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RESUMO 
 
 

O gênero Arachis tem sido alvo de diversos estudos devido à sua importância 
na alimentação humana e animal e por suas sementes serem reconhecidas 
como fonte de proteína e óleo de origem vegetal, além do seu uso como 
plantas ornamentais. Os programas de melhoramento genético de Arachis têm 
por objetivo principal a introdução de novas variedades e aumento da 
variabilidade genética via cruzamentos e seleção para obtenção de caracteres 
agronômicos importantes. Técnicas citogenéticas como coloração 
convencional, bandeamento cromossômico com fluorocromos e FISH foram 
empregadas para analisar quatro espécies da seção Heteranthae: Arachis 
pusilla, A. giacomettii, A. dardani e A. sylvestris. Todas as espécies 
apresentaram número cromossômico diplóide 2n=20, A. pusilla e A. dardani 
apresentaram fórmula cariotípica 18m+2sm e satélite tipo 2, enquanto que A. 
giacomettii e A. sylvestris possuem 16m+4sm e satélite tipo 10. A coloração 
com fluorocromos CMA e DAPI revelou em A. pusilla um grande número de 
blocos ricos em Guanina e Citosina, localizados em oito pares cromossômicos 
na posição pericentromérica. Blocos DAPI+ foram observados na região 
proximal na maioria dos cromossomos dos acessos analisados dessa espécie 
após a técnica de FISH. Arachis dardani apresentou dois grandes blocos 
subterminais CMA+. A. giacomettii e A. dardani apresentaram apenas dois 
blocos CMA+, na região terminal do par cromossômico satelitato. A técnica de 
Hibridização in situ evidenciou em A. giacomettii dois sinais de hibridização na 
região terminal de um par cromossômico e em A. pusilla quatro sítios de DNAr 
45S em dois pares cromossômicos e dois sítios de DNAr 5S adjacentes. Já em 
A. giacomettii foram visualizados dois sinais de hibridização na região terminal 
de um par cromossômico, coincidindo com os blocos CMA+, não sendo 
visualizados, porém sítios DNAr 5S. Para a técnica de molecular foram 
utilizados 35 oligonucleotídeos iniciadores, provenientes de bibliotecas de 
expressão de leguminosas, estes foram aplicados em duas linhagens 
contrastantes de amendoim, acessos „BR1‟ e „LVIPE-06‟, comumente utilizados 
na formação de populações segregantes, com o objetivo de obter um painel de 
endonucleases recomendadas para gerar marcas polimórficas úteis ao 
melhoramento genético de amendoim ou para fins de mapeamento genético. 
Do total de oligonucleotídeos iniciadores, três geraram polimorfismos 
diretamente da PCR entre os acessos investigados. Dos amplicons 
monomórficos, dez foram purificados, sequenciados e alinhados para a 
identificação dos SNPs candidatos a geração dos mapas de restrição e 
conversão em marcas moleculares. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Arachis pertence à família Fabaceae, subfamília 

Papilionoideae, tribo Aeschynomeneae e subtribo Stylosanthinae, sendo 

originário da América do Sul, principalmente no Brasil (Estado do Mato Grosso 

do Sul) e no Paraguai (GREGORY et al., 1980). Este gênero está organizado 

em nove seções taxonômicas (Arachis, Caulorrhizae, Extranervosae, 

Erectoides, Heteranthae, Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides e 

Triseminatae). De acordo com Valls e Simpson (2005), mais de 60 espécies 

ocorrem no Brasil, destas 48 endêmicas do território brasileiro. O amendoim 

comercial (Arachis hypogaea L.) é amplamente cultivado nas regiões tropicais 

e subtropicais principalmente nos países com clima semi-árido (SINGH e 

SINGH, 1992). Apresentando grande influência na alimentação humana por 

suas sementes serem reconhecidas como fontes de proteína e óleo de origem 

vegetal, o amendoim é classificado a sexta oleaginosa mais cultivada no 

mundo, superada apenas pela soja, dendê, algodão, coco e colza (FAO, 2008). 

As espécies das demais seções do gênero Arachis, entre elas as da seção 

Heteranthae, são de grande importância na alimentação animal, como plantas 

forrageiras servindo de fonte de proteínas ou ainda sendo utilizadas como 

plantas ornamentais.  

Dados citogenéticos associados com análises morfológicas têm 

auxiliado na caracterização de espécies do gênero Arachis. Esses estudos têm 

proporcionado melhor entendimento quanto à potencialidade dos recursos 

genéticos principalmente em relação às espécies silvestres. Além disso, essas 

espécies vêm sendo introduzidas nos programas de melhoramento por serem 

importantes fontes de genes úteis (SIMPSON, 2001), característica essa que 

parece estar presente nas espécies da seção Heteranthae.  

Husted (1933, 1936) foi o primeiro a estudar o número e a morfologia 

dos cromossomos das espécies do gênero. A maioria dos representantes deste 

gênero são diplóides apresentando número cromossômico 2n=2x=20, com 

exceção das espécies A. decora, A. palustris, A. porphyricalyx e A. praecox que 

possuem 2n=2x=18 (PEÑALOZA e VALLS, 1997; LAVIA, 1998; PEÑALOZA et 

al., 2001). Apenas as espécies A. glabrata, A. hypogaea, A. monticola, A. nitida 

e A. pseudovillosa são tetraplóides com 2n=4x=40 (KRAPOVICKAS e RIGONI, 
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1957; GREGORY et al., 1973; FERNADEZ e KRAPOVICKAS, 1994; 

PEÑALOZA et al., 2001). O estudo cariotípico detalhado, muitas vezes, 

proporciona marcadores citológicos que quando relacionados a determinados 

aspectos agronômicos poderão ser úteis na caracterização de espécies e 

variedades agronômicas, bem como na condução de experimentos visando a 

geração de progênies férteis. 

Os programas de melhoramento genético de Arachis têm por objetivo 

principal a introdução de novas variedades e aumento da variabilidade genética 

via cruzamentos, para obtenção de caracteres agronômicos importantes 

(SANTOS et al., 2005). Nesse contexto, além da análise cariotípica, os 

marcadores moleculares também podem ser utilizados para a caracterização e 

análise da diversidade genética. Marcadores moleculares são abundantes nos 

genomas das plantas comportando-se como ferramentas rápidas e eficazes 

para o estudo dos diferentes genomas, uma vez que detectam polimorfismos 

diretamente ao nível do DNA, não sofrendo influência ambiental e nem 

dependendo do estágio de desenvolvimento da planta (FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998).  

Dentre as diversas classes de marcadores destaca-se o SNP (Single 

Nucleotide Polymorphisms) ou polimorfismo de base única o qual representa 

uma fonte abundante de variação genética mesmo entre alelos de um mesmo 

gene. Esse marcador baseia-se na análise de seqüências de DNA e na 

detecção de substituições de base, bem como de pequenos eventos de 

inserções ou deleções (Indels) surgidos ao longo de uma cadeia de DNA 

durante a replicação. Dentro da sequência de DNA codificada, um SNP pode 

modificar a codificação protéica como conseqüência da alteração da seqüência 

dos aminoácidos (SHEN et al., 2005). Devido à alta frequência de ocorrência 

nos genomas, os SNPs são uma rica fonte de variabilidade que podem ser 

utilizados para construção de mapas genéticos (ALVES, 2008). O presente 

trabalho realizou a caracterização citogenética de quatro espécies da seção 

Heteranthae, pelo uso da técnica convencional e de fluorescência e, molecular 

da espécie Arachis hypogaea (acessos „BR1‟ e „LVIPE-06‟), pelo uso da técnica 

de SNPs, todas as espécies pertencentes à seção Arachis. Com esta ação, 

pretendeu-se ampliar a base de conhecimento genético sobre o gênero através 

dos dados citogenéticos e moleculares, como a apresentação de um painel de 

14 



 

 

 

digestão para geração de polimorfismo, bem como contribuir para a 

conservação dos recursos genéticos, principalmente de espécies nativas, e 

para interação com melhoristas, gerentes de bancos genéticos, fomentando um 

projeto interdisciplinar. Adicionalmente, realizaram-se experimentos com 

hibridização in situ apenas nas espécies de Heteranthae. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
2.1. Características Taxonômicas e Reprodutivas 
 

Segundo Cronquist (1988), o gênero Arachis pertence à ordem Fabales, 

família Fabaceae, subfamília Papilionoideaea, tribo Aeschynomeneae e 

subtribo Stylosanthinae. 

O gênero Arachis está dividido em nove seções taxonômicas Arachis, 

Caulorrhizae, Extranervosae, Erectoides, Heteranthae, Procumbentes, 

Rhizomatosae Trierectoides e Triseminatae organizadas de acordo, 

principalmente, com aspectos morfológicos, reprodutivos, filogenéticos e com o 

número e a morfologia cromossômica de suas espécies (FERNÁNDEZ e 

KRAPOVICKAS, 1994; VALLS e SIMPSON, 1997).  

O gênero Arachis possui cerca de 80 espécies sendo Arachis hypogaea 

L. uma espécie cultivada, pertencente à seção Arachis que compreende duas 

subespécies: hypogaea e fastigiata. Por sua vez, a subespécie hypogaea 

possui duas variedades botânicas hypogaea e hirsuta, enquanto as variedades 

fastigiata, peruviana, aequatoriana e vulgaris pertencem à subespécie fastigiata 

(KRAPOVICKAS e GREGORY, 1994).  

