to 60%; (4) absence of
complementarity between primers. Default values were
used for the other parameters, except the ‘‘product
size ranges’’ that was between 100 and 400 bp.

PCR amplification of SSR marker loci

PCR reactions were performed in 13 ll volumes, con-
taining 1X PCR buffer (10 mM Tris–HCl pH 8.3,
50 mM KCl), 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP,
1 U of Taq DNA polymerase, 1 lg/ll of purified BSA
(New England Biolabs, MA, USA), 5 pmol of each
primer and 10 ng of genomic DNA. Amplifications were
performed using either a 9700 System (Applied Biosys-
tems, CA, USA) or a PTC-100 (MJ Research, MA,
USA) thermal cycler, with the following conditions:
94�C for 5 min (1 cycle), 94�C for 1 min, 48–64�C for
1 min, 72�C for 1 min (30 cycles); and 72�C for 7 min
(1 cycle). The annealing temperature was optimized for
each primer pair to produce clear DNA band amplifi-
cation, without spurious fragments. For genotype
determination, the amplified products were separated on
5% denaturing polyacrylamide gels stained with silver
nitrate (Creste et al. 2001). Some SSR markers highly
contrasting between the progenitors of the mapping
population were run on 3.5% agarose gels stained with
ethidium bromide. Fragment sizes were estimated by
comparing with a 10-bp DNA ladder standard (Gibco/
BRL, MD, USA).

Characterization of the newly developed SSR markers

The 271 newly developed SSRmarkers were first tested on
a set of six A. hypogaea accessions, one from each of the
six described peanut varieties (Table 1 — accessions 1, 4,
5, 6, 8, and 14). The expected size and the quality of the
amplified fragments were observed on 3.5% agarose gels.
When necessary, the annealing temperatures were ad-
justed to obtain better specificity of PCR amplification.
Primers developed from genomic libraries are named by
Ah1TC or Ah2TC (for A. hypogaea library enriched for
TC repeats) or Ah2AC (for AC repeats) followed by the
plate number (TC1–TC11 or AC1–AC3) and the clone
identification (A01–H12). Primers developed from
cDNA libraries are named by AS1 (for A. stenosperma
libraries), followed by two letters (ML, for mature leaf,
RN or RI for root) and the plate number (from 1 to 22)
and the clone identification (A01–H12). Primers obtained
by data-mining GenBank were denominated by the name
of the submitted sequence. Thesemarker names start with
GI, pPGP or pPGS. A subjective score was given to each
marker from 1 to 3 denoting the fragment amplification

quality, 3 being the best. The number of alleles per locus,
the product size ranges, and gene diversity (GD) were
estimated for the polymorphic markers using a set of 16
peanut accessions (Table 1). Gene diversity was calcu-
lated according to the formula: GD= 1 � (

P
pi
2), where

pi is the frequency of the ith allele in the 16 samples (Nei
1973). For the characterization of the sequences used for
marker development, BLAST databases were formatted
from all putative proteins encoded by the Arabidopsis
genome and all Fabaceae proteins inGenBank. Similarity
searches were done using BlastX (Altschul et al. 1990),
and hits were considered significant if they had anE-value
of less than 1 · 10�8.

Map construction

The 271 newly developed SSR markers plus another 162
already published SSR markers (Hopkins et al. 1999;
Palmieri et al. 2002; He et al. 2003; Moretzsohn et al.
2004; Palmieri et al. 2005; Bravo et al. 2005;Gimenes et al.
2005) were screened against the two progenitors. Poly-
morphic markers were analyzed on the mapping popu-
lation consisting of 93 F2 individuals. A v2 test was
performed to test the null hypothesis of 1:2:1 or 3:1 seg-
regations on all scoredmarkers. Onlymarker loci that did
not show segregation distortion (P>0.05) from the ex-
pected 1:2:1 were used for the initial map construction, in
order to eliminate spurious linkages. The linkage analysis
was done using Mapmaker Macintosh version 2.0
(Lander et al. 1987). A minimum LOD score of 12.0 and
maximum recombination fraction (h) of 0.3 were set as
thresholds for linkage groups (LG) determination with
the ‘‘group’’ command. The most likely marker order
within each LG was estimated by the matrix correlation
method using the ‘‘first order’’ command or by the three-
point analysis (‘‘three point’’ command) for groups con-
taining more than seven markers. Marker orders were
confirmed by comparing the log-likelihood of the possible
orders using multipoint analysis (‘‘compare’’ command)
and by permuting all adjacent triple orders (‘‘ripple’’
command). Loci that could be ordered with a likelihood
ratio support ‡1,000:1 were used to establish a framework
map. Codominant marker loci that did not show segre-
gation distortion at P>0.01 were used in this analysis. In
a second step, the LOD score was set to 6.0 in order to
include new markers in the groups. The ‘‘try’’ command
was then used to determine the exact position of the new
markers within each group. In a following step, distorted
markers and markers segregating 3:1 (present in one
parent and absent in the other) were included using the
‘‘group’’ command. The new marker orders were again
confirmed with the ‘‘first order’’, ‘‘compare’’, and/or
‘‘ripple’’ commands. Recombination fractions were con-
verted into map distances in centimorgans (cM) using the
Kosambi’s mapping function. Genome map sizes were
estimated according to Hulbert et al. (1988) taking into
consideration only pairwise comparisons between mark-
ers placed on the framework map.
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Results and discussion

Development of microsatellite markers

Digestion of the A. hypogaea genomic DNA with three
different enzymes (MseI, Sau3AI, and Tsp509I) revealed
that Sau3AI produced the most adequate profile for li-
brary development, with fragments ranging from 200 to
800 bp in size. Sau3AI is sensitive to cytosine methylation
and therefore is expected to preferentially cut in hy-
pomethylated gene-rich DNA, producing libraries en-
riched for low copy sequences that are usually gene-rich.
Two libraries were constructed based on dinucleotide re-
peat motifs (TC and AC). These repeats were chosen be-
cause they are among the most abundant SSR repeats in
plant species (Wang et al. 1994; Gupta and Varshney
2000). Out of the 1,152 positive clones (white colonies)
sequenced, 224 (19.4%) had SSRs, 210 being non-
redundant. When necessary, these clones were sequenced
on the reverse strand to enable the construction of high-
quality contigs. Of the 210 unique SSR positive clones,
121 (Electronic supplementary material — ESM 1) were
suitable for primer design (10.5% of the clones se-
quenced). The design of primers for the other 89 unique
SSRs identified was not possible due to the low GC con-
tent of the regions flanking the SSR, or the close proximity
of the SSR to the end of the cloned insert DNA. The
percentage of primers designed, in relation to the number
of clones sequenced (10.5%), is significantly lower than
the proportion found (41.4%) for peanut in a previous
study that included an additional selection of positive
clones by anchored-PCR (Moretzsohn et al. 2004). This
shows that this step is effective in significantly improving
the yield of useful clones sequenced and reducing costs.
However, it is time consuming and its omission did
accelerate the process of SSR marker development.

