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RESUMO

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) € um grdo de grande
importancia econdmica e nutricional, e um dos alimentos humanos mais nutritivos
e de facil digestdo, por ter o gréo rico em 6leo e proteinas. Espécies silvestres de
Arachis sdo importantes fontes de genes que controlam caracteristicas de
interesse para 0 amendoim. O mapeamento genético é de grande utilidade no
auxilio a programas de melhoramento de plantas, possibilitando o mapeamento de
locos que controlam caracteristicas quantitativas, ou QTL’s (Quantitative Trait
Loci); também sdo usados em estudos de sintenia ou mapeamento comparativo e
clonagem de genes. Nesse trabalho foram desenvolvidos trés mapas genéticos
baseados em populacdes RIL: um referente ao genoma A, um referente ao genoma
B e por ultimo um para o0 genoma tetraploide do amendoim. Para o mapa A foram
utilizados diversos tipos de marcadores, como microssatélites, marcadores ancoras,
SNPs e RGAs; j& nos mapas B e tetraploide foram utilizados somente marcadores
microssatélites. Em geral, 0os mapas obtidos apresentaram tamanhos e nimero de
grupos de ligacdo semelhantes aos mapas ja publicados. O mapa de genoma A
apresentou comprimento total de 1036 cM com 870 marcadores distribuidos em 10
grupos de ligagdo. O mapa de genoma B teve comprimento total de 560,3 cM, 10
grupos de ligacdo e 147 marcadores mapeados e 0 mapa tetraploide 1066 cM, com
210 marcadores mapeados em 21 grupos de ligacdo. Muitos dos marcadores
utilizados sdo génicos e de copias unicas e sdao de grande importancia para
estudos de gendmica comparativa, e apresentam grande chance de estarem
ligados a genes de interesse. Além disso, foi realizado um estudo de sintenia entre
esses mapas, que evidenciou bastante semelhanca entre eles. Os mapas genéticos
moderadamente saturados representam um consideravel aumento na capacidade
de mapear genes Uteis e utilizar a selecdo assistida por marcadores nos

programas de melhoramento do amendoim.

Palavras Chaves: amendoim, mapas genéticos, marcadores moleculares,

sintenia.



ABSTRACT

The cultivated peanut (Arachis hypogaea L.) is a grain of great nutritional
and economic importance, and it is one of the most nutritious and digestible human
food available, as it is rich in oil and protein. Wild species of Arachis are important
sources of genes that control interesting traits for the cultivated peanut. Genetic
mapping is a useful tool in plant breeding programs, enabling the mapping of loci
controlling quantitative, polygenic or traits with complex inheritance, called QTL's
(Quantitative Trait Loci); it is also used in studies of synteny or comparative
mapping and gene cloning. In this work three genetic maps were developed based
on RIL populations: one for the A genome, one for the B genome and one for the
tetraploid peanut genome. For the A map we used different types of markers such
as microsatellite, anchor, SNPs and RGA markers, whereas in the B and tetraploid
maps only microsatellite markers were used. In general, the maps had size and
number of linkage groups similar to already published maps. The A genome map
showed a total size of 1036 cM, with 870 markers distributed into 10 linkage
groups. The B genome map had a total size of 560,3 cM, 10 linkage groups and
147 markers mapped, while the map for tetraploid genome showed 1066 cM, with
210 markers mapped into 21 linkage groups. Many of the markers are single copy
genes and of great importance to comparative genomics studies, and with a great
chance of being linked to genes of interest. Furthermore, a synteny study between
these maps showed a great similarity between them. The moderately saturated
genetic maps represent a considerable increase in the ability to map useful genes

and to use marker-assisted selection in peanut breeding programs.

Keywords: peanut, genetic maps, molecular markers, synteny.



| INTRODUCAO

1.1 O amendoim

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) € um grdo de grande
importancia econdmica. E a quinta oleaginosa mais cultivada no mundo, ocupando
cerca de 24 milhdes de hectares, com uma producdo de aproximadamente 36,5
milhdes de toneladas em 2009 (FAOSTAT, 2010). E cultivado em mais de 80
paises, incluindo os continentes americano, africano e asidtico. Os principais
produtores mundiais si0 China, india, Nigéria e Estados Unidos, com
aproximadamente 14,8 milhdes, 5,5 milhdes, 3 milhdes e 1,7 milhdes de toneladas
de amendoim com casca produzidas em 2009, respectivamente (FAOSTAT, 2010).

Possui também grande importancia nutricional, € consumido cru pelo
homem desde a pré-histdria, antes mesmo da ceramica e do fogo, necessarios para
o cozimento dos alimentos (Freitas et al., 2003). E um dos alimentos humanos
mais nutritivos e de facil digestdo por ser o grdo rico em 6leo (aproximadamente
45%), proteinas (20 a 25%), além de vitaminas E e do complexo B (Godoy et al.,
1999; Freitas et al., 2003; Santos et al., 2005). E utilizado como principal fonte
proteica e caldrica alimentar de populag®es mais pobres da Africa e Asia (Nogueira
& Tavora, 2005). Nos Estados Unidos, 500 mil toneladas/ano destinam-se a
fabricacdo de pasta de amendoim. No Brasil o cultivo de amendoim é pequeno,
representando menos de 1% da producdo mundial. Apesar disso, a producéo
nacional tem aumentado nos Ultimos anos e a estimativa da safra 2011/2012 indica
uma producdo de 259 mil toneladas em 97 mil ha, cuja destinacdo atende ao
mercado alimenticio na forma in natura ou para confeccdo de doces, confeitos,
petiscos ou pastas (Santos et al., 2005; CONAB, 2011). Apesar da producéo no
Brasil ser baixa em relagdo aos maiores produtores, a produtividade tem aumentado
nos ultimos anos (CONAB, 2011) e isso tem sido relacionado a maiores
investimentos em pesquisa e melhoramento do amendoim (Dwivedi et al., 2007).

Por ser bastante consumido, também na forma in natura, pesquisadores
buscam conhecer sua composicéo e estabilidade. Sabe-se que alguns componentes
podem trazer beneficios a sadde. O é&cido oleico, por exemplo, por ser
monoinsaturado, permite a diminui¢do de problemas cardiacos e diminuicdo dos
niveis de colesterol (O’Byrne et al, 1997). Aléem do mais, a composicéo de acidos
graxos esta relacionada a estabilidade oxidativa do 0leo e durabilidade do produto.
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Oleos com altas proporcdes de acido oleico em relacdo ao linoleico (O/L) sio
menos suscetiveis a rancificacdo, o que resulta em maior vida de prateleira. Essas
caracteristicas sdo de grande interesse para industrias que utilizam e armazenam o
amendoim (Stalker et al., 1989; O’Keefe et al., 1993). Nos ultimos anos 0s
melhoristas vém buscando e investindo na producdo de grdos de amendoim
chamados alto-oleicos, ou seja, um grdo com altos niveis de acido oleico (mais de
75%) e baixo nivel de linoleico (menos de 5%) e relagdo O/L maior do que 10
(Moore & Knauft, 1989; Junget al., 2000).

Arachis hypogaea ¢ dividida em duas subespeécies (fastigiata e hypogaea),
seis variedades boténicas e numerosos grupos de cultivares de acordo com
caracteristicas morfologicas e habitos de crescimento da planta (Krapovickas
&Gregory, 1994; Holbrook & Stalker, 2003). A subespécie fastigiata possui um
ciclo de vida curto (90-100 dias), porte ereto, ndo apresenta dorméncia, ndo possui
flores no eixo central e se divide nas variedades fastigiata, vulgaris, aequatoriana e
peruviana. A subespécie hypogaea apresenta ciclo de vida longo (120-140 dias),
habito rasteiro, sementes com dorméncia e flores no eixo central, sendo dividida
nas variedades hypogaea e hirsuta.Com relacéo ao tipo agricola, 0 amendoim tem
sido classificado em diferentes grupos, e os principais sdo Valéncia, Spanish e
Virginia. Morfologicamente esses grupos sdo classificados da seguinte forma:
Valéncia pertence a subespécie fastigiata variedade fastigiata; grupo Spanish como
fastigiata variedade vulgaris; e por fim o Virginia que pertence a subespécie

hypogaea variedade hypogaea (Valls, 2005) (Figura 1).

Espécie
I
Subespécie hypogaea fastr'giatal
——

I 1 1 1

Varie d a d e hypogaea hirsuta fastigiata vulgaris aequaloriana peruviana
] ] I
Tipo Virginia Valéncia Spanish

Figura 1. Subespécies, variedades e tipos agrondémicos da espécie Arachis hypogaea L.
(Adaptado de Herselman, 2003).
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Arachis hypogaea € uma espécie autdgama, que por produzir frutos e
sementes abaixo do solo possui uma dispersdo natural limitada, resultando em
populacBes com lenta expansdo de perimetro e grande isolamento geografico
(Valls, 2000). E bastante susceptivel a uma grande variedade de pragas e doencas,
que podem causar grande impacto econdmico. Sdo doencas causadas por fungos,
virus, nematoides e bactérias. Entre as que causam maior impacto, no Brasil, estdo
a4s manchas fungicas de parte aérea: mancha castanha causada pelo fungo
Cercospora arachidicola Hori; mancha preta causada por Cercosporidium
personatum (Berk. & Curtis) Deighton ou Phaeosariopsis personata (Berk. &
Curt.) V. Arx.; e a ferrugem, causada pelo fungo Puccinia arachidis Speg. (Pio-
Ribeiro et al., 2005).

1.2 O género Arachis

O género Arachis é nativo da América do Sul (Krapovickas & Gregory,
1994). E uma leguminosa (Fabaceae) e distingue-se de outras plantas por produzir
flores acima do solo e os frutos abaixo do solo (Holbrook & Stalker, 2003).
Compreende 80 espécies descritas, sendo a maioria diploide (2n=2x=20
cromossomos); algumas aneuploides (2n=2x=18 cromossomos) e cinco espécies
tetraploides (2n=4x=40 cromossomos), incluindo A. hypogaea (Krapovickas &
Gregory, 1994; Lavia 1998; Valls & Simpson, 2005). E dividido em nove secdes
taxondmicas, com base em dados morfoldgicos, distribuicdo geogréafica e
compatibilidade de cruzamento, sendo elas: Arachis, Erectoides, Heteranthae,
Caulorrhizae, Rhizomatosae, Extranervosae, Triseminatae, Procumbentes e
Trierectoides (Krapovickas& Gregory, 1994). Das 80 espécies descritas do género
Arachis, nativas de cinco paises sul-americanos, cerca de 60 espécies ocorrem no
Brasil, 15 na Bolivia, 12 no Paraguai, sete na Argentina e duas no Uruguai (Valls et
al., 1995; Valls & Simpson, 2005).

A secdo Arachis € o maior grupo do género, totalizando 31 espécies
descritas até 0 momento (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls & Simpson, 2005).
Possui uma distribuicdo ampla, desde os Andes até areas costeiras do Atlantico
(Creste et al., 2005). Tem-se bastante interesse pelas espécies dessa secdo, por
incluir o amendoim cultivado e seus progenitores. Um dos critérios para
classificacdo de espécies nessa secdo €, em teoria, a possibilidade de cruzamento

com A. hypogaea, independentemente do nivel de fertilidade dos hibridos gerados
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(Kochert et al., 1991; Krapovickas & Gregory, 1994; Creste et al., 2005; Tallury et
al., 2005; Valls & Simpson, 2005).

Na secdo Arachis, trés tipos de genomas (A, B e D) tém sido
tradicionalmente descritos para as espécies diploides com x=10, de acordo com
dados citogenéticos e de viabilidade de cruzamentos (Smartt et al., 1978; Gregory
& Gregory, 1979; Singh & Moss, 1982; 1984; Singh 1986; Stalker 1991,
Ferndndez & Krapovickas, 1994; Pefaloza & Valls, 2005). As espécies
caracterizadas com genoma A sdo aquelas que possuem um pequeno par de
cromossomos, chamado par A, que apresenta menor condensacdo na eucromatina
quando comparado aos outros cromossomos (Husted, 1936; Seijo et al., 2004). A
maioria das espécies diploides dessa se¢do possui esse genoma, podendo ser
perenes ou anuais, mas que cruzam facilmente entre si, produzindo hibridos férteis
com viabilidade de pdlen de média a alta (Gregory & Gregory, 1979; Krapovickas
& Gregory, 1994; Favero, 2004). O restante das espécies diploides dessa se¢do sdo
todas anuais. As espécies diploides que ndo apresentam o par A, séo consideradas
mais associadas ao genoma B de A. hypogaea, com excecédo de A. glandulifera, que
possui 0 genoma chamado D, caracterizado pela presenca de seis pares de
cromossomos subtelocéntricos (Stalker, 1991; Fernandez & Krapovickas, 1994,
Robledo & Seijo, 2008). Arachis hypogaea e A. monticola séo espécies
alotetraploides com genoma AB. Além disso, trés espécies possuem 2n=18
cromossomos (A. decora, A. praecox e A. palustris) (Pefialoza & Valls, 1997;
Lavia, 1998).

Recentemente uma nova classificagdo foi feita por Robledo e Seijo (2010)
baseada em FISH (Fluorescence in situ hybridization) observando a presenca e
tamanho de bandas heterocromaticas, e algumas espécies antes classificadas como
genoma B foram reclassificadas como sendo genoma F (Arachis benensis e A.
trinitensis) e genoma K (A. batizocoi, A. cruziana e A. krapovickasii). Esses dois
tipos de genomas possuem bandas centroméricas na maioria dos cromossomos,
diferindo uma das outras na quantidade e distribui¢&o da heterocromatina.

A origem do amendoim tem sido objeto de bastante debate. Por ser um
alotetraploide, acredita-se que tenha surgido da hibridizacéo entre duas espécies
diploides. Diversas espécies tém sido sugeridas como as possiveis doadoras dos
genomas A e B (Favero et al., 2006). Com base em dados de marcadores

moleculares, de distribuicdo geografica e de FISH, acredita-se que o amendoim
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seja resultante de um cruzamento entre A. ipaénsis, doadora do genoma B, e A.
duranensis, doadora do genoma A (Kochert et al., 1991; 1996; Seijo et al.,
2004). Recentemente, o amendoim ou A. monticola, considerado por alguns
autores o ancestral silvestre do amendoim (Gregory & Gregory, 1976; Seijo et
al., 2007) pdode ser “refeito” a partir do cruzamento entre essas duas espécies
(Féavero et al., 2006). Assim, A. ipaénsis, usada como parental feminina foi
cruzada com A. duranensis, usada como doadora de pdlen. A planta F; resultante
diploide e estéril foi duplicada com colchicina, obtendo-se uma planta
tetraploide fertil AABB. Essa planta foi cruzada com A. hypogaea, gerando
hibridos férteis e dando suporte a hipdtese de que A. duranensis e A. ipaénsis sao
0s provaveis doadores dos genomas A e B, respectivamente, para 0 amendoim.

O amendoim, portanto, deve ter-se originado da hibridizacdo de duas
espécies diploides, seguida de um evento de duplicacdo espontdnea de
cromossomos (Halward et al., 1991). A planta resultante devia apresentar vigor
hibrido, por isso foi escolhida para cultivo; mas, por ser tetraploide, tornou-se
isolada reprodutivamente de seus parentes silvestres. Como consequéncia, todas
as racas locais de amendoim sdo, provavelmente, derivadas de uma ou poucas
plantas. Esse fato levou a uma variabilidade genética reduzida, o que tem
dificultado os avangos no melhoramento genético e molecular do amendoim. Por
outro lado, espécies silvestres de Arachis possuem resisténcias a diferentes
fatores bioticos e abidticos, que sdo de interesse para 0 melhoramento do
amendoim (Dwivedi et al., 2003; 2007) e, acredita-se que apresentam maior
variabilidade genética (Hilu & Stalker, 1995; Moretzsohn et al., 2004; Milla et
al., 2005).

1.3 Mapas genéticos

Os trabalhos realizados por Bateson, Saunders e Punnet com ervilha em
1902, e com Drosophila melanogaster em 1910 por Morgan e colaboradores,
forneceram a base para a teoria de que a segregacdo de alguns caracteres nao
ocorria independentemente, como proposto por Mendel, em 1866. Morgan e seus
colegas sugeriram entdo a disposicdo linear dos genes em cada cromossomo, na
teoria cromossdmica de heranca e, a partir dai, surgiram as primeiras ideias de

mapeamento genético (Coelho & Silva, 2005). Em 1913, Stutervant, analisando
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dados de segregacdo de genes ligados, propds utilizar a frequéncia de
recombinantes como uma medida da distancia linear entre dois genes na construcéo
de mapas genéticos (Carneiro & Vieira, 2002), definidos como uma sequéncia de
elementos genéticos ordenados de acordo com seus padrbes de segregacdo
(Cheema & Dicks, 2009).

Apesar de essas informacOes serem de extrema importancia em estudos
genéticos, a quantidade de marcadores disponiveis era muito baixa, restringindo o
uso dessa ferramenta no melhoramento de plantas. Os primeiros mapas foram
construidos com marcadores morfoldgicos e citologicos, e mapas mais completos
sO eram permitidos para espécies muito estudadas geneticamente, como o milho
(Carneiro & Vieira, 2002; Coelho & Silva, 2005). Na década de 80, com o advento
dos marcadores de DNA, a construcdo de mapas genéticos tornou-se uma tarefa
relativamente facil, rapida e ilimitada para todas as espécies, permitindo a
saturacdo de mapas ja existentes e até mesmo a construcao de mapas para espécies
para as quais os estudos de heranca eram restritos (Carneiro & Vieira, 2002;
Coelho & Silva, 2005; Pereira & Pereira, 2006). Marcadores moleculares tém a
vantagem de ndo sofrerem influéncia ambiental em relacdo a marcadores
morfolGgicos e citoldgicos e, frequentemente sdo seletivamente neutros, ou seja,
ndo oferecem vantagem seletiva a planta, possibilitando a construcdo de mapas
para espécies de interesse agrondmico e espécies que possuem ciclo de vida longo,

como as florestais e frutiferas (Carneiro & Vieira, 2002).

O mapeamento genético é de grande utilidade no auxilio a programas de
melhoramento de plantas, possibilitando o mapeamento de locos que controlam
caracteristicas quantitativas, poligénicas ou de heranca complexa, chamados de
QTL’s (Quantitative Trait Loci); também sdo usados em estudos de sintenia ou
mapeamento comparativo e clonagem de genes (Ferreira & Grattapaglia, 1998,
Carneiro & Vieira, 2002). Os marcadores associados a QTL’s, depois de
mapeados, podem ser utilizados para sele¢éo indireta (SAM- Selecdo assistida por
marcadores), tornando rapido e eficiente o processo de melhoramento
(Moretzsohn, 2006).