As espécies do gênero compreendem espécies anuais ou perenes de 

hábito de crescimento rasteiro, ereto, arbustivo, ou ainda rizomatoso ou 

estolonífero. O sistema radicular é pivotante, com ramificações. As folhas são 

quadrifolioladas ou raramente trifolioladas, com estípulas parcialmente 

soldadas ao pecíolo. As flores são sésseis, com corola amarela ou alaranjada e 

os frutos são subterrâneos, contêm de um a cinco sementes, podendo 

apresentar-se separado por um istmo. As sementes são lisas, com tegumento 

rosado pálido (espécies silvestres) ou podem variar do vermelho ao preto 

principalmente nas espécies cultivadas (JOLY, 1979; KRAPOVICKAS e 

GREGORY, 1994). 

A morfologia da flor é típica das leguminosas, apresentando um cálice 

longo e tubo delgado, com corola na base e a inflorescência é resultado das 

mudanças nos ramos vegetativos podendo ser simples ou compostas com 

duas a cinco flores, sésseis, axilares, com flores amarelas. Cada flor possui 10 

estames, nove desses estão unidos por um filamento, formando um tubo 

estaminado. O pistilo da flor é constituído pelo ovário, estilete e estigma. O 
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ovário está situado na base do tubo do cálice e geralmente, contem de um a 

quatro óvulos. Suas flores são hermafroditas, apresentam uma corola 

papilionada, com um estandarte (pétala grande), duas pétalas menores, 

conhecidas como asas, e envoltas por uma quilha (pétala modificada), 

envolvendo a porção apical do estilete, o estigma e os estames (SANTOS e 

GODOY, 1999). Isto permite que a planta seja autógama (autopolinização), 

podendo ter cruzamentos naturais (alogamia), porém em pequena escala. Os 

insetos são os principais agentes polinizadores, quando ocorrem esses tipos de 

cruzamentos (OLIVEIRA e VALLS, 2003; SANTOS et al., 2005). 

Espécies de Arachis têm como característica a presença de ginóforo 

(peg) dotado de geotropismo positivo o que leva a formação dos frutos sob o 

solo. O tamanho do “peg” está sob efeito genético e ambiental (SANTOS e 

GODOY, 1999; SANTOS et al., 2005). 

 

2.2. Distribuição Geográfica 

 

 O gênero Arachis L. é originário da América do Sul, principalmente do 

Brasil (Estado do Mato Grosso do Sul) e do Paraguai (GREGORY et al., 1980). 

As espécies ocorrem naturalmente no Brasil, Paraguai, Bolívia, Argentina e 

Uruguai (VALLS e SIMPSON, 1994). De acordo com Valls e Simpson (2005), 

mais de 60 espécies ocorrem no Brasil, destas, 48 são exclusivas do território 

brasileiro. Acredita-se que a Serra do Amambaí, limite do Mato Grosso do Sul 

com o Paraguai constitui-se no centro de origem do gênero Arachis, visto que 

nessa região encontra-se A. guaranitica, provavelmente a espécie mais 

primitiva do gênero. Diversas coleções de germoplasma de amendoins 

silvestres e cultivados foram analisadas, confirmando definitivamente a 

América do Sul como seu centro de origem (WYNNE e HAIWARD, 1989; 

HAMMONS, 1994; VALLS e SIMPSON, 2005). 

 

2.3. Importância Econômica 

 

O amendoim comercial (Arachis hypogaea L.) é amplamente cultivado 

nas regiões tropicais e subtropicais principalmente nos países com clima semi-

árido (SINGH e SINGH, 1992). Constitui-se na sexta oleaginosa mais cultivada 
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no mundo, sendo superada apenas pela soja, dendê, algodão, coco e colza 

(FAO 2008). O amendoim possui em torno de 45-50% de óleos essenciais 

contendo ácidos graxos insaturados (ácidos oléicos e linoléicos). Os grãos 

também são ricos em proteínas de ótima qualidade, em torno de 20-25%, 

vitaminas do complexo B, além de carboidratos, fibras, vitamina E, ácido fólico 

e minerais como cálcio, fósforo, magnésio, zinco, ferro e potássio (GODOY et 

al., 1999; CONAB, 2008). 

O impacto econômico da cultura do amendoim deve-se, principalmente, 

à grande diversidade de formas de consumo indireto como óleo comestível, 

doces, pastas ou para consumo in natura na forma de sementes cruas ou 

cozidas, podendo também gerar subprodutos industriais, como torta ou farelo 

utilizado na alimentação animal (FÁVERO, 2004).  

As espécies das demais seções do gênero Arachis, entre elas as da 

seção Heteranthae, são de grande importância na alimentação animal, como 

plantas forrageiras servindo de fonte de proteínas ou ainda sendo utilizadas 

como plantas ornamentais. Da seção Caulorrhizae, destaca-se a espécie A. 

pintoi, utilizada na cobertura de solos na construção de jardins, para o controle 

da erosão, recuperação de solos degradados e controle de ervas daninhas 

(OTERO, 1941; KERRIDGE E HANDY, 1994). 

  

2.4. Seção Heteranthae Krapov. e W.C. Gregory  

 

A seção Heteranthea é composta por seis espécies (Arachis dardani, A. 

giacomettii, A. interrupta, A. pusilla, A. seridoensis e A. sylvestris), todas 

contêm o número cromossômico 2n=20. As plantas são herbáceas, endêmicas 

do Brasil, ocorrendo na região Nordeste e nos Estados de Goiás e Minas 

Gerais (KRAPOVICKAS e GREGORY, 1994; VALLS, 1996), [Fig.1]. São anuais 

e de ciclo reprodutivo curto. Apresentam raízes axonomorfas com ramificações 

delgadas, eixo central ereto, folhas quadrifolioladas, flores dimórficas e 

pequenas distribuídas em todo o ramo lateral, com corola amarela ou 

alaranjada. Os frutos são subterrâneos, segmentados por istmos e pouco 

profundos (uniseminados) (KRAPOVICKAS e GREGORY, 1994). A maioria das 

espécies possui potencial para uso forrageiro (PEÑALOZA, 2004).  
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Fig. 1. Distribuição geográfica da seção Heteranthae adaptado de Krapovickas e Gregory 

(1994). 

 

2.5. Melhoramento Genético 

 

 A caracterização genética de diferentes acessos em coleções de 

germoplasmas constitui-se em importante fonte de dados para melhoristas e 

conservacionistas, uma vez que permite um melhor gerenciamento do “pool” 

gênico, bem como uma seleção mais eficiente dos recursos genéticos, 

facilitando a detecção da real variabilidade genética para fins de melhoramento 

convencional ou com fins biotecnológicos, bem como de conservação (BENKO-

ISEPPON, 2001). 

O programa de melhoramento genético de Arachis visa à introdução de 

novas variedades ou a criação de variabilidade via cruzamento e seleção a 

partir de caracteres agronômicos importantes, que levem ao melhor 

desempenho da planta tanto no aspecto produtivo como nutricional. Entre os 

caracteres principais, destacam-se produtividade, precocidade, hábito de 

crescimento e resistência ou tolerância a fatores bióticos e abióticos (SANTOS 

et al., 2005). As espécies silvestres e as variedades botânicas do gênero 

Arachis vêm sendo introduzidas em programas de melhoramento do 

amendoim, por representarem importante fonte de genes úteis para processos 
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de introgressão, ampliando a base genética do amendoim cultivado 

(SIMPSON, 2001). 

 A diversidade genética intra-específica é essencial nos programas de 

melhoramento, sendo útil na caracterização individual dos acessos e cultivares, 

além de servir de guia na escolha de programas de cruzamento (LOARCE et 

al., 1996). Espécies silvestres ou nativas podem possuir características 

importantes a serem incorporadas em espécies cultivadas. Na prática, o 

melhoramento das espécies de Arachis, por exemplo, ainda é limitado devido, 

principalmente, a diferenças no nível de ploidia entre espécies nativas e 

cultivadas (FERNANDÉZ e KRAPOVICKAS, 1994; LAVIA, 1998). 

 

2.6. Estudos Citogenéticos em Arachis 

 

 A utilização de técnicas citogenéticas, convencional e de bandeamento 

cromossômico, em espécies vegetais tem fornecido informações importantes 

ao melhoramento genético de alguns grupos de plantas através da localização 

física de marcadores cromossômicos (RAINA e MUKAI, 1999, a, b). 

O número e a morfologia dos cromossomos em espécies do gênero 

Arachis foram inicialmente estudados por Husted (1933, 1936), o qual 

determinou o número 2n=2x=20 para espécies diplóides de Arachis e para o 

amendoim cultivado, Arachis hypogaea, 2n=4x=40, considerado um tetraplóide 

de origem natural. Este mesmo autor observou que o complemento 

cromossômico apresentou forte simetria, com exceção de dois pares que 

puderam ser diferenciados. O primeiro par por apresentar uma constrição 

secundária, simbolizado pela sigla “SAT” (satelitado). O outro par apresentou-

se acentuadamente menos corado em pró-metáfase, além de possuir um 

tamanho bem menor que os demais, sendo descrito como “par A”. Nos 

cromossomos satelitados, um dos braços está dividido formando um pequeno 

segmento proximal e outro distal (satélite) em relação ao centrômero (Fig. 2). 

Segundo Fernandéz e Krapovickas (1994), existem parâmetros fundamentais 

para a caracterização citogenética das diferentes espécies do gênero Arachis, 

como a presença ou ausência dos cromossomos do tipo “A”, os diferentes tipos 

de satélites (Tab.1), além da seção a qual a espécie está inserida. 
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Até a década de 90, era considerado que todas as espécies analisadas 

possuiam 2n=2x=20 ou 2n=4x=40 cromossomos. Diplóides representam a 

maioria das espécies do gênero, contudo oito espécies, entre elas, Arachis 

palustris (secção Arachis), apresentam 2n=2x=18 e apenas A. hypogaea e A. 

monticola (seção Arachis), assim como A. glabrata e A. pseudovillosa (seção 

Rhizomatosae) são tetraplóides (2n=4x=40) (LAVIA, 1998; PEÑALOZA e 

VALLS, 2005). Todas as espécies do gênero estudadas até hoje apresentam 

um par de cromossomos “SAT”, exceto a espécie A. valida (seção Arachis) que 

apresenta dois pares satelitados (FERNANDÉZ e KRAPOVICKAS, 1994). 