A total of 2,740 EST sequences were screened for
SSRs. Ninety-eight showed di-, tri-, tetra- or pentanu-
cleotide repeats (3.6%) and 81 (3.0%) were suitable for
primer design (ESM 1). These numbers are similar to the
percentages reported for other plant species, ranging
from 1.7 in wheat to 7.5 in barley (Varshney et al. 2002;
Thiel et al. 2003; Eujayl et al. 2004; Gao et al. 2004;
Khlestkina et al. 2004).

Finally, sequences available in GenBank, for which
SSR primers had not been designed, were screened for
the presence of repeats (>5 core units). A total of 69
new microsatellite primer pairs were designed (ESM 1),
38 from genomic sequences, 25 from ESTs, 1 from a
patented sequence, and 5 from A. hypogaea genes, such
as cold stress responsive protein, desaturase, and seed
galactose-binding lectin.

Screening for SSR sequences was done using the
Staden-TROLL module, and was quick and convenient
with complete integration into the Staden Package. All
SSR containing sequences, including those for which
primers had been previously published, were used to
construct a peanut SSR database in the Staden Gap4

interface. Hundreds of contigs were established thus
eliminating redundant sequences. By doing this, we
could be sure that all the 271 newly developed SSR
markers were unique. Additionally a BlastN search of
these sequences against a database of all published
Arachis SSR containing sequences further ensured that
all markers were new.

Characteristics of Arachis SSR repeats

Of the 271 sequences for which primers were designed,
159 (58.7%) had perfect repeats, 82 (30.2%) had com-
pound repeats, and 30 (11.1%) had imperfect repeats.
Repeats in the TC/AG- and AC/TG-enriched genomic
libraries were, as expected, almost entirely TC/AG and
AC/TG respectively. For the ESTs, in the 106 markers
developed, a total of 153 repeats were found, since some
sequences had more than one repeat motif. The trinu-
cleotide motifs were the most abundant type of SSRs
detected, with 112 (73.2%) SSRs, followed by di-
(22.2%), tetra- (3.3%) and pentanucleotide repeats
(1.3%). These proportions are variable in the few pub-
lished studies of EST derived microsatellites in plants.
For trinucleotides, percentages have ranged from 30.2%
in maize to 90.3% in sugarcane; dinucleotide motifs
from 9.7% in sugarcane to 39.0% in soybean; tetranu-
cleotide motifs from 2.2% in soybean and Arabidopsis to
10.3% in Medicago; and pentanucleotide repeats from
0.6% in barley to 9.0% in Medicago (Cordeiro et al.
2001; Varshney et al. 2002; Gao et al. 2003; Thiel et al.
2003; Eujayl et al. 2004; Tian et al. 2004). However, all
these studies have shown that the trimeric SSRs are
more abundant in plant EST sequences than the other
SSR unit-size classes. These findings are not unexpected
and have also been reported for other higher eukaryotes
including Drosophila, Caenorhabditis elegans, mammals,
humans, and yeast (reviewed by Li et al. 2004). This has
been attributed to negative selection against frameshift
mutations in coding regions (Metzgar et al. 2000) and
possibly by positive selection for specific single amino-
acid stretches (Morgante et al. 2002).

AAG/TTC (27 out of 153), AAT/TTA (21/153), and
AAC/TTG (14/153) motifs were the most abundant
trinucleotides. Considerable differences in the frequen-
cies of trinucleotide repeat types have also been re-
ported, but these three classes were usually between the
most common tri-motifs in other dicot species (Cardle
et al. 2000; Gao et al. 2003; Eujayl et al. 2004; Tian et al.
2004). In several monocot species, CCG/GGC repeats
have been shown to be the most common motif
(Cordeiro et al. 2001; Morgante et al. 2002; Varshney et
al. 2002; Gao et al. 2003), but were detected in only two
sequences in the present study. The AAT/TTA motifs
are the least common (<1%) in animals and in monocot
species (Li et al. 2004). In contrast, these motifs were the
second most frequent motif found in Arachis ESTs and
had also high frequencies in soybean and Medicago
(Gao et al. 2003; Eujayl et al. 2004; Tian et al. 2004).
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AG/TC and AT/TA (16 out of 153 each) had the
highest frequencies among the dinucleotide repeats,
followed by AC/TG (6/153). CG/GC repeats were not
found in any of the sequences. Similar results have been
described for several plant species, with AG/TC repeats
showing the highest frequencies and CG/GC the lowest
(Kantety et al. 2002; Eujayl et al. 2004; Tian et al. 2004).
Although frequencies of AT/TA repeats have been
usually lower than those found in the present study, high
frequencies have also been described for other legume
species, such as Medicago and soybean (Morgante et al.
2002; Gao et al. 2003; Eujayl et al. 2004). The putative
functions of SSRs in ESTs are still not clear as are the
reasons why repeat motif types are so variable in the
different plant species. However, these findings showed
that the predominance of a particular repeat motif in
one species is not always an indication of representation
in another plant species.

Polymorphism and transferability of the new SSR
markers

The 271 new SSR markers (ESM 1) were screened for
polymorphism against six A. hypogaea samples, being
one from each of the six described varieties and against
the progenitors of the diploid mapping population. As
expected, polymorphism between the two accessions of
different species was greater than for the six accessions
within the cultivated species (Fig. 1, Table 2).

For the wild species progenitors, 27 (10.0%) primer
pairs did not amplify any interpretable fragment, 11
(4.1%) amplified fragments only in A. stenosperma and 4

(1.5%) in A. duranensis. Thus, 229 (84.5%) primer pairs
were fully transferable between the two wild species. For
these 229 markers, 113 (49.3%) were polymorphic.