Na area biotecnoldgica, o0 mapeamento serve de base para o isolamento de
genes, também conhecido como clonagem baseada em mapeamento ou clonagem

posicional, sendo necessaria a construcdo de uma biblioteca que tenha grandes
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fragmentos de DNA genémico, como BACs (Bacterial Artificial Chromossomes)
(Moretzsohn, 2006). Em Arachis bibliotecas de BACs tém sido construidas para a
espécie cultivada (Yuksel & Paterson, 2005) e para duas especies silvestres, uma
de genoma A (A. duranensis) e uma de genoma B (A. ipaénsis) (Guimardes et al.,
2008).

O uso de mapeamento para estudos comparativos ou de sintenia colabora
com o entendimento sobre a evolucdo dos genomas, no qual se comparam as
estruturas gendmicas das diferentes espécies, observando a homologia dos genes,
conservacédo da distancia e a ordem de ligacdo nos cromossomos; € usado também
como um meio de obtencdo de mapa Unico de referéncia (Carneiro & Vieira,
2002). Uma reviséo feita por Coelho & Silva (2005) revela uma alta taxa de
homologia entre a estrutura gendémica de diversas espécies, indicando que genes de

interesse ou até mesmo QTL’s sdo compartilhados por varios genomas diferentes.

Em Arachis alguns estudos de mapeamento comparativo ja foram
realizados. Moretzsohn et al. (2009) construiram um mapa de ligacdo do genoma B
de Arachis e 0 compararam ao mapa ja existente do genoma A (Leal-Bertioli et al.,
2009), evidenciando a alta sintenia em todos os grupos de ligacdo. Em 2008,
Hougaard e colaboradores utilizaram marcadores ancoras de leguminosas para
verificar a sintenia entre Phaseolus vulgaris, Lotus japonicus, Medicago truncatula
e Arachis. Os onze grupos de ligacdo formados em feijdo foram sinténicos com
Medicago e Lotus e dez, com Arachis. Bertioli e colaboradores (2009) também
realizaram um estudo para verificar a sintenia de Arachis com Lotus e Medicago.
Recentemente um mapa foi construido a partir de uma populacdo de
retrocruzamento entre A. hypogaea e um anfidiploide sintético (A. ipaénsis x A.
duranensis)®™; resultando em 21 grupos de ligacao (sendo dez referentes ao genoma
A e onze ao genoma B) (Foncéka et al., 2009). Esse estudo possibilitou a
comparacdo entre os mapas diploides e tetraploides, mostrou a sintenia entre 0s
genomas A e B de Arachis e evidenciou 0s rearranjos cromossémicos ocorridos

nos dois genomas, antes e apods a tetraploidiza¢do do amendoim.

Além de estudos comparativos, outros mapas ja foram feitos em Arachis. O
primeiro mapa publicado foi construido utilizando marcadores RFLPs em uma
populacéo F, do cruzamento entre duas espécies de genoma A (A. stenosperma x A.

cardenasii), que resultou em 11 grupos de ligacdo (Halward et al., 1993). Outro
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mapa foi feito com marcadores RFLPs, sendo o primeiro para 0 genoma
tetraploide, em uma populagdo de retrocruzamento entre um anfidiploide sintético
X A. hypogaea, que resultou em 23 grupos de ligagdo (Burow et al., 2001). O
primeiro mapa baseado em marcadores microssatélites (Moretzsohn et al., 2005)
foi obtido de uma populacdo F, de genoma A de cruzamento interespecifico
(A.duranensis x A. stenosperma), que apresentou 170 marcadores mapeados em 11
grupos de ligacdo. A esse mapa de Moretzsohn e colaboradores (2005) foram
acrescentados novos marcadores como SSRs, AFLPs, marcadores ancoras, SNPs,
RGAs e outros resultando 369 marcadores mapeados em 10 grupos de ligacdo
(Leal-Bertioli et al., 2009). Em 2009, Moretzsohn e colaboradores fizeram um
mapa para espécies de genoma B (A. magna x A. ipaénsis), em uma populagdo F,
também utilizando marcadores SSRs. Foncéka e colaboradores (2009) fizeram um
mapa para 0 genoma tetraploide em uma populacdo de retrocruzamento. Foram
mapeados 298 marcadores microssatélites em 21 grupos de ligacdo. Mapas
genéticos comecaram & ser publicados para o amendoim cultivado, nos quatro
altimos anos (Varshney et al., 2009; Hong et al., 2010), utilizando marcadores

microssatélites.

Apesar de ja existir diversos trabalhos de mapeamento em espécies de
Arachis, tem-se encontrado um baixo polimorfismo devido a baixa variabilidade
genética e, consequentemente esses mapas com baixa resolu¢éo dificultam avancos
no melhoramento genético do amendoim. Por isso, ainda ha necessidade de se
obter mapas saturados ou com maior resolucdo em Arachis, assim ira facilitar o
mapeamento de QTLs e a utilizacdo de selecdo assistida por marcadores no

melhoramento do amendoim (Guo et al., 2011; Qin et al., 2012).

Para obter um mapa genético € necessario: obter uma populacdo de
mapeamento, selecionar os marcadores, identificar o polimorfismo, realizar o teste
de segregacéo, e analisar a ligacdo dos marcadores (Paterson, 1996; Collard et al.,
2005).

A construgdo de mapas genéticos baseia-se na existéncia de desequilibrio
de ligagdo, que é definido como associacdo ndo aleatoria entre diferentes locos, ou
como desvios das frequéncias alélicas, em relagdo as frequéncias esperadas sob
independéncia (Lu et al., 2002; Coelho & Silva, 2005). Fatores como: deriva

genética, migragdo e selegcdo, causam desequilibrio de ligacdo, pois alteram as
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frequéncias génicas ou alélicas. A fim de aumentar o desequilibrio de ligacdo para
0 desenvolvimento de mapas e mapeamento de QTLs h& a necessidade do
desenvolvimento de uma populacdo na qual o desequilibrio seja causado apenas
pela ligacdo fisica dos locos (Coelho & Silva, 2005). Para isso é fundamental que
se tenha uma populacdo segregante, a partir do cruzamento de progenitores
contrastantes para as caracteristicas desejadas, com distancia genética suficiente
para identificacdo de marcadores polimérficos (Moretzsohn, 2006).

Vaérios tipos de populagdes podem ser utilizados para construcdo de mapas
genéticos (Figura 2), sendo as mais utilizadas populacGes obtidas por
retrocruzamento, populacbes F,, linhagens puras recombinantes (RIL -
Recombinant Inbred Lines), linhagens de duplo-haploides e cruzamento entre
individuos heterozigotos para espécies com fecundacdo cruzada (Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Coelho & Silva, 2005; Collard et al., 2005).
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Figura 2 — Diagrama dos tipos de populagdes para mapeamento para espécies de
auto-fecundacéo (Collard et al., 2005).

Populacbes F, e de retrocruzamento sdo os tipos mais simples de
populacdes utilizadas para mapeamento. Essas duas possuem a vantagem de serem
faceis de construir e requerem pouco tempo para seu desenvolvimento. Apresentam

como desvantagem produzirem individuos Unicos dificultando a avaliagdo de uma
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determinada caracteristica em diferentes ambientes (Coelho & Silva, 2005; Collard
et al., 2005).

Linhagens puras recombinantes ou RILS podem ser obtidas a partir do
cruzamento de duas linhagens puras seguido de autofecundagdes sucessivas ou do
cruzamento entre irméos, gerando uma série de linhagens homozigotas, cada uma
contendo uma combinagdo Unica de segmentos cromossémicos vindos dos
progenitores (Figura 3) (Broman, 2004). A desvantagem desse tipo de
delineamento é o longo tempo necessario para o desenvolvimento dessa populacéo,
sendo necessarias de seis a oito geracdes (Coelho & Silva, 2005; Collard et al.,
2005; Moretzsohn, 2006).

Linhagens duplo-haploides sdo formadas a partir da indugéo da duplicacéo
dos cromossomos através dos graos-de-polen, sendo possivel somente em espécies

passiveis de cultura de tecido (Collard et al., 2005).
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Figura 3 — Producdo de linhagens puras recombinantes ou RILs por

autofecundacdo (A) e cruzamento entre irmaos (B) (Broman, 2004).

Porém, como vantagem, populacdes RILs e duplo-haploides podem
perpetuar seus genotipos, pois produzem homozigotos ou “linhagens-puras”,
podendo entdo ser distribuidos para varios laboratérios em diversos locais, sendo

possivel o desenvolvimento de um mapa em parceria com outros grupos de
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pesquisa (Broman 2004; Coelho & Silva, 2005; Collard et al., 2005). Além disso,
as linhagens podem ser avaliadas em diversos anos e locais, permitindo uma
avaliagdo mais segura, principalmente e no que diz respeito aos caracteres

quantitativos, em outras palavras, representam um recurso ‘‘eterno” para

mapeamento de QTLs (Collard et al., 2005).

Feita a escolha da populacéo é necessario identificar a diferenca entre 0s
parentais atraves de marcadores moleculares. Populagdes de fecundagéo cruzada
tendem a ter maior polimorfismo do que populagées de autofecundacédo (Collard
et al., 2005). Em espécies de autofecundacdo é necessaria a selecdo de parentais
relativamente distantes, sendo possivel selecionar a partir de estudos baseados na
diversidade genética dos parentais (Collard et al., 2005; Moretzsohn, 2006). A
escolha do marcador depende de sua adequacdo e disponibilidade para uma
determinada espécie, suas vantagens e desvantagens, sendo importante
considerar o conteudo informativo de marcadores dominantes e codominantes
(Tabela 1), e aspectos como infraestrutura laboratorial presente e treinamento do
pessoal envolvido (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Joshi et al., 1999; Coelho &
Silva, 2005; Collard et al., 2005; Moretzsohn, 2006).

Apo6s a identificacdo dos marcadores polimdrficos a serem utilizados,
esses sdo genotipados em toda a populacdo de mapeamento. O teste de
segregacdo é feito, a fim de verificar se os padrGes de segregacdo seguem 0s
padrdes mendelianos. Esse teste é feito utilizando o qui-quadrado (X?), e a
segregacéo esperada varia de acordo com o tipo de marcador e tipo de populagéo
(Shuster & Cruz, 2004; Collard et al., 2005; Moretzsohn, 2006).
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Tabela 1-Segregacdo esperada dos marcadores em diferentes tipos de populagéo
(Collard, 2005).

Tipo de populacéo Marcadores Marcadores
Codominantes Dominantes
F, 1:2:1 (AA:Aa:aa) 3:1 (B_:bb)
Retrocruzamento 1:1 (Cc:cc) 1:1 (Dd:dd)
RIL ou Duplo-
» 1:1 (EE: ee) 1.1 (FF:ff)
haploides

A deteccdo do desequilibrio de ligacdo € feita através da razdo de
verossimilhanca (LR), visando comparar as frequéncias alélicas esperadas e
observadas sob a condicao de segregacdo independente entre os locos, onde se tem
uma hipotese alternativa de que ha ligacdo e uma hipdtese nula de que ndo ha
ligacdo (Lynch & Walsh, 1998; Shuster & Cruz, 2004). Para uma melhor
interpretacdo, tem-se usado a estatistica da razdo da verossimilhanca convertida
para o logaritmo da base 10, também chamada de LOD (“Log of the odds™). Para
construcdo de um mapa, geralmente usa-se LOD >3, isso significa que a hipdtese
alternativa é 10°=1000 vezes mais verossimil do que a hipétese nula de segregacéo
independente (Lynch & Walsh, 1998).

Os marcadores sdo agrupados dentro de um “grupo de ligacdo”, que, do
ponto de vista bioldgico, sdo grupos de genes (marcadores) cujos locos estdo
localizados no mesmo cromossomo (Carneiro & Vieira, 2002; Collard et al., 2005).
A distancia entre os marcadores é medida pela frequéncia de recombinacéo, porém,
essa é uma medida ndo aditiva, ndo permitindo a deteccdo de permutas duplas em
segmentos adjacentes (Carneiro & Vieira, 2002). Com isso, ao incluir novos
marcadores em um mapa é necessario que todas as distancias ja& mapeadas sejam
ajustadas. A fim de se evitar esse problema, e para estabelecer a relacdo entre a
distancia genética entre dois locos no mapa e a frequéncia de recombinantes, foram
criadas fungdes de mapeamento, sendo as mais utilizadas em mapeamento vegetal
as funcdes de Haldane e de Kosambi (Haldane, 1919; Kosambi, 1944). A funcéo
de Haldane assume que nao ha interferéncia entre permutas génicas de segmentos
adjacentes, enquanto a de Kosambi admite a interferéncia. Essas funcdes sdo

expressas em centiMorgan (cM), equivalente a 0,01 Morgan, que é igual a

20



distancia entre dois genes ao longo da qual se espera que ocorra um crossing-over

por gameta por geracdo (Weir, 1996).

A ordenacdo dos marcadores € feita dentro de cada grupo de ligacao, cujo
processo visa minimizar o ndmero de crossing-overs (Carneiro & Vieira, 2002).
Existem varios métodos para que a melhor ordem dos marcadores seja
estabelecida. O método da soma dos coeficientes de recombinacdo adjacentes
(SAR) sugere a ordenacdo de trés locos, propondo que a ordem correta entre 0s
locos seja aquela que resulte em um minimo valor de SAR, onde o valor de SAR
sob a ordem incorreta serd sempre maior que a correta. Porém esse método é
impraticavel quando muitos locos estdo envolvidos, uma vez que o nimero de
ordens possiveis para m locos é igual a m!/2, ou seja, para 30 locos teriamos 13,263
x 10% combinag@es possiveis. A fim de diminuir esse problema, alguns algoritmos
tém sido utilizados como: seriacdo, anelamento simulado ou ramos e conexdes.
Anelamento simulado e seriagdo sdo algoritmos de aproximacdo e esses nao
garantem a melhor ordem. J& ramos e conexdes garantem a melhor ordem, porém a
andalise € mais demorada quando se tem grupos com muitos marcadores (Carneiro
& Vieira, 2002; Coellho e Silva, 2005). A acuracia da determinacdo da melhor
ordem de marcadores em um grupo de ligacdo estd diretamente relacionada ao
namero de individuos da populagdo, quanto maior o nimero de individuos, maior
sera a acuracia do ordenamento (Liu, 1998; Lynch & Walsh, 1998; Moretzsohn,
2006).

1.4 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares ou de DNA revelam as diferencas genéticas entre
individuos da mesma ou de diferentes espécies, e esses sdo chamados de
polimdrficos. Marcadores polimdrficos, baseado em como serdo mostrados 0s
individuos heterozigotos e homozigotos, diferenciam-se em dominantes e
codominantes. Marcadores codominantes apresentam as diferengas entre o0s
tamanhos dos alelos podendo apresentar todos os alelos presentes em um
determinado loco. Nesse tipo de marcador é possivel identificar homozigotos e
heterozigotos. J& os marcadores dominantes apresentam-se com presenca ou
auséncia de alelo mostrando apenas um dos alelos em um determinado loco, ndo
sendo possivel a identificacdo de individuos heterozigotos (Collard et al., 2005).
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Varios tipos de marcadores moleculares tém sido utilizados para construcao
de mapas de ligagdo para diversas espécies de plantas (Collard et al., 2005). Em
Arachis, diversos trabalhos foram realizados utilizando diferentes tipos de
marcadores moleculares, visando a um melhor conhecimento da diversidade
genética assim como para a construcdo de mapas genéticos, em estudos de
mapeamento comparativo e para detecgdo de genes de interesse agrondmico. Entre
0s marcadores utilizados destacam-se: RAPD (Hilu & Stalker, 1995; Raina et al.,
2001; Santos et al., 2003; Creste et al., 2005; Garcia et al., 2006), AFLP (Gimenes
et al.,, 2002; Herselman, 2003; Milla et al., 2005; Tallury et al., 2005), RFLP
(Kochert et al., 1991, Garcia et al., 1995; Burow et al., 2001), ISSR (Raina et al.,
2001) e SSR (Hopkins et al., 1999; He et al., 2003; 2005; Ferguson et al., 2004;
Krishna et al., 2004; Moretzsohn et al., 2004; 2005;2009; Gimenes et al., 2007;
Varshney et al., 2009, Hong et al., 2010; Koppolu et al., 2010; Macedo et al.,
2012). Cada marcador possui suas caracteristicas, vantagens e desvantagens
(Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacdo entre os principais tipos de marcadores moleculares
utilizados na construgdo de mapas de ligacdo em plantas (Carneiro e Vieira,
2002).

Caracteristicas RFLPs RAPDs SSRs AFLPs
Tipo de Marcador Codominante Dominante ~ Codominante ~ Dominante
Numero de alelos/loco Multialélico 2 Multialélico 2
Nivel de polimorfismo Alto Alto Muito alto Muito alto
Necessidade de Construgéo de bibliotecas ) Desenho de .
) ) . Né&o ha . N&o ha
procedimentos prévios gendmicas ou de cDNAS primers
Quantidade de DNA
- 10 mg 25ng 50 ng 500 ng
necessaria
Marcacéo radioativa Sim/Nao Né&o Né&o Sim/Néo
Reprodutibilidade Alta Média Alta Média
Investimento Alto Meédio Alto Médio

Marcadores RFLP sdo facilmente transferiveis entre populacdes e
codominantes, porém necessitam de uma grande quantidade de DNA, requerem
pessoal técnico habilitado para manipulagdo de DNA recombinante e material

radioativo e é uma técnica laboriosa e de alto custo. RAPD, apesar de ser uma
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técnica rapida e simples, apresenta problemas de reprodutibilidade. AFLP
apresenta alto nivel de polimorfismo, porém possui uma metodologia mais
complexa para sua deteccdo. RAPD e AFLP s&o marcadores dominantes e
consequentemente sdo pouco informativos. Portanto, esses trés tipos de marcadores
moleculares ndo sdo ideais para programas de selecdo assistida por marcadores
(Collard et al., 2005; Moretzsohn, 2006; Dwivedi et al., 2007).

1.4.1 Microssatélites

Sequéncias simples repetidas (SSR — Simple Sequence Repeats),
microssatélites ou sitios de microssatélites marcados por sequéncias (STMS —
Sequence Tagged Microsatellite Sites) consistem de pequenas sequéncias repetidas
(motifs) “in tandem” no genoma de eucariotos, de um a seis nucleotideos de
comprimento. Com a utilizacdo de um par de primers especificos (20 a 25 bases)
complementares as sequéncias uUnicas que flanqueiam o microssatélite, essas
regides podem ser amplificadas através de PCR. Cada microssatélite € um loco
genético, independentemente do elemento repetido. Entdo, cada segmento
amplificado do produto de PCR que tenha tamanho diferente, caracteriza um alelo
diferente em um mesmo loco (Figura 4). Esses marcadores sdo altamente
polimdrficos, codominantes, multialélicos, distribuidos ao acaso no genoma,
abundantes e informativos, o que permite maior compreensdo do organismo
estudado (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Krishna et al., 2004; Moretzsohn, 2006).