 Três genomas diferentes foram então, descritos para o gênero devido a 

esses estudos citogenéticos. O genoma “A”, apresenta um par cromossômico 

com coloração diferenciada e de tamanho reduzido em relação aos demais. 

Este genoma é representado pela maioria das espécies diplóides. Na ausência 

desse par cromossômico, as espécies são consideradas genoma “B”, sendo 

representadas por poucas espécies anuais, como por exemplo, A. ipaënsis e A. 

magna. O genoma “D” é representado pela espécie A. glandulifera, com seis 

pares de cromossomos do tipo acrocêntrico, ou seja, com os braços bastante 

contrastantes em relação ao tamanho. (MILLA et al., 2005; SEIJO et al., 2004). 

Assim, A. hypogaea é considerado um alotetraplóide com 2n=4x=40 e genoma 

AABB. De acordo com estudos citogenéticos e taxonômicos o amendoim 

cultivado é, provavelmente, produto de um processo de domesticação a partir 

da espécie silvestre, A. monticola (2n=4x=40) que possui o genoma “AABB”, e 

que, por sua vez, surgiu a partir do cruzamento entre duas espécies diplóides 

silvestres com 2n=2x=20 da seção Arachis, uma com genoma “AA” e outra com 

genoma “BB” (KRAPOVICKAS e GREGORY, 1994; SINGH, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Morfologia do cromossomo satelitado (SAT) de espécies do gênero Arachis, 

evidenciando o braço menor (1) e braço maior (2), segundo Fernandéz e Krapovickas (1994). 

22 



 

 

 

Tipo de 
Satélite 

Cromossomo Descrição dos tipos de satélites Seções 

 
1 

 
 

Menor que o braço 1 e maior que 
o segmento proximal 

 
Extranervosae 

 
2 

 Menor que o braço 1 e muito 
maior que o segmento proximal 

(0,2 μm) 
 
 

Caulorrhizae; 
Heteranthae (A. pusilla e 

dardani); 
Erectoides; 

Extranervosae; 
Trierectoides. 

 
3 

 Aproximadamente igual ao 
tamanho do braço 1 e o 

segmento proximal mede 0,2 μm 
 

Erectoides; Extranervosa; 
Arachis; Caulorrhizae; 

Rhizomatosae. 

 
3 

 Satélite menor que o braço 1 
 
 

Erectoides; Extranervosa; 
Arachis; Caulorrhizae; 

Rhizomatosae. 

 
4 

 Semelhante ao tipo três, contudo 
o braço 1 apresenta 

heteropicnose negativa em 
prometáfase e metáfase 

 
Erectoides 

 
5 

 

Aproximadamente do tamanho 
do braço 1 mais o segmento 

proximal, sendo que este último é 
menor. 

 

 
Arachis 

 
6 

  
Maior que o braço 1, sendo este 
maior que o segmento proximal 

 

 
Arachis 

 
7 

 Satélite duplo, sendo estes do 
tamanho do braço 1 mais o 

segmento proximal. 

 
Arachis 

 
8 

 
 
 

Possui metade do tamanho do 
braço 1. Segmento proximal 

menor que braço 1. 

 
Arachis 

 
9 

 
 
 

Satélite puntiforme,igual ou 
menor que o segmento proximal. 
Braço 1 maior que o segmento 

proximal. 

 
Arachis, Procumbentes 

 
10 

 
 
 

Satélite puntiforme, menor que o 
SAT tipo 9. Braço 1 tem tamanho 

semelhante ao segmento 
proximal. 

 
Heteranthae (A. 

giacomettii e A. sylvetris) 

Tabela 1. Descrição e distribuição dos tipos de satélites (SAT) ao longo das seções 
taxonômicas do gênero Arachis, adaptado de Fernadéz e Krapovickas (1994). 

 

 

2.6.1. Técnicas citogenéticas e sua utilização 

 

 Diferentes espécies importantes economicamente já tiveram seu 

cariótipo estudado citogeneticamente, incluindo seu número cromossômico, 

tamanho, morfologia, comportamento meiótico e conteúdo de DNA (Husted, 
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1936; STUESSY, 1990). O número cromossômico é o parâmetro citogenético 

mais utilizado do qual se dispõe de um maior número de informações 

(STESSY, 1990). A técnica mais simples e mais utilizada é a coloração 

convencional que utiliza o Giemsa, Feulgen, hematoxilina, carmim e a orceína 

acética. Estes corantes coram todo o complemento cromossômico servindo 

para comparar o número cromossômico dentro e entre espécies, reconhecer a 

morfologia cromossômica, determinar o nível de ploidia, etc. Melo (2009) 

detectou variação no tamanho, número cromossômico e no nível de ploidia em 

espécies do gênero Solanum pelo uso da coloração convencional. Igualmente, 

Melo (2002) observou variação no número cromossômico em espécies de 

Passiflora de 2n=12-72 confirmando a presença de poliplóides e do número 

básico x=6 para o gênero. 

Embora a técnica convencional seja importante ferramenta no estudo 

dos cariótipos, a introdução de técnicas de coloração diferencial ou de 

bandeamento tem permitido uma caracterização cariotípica mais detalhada, 

principalmente nos casos de espécies com cariótipos desfavoráveis. Alguns 

corantes possuem propriedades fluorescentes apresentando especificidade a 

determinadas seqüências de base nos ácidos nucléicos. Podem ser 

encontrados fluorocromos com afinidade pelas bases adenina e timina (AT), 

como é o caso do DAPI e Hoechst 33258. Já entre os que coram as regiões 

ricas em guanina e citosina (GC), destacam-se o CMA3 e a mitramicina. O 

DAPI e o CMA3 são os mais empregados no estudo de cromossomos de 

plantas (SUMNER, 2003; KIM et al., 2002). 

 Análises com os fluorocromos DAPI e CMA3 foram realizadas em 

espécies de Citrus por Carvalho et al. (2005). Essas espécies foram 

caracterizadas e diferenciadas através da quantidade de heterocromatina CG 

ou AT positiva e a heterozigosidade cromossômica observada pelo padrão de 

bandas. Tais informações forneceram uma melhor caracterização 

cromossômica, ampliando a base de conhecimento genético a ser empregados 

em estudos citotaxonômicos e de melhoramento genético de Citrus. No gênero 

Solanum a distribuição da heterocromatina constitutiva foi analisada com esses 

fluorocromos base-específicos em nove espécies, além de oito cultivares de 

Solanum lycopersicon. A maior fração de heterocromatina estava associada à 

região organizadora de nucléolos (RON), ocorrendo pequenas variações no 
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número e na localização destas bandas (BRASILEIRO-VIDAL, et al., 2009).  

Outra técnica citogenética que utiliza corantes fluorescentes é a hibridização in 

situ (FISH – Fluorescent in situ hybridization). Esta técnica possibilita detectar 

seqüências especificas de ácidos nucléicos DNA ou RNA diretamente sobre 

os cromossomos, organelas ou em tecidos provenientes de cortes 

anatômicos (LEITCH et al. 1994). Devido a sua alta sensibilidade e 

especificidade, o uso de FISH tem sido útil para uma visualização precisa dos 

sítios de DNA ribossomais, seqüências de telômeros, centrômeros, detecção 

de translocações, trissomias, fusões cromossômicas, etc. 

O nível de ploidia das espécies do gênero Passiflora, bem como as 

relações filogenéticas foram estudados mediante a utilização de sondas de 

DNAr 45S e 5S. O número e a localização dos sítios de DNAr 45S foram 

representativos para inferir que o número diplóide 2n=12 representa o provável 

genoma ancestral do gênero e que as demais espécies apresentam números 

diplóides (MELO e GUERRA, 2003). A análise citogenética realizada em 

diversas espécies de Citrus demonstrou que a maioria das espécies estudadas 

são híbridos interespecíficos com pelo menos um par cromossômico 

heteromórfico em seus cariótipos. Por outro lado, a espécie C. medica, foi 

considerada uma das prováveis espécies ancestrais do gênero por apresentar 

homomorfismo cromossômico em todo seu cariótipo (CARVALHO et al., 2005). 

Os dados obtidos pelos autores auxiliaram também na discussão sobre 

questões filogenéticas do grupo. A caracterização cariotípica em duas espécies 

do gênero Cestrus (Solanaceae) revelou divergências quanto ao número e 

posição dos sítios de DNAr entre as espécies Cestrum amictum e Cestrum 

intermedium (FREGONEZI et al. 2006). 

 

2.7. Marcadores Moleculares  

 

 Os marcadores moleculares são bastante utilizados em estudos 

genéticos, uma vez que não sofrem influências ambientais, independem do 

estado de desenvolvimento do organismo e do tecido analisado, revelando 

diretamente os polimorfismos de sequências de DNA (OLIVEIRA et al., 2007).  

 Diferentes tipos de marcadores são utilizados em programas de 

melhoramento de plantas, diferenciando-se entre si quanto ao custo de 
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aplicação, facilidade de uso e consistência dos resultados (BORÉM e 

CAIXETA, 2006). Dentre os marcadores moleculares amplamente utilizados em 

estudos genéticos de plantas, pode-se destacar o RAPD (Random Amplified 

Polymorphism DNA), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), AFLP 

(Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat), 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SCARs (Sequence Characterized 

Amplified Regions), e SNPs (Single Nucleotides Polymorphisms), isoenzimas 

entre outros (WILLIAMS et al., 1990; CAETANO-ANOLLÉS et al., 1991; 

MICHELMORE, 1993; PARAN; ZABEAU, 1993; KANAZIN et al., 1996; 

HOWARD et al., 1999; ZÁRATER et al., 2005).  