For A. hypogaea, 37 primer pairs (13.7%) did not
amplify any clearly interpretable fragment. Of the
remaining 234 primer pairs, 66 (28.2%) were polymor-
phic for at least one of the six samples. Sixty-two poly-
morphic markers were used for the analysis of allelic
diversity using a sample of 16 A. hypogaea accessions
(Table 3). The other four polymorphic markers
(AC2C2, RN0-602, Seq14G3, and TC1E6) were not
included in this analysis, because they resulted in very
poor amplification products. The number of alleles de-
tected ranged from 2 to 12 at each of the 62 polymorphic
loci analyzed, with an average of 5.87 alleles per locus.
GD values ranged from 0.121 (for loci TC11B11 and GI-
385) to 0.910 (for locus TC2D6), with an average value
of 0.690. GD is an estimate of the probability that two
randomly chosen genes from a population are different.
The values obtained in the present study are probably
overestimated, since some of the markers amplified al-
leles at duplicated loci. Thus, they cannot be compared
to those obtained for diploid species, but the average
value (0.690) is similar to values found for several
polyploid species, including peanut (Provan et al. 1996;
Chavarriaga-Aguirre et al. 1998; Prasad et al. 2000; He
et al. 2003; Ferguson et al. 2004; Moretzsohn et al.
2004). In contrast, average GD values estimated by
RFLP markers were considerably lower for five Arachis
species, including A. hypogaea (Paik-Ro et al. 1992).
These results demonstrate the usefulness of microsatel-
lite markers for genetic diversity analysis of cultivated
peanut.

Fig. 1 Number of markers
detected per repeat size class
(a) and relationships between
repeat numbers of the SSRs and
the polymorphism observed
when markers were screened
against A. duranensis and A.
stenosperma, and in six
accessions of A. hypogaea (b). A
total of 225 markers that
amplified products with good
resolution were considered in
the analysis of A. duranensis
and A. stenosperma, and 236
markers in the analysis of A.
hypogaea
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The number of repeat units found in the 271 se-
quences ranged from 5 to 54 (ESM 1). Several studies
have suggested that loci with longer repeats are much
more likely to be variable (Weber 1990; Thomas and
Scott 1993; Udupa et al. 1999; Burstin et al. 2001). For
the six accessions of A. hypogaea there was a trend, with
maximum polymorphism of SSRs with 21–25 repeat
units (Fig. 1). Polymorphism for SSRs with 5–10 repeats
was low at only 7.2%. For the progenitors of the map-
ping population, polymorphism varied less with repeat
size, and even small SSRs with 5–10 repeats showed
more than 40% polymorphism. In contrast, the poly-
morphism of apparently genic markers derived from li-
braries that had longer repeats, was similar between the
two wild and six cultivated accessions.

For both wild and cultivated germplasm, AG/TC
repeats are more polymorphic than AC/TG repeats
(Table 2), similar effects of repeat type on polymor-
phism were also observed by Ferguson et al. (2004).

Primer pairs were developed in the present study by
using clones from SSR-enriched genomic libraries and
ESTs (159 and 106, respectively). Thus, it was possible
to compare polymorphism levels detected by SSR
markers from these two sources (Table 2). Generally
the number of repetitions was much smaller in ESTs
than in genomic sequences and correspondingly the
polymorphism of ESTs was much lower in A. hypo-
gaea than between the two wild species (7.5 and
35.8% respectively, see Table 2). It has been reported
that EST-derived SSRs are less polymorphic than
those derived from genomic libraries for other plant
species, such as rice (Cho et al. 2000), sugarcane
(Cordeiro et al. 2001), bread wheat (Eujayl et al. 2002;
Gupta et al. 2003), barley (Thiel et al. 2003), and
soybean (Song et al. 2004). This has been attributed to
possible selection against alterations in these conserved
sequences (Scott et al. 2000). However, for A. duran-
ensis and A. stenosperma accessions, the percentages
were identical: 41.5% for ESTs and for genomic li-
braries, considering only the codominant markers. The
reasons for these differences are not clear, and need
further investigation to be elucidated.

Characterization of genic content of libraries used
for marker development

A. hypogaea has a large and poorly characterized gen-
ome. Comparative genetic mapping with other legumes
will allow peanut research to begin benefitting from the
knowledge of other genomes, especially those of the
model legumes Lotus japonicus andMedicago truncatula.
For such comparisons the placement of genic markers
on the Arachis map is essential. This map includes EST
and genome-derived markers from a number of sources.
EST markers are derived from transcribed sequences
that are almost entirely genic. Nevertheless, not all the
homologies of these markers are easily identified, and
from 106 only 67 (63.2%) gave significant BlastX hits.

The gene content of genomic libraries depends upon
the way that they are made. Using BlastX we estimated
the genic content of different libraries that was used to
develop SSR markers for peanut (Table 4). The pro-
portion of sequences giving BlastX hits varied from
more than 20% to 0%. There was a clear trend, libraries
made using restriction enzymes susceptible to methyla-
tion at CG or CNG sites are more gene-rich. The single
exception being the relatively high gene content of the
sequences from Moretzsohn et al. (2004). There the
anomaly can be explained by the library being enriched
exclusively for tri-repeat SSRs. All eight BlastX hits
encode poly-amino acid tracts in their open reading
frames. The top BlastX hits for Arabidopsis and legume
proteins of all markers is in ESM 1.

Map construction

Out of the 433 SSR markers screened against A. du-
ranensis, accession K7988 and A. stenosperma, accession
V10309, 204 (46.8%) were polymorphic, with 170 seg-
regating in a codominant fashion and 34 in a dominant
3:1 ratio (Fig. 2). Of the 170 codominant markers, 80
did not show distortions from the expected 1:2:1 segre-
gation ratio (P<0.05) and were initially used to estab-
lish the LG. Distorted and dominant markers were

Table 2 Number of polymorphic markers detected by a screening against accessions K7988 (A.duranensis) and V10309 (A. stenosperma),
used as progenitors of the F2 mapping population, and against six A. hypogaea accessions belonging to the six described varieties