O uso de marcadores microssatélites, juntamente com a deteccdo dos
fragmentos por fluorescéncia e a andlise semi-automatizada, tém-se mostrado
potente para diversos estudos como: mapeamentos genéticos e estudos de
diversidade genética (Mitchell et al., 1997; Varshney et al., 2009; Nayak et al.,
2010). Krishna e colaboradores (2004) ressaltam que o uso da técnica de
microssatélites marcados com fluorescéncia e deteccdo dos alelos semi-automatica
possui uma vantagem significante em relacdo ao uso de deteccdo por
microssatélites radioativos e gel de prata; além de aumentar a eficiéncia e a
precisdo dos resultados, reduz o risco de exposicdo a radioistopos e a ions de
prata.

Além disso, os microssatéelites possuem uma alta taxa de transferibilidade
entre espécies aparentadas ou até mesmo entre géneros da mesma familia, pois,

apesar das regiGes microssatélites estarem sujeitas a altas taxas de mutacdo, as
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regides flanqueadoras sdo conservadas entre espécies ou géneros proximos
(Moretzsohn, 2006). Todas essas caracteristicas permitem que esse tipo de
marcador seja utilizado para diversos estudos, como mapeamento genético,
gendmica comparativa, andlise da diversidade genética e outros. Como
desvantagem, apresenta um alto custo inicial para seu desenvolvimento,
necessitando do desenvolvimento de bibliotecas gendmicas enriquecidas contendo
SSRs. Apesar de, atualmente, ter se tornado uma opc¢éo répida, eficiente e de baixo
custo para algumas especies, devido a crescente disponibilidade de sequéncias
transcritas (EST — “Expressed Sequence Tags”) e de outros dados de sequéncias de
DNA (Moretzsohn, 2006).

Marcadores microssatélites obtidos a partir de ESTs, também chamados de
EST-SSR, por serem desenvolvidos a partir de regides transcritas do genoma,
podem aumentar a eficiéncia na selecdo assistida por marcadores (SAM) (Caixeta
et al., 2006). Ao contrario de microssatélites gerados de sequéncias de DNA
gendmico, que tendem a se agrupar proximos ao centrdbmero, 0s EST-SSR
concentram-se em regides ricas em genes, e por serem baseados em regides
codificadoras do genoma, espera-se que sejam mais conservados em diferentes
espécies, permitindo assim o estudo comparativo e estudos de evolucéo (Varshney
et al., 2005). Apesar dessas vantagens, os EST-SSRs apresentam-se com menor
polimorfismo em relacdo aos SSRs derivados de bibliotecas genémicas, devido ao
alto grau de conservacdo existente nas sequéncias de DNA em regides transcritas
(Moretzsohn et al., 2005).
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Figura 4 — Base genética dos marcadores microssatélites: (A) Sequéncia de
DNA contendo as regides repetitivas, (B) genotipos para esse loco de 3 plantas
hipotéticas e (C) migracdo dos diferentes alelos em gel de eletroforese
(Moretzsohn, 2006).

1.4.2 Marcadores SNP
Marcadores do tipo SNPs baseiam-se na deteccdo de polimorfismos
resultantes da alteracdo de uma Unica base no genoma, sdo bi-alélicos, presentes
em todo genoma, ocorrendo tanto em regides expressas e ndo expressas. Devido a
sua frequéncia e distribuicdo esses marcadores surgem para obtencéo de mapas de
alta resolucdo, cerca de 100 vezes superiores (mais saturados) aos mapas existentes
baseados em outros marcadores. Sua alta densidade no genoma, juntamente ao
desenvolvimento de tecnologias de genotipagem, permitem a aplicacdo dos SNPs
em mapeamento de EST, integracdo de mapas fisicos e genéticos, e em SAM
(Caixeta et al., 2006).
Os marcadores do tipo SNP sdo importantes marcadores genotipicos. S&o
considerados estaveis do ponto de vista evolucionario, ou seja, a taxa de mutacao é
relativamente baixa, e sao muito frequentes em todo o genoma. A genotipagem nao

é baseada na medida do comprimento dos alelos, como em marcadores SSRs, a
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distingdo dos alelos pode ser automatizada. Devido a alta frequéncia de ocorréncia
nos genomas, 0s SNPs sdo uma rica fonte de variabilidade que podem ser
utilizados para saturar mapas genéticos. Considerando que muitos podem estar no
interior de sequéncias génicas, sdo potencialmente Uteis para a associacdo de
mapeamento de caracteristicas interessantes, podendo reduzir o tempo e custos na
obtencdo de genes de interesse. Existem algumas metodologias para deteccéo de
SNPs, entre elas podemos destacar microarranjos, espectrometria de massa, PCR
em tempo real e minissequenciamento. A escolha do melhor método depende de
fatores como custos, potencial para o processamento dos dados gerados,
equipamentos necessérios e a dificuldade para o desenvolvimento dos ensaios
(Caixeta et al., 2006; Alves, 2008).

Nos estudos de gendmica comparativa, a partir dessas bibliotecas ESTSs, por
serem de regibes mais conservadas, também é possivel o desenvolvimento de
marcadores universais (ancoras), que sdo marcadores génicos e de coOpia Unica,
transferiveis entre espécies de uma mesma familia. Esses marcadores podem
apresentar polimorfismo de comprimento, mas a maioria apresenta polimorfismo
de Unica base ou SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”),onde o produto da
PCR é clivado com enzimas de restri¢do especifica para cada marcador resultando
em marcadores do tipo CAPS — “Cleaved Amplified Polimorphic Sequence”
(Konieczny e Ausubel, 1993) ou dCAPS — “Derived CAPS” (Neff et al., 1998). No
método CAPS o uso de primers especificos amplificam uma regido do genoma em
que o polimorfismo sera detectado pela perda ou ganho de um sitio de
reconhecimento de uma determinada enzima de restricdo. Na técnica dCAPS o
sitio de reconhecimento de uma enzima de restricdo que inclui um SNP é
introduzido no produto de PCR por um primer que contém uma ou mais bases ndo
complementares ao DNA molde. A vantagem dessas técnicas é produzirem
marcadores codominantes, serem baseadas em PCR e em eletroforese de agarose

ou poliacrilamida (Moretzsohn, 2006).

1.4.3 Analogos a genes de resisténcia - RGA

Ao longo da evolucéo, as plantas desenvolveram diversos mecanismos de
defesa para se protegerem contra doencas e parasitas. Um desses mecanismos de
defesa envolve o reconhecimento especifico de patdgenos pela planta hospedeira,

através de receptores proteicos codificados por genes de resisténcia ou genes R.
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Esses reconhecem e se ligam a moléculas especificas derivadas dos patogenos,
sendo manifestado como uma resposta de hipersensibilidade que envolve a morte
programada no local da infeccdo (De Wit, 1995; Taiz & Zeiger, 2004).
Ultimamente, em plantas, tem-se isolado um grande ndmero de genes de
resisténcia para diferentes patogenos (Dixon et al., 1998; Yoshimura et al., 1998;
Wang et al., 1999; Wang et al., 2002).

Essas proteinas codificadas por genes-R apresentam regifes ou dominios
conservados, e dentro desses dominios existem pequenos trechos conservados,
chamados de motivos. Esses motivos tém sido bastante utilizados para desenhar
primers degenerados que sdo capazes de amplificar em varias espécies (Kanazin et
al., 1996; Leister et al., 1996; Yu et al., 1996). Os fragmentos amplificados sdo
sequenciados e o produto de traducdo putativo desses fragmentos tem indicado
similaridade com genes de resisténcia conhecidos. Portanto, estes fragmentos
sdo chamados analogos a genes de resisténcia (RGASs). Varios trabalhos tém
mostrado que RGAs sdo frequentemente ligados a genes de resisténcia ou,
mesmo, partes de genes de resisténcia funcionais (Kanazin et al., 1996; Aarts et
al., 1998; Collins et al., 2001; Donald et al., 2002; Mclintyre et al., 2005;
Mammadov et al., 2006). Alem disso, 0s RGAs podem ser utilizados como fonte
de marcadores para explorar e mapear regiées nos cromossomos que controlam
resisténcia (Alves, 2008).

Os RGAs foram utilizados com sucesso em Arachis (Bertioli et al., 2003;
Yuksel et al., 2005). No trabalho de Bertioli et al. (2003), primers degenerados
foram desenhados e usados para amplificacdo em A. hypogaea var. Tatu e quatro
espécies silvestres (A. duranensis, A. cardenasii, A. stenosperma e A. simpsonii)
que apresentam resisténcias a varias doencas que atacam o amendoim. No
entanto, existe ainda a necessidade de se identificar novas fontes de resisténcia,
especialmente para doengas de grande impacto para a cultura do amendoim no
Brasil (Alves, 2008).

Il JUSTIFICATIVA

Mapeamento genético &€ uma ferramenta de grande importancia no
melhoramento de plantas. A partir dele é possivel identificar locos que controlam
caracteristicas de interesse, como resisténcia a pragas, teor de nutrientes da

semente, produtividade e outros; e também é possivel fazer estudos comparativos
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ou de sintenia visando conhecer a complexidades e a evolugdo dos genomas. Uma
vez que A. hypogaea possui uma base genética estreita, espécies silvestres de
Arachis constituem uma importante fonte de genes que controlam caracteristicas de
interesse para 0 amendoim. A disponibilidade de mapas genéticos para 0s genomas
A, B e tetraploide de Arachis, obtidos para populacdes RILs e baseados em
marcadores codominantes, ira representar um consideravel aumento na capacidade
de mapear genes Uteis e implementar a selecdo assistida por marcadores nos

programas de melhoramento do amendoim.

111 OBJETIVOS

Construcdo de trés mapas genéticos em Arachis utilizando marcadores
moleculares:

- Um mapa para uma populagdo diploide Fs possuidora do genoma A,
obtida a partir do cruzamento entre A. duranensis (Acesso K7988) e A.
stenosperma (Acesso V10309).

- Um mapa para populacdo diploide Fg possuidora do genoma B, obtida a
partir do cruzamento entre A. ipaénsis (Acesso K30076) e A. magna (Acesso
K30097).

- Um mapa para populagéo tetraploide Fs com genoma AB, obtida do
cruzamento entre A. hypogaea — Runner IAC 886 e uma planta anfidiploide
sintética (A. ipaénsis - K30076 x A. duranensis — VV14167)*.

IV METODOLOGIA
4.1 Material vegetal

Foram utilizados 93 individuos de cada populacdo de linhagens puras
recombinantes (RILS) e seus respectivos parentais. As populacdes foram obtidas
pelo método SSD (Single Seed Descent ou Descendente de uma Unica Semente),
que consiste em avancar as geragdes, apds cruzamentos, coletando-se uma semente
por planta, sem efetuar selecdo nas geracdes iniciais de autofecundacdo. Dessa
forma, cada planta F, foi avancada até Fs/Fs. As plantas foram mantidas em casas
de vegetagdo, na Embrapa Recursos Genéeticos e Biotecnologia (Brasilia - DF),
sendo: uma populacéo diploide Fs possuidora do genoma A obtida a partir do

cruzamento de A.duranensis x A. stenosperma; e duas populagdes Fg, sendo uma
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diploide de genoma B cujo cruzamento se deu a partir de A.magna X A. ipaénsis; e
uma populagéo tetraploide de genoma AB, obtida do cruzamento de A. hypogaea
cv. Runner IAC 886 x (A. duranensis x A. ipaensis) **.

4.2 Extracdo de DNA

DNA gendmico total foi extraido de foliolos jovens, no Laboratorio de
Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, de acordo
com o metodo descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998), com pequenas
modificacbes. A concentracdo de DNA de cada amostra foi estimada por
eletroforese em gel de agarose a 1% de concentracdo, comparando-se as
intensidades de fluorescéncia de cada amostra corada com brometo de etidio
com diferentes padrdes de DNA Lambda, e adicionalmente foram quantificadas
utilizando o espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

4.3 PCR e genotipagem

Foram utilizados marcadores ja desenvolvidos e publicados por diferentes
autores e alguns ainda ndo publicados (Tabela 3).

Na populagdo A-Fs, foram testados nos parentais 684 marcadores SSRs,
RGAs e Legs. Dois chips de marcadores SNPs foram desenvolvidos, sendo 384
marcadores SNPs desenvolvidos por D. Cook — Universidade da Califérnia
(dados néo publicados) e 1536 desenvolvidos por P. Ozias-Akins — Universidade
da Georgia (dados nédo publicados). Os marcadores ancoras ou Legs e 79 SSRS
foram genotipados no Laboratorio de Genética Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Os outros marcadores SSRs e RGAs foram
genotipados comercialmente pelo ICRISAT, e os SNPs foram genotipados pelas
Universidades da California e da Gedrgia.

Para populagéo B-Fg foram testados 850 marcadores SSRs nos parentais.
Os marcadores polimorficos foram utilizados para genotipar toda populacdo. A
genotipagem dos SSRs foi feita comercialmente pelo ICRISAT.

Na populacdo de genoma AB-Fg, foram testados 1521 marcadores
microsstelites, sendo 151 similares a genes de resisténcia. A genotipagem foi
feita comercialmente pelo ICRISAT. Os marcadores que falharam na
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genotipagem comercial e os marcadores SSRs similares a genes de resisténcia
polimorficos, foram genotipados no Laboratorio de Genética Vegetal da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Microssatélites, marcadores dncoras e RGAs

As reagOes de PCR foram realizadas em volumes de 13 pL, contendo
tampéo de PCR 1X (Tris-HCI 10mM pH8,3, KCI 50mM, MgCl, 1,5mM), 0,2 mM
de cada dNTP, 1 unidade de Tag DNA polimerase, 1 ng/uL de BSA (“Bovine
Serum Albumin”) purificado (New England Biolabs, MA, EUA), 3uM de cada
primer e 10 ng de DNA gendmico. As amplificagbes ocorreram em
termocicladores ABI 9700 (Applied Biosystems, CA, EUA), com as seguintes
condicdes: 94°C por 5 minutos (1 ciclo), 94°C por 1 min, temperatura de
anelamento ja otimizada para cada primer entre 48-64°C por 1 min, 72°C por 1 min
(30 ciclos); e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos (1 ciclo).

Os marcadores microssatélites foram visualizados em géis de
poliacrilamida 5% e coloracdo com nitrato de prata, de acordo com o protocolo
descrito por Creste e colaboradores (2001). Para os marcadores ancoras, foram
adicionadas enzimas de restri¢cdo aos produtos de PCR e incubados em temperatura
e tempo sugeridos pelo fabricante. Em seguida, foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose a 3,5% de concentracéo.

Microssatélites e RGAs marcados com fluorescéncia

As PCRs foram realizadas em volumes de 5 uL, utilizando o Kit Qiagen
Multiplex PCR (Qiagen) constituido por Master Mix (Taq DNA Polimerase,
tampédo de PCR e dNTPs), Solucdo Q (5x) e agua destilada ultra pura; primers
marcados com fluorescéncias 6-FAM (azul), HEX (verde) e NED (amarela); e 1
pL de DNA genomico. As amplificagfes foram realizadas em termocicladores
ABI 9700 (Applied Biosystems), nas seguintes condicGes: 94°C por 15 minutos
(1 ciclo), 94°C por 1 min, 52-60°C por 1 min, 72°C por 1 min (30 ciclos); e uma
extensao final a 72°C por 10 minutos (1 ciclo).

Para genotipagem de marcadores fluorescentes, foram adicionados a 1uL
do DNA amplificado, 8,5 pL de Hi-Di formamida e 0,5 pL do padrdo com

comprimentos de fragmentos conhecidos, marcado com fluorescéncia ROX. Essas
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amostras foram submetidas a eletroforese em sequenciador automatico de DNA
ABI 3730 (Applied Biosystems).Os dados foram analisados e planilhas com os

gendtipos foram geradas pelo programa GeneMapper (Applied Biosystems).

Tabela 3 — Lista dos tipos de marcadores utilizados para constru¢do dos mapas.
(Adaptado de Varshney et al., 2009).

Fonte NG 0 Tipos dos marcadores utilizados
marcadores
SSR - EST-
Gendmico  SSR Ancoras RGAs SNP

ICRISAT

pPGPseq,
Ferguson et al. (2004) 0PGSseq
Cuc et al. (2008) IPAHM
Embrapa/UCB
Moretzsohn et al. (2004,  Ah, TC, AC
2005, 2009) gi, RN, ML, RI
Proite et al. (2007) RM, RN
Macedo et al. (2012) TC
Leal-Bertioli et al.
(2009) RGA
Uni Tuskegee
He et al. (2003, 2005) PM
Uni Georgia
S J Knapp (Néo
publicados) GM
Ozias-Akins (Nao
publicado) DS X
Outros
Hopkins et al. (1999) Ah, Lec-1
Palmieri et al. (2002,
2005) Ap
Gimenes et al. (2007) Ah, Ag
Fredslund et al. (2006) Leg
Uni California
Cook (N&o publicado) TOG X

4.4 Construcgédo do mapa

Para construcdo dos trés mapas, foi utilizado um LOD escore minimo de

3,0 e uma fracdo de recombinagdo maxima de 0,35.

Foi realizado o teste do qui-quadrado (X?) a fim de testar a segregacéo 1:1

de todos os marcadores. Os marcadores que ndo apresentaram distor¢des da
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proporcdo esperada, a um limite de significancia de 5%, foram utilizados
inicialmente para construcdo dos mapas. As analises de ligacao foram feitas pelo
programa Mapmaker, versdo 2.0 (Lander et al., 1987).

Um LOD escore minimo de 3 ¢ uma fragdo de recombinagao maxima (0)
de 0,35 foram utilizados como parametros para estabelecimento dos grupos de
ligacdo, usando a fungdo “group”. A ordem mais provavel dos marcadores em
cada grupo de ligagdo foi estimada usando a fungao “first order”. As ordens dos
marcadores foram confirmadas por comparacdes das verossimilhancas (LOD
escores) de todas as possiveis ordens usando 0 comando “compare” ou por
permutacdes de todas as trincas de marcadores adjacentes (fungdo “ripple”). Em
seguida, os marcadores distorcidos foram incluidos, usando a fungao “group”. O
comando “try” foi entdo usado para determinar a posi¢do exata dos novos
marcadores dentro de cada grupo. As novas ordens obtidas foram novamente
confirmadas com os comandos “first order”, “compare” e/ou “ripple”. As
fracbes de recombinacdo foram convertidas em distancias de mapa, em
centimorgans (cM), usando a funcdo de mapeamento de Kosambi, que leva em
consideracdo a interferéncia (I).

