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RESUMO

Métodos de genotipagem de polimorfismos no DNA em larga escala a baixos custos sdo
fundamentais para ampliar a resolugdo de estudos filogenéticos e populacionais, viabilizar a
integracdo das tecnologias genémicas na pratica do melhoramento genético e auxiliar a
montagem de genomas. Neste trabalho, tendo Pinus (Pinus teada L. - Pinaceae) como
espécie de interesse, foram desenvolvidos: (1) um estudo filogenético de espécies
americanas de Pinus baseado no desenvolvimento de um microarranjo de marcadores
moleculares DArT; (2) um mapa genético de alta densidade para P. taeda com base em
microssatélites e marcadores genotipados via reducdo de complexidade genbmica e
sequenciamento pela metodologia DArT-seq. Para o desenvolvimento da tecnologia DArT,
amostras de 16 espécies de Pinus, oito procedéncias de P. taeda e cinco arvores-elite de P.
taeda foram utilizadas para a construcdo de um microarranjo com 7680 sondas de DNA
derivadas de uma fragao do genoma com complexidade reduzida via enzimas de restrigao.
Um total de 4.171 marcadores polimdrficos foi identificado entre as espécies de Pinus e
1.211 marcadores entre procedéncias de P. taeda. Uma analise filogenética de 12 espécies
de Pinus da América com 3.273 marcadores DArT, revelou importantes diferengas em
relagdo a proposta mais recente de classificagdo taxondmica baseada na analise de
sequéncias de DNA cloroplastidial. Nossos resultados sugerem a possibilidade de que P.
taeda e demais espécies do norte da América venham a ser classificadas em outra subsecao.
Um mapa genético com base na analise de 288 megagametdfitos haploides da arvore 7-56
de P. taeda foi construido com microssatélites e marcadores DArT-seq (sequéncias de 69
bases) desenvolvidos a partir da reducdo da complexidade genOmica via enzimas de
restricdo (Pstl-Hhal), e sequenciamento das representa¢des genémicas reduzidas. De um
total de 4.367 marcadores DArT-seq de alta qualidade, 2.469 e 32 microssatélites foram
mapeados e ordenados em 12 grupos de ligacdo (n=12 cromossomos em P. taeda) cobrindo
1.226,47 cM, com média de 203 marcadores por grupo de ligacdo e densidade de 0,62 cM
por marcador. O mapa genético foi em seguida utilizado para ancorar 75 clones de BACs
(cromossomos artificiais de bactéria) de Pinus taeda disponiveis no NCBI, demonstrando sua
potencial utilidade para fins de montagem do genoma, porém corroborando também a
natureza repetitiva do genoma ao ancorar multiplos BACs em diferentes grupos de ligacdo. O
mapa genético aumentou em cerca de 20 vezes a densidade de marcadores dos mapas
existentes para a espécie, fornecendo uma ferramenta adicional para estudos de

mapeamento genético e montagem do genoma de P. taeda.
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ABSTRACT

Genome-wide, high-throughput and cost-efficient DNA genotyping methods are key to
increase the resolution and speed of phylogenetic and populational studies, allow the
integration of genomics into breeding and support the assembly of genomes. In this work
having loblolly pine (Pinus taeda L. - Pinaceae) as model species we developed: (1) a
phylogenetic study of American Pinus species based on the development of a microarray of
DArT markers for species of the genus and (2) a high density genetic map for Pinus taeda
using microsatellite markers and sequence based genotyping carried out by the DArT (DArT-
seq) method using next-generation sequencing. For DArT microarray probe development,
DNA samples of 16 species of Pinus, eight provenances of P. taeda and five elite trees of P.
taeda were used to build an array of 7,680 probes derived from a restriction enzyme
complexity reduced fraction of the pine genome. A total of 4,171 markers were found
polymorphic across samples of Pinus species and 1,211 markers across provenances of P.
taeda. A phylogenetic study involving 12 American Pinus species using 3,273 DArT markers
revealed important differences from the most recent classification proposed based on
chloroplast DNA amplified sequences, additionally suggesting the possibility that P. taeda
and its close species from North America could be classified into a new subsection. A genetic
map, based on a set of 288 haploid megagametophytes of P. taeda tree 7-56 was built with
microsatallites and DArT-seq (69 bases tags) markers developed from complexity reduction
with double digest (Pstl-Hhal) and sequencing. From a total of 4,367 high quality DArT-seq
markers, 2,469 and 32 microsatallites were mapped and ordered into 12 linkage groups
(n=12 chromosomes in Pinus taeda), covering 1,226.47 cM with an average of 203 markers
per linkage group and marker density of 0.62 cM. This genetic map was subsequently used
to anchor 75 BAC clones (bacterial artificial chromosomes) of Pinus taeda available in NCBI,
demonstrating its potential utility to aid genome assembly, although also corroborating the
repetitive nature of the genome as several BAC clones were anchored in multiple positions
in different linkage groups. The genetic map presented in this study increased marker
density by approximately 20 times the current density of the existing microsatellite maps
providing an additional tool for genetic mapping studies and assembly of the P. taeda

genome.
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INTRODUGAO GERAL

Pinus (Pinaceae) é o maior género existente entre as coniferas, com aproximadamente 100
espécies descritas. S3o plantas arbdreas, nativas em grande parte do Hemisfério Norte, mas
com ampla distribuicdo pelo mundo. Florestas plantadas com Pinus apresentam grande valor
econdmico, podendo ser destinadas a diferentes finalidades comerciais, tais como, produgao
de papel, resina e madeira sélida. Espécies de Pinus sdo ecologicamente importantes,
apresentam crescimento rapido, sdo tolerantes a solos pobres e a condi¢Ges relativamente
aridas, sendo frequentemente utilizadas na recomposicdio de ambientes degradados

(Schultz, 1997; Price, Liston et al., 1998; Shimizu, 2005; Gernandt, Willyard et al., 2011).

A espécie de Pinus mais plantada atualmente para fins comerciais é Pinus taeda L.,
conhecida popularmente como Pinus, Pinheiro-Americano, Pinheiro-Amarelo ou Loblolly
Pine. Pinus taeda é uma das espécies florestais mais importantes entre as espécies florestais
plantadas comercialmente. Sua madeira apresenta fibras longas, ou traqueides, muito
resistentes e ideais para a fabricacdo de papéis para embalagens e papéis de imprensa. A
madeira de P. taeda também é fonte importante de madeira serrada, e matéria prima para
laminados, chapas e madeira reconstituida. O centro de origem desta espécie é toda a
regido Sul e Sudeste dos Estados Unidos, desde Delaware, no nordeste, até o Texas, no
oeste, e ao sul, até a regidao central da Flérida. No Brasil, introduzida a partir dos anos 60,
tornou-se a espécie preferida para florestas industriais pela facilidade nos tratos culturais,
rapido crescimento e boa adaptacao a regidao Sul e Sudeste do Pais, com larga producao
nessas regides (Shimizu, 2008; Eckenwalder, 2009; Eckert, Bower et al., 2010; Gernandt,
Willyard et al., 2011).

Devido a sua importancia nos EUA, grande parte dos trabalhos de melhoramento genético e
de biotecnologia florestal em coniferas estd centralizada em P. taeda. Varios trabalhos foram
desenvolvidos nos ultimos 20 anos com essa espécie, desde estudos de dinamica de
populacdes, diversidade genética, mapeamento genético, expressao génica, descoberta de
genes candidatos, estudos com locos que controlam caracteres quantitativos (QTL -
Quantitative trait loci), e desenvolvimento de colecdes de sequéncias expressas marcadas

(EST-Expressed Sequence Tags) a partir das quais milhares de polimorfismos de uma unica
14



base (SNP-Single Nucleotide Polymorphisms) foram desenvolvidos (Harry, Temesgen et al.,
1998; Al-Rabab'ah e Williams, 2002; Brown, Gill et al., 2004; Gonzalez-Martinez, Ersoz et al.,
2006; Gonzalez-Martinez, Wheeler et al., 2007; Kovach, Wegrzyn et al., 2010; Palle, Seeve et
al., 2011).

Pinus taeda tem o mapa genético mais desenvolvido entre as coniferas, baseados em
multiplos tipos e combinagdes de sistemas de marcadores genéticos como: polimorfismo no
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism)
(Devey, Fiddler et al., 1994), polimorfismo de comprimentos de fragmentos amplificados-
(AFLP- Amplified Fragment Length Polymorphism) (Remington, Whetten et al., 1999),
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD- Random Amplified Polymorphic DNA)
(Sewell, Sherman et al., 1999), polimorfismo de sequéncias expressas marcadas (ESTP-
Expressed Sequence Tag polymorphism) (Temesgen, Brown et al.,, 2001), marcadores
microssatélites (SSR- Simple Sequence Repeat) (Elsik, Minihan et al., 2000) e SNPs (Eckert,
Pande et al., 2009). Pinus taeda também foi selecionada como a primeira espécie do género
Pinus para sequenciamento completo do genoma com a inten¢do de usar a informacdo do

genoma para melhorar seu potencial para bioenergia (Usda, 2011; Wegrzyn, Lin et al., 2013)

Andlises populacionais com marcadores moleculares e desenvolvimento de mapas genéticos
em Pinus taeda tém fornecido um conhecimento basico da estrutura genética das
populacdes, dos padrdoes de fluxo génico e da organizacdo e evolucdo do genoma.
Entretanto, apesar de existir um numero consideravel de estudos gendmicos em P. taeda,
ainda existe uma dificuldade de cobrir o genoma de forma ampla, radpida e eficiente. A
maioria dos marcadores moleculares desenvolvidos até hoje para P. taeda demanda
informacgdes prévias de sequéncias e apresentam altos custos quando ha a necessidade de
uma elevada densidade de genotipagem. Além disso, P. taeda apresenta um genoma
enorme com cerca de 24 Gpb por genoma haploide, rico em sequéncias de DNA altamente
repetitivas e extensas familias génicas, tornando as andlises genéticas mais complexas
(Kinlaw e Neale, 1997; Grotkopp, Rejmanek et al., 2004; Kovach, Wegrzyn et al., 2010). Uma
cobertura ampla do genoma e métodos de genotipagem em larga escala a baixos custos sdo
necessarios para aumentar a resolucdo e a velocidade para aplicacbes genéticas no

melhoramento de Pinus. Diversity Array Technology - DArT fornece uma alternativa
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promissora para satisfazer os requisitos de rendimento, transferibilidade e cobertura do

genoma de Pinus (Jaccoud, Peng et al., 2001; Sansaloni, Petroli et al., 2010).

DArT é um método de identificacdo de polimorfismo de DNA no qual a andlise de
marcadores genéticos em microarranjos oferece um sistema rapido, robusto, de baixo custo
e alta performance, requerendo uma quantidade minima de amostra, com a capacidade de
criar um perfil do genoma inteiro de um organismo ou populagdes de organismos sem
necessidade de informacdo prévia sobre a sequéncia do DNA (Jaccoud, Peng et al., 2001;
Wenzl, Carling et al., 2004; Sansaloni, Petroli et al., 2010). Este método permite identificar
centenas a milhares de locos gendmicos e os polimorfismos presentes nos mesmos. DArT
fornece marcadores de alta qualidade e possui potenciais aplica¢cdes para ser utilizada em
caracterizacdo de germoplasma, estudo de diversidade genética e melhoramento assistido
por marcadores, sendo desenvolvidas com sucesso para varias espécies de plantas e algumas
espécies de animais (Wittenberg, Van Der Lee et al., 2005; Xia, Peng et al., 2005; Amorim,
Vilarinhos et al., 2009; Bartos, Sandve et al., 2011; Howard, Whittock et al., 2011; Yang,
Saxena et al., 2011).

A empresa DArT passou a desenvolver recentemente uma nova metodologia de
genotipagem, na qual utiliza a reducao de complexidade gen6mica aliada as novas geracdes
de sequenciamento (NGS- Next-generation sequencing) (Mardis, 2008). Nesta metodologia,
a genotipagem é feita por sequenciamento (GbS - Genotyping-by-Sequencing) (Elshire,
Glaubitz et al., 2011; Poland, Brown et al., 2012) e ndo por microarranjo. O polimorfismo,
nesta técnica, é identificado através da geracao de sequéncias curtas (69 bases), por meio da
plataforma Illumina® NGS, permitindo genotipar milhares de amostras para milhares ou
dezenas de milhares de marcadores a custos accessiveis. Essa metodologia foi denominada

pela empresa como DArT-seq.

A partir das plataformas de genotipagem de alto desempenho como o DArT e DArt-seq abre-
se uma perspectiva concreta de impactar o melhoramento de Pinus através da construcao
de mapas genéticos de alta resolucdo, permitindo aprimorar o conhecimento sobre a
organizacdo e evolucdo do genoma. Assim, este trabalho teve como objetivo geral ampliar o

conhecimento gendmico de Pinus taeda pelo uso da tecnologia de genotipagem de alto
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desempenho aplicada a solucdo de questdes praticas. Os objetivos especificos deste
trabalho foram: (1) um estudo filogenético de espécies americanas de Pinus baseado no
desenvolvimento de um microarranjo de marcadores moleculares DArT para espécies do
género; (2) construgdo de um mapa genético de alta densidade a partir de gametas
hapldides de uma arvore Unica clone 7-56 de Pinus taeda utilizando a nova tecnologia de
genotipagem por sequenciamento DArT-Seq e marcadores microssatélites; (3) Ancoragem
no mapa genético e ordenamento relativo de um conjunto de BACs (cromossomos artificiais
de bactéria) de Pinus taeda sequenciados, visando demonstrar a utilidade do mapa genético

para a futura montagem do genoma da espécie.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Género Pinus

O género Pinus é um dos 11 géneros da familia Pinaceae, uma Gimnosperma pertencente a
divisdo Pinophyta, ou Conifera. As Coniferas constituem um grupo diversificado de plantas
lenhosas, entre as mais volumosas e antigas do planeta (Gernandt, Willyard et al., 2011). As
Coniferas surgiram ha 300 milhdes de anos, no final do periodo carbonifero, era paleozoica,
com maior registro fossil correspondente ao final do cretdaceo na era mesozoica, cerca de
145 milhdes de anos atras. O género Pinus tem registro féssil que remonta ao final do
cretaceo e principalmente ao comec¢o do tercidrio, era cenozoica, aproximadamente 65

milhdes de anos atras (Miller, 1976; Eckenwalder, 2009).

Pinus é o maior género das coniferas com 97 espécies descritas, seguido pelo género
Podocarpus com 82 espécies (Eckenwalder, 2009). Alguns autores reconhecem 109 a 111
espécies no género Pinus (Price, Liston et al., 1998; Farjon, 2001; Gernandt, Lépez et al.,
2005). Esse género estd distribuido em grande parte do Hemisfério Norte, da zona boreal
para os trépicos, estendendo-se das regides articas e subarticas da Eurasia e América do
Norte para o sul das regides subtropicais e tropicais da América Central, Mediterraneo e Asia
(Eckenwalder, 2009; Gernandt, Willyard et al., 2011). E o género das coniferas com maior

distribuicdo no hemisfério norte, comparado ao género Podocarpus no Hemisfério Sul.

O género Pinus é dividido em dois subgéneros; subgénero Pinus, ou hard pines, com dois
canais vasculares por folha e sementes aladas articuladas; e o subgénero Strobus, ou soft
pines, com apenas um canal vascular por folha e sementes aladas de forma adnata. Esses
subgéneros sao divididos em sec¢des e subsecdes. Apesar dos avangos na investigacao da
classificacdo taxonomica do género Pinus, sua classificacdo taxonOmica ainda é incerta. Duas
classificacGes principais para o genéro Pinus tem sido propostas, uma por Pricet et al. (1998)
na qual a classificacdo taxbnomica para o género Pinus é baseado na unido de dois grandes
trabalhos, o de Little e Critchfield (1969), que organizaram todas as classificacGes propostas

anteriormente em uma Unica nomenclatura, e de Krupkin et al. (1996), que classificaram o
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género Pinus através da comparacdo de sequéncias de DNA de cloroplasto (cpDNA). A outra
classificagdo é proposta por Gernandt et al. (2005), a mais aceita atualmente, no qual é
baseada na relacdo filogenética revelada por estudos com sequéncias de DNA de cloroplasto
(matK e rbcl), sendo consistente com caracteristicas morfoldgicas tradicionais, mas difere
consideravelmente da classificacdo padrao anterior utilizada por Little e Critchfield (1969) e
da classificagdo proposta por Price et al. (1998). De acordo com Gernandt et al. (2005) a

distribuicdo geografica e a classificacdo taxondmica geral do género Pinus é a seguinte:

Reino Plantae
Divisdo Embryophytae siphonogamae (Spermatophytae), Pinophyta ou Tracheophyta
Subdivisao Gymnospermae
Classe Coniferopsida ou Pinopsida
Ordem Coniferales ou Pinales
Familia Pinaceae
Subfamilia Pinoideae
Género Pinus
Subgénero Pinus (Hard pines)
Segdo Pinus
Subsegdo Pinus (Eurasia, mediterraneo, leste da América do Norte, Cuba)
Subsecao Pinaster (llhas Canarias, Mediterraneo, Himalaias)
Secgdo Trifoliae
Subsecao Contortae (América do Norte)
Subsegdo Australes (América do Norte, México, América Central, Caribe)
Subsegao Ponderosae (Oeste dos Estados Unidos, México, América Central)
Subgénero Strobus (soft pines)
Secao Parrya
Subsecao Balfourianae (Oeste dos Estados Unidos)
Subsegdao Cembroides (Sudoeste dos Estados Unidos, México)
Subsegdo Nelsoniae (México)
Sec¢ao Quinquefoliae (Strobus)
Subsecdo Gerardianae (Asia ocidental, Himalaias)
Subsec¢ao Krempfianae (Vietnam)
Subsegdo Strobus (América do Norte, Eurasia)

O género Pinus ocorre nos mais variados tipos de ambientes, desde a floresta boreal e zonas
alpinas até savanas tropicais de baixa altitude e desde margens de pantano até encostas de
desertos. E o género ecologicamente mais diverso, ndo sé entre as coniferas, mas entre
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todas as plantas lenhosas. Sua maior diversidade se encontra no México, Guatemala, sul e
sudeste dos Estados Unidos (Eckenwalder, 2009). S3o plantas arbdreas ou arbustivas
lenhosas de vida longa, ecologicamente importante pelo crescimento rdpido, tolerancia a
solos pobres e a condi¢des relativamente daridas, capazes de crescer em dreas sujeitas a
incéndios periddicos. Sdo espécies tipicamente pioneiras, com exigéncia de muita luz para o
seu estabelecimento, sendo frequentemente utilizadas na recomposicio de ambientes

degradados (Eckenwalder, 2009; Gernandt, Willyard et al., 2011).

Além de sua importancia ecoldgica, espécies do género Pinus possuem a maior importancia
econdmica e cultural entre as coniferas. Sdo fontes de muitos produtos florestais, incluindo
madeira de construcdo, celulose, papel, resina, sementes comestiveis, sendo muito
utilizadas também para ornamentagdo e paisagismo. A espécie de Pinus mais amplamente
plantada no mundo é Pinus taeda Linnaeus, seguida de Pinus radiata D. Don e Pinus elliottii
Engelmann. A espécie P. taeda foi identificada em 1753 por Carl von Linnaeus (Linnaeus,
1753), e é hoje considerada uma das espécies florestais mais importantes comercialmente

no sul e sudeste dos Estados Unidos.

1.2 Pinus taeda Linnaeus

Pinus taeda, conhecido mundialmente como Loblolly Pine, pertence ao grupo dos pinheiros
amarelos (Southern yellow pines: P. taeda, P. echinata, P. palustris e P. elliottii), conhecidos
pela beleza e qualidade da madeira. P. taeda pertence a classificacdo taxond6mica do
subgénero Pinus, secdo Trifoliae, subsecao Australes (Gernandt, Lopez et al., 2005). Sua
distribuicao natural é no sul e sudeste dos Estados Unidos, estando presente em 14 Estados,
indo do sul de Nova Jersey para regiao central da Fldrida e do oeste para o leste do Texas e
Arkansas (Figura 1.1) (Eckenwalder, 2009; Usda, 2012). Essa drea abrange ecossistemas
desde planicie costeira do Atlantico até os Montes Apalaches e, ao oeste, estende-se até o
oeste do Rio Mississippi, além de margens de pantano e encostas desérticas. A cobertura
florestal com esta espécie, nos Estados Unidos, é estimada em 11,7 milhdes de hectares

(Baker e Langdon, 2004).
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Figura 1.1 - Mapa com a atual distribuicdao de Pinus taeda na regidao sul e sudeste dos
Estados Unidos. Dados de acordo com o Inventario e Analise Florestal (Forest Inventory and
Analysis - FIA Imp Value) do Programa do Servico Florestal dos EUA. Contorno vermelho
(Little’s Range) mostra a distribuicao de P. taeda nos 14 Estados; Alabama, Arkansas, Distrito
de Columbia, Delaware, Florida, Gedrgia, Louisiana, Mississippi, Carolina do Norte, Nova
Jersey, Carolina do Sul, Tennessee, Texas e Virginia; e parte dos Estados de Oklahoma,
[llindis, Kentucky, Maryland e Missouri. Os valores de prevaléncia local da espécie (FIA
importance value) na legenda representam as distribui¢cdes reais, em uma escala de 0 - 100.