Repeat type Genomic library cDNA library

TC/AG AC/TG Various Total Various

K7988 3 V10309
Polymorphic markers
Codominant 48 (48.5%) 5 (22.7%) 13 (34.2%) 66 (41.5%) 44 (41.5%)
Dominant 13 (13.1%) – – 13 (8.2%) 2 (1.9%)
Monomorphic markers 32 (32.3%) 15 (68.2%) 17 (44.7%) 64 (40.3%) 49 (46.2%)
No amplification 6 (6.1%) 2 (9.1%) 8 (21.1%) 16 (10.0%) 11 (10.4%)
Total 99 22 38 159 106
A. hypogaea
Polymorphic markers 48 (48.5%) 5 (22.7%) 4 (10.5%) 57 (35.8%) 8 (7.5%)
Monomorphic markers 42 (42.4%) 13 (59.1%) 27 (71.1%) 82 (51.6%) 82 (77.4%)
No amplification 9 (9.1%) 4 (18.2%) 7 (18.4%) 20 (12.6%) 16 (15.1%)
Total 99 22 38 159 106
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Table 3 Primer pairs, a quality score for the amplification prod-
ucts, fragment size range, number of individuals analyzed (n), total
number of alleles amplified (A), and gene diversity (GD) for 62
new polymorphic SSR markers identified for A. hypogaea in this
study

Loci Score Size range n A GD

AC2B3 3 296–308 14 6 0.720
AC2B5 3 200–212 15 5 0.680
AC2C8 2 146–220 15 7 0.828
AC2C12 3 204–212 16 5 0.685
TC1A1 2 202–222 13 6 0.735
TC1A2 3 240–276 16 11 0.815
TC1D2 3 242–278 16 4 0.458
TC1E1 3 154–248 14 11 0.892
TC2A2 3 194–212 15 7 0.800
TC2B1 2 190–215 11 4 0.610
TC2B9 3 190–200 16 5 0.645
TC2C7 2 182–210 16 3 0.492
TC2D6 3 196–224 15 10 0.910
TC2E5 3 102–122 15 8 0.864
TC3B5 3 248–270 12 4 0.710
TC3E2 3 270–310 16 9 0.708
TC3E5 3 358–370 16 5 0.798
TC3G1 2 250–256 15 4 0.745
TC3G5 3 118–130 14 2 0.423
TC3H2 3 280–300 15 4 0.671
TC3H7 2 246–270 16 9 0.863
TC4A2 3 280–284 16 3 0.411
TC4D2 2 202–240 12 5 0.786
TC4D9 2 220–240 14 2 0.389
TC4E10 3 300–344 16 8 0.841
TC4F12 3 220–232 15 6 0.763
TC4G2 2 130–166 11 6 0.784
TC4G10 2 205–220 15 3 0.543
TC4H2 2 184–192 12 4 0.725
TC4H7 2 166–220 13 8 0.742
TC5A6 2 164–200 14 7 0.825
TC5D6 2 174–184 13 5 0.782
TC6E1 3 154–186 15 9 0.802
TC6G9 3 132–146 12 6 0.746
TC6H3 3 210–228 14 8 0.754
TC7A2 2 308–320 15 6 0.706
TC7C6 3 148–176 16 9 0.827
TC7D3 3 142–148 15 4 0.579
TC7E4 3 290–300 16 4 0.694
TC7G10 3 110–142 15 4 0.451
TC7H11 2 340–360 14 7 0.847
TC9B8 3 98–108 15 8 0.777
TC9C12 3 256–300 15 7 0.855
TC9F4 3 122–142 15 6 0.800
TC9F10 3 286–320 15 10 0.871
TC11A2 3 284–292 14 6 0.825
TC11A4 3 172–204 15 12 0.906
TC11B11 2 144–146 16 2 0.121
TC11E4 2 110–136 16 12 0.909
TC11F12 2 182–188 14 2 0.254
TC11H6 3 190–214 16 8 0.847
GI-385 3 330–340 16 2 0.121
GI-832 3 200–210 15 2 0.480
GI-1107 3 360–384 14 5 0.680
RN0-615 2 390–400 15 3 0.625
RN0-681 2 310–350 16 6 0.520
RI1F06 3 312–372 11 8 0.823
RN3E10 3 252–255 11 2 0.416
RN17F12 2 260–278 12 5 0.812
Seq4E8 3 274–286 10 6 0.842
Seq4F10 2 180–188 9 4 0.706
Seq16C7 3 242–258 14 5 0.571
Average – 14.41 5.87 0.690
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further included in the map. Using a minimum LOD
score of 12.0 and a maximum recombination fraction (h)
of 0.30, 170 markers mapped into 11 LG covering
1,230.89 cM of total map distance (Fig. 3). This total
length is comparable to the 1,063 cM found in a map
previously reported from a cross between two AA gen-
ome diploid species, A. duranensis and A. cardenasii
(Halward et al. 1993) and to half of the 2,210 cM found
for a published tetraploid map (Burow et al. 2001). A
few markers were grouped with LOD scores <12.0
(from 6.0 to 12.0) and these are indicated in the map.
Groups ranged from 20.07 cM (4 markers) to 280.10 cM
(32 markers), with an average distance of 7.24 cM be-
tween adjacent markers. Linkage groups were numbered
sequentially from the longest to the shortest. Eight SSR
primer pairs amplified consistently two loci (AC2C2,
TC1B2, TC1D1, TC4H2, TC7H9, Ah573, Ah745, and
Seq15D6) and the 16 loci were included in the map.
These markers were identified by the numbers �1 and
�2 after the marker names (Fig. 3). The framework
map, consisting of markers positioned with very high
confidence, was composed of 74 markers covering
1,006.20 cM with an average distance of 13.59 cM be-
tween markers. The number of markers per linkage
group in the framework map ranged from 3 (group 11)
to 15 (group 2). Marker names that constitute the
framework map were underlined in the map (Fig. 3).
Arachis duranensis and A. stenosperma are diploid spe-
cies with 2n=20 chromosomes and, thus, 10 LG were
expected instead of the 11 obtained in the present study.
By reducing the stringency of the LOD score to 10.0,
groups 1 and 2 merged in a single group, but linked with
a very high recombination fraction (>40.0 cM). Thus,
they were kept as separate groups. In addition, the upper
portion of group 3 was joined with markers that con-
stitute the framework map by decreasing the LOD score
to 8.0. Thirty-four segregating markers remained un-

linked, suggesting that at least parts of the genome have
not been covered by this map. The inclusion of new
markers would saturate this map, and probably result in
the expected 10 LG.