 O marcador RAPD conhecido como randômico ou arbitrário é um 

marcador baseado em reação de PCR não necessitando o conhecimento 

prévio do genoma. Este marcador possui característica de marcador dominante 

e baixo custo (FERREIRA e GRATTAPLAGIA, 1998).  

Através da técnica de RFLP podem-se detectar as variações em nível de 

nucleotídeos devido à mutação, deleção, inversão e inserção, podendo-se 

detectar polimorfismos se ocorrem em um sítio de corte específico das enzimas 

de restrição (LANDER et al., 1987). Tem como vantagem uma ampla 

distribuição no genoma, possibilitando uma ampla cobertura, com isso 

proporciona a construção de densos mapas genéticos de ligação, além de ser 

co-dominante (NODARI et al., 1993).  

O marcador AFLP tem como característica a capacidade de revelar 

simultaneamente muitas regiões diferentes distribuídas aleatoriamente ao 

longo do genoma (MUELLER e WOLFENBARGER, 1999). A análise do AFLP 

é baseada na amplificação seletiva via PCR de um subconjunto de fragmentos 

genômicos, produtos de digestão enzimática com enzima de corte raro e de 

corte freqüente. Com isso, tem-se uma grande vantagem de gerar um alto 

número de fragmentos simultâneos, aumentando a detecção da variabilidade 

genética, auxiliando no estudo de diversidade genética (LOH et al., 2000). 

 Os ISSR têm como base os marcadores microssatélites ou SSR que são 

pequenas sequências de DNA de um a seis nucleotídeos repetidas em tandem 

e baseiam-se em reações de PCR, onde amplificam as regiões entre os 

microssatélites (GUPTA e VARSHNEY, 2000). Essas sequências são muito 

variáveis e de grande quantidade no genoma. Os microssatélites são co-
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dominantes e revelam, com elevada segurança, o nível de polimorfismo. 

Contudo, tem que haver um conhecimento prévio do genoma (LIU e WENDEL, 

2001). Em contrapartida, os marcadores ISSR são dominantes, não é 

necessário o conhecimento prévio do genoma, é menos especifico quando 

comparado ao microssatélite e são reproduzíveis com a vantagem de gerar 

grandes quantidades de bandas, sendo abundantes ao longo do genoma 

(GUPTA et al., 1994). 

O marcador SNP é baseado no polimorfismo de base única e tem sido 

considerado um marcador de grande potencial (HAYASHI, 2004). Esse 

marcador é baseado na detecção de erros de pareamentos entre bases ou em 

deleções ou inserções ao longo do DNA durante o processo de replicação. 

GUPTA et al. (2001) relataram a frequência de cerca de 1 SNP a cada 100-300 

pb no genoma de plantas. Os SNPs são o tipo mais frequente na variação no 

genoma de muitos organismos (BROOKES, 1999). Na maioria, o polimorfismo 

de base única é mais frequente nas regiões não codificantes do genoma. 

Dentro da sequência de DNA codificada, um SNP pode modificar a codificação 

protéica devido à alteração na sequência dos aminoácidos (SHEN et al., 2005). 

Entretanto, para uma variação ser considerada um SNP, ela precisa ocorrer em 

no mínimo, 1% dos indivíduos da população. Existem dois tipos de substituição 

de base resultando em SNPs: a transição, que é o tipo mais comum e ocorre 

quando a substituição se dá entre purinas (A, G) ou entre pirimidinas (C, T), a 

transversão, que ocorre entre purinas e pirimidinas (A, C ou G, T). A transição 

constitui dois terços de todos os SNPs e dois de cada três SNPs envolve a 

substituição de citosina (C) por timina (T) (SMITH, 2002).  

O SNP apresenta vantagens sobre outros tipos de marcadores devido a 

abundância de polimorfismos entre alelos de um determinado gene. Devido à 

alta frequência de ocorrência nos genomas, os SNPs são uma rica fonte de 

variabilidade que podem ser utilizados para construção de mapas genéticos 

(ALVES, 2008). Em plantas de milho, Bhattramakki et al. (2000) revelaram a 

ocorrência de um polimorfismo a cada 70 pares de bases em média, com 60% 

do tipo transição e 40% do tipo transversão. Uma Indels a cada 160pb também 

foram observados. Em humanos, por exemplo, a ocorrência média é de um a 

cada 1000 nucleotídeos (PENNISI, 1998; COLLINS et al., 1999). Melloto e 

Kelly (2001) estudaram o polimorfismo nas sequências de DNA de população 
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segregantes de feijão para diferenciar alelos de um gene de resistência a 

antracnose conferida pelo gene COK-4. Os SNPs encontrados foram bastante 

eficientes e co-segregaram com o fenótipo resistente e mostraram-se ligados a 

três alelos diferentes no loco. 
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Resumo 

 

Técnicas citogenéticas como coloração convencional, bandeamento cromossômico com 

fluorocromos e FISH foram empregadas para analisar quatro espécies da seção 

Heteranthae: Arachis pusilla, A. giacomettii, A. dardani e A. sylvestris. Todos os 

acessos apresentaram número cromossômico diplóide 2n=20 com morfologia 

metacêntrica para a maioria dos cromossomos, e submetacêntrico para alguns. As 

espécies A. pusilla e A. dardani apresentaram fórmula cariotípica 18m+2sm e satélite 

tipo 2, enquanto que A. giacomettii e A. sylvestris possuem 16m+4sm e satélite tipo 10. 

A coloração com fluorocromos CMA e DAPI revelou em A. pusilla a maior quantidade 

de heterocromatina rica em guanina e citosina já registrada na literatura para essa 

espécie, localizada na posição pericentromérica. Blocos DAPI
+ 

foram observados na 

região proximal principalmente, após a técnica de FISH. Arachis dardani apresentou 

dois grandes blocos subterminais CMA
+
. A. giacomettii e A. sylvestris apresentaram 

apenas dois blocos CMA
+
, na região terminal do único par cromossômico satelitado. A 

técnica de hibridização in situ foi utilizada em Arachis pusilla e A. giacomettii. Em A. 

pusilla foi evidenciado quatro sítios de DNAr 45S na região proximal de dois pares 

cromossômicos e dois sítios de DNAr 5S intercalar e adjacentes a um dos pares portador 

do DNA ribossomal. A. giacomettii, no entanto, apresentou apenas dois sítios de DNAr 

45S na região terminal de um par cromossômico coincidindo com o único par de blocos 

CMA
+
. 

 

 

Palavras-chaves: Arachis, Heteranthae, CMA/DAPI, FISH. 
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Introdução 

 

O gênero Arachis L. é originário da América do Sul, suas espécies distribuem-se 

desde o Leste dos Andes, Sul da Amazônia, Norte da Planície Platina até o Noroeste da 

Argentina. Possui 80 espécies, das quais, 64 ocorrem no Brasil, sendo 47 restritas ao 

território brasileiro (Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005). O genêro 

Arachis está organizado em nove seções taxonômicas (Arachis, Caulorrhizae, 

Extranervosae, Erectoides, Heteranthae, Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides e 

Triseminatae). Arachis hypogaea L., seção Arachis, o amendoim cultivado, é uma 

espécie tetraplóide com 2n=4x=40 e a que melhor representa o gênero em importância 

econômica sendo a sexta oleaginosa mais cultivada no mundo (FAO, 2008). Suas 

sementes podem ser consumidas cruas, cozidas ou na forma de doces ou pastas (Santos 

et al., 1997; Fávero, 2004). As espécies da seção Heteranthae são endêmicas do Brasil, 

ocorrem principalmente na região Nordeste e nos Estados de Goiás e Minas Gerais, são 

anuais, de ciclo reprodutivo curto e com potencial, principalmente para uso forrageiro. 

A seção é composta por seis espécies (Arachis dardani, A. giacomettii, A. interrupta, A. 

pusilla, A. seridoensis e A. sylvestris), todas diplóides com um único número 

cromossômico 2n=20 (Fernandéz e Krapovickas, 1994; Lavia, 1996; Peñaloza e Valls, 

2005). 

O número e a morfologia dos cromossomos em espécies do gênero Arachis 

foram inicialmente estudadas por Husted (1933; 1936). A maioria dos representantes 

desse gênero apresenta número cromossômico 2n=2x=20 (diplóide), com exceção de A. 

decora, A. palustris, A. porphyricalyx e A. praecox que possuem 2n=2x=18 (Peñaloza e 

Valls, 1997; Lavia, 1998; Peñaloza et al., 2001). Apenas as espécies A. glabrata, A. 

hypogaea, A. monticola, A. nitida e A. pseudovillosa são tetraplóide, com 2n=4x=40 

(Krapovickas e Rigoni, 1951; Gregory et al., 1973; Fernadéz e Krapovickas, 1994; 

Penãloza et al., 2001).  

Dados citogenéticos associados com análises morfológicas têm auxiliado na 

caracterização de espécies do gênero Arachis. Esses estudos têm proporcionado melhor 

entendimento quanto à potencialidade dos recursos genéticos principalmente em relação 

às espécies silvestres. Além disso, as espécies silvestres vêm sendo introduzidas nos 

programas de melhoramento por serem importantes fontes de genes úteis (Simpson et 

al., 2001), característica essa que parece estar presente nas espécies da seção 

Heteranthae. O melhoramento genético é o principal processo que transforma um 
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componente da biodiversidade em um novo recurso genético e finalmente em um 

produto com valor econômico no mercado, gerando renda às populações locais.  