Fonte: (Prasad, Iverson et al., 2007).

Em toda a regido de ocorréncia de P. taeda, o clima é Umido, temperado ameno, com verdes
guentes e longos. A precipitacdo média anual varia de 1.020 a 1.520 milimetros. O periodo
livre de geadas varia de cinco meses na parte norte até dez meses na parte Costeira Sul. As
temperaturas médias anuais variam de 13 a 24 2 C, podendo chegar a maxima extrema de
38°C no verdo e a minima extrema de -23 2 C no inverno. Ocorrem em solos

predominantemente argissolos, com melhor crescimento em solos moderadamente acidos,
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com drenagem superficial pobre e subsolo de textura fina, solos tipicos na planicie costeira

do Atlantico (Baker e Langdon, 2004).

Arvores de Pinus taeda apresentam crescimento juvenil rapido, podendo atingir 35 a 45
metros de altura, com didmetro a altura do peito (DAP) entre 1 a 1,5 metros quando adulta
(Figura 1.2 A). Possuem os ramos acinzentados; casca gretada espessa e escamosa, de cor
marrom-avermelhada escura; aciculas reunidas em fasciculos de dois ou trés, com 10 a 17
cm de comprimento, de cor verde-escuro ou verde-amarelado, por vezes acinzentado
(Figura 1.2 B-C). As aciculas sdo cobertas por uma cuticula espessa que as protegem dos

efeitos ambientais (Eckenwalder, 2009).

(c) 2002 Steven J. Baskauf

Figura 1.2 — Aspecto morfolégico de Pinus taeda. (A) arvore tipica da espécie ocorrendo
naturalmente em Nashville no Estado do Tennessee; (B) aciculas reunidas em fasciculos de

trés; (C) tronco com casca gretada acinzentada. Fonte: (Baskauf, 2002).
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Pinus taeda é uma espécie monoica, na qual os estrébilos masculinos e os estrébilos
femininos se encontram separados na mesma arvore (Figura 1.3). Os estrobilos masculinos
se formam em cachos nas extremidades dos ramos desenvolvidos no ano anterior, e os
femininos nos ramos desenvolvidos no ano corrente. Os estrébilos masculinos se formam
em grupos, na base de novas brotacdes na parte média e inferior da copa de arvores adultas.
Sao cilindricos, com 2 a 4 cm de comprimento, de cor marrom amarelado, as vezes
avermelhado dependendo do estagio de desenvolvimento (Figura 1.3 A). Os estrébilos
femininos sao cilindricos e oblongos, com 6 a 12 cm de comprimento, muito persistentes,
lenhosos, dotados de escamas espinhosas (escamas ovuliferas) com capacidade para 120 a
160 sementes (Figura 1.3 B). Sdo de cor verde quando jovem e marrom quando madura
(Figura 1.3 C-B). Quando madura abre amplamente as escamas para liberar as sementes,
podendo ficar de 3 a 4 anos com sementes dentro do cone. A dispersdo é anemocorica. As
sementes tem forma de losango, com 5 a 7 mm de comprimento, cor marrom, com asas

firmemente anexadas chegando a 23 mm de comprimento (Figura 1.4-A).

Figura 1.3 - Aspectos morfoldgicos das estruturas reprodutivas de Pinus taeda. (A) Grupo de
estrobilos masculinos; (B) Estrébilo feminino maduro apds liberagdo de sementes (C)
estrébilo feminino verde imaturo (D) Ramo com estrébilo feminino na base e masculino na

ponta e fasciculo de aciculas. Fonte: (Baskauf, 2002) e banco de dados publicos.
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Figura 1.4 — Ciclo de vida do Pinus. (A) Aspectos morfolégicos da semente: no cone feminino
com as asas anexadas; fora do cone sem as asas; e com o embrido (2n) e megagametofito
(In) & vista; (B) Representagdo esquemadtica do ciclo de vida do Pinus da fase 1N
(gametofitica) e 2N (esporofitica). Fonte: (White, Adams et al., 2007) e banco de dados

publicos.

A polinizagdo comega no final do inverno comego da primavera, quando as escamas dos
estrébilos femininos estdao bem separadas, expondo os dvulos. O estrébilo masculino é
formado de folhas denominadas microsporéfilos, nos quais se encontram os
microsporangios que, por meiose, produzem células haploides (n) denominadas micrésporos
(Figura 1.4 B). Cada micrdsporo diferencia-se em um grao de podlen alado, que é carregado
pelo vento até o estrobilo feminino. Os estrébilos femininos sdao formados de folhas
denominadas megaspordfilos, nas quais se encontram os megasporangios ou nucelos. O
nucelo possui uma célula-mae diploide (2n), que, por meiose, forma quatro megasporos
haploides (1n), dos quais trés degeneram. O megasporo restante divide-se sucessivamente
por mitose, originando um megagametéfito haploide (1n). O megagametdfito forma dois
arquegonios, contendo cada um deles um gameta feminino, a oosfera (Figura 1.4 B). O

zigoto resultante da fecundacdo da oosfera desenvolve-se em um embrido (o espordfito
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diploide 2n), que fica envolto pelo megagametoéfito haploide. O conjunto formado pelo

embrido e 0 megagametofito envolto pelo integumento é a semente (Figura 1.4 A).

Pinus taeda é uma espécie diploide, com 24 cromossomos (2n=24). Assim como todas as
Coniferas, possui um genoma grande de aproximadamente 24.000 Megabases ou mais
precisamente 24,56pg/1C (1pg= 980 Mb genoma haploide) (Grotkopp, Rejmanek et al.,
2004). Esse tamanho representa cerca de oito vezes o tamanho do genoma Humano (3.200
Mb) (Morton, 1991), 40 vezes o tamanho de Eucayptus grandis (600 Mb) (Grattapaglia e
Bradshaw, 1994) e 44 vezes o genoma de Populus deltoides (540 Mb) (Dhillon, 1987). O
genoma de P. taeda é caracterizado por diversas sequéncias repetitivas altamente
divergentes (Kovach, Wegrzyn et al., 2010). Murrays (1998) observou que nao ha correlacdo
significativa entre o tamanho do genoma e a forma de crescimento, nem com parametros
celulares e volume de pdlen. Também ndo existe correlacdo clara entre tamanho do genoma
e volume de traqueideos. Entretanto, Wakamiya et al. (1993) notaram que espécies de Pinus
com grande genomas tém o raio do lumen menor e parede das células mais grossas no seu
tecido condutor do que espécies de Pinus com genoma menor. Observaram também que
espécies de Pinus com grandes genomas sdo mais adaptadas a ambientes xéricos, da mesma
forma que genomas menores sdao mais adaptados a ambientes com temperaturas de
primavera, mostrando uma correlagao entre o tamanho do genoma e respostas adaptativas
ao ambiente. Além disso, Grotkopp et al. (2004) acharam uma correlacdo forte entre

tamanho do genoma e o tamanho do megagametoéfito na semente.

Pinus taeda é uma espécie de facil adaptacdo e devido a sua importancia econdmica foi
largamente introduzido em varios continentes, inclusive em regides temperadas do

hemisfério sul, incluindo o Brasil.

1.3 Importancia Economica do Pinus na Silvicultura Brasileira

As primeiras espécies do género Pinus foram introduzidas no Brasil por imigrantes europeus
para producdo de madeira e fins ornamentais, entretanto, espécies de Pinus europeias nao
se adaptaram ao clima do pais. Por volta de 1950, ap6s incentivos fiscais do Servico Florestal

do Estado de S3o Paulo e com o objetivo de substituir a madeira da Araucaria angustifolia,
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muito explorada na época, comecaram a ser introduzidas e cultivadas espécies vindas dos
Estados Unidos, conhecidas como Pinheiros Amarelos (Southern yellow pines), P. echinata, P.

palustris, P.elliottii e P. taeda (Shimizu, 2008).

As espécies introduzidas que mais se destacaram foram P. taeda e P. elliottii, pela qualidade
da madeira, facilidade nos tratos culturais, rapido crescimento e boa adaptacao a regido sul
e sudeste do Brasil. Pinus taeda é hoje a espécie mais plantada no Brasil para fins comerciais,
com intensa producdo de matéria-prima para as industrias de celulose, papel e artefatos de
madeira sélida. E também uma das arvores mais plantadas em reflorestamentos no sul do
pais, pela boa adaptac¢do ao solo arenoso, seco e acido da regido. A espécie P. elliottii & mais
plantada para extracdo de resina e madeira serrada. P. taeda é preferido ao P. elliottii por se
desenvolver mais rapidamente, por ser mais vigoroso na formacdao da copa, e,
principalmente, por ter baixo teor de resina, que para a indUstria de celulose e papel era um
fator crucial (Shimizu, 2005; 2008). Além dos Pinheiros Amarelos, outras espécies de Pinus
oriundas da América Central também foram introduzidas com sucesso no Brasil como P.
caribaea, P. oocarpa, P. tecunumanii, P. maximinoi, P. patula, P. chiapensis e P. greggii
(Shimizu, 2005). Cada uma dessas espécies apresenta uma particularidade quanto a
qualidade da madeira, quantidade e qualidade de resina, capacidade de adaptacao,
resiténcia aos fatores ambientais, produtividade entre outros fatores intrinsecos (Shimizu,

2008).

Na industria, as principais fontes de matéria-prima para producdo de celulose e papel no
Brasil sdo oriundas de reflorestamentos de Pinus e Eucalyptus. Segundo o Anudrio Estatistico
da Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas- ABRAF 2012 (Abraf, 2012),
em 2011 a area total ocupada por plantios florestais de Eucalyptus e Pinus no Brasil foi de
6.515.844 ha, sendo 74,8% correspondente a area de plantios de Eucalyptus e 25,2% aos
plantios de Pinus (Figura 1.5 A). A area plantada com Pinus no Brasil totalizou 1.641.892 ha
em 2011, concentrada principalmente na regido Sul, com 1.361.767 mil hectares. Essa area
corresponde a 83% da area total de Pinus plantada no pais, onde o Estado do Parand
corresponde com 40% e Santa Catarina com 33% (Figura 1.5 B) (Abraf, 2012). Os segmentos

industriais de Papel e Celulose detém 61,1% da area plantada, seguido de Painéis de
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Madeira Industrializada com 20,6% e de Produtores Independentes com 13,3% da area

plantada.

Area de Plantios Florestais no Brasil Regides Brasileiras Plantas com Pinus
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Figura 1.5 — Graficos das estatisticas de areas florestais plantadas no Brasil. (A) Percentual de
area florestal plantada por espécies; (B) Porcentual de area florestal de Pinus plantadas por

regides. Fonte: Anuario estatistico da ABRAF 2012, ano base 2011 (Abraf, 2012).

Em 2009, o Brasil foi o 42 produtor de celulose mundial com 13.315 mil toneladas e o 92
produtor mundial de papel, com 9.428 mil toneladas, com exporta¢des de USS 6,8 bilhdes
em 2010. A produtividade florestal de Pinus teve incremento médio anual de 36 m3/ha/ano
com casca, um pouco menos que Eucalyptus, que no mesmo ano teve incremento médio

anual 2010 de 40,5 m3/ha/ano com casca (Bracelpa, 2010/2011).

Os plantios de Pinus no Brasil apresentam ciclos de corte de cerca de 20 anos, sendo que
desbastes sdo realizados nos plantios geralmente aos 8 e 14 anos de idade dependendo da
finalidade e da espécie. A madeira nas idades de 8 e 14 anos é utilizada para producdo de
celulose e papel, aos 20 anos de idade é utilizada para serraria e laminagao. O ciclo de corte
de Eucalyptus é menor, entre 6 e 7 anos. Eucalyptus e Pinus apresentam comprimento das
fibras diferentes. As fibras do género Eucalyptus apresentam comprimento entre 0,5 e 1,5
mm, Pinus, por sua vez, apresenta fibras longas que medem entre 3 e 6 mm de
comprimento, dando origem a papéis com elevadas resisténcias fisico-mecanicas,
proporcionando caracteristicas especificas ao papel, sendo ideais na producdo de

embalagens, papeldo e papel de imprensa (Bassa, Junior et al., 2007).
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Através dos investimentos em pesquisa e melhoramento genético, arvores de melhor
qualidade vém sendo cultivadas, aumentando a produtividade das florestas plantadas com
Pinus no Brasil e no Mundo. Muito dos estudos cientificos no plantio de Pinus estdo focados

em Pinus taeda pela sua importancia econ6mica e cultural nos Estados Unidos e no Brasil.

1.4 Melhoramento Genético de Pinus taeda

O melhoramento genético tem tornado o uso industrial de Pinus taeda cada vez mais viadvel.
A partir de 1950, a produtividade de P. taeda aumentou significativamente no sul e sudeste
dos Estados Unidos. Através da aplicacdo do melhoramento na silvicultura e da selecdo de
técnicas avancadas de reproducdo e cruzamentos estratégicos, drvores maiores, mais retas e
mais resistentes a doencas foram desenvolvidas (Fox, Jokela et al., 2007). Durante essa
época houve grande incentivo dos érgdos de silvicultura estaduais americanos, da industria
florestal, das Universidades e do servico florestal dos Estados Unidos. Comegava-se a
perceber o valor do melhoramento genético para o desenvolvimento florestal e da aplicacdo
de pesquisas e programas de melhoramento no desenvolvimento de variedades que

aumentassem a quantidade e a qualidade das plantacdes (Zobel e Talbert, 1984).

Virios programas de melhoramento genético de P. taeda encontram-se hoje na terceira
geracao de selecdo a partir das populagdes naturais, tanto no Brasil quanto nos Estados
Unidos. No entanto, ao contrdrio das variedades agricolas, arvores florestais melhoradas sao
ainda consideradas ndao domesticadas, devido a pequena divergéncia genética em relacdo as
populacdes naturais (Neale e Ingvarsson, 2008). As plantacdes melhoradas oferecem uma
série de vantagens sobre as florestas naturais, uma vez que aumentam a qualidade da
madeira produzida e a produtividade das plantac¢des, suprindo as necessidades industriais,
produzindo arvores com uniformidade muito maior, gerando menos custos de colheita e

transporte, com maior rendimento (White, Adams et al., 2007; Neale e Ingvarsson, 2008).

Estudos feitos com sementes de diferentes procedéncias naturais de Pinus taeda mostraram
diferencas no crescimento, na sobrevivéncia, na resisténcia a doencas e na resisténcia a seca
e ao frio. Essas diferencas geograficas levaram os geneticistas a considerar as vantagens

econdmicas resultantes da selecdo de procedéncias. No Brasil, os primeiros plantios
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comerciais com Pinus taeda eram de baixa qualidade, com tortuosidades, bifurca¢des e com
ramos grossos. Apds varios estudos sobre variagbes geograficas nos materiais genéticos
introduzidos no Brasil, sementes provindas das procedéncias das planicies costeiras do
estado da Carolina do Sul foram consideradas como as de maior produtividade e melhor
qualidade no sul e sudeste do Brasil. Entretanto para outras regides, como as serras gauchas
e planalto catarinense, sementes provindas das procedéncias da Carolina do Norte
mostraram ter maior produtividade nessas regides (Shimizu, 2008). Através de trabalhos
basicos de sele¢do criteriosa e cruzamentos controlados, conseguiu-se também alterar as
caracteristicas das arvores, aumentando o valor das florestas de P. taeda no Brasil.
Atualmente, com o uso de sementes de arvores geneticamente melhoradas, ndo soé
aumentou-se a produtividade, mas melhorou, substancialmente, a qualidade da madeira,
diminuindo as tortuosidades (Shimizu, 2008). A Embrapa Florestas vem trabalhando no
programa de melhoramento genético de Pinus, visando maximizar a produtividade no Brasil

(Shimizu, 2008).

Durante os ultimos 20 anos, novas metodologias foram incorporadas aos programas de
melhoramento de Pinus. Muitas ferramentas gendmicas foram desenvolvidas para acelerar
o processo de domesticacao e buscar a melhoria da qualidade da madeira, especificamente
quanto as caracteristicas ligadas a producado industrial, procurando otimizar o rendimento

das florestas (Neale e Kremer, 2011).

1.5 Aplicagdao dos marcadores moleculares em Pinus taeda

Marcadores moleculares sao importantes ferramentas para o melhoramento florestal. Em
menos de meio século, os marcadores moleculares revolucionaram os estudos genéticos de
Pinus taeda e o conhecimento da sua natureza gendmica e de seus processos evolutivos
(Neale e Kremer, 2011). Os primeiros marcadores para Pinus taeda foram desenvolvidos no
comeco da década de 80, a partir de variacdes em proteinas enzimaticas (isoenzimas)
(Adams e Joly, 1980a). Apds a chegada de novas técnicas moleculares baseados em
variacbes de sequéncias de DNA, ainda nos anos 80, as analises genéticas em P. taeda
progrediram essencialmente. Marcadores como os RFLPs (Devey, Fiddler et al., 1994), AFLPs
(Remington, Whetten et al., 1999), RAPDs (Sewell, Sherman et al., 1999), ESTPs (Temesgen,
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Brown et al., 2001), SSRs (Elsik, Minihan et al., 2000) e SNPs (Eckert, Pande et al., 2009)

foram amplamente utilizados em P. taeda.

As aplicagdes das varias classes de marcadores em P. taeda foram amplas, como no estudo
de diversidade genética (Al-Rabab'ah e Williams, 2002), diversidade nucleotidica (Brown, Gill
et al., 2004), nos estudos de conservacgdo genética (Allendorf, Hohenlohe et al., 2010), nas
relagdes taxonOmicas e filogenéticas entre as espécies (Eckert e Hall, 2006), na construcao
de mapas genéticos (Devey, Fiddler et al., 1994), na identificacdo de locos que controlam
caracteres quantitativos (Knott, Neale et al., 1997), estudos de genética de associacao
(Gonzalez-Martinez, Wheeler et al., 2007) entre outros. RevisGes sobre este tema tém sido

publicadas (Neale, 2007; Neale e Kremer, 2011).

1.5.1 Isoenzimas

Os primeiros trabalhos com marcadores moleculares em Pinus taeda foram feitos com
marcadores isoenzimaticos (Adams e Joly, 1980b; a; Adams, 1981; Conkle, 1981; Adams,
1983). Esses marcadores tém como principio as variagcdes existentes na sequéncia de
aminodcidos entre enzimas que catalisam a mesma reacdo quimica, podendo ser
distinguidas por eletroforese em gel de amido de acordo com as diferengas de tamanho e

carga causadas por substituicdes de aminoacidos (White, Adams et al., 2007).

Os marcadores isoenzimaticos foram utilizados nos programas de melhoramento de P.
taeda, nos estudos de sistemas de cruzamento em pomares de sementes (Adams, 1981;
1983), nos primeiros estudos de variagao alélica entre os sistemas enzimaticos (Adams e
Joly, 1980a; Conkle, 1981) e nas primeiras versdes do mapa genético (Adams e Joly, 1980b;
Conkle, 1981). Os marcadores isoenzimaticos foram muito utilizados para P. taeda na época,
entretanto, o numero de loci informativos é demasiadamente pequeno. Além disso, é um

método indireto e pouco polimodrfico para detectar variagdes no DNA (Schlotterer, 2004).
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1.5.2 RFLP - Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricao

No comeco da década de 80 surgiram também os primeiros marcadores RFLP para o genoma
humano (Botstein, White et al., 1980), um marcador molecular baseado em variagdes de
sequéncias de DNA e ndo em polimorfismos enzimdticos. No RFLP, o polimorfismo é
evidenciado pela fragmentacgao da fita dupla do DNA através do uso de enzimas de restricao.
Essa técnica detecta diferencgas existentes nas sequéncias de DNA entre individuos distintos.
Essa diferenga pode ser resultante de alteragdes em uma Unica base nitrogenada no sitio de
restricdo da enzima, como transversdes, transi¢des, inser¢des ou delegdes, ou ainda devido
a alteragbes na estrutura do cromossomo como duplicacOes, dele¢des, translocacbes ou
inversdoes, gerando assim fragmentos de diferentes tamanhos entre os individuos. Os
fragmentos gerados sdo entdo hibridizados com sequéncias homdlogas de DNA marcadas e
observados pela emissdo de radioatividade em filmes (autoradiografia) ou compostos que
desencadeiam uma reacao de luminescéncia (Botstein, White et al., 1980; Jones, Ougham et

al., 1997).

No final da década de 80, Devey et al. (1991) desenvolveram os primeiros marcadores RFLP
para P. taeda e demonstraram sua heranca mendeliana. Esses marcadores foram
desenvolvidos a partir da hibridizacdo de sondas de DNA complementar (cDNA) e DNA
gendmico de P. taeda com o DNA de individuos derivados de um cruzamento envolvendo
trés geracoes. Eles perceberam que sondas de cDNA apresentavam niveis de polimorfismo
melhores do que sondas de DNA gen6mico. Os marcadores RFLPs desenvolvidos para P.
taeda a partir de sondas de cDNA foram utilizados na construcdo de mapas genéticos
(Devey, Groover et al., 1994; Devey, Sewell et al., 1999; Sewell, Sherman et al., 1999) e na
identificacdo de locos cromossémicos que controlam caracteres quantitativos (QTL)
(Groover, Devey et al.,, 1994). Os RFLP sdo marcadores co-dominantes, e com boa
reprodutibilidade. No entanto, apresentam baixa taxa de multiplexagem e sdo laboriosos
(Jones, Ougham et al., 2009). Especificamente no caso de Pinus, com genoma extremamente
grande e duplicado, dificuldades técnicas adicionais foram encontradas, as quais
demandavam a utilizacdo de quantidades muito maiores de DNA e tempos de exposicdo

autoradiografica da ordem de semanas para a obtencdo de dados de qualidade em
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comparagdao a espécies nas quais RFLPs foram tradicionalmente utilizados, tais como

tomate, milho e outras (White, Adams et al., 2007).