Por fim, foi realizado um estudo sinténico entre os mapas obtidos atraves

do programa MapChart, verséo 2.2 (Voorrips, 2002)

V RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Mapa para populacéo diploide de genoma A

Do total de 2640 marcadores 908 foram polimorficos, sendo que 870
foram mapeados em 10 grupos de ligacdo para a populacdo RIL-Fs diploide de
genoma A. A formagédo dos 10 grupos de ligacdo esperado, uma vez que A.
duranensis e A. stenosperma sdo espécies diploides com 2n=20 cromossomos.
Os grupos de ligagdo foram definidos por comparagdo aos mapas diploides de
genoma A ja publicados (Moretzsohn et al., 2005; Leal-Bertioli et al., 2009).
Dos 870 marcadores mapeados, apenas 462 sdo apresentados na Figura 5. Os
demais 408 mostraram-se iguais a pelo menos um dos marcadores mapeados, ou
seja, com distancia zero a um ou a um grupo de marcadores (Anexo 1). Portanto,
blocos genémicos ndo estdo sofrendo permuta génica. Essa supressdo de

recombinacdo ndo possui razdo aparente, uma vez que nao foi detectada na
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geracdo F,, também usada para construcdo de mapas genéticos (Moretzsohn et
al., 2005; Leal-Bertioli et al., 2009).

Primeiramente foram mapeados 0s marcadores que seguiram a proporgao
de segregacdo 1:1, e apds a obtencdo dos grupos, os marcadores distorcidos que
desviaram da proporcdo esperada foram incluidos Considerando o mapa total,
526 marcadores (57,9%) mostraram-se distorcidos (p>0,05), sendo que 116
(12,8%) desses foram altamente distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
O comprimento total do mapa obtido nessa populacéo foi de 1036 cM; 0s grupos
variaram de 78,9 cM (A2 com 36 marcadores) a 144,0 cM (A6 com 53
marcadores), com uma distancia média entre os marcadores adjacentes de 2,24
cM. Foi mapeado um gene ligado a caracteristica alto oleico, 18 marcadores
RGAs, 153 microssatélites, 78 marcadores ancoras, e 620 marcadores do tipo
SNP.

Moretzsohn e colaboradores (2005) mapearam 170 marcadores em 11
grupos de ligacdo, em uma populacdo F, derivada do mesmo cruzamento de
espécies silvestres de genoma A, e o comprimento total foi de 1230,89 cM e
51% dos marcadores mapeados apresentaram distorges de segregagdo. Em
2009, Leal-Bertioli et al. acrescentaram marcadores a esse mesmo mapa,
resultando em com 369 marcadores mapeados em dez grupos de ligacdo, com
tamanho total de 2532,3 cM, sendo que 38,4% dos marcadores apresentaram
distorcao de segregacdo. Halward e colaboradores (1993) obtiveram um mapa de
comprimento total equivalente a 1063 ¢cM em uma populacdo diploide de

genoma A F», resultante do cruzamento de A. duranensis x A. cardenasii.

O comprimento total obtido no mapa aqui descrito mostrou ser menor
quando comparado a mapas ja publicados em populagdes geradas do cruzamento
de espécies silvestres de genoma A. Moretzsohn e colaboradores (2005) fizeram
uma estimativa para o tamanho total do mapa para 0 genoma A, totalizando
1424,7 cM, apesar da grande quantidade de marcadores distorcidos que podem
superestimar o comprimento de mapas genéticos. A inclusdo de novos
marcadores utilizados no presente estudo permitiu a maior e melhor cobertura do

genoma e tambem melhor definicdo dos grupos de ligacdo. O menor
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comprimento de mapa obtido pode ser explicado pela supressdo de

recombinacao observada nessa popula¢do em vérias regides gendmicas.

Dos 165 microssatélites mapeados, 23 sdao ESTs. Também foi mapeado
no grupo de ligagdo A9, um marcador (FAD87_Dde). Acredita-se que a forma
recessiva desse gene produz grdos alto oleicos (Jung et al.,, 2000). O
mapeamento desse gene é de grande importancia, uma vez que o acido oleico
esta diretamente ligado a estabilidade e qualidade do dleo (Stalker et al.; 1989).
Além disso, foram mapeados 78 marcadores ancoras (Leg), que sdo génicos e de
copia unica. Logo, 11,7% dos marcadores mapeados provavelmente representam
genes. Também foram mapeados 16 RGAs, que sdo provavelmente, genes ou

parte de genes de resisténcia.
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Al A2 A3 A4l A5
0,0 RN22A12 0,0 TOG899617 0.0 S Legigs 0,0 RGA2 0.0 —FI— TOGO10249_784%#
1.4 RN17F12 0.6 TOG899617_1026# 0.6 DS_c5040_483# 0.9 DS_c6358_532#
2,3 Leg037 1,6 TOG910732_213# 1.2 //2N\\ DS_c1977_844# 3,0 gi-338# 5,0~] |- TOG903716_79
7.2 TOG904805_259 3,0 Leg208# 3.6 /| _\> TOG894287_381# 4.3 TOG903803_379# 6.4~ - gi-385
8.2 DS_c6166_412 5.0 RN2F12 4.8 ///-\\ Ds_c6812_226# 5,8 DS_c1785_157# 7.0~ - DS_c3236_729
11,7 DS_c1301_572# 52 DS_c12368_110 5.4 DS_c6953_744# 7.1 TOG895545_1356# 108 SeqLOH1A#
13,6 TOG896530# 7.0 Legl28 7.1 /N RGA22# 7.7 TOG899297_685# ’
14.8 TOG896530_562 8.4 DS_c5609_294 8.8 ///|=\' TOG894308_1403# 8.4 TOG899297# 13,9 ~— DS _c8405_333#
17,7 DS_c4560_244# 9.1 DS_c5696_55 11,2 TOG898437_81# 11.4 TC7G10# 15,3 ——— Ah4-20#
18,6 Seq3B5 10,2 TOG896385_429 13,0 TC7E04# 12,1 TOG930652# 17,7 ——— TOG9I38908_728#
20,7 TOG895237_630 13,4 TOG902928_388 14,8 LegTCO87# 12,8 TOG930652_303# 18.8 RN13G08#
21,7 TOG931720_758 15,2 Leg182 15,4 Leg066# TC11BO4#
22,7 GMe635a# 19,1 DS_c10522_129# 18,44 /o \ TOG923561_536# Legl4MGm#
25.8 TOG902998_510# 21,1 / Leg242 19,1 TOG903957_763# Ah-229#
27,1 TOG902998# 2527/ Leg33MGm# 25,1 ///\\' TOG908642_255# Leg152#
27,9 Seq2H11 28,2 / TC7H11# 25.87/| |\' TOG906764_196# TOG898304_485#
28,7 TOG896390_652# 29,7 / TOG946792# 28,6 //_\\ Leg237# DS_c1865_177
31,4 TOG901037_411# 32,0 Leg160# 32,2 7/—\" Leg236# TOG898304_670#
33,6 RGA16# 32,9 TOG899668 34,3 7/} -\\ DS_c525_514# Leg136# PM45#
35,9 TOG901908_683# 33,3 |\ TOG899668_1115 35,2 //|_|\' TOG894844_638# DS_c5628_94# 424 Ah3##
36,8 TOG895199_183# 33,7 TOG915802_198 37,47\ TOG897269_422# TCBAO7# “N TC22H12##
38,2 TOG896615_1198# 34,5 TC23F04 40,1 //j=\* TOG902879_117# DS_c8849_670# P= TC6EO1##
39,0 TOG895455_422# 35,9/ |\ ' IPAHM-689 41,4 ///=\\ DS_c3455_472# gi-832# 43,177 DS_c2437_540##
40,7 Legl78# 39,4 f/f\\ TC31C09# 43,5 TOG905123_186# I\ RNSHO2## 43,8 DS_c9200_476##
41,3 TOG894987# 45,8 TOG906843_1052 44,5 /I Ah30# l TOG901166##
41,9 TOG895242_363# 46,6 / \ TC1G04 Leg4Gm# Il TOG906490## 50,6 ——— DS_c835_324##
42,5 TOG900261_468 47.49/7\! DS_c3554 248 DS_c10238_101# PM120#
42,8 Leg047# 53,37 -\~ RGA30 TOG908531_1103# | Legoso# 56,0~ |~ TOG894098_223##
43,1 DS_c761_64# 56,2 /7 DS_c1927_1130 50,0 DS_c1067_409# Leg270# 56,8 = DS_c5288_353##
43,9 TC20D05# 56,9 / \ TOG899594_878 50,7 TOG897609_289%# TOG919337_452# 57,5 DS_c6779_681##
48,8 Ah-193# 582 //7\- DS_c22445_175 51,7 Legl181# TOG902630_597# 62,5~ |~ TC7DO3##
53,2 DS_c17991_98# 61,3 / *\ DS_c4018_591 54,9 Seql8A5 TOG933994_650# 65,6 [ DS_c3097_107##
53,8 DS_c11080_157# 62,9 / \ TOG908880_440 56.8 PM3 | Legas1# 67,2\~ Legoss##
56,4 Leg463_1 63,8 DS_c11518_507 69,4~ | - Seq15F12## CP02B03# 68,5 .~ DS_c3924_288##
57.0 RN9AO5 731 Leg301# AD25F09-TC5# 70,5 ~]_| - TOG895759_618##
57.6 DS_c2443_410 : TC3G01 | DS_c1737_1033# 73,2~[ |- TOG915746_463##
58,3 TOG894141_355 74,5 TOG906504_678 73,8 I~ Leg223# AhZ408# 74,8 - TOG915746##
60,6 |' DS_c21594_45 74,8 N DS_c1119_235# DS_c12399_183# 76,1 —— RGA32##
61,8 DS_c5189_186 78,9 Leg7Gm Leg043# Leg062# 78,3 ~|_| - TOG902768_1093##
63,7 TOG897646_500 TOG897323_439# Leg461# 79,2 —1~ TOGBY966L_476##
64,3 RN25H06 DS_c2626_285# TOG902872_732# 80,4 - TOG902063_90###
66,1 TOG905517_157 TOG897323_947# RN12E01# 82,1 A Leg218#
69,0 DS_c17603_90 TOG902935_739# DS_c1137_464 84,6 IPAHM105#
75,0 DS_c1562_542 Leg225# 90,8 NI TOG904000_200#
81,1 TC2E05 PM238# 91,5 /- TOG899382_109#
82,0 DS_c4214_1102 Leg729# — =l TOGo16452_734#
86.4 TOG902975_95 TOG903841_1059# 92,9 7=\ TOG896943_489#
TC11E04# 93,6 / \ TC1D12#
LegTC811 94,37 /\} TOG898231_169#
Leg470# 98,2 f*§ TOG901225_106#
TOG896068_100# 99,9 TOG905638#
TOG895760_948# 1052 Legl75
Legl133#
DS_c9436_517#
TOG899728_220# 110,0 Leg224
TOG896251_774 113,9~] |- TOG896907
TOG916363_409 114,6 —={— DS_c6795_188
DS_c5636_217 115,5 || TOG895690_378
TOG905182_531 117,37 [~ RGA28
TOG905182 119,7 TOG900080_84
RN8CO09
TOG902919_732 126,5~] | - TOG898026_711
DS_c7338_180 127,4 —=— TOG895871_280
127.0 Seq4F10 128,1 Leg231
134,6 TOG896097_531
1 ps_c11456 172
[ TOG896882

TOG896882_29

Figura 5 — Mapa de ligacéo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fragdo de recombinacdo maxima de 0,35. Andlise feita em uma populacdo Fs de 93 individuos,
resultante do cruzamento entre duas espécies silvestres de genoma A: A. duranensis (K7988) x A. stenosperma (V10309), usando 462 marcadores moleculares. Foram obtidos
10 grupos de ligagcdo e comprimento total igual a 1036 cM. Em amarelo marcardores RGAs e em azul o gene ligado a sintese de &cido oleico FAD. # - Marcadores distorcidos

(5%) e ##, marcadores altamente distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
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A6 A7 A8 A9 A10
0,0 —)— DS_c2184_437 0,0 —— TOG896746_193 0,0 —— Leg654 0,0 — Lec-1 0,0 —— TOG908826_274#
3,5 —| |- DS_c5466_135 1,5 j;t RGAL 2,4 — DS_c18439_78 1,3 | DS_c1458_262#
6.0~]_| - TOG895571 2.8 DS_c5277_40 7.3 DS_c33996_97 5,0~ |- DS _c1565_477#
6.8 < TOG896309_1001 3,57 | | N TOG947627_598 12,9 Leg322 5,7 7=\ TOG894890_027#
- 7.2 /N DS_c3474_556 13,5 DS_c1696_1055 6,4 / LegTC3145#
10,9~ |~ TOG901729_360 7,977\ TC6G09 14,1 DS_c6612_152 7.0 Leg069#
13,3 ~|_|~ RNOx681 10,1 DS_c7479_398 15,6 Seql4G3# 11,7 | > TOG896540_664
ig,g == g;%igel 14,9 DS_c5152_109 17,8 TOG896078_413 14,2 — T~ SeqllH11#
Ny 19,0 |/ DS_c2682_118
17,5 TOG905231_25 26,2 DS_c14276_456# 18,1 Leg146
20,6 DS_c723_423 27,4 TOG896942_133# L
22,8 TOG897521_949 22,6 Leg24MGm 28.6 TOG935579_571# 21,8 Seqlara
26,6 N TC4GO06 29,6 DS_c13019_307# DS_c4566_203
28,2 ~|_|~ TOG894965_165 27,2 TOG904989_542 27,2 ——=— DS_c17036_92 36,5 TOG896362_355## TC1A08
28,9 ——— DS_c9222_228 27,8 7—< DS_c1348_818 39,8 LeglGm# DS c1594 467
32,5~ |- IPAHM-171a 29,1 DS_c20567_70 20.4 TOGB895448 639# ARB73
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Figura 5 (cont.) — Mapa de ligacdo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fracdo de recombinacdo maxima de 0,35. Analise feita em uma populagdo Fs de 93
individuos, resultante do cruzamento entre duas espécies silvestres de genoma A: A. duranensis (K7988) x A. stenosperma (V10309), usando 462 marcadores moleculares.
Foram obtidos 10 grupos de ligacdo e comprimento total igual a 1036 cM. Em amarelo marcardores RGAs e em azul o gene ligado a sintese de acido oleico FAD. # -

Marcadores distorcidos (5%) e ##, marcadores altamente distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
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5.2 Mapa para populacéo diploide de genoma B

Dos 850 marcadores testados, apenas 159 mostraram-se polimdrficos, e
desses, 147 mapearam em 10 grupos de ligacéo, também ja esperados por serem
espécies diploides com 2n=20 cromossomos. Os grupos de ligacdo foram
definidos baseados no mapa diploide de genoma B ja publicado (Moretzsohn et
al., 2009). Primeiramente foram mapeados os marcadores que seguiram a
proporcdo de segregacdo 1:1, e apds a obtencdo dos grupos, 0os marcadores
distorcidos que desviaram da proporcao esperada foram incluidos. Um total de
29 marcadores (19,72%) apresentou desvio da segregacdo esperada 1:1. Esses
marcadores distorcidos estdo distribuidos em oito grupos de ligagcdo, e somente
nos grupos B5 e B8 ndo foram mapeados marcadores com distorgéo. A cobertura
total do mapa foi de 560,3 cM, e os grupos variaram de 28,6 cM no grupo B7,
com 10 marcadores, a 84,6 cM no grupo B3 com 31 marcadores. A distancia

média entre os marcadores adjacentes foi de 3,81 cM (Figura 6).

Um mapa para uma populacdo diploide F, foi desenvolvido por
Moretzsohn et al. (2009), utilizando o cruzamento entre essas mesmas espécies
silvestres de genoma B, A. ipaénsis X A. magna. Esse mapa obteve uma maior
cobertura (1294,4 cM), com 149 marcadores mapeados em 10 grupos de ligacéo,
e 32 marcadores distorcidos (21,5%), também distribuidos em oito grupos de
ligagdo, resultado esse semelhante ao encontrado no presente estudo.
Provavelmente parte do genoma ndo foi coberto pelo mapa desse estudo, sendo

entdo necessario acrescentar mais marcadores a esse mapa.

Dos 147 microssatélites mapeados, 18 sdo EST-SSR, e sdo marcadores
similares a genes que possuem fungdes conhecidas, como os envolvidos no
processo de fotossintese ou em respostas a estresses bioticos (Moretzsohn et al.,
2009). Um marcador que representa um gene ligado a producédo de &cido oleico
(FAD87_Kpn) foi mapeado no grupo de ligagdo B9. Mapas que contém
marcadores génicos facilitam a busca de genes de interesse, por exemplo, ESTs
mapeados em regifes com QTLs sdo 6timos candidatos a estarem envolvidos no
controle de tal caracteristica sendo uma alternativa para clonagem posicional de
genes (Flandez-Galvez et al., 2003; Zheng et al., 2003).
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Figura 6 — Mapa de ligagdo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fracdo de recombinacédo maxima de 0,35. Analise de uma populagdo Fg de 94 individuos, resultante
do cruzamento de duas espécies silvestres de genoma B: A. ipaénsis (K30076) x A.magna (K30097), usando marcadores microssatélites. Foram obtidos 10 grupos de ligagdo e
comprimento total igual a 560,3 cM. Em azul o gene ligado a sintese de &cido oleico FAD. # - Marcadores distorcidos (5%) e ##, marcadores altamente distorcidos, com

valores de X? superiores a 30.
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Figura 6 (cont.) — Mapa de ligagdo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fracdo de recombina¢do méxima de 0,35. Analise de uma populacéo Fg de 94 individuos,
resultante do cruzamento de duas espécies silvestres de genoma B: A. ipaénsis (K30076) x A.magna (K30097), usando marcadores microssatélites. Foram obtidos 10 grupos
de ligagdo e comprimento total igual a 560,3 cM. Em azul o gene ligado a sintese de &cido oleico FAD. # - Marcadores distorcidos (5%) e ##, marcadores altamente

distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
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5.3 Mapa para populacéo tetraploide de genoma AB

De 1521 marcadores testados 251 foram polimérficos, 203
microssatélites e sete SSRs similares a genes de resisténcia mapearam em 21
grupos de ligacdo (10 para o genoma A e 11 para o genoma B) (Figura 7). A
cobertura total do mapa foi de 1066,0 cM, com uma variagdo entre 0s grupos de
8,2 cM, com apenas quatro marcadores (grupo B6), a 116,3 cM com 23
marcadores mapeados (grupoA3). A distdncia media entre os marcadores
adjacentes foi de 5,08 cM. Nos grupos de ligacdo relativos aos genomas A e B
mapearam 144 marcadores, com cobertura total de 714,5 cM, e 66 marcadores
mapeados com um comprimento total do mapa de 351,5 cM, respectivamente.
Primeiramente foram mapeados os marcadores que seguiram a propor¢éo de
segregacdo 1:1, e apds a obtencdo dos grupos, os marcadores distorcidos que
desviaram da proporcdo esperada foram incluidos. Dos 210 marcadores
mapeados, 9,04% (19 marcadores) desviaram da proporcao 1:1 esperada. Esses
marcadores distorcidos estdo distribuidos em 13 grupos de ligacdo, sendo sete
grupos do genoma A e seis grupos do genoma B. Os grupos A2, A3, A5, B1, B2,

B4, B6, B10 nédo apresentaram marcadores distorcidos.