O presente trabalho objetivou analisar cariotipicamente quatro espécies de 

Arachis pertencentes à seção Heteranthae através da técnica convencional com Giemsa, 

coloração com fluorocromos cromomicina A3 (CMA), 4,6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI) e hibridização in situ (FISH), visando fornecer informações que possam 

beneficiar e potencializar a utilização dessas espécies em programas de melhoramento 

genético que utilizam hibridações tradicionais. 

 

 

Materiais e Métodos 

 

Material vegetal 

Foram estudados as espécies da seção Heteranthae, A. pusilla (V13109) e A. 

giacomettii (V15155), A. dardani (V15127; V15132) e A. sylvestris (V15161) todas 

obtidas do Banco de Germoplasma de Arachis da Embrapa, Recursos Genéticos e 

Biotecnologia/CENARGEN - Brasília, DF (Tabela 1). 

 

 

Germinação e pré-tratamento 

As sementes foram postas para germinar em papel de filtro e após o surgimento 

da primeira radícula, cortou-se o ápice radicular para estimular o crescimento de raízes 

secundárias. As pontas de raízes foram coletadas e pré-tratadas com 2 mM de 8-

hidroxiquinoleína (8HQ) durante 24 h a 8 ºC, fixadas em etanol-ácido acético (3:1, v/v) 

por 24 h e estocadas em freezer a –20 ºC.  

 

Análise convencional 

Para análise convencional, seguiu-se a metodologia descrita por Guerra (1983) 

com algumas modificações. As raízes foram hidrolisadas em HCl 5N, e maceradas em 

lâmina de vidro contendo uma gota de ácido acético 45%, o conjunto lâmina-lamínula 

foi colocado em nitrogênio líquido para fixação das células e remoção posterior da 

lamínula. As células foram coradas com Giemsa 2% e montadas com Entellan. As 

células foram documentadas utilizando-se filme Fuji superia Asa 100 em microscópio 

binocular Bioval com sistema MPS 60 adaptado. 
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Medição cromossômica 

Os cromossomos foram classificados baseados na nomenclatura proposta por 

Guerra (1986) e Morawetz e Samuel (1988). Os tipos de satélites descritos seguiram a 

classificação de Fernandez e Krapovickas (1994). As medições cromossômicas foram 

feitas utilizando o programa computacional Image Tool Versão 3.0. 

 

Coloração com fluorocromos 

 Para a coloração com fluorocromos as raízes foram digeridas em solução 

enzimática (2% celulase-20% pectinase) a 37 ºC por 1 h em seguida, as lâminas foram 

preparadas e envelhecidas por três dias, posteriormente foram coradas com 

cromomicina A3 (CMA) a 0,5 mg/ml por 30 min e com 4,6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI) a 2 g/ml por 1 h, sendo montadas em glicerol/McIlvaine (1:1, v/v) (Schweizer 

e Ambros, 1994). As melhores células foram fotografadas em microscópio Leica 

DMLB, usando o sistema de fotomicroscopia Leica wild MPS 48, utilizando luz UV, e 

filtros específicos com comprimento de onda de 360-390 nm para DAPI e de 430-470 

nm para CMA. 

 

Hibridização in situ 

 A técnica de hibridização in situ envolveu a preparação de sonda específica de 

DNA ribossomal 45S. A sonda foi obtida de Arabidops thaliana e marcada com 

digoxigenina 11-dUTP. As lâminas contendo as preparações citológicas foram tratadas 

com fixador Carnoy e submetidas a uma série alcoólica. Em seguida foram desnaturadas 

a 75 °C em solução salina de 2xSSC por 7 min. A desnaturação da sonda ocorreu 

também a 75 °C durante 10 min. Depois de hibridizadas com a sonda marcada, as 

lâminas foram transferidas para uma câmara úmida pré-aquecida a 37 °C overnight. A 

detecção da sonda foi feita com dois conjuntos de anticorpos FITC (sheep anti-

digoxigenin e rabbit anti-sheep, respectivamente) e as lâminas foram montadas com 

DAPI (2 μg/mL) / Vectashield (Moraes et al., 2007). Utilizou-se um fotomicroscópio 

Leica DMRB, equipado com luz ultravioleta e câmera de vídeo DC 300F da Leica para 

captura das imagens as quais foram processadas no programa Image Manager 5.0. 
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Resultados e Discussão 

 

Todos os acessos analisados foram diplóides com 2n=2x=20, cariótipo 

moderadamente assimétrico e núcleo interfásico arreticulado (Fig.1). A maioria das 

espécies pertencentes ao gênero Arachis são diplóides com 2n=2x=20 ou com 

2n=2x=18 e somente quatro são tetraplóides (2n=4x=40), duas pertencente à seção 

Arachis e duas à seção Rhizomatosae (Fernandéz e Krapovickas, 1994; Peñaloza e 

Valls, 2005). Entre as espécies foram observadas diferenças principalmente em relação 

ao tipo de satélite e ao número e tamanho dos blocos heterocromáticos. Arachis pusilla 

e A. dardani apresentaram fórmula cariotípica com 18 cromossomos metacêntricos e 

dois submetacêntricos (18m+2sm) com comprimento médio do complemento 

cromossômico igual a 1,58 μm e satélite do tipo 2. Arachis giacomettii e A. sylvestris 

revelaram um cariótipo com 16 cromossomos metacêntricos e quatro submetacêntricos 

(16m+4sm) e comprimento médio do complemento cromossômico igual a 2,0 μm 

(Tabela 1).  

O padrão de condensação cromossômica, observado em prometáfases, foi do 

tipo proximal, ou seja, início da condensação nas regiões centroméricas e término nos 

telômeros. Quanto ao tamanho cromossômico, Lavia e Fernandez (2002), analisaram 

seis seções do gênero e observaram que Heteranthae apresentou um dos menores 

tamanhos de complemento cromossômico e conteúdo de DNA nuclear. Segundo 

Krapovickas e Gregory (1994), nas espécies mais primitivas são observados maiores 

conteúdos de DNA. Contudo, Stebbins (1956) relatou a não existência de correlação 

entre o conteúdo de DNA e evolução e sim correlação entre adaptação ecológica e 

conteúdo de DNA.  

Arachis giacomettii e A. sylvestris apresentaram satélites tipo 10, enquanto que 

os acessos de A. pusilla e A. dardani possuíram um par de cromossomos satelitado do 

tipo 2, de acordo com o proposto por Krapovickas e Gregory (1994). Todos acessos 

analisados apresentaram apenas um par de satélites no braço curto (Fig.1). Os satélites 

variaram em relação ao tamanho e consequentemente aos tipos. Fernandéz e 

Krapovickas (1994) classificaram os cromossomos satelitados em 10 diferentes tipos, 

levando em consideração o seu tamanho relativo e a posição em relação ao centrômero. 

Os satélites do tipo 1 a 8 são considerados “macrossatélites”, enquanto que os do tipo 9 

e 10 são considerados “microssatélites”. Satélites do tipo dois e três são considerados os 

mais primitivos, estando estes presentes na maioria das espécies do gênero. Rearranjos 
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cromossômicos como translocações ou inversões estariam relacionados à diversidade 

dos tipos de satélites, sugerindo um modo evolutivo para as espécies deste gênero 

(Fernandéz e Krapovickas, 1994).  

O padrão de distribuição da heterocromatina constitutiva em A. giacomettii e A. 

sylvestris revelou dois blocos CMA positivos (CMA
+
), localizados na região terminal de 

um par cromossômico (Fig. 2 a,d). Arachis dardani apresentou dois grandes blocos 

CMA
+
 na posição intercalar, do braço curto de um par cromossômico submetacêntrico 

(Fig.2 c). 

O caso mais surpreendente quanto à ocorrência de heterocromatina CMA
+
 

ocorreu em Arachis pusilla na qual, foi observada a presença de 18 blocos CMA
+
 

pericentroméricos em oito pares cromossômicos. Além da presença de um par 

cromossômico marcador e heteropicnótico e bandas terminais e subterminais (Fig.2 b). 

Toda espécie portadora deste par cromossômico heteropicnótico é considerada 

portadora do genoma “A”. O termo “genoma B” foi empregado para os indivíduos que 

não apresentavam o par de cromossomos “A” (Husted, 1933, 1936). Por outro lado, 

genoma “D” foi proposto para os representantes da espécie A. glandulifera que 

apresentou seis pares de cromossomos acrocêntricos (Stalker, 1991). Adicionalmente a 

estas observações, bandas DAPI
+
 proximais também foram visualizadas adjacentes aos 

blocos CMA
+
 em um menor número de pares cromossômicos na espécie A. pusilla. 

Contudo, esses blocos somente foram visualizados após as células terem passado pela 

FISH, cujo processo envolve temperaturas elevadas, desnaturação e remoção parcial da 

cromatina (Fig.2 e).  