1.5.3 RAPD - Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso

Em 1990, Williams et al. desenvolveram uma nova tecnologia de detec¢do de polimorfismos
de DNA baseada na amplificagdo simultdnea de segmentos de DNA com iniciadores
individuais de sequéncia arbitraria (10-14 nucleotideos). Essa técnica é chamada de RAPD.
Os RAPD sdo marcadores dominantes, que podem apresentar heranca mendeliana. Os
marcadores RAPD s3ao muito mais simples e menos dispendiosos do que os marcadores
RFLP, ndo necessitando do conhecimento prévio da sequéncia nem de sondas radioativas.
No entanto, apresentam reprodutibilidade varidvel e demandam uma analise criteriosa de

apenas uma porc¢ao mais robusta das bandas amplificadas (Jones, Ougham et al., 2009).

Essa tecnologia foi utilizada na andlise das relagdes genéticas e evolutivas entre espécies de
Pinus (Furman, Grattapaglia et al., 1997; Dvorak, Jordon et al., 2000). Em P. taeda, RAPD foi
utilizado na construcao de alguns dos primeiros mapas genéticos (Carlson, Tulsieram et al.,
1991; Grattapaglia, Chaparro, Wilcox, Mccord, Werner, Amerson, Mckeand, Bridgwater,
Whetten, O'malley et al., 1992) mapa consenso conjuntamente com RFLP (Sewell, Sherman

etal., 1999).

1.5.4 AFLP - Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos Amplificados

A técnica AFLP foi descrita em 1995 por Pieter Vos e colaboradores (Vos, Hogers et al.,
1995). Essa técnica é baseada na combinagdo da técnica RFLP com as vantagens da reacdo
de polimerase em cadeia (PCR - Polymerase Chain Reaction). Nela os fragmentos gerados a
partir da digestdo do DNA s3ao amplificados por PCR. Neste caso, porém, o DNA é digerido
com dois tipos de endonucleases (corte raro e corte frequente), gerando fragmentos de
diferentes tamanhos. Em seguida adaptadores complementares as sequéncias do sitio de
restricdo sao ligados aos fragmentos gerados e iniciadores complementares aos adaptadores
com duas ou mais bases seletivas adicionais no terminal 3' sdo usados para a reacdao de

polimerase em cadeia. A reacdo nestas condicdes é seletiva, amplificando somente os
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fragmentos que contenham em sua extremidade as bases complementares as bases
seletivas do iniciador. O niumero de fragmentos gerados numa Unica rea¢dao pode variar de
50-100, dependendo da resolucdo do sistema de deteccdo. Podem ser detectados por géis
desnaturantes de poliacrilamida ou por fluorescéncia (Vos, Hogers et al., 1995). Os
marcadores analisados sdo tipicamente dominantes, tipo presenca/auséncia assim como

RAPD (White, Adams et al., 2007).

Diferente do RAPD o AFLP foi mais utilizado em P. taeda. Mapas genéticos pra P. taeda
foram construidos utilizando marcadores AFLP (Remington, Whetten et al., 1999;
Komulainen, Brown et al., 2003). Marcadores AFLP também foram utilizados nos estudos de
variabilidade genética (Cervera, Remington et al., 2000) e diversidade genética para o

melhoramento de P. taeda (Stewart, Liu et al., 2010).

Essa técnica é robusta e confidvel, ndo sendo necessario o conhecimento prévio da
sequéncia. Além disso, apresenta alto rendimento de locos polimérficos e boa
reprodutibilidade (Eriksson, Ekberg et al.,, 2006). Os custos accessiveis e a relativa
simplicidade tornaram a técnica AFLP interessante para Pinus (Remington, Whetten et al.,

1999).

1.5.5 ESTP - Polimorfismo de sequéncias expressas marcadas

Marcadores ESTP sdo marcadores moleculares baseados em PCR derivados de sequéncia
expressas marcadas (EST— Expressed sequenced tag) a partir de clones de DNA
complementar (cDNA). A deteccdo do polimorfismo requer um par de iniciadores de PCR
desenhado a partir de sequéncia de EST. Os iniciadores sdao entdo utilizados para amplificar
fragmentos de DNA. O polimorfismo dentro dos segmentos amplificados de ESTs pode ser
detectado com enzimas de restricdo ou técnicas de eletroforese desnaturante e renaturagao
tais como DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ou SSCP (Single Stranded
Conformational Polymorphism). Marcadores derivados de ESTPs podem ser codominantes, e
revelar polimorfismo dentro, ou em sequéncias flanqueadoras, de genes expressos, sendo
uma vantagem importante sobre a maior parte dos outros marcadores genéticos baseados

em PCR (White, Adams et al., 2007).
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Harry et al. (1998) desenvolveram o primeiro marcador baseado em PCR a partir de clones
de cDNA de P. taeda. Esses mesmos clones foram usados como sondas para a detec¢do de
RFLP para gerar mapas genéticos (Devey, Jermstad et al., 1991). A partir dos cDNAs pares de
primers especificos foram desenhados para amplificar amostras de DNA gendmico de duas
populacdes de mapeamento de P. taeda. Os produtos resultantes da PCR foram digeridos
com diferentes enzimas de restricao e revelaram padrao de polimorfismos mendeliano. Esta
técnica ficou conhecida como PCR-RFLP. No entanto, essa metodologia foi considerada
demorada e ineficiente para grandes projetos. Temesgen et al. (2001) trabalharam com
ESTPs sem a manipulagdo adicional dos produtos de PCR. Os polimorfismos foram
identificados pela mobilidade dos produtos da PCR por eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE —Denaturing gradient gel electrophoresis). Através dessa metodologia,
marcadores ESTPs foram mapeados em duas populacdes de mapeamento de P. taeda e
utilizados como marcadores ancoras de referéncia em P. taeda e na integracao dos genomas
de Pinus (Conifer Comparative Genomics Project - CCGP; http://dendrome.ucdavis.
edu/Synteny) (Brown, Kadel et al., 2001). Ao contrdrio de muitos outros marcadores
comumente utilizados no mapeamento, ESTPs podem ser utilizados para mapear genes de
funcdo conhecida, ou para identificar genes candidatos que afetam locos que controlam

caracteres quantitativos importantes em P. taeda (Brown, Bassoni et al., 2003).

1.5.6 SSR - Marcadores microssatélites

Os marcadores microssatélites ou SSR sdo pequenos trechos de DNA repetidos em tandem
compostos de 1-4 unidades de pares de bases (sequence motif). No genoma de Pinus
repeticdes di-trinucleotideo (AC), e (AAT), sdo comumente encontradas (Echt e May-
Marquardt, 1997; White, Adams et al., 2007). O polimorfismo é identificado pela variagao no
numero das unidades repetitivas entre os individuos através da amplificagdo por PCR
utilizando iniciadores flanqueantes as regides repetitivas. A deteccdo pode ser feita pela
observacdo direta em gel de agarose de alta resolucdo, em gel de poliacrilamida ou em
eletroforese por capilaridade detectada automaticamente por captura de emissdo de
florescéncia (White, Adams et al., 2007). Devido a sua abundancia e alta taxa de mutacao, da

ordem de 10 que permite potente discriminacdo individual, eles tém sido utilizados como

34



marcadores genéticos em Pinus, especialmente para fins de investigacdo de variacao
genética e parentesco em populagdes naturais de melhoramento e em menor escala para a
construcdo de mapas genéticos (Smith e Devey, 1994; Echt, May-Marquardt et al., 1996;
Echt e May-Marquardt, 1997; Pfeiffer, Olivieri et al., 1997; Elsik, Minihan et al., 2000;
Williams, Elsik et al., 2000; Eckert, Pande et al., 2009; Echt, Saha, Krutovsky et al., 2011).

Apesar dos marcadores microssatélites serem vantajosos pela sua heranga codominante,
multi-alelismo, robustez e transferibilidade, atributos que fazem deles marcadores
moleculares altamente informativos e de facil utilizagcdo para andlises genéticas de espécies
florestais (Grattapaglia, 2007), marcadores microssatélites sdao dificeis de desenvolver para
Pinus, devido a complexidade do genoma (Kinlaw e Neale, 1997; Grotkopp, Rejmanek et al.,
2004). Complexos padrées de bandas (multiplos locos) sdo muitas vezes observados devido a
presenca de regioes duplicadas no genoma, dificultando as andlises (Devey, Fiddler et al.,
1994). Mesmo assim é possivel obter um bom ndmero de marcadores em um espaco de
tempo razodvel a custos vidveis para aplicacbes que demandam baixa densidade de
genotipagem (White, Adams et al., 2007). Algumas abordagens foram utilizadas como
tentativa para contornar esses problemas. Marcadores microssatélites foram recuperados a
partir da construcdo de bibliotecas enriquecidas para DNA de baixa cépia (low-copy-
enrichment) (Elsik, Minihan et al.,, 2000; Elsik e Williams, 2001). Zhou et al. (2002)
recuperaram marcadores microssatélites via selecdo de regiGes de DNA hipo-metiladas.
Ambas as abordagens renderam marcadores microssatélites de grande utilidade para P.
taeda, sendo utilizados, por exemplo, em estudos de dindmica de populacbes de P. taeda
(Al-Rabab'ah e Williams, 2002) e no mapeamento genético (Echt, Saha, Krutovsky et al.,
2011).

Marcadores microssatélites foram desenvolvidos também a partir de regides de ESTs (EST-
SSR) (Chagne, Chaumeil et al., 2004; Liewlaksaneeyanawin, Ritland et al., 2004). Através
desses trabalhos mais de 300 marcadores EST-SSR informativos foram descobertos. Os
marcadores EST-SSR sdo Uteis, pois o seu desenvolvimento é mais rapido e econémico,
representam genes transcritos, sendo Uteis para testar a diversidade supostamente
funcional em populagdes naturais ou colecdes de germoplasma. Estes marcadores sao

valiosos devido ao seu maior grau de transferibilidade entre espécies relacionadas, e sua
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utilidade como marcadores de ancoragem entre mapas genéticos de pedigrees ou mesmo
espécies distintas, em estudos de caracteriza¢cdo de populagdes, no mapeamento genético e
em estudos de genOmica comparativa (Brown, Kadel et al., 2001; Liewlaksaneeyanawin,
Ritland et al., 2004; Varshney, Graner et al., 2005; Bérubé, Zhuang et al., 2007; Echt, Saha,
Deemer et al., 2011).

1.5.7 SNP - Polimorfismo de uma unica base

Os marcadores SNPs sdo variacdes naturais que ocorrem em apenas uma base nitrogenada
na sequéncia de DNA entre individuos. Essas variacbes podem ocorrer por mutacao
(transicbes ou transversoes) e fixadas na populacdo através de processos evolutivos como
deriva genética e selecdo natural (Freeland, 2005). E a fonte mais abundante de variacdo
genética entre individuos de uma espécie. Em Pinus taeda, estima-se que um SNP ocorra
uma vez a cada 60 pares de base (pb) (Brown, Gill et al., 2004). Em contraste, SNPs sdao

encontrados cerca de 1/1200 pb em seres humanos (Collins, Brooks et al., 1998).

Os SNPs podem ser descobertos por alinhamento multiplo de sequéncias diponiveis em
bancos de dados ou por sequenciamento de novo de um conjunto de amostras de
individuos. SNPs podem também ser descobertos via seqliienciamento massal do genoma de
multiplos individuos com tecnologias de seqiienciamento de alto desempenho (NGS- Next-
generation sequencing) que fornecem sequéncias de DNA de forma econdmica e em grande
escala (Nielsen, Paul et al. 2011). A genotipagem dos SNPS pode ser feita com diversas
tecnologias, como GoldenGate™ (lllumina), em menor escala de 384 SNPs/amostra, e
Infinium (lllumina) e Axiom (Affymetrix) que permitem genotipar de milhares a centenas de

milhares de SNPs.

Em Pinus, marcadores SNPs tem sido utilizados com sucesso em estudos de associacao
genética com base em genes candidatos (Gonzalez-Martinez, Ersoz et al., 2006; Gonzalez-
Martinez, Wheeler et al., 2007; Gonzalez-Martinez, Huber et al., 2008; Quesada, Gopal et al.,
2010; Cumbie, Eckert et al., 2011; Eckert, Wegrzyn et al., 2012), no mapeamento
comparativo (Quesada, Gopal et al., 2010; Chancerel, Lepoittevin et al., 2011; Jermstad,

Eckert et al., 2011) na na selecdo genémica (Resende, Munoz et al., 2012) e em estudos de
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genOmica populacional. Por exemplo, Eckert et al. (2010) utilizaram 1.730 marcadores SNPs
identificados a partir de EST de P. taeda e genotipados utilizando a tecnologia GoldenGate™
para analisar a variacdo genética existente entre 54 populacbes de P. taeda adaptadas a
climas diferentes, demonstrando o potencial da integracdao de metodologias de estatistica
espacial, genética populacional e modelagem de clima para a deteccdo de assinaturas da
selecdo natural a partir de dados genémicos. SNP é potencialmente o melhor tipo de
marcador genético, devido a sua abundancia no genoma, sua estabilidade e potencial
associacao com locos que conferem caracteristicas adaptativas (Collins, Brooks et al., 1998;

Gonzalez-Martinez, Krutovsky et al., 2006).

1.5.8 Mapeamento Genético

Mapeamento genético tem sido uma das abordagens experimentais centrais nas ciéncias
gendmicas, fornecendo uma ferramenta que permite conectar gendtipos e fendtipos com
base em um modelo Mendeliano. Além disso, constituem uma ferramenta potente para a
investigacdo da estrutura do genoma (White, Adams et al., 2007). Entre as aplicacbes mais
importantes dos mapas genéticos para Pinus estdo o conhecimento basico da organizacao
do genoma e evolucdo (Kinlaw e Neale, 1997), e a localizacdo de locos que conferem
caracteres mendelianos (Devey, Sewell et al., 1999) e oligogénicos (Groover, Devey et al.,

1994).

As primeiras tentativas de desenvolver mapas genéticos para Pinus taeda ocorreram em
1980, utilizando marcadores isoenzimaticos (Adams e Joly, 1980b; Conkle, 1981). Entretanto,
devido a pequena quantidade de marcadores disponiveis, a distribuicdo dos marcadores ao
longo dos 12 pares de cromossomos de P. taeda era limitada. Apds o advento dos
marcadores baseados em DNA, no final dos anos 80 inicio dos 90, comecou-se a construir
mapas genéticos mais refinados e com mais marcadores distribuidos pelo genoma. O
primeiro mapa genético com marcadores baseados em DNA para P. taeda foi construido em
1991, com 191 marcadores RAPD, distribuidos nos 12 cromossomos, segregando em 60
megagametoéfitos haploides de uma arvore de referéncia em P. taeda, conhecida como clone
7-56 (Grattapaglia, P Wilcox et al., 1991; Grattapaglia, Chaparro, Wilcox, Mccord, Werner,

Amerson, Mckeand, Bridgwater, Whetten, Omalley et al., 1992). Esse clone é o mais
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estudado e o mais testado em trabalhos com P. taeda. Remington et al. (1999) incorporam
também 508 marcadores AFLP em 12 grupos de ligagdo, utilizando 93 megagametdfitos
haploide do clone 7-56. Devey et al. (1994) construiram um mapa baseado em RFLP,
desenvolvido através dos dados da segregacdo de 95 irmaos completos de uma F2 derivada
de uma populagdo ndo endogamico de trés geracBes (three-generation outbred),
denominada populagdo “base” (Devey, Jermstad et al., 1991). Foram mapeados nesse
trabalho 73 marcadores RFLP, detectados por sondas de cDNA, e 2 locos isoenzimaticos em
20 grupos de ligagdo. Na mesma época, Groover et al. (1994) usaram 177 irmaos completos
de uma populacdo de P. taeda do mesmo tipo (three-generation outbred), denominada
populacdo “gtl” (pertencente a companhia Weyerhaeuser). Essa populacdo foi genotipada
com marcadores RFLP desenvolvidos por Devey et al. (1991) e co-segregavam com QTLs para
densidade da madeira. Estas duas populacdes de irmdos completos geneticamente nao
relacionados, “base” e “qtl”, tornaram as popula¢des de referéncia para o mapeamento de

P. taeda.

Para reunir as informag¢des dos mapas que estavam sendo desenvolvidos e proporcionar um
conhecimento maior sobre a organizacdo dos genes dentro do genoma e sua evolucdo,
mapas consenso e mapas comparativos foram desenvolvidos. Sewell et al. (1999)
construiram o primeiro mapa consenso para P. taeda a partir da integracao de dados de
mapeamento das duas populacbes, “base” e “qt!/” (Devey, Fiddler et al., 1994; Groover,
Devey et al., 1994), resultando em um mapa consenso com 357 marcadores moleculares
Unicos, sendo 278 RFLPs, 67 RAPDs e 12 isoenzimas, distribuidos em 20 grupos de ligacao.
Devey et al. (1999) conduziram uma analise genética comparativa entre as populacdes
“base” e “qtl/” de P. taeda e uma populacdo de P. radiata usando um conjunto comum de
marcadores RFLP e marcadores microssatélites. Ao todo 60 marcadores RFLP e 9
microssatélites foram mapeados em ambas as espécies e compartilhados entre os mapas,
ndo encontrando evidéncias de rearranjo cromossdmico entre as populacdes de Pinus taeda

e Pinus radiata.

Apesar dos esforcos iniciais, via-se a necessidade de enriquecer as informacdes genéticas de
P. taeda através da construcdo de mapas genéticos mais informativos e mais robustos, com

base em populacdes maiores e com mais marcadores genéticos. Mapas genéticos com altos
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niveis de cobertura do genoma e com marcadores bem ordenados eram necessdrios para a
identificacdo e mapeamento de locos que conferem caracteres quantitativos (QTL).
Temesgen et al. (2001) utilizou o mapa consenso de P. taeda (Sewell, Sherman et al., 1999)
para incorporar mais 56 marcadores baseados em ESTP. Em 2009, Eckert et al
desenvolveram 384 marcadores SNPs através do resequenciamento de genes candidatos a
resisténcia a doengas, qualidade da madeira e tolerancia a seca. Esses marcadores foram
genotipados a partir de aplicacdes de tecnologia de alto desempenho GoldenGate™
(Hlumina). Ao todo 27 genes candidatos foram incorporados ao mapa consenso de P. taeda
(Sewell, Sherman et al., 1999), distribuidos em 12 grupos de ligacdo. A integracdo desses
marcadores a0 mapa consenso ndo alterou substancialmente o comprimento do mapa, nem
a organizacdo dos marcadores nos grupos de ligagdo. Em 2001, Echt et al. (2011)
incorporaram ao mapa consenso de P. taeda mais 170 marcadores microssatélites,
desenvolvidos a partir de bibliotecas de ESTs, visando aumentar a cobertura do genoma.
Todos os marcadores mapeados foram anotados por Echt et al. (2011) permitindo a
avaliacdo de marcadores EST redundantes e paralogos, buscando melhorar a qualidade e a
utilidade do mapa genético de P. taeda. Mapa genético denso tem importante utilidade para
auxilar na montagem da sequéncia completa do genoma de Pinus taeda, que vém sendo

sequenciado (Crepeau, Puiu et al., 2013; Wegrzyn, Lin et al., 2013).

1.5.9 Recursos gendmicos de BACs para sequenciamento do genoma de Pinus

Bibliotecas de clones de cromossomos artificiais de bactérias (BAC- Bacterial Artifical
Chromosomes) sdo bibliotecas compostas por grandes insertos de DNA da ordem de 100 a
200 kb. Bibliotecas BACs tém sido ferramentas Uteis para o mapeamento fisico de genomas,
estudos de citogenética molecular, genbmica comparativa e sequenciamento do genoma.
Mapas fisicos de clones BACs e o sequenciamento de pontas de clones BAC tem um papel
importante nas estratégias de sequenciamento de genomas grandes e complexos, servindo
de base para o isolamento de genes (Schulte, Ariyadasa et al., 2011; Ariyadasa e Stein,

2012).

Esforcos de manipulacao fisica do genoma de coniferas em geral tém sido muito limitados

em funcdo do tamanho e da complexidade do genoma. Entretanto, com o objetivo de
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fornecer os recursos necessdrios para avancar na pesquisa gendmica de P. taeda, Magbanua
et al. (2011) construiram uma biblioteca BAC para a arvore clone 7-56 de Pinus taeda com
1.824.728 clones individuais, com tamanho de insercdo médio de 96 Kb, proporcionando
uma cobertura de 7.6X do genoma de P. taeda. Além da utilizacdo na caracterizagao do
genoma e no isolamento de genes, esta biblioteca BAC podera ser utilizada em combinacao
com tecnologias de seqlienciamento de alto desempenho para auxiliar na futura montagem

do genoma de Pinus taeda.