Os tamanhos obtidos nesse mapa relacionado ao genoma A e genoma B,
foram menores do que os tamanhos obtidos, nesse estudo, nas populagdes
diploides representando os mesmos genomas. O genoma B ficou representado
em 11 grupos de ligacdo, e provavelmente o acréscimo de novos marcadores
ligaria o grupo B3 ao B3a, identificados como sendo do grupo 3 pois quando
comparados a mapas ja publicados apresentaram marcadores em comum. A
definicdo dos grupos de ligacdo foi feita baseada em mapas do genoma A e
genoma B, publicados anteriormente (Moretzsohn et al., 2005, 2009; Leal-
Bertioli et al., 2009).
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Figura 7 — Mapa de ligacdo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fracdo de recombina¢do maxima de 0,35. Andlise de uma populacao tetraploide de 89 individuos
Fe, resultante do cruzamento de Runner IAC 886 x (A. ipaénsis K30076 x A. duranensis V14167)*, usando um total de 258 marcadores (microssatélites e RGAs). Foram
obtidos 21 grupos de ligacdo e comprimento total igual a 1066 cM. Em amarelo marcardores RGAs. (#) - Marcadores distorcidos (5%) e (##), marcadores altamente

distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
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Figura 7 (cont.) — Mapa de ligagdo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fracdo de recombina¢do méaxima de 0,35. Anélise de uma populacéo tetraploide de 89

individuos Fg, resultante do cruzamento de Runner IAC 886 x (A. ipaénsis K30076 x A. duranensis V14167)*, usando um total de 258 marcadores (microssatélites e RGASs).

Foram obtidos 21 grupos de ligacdo e comprimento total igual a 1066 cM. Em amarelo marcardores RGAs. (#) - Marcadores distorcidos (5%) e (##), marcadores altamente

distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
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Figura 7 (cont.) — Mapa de ligagdo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fracdo de recombina¢do méaxima de 0,35. Anélise de uma populacéo tetraploide de 89

individuos Fg, resultante do cruzamento de Runner IAC 886 x (A. ipaénsis K30076 x A. duranensis V14167)*, usando um total de 258 marcadores (microssatélites e RGASs).

Foram obtidos 21 grupos de ligacdo e comprimento total igual a 1066 cM. Em amarelo marcardores RGAs. (#) - Marcadores distorcidos (5%) e (##), marcadores altamente

distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
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Figura 7 (cont.) — Mapa de ligagdo obtido utilizando LOD escore minino de 3,0 e fragdo de recombina¢do maxima de 0,35. Analise de uma populacéo tetraploide de 89
individuos Fg, resultante do cruzamento de Runner IAC 886 x (A. ipaénsis K30076 x A. duranensis V14167)*, usando um total de 258 marcadores (microssatélites e RGAS).
Foram obtidos 21 grupos de ligacdo e comprimento total igual a 1066 cM. Em amarelo marcardores RGAs. (#) - Marcadores distorcidos (5%) e (##), marcadores altamente

distorcidos, com valores de X? superiores a 30.
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No primeiro mapa de A. hypogaea publicado baseado em microssatélites,
para uma populacdo RIL-Fg/Fg resultante do cruzamento entre as cultivares
ICGV 86031 x TAG 24 (Vashney et al., 2009), foram mapeados 135 locos em
22 grupos de ligacdo; resultando em um comprimento total de 1270,5 cM em
que 37,8% dos marcadores mapeados desviaram da propor¢do 1:1. Esse mapa
foi enriquecido, acrescentando 56 locos microssatélites, resultando em 191
marcadores mapeados com comprimento total de 1785,4 cM (Ravi et al., 2011).
Gautami e colaboradores (2011) publicaram recentemente, dois mapas feitos em
populagbes RIL (RIL-2 e RIL-3) construidas a partir de cruzamentos entre
cultivares contrastantes para caracteristicas relacionadas a toleréncia a seca. Na
populacdo denominada RIL-2, 119 marcadores microssatélites foram mapeados
em 20 grupos de ligacdo, totalizando 2208,2 cM. Ja na RIL-3 apenas 82
marcadores foram mapeados, formando 15 grupos de ligacdo e com
comprimento total de 831,4 cM. Esses dois mapas juntamente com 0 mapa de
Ravi et al. (2011), foram utilizados para a construcdo de um mapa consenso,
que, a principio, resultou em 293 marcadores microssatélites mapeados em 20
grupos de ligacao, totalizando um comprimento de 2840,8 cM (Gautami et al.,
2011). Esse mapa consenso esta sendo melhorado, utilizando também os mapas
resultantes desse trabalho (dados ndo publicados). Hong e colaboradores (2010)
desenvolveram trés mapas em amendoim cultivado, também baseados em
populacdes RIL. O comprimento total e a formacdo dos grupos de ligacdo em
cada um desses mapas foram menores do que o encontrado por esse estudo,
sendo de 684,9 cM com 19 grupos de ligacdo, 540,69 cM com 21 grupos de
ligacdo e 401,7 cM com 13 grupos de ligacdo. Qin et al. (2012) também
desenvolveram dois mapas, chamados de T e S, baseados em duas populacdes
RILs Fs obtidas do cruzamento de cultivares. O mapa T apresentou 239
marcadores em 26 grupos de ligacdo, 29,6% dos marcadores apresentaram
distor¢do de segregacédo, e o comprimento total foi de 1213,4 cM. No mapa S
foram formados 22 grupos de ligagdo, com 172 marcadores mapeados, sendo 46

(28,8%) distorcidos, resultando em um comprimento total de 920,7 cM.

Como observado, existe uma variagdo em relagdo ao tamanho dos mapas
e ao numero de grupos de ligagdo formados nos mapas publicados e no mapa

aqui apresentado. Isso ocorre, provavelmente, devido a diferenga no nimero de
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marcadores polimorficos encontrados em cada populagdo. Em geral, a obtencéo
de mapas saturados em amendoim tem sido dificultada pelo baixo polimorfismo
(Moretzsohn et al., 2005, 2009; Varshney et al., 2009; Hong et al., 2010;
Gautami et al., 2011; Ravi et al., 2011). Isso tem sido atribuido a origem do
amendoim e ao provavel Unico evento de poliploidizagdo ocorrido recentemente
seguido de autofecundacdes (Halward et al., 1991), e também aos marcadores
microssatélites ESTs que sdo de regides altamente conservadas e bastante
utilizados na construcdo desses mapas (Varshney et al., 2005). Geralmente é
encontrado menor polimorfismo no genoma B, isso € atribuido ao fato de A.
ipaénsis se apresentar muito proximo geneticamente de A. hypogaea, um estudo
de diversidade feito recentemente com a maioria das espécies da se¢do Arachis
mostra isso claramente (dados ndo publicados). Sendo assim, € necessario 0
desenvolvimento de novos marcadores para saturagdo desses mapas (Varshney
et al., 2009). Isso vem sendo feito, e novos marcadores microssatélites e SNPs
foram e estdo sendo desenvolvidos por algumas instituicdes (Universidade da

Califérnia e Universidade da Gedrgia — EUA).

Distorcdo de segregacio

Como foi observado, todos os mapas desenvolvidos para Arachis
apresentam distorcdo de segregacdo e isso tém sido descrito para a grande
maioria dos mapas genéticos publicados para diversas espécies. Isso tem sido
atribuido a diferentes causas, tais como alelos recessivos deletérios (Berry et al.,
1995), alelos auto-incompativeis (Barzen et al., 1995), re-arranjos estruturais nos
cromossomos (Quillet et al., 1995), selecdo pré ou pds zigotica de combinacdes
alélicas ou mesmo ao tamanho diferente entre 0s genomas dos progenitores,
levando a um pareamento atipico dos cromossomos (Jenczewski et al., 1997).
Nos trés mapas construidos nesse estudo é possivel observar que houve
formacdo de blocos com marcadores distorcidos em que os valores do qui-
quadrado foram maiores que 4,5 (Anexo 2). A causa provavel para a formacéo
desses blocos é a ocorréncia de selecdo zigotica ou gamética, na qual a distorgédo
ndo se manifesta apenas para o loco afetado por sele¢do, mas também para os
que estdo ligados a ele (Frisch et al., 2004). Dessa forma, 0s casos em que a
distorcdo de segregacdo é detectada em muitos locos ligados, poderdo ser
interpretados como uma indicagéo de selecdo zigotica (Frisch et al., 2004).
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Além disso, erros de genotipagem também podem causar desvios das
propor¢des esperadas. Mapas com grande numero de marcadores distorcidos
causam implicagdes quando usados em programas de selecdo assistida por
marcadores (SAM). Marcadores distorcidos sdo mapeados com menor
confianga. Além disso, os modelos estatisticos usados no mapeamento de QTLs
sdo baseados em segregacOes normais. Por isso, 0 mapeamento de QTLs
também pode ser menos preciso quando ha distorcdo de segregacgédo
(Moretzsohn, 2006).

5.4 Sintenia entre 0s mapas

Sintenia entre os mapas diploides

A analise de sintenia entre 0s mapas A-Fs e B-Fg diploides mostrou 26
marcadores em comum mapeados e distribuidos em dez grupos de ligacdo dos
dois mapas (Figura 8). Nove grupos de ligacdo do mapa diploide B-Fg (B2, B3,
B4, B5, B6, B7, B8, B9 e B10) mostraram correspondentes diretos com nove
grupos do mapa A-Fs. Os Unicos grupos de ligacdo que ndo mostraram
marcadores em comum foram o Al com o B1l. Dos grupos em comum, oito
apresentaram os marcadores na mesma ordem. Foram identificados grupos com
apenas um marcador em comum (B5, B7 e B9) até sete marcadores colineares
(B3). Os grupos de ligagédo B1 e B2 mostraram um loco, TC41C11 e TC7C06
respectivamente, sinténicos com o grupo A6. Houve uma inversdo de ordem
entre marcadores comuns do grupo B6/A6. Os marcadores que sdo genes ja
caracterizados para producdo de acido oleico foram mapeados no mesmo grupo
de ligagdo (A9 — FAD87_Kpn e B9 — FAD87_Dde).

Moretzsohn et al. (2009) realizaram analise de sintenia semelhante a
essa, e 0s mapas estudados foram feitos em populacOes de F, de genoma A e
genoma B, derivadas dos mesmos cruzamentos realizados nas populagdes deste
estudo. Foram mapeados, em comum, 51 marcadores nos dez grupos de ligacao
no genoma A e B. Sete grupos de ligagdo mostraram-se sinténicos, o grupo B10
mostrou marcadores em comum com 0 grupo A2, e 0S grupos B6 e B7

mostraram marcadores em comum com dois grupos do genoma A (A6 e A10;
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AT e A8 respectivamente). Também foi relatada uma inversdo de segmento nos
grupos B6/A6. O grupo B2 mostrou cinco marcadores colineares com a regido
superior do grupo A2, e o grupo B10 apresentou marcadores em comum com a
regido inferior do grupo A2. Esse ultimo caso pode ser explicado pelo fato de no
mapa A, o antigo grupo A2 (Moretzsohn, 2005; Leal Bertioli, 2009) foi dividido
em dois e um deles foi reunido ao antigo A10, sendo mantido o nome A10, mas

com um grande pedaco do antigo A2.

Apesar do baixo nimero de marcadores em comum, foi possivel observar
alto nivel de sintenia entre 0os mapas, que se torna consistente quando comparada
ao estudo de sintenia de Moretzsohn et al. (2009), no qual o nimero de grupos
de ligagdo com marcadores diretamente sinténicos aumentou para nove e

inversdo de segmento foi encontrada em apenas um grupo.

Essa integracdo de mapas com genomas homeologos em Arachis
aumenta as informacdes contidas em ambos os mapas. Algumas informacoes ja
existem para os mapas de genoma A, como genes candidatos, QTLs para
resisténcia a doenga, e alinhamento de genoma com leguminosas modelos (Lotus
japonicus e Medicago truncatula) e feijdo (Hougaard, 2008; Bertioli et al., 2009;
Leal-Bertioli, 2009). Muitas dessas informacdes podem ser transferidas para o

mapa de genoma B.
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A2 B2 A3 B3 A4 B4

0,0 TOG899617 00—~ TC7H11# 0,0~ Legl88# 0,0 —— seq4F9 RGA2 AN Ah21#
0,6 TOG899617_1026# 0,6 DS_c5040_483# DS_c6358_532# 00 Ah126
1,6 TOG910732_213# 1,27/2\\ DS_c1977_844# gi-338#
3,0 Leg208# 3,6 //|_\ TOG894287_381# 1 TOG903803_379#
5.0 RN2F12 28|20\ Ds_c6812_226# .2 seq1oDs# DS_c1785_167#
5,2 DS_c12368_110 10,5 —1— seq3A6 5,4 /| _\ DS_c6953_744# TOG895545_1356#
7,0 Legl128 14,4~ |- AC3FO7 7.1\ RGA22# o—*122——— TC7E04 TOG899297_685#
8,4 DS_c5609_294 168~T7, TC7C06 8.8 TOG894308_1403# 1551 RN3E10 TOG899297#
91 DS_c5696_55 19,21, AC2D04  11,2-] TOG898437_81# ' TC7G10#
10,2 TOG896385_429 20.4 §7 /- Ac2B03  1307[H\\ TC7E04# 18,0 =1 Seq2D8 TOGY30652# 18,3 ——— TC7G10##
134 TOG902928_388 | Tcano2 14,87 \\ LegTCO87# TOG930652_303#
15,2 Leg182 21,0 PM675 154 Leg066# 22,8 —1— IPAHM377 TC11B04#
19,1 DS_c10522_129# 242 N TC22F10 18,4+ /= | TOG923561_536# 25,4 ——— ML2A05 Legl4MGm# 25,5 ——— seq3B6#
21,1 Leg242 _NJAC2c02 19,1 TOG903957_763# Ah-229# '
252 Leg33MGm# 2707 | Yac3co2 2517\ TOG908642_255# \\ Leg152#
28,2 TC7H11# 30,11 NTCciGo4 2587/| |\ TOG906764_196# TOG898304_485#
29,7 TOG946792# 28,67/ _\\ Leg237# \\ DS_c1865_177 352 | Agaor
32,0 Leg160# 32,27/ Leg236# 35,8 —— Ag39 I TOG898304_670# 358 = TCAHOT#
32,9 TOG899668 34,3 //|1\' DS_c525_514# I Leg136# 364 |\ PM35H
333 TOG899668_1115 39,6 —1— Seq2G5 352 7/| |\ TOG894844_638# 20,6 ~J_L- An30 DS_c5628_94#
337 TOG915802_198 37,47\ TOG897269_422# 435~ | TCaaE12 Il TC5A07#
34,5 TC23F04 40,1 //j—\\ TOG902879_117# 442 = puia | DS_c8849_670# 43,4 —— TC11C06
35,94 4 \' IPAHM-689 41,471\ DS_c3455_472# 44'9 R seq2c11 gi-832#
39,4 //M\' TC31C09# 49,0~ |- seq1ap1e# 4357 |\ TOG905123_186+# \ seq15F12 | RNSHO2#4# 47,0 ——— Ad25F9TC
458 TOG906843_1052 496 —T |~ seqL3D1A# 44,5 |3\ Ah30# 45,6 gi-0090 L TOG901166##
46,6 TC1G04 453 LegaGm# | 1\ Seq16C7 TOGI06490##
47,47 /~\' DS_c3554_248 45,9 DS_c10238_101# 49,0 TC40C3 2 PM120#
53,37\ RGA30 49,2 TOG908531_1103# | \[seq14G3 Leg050#
56,2 //I-\- DS_c1927_1130 50,0 DS_c1067_409# 52,57 /\1Tc19A02 Leg270#
56,9 TOG899594_878 50,7 TOG897609_289# 56,3 PM238 TOG919337_452# 60,5 ——— TC5C05
58,27/ \\ DS_c22445_175 51,7 Leg181# 5755/ /- \ RN10F09 It ToG902630_597#
61,3 //\\ DS_c4018_591 54,9 Seq18A5 TC1E06 Il T0G933994_650#
62,9 TOG908880_440 56,8 PM3 6237 1\ Y ag140 Il Lega51#
63,8 DS_c11518 507 69,4 Seql5F124# ApL75 It cPo2BO3#
69,7 —o— seq4Fs 731 Leg301# 66,17 | | \Ri2D06 Wl AD25F09-TC5#
g TC3G01 713 [\ TC29H08 \1 DS_c1737_1033# ‘\
74,5 ——— TOG906504_678 73,8 Leg223# 742 I~ TC2A02 It Ah-d08# 74,5 ——— RN12E0L
74,8 75\ DS_c1119_235# 75.9 TN RN8C09 DS_c12399_183#
78,9 ——— Leg7Gm 75,8 //I\* Leg043# 78,8 — seql6E6 Leg062#
76,1 TOG897323_439%# 81,4 — | seq5G2 | Lega61# 80,6 ——— TC13G05
76,4 DS_c2626_285# 824 T~ SeqaF10 | TOG902872_7324#
77,0 TOG897323_947# 84,6 — "~ TC3E02 RN12E01#
78,7 JIll\ T0G902935_739# DS_c1137_464
79,5 Leg225#
80,8 PM238#
82,14\ Leg729#
83,6 4|\ TOG903841_1059#
85,1 TC11E04#
86,6 LegTC811
92,2 Legd70#
935 TOG896068_100#
94,9 TOG895760_948#
96,0 [\ Leg133¢#
09,9/l [\ DS_c9436_517#
102,2 TOGB899728_220#
103,7 TOG896251_774
105,8 TOG916363_409
107,0 DS_c5636_217
111,2 TOG905182_531
1126 TOG905182
1145 RN8C09
1256 TOG902919_732
126,2 DS_c7338_180
127,0 Seq4F10

Figura 8 — Andlise de sintenia realizada entre os mapas diploides de genomas A e B. As linhas indicam os marcadores em comum, que aparecem em vermelho.