A técnica de FISH revelou, em A. pusilla, quatro sítios de DNAr 45S na posição 

proximal de dois pares cromossômicos metacêntricos. Além disso, dois sinais DNAr 5S 

adjacentes a dois sítios 45S foram observados (Fig.2 f). Já a espécie A. giacomettii, 

apresentou dois sinais de hibridização de DNAr 45S na região terminal de um par 

cromossômico de tamanho médio (Fig.2 g). Estes sinais correspondem ao par 

cromossômico portador da constrição secundária distendida observada pela coloração 

com CMA. A porção cromossômica correspondente ao DNAr 5S não foi visualizada, 

talvez devido ao pequeno tamanho dos satélites ou a problemas durante a execução dos 

experimentos. Este resultado constitui o primeiro registro citogenético de FISH em 

representantes da seção Heteranthae. A hibridização in situ por sua vez, tem mostrado 

grande importância na citogenética molecular por permitir a detecção de seqüências 

específicas dentro das células por meio de sondas complementares, e dessa maneira, têm 
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apresentado vantagens em relação às técnicas de citogenética clássica. Análise de 

número e morfologia cromossômica, sítios de heterocromatina constitutiva, localização 

de genes de DNA ribossomais, incrementaram grandemente o entendimento da 

filogenia das plantas em todos os níveis taxonômicos (Guerra, 2004).  As análises 

cromossômicas foram úteis na diferenciação interespecífica das espécies de amendoim 

nativo.  
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Tabela 1. Dados dos acessos, com respectiva fórmula cariotípica (m-metacêntrico; sm-submetacêntrico), tipo de satélite (SAT), comprimento médio do complemento 

cromossômico (CMC), comprimento médio do maior par cromossômico (C1) e comprimento médio do menor par cromossômico (C2). 

Espécie Coletores Acesso BRA Município UF Latitude 

S 

Longitude 

W 

Cariótipo Sat CMC 

(µm) 

C1 

(µm) 

C2 

(µm) 

A. pusilla V,Fa,Pz,Sv V13109 030317 Januária MG 15 32 33.1 044 24 22.3 18m+2sm 2 1,60+/-0,25 2,08 1,16 

A. dardani V,S,Su V15127 025585 Pombal PB 06 42 56.9 037 49 10.7 18m+2sm 2 1,55+/-0,28 2,10 1,06 

A. giacomettii V,Ap,Nu V15155 040568 Montalvânia MG 14 21 17.1 044 23 36.3 16m+4sm 10 2,00+/-0,25 2,50 1,62 

A. sylvestris V,Nu V15161 040576 Porto Nacional TO 10 42 29.0 048 25 07.1 16m+4sm 10 2,00+/-0,25 2,50 1,62 

 

Coletores: Fa=L.Faraco de Freitas; Nu=A.C.G.S.Nunes; Pz=E.A.Pizarro; S=C.E.Simpson; Su=T.M.F. Suassuna; Sv=G.P.Silva; V=J.F.M.Valls; Ap=A.P.S.Peñaloza; 

W=W.L.Werneck.
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Fig. 1. Metáfase mitótica de espécies da seção Heteranthae coradas convencionalmente. a. 

Arachis giacometii; b. A. pusilla; c. A. dardani; d. A. sylvestris. Escala corresponde a 10 μm. 
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Fig. 2. Metáfases mitóticas de espécies da seção Heteranthae coradas com 

cromomicina (CMA), DAPI e técnica de FISH. a. Arachis giacomettii, setas 

indicam par satelitados. b. A. pusilla, setas indicando par cromossômico 

heteropicnótico e cabeça de seta indicam par satelitados. c. A. dardani, setas 

indicam blocos CMA
+
; d. A. sylvestris, setas indicam blocos CMA

+ 
. e.  A. 

pusilla evidenciando blocos DAPI
+
. f. A. pusilla, setas indicam sítios de 

DNAr 45S e cabeças de setas sítio 5S; g. Arachis giacometii, setas indicando 

a RON. Escala corresponde a 10 μm.  
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Figura 3. Idiograma de espécies do gênero Arachis 

evidenciando regiões ricas em GC ou AT e FISH, reveladas, 
respectivamente, pelos fluorocromos CMA+ (    ), DAPI+ (   ) e 
sonda 45S (   ) e sonda 5S (   ) nas espécies: a. Arachis 
dardani; b. A. sylvestris; c. A. pusilla e d. A. giacomettii. SM. 
Cromossomo submetacêntrico. HP. Cromossomo 

heteropicnótico negativo. 
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Resumo 

 

Devido à alta frequência de ocorrência nos genomas, os SNPs são uma rica fonte de 

variabilidade por apresentar-se como forma abundante de polimorfismos entre alelos de 

um determinado gene. O objetivo deste trabalho foi localizar SNP em diversas 

sequências de DNA amplificadas via PCR entre os acessos de amendoim „BR1‟ e 

„LVIPE‟, comumente utilizados em cruzamentos para formação de populações 

segregantes, e obter um painel de endonucleases recomendadas para gerar marcas 

polimórficas entre esses acessos com base nos oligonucleotídeos utilizados. Para isto, 

foram utilizados 35 oligonucleotídeos iniciadores provenientes de bibliotecas de 

seqüências de expressão de leguminosas. Os produtos de PCR variaram de 300 a 1500 

pares de bases. Do total de oligonucleotídeos iniciadores, três geraram polimorfismos 

diretamente da PCR entre os acessos investigados. Das demais bandas obtidas e 

monomórficas, dez foram purificados, sequenciados e alinhados para a identificação dos 

SNPs candidatos a geração dos mapas de restrição e conversão em marcas moleculares. 

Um total de 44 SNPs foi identificado, sendo 52,27% transição (substituição entre 

purinas ou pirimidinas) e 47,73% transversão (pareamento entre purina e pirimidina ou 

vice-versa). A maioria dos SNPs foi informativa quanto à construção de mapas de 

restrição com modificação do sítio de corte da enzima entre os acessos, contribuindo na 

geração de um painel de endonucleases recomendadas para gerar marcas polimórficas 

úteis.  
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Introdução 

 

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é a sexta oleaginosa mais cultivada no 

mundo (FAO 2008). Sua importância econômica deve-se o seu valor nutricional e a 

diversidade de formas de consumo como produtos industrializados, óleo comestível, 

doces, pastas ou consumo direto na forma de sementes cruas ou cozidas (FÁVERO, 

2004), gerando ainda subprodutos como torta ou farelo utilizado na alimentação animal 

(SANTOS et al., 1997). Os programas de melhoramento genético têm como principal 

objetivo a produção de novas variedades agronômicas, a preservação dos recursos 

genéticos vegetais e o aumento da variabilidade genética via cruzamentos. Todo esse 

processo se justifica pela obtenção de caracteres agronômicos importantes como, 

produção de vagens, precocidade, hábito de crescimento, qualidade de produção e 

resistência a fatores bióticos e abióticos e aumento das propriedades nutricionais 

(SANTOS et al., 2005). 

Os marcadores moleculares são abundantes nos genomas comportando-se muitas 

vezes como ferramentas rápidas e eficazes para o estudo dos diferentes genomas, uma 

vez que detectam polimorfismos diretamente ou indiretamente a nível do DNA, não 

sofrendo influência ambiental e sendo independentes do estado de desenvolvimento da 

planta (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Em geral, são baseados na 

amplificação de fragmentos de DNA por reação em cadeia da polimerase e têm sido 

grandemente empregados nos programas de melhoramento de plantas. 

Dentre as diversas classes de marcadores destaca-se o marcador de base única ou 

SNP (Single Nucleotide Polymorphisms). O SNP tem sido considerado um marcador de 

grande potencial para aplicação direta no melhoramento genético de plantas e na 

construção de mapas (HAYASHI, 2004). Esse marcador é baseado em erros de 

pareamentos de bases durante a replicação do DNA gerando ligações incomuns ou bases 

selibatárias, sendo nesse caso chamados de InDels (inserções ou deleções). O método 

“SNP genotyping”, para geração de polimorfismo, utiliza a clivagem, por enzimas de 

restrição, de sítios polimórficos amplificados em reação em cadeia da polimerase, 

podendo ser utilizados amplicons produzidos por outros marcadores na forma de bandas 

simples ou múltiplas bandas como de RAPD, RFLP ou PCR de sequências expressas 

(YAMANAKA et al. 2004, BUNDOCK et al. 2005).  Contudo, torna-se necessária a 

análise das sequências de DNA, clonadas ou não para o desenvolvimento da tecnologia 

baseada em SNPs. GUPTA et al. (2001) relataram a frequência de cerca de um SNP a 
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cada 100-300 pb no genoma de plantas. Em milho (Zea mays L.), por exemplo, foi 

relatada a ocorrência de pelo menos um SNP a cada 60-120 pares de base (CHING et 

al., 2002). O método para detecção de SNPs é extremamente eficiente, necessitando 

apenas uma pequena quantidade de DNA template além poucos equipamentos 

laboratoriais. Entretanto, nem todos os SNPs modificam o sítio de restrição das enzimas 

entre o DNA dos genótipos estudados. 

Com o avanço da biologia molecular tornou possível a caracterização e 

clonagem de genes. A partir de então muitos genes de espécies vegetais já foram 

identificados. A descoberta dos domínios conservados entre o DNA de diversas 

espécies possibilitou a clonagem de genes homólogos em vegetais. No presente 

trabalho, 35 oligonucleotídeos iniciadores provenientes de bibliotecas de expressão das 

leguminosas Lotus japonicus L., Glicine max L. e Medicago truncatula L. foram 

aplicados em duas linhagens de amendoim acessos „BR1‟ e „LVIPE‟, comumente 

utilizados na formação de populações segregantes, para identificar e caracterizar 

polimorfismos via marcador SNP e para gerar um painel de endonucleases 

recomendadas para gerar marcas polimórficas úteis na progênie entre esses acessos a 

fim de auxiliar projetos futuros de melhoramento genético de amendoim. 
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Material e métodos 

 

 Foram utilizados 35 Oligonucelotídeos iniciadores, „Olii‟ (senso e antisenso) do 

banco de dados de seqüências expressas (ESTs) das leguminosas Lotus japonicus L., 

Glicine max L. e Medicago truncatula L. (http://bioweb.abc.hu/cgi-

mt/pisprim/pisprim.pl) para amplificar regiões específicas do genoma de dois acessos de 

Arachis hypogaea L., „BR1‟ e „VLIPE-06‟ contrastantes para tolerância a seca. Os 

acessos foram provenientes do Centro Nacional de Pesquisas do Algodão – Embrapa 

CNPA. 