A total of 104 (51.0%) out of the 204 markers devi-
ated from the expected F2 ratio of 1:2:1 (90 markers) or
3:1 (14 markers) at P>0.05 level. Of the 90 markers that
showed distortion from the expected 1:2:1 segregation
ratio, 41 markers were skewed toward the A. duranensis
allele, 44 markers toward the A. stenosperma allele, and
5 markers toward the heterozygote. For the 14 dominant
distorted markers, 5 showed an excess of A. duranensis
alleles and 9 of A. stenosperma alleles. The proportion of
distorted markers found in this study is higher than the
25% found for the two RFLP-based maps published for
Arachis (Halward et al. 1993; Burow et al. 2001). Dis-
torted markers were scattered on LG 1, 3, 4, 5, and 6
(Fig. 3). Groups 1, 3, and 6 had markers with an excess
of both A. duranensis and A. stenosperma alleles, while
all the distorted markers of group 4 and group 5 were
skewed toward the A. duranensis and A. stenosperma
alleles, respectively (Fig. 3). Segregation distortion has
been described for most of the published molecular
marker-based linkage maps in plants, and has been
attributed to different causes, such as: deleterious
recessive alleles (Berry et al. 1995), self-incompatibility
alleles (Barzen et al. 1995), structural rearrangements
(Quillet et al. 1995) or differences in DNA content
(Jenczewski et al. 1997). Whatever the cause is, segre-
gation distortion in some chromosomes, or in parts of
chromosomes, must have important implications for
using this map information in a MAS program. New
genetic maps and cytogenetic experiments that are in
progress will enable a better understanding and use of
these findings.

Thirty-six of the 170 loci placed on the map are ESTs
or characterized genes. Of the other 134 that were
developed from genomic sequences, 25 gave BlastX hits.
Therefore, about 61 of the mapped microsatellites most
likely represent genes. As expected, homologies are di-
verse, but they include ones of possible interest for: seed
quality (seed allergen and seed maturation protein);
disease resistance (lectin, protease inhibitor, cinnamoyl-
CoA reductase, and wound-induced protein); and
drought resistance (dehydration responsive element
binding protein, and aquaporin) (ESM 1).

Fig. 2 Amplification patterns obtained with primer RN8C09 in 5%
polyacrylamide gel electrophoresis (a) and with primer RN10F09 in
3.5% agarose gel (b). In panel A, the first and the last lanes are
10 bp DNA ladder. In both gels, from left to right: A. duranensis
(accession K7988) used as the female progenitor, A. stenosperma
(accession V10309) used as male, the F1 hybrid, and 45 and 21 F2

individuals in panels A and B, respectively. Arrow indicates a
ladder fragment of 250 bp
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Total genome size was estimated using the method of
Hulbert et al. (1988). Only framework markers were
used in this procedure to avoid an overestimate of gen-
ome coverage. A total map distance of 1,424.70 cM was
estimated, of which 1,006.20 cM (70.6%) and
1,230.89 cM (86.4%) were covered by the framework
map and by the total map constructed in this study,
respectively. The haploid genome size of A. hypogaea
was estimated as being 2,813 Mbp (Bennet and Leitch
2005). If wild species have similar genome sizes and gi-
ven the estimated total map distance, the average
physical equivalent of 1 cM would correspond to
1.97 Mbp in the Arachis genome.

Conclusions

This is the first microsatellite based and gene-rich link-
age map published for Arachis. Since A. hypogaea has a
relatively narrow genetic base, wild species of Arachis
constitute an important source of genes for traits of
interest to peanut breeding programs. The availability of
moderate coverage, only microsatellite map will cer-
tainly represent a considerable improvement in our
ability to map useful genes and to implement MAS. The
validation of the LG obtained in the present study, both

in terms of locus ordering and recombination fraction
estimates, is now in progress using two other mapping
populations: a diploid F2 generated by crossing two BB
genome species (A. ipaënsis · A. magna) and a tetraploid
F2 obtained by crossing an A. hypogaea accession (cv.
IAC Runner 886) and an amphidiploid plant resulting
from a cross between two wild diploid species (A. du-
ranensis — AA genome x A. ipaënsis — BB genome)
treated with colchicine. The development of genetic

Fig. 3 Peanut genetic linkage map, based on SSR markers,
obtained through the analysis of 93 F2 plants, generated from a
cross between two diploid wild species with AA genome, A.
duranensis · A. stenosperma. Using a minimum LOD score of 12.0
and a maximum recombination fraction (h) of 0.30, 170 markers
mapped into 11 LG. Marker names that grouped with LOD scores
<12.0 have a symbol # after the marker name. Linkage groups
were numbered sequentially from the longest to the shortest.
Probable genic markers are shown in italics. Framework map was
composed by 74 markers that could be ordered with a likelihood
support >1,000:1. Marker names that constitute the framework
map were underlined in the map. Numbers on the left of each group
are Kosambi map distances. Markers that showed significant
distortions from the 1:2:1 segregation ratio are indicated by an
asterisk. Dominant markers were identified by Ad or As after the
marker name if they amplified alleles from A. duranensis or A.
stenosperma, respectively. Markers that amplified two loci have
numbers 1 and 2 after the marker name
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maps for Arachis diploid wild species with AA and BB
genomes will facilitate detailed inheritance studies of co-
segregating microsatellites and traits of interest in the
tetraploid population. Transferability of SSR loci to
different species will allow the construction of a refer-
ence map for Arachis and the mapping of QTLs in dif-
ferent genetic backgrounds. Additionally, the present
SSR-based map is the only published map for Arachis
constructed with markers derived from sequences that
are all currently available in GenBank. Thus, researchers
from different laboratories can use these markers for
map development using other mapping populations and
contributing to the construction of a consensus map for
Arachis. Markers linked to resistance genes are being
identified to potentially implement MAS strategies in
peanut-breeding programs, therefore accelerating the
introgression of wild genes into cultivated peanut.
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chis (Leguminosae) Bonplandia 8:1–186

Lander ES, Green P, Abrahamson J, Barlow A, Daly MJ, Lincoln
SE, Newburg L (1987) MAPMAKER: an interactive computer
package for constructing primary genetic maps of experimental
and natural populations. Genomics 1:174–181

Li YC, Korol AB, Fahima T, Nevo E (2004) Microsatellites within
genes: structure, function, and evolution. Mol Biol Evol
21:991–1007