A5 B5 A6 B6 A7 B7

0,0 —— TOG910249_784## 0,0 —— TC6EO01 0,0 —— DS_c2184_437 0,0 — gi-936 0,0 —— TOG896746_193 0,0 —— seq5D5
_ || |Tcaoco3 - 1,5~ RGAL 1
50~]_|- T_Oeggoansjg 31— PM36 2'3 NI 28605;56567’1135 3,6 ——— RN31D03 258 R\ DS, 5277 _40 3,1 seq5G9
6,4 == gi- 3,7 gi-446 6.8 — — TOG896309_1001 3,57 | | - TOG947627_598
7,0 DS_c3236_729 AdO1F10 7.2\ DS_c3474_556
10,8 ——— SeqlOH1A# 12,2 ~- 2353&11729_360 184 AdoLE 76 11\ TcsG00
13,9 ~|_| - DS_c8405_333# 14’6 = gi-936 TC23C08_1# ﬂ’é g?iggﬁigg
15,3 ——— Ah4-20# oA~ RN31A05 9 —T _C! .
’ 15,2 Seq18G1 243
T R S aaaan—728% 17,5 -] - TOG905231_25 Seqarie 21,0 Ad9SDT
' 20,6 ——— DS_c723_423 24,9 Ah-394 \_ sousB2
22,8 ——— TOG897521_949 PM137 22,6 —— Leg24MGm VA gi-?127
22,5
—_ 27,1 seq7E10A g Seqg4B11
260 TCI9009 285 | |- TOGE94965_165 N7 Ch2A02 27,2 —— TOG904989_542 || | Te3601
28,9 —— DS_c9222_228 Seql5B1# 280 70 TCTmODH
32,5~ |~ IPAHM-171a 28,2 P2 S0 LS aviond
33,9~J 1~ 2365125407135# 285 TCaABOSH
PM45# 35,3 3 RNOXO 288 TC31HOG# 355 —— TOG896888_311
An3is 36,1 DS_c4237_614 %01 1C1A02 37.8 —1— PM204
42,4
\_ %ggﬁz# 41,5 —J— gi-909 41,2 —|— Seq15D6# 33,1 TC11A04
7m\Y
ig’é 7 Bé—ﬁég‘ﬁ;—iégzﬁ 46,2 ~]_| - DS_c4763_792
’ - - 47,9 ——— TOG896979_290 47,0 -7~ TC4G10
50,6 ——— DS_c835_324t## 51.5~]_| Leg23MGm 49,0 Seq3B8
= 54,0 TOG908150_56
52,3 7K [0G910616_176 570 -, TOGe15207 884
56,0~ |- TOG894098_223## 531\ Leg0o X TOGE15207 854
56,8 ——— DS_c5288_353### 55.1 PM24 58,6 \\_| TOGAs5412 365
57,5 | DS_c6779_681## 575 T I\ Lego31 59,9 \H/ TOG906315
62,5~ |~ TC7DO3## 60,5 T~ TC41C11 A
65,6 | [ DS_c3097_107#%# [ DSc2ss 125
67,2 \){ Leg088i# Py _
68'5 -\ DS, c3024_288## 65,4 TOG895747_87
=T 1o 5C 68,1 ——— TC7C06 67,8 — N\~ TOG898285_207
70,5~]_| - TOG895759_618## 8N _
68,4 TOGB897694_664
73,2 TOG915746_463## T
74,8 ][ TOG915746## 72,5 TC23E04_1
PR 73,8 —J1>- DS_c4177_150
76,1 ——[— RGA32## 8 _ -
78,3 ~]_|- TOG902768_1093## 75,0 71\ TOG897513 224
2 AT~ i 86,5 TC35F05 76,8 /| \- TOG895333
79,2 ]I~ TOG899661_476## ||
80,4 <] TOG902063_00## 89,9 Seql9F4# 77,4 TOG919227_560
171\ Lega1s# TOG906662_260 80,0 Leg228
TN IPARMLOS# 90,5 Leg081 80,7/ /—\\ TOG895030_191
TOG904000 200# 91,2 AC2H11# 84,7 Leg196
TOG899382 109# 93,5 \\\=4// LegliIMGm# 89,2 raN RN13D04
£ T0Go16452 734# 93,8 TOG923884_236 89,8 )R- DS_c2845 1151
92,9 77 TOGB896943_489# 94,1 =~ TOG910860_347# 91,1 CP02D05
93,6 / TC1D12# 95,3 =~ TOG960456_632#
94,377} TOG898231_169# 95,9 7=\ TOG960456%#
98,2 TOG901225_106# 97,2 Leg186
99,9 TOG905638%# g;.g - ?8‘2;‘52% s
1052 =~ Legl7s 1022/ \ RNOx727
102,9 TOG894754_222
110,0 ——— Leg224 104,3 Leg346
113,9| |- TOG896907 104,9 Seq15D3
114,6 —|—— DS_c6795_188
115,5 <] TOG895690_378
117.37] [N rGA28
119,7 N\ TOG900080_84
126,5 TOG898026_711 127,8 Leg203
127,4 —= TOG895871_280 128,9 \J{/y TC42A02
128,1 Leg231 132,2 Leg356
133,5\\y DS c0452 220
1346~ |~ TOG896097_531 134,8 - TOG902716_115
136,3 ~J_|- DS_c11456_172 136,8~ [ DS_c7515_308
137,5 S5 TOG896882 140,9 | | , TOG905504_569
138,17\ TOG896882_29

141,5 DS_c6996_330
142,1 N TOG900104
144,0 —J— Leg12MGm

Figura 8 (cont.) — Analise de sintenia realizada entre os mapas diploides de genomas A e B. As linhas indicam os marcadores em comum, que aparecem em vermelho.



A8

0,0 —— Leg654

26,6 L TC4G06
27,2 —=— DS_c17036_92
27,8 < 4

~J- DS_c1348_818
T\ bs~ =

DS_c20567_70

40,4 ——— Leg200

44,5 ~] |- TOG905363_302
45,3 — [~ TOG905363#
46,9 — > CP09DO7#

52,6 CPTO2C10##
56,1 Y , CP04D05#
59,3 Leg929#
61,1\ [/ TOG901869_982#
61,3 \\_//, Seql5C10#
61,8 \LJ/- TOG913042_186#
64.0 \7/{ TOG898508_911#
’ Leg924+#
71,0 TOG905464_387#
75,6 TOG902563_80
76,7\ /[ TC7A02
79,9 TOG897887_418
81,4\ //r Leg305
82,2\[]/[r TOG897884_240
83,0 \\JJ/f TOG912656_539
83,8 \\/, PM32
85,6 \\=/ Leg070
88,6 \ Y, TOG899744_355
89,3 N2 DS_c5583_69
90,0 =~ DS_c3540_452
92,2~ |- Legl7MGm
94,3 | |- ML1G04
99,1 DS_c9031_272
103,5 TOG902140_107
105,0 TC20B05
107,0 RGA19
107,9\\/y TC6HO3
109,6 \|_}/f TOG918756_141
111,3\|"/, TOG895956_322
114,1\\}/, TC22C01
115,94\| |/, TOG895072_395
116,8\\[1/,7 TOG904488_349
117,4 /- TOG898978_1064
121,5 TOG922166_239
122,1 TC1EO5

Qoo U A WNR O
Noo B N oN® ©
===\

.

32,6 —

TC21D06

A9

0,0 —

TC21D06_1 2,4 —

seq16G10
TC6HO3
seq2A6
Ahl
IPAHM333
IPAHM526
seq2A5
Seq3A5
gi-716
Ah-280

Ah-558

7,3
12,9
13,5
14,1
15,6
17,8
19,0
26,2
27,4
28,6
29,6

80,7

Lec-1
DS_c18439_78
DS_c33996_97
Leg322
DS_c1696_1055
DS_c6612_152
Seql4G3#
TOG896078_413
DS_c2682_118
DS_c14276_456#
TOG896942_133#
TOG935579_571#
DS_c13019_307#
TOG896362_355##
LeglGm#
TOGB895448_639#
Leg199

Leg732#
DS_c3667_602#
DS_c1727_427#
TOGB895578#
CP0O2C11#
TOG896007_492#
TOG899159#
TOG899054_560#
TOG896740_1024##
Leg100#
TOG894357#
TOG922990_221#
RM13A12#
Seq18Go#
TOG908289_228#
TC1DO02#
Legl22##
TOG894454_341##
FAD87_Dde#
RGA21##
DS_c11394_113#
TOG896966_310#
TOG908172_214#
TOG895054_163#
DS_c6563_104##
DS_c1784_908##
DS_c4493_509##

B9
0,0 —— Ah-254##
18,1 ——— SeqaG1##
39,7~ | TC1D02
—|RN27A10
] TC3oFos
42,0 seql4E10
| | ITc21c03
47,0 ] [\ FAD87_Kpn
4

70,0 —=— RNOx619

TOG908826_274#
DS_c1458_262#
DS_c1565_477#
TOG894890_927#
LegTC3145#
Leg069#
TOG896540_664
Seql1H11#

Legl46

Seql4F4
DS_c4566_203

TC1A08
DS_c1594_467

TOG908191_552
RNOx615

Leg296
TOG912749_615
Leg213

PM73
PM402

RGA18
- TOG906955

TOG895021_390
TOG905828_189
DS_c11441_202
RN20C10
Seql2E3_P
DS_c11309_145
TC42A05

TOG899545_480

B

25,7\
26,5 /1

298|

35,3 —

46,9 —
50,6 —

66,5 —

10

~

I

N

=)

RI2A06
seq2F5

TC1EO1#
seql6C3#
seq2H8#
RN31F06#
TC13E05#
seql4Fa#

PM32#

RN20C10
Ah-331#

Seq13B9#

Ah-282

Figura 8 (cont.) — Analise de sintenia realizada entre os mapas diploides de genomas A e B. As linhas indicam os marcadores em comum, que aparecem em vermelho.
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Sintenia_entre 0s genomas homeodlogos do mapa tetraploide com 0s mapas
diploides

Foi realizada uma anélise de sintenia entre genomas homeologos do
mapa tetraploide T-Fg com os mapas diploides de genoma A e B apresentados

nesse trabalho.

Foram mapeados 39 marcadores em comum entre 0 genoma A do mapa
T-Fs (AA) e 0 mapa A-Fs (A), distribuidos nos dez grupos de ligacdo (Figura 9).
Os dez grupos de ligacdo do mapa T apresentaram marcadores que
correspondem diretamente com os dez grupos do mapa A. Oito desses grupos
(AAL, AA2, AA3, AA4, AAG, AA7, AA9 e AA1LQ) apresentaram os marcadores
em comum na mesma ordem. Foi encontrado um grupo com apenas um
marcador em comum (A9/AA9) e o0 grupo com o maior numero de marcadores
colineares foi o A6/AA6, com sete locos. Os grupos AA7 e AA10 apresentaram
um marcador sinténico em diferentes grupos no mapa diploide, sendo o
TC20D05 comum no grupo Al e PM32 comum no grupo A8, respectivamente.
No grupo AA8 dois marcadores, RN22A12 e RNOx681, foram sinténicos com 0s
grupos Al e A6 respectivamente. Foi encontrada inversdo da ordem dos

marcadores nos grupos AA5 e AAS.
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RN22A12
RN17F12

Leg037
TOG904805_259
DS_c6166_412
DS_c1301_572#
TOG896530#
TOG896530_562
DS_c4560_244#
Seq3B5
TOG895237_630
TOG931720_758
GM635a#
TOG902998_510#
TOG902998#
Seq2H11
TOG896390_652#
TOG901037_411#
RGA16#
TOG901908_683#
TOG895199_183#
TOG896615_1198#
TOG895455_4224#
Legl78#
TOG894987#

Il TOG895242_363#
TOG900261_468
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Figura 9 — Andlise de sintenia realizada entre 0 mapa diploide A e 0 genoma A do mapa tetraploide

vermelho.
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Figura 9 (cont.) — Anélise de sintenia realizada entre 0 mapa diploide A e 0 genoma A do mapa tetraploide. As linhas indicam os marcadores em comum, que aparecem em

vermelho.
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Figura 9 (cont.) — Anélise de sintenia realizada entre 0 mapa diploide A e o0 genoma A do mapa tetraploide. As linhas indicam os marcadores em comum, que aparecem em

vermelho.
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Ja na comparagdo feita entre 0 genoma B do mapa T-Fs (BB) e 0 mapa
B-Fs (B), apenas 25 marcadores foram comuns e estdo distribuidos em dez
grupos de ligacdo (Figura 10). Os dez grupos do mapa T-Fg apresentaram
marcadores que correspondem diretamente com nove grupos do mapa B-Fg. O
Unico grupo que ndo mostrou nenhum marcador sinténico foi o BB9/B9. Os
grupos que apresentaram os locos em comum na mesma ordem foram o BB1,
BB3, BB3a, BB4, BB6, BB7, BB8, BB10. Os grupos BB4/B4 e BB6/B6
apresentaram apenas um marcador em comum, enquanto que o grupo BB3/B3
apresentou o maior numero de marcadores sinténicos, totalizando quatro
marcadores. Um marcador nos grupos BB3 (TC40C03) e um no BB6
(TC19A02) foi comum nos grupos B5 e B3, respectivamente. Os grupos BB2 e
BB5 apresentaram marcadores com ordem invertida. O grupo B3 do mapa
diploide foi sinténico com dois grupos (BB3 e BB3a) do mapa tetraploide,
aparentemente esses dois grupos representam apenas um, e 0 acréscimo de
novos marcadores provavelmente ir4 ordenar esses marcadores em apenas um

grupo de ligacéo.
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Figura 10 — Analise de sintenia realizada entre 0 mapa diploide B e 0 genoma B do mapa tetraploide. As linhas indicam os marcadores em comum, que sdo mostrados em

vermelho.
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Figura 10 (cont.) — Analise de sintenia realizada entre o mapa diploide B e 0 genoma B do mapa tetraploide. As linhas indicam os marcadores em comum, que sao mostrados

em vermelho.

58



B7

0,0 ——— seq5D5

3,1 seq5G9
21,9 \ /-I Ad95D7 TC4G10
225 4] seq5B2 gi-427

! Seg4B11 TC2B01

28,0 —i=— TC7A024#
28,6 \ TC3BO4#

BB7

0,0

Seq5D5

TC2GO05

16,5

24,7

35,6

36,5

TC3B05

L-|RNOx681 TC7A02

q

~ TC3B04#

32,6

| TC21D06 TC21D06_1

seql6G10 0,0
TC6HO3 \ 34
seq2A6 .\. 6'5
Ahl IPAHM333 !
IPAHM526 seq2A5 11,1
Seq3A5

gi-716

Ah-280 %3
Ah-558

BB8

TC21D06

TC6HO03

TC22CO01

TC28A07

—— PM443

B10

fa 0,0
TC20BO5# >

’

25,7 ~

26,5~
29,8

D

BB10

— gi-342
— Seq2F5

SSeq14G3

35,3

46,9

TC1EO1

50,6

Seql8E7

PM32

_ RI2A06 0.0 —
>~ seq2F5 1,0 —
17,5
TC1EO01# seql6C3#
—"| seq2Hs# 24,6
"\ RN31F06#
N TC13EO05# seqlaFa#
PM32#
|RN20C10 Ah-331# 155
Seql3B9# ’
56,8
59,4
Ah-282

66,5

Ah_FI501986

Figura 10 (cont.) — Andlise de sintenia realizada entre 0 mapa diploide B e 0 genoma B do mapa tetraploide. As linhas indicam os marcadores em comum, que sdo

mostradosem vermelho.
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Como observado, ambos os genomas A e B do mapa tetraploide
apresentaram boa sintenia entre os mapas diploides dos seus respectivos
genomas. Isso € de extrema importancia, pois como ja dito, é possivel inferir que
as informacOes geradas em outros mapas também podem ser utilizadas nessas
populagBes devido as semelhancas existentes entre os genomas. Além do mais, é
possivel fazer o alinhamento do mapa do amendoim com o0s mapas dos seus

progenitores.
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VI CONCLUSOES

Os mapas genéticos obtidos nesse estudo mostraram-se moderadamente
saturados, aumentando a capacidade de mapear genes Uteis. Houve uma boa
definicdo dos grupos de ligacdo, que auxiliara a identificacdo dos grupos de
ligacdo nos mapas feitos em populacGes de A. hypogaea. Esses mapas poderao
auxiliar a transferéncia de genes de interesse existentes nas espécies silvestres
para 0 amendoim, pelo uso de selecéo assistida por marcadores nos programas

de melhoramento do amendoim.

Através do estudo de sintenia foi possivel observar que existe grande
similaridade entre 0os genomas. Esses mapas poderdo ser utilizados para outros
estudos de gendmica comparativa entre populacbes de cruzamento intra ou
interespecifico, entre leguminosas e para constru¢do de um mapa de referéncia

em amendoim.

O tipo de populagdo (RILs) utilizada para o desenvolvimento desse
trabalho foi bastante Gtil, pois permitira que mais marcadores sejam acrescidos
por outros grupos de pesquisa, resultando em mapas mais saturados. Além do
mais, foram e poderdo ainda ser avaliadas caracteristicas de interesse em

diferentes ambientes e periodos.

Atraveés de todo esse trabalho, tem-se como perspectiva: 0 mapeamento
de QTLs para componentes de produtividade e para resisténcia &s doencas que
atacam o amendoim; e o auxilio na montagem do genoma do amendoim que esta
sendo sequenciado através do alinhamento do mapa fisico com os mapas

genéticos.
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IX ANEXOS

Anexo 1 — Marcadores gque formaram blocos com distancias iguais a zero.
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GL Marcador Posi¢do no mapa Marcadores com distancia igual
Al
RN22A12 0 RN22A12, TC14H09, TC23C08_1, TC16A10_1, TC16A10
Leg037 2,3 Leg037, TOG895572_195, TC13C03
DS_c6166_412 8,2 DS_c6166_412, TOG904805
DS_c1301_572# 11,7 DS_c1301_572#, DS_c4065_840#
DS_c4560_244# 17,7 DS_c4560_244#, TOG943467_311#
Seq3B5 18,6 Seq3B5, TC27H12#, DS_c1206_610#
TOG931720_758 21,7 TOG931720_758, TOG910796_419#, TOG910796_582#
GM635a# 22,7 GM635a#, DS_c9674_2194#
Seq2H11 27,9 Seq2H11, TOG961504#, DS_c13239_201#, DS_c6084_79#
TOG901037_411# 31,4 TOG901037_411#, DS_c5353_469#
TOG895199 183# 36,8 TOG895199 183#, DS_c4584 63#, TOG899072_1694#
TOG896615_1198# 38,2 TOG896615_1198#, TOG896615_1035#
TOGS895455_422# 39 TOGB895455_422#, TOG894747_278#
Legl78# 40,7 Legl78#, Leg304#, Ah21#
TOG895242_363# 41,9 TOG895242_363#, DS_c5807_604#, DS_c5813_1008#, DS_c2286_201#, TOG894987_466#,
TOG897648_127#, TOG899544 615#, TOG901547_499#
DS_c17991_98# 53,2 DS_c17991_98#, DS_c18644_173#
DS_c11080_157# 53,8 DS_c11080_157#, DS_c19099_261#, DS_c1095_330#
Legd63_1 56,4 Legd63_1, TOG899506_248
RNSAQO5 57 RN9SAO5, RN23A07, Seq16G8, TOG897306, DS_c2532_722
TOG897646_500 63,7 TOG897646_500, TOG897646, DS_c13546_273#
DS_c4214 1102 82 DS_c4214_1102, DS_c1383_590, DS_c9263_191
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TOG899617 0

TOG899617_1026# 0,6 TOG899617_1026, TOG898608_178#

Leg208# 3 Leg208#, DS_c5307_258

Leg128 7 TOG904027_265

TOG896385_429 10,2 TOG896385_429, TOG896385_87, TOG898116_259

Leg242 21,1 Leg242, TOG908343_347, TOG897933_871#, DS_c4580_1053#

TOG946792# 29,7 TOG946792#, DS_c2936_645#

Leg160# 32 Leg160#, Leg159%, TOG896702#, DS_c2104_122#, DS_c13985_140#, DS_c11859 201#,
DS_c8466_362#, TOG900997_324, TOG896702_329#, TOG896702_337#, TOG899482_644#