 

Extração de DNA 

Folhas jovens, situadas no terço superior da planta, foram coletadas para 

extração de DNA, seguindo-se a metodologia de Doyle & Doyle (1990). As amostras 

foram quantificadas em gel de agarose 1,0% e visualizadas sobre luz ultravioleta. Todas 

as amostras foram aliquotadas a 5 ng/μl (sol. uso) para utilização em reações de PCR. 

 

Amplificação por PCR 

 Utilizou-se para as amplificações, o protocolo de PCR “touchdown” como a 

seguir: desnaturação inicial de 5‟ a 95 ºC, seguida de oito ciclos de desnaturação de 20” 

a 94 ºC, anelamento a 60 ºC por 30” e extensão de 2‟ a 72 ºC. Em seguida, realizou-se 

35 ciclos seguidos de 20” de desnaturação a 94 ºC, anelamento a 54 ºC por 30” e 

extensão de 2 min a 72 ºC, extensão final de 5‟ a 72 ºC.  

 As reações foram compostas de 2,5 μL de DNA, 2,5 μL tampão 10x, 1,8 mM 

MgCl2, 10 mM de dNTPs, 0,5 μM de Olii e 0,1 U „Taq DNA polimerase „Fermentas‟, 

sendo o volume final da reação ajustado para 25 μL. Os produtos de PCR foram 

visualizados em gel de agarose 1,2 % em tampão TAE 1X e corados em Sybr Gold. Em 

seguida fotodocumentados sobre luz ultravioleta.  

 

Purificação das amostras 

Os produtos amplificados que não geraram polimorfismos direto da PCR, foram 

purificados com o kit SureClean (Bioline). Este protocolo utilizou 10 uL do produto de 

Reação em cadeia da polimerase (PCR) e 10 uL da solução SureClean, seguido de 10 

min TA, centrifugação, descarte do sobrenadante, lavagem do pellet com etanol 70% e 
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ressuspensão em EB buffer. A quantificação do DNA foi efetuada pelo método 

comparativo em gel de agarose a 1,2% usando-se λ-DNA como referencial. 

 

Sequenciamento e análise das sequências 

Os produtos purificados foram seqüenciados no seqüenciador de capilar 

MegaBACE 1000 do Laboratório de Genética, Bioquímica e Sequenciamento de DNA - 

UFRPE. Cada sequenciamento foi realizado para as fitas senso e antisenso utilizando o 

Kit DYEnamic ET Terminator (GE Healthcare). As seqüências foram analisadas pelo 

Programa Mega Bace Sequence Analyzer e dados fornecidos pelo programa Mega Bace 

Score Card. 

O alinhamento das seqüências foi obtido pelo programa Clustal-W 

(THOMPSON et al., 1994) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e editado no programa 

BioEdit V7.0.5.2 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (HALL, 1999). Os 

SNPs bem como o mapa de restrição foram identificados através dos programas BioEdit 

V7.0.5.2 e NEBcutter V2.0, respectivamente. 

 

 

Resultados e discussão 

 

Dos 35 Oligonucleotídeos utilizados, 54,3% geraram produtos de PCR na forma 

de bandas simples ou duplas, sendo a maioria monomórficas. Esse percentual de 

amplificação revelou a existência de grande quantidade de sequências conservadas entre 

as leguminosas soja, lotus e medicago e o amendoim, uma vez que os Olii foram 

desenhados especificamente a partir do cDNA de cada uma das espécies. A 

caracterização molecular de genes de resistência em vegetais, revelou a existência de 

domínios conservados originando os chamados RGA‟s ou Genes análogos de 

resistência. A existência de tais domínios pode ser utilizada como estratégia de 

clonagem de genes homólogos de resistência em amendoim cultivado. Em soja, por 

exemplo, produtos de PCR amplificados de genes homólogos de resistência mostraram-

se ligados aos genes Rsv1, Resistência para o vírus do mosaico comum da soja e Rpv 

para resistência ao vírus do mosqueado do amendoim (YU et al., 1998).  

Os produtos de PCR amplificados variaram no tamanho entre 300 a 1500 pares 

de bases. Do total de oligonucleotídeos iniciadores, apenas três geraram polimorfismos 

diretamente da PCR entre os acessos investigados, 1M-Gm, 4M-Gm e Leg036. (Figura 
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1). Neste caso, estes oligonucleotídeos poderão ser utilizados na progênie para seleção 

de indivíduos através da herança mendeliana de características agronômicas.  

Dos amplicons monomórficos, dez foram purificados, sequenciados e alinhados 

para a identificação dos SNPs candidatos a geração dos mapas de restrição e conversão 

em marcas moleculares. Apenas as sequências do Olii da citocromo oxidase CyB6-1, 

não apresentaram SNPs em aproximadamente 200 pares de bases analisadas de um total 

de 300pb. Todas as outras seqüências alinhadas apresentaram SNPs, cujo número variou de 

3 a 8 SNPs. Um total de 44 SNPs foram identificados sendo 52,27% transição 

(substituição entre purinas ou pirimidinas) e 47,73% transversão (troca entre purina e 

pirimidina ou vice-versa) (Tabela 1). No presente trabalho, a maioria dos SNPs foi 

informativa quanto a construção de mapas de restrição com modificação do sítio de 

corte em apenas um dos acessos utilizados (Tabela 2). Do total de SNPs identificados, 

19 (43,18%) foram polimórficos mostrando-se bons candidatos para geração de 

marcadores CAPs ou seqüências polimórficas amplificadas e clivadas (Figura 2). Um 

total de 9,1% das seqüências alinhadas apresentaram InDels. Em muitos casos, os 

InDels têm sido utilizados para geração de polimorfismo, devido a modificação do sítio 

de restrição entre genótipos. 

Marcadores SNPs são variações de nucleotídeos na seqüência de DNA entre 

indivíduos na população e constituem o mais abundante marcador molecular no 

genoma. São utilizados para rápida identificação de plantas cultivadas, construção de 

mapas de alta densidade, podem ser usados para uma rápida identificação de cultivares, 

entre outros estudos evolutivos (DOUABIN-GICQUEL et al., 2001). Os SNPs são 

amplamente distribuídos no genoma de plantas, principalmente nas regiões não 

codificantes (SOLEIMANI et al. 2003; YAMANAKA et al. 2004). Soleimani et al. 

(2003) identificaram 214 SNPs com 71% das mutações do tipo transição e 29% do tipo 

transversão, os quais geraram polimorfismos e marcas cultivares específicas em plantas 

de cevada. Os autores afirmaram ainda que o gel de agarose foi eficiente na distinção de 

mutações de uma única base em corrida de eletroforese para a validação dos SNPs. 

Várias abordagens podem ser utilizadas para a descoberta de novos SNPs e cerca de 

uma dúzia de diferentes métodos estão disponíveis para procedimentos de genotipagem 

(GUPTA et al., 2001). A detecção experimental pode ser feita utilizando 

sequenciamento de DNA e software computacionais (BUETOW et al., 1999). Os quais 

são facilitados pelo grande aumento no número de sequências ESTs disponíveis em 

bancos de dados públicos. Muito SNPs têm sido validados, incluindo fragmentos 
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contendo pequenas quantidades de base (CHEN et al., 1999; ROSS et al., 1998) e 

subsequente clivagem com enzimas de restrição (CAPs) (GROSSMAN et al., 1994). 

WEILAND e YU (2003) Compararam bases geradas entre sequências em 

plantas resistentes e susceptíveis, na qual revelou um grande número de substituições de 

nucleotídeos. A substituição de uma adenina por uma guanina na seqüência de bases 

TTAGATAA e TTAAATAA, associada à susceptibilidade levou ao reconhecimento de 

um sítio de clivagem pela endonuclease de restrição MseI. Assim plantas que 

apresentaram o nucleotídeo A no sítio de reconhecimento da enzima tiveram seu DNA 

digerido pela enzima MseI, característica esta, associada à susceptibilidade ao 

nematóide. Os autores puderam mostrar de forma prática, como a identificação e a 

validação dos SNPs podem ser úteis no reconhecimento de genótipos com 

características genéticas herdáveis e de importância agronômica. 