1.6 Novas tecnologias de genotipagem em larga escala para aplicagdao em Pinus

taeda

Avangos na biologia molecular tém levado a introdugdo de novos tipos de marcadores
moleculares cada vez mais informativos, robustos e confiaveis, com alto rendimento a custos
cada vez menores para coniferas (Neale e Kremer, 2011). A disponibilidade de marcadores
moleculares confidveis é de grande importdncia para se pensar em integrar a gendmica no
melhoramento de plantas. A tecnologia de marcadores moleculares ideal deve gerar
milhares marcadores moleculares, que cubra todo o genoma (Genome-wide) de forma
simples, confidvel e a custo acessivel (Allendorf, Hohenlohe et al., 2010). Entretanto em
Pinus taeda ainda existe uma caréncia de tecnologias que oferecam uma cobertura ampla do
genoma. A maioria dos marcadores desenvolvidos para essa espécie é dependente de
eletroforese, necessitam de conhecimento prévio da sequéncia de DNA e de uma pré-
identificacdo do polimorfismo antes de serem aplicados em grande escala. Essas limitagdes
dificultam a geracao de grande numero de marcadores, além dos altos custos das

genotipagens em grandes populagdes.

O desenvolvimento de técnicas robustas que permitam a genotipagem de milhares de
marcadores em milhares de amostras em um experimento Unico seria util nas aplicacoes
gue demandam uma andlise ampla do genoma. Essa capacidade tornard possivel responder
muitas questdes importantes na conservagao, entender os processos evolutivos, avaliar a
diversidade genética, informar a histdria filogenética, acelerar os programas de introgressao,

além de ser de grande utilidade para mapeamento de locos que controlam caracteres

40



quantitativos e na caracterizacdo de germoplasma (Luikart, England et al., 2003; Allendorf,

Hohenlohe et al., 2010).

1.6.1 DArT - Diversity Arrays Technology

A tecnologia DArT, desenvolvida pela empresa Australiana DArT Pty Ltd, apresenta uma
metodologia de genotipagem capaz de analisar milhares de marcadores em centenas a
milhares de amostras com relativa facilidade (Jaccoud, Peng et al., 2001). Essa tecnologia é
baseada em hibridizacdo com microarranjos para descoberta de SNP e insercdo/delecdo ao
longo do genoma, permitindo tracar o perfil genético do genoma inteiro em um unico
experimento, a baixo custo por data point e sem a necessidade da informacdo da sequéncia
ou oligonucleotideos (Wenzl, Carling et al., 2004). Marcadores DArT ja foram utilizados em
varias espécies de plantas, animais, comunidades microbianas, fungos entre outros (Jaccoud,
Peng et al., 2001; Wenzl, Carling et al., 2004; Braithwaite, 2005; Wittenberg, Van Der Lee et
al., 2005; Xia, Peng et al., 2005; Amorim, Vilarinhos et al., 2009; Bartos, Sandve et al., 2011;
Howard, Whittock et al., 2011; Yang, Saxena et al., 2011). Os marcadores DArT também
foram extensivamente utilizados para aplicagcbes genéticas como andlise de diversidade,
construcdo de mapas genéticos, mapeamento fisico, identificacdo de QTLs entre outros
(Wenzl, Carling et al., 2004; Paux, Legeai et al., 2008; White, Law et al., 2008; Steane, Nicolle
etal., 2011; Zhang, Liu et al., 2011; He e Bjgrnstad, 2012; Petroli, Sansaloni et al., 2012).

A metodologia DArT envolve duas etapas principais, o desenvolvimento do microarranjo e a
preparacao das amostras para a genotipagem (Figura 1.6). O primeiro passo na tecnologia
DArT é a reducdao de complexidade. A representacdao gendmica resultante é o ponto inicial
para as etapas seguintes. A reducdo de complexidade envolve a digestdo do DNA com duas
enzimas de restricao, ligacdo com adaptadores e amplificacgdo por PCR dos fragmentos
ligados com o adaptador. O processo de digestdo ocorre com uma enzima de corte raro,
geralmente a Pstl, e uma de corte frequente (Taql, BstNI, Msel, etc). Apds a digestdo,
adaptadores sao ligados a sequéncia complementar do sitio de reconhecimento da enzima
Pstl, de forma que somente os fragmentos Pstl/Pstl sdo amplificados, direcionando assim a
representacdao gendmica desejada via PCR. Fragmentos com uma ou ambas as extremidades

digeridas pela enzima de corte raro ndo sdo amplificados, detectando assim variacGes
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existentes nas sequéncias de DNA dos sitios enzimdticos entre os individuos. A enzima Pst/
também reconhece e corta regides hipometiladas do DNA, ricas em DNA de baixa cdpia,

selecionando para amplificar regides génicas preferencialmente.

Ap0ds a reducao de complexidade, a constru¢ao do microarranjo é o primeiro procedimento
a ser realizado. Representacdes gendmicas dos diversos individuos que representem o
germoplasma de interesse sao misturadas e submetidas a clonagem para a criagdao das
bibliotecas com insertos individuais. Os insertos sdao entdo amplificados por PCR e apds
algumas etapas de processamento os insertos amplificados, ou sondas, sdao imobilizados
sobre um slide de vidro, formando o microarranjo com aproximadamente 7.680 sondas
imobilizadas em duplicata. Formado o microarranjo, as amostras sao preparadas para a
genotipagem. Representacdes genOmicas dos individuos a serem genotipados sao
amostradas com réplicas completas e marcadas individualmente com fluorescéncia (verde
em uma réplica e vermelha na outra). Apds a marcagao, as representacdes genémicas sao
hibridizadas sobre o microarranjo e analisados para detec¢ao do polimorfismo. As sondas
polimérficas detectadas mostram sinais de hibridizacdo varidveis entre diferentes individuos,
onde a presenca de sinal de fluorescéncia é representada por “1” e a auséncia por “0”
(Huttner, Wenzl et al., 2004). Estas etapas da técnica estdo padronizadas, embora possam

precisar de pequenas modificacdes dependendo da espécie alvo.

A analise genética através dessa tecnologia oferece um sistema rapido, robusto e com alto
desempenho, em uma quantidade minima de amostra. Essa tecnologia oferece um sistema
eficiente e operacional para varias espécies de plantas, mas até o momento, nenhuma

conifera foi genotipada utilizando essa tecnologia.
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Figura 1.6.

Fluxograma

esquematico da

metodologia DArT. Na primeira etapa

(Desenvolvimento do Arranjo) sdo construidas as bibliotecas gendmicas de complexidade

reduzida que posteriormente sdo microarranjadas nos slides de vidro. Na segunda etapa

(Genotipagem), os individuos de uma populacdo especifica sdo genotipados por meio da

hibridacdo das suas representacdes gendmicas sobre o microarranjo. O Software (DArTSoft)

identifica sondas informativas que revelam polimorfismos do tipo presenca do sinal (1) ou

auséncia do sinal (0) na representacao gendbmica Fonte: (Wittenberg, 2007)

43



1.6.2 Genotipagem por sequenciamento de representacoes DArT (DarT-seq)

Os avancgos nas novas tecnologias de sequenciamento (NGS - Next-Generation Sequencing)
impulsionaram o desenvolvimento de uma nova abordagem de genotipagem em larga escala
denominada genericamente de genotipagem-por-sequenciamento (GbS-Genotyping-by-
Sequencing) (Elshire, Glaubitz et al., 2011). Essa abordagem apresenta potencial de
genotipar milhares de amostras para milhares ou dezenas de milhares de marcadores a

custos accessiveis.

A empresa DArT Pty Ldt tém adotado as novas tecnologias de sequenciamento para a
geracao de marcadores GbS, na qual baseia-se na reducdo de complexidade genGmica da
amostra de DNA total utilizando combinag¢des especificas de enzimas de restri¢ao, ligacdo de
adpatadores e amplificacdo por PCR com adaptadores, similar a empregada na tecnologia
DArT. Os fragmentos selecionados resultantes da redu¢do de complexidade sdao submetidos
ao sequenciamento para a geracdo de dezenas de milhdes de sequéncias curtas (em geral de
75 bases) em plataformas de sequenciamento NGS. Cada amostra de DNA a ser genotipada
recebe adaptadores com sequéncias indexadoras (barcodes) que permitem mais tarde
rastrear as sequéncias geradas para cada amostra. Desta forma, 96 amostras podem ser
sequenciadas conjuntamente, otimizando significativamente os custos. O polimorfismo
entre os diferentes individuos sdo detectados (1) pela presenca ou auséncia das sequéncias
(2) ou pela busca de polimorfismos de base individual (SNPs) entre sequéncias homodlogas
presentes nos individuos. Esta nova abordagem permite genotipar milhares de amostras
para milhares ou dezenas de milhares de marcadores a custos competitivos com outras

plataformas de genotipagem (Poland, Brown et al., 2012; Sansaloni, 2012).

Recentemente foram publicados trabalhos mostrando o sucesso da técnica para espécies
com genoma complexo como milho, trigo e cevada (Elshire, Glaubitz et al., 2011; Poland,
Brown et al., 2012; Beissinger, Hirsch et al., 2013), e espécies como soja (Sonah, Bastien et
al., 2013), Panicum (Lu, Lipka et al., 2013), framboesa (Ward, Bhangoo et al., 2013) entre
outros. Na drea florestal a metodologia foi aplicada em Eucalyptus (Sansaloni, Petroli et al.,

2011) pelo laboratério DArT Pty Ltda. Até entdo nenhum trabalho em coniferas foi publicado
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utilizando estd metodologia, sendo este trabalho o primeiro a utilizar a tecnologia GbS para

a espécie Pinus taeda.

OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1)

2)

Desenvolver de um microarranjo de genotipagem de marcadores DArT para o género
Pinus e a demonstracao de sua aplicacdo em um estudo filogenético de espécies de

Pinus (Capitulo 2);

Construir de um mapa genético de alta densidade a partir de gametas haploides de
uma 4arvore Unica de Pinus taeda utilizando a tecnologia de genotipagem por
sequenciamento DArT-Seq, marcadores microssatélites e demonstracao da utilidade

do mapa para a ancoragem de clones BAC de Pinus taeda (Capitulo 3).
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE UM MICROARRANJO DE GENOTIPAGEM
DE MARCADORES DArT E ANALISE FILOGENETICA DE ESPECIES AMERICANAS
DE Pinus

2.1 INTRODUCAO

Pinus taeda é uma das espécies florestais mais importantes entre as espécies florestais
plantadas comercialmente nos Estados Unidos e no Brasil, com grande valor econ6mico e
grande importancia ecolégica. A disponibilidade de marcadores moleculares para o
melhoramento dessa espécie é de fundamental importancia. Marcadores moleculares como
RFLPs, AFLPs, RAPDs, ESTPs, SSRs e SNPs ja foram extensivamente utilizados em P. taeda
(Devey, Fiddler et al., 1994; Remington, Whetten et al., 1999; Sewell, Sherman et al., 1999;
Elsik, Minihan et al., 2000; Temesgen, Brown et al., 2001; Eckert, Pande et al., 2009).

Apesar da ampla utilizagdo dos marcadores moleculares em Pinus taeda, para aumentar a
resolucdo e a velocidade das aplicagdes genéticas no melhoramento de Pinus e realizar uma
andlise genOmica de alto desempenho, marcadores informativos e extremamente
polimdrficos com ampla cobertura do genoma sdo necessarios. Para isso, métodos de
genotipagem em larga escala a baixos custos sdao fundamentais. Uma grande limitagcdo para
gue isso ocorra é o genoma complexo e extenso de P. taeda (24 Gb por conteldo haploide),
rico em sequéncias de DNA altamente repetitivas e extensas familias génicas (Kinlaw e
Neale, 1997; Grotkopp, Rejmanek et al., 2004; Kovach, Wegrzyn et al., 2010). A maioria dos
marcadores moleculares desenvolvidos para P. taeda demandam tempo, sdo laboriosos e
apresentam altos custos quando hd a necessidade de uma elevada densidade de

genotipagem.

A metodologia Diversity Array Technology (DArT) (Jaccoud, Peng et al., 2001) proporciona
uma aplicacdo bem sucedida da plataforma de microarranjo para a andlise de polimorfismos
de DNA. A tecnologia DArT fornece uma alternativa promissora para satisfazer os requisitos
de genotipagem de alto rendimento e ampla cobertura do genoma de Pinus, permitindo

analisar milhares de marcadores genéticos com relativa facilidade e em pouco tempo.
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Diversity Array Technology é um método de identificagao de polimorfismo de DNA no qual a
andlise de marcadores genéticos em microarranjos oferece um sistema rapido, robusto, de
baixo custo e alto desempenho, requerendo uma quantidade minima de amostra, com a
capacidade de criar um perfil do genoma inteiro de um organismo ou popula¢des de
organismos sem necessidade de informacdo prévia sobre a sequéncia do DNA (Jaccoud,
Peng et al., 2001; Wenzl, Carling et al., 2004; Sansaloni, Petroli et al., 2010). Este método
permite identificar paralelamente centenas a milhares de locos genOGmicos e os
polimorfismos presentes nos mesmos. DArT fornece marcadores de alta qualidade e possui
potenciais aplicagcdes para ser utilizado em caracterizagdao de germoplasma, estudo de
diversidade genética e melhoramento assistido por marcadores. Além disso, pode ser

empregado na identificacdo de QTLs e criagcdao de mapas genéticos de alta densidade.

Marcadores DArT com alta qualidade foram desenvolvidos com sucesso para varias espécies,
como plantas, animais, fungos e microorganismos (Jaccoud, Peng et al., 2001; Wenzl, Carling
et al., 2004; Braithwaite, 2005; Wittenberg, Van Der Lee et al., 2005; Xia, Peng et al., 2005;
Amorim, Vilarinhos et al., 2009; Bartos, Sandve et al., 2011; Howard, Whittock et al., 2011;
Yang, Saxena et al., 2011). Marcadores DArT foram desenvolvidos também para espécies
com genomas extensos e complexos como a cana-de-agucar (poliploide com ~10Gpb por
conteudo haploide) (Heller-Uszynska, Uszynski et al., 2011), trigo (Akbari, Wenzl et al., 2006;
Peleg, Saranga et al., 2008), centeio (Bolibok-Bragoszewska, Heller-Uszynska et al., 2009), o
hexaploide triticale (AABBRR - hibrido de trigo e centeio) (Badea, Eudes et al., 2011) e a
cevada (Wenzl, Carling et al., 2004; Zhang, Marchand et al., 2009). Na area florestal foram
desenvolvidos marcadores DArT para espécies de Eucalyptus (Sansaloni, Petroli et al., 2010).

Até o momento nenhuma conifera foi genotipada utilizando essa tecnologia.

Nesse capitulo é apresentado o desenvolvimento do primeiro microarranjo de genotipagem
de marcadores DArT para o género Pinus, em particular para a espécie Pinus taeda, e a
demonstracdo de sua aplicacdo em estudo de diversidade interespecifica entre algumas das
principais espécies do género Pinus plantadas no Brasil. Para isso, a selecio de um material
genético informativo e rico em diversidade genética foi necessaria, além de uma boa

reducdo de complexidade genbmica proporcionando uma ampla representacao genémica.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material vegetal

Para o desenvolvimento de um microarranjo de marcadores DArT polimdrficos para Pinus,
rico em diversidade genética, amostras de espécies de Pinus foram utilizadas para maximizar
a representacdo gendmica. Visando aumentar a probabilidade de encontrar configuragdes
informativas de segregacdo e representacées gendmicas dentro da espécie alvo (Pinus
taeda), amostras de DNA de individuos geneticamente nao relacionados (procedéncias) e de

cinco arvores consideradas arvores-elite de Pinus taeda foram utilizadas nas analises.

Espécies de Pinus

Amostras de casca (cdmbio) (Figura 2.1) de dois individuos, ndo relacionados, de 16 espécies
do género Pinus (Tabela 2.1) foram coletadas na Guarda Florestal Trinita e na Guarda
Florestal de Imbauzinho da Fazenda Monte Alegre, de propriedade das Industrias KLABIN de
Celulose S.A., em Telémaco Borba no Parand. As colecGes de germoplasma das espécies de
Pinus foram implantadas pela KLABIN S.A. com sementes de origem conhecida e certificada
em coletas realizadas em parceria com a cooperativa Camcore (“Central America and Mexico
Coniferous Resources Cooperative”) da Universidade Estadual da Carolina do Norte (NCSU)
nos Estados Unidos, e também de sementes provindas de Honduras e do México (Tabela

2.1). Os 32 individuos de Pinus foram selecionados para maximizar a representatividade

gendmica e assim agregar utilidade a plataforma DArT para as analises genéticas.

Figura 2.1 — llustragdo da retlrada da casca para coleta do cambio e extracdo de DNA. Local

de coleta: Fazenda Monte Alegre, KLABIN S.A., Telémaco Borba — PR.
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Tabela 2.1 - Relacdo das espécies de Pinus utilizadas para o desenvolvimento da plataforma

DArT e estudo filogenético.

Codigo de Individuo  Individuo
Espécies de Pinus * identi.ficagéo do 1 2 Origem

experimento
1 Pinus maximinoi H. E. Moore PM (ME 198) 105-4 106-4 Honduras
2 Pinus tecunumanii Eguiluz & J. P. Perry PT (ME 134) 101-2 103-5 México
3 Pinus ayacahuite Ehrenb. ex Schltdl. PA (ME 175) 906-2 907-2 México
4 Pinus greggii Engelm. ex Parl. PG (ME 232) 105-1 107-1 Camcore
5 Pinus pringlei Shaw PP (ME 136) 203-1 205-1 Camcore
6 Pinus herrerae Martinez PH (ME 299) 108-3 109-1 Camcore
7 Pinus teocote Schiede ex Schltdl. & Cham. Pteo (ME 288) 2101-03 2101-04 Camcore
8 Pinus kesiya Royle ex Gordon PK (ME 286) 109-2 110-2 Camcore
9 Pinus patula Schiede ex Schltdl. & Cham. Ppat (ME 330) 101-3 103-2 Camcore
10 Pinus leiophylla Schiede ex Schitdl. & Cham. PL (ME 190) 101-1 102-1 Camcore
11 Pinus caribaea var. caribaea Morelet PCC (ME 173) 1011-1 2001-2 Camcore
12 gig#;r(i:aribaea var. bahamensis (Griseb.) Barrett & PCB (ME 172) 1016-6 1022-5 Camcore
13 Pinus chiapensis (Martinez) Andresen PC (ME 210) 101-1 104-6 Camcore
14 g/g#:r(i:ar/baea var. hondurensis (Sénécl.) Barrett & PCH (ME 206) 901-1 901-1 Camcore
15 Pinus elliottii Engelm. PE (ME 323) 101-2 102-1 Camcore
16 P. elliottii x P. c. hondurensis (Sénécl) ExH (ME 441) 104-1 109-1 Camcore

Barrett&Golfari

*Local de coleta: Imbauzinho e Trinita, Fazenda Monte Alegre, Empresa Klabin, Telemaco Borba-PR

Amostras de Pinus taeda

Amostras de casca (cambio) (Figura 2.1) ou acicula de dois individuos, geneticamente nao

relacionados, de oito procedéncias de Pinus taeda (Tabela 2.2) foram coletadas na Guarda

Florestal Trinita da Fazenda Monte Alegre, de propriedade das Industrias KLABIN de Celulose

S.A, em Telemaco Borba no Parand. O ensaio das procedéncias foi instalado na unidade

florestal da KLABIN S.A em 1968 e 2007 a partir de sementes provindas das regides de

ocorréncia da espécie no sul e sudeste dos Estados Unidos (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2 - Relacdo de procedéncias de Pinus taeda L. selecionadas para o desenvolvimento

da plataforma DArT.

Espécie Procedéncia* Inggr:ltiigf?c::éo Indi\:lliduo Individuo 2 InStaBlf:jr no
Bastrop - Texas B.T 1 2
Berkeley - Carolina do Sul B 1 2 1968
Louisiana Central C.L 1 2

Pinus taeda L. Alabama Central CA 1 2
Georgia Central C.G 1 2
USFS De soto S.0.- Mississippi D.M 1002-2 1008-2
USFS De soto S.0.- Louisiana D.L. 1001-2 1003-1 2007
USFS De soto S.0.- Carolina do Sul DSC 1005-1 1010-2

*Sementes providas dos EUA e implantadas na Fazenda Monte Alegre, Empresa Klabin, Telemaco Borba-PR

Além das procedéncias, amostras de aciculas de cinco arvores-elite de Pinus taeda da
populacdo de melhoramento da KLABIN S.A. também foram amostradas. Os cinco
individuos, 1, 13, 103, 104 e 107, sdo procedentes de um pomar clonal de sementes (PCS)
selecionado para crescimento volumétrico e forma de fuste em testes de progénie de
arvores superiores, originalmente selecionadas nos anos 80 em plantios comerciais da
KLABIN S.A., com sementes procedentes de procedéncias de Pinus taeda dos EUA nos anos
70 (Diener, 2011). Os individuos 103 e 107 foram os que apresentaram maior valor de
melhoramento e ampla disponibilidade de pdlen (Diener, 2011). Qutros 16 individuos, filhos
do cruzamento entre os parentais 104x(103+107), foram utilizados nos testes com

hibridizagdo cruzada.