Metzgar D, Bytof J, Wills C (2000) Selection against frameshift
mutations limits microsatellite expansion in coding DNA.
Genome Res 10:72–80

Moretzsohn MC, Hopkins MS, Mitchell SE, Kresovich S, Valls
JFM, Ferreira ME (2004) Genetic diversity of peanut (Arachis
hypogaea L.) and its wild relatives based on the analysis of
hypervariable regions of the genome. BMC Plant Biol 4:11.
http://www.biomedcentral.com/1471-2229/4/11

Morgante M, Hanafey M, Powell W (2002) Microsatellites are
preferentially associated with nonrepetitive DNA in plant ge-
nomes. Nat Genet 30:194–200

Nei M (1973) Analysis of gene diversity in subdivided populations.
Proc Natl Acad Sci USA 70:3321–3323

Paik-Ro OG, Smith RL, Knauft DA (1992) Restriction fragment
length polymorphism evaluation of six peanut species within the
Arachis section. Theor Appl Genet 84:201–208

Palmieri DA, Hoshino AA, Bravo JP, Lopes CR, Gimenes MA
(2002) Isolation and characterization of microsatellite loci from
the forage species Arachis pintoi (Genus Arachis). Mol Ecol
Notes 2:551–553

Palmieri DA, Bechara MD, Curi RA, Gimenes MA, Lopes
CR (2005) Novel polymorphic microsatellite markers in
section Caulorrhizae (Arachis, Fabaceae). Mol Ecol Notes
5:77–79

Prasad M, Varshney RK, Roy JK, Balyan HS, Gupta PK (2000)
The use of microsatellites for detecting DNA polymorphism
genotype identification and genetic diversity in wheat. Theor
Appl Genet 100:584–592

Provan J, Powell W, Waugh R (1996) Microsatellite analysis of
relationships within cultivated potato (Solanum tuberosum).
Theor Appl Genet 92:1078–1084

Quillet MC, Madjidian N, Griveau Y, Serieys H, Tersac M, Lo-
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ABSTRACT

Microsatellites are repeated small sequence motifs
that are highly polymorphic and abundant in the
genomes of eukaryotes. Often they are the molecular
markers of choice. To aid the development of micro-
satellite markers we have developed a module that
integrates a program for the detection of microsatel-
lites (TROLL), with the sequence assembly and
analysis software, the Staden Package. The module
has easily adjustable parameters for microsatellite
lengths and base pair quality control. Starting with
large datasets of unassembled sequence data in the
form of chromatograms and/or text data, it enables
the creation of a compact database consisting of
the processed and assembled microsatellite contain-
ing sequences. For the final phase of primer design,
we developed a program that accepts the multi-
sequence ‘experiment file’ format as input and
produces a list of primer pairs for amplification of
microsatellite markers. The program can take into
account the quality values of consensus bases,
improving success rate of primer pairs in PCR. The
software is freely available and simple to install in
both Windows and Unix-based operating systems.
Here we demonstrate the software by developing pri-
mer pairs for 427 new candidate markers for peanut.

INTRODUCTION

A molecular marker is an identifiable DNA region whose
inheritance can be followed along generations. Molecular mar-
kers have become a powerful tool in many areas of biology.
Microsatellites, also known as simple sequence repeats (SSR)
or short tandem repeats (STR), are repeated sequence motifs,

whose unit of repetition is between 1 and 6 bp. They are highly
abundant in the genomes of eukaryotes, polymorphic and
usually co-dominant and transferable between different map-
ping populations. Microsatellite markers can also be used in
automated genotyping techniques. Thus, they have become
one of the most useful molecular markers for a large number
of organisms.

Researchers working on the development of microsatellite
markers need an efficient way to go from usually hundreds or
thousands of trace and/or text sequence files to the identifi-
cation of new potential markers. However, the softwares
currently available for data-mining microsatellites are either
restricted to small datasets, not available for Windows, or are
not targeted towards marker development. In addition, they do
not offer base quality control and with one exception (Repeat-
Masker when used with Staden), they are not integrated into a
sequence analysis software, and as such require already
assembled data as input (1–3), http://www.maizemap.org/
bioinformatics/SSRFINDER/README.ssrfinder and http://
www.repeatmasker.org/.

We have developed a Staden module that integrates the
program TROLL (4) to the Staden package. TROLL is an
open source program based on the Aho-Corasick algorithm
for the detection of perfect microsatellites. The Staden Pack-
age is a free, open source, software tool used for sequence
assembly and analysis (5) (http://staden.sourceforge.net/). The
Staden package, working with the module and TROLL,
enables efficient processing of a large number of sequences
in chromatogram and/or text form to produce a small database
with only microsatellite containing sequences, processed,
assembled in contigs and that have not previously been
used for marker development. For the primer design we
have developed a program that uses Primer3 (6) to design
primers flanking the SSR located by the module. It is available
as a stand-alone program and through a Web service. This
program accepts multiple sequences in the ‘experiment file’
format of Staden as input and produces a list of primer pairs
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for amplification of microsatellite markers. The program can
take into account the quality values of consensus bases,
improving success rate of primer pairs in PCR. The Staden
Package, TROLL and the module are freely available for both
Linux and Windows platforms.

MATERIALS AND METHODS

General details of the software

The TROLL module was developed in the Tcl/Tk scripting
language, following the Staden Package module development
specifications. It works through Pregap4 reading the Staden
Experiment Files one by one. These files contain, among other
information, the DNA sequences, the corresponding quality
values and any vector contamination masking information.
All sequences are then concatenated and a special character
(#) is used as a separator. TROLL then locates the SSRs, these
are then filtered, disregarding those in low quality or vector
contaminated regions and the result is written back on the
Experiment Files. A file containing the names of experiment
files with microsatellites is generated (pregap.SSR.passed),
and this can be used for entering into the Gap4 interface of
Staden to create a database of entirely microsatellite contain-
ing sequences. The tags added to the experiment files may be
used by Gap4 to aid in assembly by masking and to visualize
the microsatellites. Additionally the tags are used by the pri-
mer design program to define the target region around which
the Primer3 designs primers (see below).

The following module configuration options are available:

(i) Tag type: used to control Tag type used to mark micro-
satellite repeats.

(ii) Motif length: used to set the motif lengths (mono, di, tri,
tetra, penta and/or hexa) that will be used in the search for
SSRs.