Com isso, os resultados obtidos poderão auxiliar no programa de melhoramento 

genético de amendoim na identificação de alelos herdáveis entre indivíduos de 

determinada progênie. 
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Tabela 1. Painel de SNPs identificados, enzimas de restrição, sequências dos oligonucleotídeos, tamanho dos fragmentos amplificados. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Olii Sequência Tam 

prod\PCR 

Enzima de 

restrição SNPs 

InDels Tam 

analisado 

N
o
  (A/G; C/T transi) 

(A/C; G/T transv) 

  

1 1M-Gm F: CTTGGGATGCAAGCCACGGTTGG 
R: TCCAGTGAGAAAASAAGYCCAAGGAAATG 

N; 1000, 

650, 400 

    

2 17M-Gm F: ATGGGAGCTCARAAGAGCATCCATGC 

R: GTCCCAYGAAACATCAAGCTTCTCACTTCC 

500 TaqI; Mse I 7 SNPs (4 transi; 

3 transv) 

4 430 

3 20M-Gm F: CAGTGGCAACCTCCATCTTTGCACTGG 
R: GAGCMATARCCATAGCCAGCAACTC 

1000 MseI;  HpyAV 8 SNPs (4 transi; 

4 transv) 

2 790 

4 CYB6-1 F:CTTTTTGTTTGAGCCGTACGAGATGA 

R:AAGTCATAGCAAAACCCGTCGCTACT 

300 ____ ____ ____ 197 

5 Leg199 F: CGARAACGACYTGAAMGCCGCCGGCGC 
R: TCCATTKAGCYGCHGCAGGAACTTCAAC 

500 AccI;  HgaI 3 SNPs (3 transi) ____ 420 

6 Leg231 F: CCTTATTGYGAGCTWAAACTTGATTC 
R: AGCTAAAATGAAGTTAGCAAAGTCAGACTCT 

1500     

7 Leg729 F:TGAAGCCAAAYCGACCWGCACTTGTTGTAAGCAG 

R: GACAGCCACATGGTMCGAAATGCCACACG 
500 MboI;  ApoI 3 SNPs (1 transi; 

2 transv) 

3 390 

8 Leg732 F: CGWAGTCCTCCKCCTGCTTTT 
R: TCTTCATCATCAGCATAGTAWGARATTTCAG 

400 Tps509I;  HincII 3 SNPs (1 transi; 

2 transv) 

1 310 

9 Leg736 F:TTGCTGGRAAGGTTTTCAGAATWGGACATCTTGGC 

R: AGTATGCACTRGCAGCAGCAACTCCACTTCC 
650 StyI; BsaJI 3 SNPs (2 transi; 

1 transv) 

1 583 

10 TC987 F: TTCAGAAGCCTTCCACCSTTGTTTG 
R: GCAATTCCAAYTCAGTATGGAAYTCAGC 

1000 MboI;  DpnII 7 SNPs (4 transi; 

3 transv) 

2 812 

11 11M-Gm F: AATCAGAGCTBAGCGABAAGCAGAAAG 
R: CGAAATTCTTCAATRTATGSAGATGGAAGTTC 

N     

12 23M-Gm F: GAGGCRARTCCTCTTCTCMAMCA 
R: CACACAAGGAGCCACACTCC 

N     

13 3M-Gm F: GGCAAGABTGGTGGYACYCCAACAG 
R: CCCATTATKAGGATTTTCTTGGTGC 

N     

14 4M-Gm F: TTGCTTACTGGGCTTAATTGTGG 
R: CAATAGAGTTYTGAATCAAACCAAC 

500;650     

15 7M-Gm F: CATTCCMAAACTAATGAACAGACTG 
R: GTCTTCCMACATTTGCTATTGCAAG 

N     

16 Leg036 F: GCTAATATTGGACCAGAAACAAATGTG 
R: GAAACTCAAGGCAAAGAGGCCATG 

N;1000     

17 Leg304 F: CTTGAWGGTYCTTAAAGCTCTGGAAGC 
R: TCCAAWTGRCTTTCACGGTCAGCA 

N     

18 Leg423 F: AATCAGGCAATGYTACTGGKTCTGGTG 
R: TGAGGTACCAGCAAKAGAGTACGAGGTAGAGGG 

300     

19 Leg450 F: TCCTCGATCTCAAGTCYCGATTYGAGATCTACGGC 
R: ACCAACTCCTTCCCTCCACATKGCTAGAGG 

930 MseI;  MboI 7 SNPs (2transi; 

5 transv) 

5 820 

20 Leg713 F: TGGAAGCCGWGTTAAACCCAAATGYTACACTCTCT 
R: TGACYAGGCTCCAGAGAA 

400     

21 Leg721 F:TTGTTCTTGTSTCAGGRTTAAGTGTTGGGAGCAGC 

R:AGGTGCAGTKGGTGCCAAATGCCTCCATC 

N     
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  Continuação da Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(N)Oligonucleotídeos iniciadores que não amplificaram fragmentos. 

Marcação em vermelho para polimorfismo direto (BR1 e LVIPE-06) 

 

 

 

 Olii Sequência Tam 

prod\PCR 

Enzima de 

restrição SNPs 

InDels Tam 

analisado 

N
o
  (A/G; C/T transi) 

(A/C; G/T transv) 

  

22 
Leg763 

F:TGCAAGCCTGTAGATTATAGWGCTGA 

R:CAATGTAAAGGTGAATATARAGGACATTCTCCCA 
N 

    

23 
Leg843 

F:AGCATGCYTRAGYGTTTCTAGAGCHAT 

R:GGYTGATGGAAAGAGTTWGCTCCTTGTTCATG 
N 

    

24 
Leg924 

F:GTGGCYTGTGGTATTCTTGCAGCTTG 

R:TCAGCWCCATCAAACTTGGCATCTGACATGAGTGC 
N 

    

25 
Leg929 

F:TGATAGGAACTGGGGWGCTGGTTGGCACC 

R:ACGCATTGCAGTAGAACCCAGACCCCAT 
400 

HpyCH4IV 3 (2 transi; 1 

transv) 

1 315 

26 
TC811 

F:YTAYSAGCAATGGGATTCRCTTAC 

R:TCTYTCTTCTTGGCAAAGTATGAAAG 
N 

    

27 mtmt_102

6 

F:CATCGGACATATGCTGTTGC 

R:GGCTGCCAGTTTCATTTCAT 
400 

    

28 
mtmt_336 

F:ATCCGTAGGCTTGCTGAAGA 

R:AAACGATTTCTGTTGGTGGC 
N 

    

29 
mtmt_853 

F:TAACCTTGATGGATTGGGGA 

R:CTCCACGCTTAAGATTTCGC 
N 

    

30 mtmt_241

_01_05 

F:CACAATGAGTGGTGCCAAAC 

R:TTGCCTTGGAAGCTGAAACT 
650 

    

31 mtmt_204

_03 

F:ATCCGTAGGCTTGCTGAAGA 

R:AAACGATTTCTGTTGGTGGC 

N 
 

   

32 mtmt_992

_02_1 

F:ATTGTGGTTCAGCTCGCTTT 

R:TCCAAGGGTTCCAGTTTCAC 

N 
 

   

33 mtmt_355

_07_1 

F:GCTGAAATGGTTGGACCTGT 

R:CCTTCTGCCGGTCTTCATAG 
N 

    

34 mtmt_578

_04_1 

F:GGCGAAGCTTAATGATGAGC 

R:GCAGCAGCATCAAAATCAAA 
N 

    

35 mtmt_185

_03_1 

F:TTTTGGTCTCGGCAGAATGT 

R:ACCAAAGGATGCTCGTCAAC 
N 
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Tabela 2. Endonucleases recomendadas para geração de polimorfismos entre os parentais contrastantes de amendoim de acordo com o 

oligonucleotídeo utilizado. 

 
Nº Olii Acessos Enzimas de restrição 

1 17M-Gm BR1 Sau96I; AvaII; Tps509I; TaqI 

LVIPE N1aIV; MseI; AleI 

2 20M-Gm BR1 MseI; XbaI; Hpy188III; BfaI; DraI; Tps509I; ApoI; FoKI; Bs1I 

LVIPE HpyAV 

3 CYB6-1 BR1 -------- 

LVIPE -------- 

4 Leg199 BR1 AccI 

LVIPE Hpy188I; HgaI 

5 Leg729 BR1 MboI; DpnII; DpnI 

LVIPE ApoI 

6 Leg732 BR1 Tps509I; Hpy166II; HincII 

LVIPE --------- 

7 Leg736 BR1 XcmI; StyI; BsaJI 

LVIPE Sau3AI; MboI; DpnII; BfuCI; BstYI 

8 TC987 BR1 BlpI; DdeI;  

LVIPE TseI; SfcI; HpyCH4V; PtsI; ApoI; Af1III 

9 Leg929 BR1 HpyCH4IV 

LVIPE -------- 

10 Leg450 BR1 Tth111I; Pf1FI; AciI; HgaI; MseI; AseI; Tps509I; ApoI 

LVIPE Hpy188III; MboI; DpnII; Sau3AI; PvuI; CviKI-1; FokI; MfeI 
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Figura. 2. Mapa de restrição com modificação do sítio de corte em um dos acessos BR1 e LVIPE-06 para o 

oligonucleotídeo Leg199. ANO refere-se ao acesso LVIPE-06. 

Figura 1. Gel de agarose 1,2% exibindo os 
produtos da reação de amplificação dos 
oligonucleotídeos: 1- BR1; 2- LVIPE; A - 1M-Gm; B 
- 4M-Gm e C - Leg036. Sigla: M – Marcador 

Molecular Ladder plus 1Kb (Invitrogen)      
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Conclusões Gerais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

CONCLUSÕES 

As análises cromossômicas revelaram uma similaridade cariotípica em relação 

ao número diplóide, núcleo interfásico, padrão de condensação, ocorrência de 

cromossomos satelitados e simetria no complemento cromossômico. Contudo, 

observou-se diferenças cariotípica consistentes e suficientes para agrupar A. pusilla e A. 

dardani, que apresentaram 18m+2sm e satelite tipo 2. a. giacomettii e A. sylvetris 

ficaram em um segundo grupo por apresentar fórmula cariotípica 16m+4sm e satélite 

tipo 10. Por outro lado, o resultado mais surpreendente foi observado em A. pusilla por 

apresentar maior quantidade de heterocromatina rica em guanina e citosina, revelada 

pelo CMA, já registrada na literatura, além de bandas DAPI em todos cromossomos. 

A técnica de SNPs apresentou resultado satisfatório por apresentar polimorfismo 

entre as sequências dos dois acessos estudados, umas vez que os oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados foram provenientes de sequências expressas (ESTs) de espécies 

diferentes de A. hypogaea, revelando sintenia gênica entre o amendoim e demais 

leguminosas. Esses resultados poderão auxiliar no programa de melhoramento genético 

de amendoim na identificação de alelos herdáveis entre indivíduos de determinada 

progênie. 
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