2.2.2 Extracao do DNA genOmico total

O DNA total dos individuos foi isolado a partir do cambio (Figura 2.1) ou da acicula usando o
método CTAB 2% (brometo de cetil-trimetilamonio) com modificagdes (Doyle e Doyle, 1987).
Aproximadamente 20 mg de tecido fresco do cambio ou da acicula foram macerados com o
auxilio de duas esferas de metal aco-Inox de 5 mm e do equipamento Tissuelyser da Qiagen.
ApOs as etapas da extragdo, o precipitado foi ressuspendido em uma solucdo de Tris/EDTA
(TE) a pH 8,0 com Ribonuclease A (RNaseA) e incubado a temperatura de 37°C por 1 hora

para acdo da enzima. O DNA foi armazenado em freezer -20°C.
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Controle da qualidade e quantificagdo do DNA

As amostras de DNA foram quantificadas em géis de agarose 1,5% corados com brometo de
etideo (tampdo de eletroforese borato de sédio, pH 8,0) utilizando diferentes padrdes de
concentracdo de DNA do Fago lambda (DNA Massladder- Invitrogen). O DNA também foi

quantificado no equipamento NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific spectrophotometer).

A verificacdo da qualidade e integridade do DNA foi feita adicionando 1 pl de DNA genémico
total em 5ul de uma solucdo com tampdo de corrida a 1x e tampdo para enzimas de
restricdo a 1x (10x RE buffer: 100 mM Tris-OAc, 500 mM KOAc, 100 mM Mg(OAc)2,
50 mM DTT, pH 7,8). Essa solugdo foi incubada a 37°C por 2 horas e analisada em agarose
0,8% corados com brometo de etideo. O tampao RE utilizado no controle de qualidade foi o

mesmo tampao RE utilizado no processo de digestdo na redu¢dao da complexidade.

2.2.3 Redugao de complexidade genémica

As etapas de desenvolvimento do arranjo DArT foram realizadas durante permanéncia nos
laboratérios da DArT Pty em Canberra, Australia. O procedimento mais importante do
desenvolvimento da plataforma DArT foi a reducdo de complexidade. Se a representacao
genOmica resultante da fragmentacdo for rica em fragmentos gendmicos repetitivos a
possibilidade de hibridacao cruzada e a obtencdo de baixa intensidade de sinal ou sinal nao
especifico é alta. Assim, é essencial gerar fragmentos que representem o genoma com baixo
numero de cdpias, para que o sinal seja especifico e intenso. Para que isso ocorra uma
enzima principal (Pst/) de corte raro e sensivel a metilacdo foi utilizada, de forma a cortar

preferencialmente regides hipo-metiladas, ricas em regides de baixa copia.

Digestdo com enzimas de restri¢ao e ligagao de adaptadores

Para produzir uma representacdo gendmica de complexidade reduzida uma combinacado de
enzimas de restricdo é utilizada. Geralmente, duas enzimas sdo utilizadas, sendo uma
enzima principal de corte raro e sensivel a metilacdo (em geral Pstl), e uma enzima
secundaria de corte frequente (Taql, BstNI, Msel) que corta os fragmentos Pstl/Pstl mais

longos, enriquecendo assim a fracdo em fragmentos Pstl/Pstl de tamanho mais curto,
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ficando, portanto, uma populacdo de fragmentos de tamanho adequado para clonagem e
PCR (Figura 2.2). Apds a digestao, adaptadores sdo ligados a sequéncia complementar do
sitio de reconhecimento da enzima Pst/, de forma que somente os fragmentos Pstl/Pstl sdo

amplificados, direcionando assim a representacao genomica desejada via PCR (Figura 2.2).

QE”Z'"‘E' de corte raro gEnzima de corte frequente
=N\ (TG LAG e (TGLAG="0 = _CTGCAG A . .
oS TR T e e M A= SE=  DNA gendmico
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, I ligagédo de adaptadores
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—— GACGTC — e GACGTC—— — A L CIR==there—
Amplificacéo
Representacéo gendmica Sem amplificacéo

Figura 2.2. Representacdo esquematica do processo de reducdo da complexidade genémica
produzida pela combinacdo de enzimas de corte raro (Pst/ em azul) e corte frequente (BstN/
em verde). Adaptadores sdo ligados aos extremos Pst/ (em vermelho) e os fragmentos com
extremos Pstl/Pstl sdo unicamente amplificados. Adaptacdo da figura disponivel em

http://www.diversityarrays.com.

Para descobrir o método mais adequado de reducdo de complexidade para Pinus, dois
métodos de reducdo de complexidade foram testados nas 16 espécies de Pinus e nas oito
procedéncias de Pinus taeda. Em ambos os métodos testados a enzima primaria de corte
raro Pstl (NEB-New England Biolabs) foi utilizada. As enzimas secunddrias de corte frequente
testadas foram Taql e BstNI (NEB) (Pstl/Taql e Pstl/BstNI). A digestdo e a ligacdo de
adaptadores foram realizadas em uma solucdo final de 10 pl, contendo aproximadamente
75ng de DNA genbmico, 2 unidades da enzima de corte raro e da enzima de corte frequente,
80 unidades de DNA Ligase T4 e 0,05 mM do adaptador (5'- CACGATGGATCCAGTGCA -3'
anelado com 5'-CTGGATCCATCGTGCA-3'). A reacdo foi incubada a 37°C por 2 horas e depois

por 2 horas a 60°C conforme exigido pelas combinagdes de enzimas.
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Amplificagdo via PCR dos fragmentos Pstl/Pst|

Para a preparagdo das representacbes gendmicas 1 pL do produto da reagdo de
digestdo/ligacdo foi utilizado para a amplificacdo via PCR em uma solugdo final de 50 pL.
Iniciadores que reconhecem os adaptadores para os sitios Pst/ (5'-GATGGATCCAGTGCAG-3')
foram utilizados de forma que somente os fragmentos Pstl/Pstl fossem amplificados. As
condicdes para amplificagdo da PCR foram: 94°C por 1 min, seguido por 30 ciclos de 94°C por
20 segundos, 58°C por 40 segundos, 72°C por 1 min, e finalizando com uma extensdo de
72°C por 7 min. Para checar a qualidade e o sucesso da amplifica¢do, 5 pL do produto da PCR

foram analisados em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio.

2.2.4 Desenvolvimento do microarranjo

Clonagem das representac¢Ges gendomicas para construcao de bibliotecas gen6micas

Para a construcao do microarranjo, a combinagcao de enzimas mais adequada para a redugao
de complexidade para Pinus foi utilizada para a geracdo das representacdes gendmicas. Duas
bibliotecas foram construidas, uma com representacdes gendmicas das 16 espécies de Pinus
e uma com a representacdo gendmica das cinco arvores-elite de Pinus taeda. Para cada
biblioteca, as representacbes gendmicas dos individuos foram reunidas em uma Unica
solucdo (Mix de DNA), clonados usando o TOPO TA Cloning Kit (pCR2.1-TOPO vector
Invitrogen), plaqueadas (placas de petri com LB agar, ampicilina e X-gal) e incubadas a 37°C
por 16 horas. As colOnias individuais com a presenca do inserto (col6nias de cor branca)
foram selecionadas e depositadas em placas de 384 pocos (Colony picking) contendo meio
LB, com 4,4% de glicerol e 100 pg/mL de ampicilina. Ao todo, seis placas de 384 pogos foram
inoculadas com representacdes das espécies de Pinus, totalizando 2.304 clones na biblioteca
de espécies de Pinus, e 4 placas de 384 poc¢os foram inoculadas com representacdes das
cinco arvores-elite de Pinus taeda, totalizando 1.536 clones na biblioteca Pinus taeda elite.

As duas bibliotecas foram incubadas a 37°C por 22 horas.

Amplificacdo dos insertos

A amplificacdo via PCR dos insertos foi realizada utilizando 0,5 pL de cultura bacteriana e 0,2

UM de iniciadores "M13 Direto" e "M13 Reverso" (Invitrogen). O programa de amplificacdo
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da PCR foi de 95°C por 4 min, 57°C por 35 segundos, 72°C por 1 min, seguido por 35 ciclos de
94°C por 35 segundos, 52°C por 35 segundos, 72°C por 1 min e um passo final de 72°C por 7
min. Para checar a qualidade e o sucesso da amplificacdo dos insertos, 1uL do produto da
PCR de 12 insertos de cada placa foi visualizado em gel de agarose 1,2%. Os insertos

amplificados foram analisados como sondas de DNA.

Preparo das bibliotecas para impressao das sondas

Apds fazer o controle de qualidade, as sondas foram secadas a 37°C e em seguida lavadas
com etanol 77%. Os precipitados foram entdo ressuspendidos com 25uL de tampao DArT
spotter. Esse tampao foi desenvolvido para ser usado com slides de vidro revestidos com

poli-L-lisina.

Para uma primeira triagem, a biblioteca gendmica das espécies de Pinus (2.304 sondas),
juntamente com outras trés bibliotecas de Pinus taeda x Pinus elliottii (4.608 sondas)
desenvolvidas anteriormente pela empresa DArT Pty Ltda (dados ndo publicados) (Tabela
2.3) foram impressas em slides de vidro revestidos com poli-L-lisina (Erie Scientific)
utilizando o arrayer Microgridll (Biorobotics). As trés bibliotecas desenvolvidas pela empresa
DArT Pty Ltda sdo oriundas da reducdo de complexidade de uma populacdo segregante de
Pinus taeda x Pinus elliottii com trés combinacdes de enzimas diferentes Pstl/BstNI, Pstl/Taql
e Pstl/Taql+Msel. Cada uma das trés bibliotecas contém quatro placas de 384, com 1.536
clones, totalizando 4.608 sondas de DNA. Ao todo 6.912 sondas foram impressos

aleatoriamente em duplicata em cada slide de vidro, totalizando 13.824 sondas impressas.

Tabela 2.3 — Bibliotecas utilizadas para a primeira triagem de 6.912 sondas DArT.

Bibliotecas N2 de Combinagao de N2 de sondas
amostras enzimas microarranjo inicial
1 Espécies de Pinus 32 Pstl+BstNI 2304
2 P.taeda X P. elliottii* - Pstl+Tagql 1536
3 P.taeda X P. elliottii* - Pstl+BstNI 1536
4  P.taeda X P. elliottii* - Pstl+Taql+Msel 1536
Total 6.912
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* Bibliotecas desenvolvidas pela empresa DArT Pty Ltda (dados ndo publicados).

ApOs a triagem, a biblioteca gendmica desenvolvida a partir da representagdo gendmica das
cinco arvores-elite de Pinus taeda (1.536 sondas), juntamente com a biblioteca genomica
espécies de Pinus (2.304 sondas), 1.536 clones da biblioteca de Pinus taeda x Pinus elliottii
Pstl/BstNI, 1.536 clones da biblioteca de Pinus taeda x Pinus elliottii Pstl/Taql e 768 clones da
biblioteca de Pinus taeda x Pinus elliottii Pstl/Tagl+Msel (Tabela 2.4) foram impressas em
slides de vidro revestidos com poli-L-lisina (Erie Scientific) utilizando o arrayer Microgridll
(Biorobotics). Os outros 768 clones da biblioteca de Pinus taeda x Pinus elliottii -
Pstl/Taql+Msel ndao foram selecionados apds a triagem. Ao todo 7.680 sondas foram

impressas aleatoriamente em duplicata, totalizando 15.360 sondas impressas.

Tabela 2.4 — Bibliotecas utilizadas no desenvolvimento do microarranjo DArT com 7.680

sondas selecionadas.

Bibliotecas N2 de Combin'agéo de N‘—T de sond'as
amostras enzimas microarranjo
1 Espécies de Pinus 32 Pstl+BstNI 2304
2 Arvores-elite P. taeda 5 Pstl+BstNI 1536
3 P. taeda X P. elliottii* - Pstl+Taql! 1536
4 P. taeda X P. elliottii* - Pstl+BstNI 1536
5 P. taeda X P. elliottii* - Pstl+Taqgl+Msel 768
Total 7.680

* Bibliotecas desenvolvidas pela empresa DArT Pty Ltda (dados ndo publicados)

Imediatamente apds a impressao, os slides de vidro foram identificados com um cddigo de
barra para identificacdo individual, e deixados secando sobre a bancada por 24 horas para
facilitar a aderéncia do DNA impresso. Apés 24 horas, os slides foram imersos em agua Milli-
Q a 95° C por 2 min, e em seguida, em agua destilada com 0,1 mM DTT e 0,1 mM EDTA a
20°C e, para eliminar o excesso de DNA sobre os slides. Por fim, foram secos por

centrifugacdo a 500 x g por 7 min e em seguida em vacuo por 30 min.
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2.2.5 Preparag¢ao das amostras para genotipagem

Representacdes genémicas de 16 espécies de Pinus e de oito procedéncias de Pinus taeda
foram preparadas com réplicas completas. Inicialmente uma triagem por sondas
polimdrficas no microarranjo com 6.912 sondas foi feita. Apds a triagem, as representacoes
gendmicas foram preparadas para a genotipagem com o microarranjo final, com 7.680

sondas.

Precipitacao e marcacao das representagdes genodmicas

As representacdes gendmicas foram precipitadas individualmente adicionando 1 volume de
isopropanol, lavadas com etanol 77%, e em seguida secas em temperatura ambiente por 12
horas. Apds a precipitacdo as representacdes genémicas foram marcadas com fluorescéncia
em uma reacdo de extensdo de primer (primer-extension reaction) de 10 uL contendo 2,5
UM de Cy3-dUTP (de cor verde para uma réplica) ou Cy5-dUTP (de cor vermelha para a outra
réplica) (Amersham Bioscience), 2,5 unidades de fragmentos Klenow exo de E. coli
Polimerase | (New England Biolabs) e 25 uM de decameros arbitrarios em 1x de tampao NEB
2 (New England Biolabs). As reacGes marcadas foram incubadas a 37°C por um periodo de 3

horas.

Para determinar a quantidade de DNA de cada sonda impressa no microarranjo, o fragmento
polylinker do vetor de clonagem (pCR2.1-TOPO vector Invitrogen) foi utilizado como DNA de
referéncia. Esse fragmento foi marcado com a fluorescéncia carboxi-6-FAM (de cor azul)
(Invitrogen), seguindo o mesmo procedimento utilizado para marcar as representagdes
gendmicas. Para isso foram utilizados aproximadamente 500ng de produto de PCR do
fragmento polylinker amplificado a partir do vetor vazio utilizado para a construgdo da
biblioteca. Esta marcacao da referéncia posteriormente foi misturada com o tampao de

hibridacdo (1:1000).
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2.2.6 Hibridizagdao ao microarranjo

Uma solucdo de tampao de hibridizacdo contendo uma proporcao de 50:5:1 de Express Hyb
(Clonetech), DNA de esperma de salmdo (Promega) e a regido polylinker do vetor pCR 2,1
TOPO marcada com FAM (Invitrogen) e 2 mM de EDTA a pH 8,0 foi preparada e misturada
gentilmente com cada representacdo gendmica marcada. Aos 5uL de representacdo
gendmica marcada sdo acrescentados 60 pL do tampao de hibridizagdo. Na rotina, a mistura
é preparada em 12 conjuntos de 8 mini-tubos arranjados em formato de placa de 96 pogos
(Figura 2.3). A mistura é entdo desnaturada a 95°C por 2 min. Em seguida, a temperatura é
diminuida até 55°C para aplicar a mistura sobre os slides que estdo posicionados dentro das
camaras de hibridizacdo. Cada slide é hibridizado com representacdo gendmica de duas
amostras diferentes, sendo uma amostra marcada com Cy3-dUTP (de cor verde) e outra
marcada com Cy5-dUTP (de cor vermelha), as suas respectivas réplicas, marcadas com
fluorescéncias distintas, sdo hibridizadas com as sondas impressas em outro slide. Estas sdo
entdo fechadas em camaras de hibridizacdo e mantidas em banho-maria a 62,5°C por um

periodo de 18 horas (ou overnight) (Figura 2.3).

Amostra l Amostra 2 Amostral Amostra2
> R
A A 2y
P pts Loy ‘& ﬂ ﬂ
e
Bhe *’&t@@
Referéncia Referéncia
y a—
1
Slide 1 Slide 2 3
Camara de hlbrldlzagao
Slides de vidro com sondas impressas para 8 slides

Figura 2.3. Representacdo esquematica do proceso de hibridizacdo das sondas marcadas.
Cada slide é hibridizado com representacdo gendémica de duas amostras diferentes, sendo
uma amostra marcada com Cy3-dUTP (de cor verde) e outra marcada com Cy5-dUTP (de cor
vermelha), as suas respectivas réplicas, marcadas com fluorescéncias distintas, sao
hibridizadas em outro slide. A regido polylinker do vetor de clonagem é marcada com FAM

(azul) e hibridizada em todos os slides como referéncia de qualidade da hibridizac3o.
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2.2.7 Lavagem e digitalizacao dos slides

Apds a hibridizacdo das representcdoes gendmicas no microarranjo, os slides foram lavados
em quatro solugdes de estringéncia crescente, sendo 1x SSC, SDS 0,1% por 4 min; 1x SSC por
4 min; 0,2x SSC por 1 min; 0,02x SSC por 30 segundos, e secados depois por centrifugacdo a
500 x g por 7 minutos e no vacuo por 30 minutos. Depois de secos, os slides sdo escaneados
com laser confocal TECAN LS300 e com uma leitura da intensidade da fluorescéncia realizada
com uma resolucdo de 20 um por pixel. Este scanner digitaliza sequencialmente trés
imagens para cada slide, utilizando as seguintes combinagdes de laser/filtro: 488 nm/520 nm
(para detectar o sinal fluorescente azul emitido pelo polylinker do vetor TOPO pCR 2,1
marcado com FAM); 543 nm/590 nm (para geracdo das imagens a partir do sinal
fluorescente verde das amostras marcadas com Cy-3); 633 nm/670 nm (para gera¢do das
imagens a partir do sinal fluorescente vermelho das amostras marcadas com Cy-5) (Figura

2.4).

Figura 2.4 Representagdo esquematica do microarranjo hibridizado detectado com
diferentes combinagdes laser/filtro. (A) Fragmento do polylinker do vetor de clonagem
marcado com FAM, que serve como referéncia de qualidade; e duas amostras diferentes

marcadas com Cy3 (B) e Cy5 (C). Fonte: (Wittenberg, 2007).
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2.2.8 Processamento das imagens e genotipagem

As imagens obtidas pelo scanner foram analisadas pelo programa DarTSoft versao 7.44
(Genotypic data analysis DarT Pty Ltda). Esse programa reconhece cada ponto do
microarranjo como uma sonda ou marcador (Figura 2.5). Para cada sonda, o programa
classifica intensidades relativas de hibridacdo em todos os slides da populagdo analisada. A
intensidade do sinal foi calculada pelo programa usando como referéncia a intensidade do
sinal azul (FAM) gerado pelo fragmento do polylinker no vetor de clonagem (Figura 2.5).
Quando a intensidade do sinal de referéncia azul na sonda foi baixa ou ausente, o programa
descarta os dados emitidos por essa sonda. Para as sondas com intensidade do sinal de
referéncia azul presente, o polimorfismo foi interpretado pelo programa relacionando a
intensidade do sinal de referéncia azul com o sinal emitido pelas amostras. Se os sinais
emitidos pelas amostras eram iguais em todos os slides, as sondas eram consideradas
monoméorficas (Figura 2.5). O sinal emitido pelas amostras foi genotipado de forma binaria,
sendo presenca do sinal como “1” e a auséncia do sinal como “0”. As sondas que nao

apresentavam intensidade de referéncia azul foram consideradas como dados faltantes.
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Figura 2.5. Representacdo esquematica do processo de hibridizacdo das amostras
(verde/vermelho) e da regido polylinker do vetor (azul) sobre o slide com as sondas do
microarranjo impressos, escaneamento e interpretacdo dos dados pelo DArTsoft. Se a sonda
apresentar intensidade de referéncia azul esse marcador é considerado nas analises, caso
contrdrio é considerado como dado faltante. Se a mesma sonda apresentar intensidade de

cor (verde/vermelho) a amostra era genotipada como presenca “1” ou auséncia do sinal “0”.