(iii) Repeat min: used to set the minimum number of motif
repetitions for SSRs of each motif length.

(iv) Motif file: the location of the file containing the motif list
required by the TROLL program.

(v) Create SSR.passed file?: for the creation of a file with the
names of all sequences containing SSRs. This file is used
to enter into Gap4 to create a database of microsatellite
containing sequences.

(vi) Create no_SSR_passed file?: used to create a file with the
name of all sequences that do not contain SSRs.

(vii) Filter quality: used to set the base quality threshold
which will be used when analyzing SSR regions.

The program for primer design is responsible for parsing
the experiment format file exported from Gap4 and calling
the Primer3 program repeatedly to produce primer pairs
flanking the SSRs. For each sequence present in the input
file, the program analyses the tags added by the TROLL mod-
ule (default is ‘REPT’) and produces a list of the repeats
found. Since the input file may contain assembled readings,
overlapping repeats are discarded. Based on the list of repeats
produced, and on the input parameters chosen by the user (e.g.:
GC content, TM, primer length etc.), input Primer3 files are
created and processed. The program then analyses Primer3
output to cluster repeats being flanked by the same primer
pairs. When all sequences have been analysed, the program

outputs a tab spaced file (primers.passed) that includes the
contig name, primer names, microsatellite sequence(s), primer
sequences, annealing temperatures and the quality of the
contig sequences with the primers annealed. In addition, the
program provides three other output files, marker_seqs.fasta
containing the sequences for which the primer design was
successful, not_marker_seqs.fasta with sequences for which
primer design was not successful, and primers.failed, which
also contains the sequences for which primer design was not
successful, but in the experiment file format of Staden. The
primers.failed file can be used for another round of analysis
using the primer design program with less stringent conditions
for the primer design.

Downloading and using the programs

Download and install:

(i) The Staden package from http://staden.sourceforge.net/.
(ii) The TROLL module (TROLL.p4m) from http://finder.

sourceforge.net/ (follow the link to Resources). Troll_p4m
is distributed as a zip file, containing the module itself, troll
binaries (Linux and Windows), a DLL Windows library
and installation instructions.

(iii) The primer design program from http://finder.sourceforge.
net/ (Follow the link to Resources). The primer design
program is available as a Web service, requiring no pro-
gram installation. Alternatively, the primer design pro-
gram can be downloaded as a Perl script and installed
locally. For the Perl script to work you will need to install
Primer3, which is available from http://frodo.wi.mit.edu/
primer3/primer3_code.html.

(iv) The Step-by-step protocol for use of the module
from http://finder.sourceforge.net/ (Follow the link to
Resources). The Step-by-step protocol for use of the
module is written for novice users of the Staden Package.
However, to use the TROLL module to its full potential,
the user needs to be familiar with the Staden. The course
documentation that is downloaded with the software is
highly recommended (for Windows users in C:\Program
files\Staden package\course\).

Examples of marker development from three datasets

TC-repeat enriched genomic library. Peanut (Arachis hypo-
gaea) genomic DNA library enriched for TC repeats was made
using genomic DNA cut with the restriction enzyme Sau3AI,
oligonucleotides and magnetic beads according to a standard
protocol (7). Two hundred and eighty genomic clones were
sequenced using the forward primer, and plasmids that con-
tained microsatellites were identified using the module. These
plasmids were sequenced using the reverse primer, and the
resulting 338 chromatograms were processed using the mod-
ule, as described in the Step-by-Step protocol (Supplementary
Data), but also using a naming scheme allowing Staden to
identify forward and reverse read pairs from individual clones.
After assembly in Gap4, where necessary, forward and reverse
reads were joined manually using the ‘Find read pairs’, ‘Find
internal joins’ and ‘Join Contigs’ commands. Consensus
sequences were exported in experiment file format from the
Gap4 interface, and used as input file for the Web interface of
the primer design program.
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Expressed sequence tags (ESTs). Eight thousand eight
hundred ESTs from Arachis stenosperma in the form of
traces were processed through the Staden Pregap4 interface.
The BLAST module was run to eliminate published mole-
cular markers for peanut using a BLAST database (8)
formatted from 707 known Arachis SSR markers [(9–12);
M. Moretzsohn and D. Bertioli, unpublished data]
(http://www.biomedcentral.com/1471-2229/3/3, http://www.
biomedcentral.com/1471-2229/4/11); and the TROLL module
was run to identify and select di-, tri-, tetra- and penta-
microsatellites with six or more motif repetitions. The resul-
tant pregap.SSR.passed file was entered into the Staden Gap4
interface, using the Gap4 assembler with masking, to create a
database of microsatellite containing sequences that have not
yet been used for marker development. Consensus sequences
were exported in experiment file format from the Gap4 inter-
face, and used as input file for the primer design program.

Text data from GenBank. Three thousand eight hundred and
ninety Arachis sequences from GenBank in simple text format
were processed essentially as described in the Step-by-step
protocol for text data with the addition of the use of Cross-
Match using the UniVec database to remove contaminating
vector sequences, and the use of the BLAST module for the
elimination of already known Arachis markers (as described
for the processing of ESTs).

RESULTS AND DISCUSSION

The number of molecular markers available for Arachis, and
many other species, is still a limiting factor for genetic map-
ping. When we had begun working with microsatellite marker
development we could not find a software that dealt in an
integrated way with the problems that marker development
presented, most importantly: the identification of microsatel-
lite containing sequences, the removal of vector sequences
and known marker sequences, the processing of sequences
into non-redundant contigs, and a large-scale interface with
Primer3. To overcome this we developed the softwares pub-
lished here. Recently we published new microsatellite markers
developed using this software in various stages of develop-
ment, together with the first microsatellite-based genetic map

for Arachis. In total 271 new microsatellite markers were
developed, 69 data-mined from GenBank, 121 from micro-
satellite enriched genomic libraries and 81 from ESTs (12).
The software in the final stage of development described here
solves the problems we encountered and allows the efficient
data-mining of new markers.