TOG899668 32,9 TOG899668, TOG900140, DS_c14143_148#, DS_c3962_168#, TOG915802#

TOG899668 1115 33,3 TOG899668_1115, TOG901933_154, TOG897762_410, TOG900140_128, TOG903928_323,
TOG908804_664#

TC23F04 34,5 TC23F04, Seq11D4, TCAA02#, TC11A02#

TC1G04 46,6 TC1G04, DS_c10074_141

DS_c3554 248 47,4 DS_c3554_248, DS_c3465_568

DS_c1927_1130 56,2 DS_c1927_1130, DS_c3137_141

TOG899594 878 56,9 TOG899594 878, DS_c1708_349, TOG899241_257

Leg188# 0 Leg188#, TOG906575_3044#

TOG894308_1403# 8,8 TOG894308_1403#, DS_c12903_140#, TOG896584#, TOG896584_674#

TOG898437_81# 11,2 TOG898437_81#, TOG900146#, DS_c454_491#, DS_c3639_1180#, DS_c9538_221#, TOG900146_296#

LegTC987# 14,8 LegTC987#, RN3E10#, DS_c7936_190#, DS_c22464_119#, DS_c3385_468#
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TOG908642_255# 25,1 TOG908642_255#, TCAGO2#, TOG894257_158#

TOG906764_196# 25,8 TOG898284_1080#, TOG906764_232#, TOG901133_147##

Leg237# 28,6 Leg237#, DS_c1813_430#, DS_c2678_792#

Leg236# 32,2 Leg236#, TOG916106_302#, TOG900220_441#, TOG916106_451#

TOG894844_638# 35,2 TOG894844_638#, TOG8948444#, TOG894844_420#

TOG902879_117# 40,1 TOG902879_117#, TOG895781#, TOGO01146_187#

Ah30# 44,5 Ah30#, TOG895173_675#, TOG895173_722#

LegdGmit 45,3 LegdGm#, DS_c15986_66#, TOG946941_815#, DS_c2349_532#

DS_c10238_101# 45,9 DS_c10238_101#, DS_c1695_200#

TOG897609_289# 50,7 TOG897609_2894#, DS_c13100_68#

Leg301# 73,1 Leg301#, TOG896361#, TOG9286314#, DS_c10697_2444#, DS_c1226_235#, Leg024#, Legl684,
TOG896681_234#, TCAE10#, TOG896361_4194#, TOG906822_493#, TOG928631_437#

TC3GO01 73,1 TC3G01, TOG896361_703#

TOG897323_947# 77 TOG897323_947#, TOG896252_1129#

Leg225# 79,5 Leg225#, DS_c2026_7394#

Leg729# 82,1 Leg729#, TOG897059#, TOG902901_113#, TOG908354_470##

LegTC811 86,6 LegTC811, TC1EO6#

Legd70# 92,2 Legd70#, TOG906948 482#, TOG906924_458#, TOG924872_95#

TOG896068_100# 93,5 TOG896068_100#, TOG914210#, TOG901894#, TOG910831_313, TOG914210_634#, TOG901894_921#

TOG895760_948# 94,9 TOG895760_948#, DS_c2271_770#, TOG895760_1090#, TOG897973_670#

Legl33# 96 Leg133#, DS_c1970_159, DS_c3299_638

TOG905182_531 111,2 TOG905182_531, TOG900798_420, TOG896103_453#

Seq4F10 127 Seg4F10, TOG900871, TC3EO2
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A4

A5

TOG903803_379# 4,3 TOG903803_379#, TOG919160_1171#

TOG895545_1356# 7,1 TOG895545_1356#, TOG895545_546#

TOG899297_685# 7,7 TOG899297_685#, TOG948068_413#

TOG930652# 12,1 TOG930652#, DS_c12179_148#

Leg14MGm# 18,3 Leg14MGm#, TOG898883_971#

DS_c5628_94# 28,4 DS_c5628_94#, DS_c10945_309#

gi-832# 32 gi-832#, Leg318#, TOG905303_802#, DS_c18568_145#, DS_c935_168##, TOG908483_1069#

RNSHO2## 32,7 RNSHO2##, DS_c3876_497##

TOG901166## 33,4 TOG901166##, DS_c14311_196##, DS_c2743_506##, DS_c7239_98##, DS_c17493_1974#H#,
DS_c8507_92##

TOG906490## 34,1 TOG906490##,DS_c16177_84##, DS_c3375_845#

PM120# 35,1 PM120#, TOG937303#

Leg270# 37,7 Leg270#, TOG909835#, TOG898975#, TOGI17728#, DS_c12744_280#, DS_c8183_4224,
DS_c3489_307##, RN9CO2#, TOG898975_199#, TOG909835_533#

T0G933994_650# 39,8 TOG933994_650#, TOG901166_486#, TOGI01166_207#, TOG897016_5224##

Ah-408# 56,5 Ah-408#, Ah-569#

TOG902872_732# 68,3 TOG902872_732#, DS_c755_322#

RN12E01# 71,1 RN12E01#, TOG894192_568#, TOG894192#, TOG894192_485#

gi-385 6,4 gi-385, TOG895467_59, GM625#, gi-620, TOG895467, TOG918200_556, TOG918200_813

DS_c3236_729 7 DS_c3236_729, DS_c4424_269

SeqlOH1A# 10,8 SeqlOH1A#, DS_c12649_6194, DS_c4656_360#, DS_c8078_215#, TOG910249#

PM45# 42,4 PMA45#, PM179##, Seql0D4#, TC28A12##
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TC6EO1## 42,4 TC6EO14##, Seql11E11##, DS_c5473_188##

DS_c2437_540## 43,1 DS_c2437_540##, DS_c4537_109##

DS_c5288_353## 56,8 DS_c5288_353##, DS_c3981_892##

TC7D03## 62,5 TC7DO03##, Seq3E10##, TC7HO24##, TCOBO7##, TC5DO6H#, ApAO##, Seql8C5H#, Seq13A104##,
TC3GO5##, Seq8H1##, GM630##, Seq19G7##, RN25BO1##

LegO88H## 67,2 LegO88##, Ah_275##, DS_c2498_472##

TOG895759_6184## 70,5 TOG895759_618##, T0G912905_118##, TOG895492_3574#

TOG899661_A4764# 79,2 TOG899661_476##, TOG901841 310##, TOG918275_467##, TOG898353_778##, TOGI18275_612##,
TOG915900_171##, TOG897209_401##, TOG899661_175##, TOG902910_542##

TOG902063_90## 80,4 TOG902063_90##, TOG914633_191##, TOG9I19655_468##, TOG897956_574##, TOG897680_156#H#,
TOG919584_750##

Leg218# 82,1 Leg218#, TC2BO1#, TOGO19584##, PM65#

IPAHM105# 84,6 IPAHM105#, TOG918275##, TOG901841##, TOG899661##

TOG904000_200# 90,8 TOG904000_200#, TOG904000#

TOG899382_109# 91,5 TOG899382_109#, DS_c5394_367#

TOG916452_734# 92,2 TOG916452_734#, TOG916452#

TOG898231_169# 94,3 TOG898231_169#, TOG898018#, TOG898018_457#

Leg224 110 Leg224, TOG907321_698, CPI02C10

TOG895690_378 115,5 TOG895690_378, TOG895690_687

TOG900080_84 119,7 TOG900080_84, TOG896907_218

T0G898026_711 126,5 TOG898026_711, TOG898026, DS_c349_477

TOG896309_1001 6,8 TOG896309_1001, TOG895571_409, TOG899713_397

RNOx681 13,3 RNOx681, TOG946905_682
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A7

gi-936 14,6 gi-936, RI2A06, TOG896050_514, TOG896050_512

Seq18G1 15,2 Seq18G1, TOG898376_102

DS_c723_423 20,6 DS_c723_423, DS_c11223_461

IPAHM-171a 32,5 IPAHM-171a, TOG906607_425

RNOX06 35,3 RNOx06, DS_c8608_327, TOG900398_642#, TOG894933_193#

Leg23MGm 51,5 Leg23MGm, TOG894064_409, TOG907173, TOG896202, DS_c10062_191, DS_c639_802,
DS_c5136_346, T0G929069_215, TOG901858_1313, TOG908504_349, TOG898832_314,
TOG907173_130, TOG898832_248, TOG896202_674

Leg092 53,1 Leg092, TOG894351_463, DS_c9060_110, LegTC1941

Leg031 57,5 Leg031, TC11A04

TOG906662_260 90,5 TOG906662_260, TOG897486#, TOG897486_953#

Leg11MGm# 93,5 Leg11MGm#, TC3HO7#, DS_c5982_158#, DS_c9355_120#, DS_c6847_217

Seq4H6 97,8 Seq4H6, TOG903904_486

TOG894754 222 102,9 TOG894754 222, T0G910683_176, T0G914943_77

Seq15D3 104,9 Seq15D3, DS_c1800_406

TOG902716_115 134,8 TOG902716_115, TOG903911_345

DS_c5277_40 2,8 DS_c5277_40, DS_c8859_42

TOG904989_542 27,2 TOG904989_542, TOG894619_653, TOG913150_569

Seq3B8 49 Seq3B8, TOG901977_400, DS_c6216_728, TOG897682_138

TOG908150_56 54 TOG908150_56, TOG915697, DS_c11702_280, TOG900787_305

TOG895412_365 58,6 TOG895412_365, TOG895412, DS_c18959_105, TOG913186_454#, TOG895412_176

T0G922733 61,1 T0G922733, DS_c3005_444#

T0G922733_189 64,2 T0G922733_189, TOG899447_539
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A8

TOG897513_224 75 TOG897513_224, TOG897513_276
T0G919227_560 77,4 T0G919227_560, TOG895333_20

Leg228 80 Leg228, TOG915502_1157, TOG915502, TOG894070, DS_c15029_164, DS_c7744_233
TOG895030_191 80,7 TOG895030_191, TOG895030_325, TOG898528_820#

DS_c2845_1151 89,8 DS_c2845_1151, DS_c5670_217

TC4G06 26,6 TC4G06, TOG900942_375

DS_c20567_70 29,1 DS_c20567_70, DS_c5619_263

TOG905363_302 44,5 TOG905363_302, TOG900374_136

Leg924# 64 Leg924#, TC3BO5#

TOG902563_80 75,6 TOG902563_80, DS_c1393_570

TC7A02 76,7 TC7A02, TC3B04

Leg305 81,4 Leg305, DS_c12692_326, DS_c1885_946

PM32 83,8 PM32, TOG920382_588

TOG899744_355 88,6 TOG899744_355, TOG899744

Leg17MGm 92,2 Leg17MGm, TOG899409_369

T0G902140_107 103,5 TOG902140_107, TOG902560_403#, TOG907934_403, TOG902560_539
TC20B05 105 TC20B05, DS_c3065_784, DS_c3555_139, Ad90F2

TC6HO3 107,9 TC6HO3, TCOF10

TOG895956_322 111,3 TOG895956_322, DS_c732_231

TC22C01 114,1 TC22C01, TOG918864

TC1EO5 122,1 TC1EO5, Seq2A5, DS_c1049_215, DS_c95_626
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A9

Al10

Leg033 126,3 Leg033, TCOF04, Ah-558, TOG902883_322, TOG915278, TOG895983, TOG902883, DS_c2379_440,
DS_c8478_70, DS_c3821_347, TOG897350_694, TOG894669_322, TOG946813_2944,
TOG915884_453#, TOG895983_308, TOG915278_171

Lec-1 0 Lec-1, gi-1107

TOG896078_413 17,8 TOG896078_413,DS_c4860_235, TOG903757_1119#

Leg732# 43,8 Leg732#, TOG910718_524#, TOG898055#, TOG898055_155#, TOG924405_580#, TOG899697_808#,
TOG910718_279%#

TOG896007_492# 51,2 TOG896007_492#, TOG927609_649#

Legl00# 56,2 Leg100#, Seq9B4#, PM119#, TOG897003_356#

TOG894357# 56,2 TOG896345_927##, TOG896495_88#, TOG896911_311#, TOG898095_533##, TOG918299_648i#

TOG908289_228# 62,3 TOG908289_228#, TOG894357_388#, TOG895877_60#, TOG895877_121#

TOG896966_310# 74,2 TOG896966_310#, TOG894927_236#, TOG896384_240#

TOG908826_274# 0 TOG908826_274#,DS_c229_845##, TOG908826_5194#

TOG894890_927# 5,7 TOG894890_927#, TOG894890#

Leg069# 7 Leg069#, gi_6234#, Seq2F5#, TOG894171_695#, DS_c2408_432#, TOG901145_541#, TOG894171_538#

TOG896540_664 11,7 TOG896540_664, TOG896540

Legl46 18,1 Legl46, DS_c1614_886

TC1A08 32,1 TC1A08, RM2H1

DS_c1594_467 32,8 DS_c1594_467, DS_c14247_275

TC4DO02 36,7 TC4DO02, RI1F06, TOG940538_240, DS_c6230_149, TOG914910_1280

TOG908191# 37,9 TOG908191#, DS_c468 604#, DS_c6550_290#, TOG9103234#, TOG894371#, TOG905480#
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TOG908191_552 39,1 TOG908191_552, TOG898599_456#, TOG905480_1140#
Leg296 40,9 Leg296, DS_c16720_160

TOG906955 47,3 TOG906955, DS_c8644_136

TOG895021_390 47,9 TOG895021_390, TOG906955_159, TOG895021_303
TOG905828_189 48,9 TOG905828_189, TOG896305_233
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Anexo 2 — Mapas das populacdes A, B e AB com os valores respectivos de qui-

guadrado de cada marcador.

87



Mapa A

GL Marcadores Valor X?
Al
RN22A12 3,75
RN17F12 1,35
Leg037 2,58
TOG904805_259 1,95
DS_c6166_412 3,00
DS_c1301_572# 6,05
TOG896530# 7,72
TOG896530_562# 573
DS_c4560_244# 8,12
Seq3B5 4,55
TOG895237_630# 5,26
TOG931720_758# 5,08
GM635a# 5,56
TOG902998 510# 9,14
TOG902998# 19,44
Seq2H11 4,27
TOG896390_652# 9,39
TOG901037_411# 9,39
RGA16# 6,70
TOG901908 683# 6,04
TOG895199 183# 9,47
TOG896615_1198# 7,58
TOG895455_422# 8,89
Legl78# 9,56
TOG894987# 9,23
TOG895242_363# 6,87
TOG900261_468# 5,73
Leg047# 7,02
DS_c761 64# 10,05
TC20DO5# 8,56
Ah-193# 5,88
DS_c17991_98# 8,45
DS_c11080_157# 6,70
Leg463_1 1,71
RN9SAQ5 0,01
DS_c2443 410 1,25
TOG894141 355 0,05
DS_c21594 45 2,14
DS_c5189 186 0,78
TOG897646_500 0,64
RN25H06 0,69
TOG905517_157 1,05
DS_c17603_90 0,01
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A2

A3

DS_c1562_542
TC2E05
DS_c4214_1102
T0G902975_95

TOG899617
TOG899617_1026#
TOG910732_213#
Leg208#

RN2F12
DS_c12368_110
Legl28
DS_c5609_294
DS_c5696_55
TOG896385_429
TOG902928_388#
Leg182
DS_c10522_129#
Leg242
Leg33MGm#
TC7H11#
TOG946792#
Legl60#
TOG899668
TOG899668_1115
TOG915802_198#
TC23F04
IPAHM-689
TC31C09#
TOG906843_1052
TC1G04
DS_c3554_248
RGA30
DS_c1927_1130
TOG899594_878
DS_c22445 175
DS_c4018_591
TOG908880_440
DS_c11518_507
TOG906504_678
Leg7Gm

Leg188#
DS_c5040_483#
DS_c1977_844#
TOG894287_381#

0,82
1,49
1,05
0,65

4,46
6,87
6,04
9,47
2,38
4,46
1,03
3,48
2,39
3,00
4,81
0,98

19,00
3,66
7,20

10,65
8,33
4,81
3,76
3,66
5,41
4,15
4,38
5,00
3,56
3,17
3,85
1,57
0,01
0,00
0,32
2,68
0,35
0,30
0,01
1,39

7,02
8,91
10,23
18,78
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DS_c6812_226#
DS_c6953_744#
RGA22#
TOG894308_1403#
TOG898437_81#
TC7E04#
LegTCO87#
LegO66#
TOG923561_536#
TOG903957_763#
TOG908642_255#
TOG906764_196#
Leg237#

Leg236#
DS_c525_514#
TOG894844 638#
TOG897269_422#
TOG902879_117#
DS_c3455_472#
TOG905123_186#
Ah30#

LegdGm#
DS_c10238_101#
TOG908531_1103#
DS_c1067_409#
TOG897609_289#
Legl81#
Seql18A5

PM3

Seql5F12##
Leg301#

TC3GO01

Leg223#
DS_c1119_235#
Leg043#
TOG897323_439#
DS_c2626_285#
TOG897323_947#
TOG902935_739#
Leg225#

PM238i#

Leg729#
TOG903841_1059#
TC11EO04#
LegTC811
Legd70#

16,41
20,51
21,00
17,33
22,05
19,05
13,14
13,12
19,75
23,21
22,62
20,51
17,78
25,80
24,40
24,01
26,45
19,00
15,12
17,05
11,31
8,78
10,65
20,28
15,12
20,06
12,86
1,47
2,71
38,22
14,10
4,25
13,76
14,10
9,89
11,84
12,81
12,48
10,32
10,13
11,25
13,76
11,84
10,05
4,44
5,58
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A4

TOG896068_100#
TOG895760_948#
Leg133#
DS_c9436_517#
TOG899728_220#
TOG896251_774
TOG916363_409
DS_c5636_217
TOG905182_531
TOG905182
RN8CO09
TOG902919_732
DS_c7338_180
Seq4F10

RGA2
DS_c6358_532#
gi-338#
TOG903803_379#
DS_c1785_157#
TOG895545_1356#
TOG899297_685#
TOG899297#
TC7G10#
TOG930652#
TOG930652_303#
TC11BO4#
LeglAMGm#
Ah-2294

Legl52#
TOG898304_485#
DS_c1865_177
TOG898304_670#
Legl36#
DS_c5628_94#
TC5A07#
DS_c8849_670#
gi-832#
RN5HO2##
TOG901166##
TOG9064904##
PM120#

LegO50#

Leg270#
TOG919337_452#
TOG902630_597#

7,78
7,05
513
4,57
6,87
4,15
4,26
1,08
3,66
0,62
0,59
1,57
1,25
0,06

0,71
10,05
9,72
9,39
9,23
7,05
8,33
10,38
8,67
12,80
13,13
11,36
7,58
6,86
6,53
10,27
1,10
13,54
13,78
16,07
24,20
21,83
27,84
32,05
32,01
30,49
19,51
27,43
21,75
27,27
28,80
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A5