2.2.9 Analise dos dados

Uma série de parametros de qualidade foi gerada para cada sonda para auxiliar na selecao
das sondas polimorficas. O programa DArTSoft exporta os resultados em formato Microsoft
Excel, no qual todos os gendtipos e parametros podem ser facilmente observados e
analisados. Os parametros utilizados neste trabalho foram: (1) Call Rate, ou seja a proporg¢ado
de amostras efetivamente genotipadas ou o complemento da proporc¢ao de dados faltantes.
Quanto maior o valor de Call Rate menor a quantidade de dados faltantes para uma
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determinada sonda. Apenas marcadores com valores de Call Rate 270% foram considerados
na analise dos dados. Para a analise de filogenia foram considerados somente marcadores
com Call Rate 280%; (2) Reprodutibilidade, ou seja, a consisténcia da genotipagem em
amostras duplicadas. Esse valor é calculado seja a partir dos dados das sondas impressas em
duplicata no mesmo slide e das réplicas das amostras hibridizadas em slides diferentes.
Foram considerados somente marcadores com reprodutibilidade > 95%. Para as analises de
filogenia foram considerados somente marcadores com reprodutibilidade igual a 100%; (3)
Valor-Q, o qual mede a fragcdo da variancia total dos dados de fluorescencia coletados para
todas as amostras consistentes com a bimodalidade dos dados (presenga/auséncia de sinal).
Um elevado valor de Q indica que os agrupamentos de sinal correspondente a presenca e
auséncia de sinal sdo bem separados e que o marcador é polimérfico. Valores Q265 foram
considerados para a andlise dos dados. Para as andlises de filogenia foram considerados
valores Q>50; (4) indice de diversidade genética (GD), calculado por (GD = 1 — ?zlpf)
gue estima o nivel de polimorfismo existente para o marcador na amostra de individuos

analisados. Marcadores com GD > 0,05 foram considerados nas analises.

2.2.10 Hibridizagao cruzada de sequéncias repetitivas usando Cyt-1 DNA

Visando realcar a intensidade do sinal das sondas ricas em representa¢des gendmicas com
baixo numero de cdépia, os sinais dos elementos repetitivos foram bloqueados por
hibridizacdo cruzada com uma solugdo de DNA gendmico altamente enriquecido com
elementos repetitivos de Pinus taeda (Figura 2.6). Para o enriquecimento de elementos
repetitivos dois procedimentos de renaturacao cinética do DNA (Cot-1 DNA) foram testados
(Figura 2.7 A-B). O primeiro procedimento testado foi desenvolvido a partir do artigo de
Zwick et al. (1997). Nesse procedimento o DNA gendmico total é clivado por autoclave e os
elementos repetitivos (em fita dupla) sdo selecionados pela digestdo da enzima nuclease S1
(digere DNA fita simples) (Figura 2.7 A). O outro procedimento foi desenvolvido pela
empresa DArT Pty Ltda, onde o DNA gendmico total é clivado com enzimas de restricao,
ligado com adaptadores, e amplificado via PCR com um programa diferencial de amplificacdo

(Figura 2.7 B). Os dois procedimentos estao descritos a seguir.
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Figura 2.6. Representacdo esquematica do enriquecimento dos elementos repetitivos
usando os procedimentos de renaturagao cinética do DNA (Cot-1 DNA) para a hibridizacao

cruzada.

Protocolo Cot-1 DNA: Método S1 nuclease

O isolamento dos elementos repetitivos utilizando o método S1 nuclease foi desenvolvido de
acordo com o artigo de Zwick et al. (1997). Como o rendimento final de DNA gira em torno
de um décimo a um vigésimo da concentracdo de DNA original utilizada, uma grande
quantidade de DNA foi utilizada para aumentar o rendimento final. Aproximadamente 3 mg
de DNA total foi extraido de acicula de Pinus taeda usando o método CTAB 2% (brometo de
cetil-trimetilamoénio) com modificacdes (Doyle e Doyle, 1987). Todo o procedimento de

isolamento dos elementos repetitivos esta esquematizado na figura 2.7-A.

Diluicéo do DNA usando 5M NaCl

O DNA genodmico total foi diluido a uma concentracdo de 300 ng/uL usando 5M NaCl para
uma concentracdo final de 0,3M NaCl. Trés tubos a um volume final de 1.000 pl foram

preparados para maximizar a quantidade final de Cot-1.
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Fragmentacdo do DNA por autoclave

O DNA genémico diluido com NaCl foi autoclavado 3 vezes por 5 minutos. Apds os 3 ciclos de
autoclave uma aliquota foi aplicada no gel de agarose 1,2% para checar o tamanho dos
fragmentos. O tamanho ideal dos fragmentos deve variar entre 100-1000 pb. Mais dois
ciclos de autoclave por 7 minutos foram necessarios para alcancar os fragmentos de

tamanho desejado.

A Método S1 nuclease: zwick et al. (1997)
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Figura 2.7. Representacdo esquematica do enriquecimento de elementos repetitivos dos
dois procedimentos de renaturacdo cinética do DNA (Cot-1 DNA) testados. (A) Método S1
nuclease, na qual o DNA genOGmico total é clivado por autoclave e os elementos repetitivos
(em fita dupla) sdo selecionados pela digestdo da enzima nucleasse S1 (digere DNA fita
simples); (B) Método DArT, na qual o DNA genbmico total é clivado com enzimas de
restricdo, ligado com adaptadores, e amplificado via PCR com um programa diferencial de

amplificacdo.
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Re-anelamento dos fragmentos repetitivos

O tempo para o re-anelamento dos fragmentos repetitivos foi calculado utilizando a férmula
Cot= 1= mol/L x Ts, onde a concentragdo inicial (Cp) é calculada em mols de nucleotideo por
litro e tempo em segundos. Assumindo um peso molecular médio para cada
desoxirribonucleotideos (dNTP) de 339 g/mol (peso estimado pela Sigma), para uma
concentragdo inicial de 300 ng/ul (ou 0,300 g/L) o tempo calculado de re-anelamento dos
fragmentos repetitivos foi de 1.130 segundos, aproximadamente 18,5 minutos. Ou seja, 1
mol de dNTP é igual a 339 g/mol, portanto, mols de DNA fragmentado é igual a (0,300
g/L)/(339 g/L)= 8.85x10™ mol/L. Utilizando a férmula é possivel determinar que a reacdo

deve ocorrer em 1130s levando em consideragao Cot= 1.

Assim, apds a fragmentacdo do DNA por autoclave, o DNA foi desnaturado a 95°C por 10
minutos e imediatamente imergidos em gelo molhado por 10 segundos, a fim de eliminar
qualquer possibilidade de re-anelamento precoce. Em seguida, o DNA fragmentado foi
deixado em banho-maria a 65°C e o tempo calculado de re-anelamento de 18,5 min foi
contado. Durante esse periodo fragmentos de DNA repetitivo se anelaram formando
pequenos fragmentos de fita dupla, enquanto que DNA de baixa cépia continuaram fita
simples. O tempo calculado para o re-anelamento foi respeitado para maior enriquecimento
de fragmentos de DNA repetitivos com fita dupla e para que os DNAs de baixa cdpia ndo

voltem a se re-anelar com sua fita molde.

Digestdo com S1 nuclease

Imediatamente apds esse periodo, a enzima nuclease S1, que digere DNA de fita simples, foi
adicionada a solucdo e esta incubada a 37°C por 8 minutos. Nessa etapa, todos os
fragmentos de fita simples sdo digeridos pela enzima S1. Fenol equilibrado com TE foi
adicionando a reacdo para inativar a acao da enzima. A reacdo foi purificada com fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e precipitada durante a noite usando 2.5 volumes de
etanol 100%. Os precipitados foram ressuspendidos em TE e misturados para um volume
final de 90 ul de Cgt-1 DNA. Para checar o sucesso da reacdo uma aliquota da solucdo foi

aplicado em gel de agarose 1,2%.
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Protocolo Cot-1 DNA: Método DArT

O protocolo método DArT foi desenvolvido pela empresa DArT Pty Ltda, e envolve a digestao
com apenas uma enzima de restricdo (Bsp 1286l) ndo sensivel a metilacdo e a amplificacdo
via PCR utilizando um programa de amplificacdo especifico para a renaturagao cinética do
DNA. Todo o procedimento de isolamento dos elementos repetitivos utilizando essa

metodologia esta esquematizado na figura 2.7-B.

Aproximadamente 600 ng de DNA total foram extraidos de acicula de Pinus taeda usando o
método CTAB 2% (brometo de cetil-trimetilamoénio) com modifica¢ées (Doyle e Doyle, 1987)

para a realizagao do procedimento.

Digestdo, anelamento dos elementos repetitivos e ligacdo com adaptadores.

A digestdo foi realizada em aproximadamente 550ng de DNA gen6mico em uma solugao de
volume final de 10 pul repetidas 8 vezes, contendo 10 mM de ATP, 1x BSA, 1X tampao RE, 200
unidades da enzima de restricdo Bsp 1286l (NEB) e 0,05 mM de mix de adaptadores (1
reverso 5'-GACCGTTCTGGCA-3' e 3 Diretos 5-CTGAGTAGTGCCAGAACGGTCTGCA-3" 5'-
CTGAGTAGTGCCAGAACGGTCTGCC-3’, 5'-CTGAGTAGTGCCAGAACGGTCTGLT-3’). A reagao foi
incubada a 37°C por 2 horas para a digestdo em um termociclador. Em seguida a amostra foi
desnaturada a 95°C por 15 minutos e incubada por 20 minutos a 65°C para desnaturar a
enzima. Apds esse periodo a solugdo foi resfriada lentamente 0.1°C/segundo até chegar a
37°C, nessa etapa a probabilidade de fragmentos repetitivos se anelarem é alta. Quando a
temperatura alcancou 37°C foram adicionadas 80 unidades de DNA Ligase T4 e a prepara¢ao

incubada por mais 1 hora a 37°C para ligacdo dos adaptadores.

Amplificacdo via PCR dos elementos repetitivos

Para a amplificacdo dos elementos repetitivos 0,5 puL do produto da reacdo de
digestdo/anelamento/ligacdo foram utilizados como molde para a amplificagcdo via PCR em
50 pL. Essa reacdo usa iniciadores que reconhecem os sitios Bsp 1286l (5'-
GAGTAGTGCCAGAACGGTC-3') de forma que somente os fragmentos que foram cortados

com a enzima sejam amplificados. A reacdo foi replicada 96 vezes. A amplificacdo seguiu os
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seguintes parametros: 94°C por 1 min, seguido por 40 ciclos de 94°C por 20 segundos,
reduzindo 2,4°C/seg até 58°C, 58°C por 40 segundos, aumentando 2,4°C/seg até 72°C, 72°C
por 1 min, e finalizando com uma extensdo de 72°C por 7 min, reduzindo 2,4°C/seg até 10°C.
Para checar a qualidade e o sucesso da amplificacdao, 4 uL do produto foram analisados em
gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio. As 96 amostras replicadas foram
misturadas e aliquotadas em 7 tubos de 1,5 ml, com aproximadamente 600 pL de produto
amplificado em cada tubo. Em seguida, as amostras foram purificadas com cloroférmio
(24:1) e precipitadas overnight com 1 volume de isopropanol. Os precipitados foram lavados
com etanol 77%, secos e ressupendidos em 20 pL de TE. As amostras foram entdo
transferidas para um unico tubo de 1,5 ml (1.9 ml volume final) e quantificadas em gel de

agarose 1,2%.

Pré-hibridizacao dos Cot-1 DNA ao microarranjo DArT

Representa¢des genOmicas de 16 individuos, descendentes do cruzamento entre os
parentais 104x(103+107), arvores-elite de Pinus taeda, foram preparadas em réplicas
completas para verificar a eficiéncia do Cot-1 DNA na hibridizacdo com os 7680 clones do
microarranjo (Tabela 2.5). Antes da hibridizacdo das amostras ao microarranjo, uma pré-
hibridizacdo foi feita com as solucdes de Cgt-1 DNA sem marcacdao de fluorescéncia e
desnaturados a 95°C por 5 minutos. Para o teste, 16 slides foram pré-hibridizados com 5 puL
de Cot-1 DNA método DArT, outros 16 slides foram pré-hibridizados com 2,5 pL de Cot-1 DNA
método S1 nuclease e outros 16 slides ndao foram pré-hibridizados com Cgt-1 DNA como
controle negativo. Apds as pré-hibridizacdes, as 16 amostras foram marcados com
fluorescéncia e hibridizados aos trés conjuntos de 16 slides. Os dados foram entdo
escaneados e analisados. Os paramétros utilizados para a selecdo dos clones DArT com alta

qualidade foram call rate>80%, reprodutibilidade=100%, valor Q>50.
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Tabela 2.5 - Identificacdo dos individuos utilizados na hibridizacdo cruzada com os dois
métodos de preparo do Cot-1 DNA de Pinus taeda e o controle negativo na hibridizagdo com

7.680 clones do microarranjo.

Combinagdo de

o
Método Cot-1 DNA Natureza das N® Total de enzimas para redugao
amostras amostras .
de complexidade

S1 nuclease* Pinus taeda 16 Pstl+BstN|

DArT Pinus taeda 16 Pstl+BstN/
Controle negativo  Pinus taeda 16 Pstl+BstNI/

Total 48

* Protocolo adaptado de Zwick et al. (1997)

2.2.11 Analise filogenética

Para as andlises de filogenia foram selecionados 3723 marcadores DArT com 100% de
reprodutibilidade, Call Rate > 80% e Valor Q>50, gerados a partir da genotipagem de 17
espécies de Pinus, incluindo P. taeda. As espécies Pinus ayacahuite e Pinus chiapensis foram
selecionadas como grupo externo considerando sua classificacdo taxondmica distinta das

demais espécies.

As andlises filogenéticas foram realizadas a partir de inferéncia bayesiana, utilizando o
programa MrBayes versdao 3.2 (Ronquist, Teslenko et al.,, 2012), e a partir de critério
de maxima parcimonia, utilizando o programa PAUP 4.0* v.4.0b10 (Swofford, 2002). O
método de andlise no MrBayes foi realizado com 2.000.000 geracbes de passos, com
amostragem de darvores a cada 100 gerag¢des, usando o modelo evolutivo para sitios de
restricdo (bindrio). Antes do cdlculo da arvore consenso, 25% das primeiras arvores foram
descartadas como burn-in. A busca heuristica utilizando o programa PAUP 4.0* v.4.0b10
consistiu de 1.000 repeticOes utilizando a adicdo randémica dos taxons. A troca de ramos foi
realizada pelo algoritmo TBR (Tree bisection and reconnection) salvando até as primeiras
5.000 arvores mais parcimoniosas. Para reduzir o efeito de homoplasia entre os marcadores,
a matriz de caracteres foi sujeita a reponderacdao progressiva em uma busca heuristica

secundaria, com as mesmas condi¢cdes de antes. Apoio de ramos foi calculado através de
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1.000 pseudorepeticdes de bootstrap, seguido de uma primeira busca heuristica e analise
usando reponderacao progressiva. O programa FigTree v1.4.0 foi utilizado para a

visualizacdo grafica e edicdo das arvores filogenéticas geradas.

Visando verificar um possivel efeito dos marcadores nas andlises filogenéticas de acordo
com as suas bibliotecas de origem, os marcadores referentes a cada biblioteca foram
analisados separadamente utilizando apenas as espécies do subgénero Pinus. O programa
MrBayes e o PAUP foram utilizados nas analises. Analises filogenéticas separadas foram
realizadas utilizando trés conjuntos diferentes de marcadores: 476 marcadores DArT
derivados da biblioteca construida com representa¢des genOmicas de P. taeda arvore-elite,
2112 da biblioteca de P. taeda x P. elliottii e 1135 marcadores da biblioteca de

representacdes genOmicas de vdrias espécies de Pinus.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das etapas do desenvolvimento do microrranjo DArT para Pinus estdo
ilustrados na Figura 2.8. As principais etapas desenvolvidas foram a construcdao dos
microarranjos e a preparacdo das amostras para a genotipagem. O método mais apropriado
de reducdo da complexidade genomica foi estabelecido e utilizado no desenvolvimento das
representa¢cdes gendmicas para a construcao dos microarrranjos e para a preparagao das
amostras para a genotipagem. Dois microarranjos foram desenvolvidos, um inicial com 6.912
sondas, para realizar uma triagem inicial de sondas e verificar a eficiéncia do microarranjo, e
outro com 7.680 sondas com maior representacdo genOmica da espécie alvo Pinus taeda. As
amostras marcadas foram hibridizadas aos microarranjos, processadas e analisadas.
Enriquecimento com elementos repetitivos (Cot-1 DNA) foi testado para verificar a influéncia

do sinal das sequéncias repetitivas no microarranjo DArT (Figura 2.8).
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U U
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U

Representacdes gendmicas marcadas
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U
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6.912 sondas para uma primeira triagem
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7.680 sondas para analise final

Biblictecas: Espécies de Pinus, Arvores-lite P. toedn &
Pinus toedox Pinus elliotti)

b Hibridizagdo, Processamento e

Anélises

Figura 2.8 — Fluxograma do desenvolvimento do microarranjo DArT para Pinus. Duas etapas
principais foram desenvolvidas, a construcdo do microarranjo e a preparacdo das amostras a
serem genotipadas. Dois microarranjos foram desenvolvidos, um com 6.912 sondas para
uma primeira triagem e outro para a genotipagem final com 7.680 sondas com maior

representacdo gendmica da espécie alvo Pinus taeda.
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2.3.1 Redugao de complexidade gen6mica

Um importante passo no desenvolvimento do microarranjo DArT é a determinagao do
melhor método de redugao de complexidade, capaz de produzir uma representagao
gendmica que revele uma grande quantidade de sondas polimoérficas. Para verificar qual o
melhor método de redugdo para Pinus, duas combinag¢des de enzimas, Pstl/Taql e Pstl/BstNI,
foram analisadas. Considerando os resultados do gel de agarose (Figura 2.9), a
representacdo gendmica produzida pela digestdo da enzima Pstl em combinacdo com a
enzima BstNI foi considerada como a combina¢do de enzimas de restricdo mais adequada
para a reducdo de complexidade gen6mica de Pinus. O melhor método de reducdo foi
evidenciado pela presenca de um rastro homogéneo dos fragmentos no gel de agarose, sem
a presenca de bandas definidas, uma vez que essas bandas indicam a presenca de
fragmentos repetitivos ou multicépias que serdo redundantes na biblioteca e na
subsequente descoberta de marcadores (Kilian, Huttner et al., 2005). Apesar da presenca de
bandas definidas nas espécies Pinus ayacahuite (PA) e Pinus chiapensis (PC) (Figura 2.9 A) no
gel de agarose, a combinagdo Pstl/BstNI apresentou o perfil mais homogéneo no rastro dos
fragmentos em comparag¢do a combinac¢do de enzimas Pstl/Taql, principalmente na digestdo
da espécie de interesse Pinus taeda (Figura 2.9 B). Esta diferenca no rastro das bandas na
reducdo de complexidade entre as espécies de Pinus é esperada, tendo em vista que as
espécies Pinus ayacahuite (PA) e Pinus chiapensis (PC) pertencem ao subgénero Strobus,
possuindo, portanto, uma composicdo genética relativamente distinta das outras espécies

pertencentes ao subgénero Pinus.
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Pstl/Taql Pstl/BstNI

Figura 2.9. Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,2% de amostras de DNA digeridas
com duas combinag¢des de enzimas de restricdo (Pstl/Taql) e (Pstl/BstNI) testadas para a
reducdo da complexidade gendmica. (A) Espécies de Pinus : Digestdo de dois individuos (1 e
2) das 16 espécies de Pinus com (Pstl/Taql) e (Pstl/BstNI) onde PM- Pinus maximinoi, PT-
Pinus tecunumanii, PA- Pinus ayacahuite, PG- Pinus greggii, PP- Pinus pringlei, PH- Pinus
herrerae, Pteo- Pinus teocote, PK- Pinus kesiya, Ppat- Pinus patula, PL- Pinus leiophylla, PCC-
Pinus c. caribaea, PCB- P. caribaea bahamensis, PC- Pinus chiapensis, PCH- Pinus c.
hondurensis, PE- Pinus elliottii, ExH- P. elliottii x P. c. hondurensis. (B) Procedéncias de Pinus
taeda: Digestdo de dois individuos (1 e 2) das procedéncias de Pinus taeda com (Pstl/Taql) e
(Pstl/BstNI) onde: D.M- USFS Desoto S.0. Mississippi, D.L- USFS Desoto S.O. Louisiana, DSC-
USFS Desoto S.0. South Carolina, B.T- Bastrop Texas, B- Berkekey South Carolina, C.L- Central
Louisiana, C.A- Central Alabama, C.G- Central Georgia. A combina¢do de enzimas Pstl/BstNI
apresentou o perfil de rastro de digestao mais homogéneo e foi selecionado como a melhor

combinac¢do de enzimas de restricdo para a reducdo de complexidade genomica.