The TROLL module integrates simply and completely
into the Staden Package and performed its task extremely
fast. By concatenating the input sequences and calling the
TROLL program only once, the module finds all SSRs in a
single pass, thus maintaining TROLL’s linear processing time.
TROLL’s simplicity and specialized function is targeted
exactly at the types of repeats that are most useful for micro-
satellite marker development: repeats with di-, tri-, tetra- and
penta-nucleotide motif sizes. Although TROLL does not find
imperfect repeats, we did not find this to be a problem. Long
imperfect repeats largely consist of shorter perfect ones, and
isolated short imperfect repeats are of very limited use for
marker development. The primer design program worked
well and, when used with chromatogram data and quality
control, effectively eliminated primers being designed to
low quality regions of the consensus sequences (for an exam-
ple output see Table 1). Here we illustrate the use of the
module and primer design program with three different data-
sets, each of which presenting slightly different difficulties for
marker development. Staden working with the module proved
effective in all cases.

TC-repeat enriched genomic library

Processing the 338 chromatograms produced 43 microsatellite
containing contigs. This type of data where every sequence
contains a microsatellite, and many of the sequence reads ‘die-
out’ at the end of the microsatellite is difficult to assemble
correctly. Incorrect joining of reads that end in microsatellites
can easily be a problem. The use of masking in the assembly
avoided this problem. The primer design program produced
primer pairs for 30 microsatellite markers. The processing of
these sequences is included just for demonstration, markers
from these sequences are already published (12). Only one of
the primer pairs (3.3%) failed to amplify an identifiable PCR
product.

Table 1. Example output from the primer design program formatted and simplified

Contig name Microsatellite Product size FWD primer Tm REV primer Tm

AS1RM8P1E08 (CGG)6 218 GAACGCGTCAAAGAACATAACA 60.173 TTAACAACAGCAACAGCTTCGT 59.984
AS2RM11P1H01 (AG)7 352 AAGAAACGACGGTGAATCTGTT 60.040 GCCTTTTCTTCTCTCTCCCTCT 59.621
AS1RM15P1H08 (TC)6 266 GTAGTGGCAGAGCCTGTCTTCT 60.081 GTGGCCAATCTGTAAATCCAAT 60.082
AS1RM15P1H08 (CAG)6 309 TCTTCGCCTTGGTATATTGGAT 59.829 CAGGGGTGTAAGTGCAGTGTAA 60.088
AS1RM14P1B10 (CAA)8 316 ATCGAATCCCAACTCACTCACT 60.001 GCTTGGGTTCTTGTGGAGTAAC 60.040
AS1RN11P1C04 (TA)6 372 CGGGGAAATTCTTTTATATTTCA 58.501 ATTTTGTAAAGGATTCGCTCGT 59.188
AS1RM11P1A04 (TTC)7 181 GAGACCTTATGGTGGATCTTGG 59.827 AACGCTCCGTACAAGAGAAGAG 60.075
AS2RM7P1E10 (AATA)6 170 CACGTGAAAGTTCATATCGTGTC 59.553 ATTCATGATTCCTTACGCGACT 59.993
AS1RM9P1B07 (ATC)8 322 TGGGGAAATCTTAACACAAAGG 60.210 GCAAGAAGGAGTTGAAGAAGGA 59.998
AS2RM7P1A09 (AT)8 357 AATCAACTTTGTGGACTTGTAA 54.102 AAGCATAGGGAAAATGAAAT 53.159
AS2RM11P1H07 (GAA)6 220 CGATAAAGTCTCAGGTGAGCAA 59.517 AGAGGGAGTGGTGAATGAATGT 59.862
AS2RM6P1F03 (CT)7 135 TCCTTCAAGCTCGTCTTCTACC 60.019 GAAATCTGACGCAATGTTCAAG 59.752
AS1RN26P1G09 (TTA)20 234 GTTATTGCTGTGGTGAAGAACG 59.677 TTGACTTTCATATGCACCTCTCA 59.761
AS2RM9P1B06 (AT)8 195 TAAAGTTGATCTTGAATCTTCC 52.967 CGCGATCATTTATTTAACTT 52.482
AS2RM1P1A05 (CTT)8 209 TCTTCCAATTCTCTCTGCCTTC 59.962 ATGGAGTGACCAACATAAACCC 59.983

Raw output from the program is a tab-spaced file with, in addition to the information above, primer names and base qualities of the contig regions that bind to
the primers.
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ESTs

Of the 8800 ESTs, 282 were above the specified threshold of
similarity to known Arachis SSR markers and were eliminated
by the BLAST module. The TROLL module detected 213
other chromatograms with microsatellites. Using the Gap4
interface these were assembled into 142 contigs. Although
the original dataset is large, the resultant database is small,
and is operated efficiently on a standard personal computer.
The primer design program produced primer pairs for 75 new
microsatellite markers. These primer pairs have not been fully
tested yet, but in our previous work (12) only 6 of 81 EST
primer pairs (7.4%) failed to amplify an identifiable PCR
product.

Text data from GenBank

A total of 563 of the 3890 sequences from GenBank were
above the specified threshold of similarity to known Arachis
markers and were eliminated by the BLAST module, TROLL
detected 482 other sequences with microsatellites and these
were assembled into 463 contigs. Although counter-intuitive,
it is possible to use quality control even with text data. Staden
assigns a nominal quality value of two for bases of text data,
but when text data overlaps within a contig, a higher value of
confidence is given. This can be used, for instance, to design
primers only using consensus sequences supported by at least
two reads. However, since the GenBank data we processed
has low redundancy, primers were designed without quality
control and primer pairs for 352 markers were designed. It is
to be expected that data from GenBank may give a lower
success rate of primers compared to chromatogram data.
Some sequences may have been rejected for marker develop-
ment by the original authors because the repeat type has
relatively low polymorphism, or because of low sequence
quality. Nevertheless, in our previous work, data-mining
from GenBank was a productive and low cost option for mar-
ker development. Of the 69 markers data-mined, only 9 (13%)
did not amplify any scorable fragments (12).

Example databases and the new primers designed are in
Supplementary Data. In total, 427 pairs of primers for new
candidate markers for Arachis are presented.

In summary, advances in genetic mapping are reliant upon
the development of sufficient numbers of molecular markers,
and large scale marker development depends upon efficient
processing of the data. The Staden software with the TROLL
module and primer design program provides a unified and
efficient interface for this.

Availability

TROLL, the module and primer design program, and instruc-
tions for installation and use are available free and can be
downloaded from the Resources section of http://finder.
sourceforge.net/. A Web version of the primer design program
is also available from the same link.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Data are available at NAR Online.
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