TOG933994_650#
Legd51#
CP02BO3#
AD25F09-TC5#

DS _c1737_1033#
Ah-408#
DS_c12399_183#
Leg062#

Legd61#
TOG902872_732#
RN12E01#
DS_cl1137_464

TOG910249_ 7844t
TOG903716_794#
gi-385
DS_c3236_729
SeqlOH1A#
DS_c8405_333#
Ah4-20#
TOG938908_728#
RN13GO08#

PMA45#

Ah3##

TC22H124#
TCOEO1##
DS_c2437_5404##
DS_c9200_476##
DS_c835_324##
TOG894098_223##
DS_c5288_353##
DS_c6779_681##
TC7DO03##
DS_c3097_107##
LegO88#
DS_c3924_288#i
TOG895759_6184##
TOG915746_A4634##
TOG915746##
RGA32##
TOG902768_1093##
TOG899661_A476#i#
TOG902063_90##
Leg218#
IPAHM105#
TOG904000_200#

27,13
10,47
9,78
17,78
26,45
10,23
25,47
19,51
14,76
17,78
7,67
1,03

30,39
5,13
2,71
3,57
10,13
15,51
23,21
32,01
13,71
33,80
37,35
38,22
39,11
43,90
48,76
85,04
48,32
43,90
36,21
41,00
70,44
62,69
71,43
66,46
55,42
56,01
44,70
48,76
41,02
34,68
28,10
29,45
22,05
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A6

TOG899382_109#
TOG916452_734#
TOG896943_489¢#
TC1D12#
TOG898231_169#
TOG901225_106#
TOG905638#
Legl75

Leg224
TOG896907
DS_c6795_188
TOG895690_378
RGA28
TOG900080_84
TOG898026_711
TOG895871_280
Leg231
TOG896097_531
DS_c11456_172
TOG896882
TOG896882_29

DS_c2184_437
DS_c5466_135
TOG895571
TOG896309_1001
TOG901729_360
RNOx681

gi-936

Seql8G1
TOG905231_25
DS_c723_423
TOG897521_949
TOG894965_165
DS_¢9222 228
IPAHM-171a
DS_c14540_135#
RNOx06
DS_c4237_614
Seql5D6#
TOG896979_290
Leg23MGm
TOG910616_176
Leg092

PM24

Leg031

20,75
14,14
22,83
15,12
17,33
15,51
14,14
0,93
2,19
1,05
0,64
0,71
1,05
1,47
0,84
0,01
0,29
0,21
0,19
0,01
0,05

0,30
1,70
2,06
1,75
0,24
0,86
0,47
1,35
0,35
1,32
4,19
3,00
3,00
3,28
9,33
4,13
2,72
11,76
0,69
3,66
2,45
2,58
0,21
0,30
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A7

TC41C11
TC7C06
TC35F05
Seql9F4#
TOG906662_260
Leg081
AC2H11#
LegllMGm#
TOG923884_236
TOG910860_347#
TOG960456_632#
TOG960456#
Legl186

Seq4H6
TOG920755
RNOx727
TOG894754 222
Leg346
Seql5D3
Leg203
TC42A02
Leg356
DS_c9452_220
TOG902716_115
DS_c7515_308
TOG905504_569
DS_c6996_330
TOG900104
Leg1l2MGm

TOG896746_193
RGA1
DS_c5277_40
TOGY947627_598
DS_c3474_556
TC6G09
DS_c7479_398
DS_c5152_109
Leg24MGm
TOG904989_542
TOG896888_311#
PM204
DS_c4763_792
TC4G10

Seq3B8
TOG908150_56

0,19
0,10
2,09
5,90
4,12
3,60
11,25
9,56
0,68
10,89
7,78
7,02
3,40
3,86
2,51
2,78
2,00
0,28
0,71
1,11
1,11
0,21
0,00
0,00
0,01
0,49
0,00
1,75
0,20

1,39
2,95
0,05
0,71
0,05
0,44
0,05
0,32
0,00
0,00
5,23
0,06
0,32
0,34
3,36
0,13
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A8

TOG915207_884
TOG895412_365
TOG906318_1116
TOG922733
DS_c253_125
TOG922733_189
TOG895747_87
TOG898285_207
TOG897694_664
TC23E04_1
DS_c4177_150
TOG897513_224
TOG895333
TOG919227_560
Leg228
TOG895030_191
Leg196
RN13D04
DS_c2845_1151
CP02D05

Legb54

TC4G06
DS_c17036_92
DS_c1348_818
DS_c20567_70
Leg200
TOG905363_302
TOG905363#
CPO9DO7#
CPTO2C10##
CPO4DO5#
Leg929#
TOG901869_982#
Seql15C10#
TOG913042_186#
TOG898508_911#
Leg924#
TOG905464_387#
TOG902563_80
TC7A02
TOG897887_418
Leg305
TOG897884_240
TOG912656_539
PM32

0,22
0,01
0,01
2,68
0,20
0,01
1,32
4,69
3,57
0,58
0,44
0,80
1,22
1,28
2,65
3,46
0,91
1,46
0,44
2,39
#N/A
0,42
1,85
1,53
2,14
1,00
1,94
3,75
5,00
6,05
36,63
11,86
6,54
9,14
12,07
6,54
8,00
9,47
10,27
2,32
2,65
0,49
0,05
1,66
0,34
1,61
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A9

Leg070
TOG899744 355
DS_c5583_69
DS_c3540_452
Legl7MGm
ML1G04
DS_c9031_272
TOG902140_107
TC20B05

RGA19

TC6HO3
TOG918756_141
TOG895956_322
TC22C01
TOG895072_395
TOG904488_349
TOG898978_1064
TOG922166_239
TC1EO05

gi_716#
TOG896197
Seq2B9

Leg033

Lec-1
DS_c18439_78
DS_c33996_97
Leg322
DS_c1696_1055
DS_c6612_152
Seql4G3#
TOG896078_413
DS_c2682_118
DS_c14276_456#
TOG896942_133#
TOG935579_571#
DS_c13019_307#
TOG896362_355##
LeglGm#
TOG895448_639#
Leg199

Leg732#
DS_c3667_602#
DS_c1727_427#
TOG895578#
CPO2C11#

0,05
0,34
0,32
1,25
3,12
0,01
0,64
0,01
0,06
0,05
0,00
0,22
0,00
0,01
0,01
0,05
0,00
0,32
2,51
5,73
0,59
0,10
0,29

0,18
1,00
3,12
1,39
2,33
3,05
10,59
3,95
2,91
11,05
12,80
10,38
23,68
33,98
7,72
9,47
4,55
6,86
13,44
15,07
16,79
19,51
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Al10

TOG896007_492#
TOG899159¢#
TOG899054_560#

TOG896740_1024+##

Legl100#
TOG894357#
TOG922990 _221#
RM13A12#
Seql8Go#
TOG908289 228#
TC1DO2#
Legl22##

TOG894454_341##

FADS7_Dde#
RGA21##
DS_c11394_113#
TOG896966_310#
TOG908172_214#
TOG895054_163#
DS_c6563_104##
DS_c1784_908##
DS_c4493_509##

TOG908826_274#
DS_c1458 262#
DS_c1565_477#
TOG894890_927#
LegTC3145#
Leg069#
TOG896540_664
SeqllH11#
Legl46

Seql4F4
DS_c4566_203
TC1A08
DS_c1594_467
Ah-573

Leg202
TOG900416
TC4DO02
DS_c20163_113#
TOG908191#
TOG912749
TOG908191_552#
RNOx615

Leg296

16,33
23,82
26,45
33,84
25,80
27,56
24,82
24,40
6,48
29,45
28,93
27,60
32,11
23,05
67,06
26,61
27,13
27,96
30,49
38,24
34,68
38,24

26,30
28,69
7,12
9,47
10,98
8,78
3,56
6,82
1,47
0,80
0,21
0,80
2,14
0,05
0,42
2,51
2,71
5,44
5,90
4,46
5,88
4,05
3,77
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TOG912749_615
Leg213

PM73

PM402

RGA18
TOG906955
TOG895021_390
TOG905828_189
DS_c11441 202
RN20C10
Seql2E3_P
DS_c11309_145
TC42A05
TOG899545_480

3,37
0,98
0,29
0,98
0,22
0,36
0,05
0,01
0,05
0,19
2,09
0,78
0,01
0,21
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Mapa B

GL Marcadores Valor X?

Bl TC24D06 2,59
Ap152 3,86
seqllE8 2,23
seql3A7 4,35
Ahll 1,94
TC41C11 1,94
TC7D03 1,94
seq3C7 2,23
TC14HO09 2,23
TC13C03 2,28
Ah3 2,33
TC16A10_1 3,86
seql9C3 2,67
seq7B9 2,65
seqd4D4 0,74
seq4A6 0,93
Ad95D7_2# 11,71
Seql2B2 1,16
seq8G5 3,36

B2
TC7H11# 12,81
seq3A6 1,25
AC3F07 0,04
TC7C06 0,11
AC2D04 0,17
AC2B03 0,10
TC4A02 0,01
PM675 0,01
TC22F10 0,53
AC2C02 0,17
AC3C02 0,32
TC1G04 0,55
Seq2G5 0,41
seql3D1B# 6,55
seql3D1A# 8,71
seq4F8 3,46

B3
seq4F9 0,29
seqloDo# 4,65
TC7E04 3,32
RN3E10 2,23
Seq2D8 1,36
IPAHM377 0,74
ML2A05 0,18
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B4

B5

B6

Ag39
Ah30
TC34E12
PM3
seq2C11
seql5F12
gi0090
Seql6C7
TC40C3_2
seqldaG3
TC19A02
PM238
RN10F09
TC1EO6
Ag140
Apl75
RI12D06
TC29HO08
TC2A02
RN8CO09
seql6E6
seqbG2
Seq4F10
TC3EO02

Ah21#
Ah126
TC7G10##
seq3B6#
Ag49
TC4HO7#
PM35#
TC11CO06
Ad25F9TC
TC5C05
RN12E01
TC13G05

TC6EO1
TC40C03
PM36
gi446
TC19D09
gig09

gi936

1,30
1,00
2,18
0,40
0,40
0,04
0,40
1,39
0,98
0,91
0,91
0,93
0,73
0,11
0,00
0,18
0,05
1,36
0,41
0,56
0,01
0,56
0,73
0,00

5,26
2,85
30,60
23,61
6,08
7,02
5,38
1,36
0,17
0,56
0,01
0,40

0,56
0,98
0,19
0,55
1,64
2,33

0,55
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B7

B8

B9

RN31D03
Ad91F10
PM112
TC23C08_1
RN31A05
Seq4H6
AC2H11
Ah394
PM137
seq7E10A
TC42A02
seql5B1#
PM24#
TC24BO5##
TC31HO6#
TC1A02
TC11A04

seq5D5
seq5G9
Ad95D7
TC4G10
seq5B2
gid27
Seq4B11
TC2BO1
TC7A02#
TC3B0O4#

TC21D06
TC21D06_1
seql6G10
TC6H03
seq2A6
Ahl
IPAHM333
IPAHM526
seq2A5
Seq3A5
gi716
Ah280
Ah558

Ah254##
seq4Gl##
TC1DO02

0,00
3,60
2,77
5,50
4,06
3,60
1,90
0,05
2,59
4,55
3,97
6,40
6,40
30,22
7,51
2,78
0,01

0,91
0,70
4,44
3,97
3,52
3,18
3,11
2,84
4,96
5,76

1,14
1,14
1,64
0,42
0,91
0,56
0,55
0,04
0,00
0,05
0,30
1,86
1,11

49,59
30,73
0,05
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B10

RN27A10
TC39F08
seql4E10
TC21C03
FAD87_Kpn
RNOx619

RI2ZA06
seq2F5
TC1EO1#
seql6C3#
seq2H8#
RN31FO6#
TC13EO5#
seql4Fa4#
PM32#
RN20C10
Ah331#
Seql3Bo#
Ah282

0,00
0,11
0,19
0,10

0,56

0,73

0,05
18,47
14,08
19,60
22,75
22,25
21,25
13,44
4,55

5,07

10,08
2,78
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Mapa AB

GL Marcadores Valores X?

AAl
RN17F12_A 0,73
Ah3 1,14
TC3HO02_A 1,36
Pseq3B5_A 0,80
TC30D04_A 0,93
Pseqd4Ab# 8,07
Sseql2H1_A# 5,63
Ah21 A 2,65
TC4HO02_AB 0,28
TC39E08_A 1,42
Ah 193 B 2,53
RN23A07_A 1,00

AA2
AC2D04_A 0,01
TC31G11_A 0,41
AC2D05_A 0,29
AC2B03 0,05
Sseql2F7_A 0,10
PM201_A 0,05
TC23F04 0,10
Pseq4H11_A 0,05
TC1GO5_A 0,18
TC1G04_A 0,78

AA3
TC31HO02_A 0,00
gi_560_A 0,95
Sseql9G7_A 0,05
Pseq4F7_A 0,98
Ah30_A 1,14
Sseql2B6_AB 3,32
RN2C0O6_AB 1,39
Ah_041 3,68
TCAF02_A 2,33
Ad90J24_A 0,73
PM42 B 0,01
RN12HO01_B 1,14
TC28A07 1,42
TC2C07_A 0,05
PM238 0,01
TC39C01_A 0,56
RN10F09 B 0,11
TC1EO6_A 2,23
Agl40 A 0,30
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AA4

AA5

AA6

Sseql3A4 A
TC22G05_A
Pseq3D9_A
TC11E04_A

TC11B04_A
TC21A09_A
TC7G10_A
Ah_229 AB
Sseql2E10_A
TC5A07_AB
RN23F12_AB
Ap40_A
gi832_A
TC29C07_1A
PM120_AB#
Sseql8C5_A
502349 A
Ah_408_B

RN31E11
Pseq7D9
Ah6_125 A
TC3G05_AB
Seq2F10_A
SeqllE11 A
Sseql0D4_A
PM36
TC6EO1_A
PM45_A
TC22H12_A
Ah4d_26_A
RN31A05_A
PSeq4H6_A
TC3HO7#
TC35F05
AC2H11_A
TC28C01_AB
TC19A02_AT
TC42A02_A

gi_623_A
gi936_A
RM6F03_AB
RNOx06_A
TC41C11_A

0,28
0,41
0,18
1,36

1,23
2,58
0,20
1,99
2,23
0,10
1,42
0,60
1,19
2,59
5,76
3,68
1,42
0,18

0,10
0,62
0,44
0,82
0,11
0,05
0,05
0,20
0,20
0,01
0,29
0,28
0,19
0,11
6,25
0,19
0,20
0,05
0,20
0,01

0,45
0,02
0,65
2,52
0,64
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AA7

AA8

AA9

TC11A04_A
TC1A02_A
TC38A07_A
TC7C06_B
AC2A04_A
PM35_A
RN31A05_A
PSeqdH6_A
TC3HO7#
TC35F05
AC2H11_A
TC28C01_AB
TC19A02_AT
TC42A02_A

PM204_A
TC41A10_A
TC23E04_1A
TC20D05_A
Pseq5D5#
RN34A10_A
RN13D04_A

TC4G06_A
TC9B08_A
RM7E04_A
TC3BO5_A#
TC7A02
RNOx681
RN22A12
TC22C01
TC6HO3#
TCOF10_A
TC41A05_A
TC20B05_AB
Ad90F2_A
TC21D06
TC20BO5_A#
Pseq2A5_A
RM17H09
gi_716_A
TCOF04_AB

Lec_1
Pseq8D9_A
gi_1107_A#

0,00
0,46
0,00
0,10
0,41
0,05
0,19
0,11
6,25
0,19
0,20
0,05
0,20
0,01

1,64
1,52
1,49
0,19
4,91
0,00
0,78

0,30
0,19
4,15
7,58
0,76
0,98
0,58
0,58
5,92
0,58
0,56
3,76
0,28
0,43
7,68
0,10
4,31
0,20
0,55

0,95
3,12
6,70
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AA10

BB1

BB2

BB3

RN35H04_A
RN12HO7_A
TC5D06_A
501806_A
RN32F11 B
TC7HO02
Sseql9D9#H#
TC21C03_A
Sseql7E3_A

RI2A06_A
Pseq2F5
TC1EO01
Sseql4F4_A
Sseql5D2_A
RM2H10_A
RI1FO6_AB#
Sseql8Bl11_A
Seql11G03_A
499507_A
PM32
TC28B01_A
Sseql6C3_B
498998 A
499367_A#
TC42A05_A

Sseql6G8_B
Sseql7E1_B
TC22D09_B
Ah3_B
TC27H12_B
Pseq4A6_B

Pseq7H6_A
TC7H11_B
AC2B03_B
TC31C09_B
TC23H10_B
Pseq3A6_A

Sseql9D9 B
TC7E04_B
Sseql4C11_AB
TC4G02_B
Ah_041_B#

3,86
2,53
2,59
0,01
0,19
0,05
13,35
4,06
2,23

1,64
0,11
4,13
0,21
0,60
0,05
7,78
0,11
1,25
1,14
0,47
0,93
0,93
2,85
5,92
0,78

0,56
0,44
0,01
0,01
0,01
1,42

1,36
1,14
0,29
1,39
0,56
3,36

3,28
2,78
0,11
2,19
5,56
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BB3a

BB4

BB5

BB6

BB7

BB8

BB9

TCAE10_B
TC34E12_B
TC40C03_A
PM238_B
TC22G05_2B

TC23E04_B
TC29HO8_A#
TC24G10_B
TC2A02_B

499185_B
TC39B04_B
TC30B02_B
TC4HO7_B
Sseql7F6_B

gi446_B
Sseql9D6_AB
TC36C03_B
RN34H10_B#
PM36_B
TC19E01_B
Pseq7D9_B#
RN31E11_B

TC19A02_B
Sseql9A5_ B
TC24B05_B
TC3HO7_B

Pseq5D5_B
TC2G05_B
TC3B05_B
RNOx681_B
TC7A02_B
TC3B04_B#

TC20B05_B#
TC21D06_B
TC6HO3_B
TC22C01_B
TC28A07_B
PM443_B

TC5A06_B

0,56
0,74
0,09
1,46
1,05

0,73
6,06
0,95
1,39

0,05
0,18
0,01
0,01
0,29

3,68
2,59
1,14
8,40
1,14
0,76
5,23
1,42

3,69
0,74
1,00
0,58

0,56
0,28
0,20
0,30
0,19
10,90

9,38
0,05
0,01
0,42
0,42
1,64

3,68
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BB10

Lec_1 B#
gi_1107_B
Pseq7G2_B

gi342_B
Pseq2F5_B
SSeql14G3_B
TC1EO1_B
Sseql8E7_B
PM32_B
501986_AB

8,24
3,12
4,15

0,05
0,56
0,20
0,01
0,19
0,01
0,11
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