71



2.3.2 Triagem inicial de um microarranjo com 6912 sondas DArT

Uma triagem inicial de sondas com as 16 espécies de Pinus e as oito procedéncias de P.
taeda foi feita no primeiro microarranjo desenvolvido com 6.912 sondas impressas em
duplicatas. Dois individuos de cada espécie e de cada procedéncia foram utilizados nas
andlises. Na triagem com as espécies de Pinus foi possivel identificar 3.087 sondas
fornecendo marcadores DArT polimoérficos (44.7%) (Tabela 2.6). Para eliminar o viés da
diversidade genética introduzida por algumas espécies filogeneticamente distantes de P.
taeda, os dados das espécies Pinus chiapensis, Pinus ayacahuite, Pinus kesiya e Pinus
maximinoi foram retirados das andlises. Com isso, foi possivel estimar a proporcdo de
marcadores polimoérficos em P. taeda e espécies geneticamente mais proximas. Na analise
com as 12 espécies remanescentes, um total de 1.143 sondas revelaram marcadores DArT
polimérficos (16,5%) (Tabela 2.6), uma quantidade de sondas com polimorfismo 2,7 vezes
menor que a quantidade de sondas polimédrficas detectadas na genotipagem com as 16
espécies. Na triagem com as oito procedéncias de Pinus taeda foi possivel identificar 776
sondas fornecendo marcadores DArT polimérficos (11,2%) (Tabela 2.6). A proporcao de
marcadores polimérficos identificados na genotipagem das espécies de Pinus (16,5%) foi
maior do que a propor¢do encontrada ao analisar as procedéncias de Pinus taeda (11,2%).
Esta maior proporgdo era esperada considerando a maior variabilidade de sequéncia
amostrada ao se genotipar diferentes espécies em comparacdo a variabilidade existente
somente entre as procedéncias de uma Unica espécie, Pinus taeda. Uma elevada proporgao
de sondas DArT revelou polimorfismo interespecifico, possivelmente amostrando segmentos
do genoma que ocorrem em uma espécie e ndo em outra. Estas sondas, embora ndo sejam
Uteis para a genotipagem dentro de Pinus taeda, podem ser fontes interessantes de

marcadores espécie-especificos para estudos de ancestralidade.

Ao analisar o desempenho das bibliotecas na revelacdo de sondas polimdrficas, observou-se
gue tanto na genotipagem das espécies de Pinus quanto na genotipagem das procedéncias
de Pinus taeda, ndo houve diferenca entre as combina¢Ges enzimaticas Pstl+Taqgl e
Pstl+BstNI das bibliotecas com composicao genética P. taeda X P. elliottii. Entretanto, entre
as combinacbes de enzimas Pstl+Taqgl+Msel com Pstl+BstNI e Pstl+Taql a diferenca foi

significativa (p< 0,0001 Teste exato de Fisher), revelando uma eficiéncia reduzida na
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deteccdo de clones polimérficos ao se utilizar uma combinacdo de trés enzimas
Pstl+Taql+Msel em vez de apenas duas, na reducdo de complexidade gendmica. Este
resultado sugere que o corte adicional com mais uma enzima possa ter reduzido o tamanho
médio das sondas DArT reduzindo assim a capacidade de detec¢do de polimorfismos, sejam
eles indels ou SNPs. Nao foi observada diferenca significativa entre as composicdes genéticas
das bibliotecas P. taeda X P. elliottii e da biblioteca de espécies de Pinus digeridas com a

combinacdo de enzimas Pst/+BstN|.
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Tabela 2.6 — Numero e proporcao de sondas DArT polimérficas na genotipagem com as espécies de Pinus e com as procedéncias de Pinus

taeda na triagem preliminar de sondas DArT com o microarranjo de 6912 sondas.

Bibliotecas

Espécies de Pinus

Procedéncias de Pinus taeda

Combinacdo de N2 total de Anilise total®

enzimas sondas

Anélise sem PC, PA, PK e PM"

N2 sondas
polimorficas*

Proporcao
polimorfismo

N2 sondas
polimorficas*

Proporc¢ao
polimorfismo

Proporgdo de
sondas
polimaérficas

N2 de sondas
polimérficas*

1 Espécies de Pinus Pstl+BstNI 2304 1007 43,7% 430 18,7% 278 12,1%
2 P. taeda X P. elliottii Pstl+Taql 1536 763 49,7% 258 16,8% 175 11,4%
3 P. taeda X P. elliottii Pstl+BstNI 1536 695 45,2% 294 19,1% 192 12,5%
4 P. taeda X P. elliottii  Pstl+Taql+Msel 1536 622 40,5% 161 10,5% 131 8,5%

Total 6912 3087 44,7% 1143 16,5% 776 11,2%

*Os parametros utilizados para declarar uma sonda como sendo um marcador polimdrfico de alta qualidade foram Diversidade Genética (DG) 2 0,05, Call Rate > 70%, Reprodutibilidade > 95% e Valor de Q > 65.

*Marcadores DArT polimérficos calculados com as 16 espécies de Pinus, dois individuos de cada.
®Marcadores DArT polimérficos calculados na auséncia de PC- Pinus chiapensis, PA- Pinus ayacahuite, PK- Pinus kesiya e PM - Pinus maximinoi



2.3.3 Avaliagao do microarranjo DArT com 7680 sondas

Com base nos dados da triagem e buscando aumentar o numero de sondas polimérficas com
representagdes gendmicas da espécie alvo Pinus taeda, 768 sondas da biblioteca P. taeda x
P. elliottii (Pstl+Taql+Msel) foram descartadas e 1536 sondas da biblioteca com
representagdes gendmicas das cinco arvores-elite de Pinus taeda foram adicionadas ao
microarranjo. Um microarranjo com um total de 7.680 sondas DArT foi utilizado na
genotipagem das 16 espécies de Pinus e das oito procedéncias de Pinus taeda, com dois

individuos de cada.

Na genotipagem das espécies de Pinus foi identificado um total de 4.171 sondas DArT
polimérficas (54,3%) (Tabela 2.7), um aumento significativo (p<0,0001, x* com corregdo de
Yates) de sondas polimdrficas em relacdo a genotipagem das espécies com o microarranjo
de 6912 sondas. Esse acréscimo é esperado, tendo em vista o aumento de 1536 sondas
derivadas de Pinus taeda. Visando reduzir o viés da distancia genética existente entre as
espécies de Pinus, os dados das quatro espécies filogeneticamente mais distantes, Pinus
chiapensis, Pinus ayacahuite, Pinus kesiya e Pinus maximinoi foram retirados das analises. Na
analise com as 12 espécies, um total de 1.377 sondas DArT polimérficas foram identificadas
(17,9%) (Tabela 2.7). Na andlise da genotipagem das oito procedéncias de Pinus taeda foi
possivel identificar 1.211 sondas DArT polimodrficas (15,8%) (Tabela 2.7), um numero
significativamente maior (p<0,0001, )(2 com correcdo de Yates) em relacdo ao numero de

marcadores polimérficos detectados no microarranjo com 6912 sondas.

Avaliando o desempenho das bibliotecas na recuperagao de sondas polimérficas, observou-
se que tanto na genotipagem das espécies de Pinus quanto na genotipagem das
procedéncias de Pinus taeda, duas bibliotecas se destacaram por revelarem mais sondas
polimdrficas, a biblioteca de espécies de Pinus Pstl+BstNI e a biblioteca P. taeda x P. elliottii
Pstl+BstN| (Tabela 2.7). A biblioteca de espécies de Pinus foi aquela que forneceu a maior
proporcdo de sondas DArT polimérficas. Observou-se também, que diferentemente dos
resultados obtidos na triagem, houve uma diferenca significativa entre as combinacdes

enzimaticas Pstl+Taql e Pstl+BstNI com representagdes gendmicas de P. taeda x P. elliottii. A
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qguantidade de sondas polimérficas obtidas a partir da reducdo de complexidade com as

enzimas Pstl+BstNI foi significativamente maior (p<0,006, teste exato de Fisher) do que
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Tabela 2.7 — Numero e proporc¢ao de sondas DArT polimdrficas na genotipagem das espécies de Pinus e nas procedéncias de Pinus taeda com

0 microarranjo de 7680 sondas.

Espécies de Pinus

Procedéncias de Pinus taeda

inac3 0
Bibliotecas Combm‘agao N¢ total Andlise total® Anélise sem PC PA PK e PM"°
de enzimas  de sondas Proporcio de
N2 de sondas .fonglas
polimérficas* limorfi
N2 sondas Proporcado N2 sondas Proporgao polimorticas
polimérficas* polimorfismo | polimdrficas*  polimorfismo
1  Espécies de Pinus Pstl+BstNI 2304 1282 55,6% 521 22,6% 429 18,9%
2 Arvores-elite P. taeda Pstl+BstN| 1536 637 41,5% 214 13,9% 228 14,8%
3 P.taeda X P. elliottii Pstl+Taql 1536 934 60,8% 264 17,2% 215 14,0%
4  P.taeda X P. elliottii Pstl+BstNI 1536 884 57,6% 305 19,9% 278 18,1%
5 P. taeda X P. elliottii ~ Pstl+Taql+Msel 768 434 56,5% 73 9,5% 61 7,9%
Total 7680 4171 54,3% 1377 17,9% 1211 15,8%

* Os parametros utilizados para declarar uma sonda como sendo um marcador polimérfico de alta qualidade foram Diversidade Genética (DG) > 0,05, Call Rate > 70%, Reprodutibilidade > 95% e Valor de Q > 65.

*Marcadores DArT polimérficos calculados com as 16 espécies de Pinus.
® Marcadores DArT polimérficos calculados na auséncia de PC- Pinus chiapensis, PA- Pinus ayacahuite, PK- Pinus kesiya e PM - Pinus maximinoi.
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obtida com a combinacdo Pstl+Tagl. Nao é possivel afirmar que a combinacdo de enzimas
Pstl+BstN| seja de fato a melhor combinagdo de enzimas para Pinus, visto que houve
diferenga entre as genotipagens e o experimento nao visava propriamente avaliar este
aspecto e por isso ndao foi repetido. Como ocorrido na triagem, o nimero de clones
polimérficos derivados da biblioteca P. taeda x P. elliottii com a combinagao de enzimas
Pstl+Taqgl+Msel foi significativamente menor (p<0,0001, teste exato de Fisher) do que o
nimero obtido a partir das outras bibliotecas, revelando uma menor eficiéncia dessa

combinagao na descoberta de sondas polimérficos para Pinus.

Analisando a distribuicdo das sondas DArT que passaram pelos diferentes parametros de
selecdo na genotipagem com as espécies de Pinus, observou-se que 50% das sondas tiveram
diversidade genética maior que 0,40, 53% tiveram reprodutibilidade igual a 100%, 44%
tiveram Call Rate maior que 80% e 62% tiveram Valor Q maior ou igual a 70% (Figura 2.10).
Analisando a distribuicao das sondas DArT na genotipagem das procedéncias de Pinus taeda,
observou-se que 59% das sondas apresentaram diversidade genética maior ou igual a 0,40,
65% tiveram reprodutibilidade igual a 100%, 51% tiveram Call Rate maior que 80% e 49%
tiveram Valor Q maior ou igual a 70% (Figura 2.10). As sondas DArT que consolidaram os
parametros de reprodutibilidade maior que 95%, Call Rate maior que 70%, Valor de Q maior
gue 65 e diversidade genética maior que 0,05 foram selecionados como os marcadores
polimdrficos de maior qualidade (Figura 2.11). Os marcadores selecionados na genotipagem
das espécies tiveram parametros médios de Call Rate de 91,4%, Reprodutibilidade de 98,3%
e valor-Q de 80. Na genotipagem das procedéncias de Pinus taeda os parametros médios
dos marcadores selecionados foram Call Rate de 78%, reprodutibilidade de 99% e valor-Q de

88,8%.
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Figura 2.10 — Graficos da distribuicdo do numero e porcentagem das sondas DArT que
passaram nos parametros para selecdo dos marcadores com Diversidade Genética > 0,05,
Reprodutibilidade > 95%, Call Rate > 70% e Valor de Q > 65. Comparagdo da distribui¢gdo dos

marcadores DArT na genotipagem das espécies de Pinus e das procedéncias de Pinus taeda.
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Algumas espécies vegetais com genomas extensos e complexos também tiveram
marcadores DArT desenvolvidos, o que permite uma comparagao mesmo que tentativa,
tendo em vista as particularidades de cada experimento em termos de rigor na selecao de
sondas e, evidentemente, da estrutura e organizagdao do genoma, do modo de reprodugdo e
amplitude da base genética amostrada na construcdo das bibliotecas. Heller-Uszynska et al.
(2011), analisando diferentes redugdes de complexidade para 16 clones distintos de cana-
de-acucar (genoma poliploide de ~10Gbp por contetudo diploide) conseguiram identificar
300 marcadores DArT em 3.072 clones (9,78%) com um dos melhores métodos de redugao
de complexidade avaliados (MITE/Bsp12861). Akbari et al. (2006), identificaram em trigo 144
marcadores DArT em 1.536 sondas (9,4%) utilizando o melhor método de reducdo de
complexidade por eles definido (Pstl/Tagl), em 13 cultivares, mostrando que a tecnologia
DArT pode ser efetivamente aplicada em um genoma hexaploide de ~16Gbp. Badea et al.
(2011) obtiveram 719 marcadores DArT em 3.072 sondas (23.4%) ao genotipar 144 acessos
de triticale, um hexaploide AABBRR. Na andlise com as 16 espécies de Pinus, 1.282
marcadores DArT foram identificados a partir de 2.304 sondas derivadas especificamente da
biblioteca de espécies (55,6%), uma proporcao de clones polimdrficos consideravel para um

genoma extenso e complexo de 24Gbp por conteudo haploide.

Evidentemente que a diversidade de espécies consideradas, a inexisténcia de domesticacao
destas espécies e o préprio modo de reproducdo alégamo do género Pinus, que resulta em
ampla diversidade nucleotidica, justifica esta maior eficiéncia. Uma comparacdao mais
adequada pode ser feita com o trabalho de desenvolvimento de um microarranjo DArT
realizado para Eucalyptus que, além de também ter amostrado uma ampla
representatividade de espécies, apresenta caracteristicas semelhantes de habito
reprodutivo, embora tenha genoma cerca de 40 vezes menor (640 Mpb). Sansaloni et
al.(2010), em uma triagem inicial, identificaram 7.677 marcadores DArT a partir de 16.128
sondas (47,6%) e, mais tarde, apés uma segunda triagem mais ampla, detectaram 13.300
sondas polimérficas em um painel envolvendo 64 espécies do género a partir de 23.808
sondas (55,9%). Neste mesmo trabalho, ao avaliar a propor¢dao de marcadores polimaérficos
em um conjunto de individuos de seis pedigrees de Eucalyptus, a quantidade média de
marcadores polimodrficos relatados variou entre 864 e 2.553 com média de 1.395 a partir de

7.680 sondas, ou seja, 18.1%. Se forem considerados somente os resultados das quatro
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bibliotecas de Pinus geradas com duas enzimas (Tabela 2.8), a propor¢do de marcadores
polimdrficos obtidos foi de 1150 de um total de 6912, ou seja, 16.6%, propor¢do esta
consistente com os resultados de Eucalyptus. Ao se comparar, portanto, os resultados do
trabalho de Eucalyptus com estes desenvolvidos para Pinus, observa-se proporcdes de
identificagdao de sondas polimdrficas muito proximas seja em nivel inter bem como intra-
especifico, independentemente do tamanho do genoma. Isso sugere que a metodologia de
reducdo de complexidade gendmica utilizada na técnica DArT é muito eficiente em remover
a por¢do de baixa complexidade, altamente repetitiva, colocando em patamares

equivalentes genomas de dimens&es muito discrepantes.

Espécies de Pinus Procedéncias de Pinus taeda
_,Q"*
R 6’36e <.é// »
oY 9
o o8
& 2
& %
I

Valor Q> 65 Valor Q> 65

Figura 2.11 - Diagrama de Venn consolidando as informacdes da classificacdo das sondas
DArT de acordo com os trés parametros adotados, Call Rate>70%, Reprodutibilidade>95% e
Valor de Q>65. Apenas os marcadores com diversidade genética maior que 0,05 que
satisfazem simultaneamente os trés parametros foram selecionados. Comparacao entre as
sondas polimérficas na genotipagem das espécies de Pinus e das procedéncias de Pinus

taeda.
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2.3.4 Hibridizagao cruzada de sequéncias repetitivas usando Cyt-1 DNA

Para enriquecer a intensidade do sinal do microarranjo DArT com sondas ricas em
representacdes gendmicas com baixo nimero de cdpia, os sinais dos elementos repetitivos
foram bloqueados por hibridizacdo cruzada com uma solugcdo de DNA gendmico altamente
enriquecido em elementos repetitivos, gerada através de dois procedimentos de
renaturagao cinética do DNA (Cot-1 DNA) (Britten e Kohne, 1968), um desenvolvido a partir
do artigo de Zwick et al. (1997) e o outro desenvolvido pela empresa DArT Pty Ltda. Para o
teste foram utilizados representagdes gendmicas de 16 individuos, filhos do cruzamento

entre os parentais 104x(103+107), arvores-elite de Pinus taeda.

Utilizando o procedimento de enriquecimento de elementos repetitivos por S1 nuclease
(zwick, Hanson et al., 1997) observou-se um ganho de 65% no numero de marcadores
polimérficos em relagdo ao controle negativo, passando de 337 sondas polimérficas no
controle negativo para 557 sondas polimdrficas no método S1 nuclease (Tabela 2.8).
Utilizando o método desenvolvido pela empresa DArT Pty Ltda este ganho foi um pouco
menor, de 46,6%, passando de 337 para 494 (Tabela 2.8). Estas diferencas foram
significativas (p valor < 0,05 no teste de Fisher). Apesar do ganho com o procedimento S1
nuclease ter sido maior nesse experimento, o procedimento de enriquecimento
desenvolvido pela empresa DArT foi menos laborioso, mais rapido. Além disso, é um método
baseado em PCR, com maior custo beneficio, podendo ser desenvolvido em um Unico

experimento, ndo necessitando de grandes quantidades iniciais de DNA.

Todas as bibliotecas do microarranjo revelaram mais sondas DArT polimérficas quando a
hibridizacdo cruzada com elementos repetitivos foi utilizada. Entretanto, ndo é possivel
realizar uma andlise detalhada de possiveis interagdes entre a utilizagdo do tratamento com
Cot-1 DNA e o tipo de biblioteca, tendo em vista que o experimento ndo foi repetido. O
numero de sondas polimorficas na presenca do Cot-1 DNA foi em média de 1,56 vezes maior
considerando os dois tratamentos. Essa diferenca evidéncia o impacto negativo dos
elementos repetitivos no desenvolvimento de marcadores DArT para genomas complexos. A
alta intensidade do sinal emitido pelas sondas com sequéncias repetitivas oculta o sinal fraco
emitido pelas sondas com sequéncias de baixa cdpia quando posicionadas préximas no
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microarranjo. Apesar da enzima de restricdo Pst/ utilizada na reducdo de complexidade ser
sensivel a metilagdo CpG, eliminando muito DNA repetitivo metilado da representagao
genOmica, sé a selecdo com enzima de restricdo ndo foi suficiente para reduzir o efeito

desses elementos em um genoma complexo como o de Pinus taeda.

Tabela 2.8 — Numero de sondas DArT polimérficas nos dois tratamentos com Cot-1 DNA e na
auséncia de Cot-1 DNA (controle negativo) utilizando 16 individuos, filhos do cruzamento dos

parentais 104x(103+107), arvores-elite de Pinus taeda.

N2 de sondas polimérficas* nos 16 indiv P. taeda
Combinagdode  N2total de

Bibliotecas .
enzimas sondas Cot-1 Cot-1 Controle
S1 nuclease DArT Negativo
1 Espécies de Pinus Pstl+BstNI 2304 135 145 87
2 Arvores-elite P. taeda Pstl+BstNI 1536 73 65 41
4  P.taeda X P. elliottii Pstl+Tagql! 1536 148 130 85
5 P.taeda X P. elliottii Pstl+BstNI 1536 153 122 111
6 P.taeda X P. elliottii Pstl+Tagl+Msel 768 48 32 13
Total 7680 557 494 337

*0s paramétros utilizados para a selecdio das sondas DArT com alta qualidade foram Call Rate>80%,
Reprodutibilidade=100%, valor Q>50.

2.3.5 Aplicagao dos marcadores DArT na analise filogenética

Para avaliar o desempenho potencial da tecnologia DArT especificamente em estudos de
filogenia, 3.723 marcadores DArT referentes a genotipagem das 17 espécies de Pinus foram
selecionados para a anadlise filogenética. As analises com inferéncia bayesiana e mdaxima
parcimonia revelaram o mesmo perfil de distribuicdo das espécies no filograma (Figura 2.12

A-B).

As espécies analisadas agruparam-se em cinco grupos filogenéticos, com valor de bootstrap
e probabilidade posterior igual a 100%, (Figura 2.12). As espécies Pinus ayacahuite e Pinus
chiapensis, como esperado, posicionaram em um grupo mais distante (Figura 2.12). Essas
espécies pertencem ao subgénero Strobus, secdo Quinquefoliae, subsecao Strobus (Tabela
2.9) (Gernandt, Lopez et al., 2005), subgénero diferente das demais espécies, sendo

83



consideradas, portanto, como grupo externo. A espécie Pinus kesiya agrupou-se em um
clado distinto (Figura 2.12), condizente com sua classificagdao taxonémica atual, na qual faz
parte do subgénero Pinus, secdo Pinus, subsecdo Pinus (Tabela 2.9). De acordo com a arvore
filogenética, os subgéneros Pinus e Strobus apresentam um ancestral comum, corroborando
a histdria evolutiva dessas espécies (Figura 2.13), provavelmente originarias de uma espécie

extinta da familia Pinaceae (Pitystrobus) (Millar e Kinloch, 1991) (Figura2.13).

Conforme esperado, os dados DArT revelam que as demais espécies analisadas formam um
grupo monofilético. De acordo com as classificagGes taxondmicas existentes, estas espécies
pertencem a uma mesma se¢do do subgénero Pinus, denominada Trifoliae (Gernandt, Lépez
et al., 2005) ou New World Diploxylon Pines (Price, Liston et al., 1998) (Figura 2.12, Tabela
2.9). De acordo com Millar e Kinloch (1991) esta se¢do originou-se provavelmente da secao
Sylvestres, a aproximadamente 136 milhGes de anos atras, no cretaceo (Figura 2.13).
Entretanto, as classificagdes taxonGmicas desta secdo, em nivel de subsecdo, diferem nas
distintas propostas da literatura. Excecdo feita para a espécie Pinus maximinoi, posicionada
em um grupo a parte (Figura 2.12) dentro dessa se¢do. A separacdo desta espécie das
demais é consistente com o que foi proposto por Price et al. (1998) e Gernandt et al. (2005)

onde Pinus maximinoi é membro da subsecdo Ponderosae (Tabela 2.9).

Em relacdo as demais espécies da secdo Trifoliae, Gernandt et al. (2005) propds que as
mesmas pertencam a uma unica subsecdo, Australes (Figura 2.12). Anteriormente, Price et
al. (1998) classificaram essas espécies em trés subsecdes diferentes, Oocarpae, Leiophylla e
Australes (Figura 2.12). A classificacdo proposta por Price et al. (1998) é baseada na unido de
dois grandes trabalhos, o de Little e Critchfield (1969), que organizaram todas as
classificagbes propostas anteriormente em uma uUnica nomenclatura, e o de Krupkin et al.
(1996), que classificaram o género Pinus através da comparacdo de sequéncias de DNA de
cloroplasto (cpDNA). Ja a classificacdo proposta Gernandt et al. (2005) é baseada na relacdo
filogenética revelada por estudos com sequéncias de DNA de cloroplasto (matK e rbcl),
sendo consistente com caracteristicas morfoldgicas tradicionais, mas diferindo

consideravelmente da classificacdo padrao anterior utilizada por Little e Critchfield (1969).
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Fazendo um paralelo entre a classificacdo de Price et al (1998) e aquela revelada pela analise
com marcadores DArT, observou-se que os dados DArT revelam uma maior proximidade
entre Pinus leiophylla e Pinus herrerae, pertencentes a subsec¢des diferentes (Leiophyllae e
Oocarpae respectivamente), do que entre Pinus herrerae e Pinus tecunumanii, pertencentes
a mesma subsecdo, sugerindo portanto que Pinus leiophylla pertenca a mesma subsecdo de
Pinus herrerae e Pinus tecunumanii (Figura 2.12 e Tabela 2.9). Outro caso de posicionamento
filogenético conflitante entre as classificacGes taxondmicas existentes é o da espécie Pinus
teocote. Esta espécie ja foi classificada por Little e Critchfield (1969) e outros autores, como
membro da subsecdo Ponderosae. Perry (1991) em uma nova proposta classificou Pinus
teocote e Pinus herrerae como membros da subsecdo Teocote. Ja Price et al. (1998), a partir
de observagbes de Krupkin et al. (1996), classificou Pinus teocote e Pinus herrerae como
membros do grupo Teocote, dentro da subsecdo Oocarpae (Tabela 2.9). Os dados DArT
revelam uma proximidade genética entre Pinus teocote e Pinus herrerae, mas nao
evidenciam uma potencial existéncia de um agrupamento especifico que os coloque em um
grupo a parte das demais espécies no ramo (Figura 2.12). Essa observacao é consistente com
a classificacdo mais recente proposta por Gernandt et al. (2005) que apresenta P. teocote na
secdo Australes juntamente com P. herrerae sem qualquer indicativo de subseg¢dao ou
agrupamento. A espécie Pinus tecunumanii ja foi considerada no passado por alguns autores
como uma subespécie de Pinus patula. Os dados DArT corroboram os resultados obtidos por
Furman et al. (1997) com marcadores RAPD, onde Pinus tecunumanii de fato se mostrou

como um taxon distinto de Pinus patula.
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Figura 2.12- Filograma das 17 espécies do género Pinus gerado a partir de 3.723 marcadores

DArT posicionado em relacdo a classificagdo taxon6mica proposta por Price et al. (1998) e

Gernandt et al. (2005). (A) Analise com inferéncia bayesiana utilizando o programa MrBayes;

(B) Analise de maxima parcimbnia com reponderacdo utilizando o programa PAUP (3.362

marcadores informativos, consisténcia Cl=0,91, homoplasia HI=0,07, retencdo RI=0,93). As

espécies Pinus ayacahuite e Pinus chiapensis foram selecionadas como grupo externo.
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Tabela 2.9 — Classificacdo taxondmica das 17 espécies do género Pinus de acordo com Price et al. (1998) e Gernandt et al. (2005).

Subsec¢ao
Taxonomia Geral Subgénero Secdo Sensu Sensu Espécies
Price et al. (1998) Gernandt et al. (2005)
Reino Plantae Subgénero Pinus Trifoliae (Gernandt et al. Australes Australes Pinus taeda
Divisdo Pinophyta  (Diploxylon) (2005)) Australes Australes Pinus elliottii
Yell hard _ .
Classe Pinopsida Li:e?)w ou har New World Diploxylon Australes Australes P. elliottii x P. c. hondurensis
Pi Pri I (1
Ordem Pinales ines (Price et al. (1998)) Australes Australes Pinus caribaea var. bahamensis
Familia Pinaceae Australes Australes Pinus caribaea var. caribaea
Género Pinus Australes Australes Pinus caribaea var. hondurensis
Oocarpae Australes Pinus teocote
(teocote grupo)
Oocarpae Australes Pinus pringlei
(oocarpa grupo)
Oocarpae Australes Pinus patula
(oocarpa grupo)
Oocarpae Australes Pinus greggii
(oocarpa grupo)
Oocarpae Australes Pinus herrerae
(teocote grupo)
Leiophyllae Australes Pinus leiophylla
Oocarpae Australes Pinus tecunumanii
(oocarpa grupo)
Ponderosae
(pseudostrobus Ponderosae Pinus maximinoi
grupo)
Pinus Pinus Pinus Pinus kesiya
Subgénero Strobus  Quinquefoliae (Gernan'dt et Strobi Strobus Pinus ayacahuite
(haploxylon) al. (2005)), Strobus (Price et

(White ou soft pines) al. (1998)) Strobi Strobus Pinus chiapensis




Segundo Furman et al. (1997) e Dvorak et al. (2000), as subsecdes propostas por Price et al.
(1998), Oocarpae e Australes, possuem uma relagdo evolutiva préxima, derivando de um
mesmo ancestral comum (Figura 2.12 e Figura 2.13). Segundo Millar e Kinloch (1991), a
subsecao Oocarpae originou-se da subsec¢ao Australes a aproximadamente 38 milhdes de
anos atras, no eoceno (Figura 2.13). Estudos com RAPD de Dvorak et al. (2000) indicaram
que Pinus caribaea var. hondurensis, classificado por Price et al. (1998) como subsecao
Australes, compartilha uma ligacdo evolutiva préxima com Pinus tecunumanii pertencente a
subsecdo Oocarpae, maior até do que entre espécies da mesma subse¢do (Figura 2,12 e
Figura 2.14). Dvorak et al. (2000) relatam também que existem fortes evidéncias de
hibridacdo natural entre as espécies da subsecdao Oocarpae e Australes, principalmente
entre Pinus caribaea var. hondurensis e Pinus tecunumanii. Essas observagdes sao
consistentes com os resultados relevados pelos marcadores DArT, sugerindo que as duas
subse¢des sdao na verdade dois grupos a parte, descendendo um do outro e pertencendo
cada um a uma subsecdo, assim como proposto por Price et al. (1998). Além disso, os dados
DArT sugerem que Pinus leiophylla, proposto por Price et al. (1998) como outra subsecao,

faca parte da subsecdo Oocarpae.
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Historia Evolutiva do Género Pinus
Milhdes de Anos Antes do Presente
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Figura 2.13. Hipdtese filogenética do aparecimento do Género Pinus, mostrando sua origem
a partir de Pityostrobus na era Mesozoica e sua divergéncia ao longo do tempo geoldgico em
subgéneros, secdes e subsecdes. Setas destacando as subsecdes analisadas neste trabalho.
Circulo: destaque para a secdao New World Diploxylon Pines. Pa= Paleoceno; E= Ecoceno;
O=0ligoceno; M= Mioceno; Pl= Pleoseno; Q= Quartenario. Fonte: (Millar e Kinloch, 1991;

White, Adams et al., 2007).
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Outro dado que chama a atencdo é a separacao filogenética, com forte suporte estatistico
(bootstrap a 100%), de Pinus taeda das demais espécies da subsegao Australes (Figura 2.12 e
Figura 2.14 — biblioteca P.taeda x P. elliottii). Interessante observar, que na classificacdo mais
recente de Gernandt et al. (2005) Pinus taeda, apesar de, segundo ele, pertencer a subsec¢ao
Australes, aparece como membro de um grupo monofilético com outras trés espécies do
leste da América do Norte. Além disso, ndo existem relatos na literatura de hibridizagdo de
Pinus taeda com nenhuma das espécies da subsecdo Australes com excecao de P. rigida
(Pitch pine), P. echinata (Shortleaf pine), P. palustris (Longleaf pine) e P. elliottii (Slash pine)
todas estas espécies que ocorrem na regido sudeste da América do Norte (Neale, 2007).
Entretanto, a drvore consenso apresentada por Gernandt et al. (2005) ndo revela detalhes
finos da divisdo desses grupos. Os dados de 3273 marcadores DArT juntamente com as
informacgdes de hibridizacdo sugerem a possibilidade de que P. taeda e suas espécies norte
americanas préximas venham a ser classificadas em outra subsec¢do no futuro, mas para isso

é necessario um estudo mais amplo com maior nimero de espécies da américa do norte.
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Figura 2.14- Filogramas das espécies do subgénero Pinus obtidos pela analise de diferentes
conjuntos de marcadores, de acordo com a biblioteca de origem (2112 marcadores DArT da
biblioteca com representacdes gendbmicas de P. taeda x P. elliottii, 1135 da biblioteca
espécies de Pinus e 476 da biblioteca P. taeda arvore-elite) (A) Filogramas gerados a partir
da inferéncia bayesiana utilizando o programa MrBayes; (B) Filogramas gerados a partir de

critérios de maxima parcimonia com reponderacao.

91



Visando verificar algum possivel viés nas andlises filogenéticas como resultado da origem
dos marcadores em termos das bibliotecas, marcadores derivados de cada biblioteca foram
analisados separadamente utilizando apenas os dados das espécies do subgénero Pinus. As
analises com inferéncia bayesiana e maxima parcimonia revelaram padrdes similares (Figura
2.14 A-B). Também ndo foi observada diferenca nos filogramas obtidos com os trés
subconjuntos de marcadores (Figura 2.12), sendo possivel observar a separagao com alto
suporte estatistico de Pinus kesia, secao Pinus, das outras espécies da secao Trifoliae e das
subsecdes Ponderosae, Oocarpae e Australes. Esta separa¢dao é bem evidenciada na analise
com os marcadores da biblioteca P. taeda x P. elliottii. A biblioteca P. taeda x P. elliottii foi a
biblioteca que apresentou maior apoio de ramo, com 100% de bootstrap. Isso se deve,
provavelmente, ao maior nimero de marcadores informativos e por esta biblioteca possuir
representacées gendmicas obtidas a partir de trés combinac¢des enzimdaticas diferentes
(Pstl+Taql, Pstl+BstNI e Pstl+Taql+Msel). A biblioteca P. taeda arvore-elite foi a biblioteca
gue revelou menor apoio dos ramos na separacao das espécies da subsecdo Oocarpae e
Australes, provavelmente devido a uma menor diversidade de sequéncias e consequente
baixo nimero de marcadores informativos (Figura 2.14-B), por possuir representacdo
gendmica apenas da espécie Pinus taeda. Apesar disso, é possivel observar uma separacao

das espécies das subsec¢des Oocarpae das espécies de Australes.

As analises realizadas neste trabalho com base em 3.273 marcadores DArT, sdo portanto,
mais consistentes com a classificacdo original publicada por Price et al. (1998) que propde a
existéncia de duas subsecbes separadas, Australes a qual P. taeda, P. eliottii e P. caribaea e
suas variedades pertenceriam e a Oocarpae na qual P. herrerae, P. leiophylla, P. pringlei, P.
patula, P. teocote, P. greggii e Pinus tecunumanii, tipicamente pertencentes a América
Central, seriam enquadradas. Em outras palavras, ao amostrar o genoma nuclear e
possivelmente extra nuclear, de uma forma muito mais ampla do que estudos anteriores,
baseados em sequéncias consideravelmente limitadas de regides do DNA de cloroplasto e
DNA ribossomal, os dados moleculares levantados neste trabalho propdem uma volta a
classificacdo de Price et al. (1998), com excecdo do posicionamento filogenético de Pinus
leiophylla, ndo sendo mais considerado como membro da subsecao Leiophyllae. Para validar
esta proposta sera interessante ampliar a amostragem de espécies de Pinus, especialmente

de espécies norte-americanas dentro da subsecdo Australes, para potencialmente resolver
92



esta questao de uma forma mais definitiva. Claramente, o microarranjo DArT desenvolvido
neste trabalho representa uma ferramenta potente para estudos filogenéticos,
particularmente para aumentar a resolucdo em niveis taxonémicos mais altos, assim como
foi observado para espécies de Eucalyptus (Steane et al. 2011). O microarranjo DArT podera
ser altamente util para estudos que visem a diferenciacdo dentro e entre espécies, a
detecc¢do de fluxo génico e introgressdo natural em condi¢des de campo ou a verificagao de
hibridos de cruzamentos controlados em programas de melhoramento. Além disso, caso as
sondas DArT que revelaram polimorfismo venham a ser sequenciadas e anotadas, a
informacdo de sequéncia juntamente com a de polimorfismo podera ser utilizada para
estimar filogenias separando dados derivados de regides génicas e regides presumivelmente

neutras.
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CAPITULO 3 - CONSTRUCAO DE UM MAPA GENETICO DE ALTA DENSIDADE
PARA Pinus taeda UTILIZANDO GENOTIPAGEM POR SEQUENCIAMENTO DArT-
SEQ E MICROSSATELITES

3.1 INTRODUCAO

Mapas genéticos de alta densidade e ampla cobertura do genoma, tém se tornado uma
ferramenta central para investigar a organizacdo do genoma, para aumentar a resolucdo do
mapeamento de QTLs e fornecer uma estrutura de marcadores capaz de auxiliar o
ordenamento de segmentos de sequéncia durante a montagem de genomas. Apesar dos
avancos da genOmica, ainda existe uma caréncia de mapas genéticos de alta densidade e
tecnologias de genotipagem de alto desempenho capazes de cobrir amplamente o genoma
de Pinus taeda (Neale, 2007). Marcadores como RAPDs, AFLPs, RFLPs, ESTPs, SSRs e SNPs
foram largamente utilizados na construcdao de mapas genéticos para P. taeda (Grattapaglia,
P Wilcox et al., 1991; Devey, Fiddler et al., 1994; Remington, Whetten et al., 1999;
Temesgen, Brown et al., 2001; Eckert, Pande et al., 2009; Echt, Saha, Krutovsky et al., 2011).
Entretanto, a densidade desses mapas em termos de numero de marcadores ainda é
limitada e insuficiente para fornecer informag¢des para aplicacdes que demandam uma
amostragem ampla do genoma, tais como auxiliar a montagem do megagenoma de Pinus

taeda ou alta resolucao para clonagem posicional de genes.

Nos ultimos anos, com o extraordindrio avanco das tecnologias de sequenciamento (Next
Generation Sequencing-NGS) o desenvolvimento de técnicas de genotipagem baseadas em
sequenciamento tem permitido a geracdo de novas classes de marcadores. O
sequenciamento mais rdpido e barato impulsionou o desenvolvimento de abordagens de
genotipagem em larga escala baseadas em diferentes técnicas de reduc¢ao de complexidade
genOmica seguidas de sequenciamento (GBS-Genotyping-by-Sequencing) (Davey, Hohenlohe
et al., 2011). Estas abordagens permitem genotipar milhares de amostras para milhares ou
dezenas de milhares de marcadores a custos de algumas dezenas de délares. Uma das
tecnologias de genotipagem por sequenciamento mais comuns até o momento baseia-se na

reducdo da complexidade genémica da amostra de DNA utilizando combinagdes especificas
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de enzimas de restricdo, ligacdo com adaptadores com sequéncias indexadoras e
amplificacdo por PCR. Os fragmentos selecionados resultantes sdo submetidos ao
sequenciamento por meio do qual sdo geradas dezenas de milhGes de sequéncias curtas (em
geral de 69 bases Uteis) em plataformas de sequenciamento. Estas sequéncias sdo alinhadas
entre si, ou sobre um genoma de referéncia e polimorfismos de sequéncia, do tipo presenca
ou auséncia (presence absence variants - PAVs), derivados da variabilidade na distribuicao
dos sitios de restricdo ou polimorfismos de base individual (Single Nucleotide Polymorphisms

- SNPs) sdao detectados em sequéncias presentes em todas ou na maioria das amostras.

Recentemente foram publicados trabalhos mostrando a viabilidade da técnica para a
genotipagem, mapeamento genético e estudos de diversidade em espécies com genoma
complexo como milho, trigo e cevada (Elshire, Glaubitz et al., 2011; Poland, Brown et al.,
2012; Beissinger, Hirsch et al., 2013). Mapas genéticos de alta densidade desenvolvidos com
essa técnica também foram utilizados para ancorar e ordenar mapas fisicos e aperfeicoar ou
corrigir sequéncias ndo ordenadas em cevada (Mayer, Waugh et al., 2012). Espécies como
soja (Sonah, Bastien et al., 2013), Panicum (Lu, Lipka et al.,, 2013), framboesa (Ward,
Bhangoo et al., 2013) também foram genotipadas utilizando GbS. Em espécies florestais uma
metodologia GbS foi aplicada em Eucalyptus (Sansaloni, Petroli et al., 2011) pelo laboratério
DArT Pty Ltda. Esta empresa otimizou a técnica DArT de reducdao de complexidade j3a
amplamente utilizada para a genotipagem via microarranjos de sondas imobilizadas, para a
deteccdo de polimorfismos via sequenciamento. Em genomas complexos de coniferas o uso
desta metodologia de genotipagem por sequenciamento via reducdo de complexidade com

enzimas de restricdao ainda nao foi relatada na literatura.

Este estudo apresenta a construcao de um mapa genético com densidade de marcadores da
ordem de sub-centiMorgan para Pinus taeda utilizando a tecnologia de genotipagem por
sequenciamento otimizada pela empresa DArT Pty Ltda e marcadores microssatélites. Um
conjunto de megagametéfitos haploides de uma Unica arvore, P. taeda 7-56, foi utilizado
como populacdo de mapeamento com o objetivo de gerar um mapa de referéncia para fins
de ancoragem de sequéncias de Pinus taeda. Para avaliar a utilidade do mapa genético
construido para procedimentos futuros de ancorar a montagem do complexo genoma de

Pinus taeda, sequéncias gendmicas completas de clones BAC, obtidos a partir de uma
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biblioteca construida por Magbanua et al. (2011) para a mesma arvore clone 7-56 de P.

taeda, foram ancoradas ao mapa genético.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Germinagao das sementes e resgate do megagametofito

Sementes provindas de polinizagao aberta de uma Unica arvore do clone 7-56 de Pinus taeda
foram gentilmente doadas pela empresa Arborgen, detentora do clone, e fornecidas pela
Universidade da Carolina do Norte (NCSU-Industry Cooperative Tree Improvement Program).
A arvore clone 7-56 foi escolhida por ser uma darvore amplamente utilizada no
melhoramento genético nos EUA e em estudos gendmicos da espécie. Ao todo, 523
sementes foram limpas de qualquer material adicional e esterilizadas superficialmente em
1% de hipoclorito de sédio durante 15 min para evitar danos as sementes por agentes
patogénicos, incluindo fungos. Em seguida, foram lavadas em agua destilada estéril e
germinadas em papel filtro estéreis de acordo com Skov (1998) em ambiente controlado,
sob fotoperiodo de 16h de luz e 8h de escuro a temperatura de 23°C. O megagametofito
presente nas sementes foi resgatado durante o processo de germinagdo precoce quando o
comprimento das radiculas eram maiores que 1,0 cm, entre a fase 1 e 5 (Figura 3.1 A)
(Krutovskii, Vollmer et al., 1997; Skov, 1998). O embrido e todo o revestimento presente nas
sementes foram removidos e descartados (Figura 3.1 B e C). Os megagametdfitos foram

armazenados separadamente em tubos de polipropileno estéreis a -20°C.
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Figura 3.1 — Germinac¢ao das sementes do clone 7-56 de Pinus taeda e resgate do
megagametofito. (A) Fases de crescimento da radicula de Pinus taeda de 1 a 5 durante a
germinacdo. Fonte do desenho: (Krutovskii, Vollmer et al., 1997). (B) Representacdo da
separacao do megagametoéfito do embrido e do tegumento. (C) Megagametdfito limpo, sem

o tegumento e sem o embrido.

3.2.2 Extracdao do DNA genomico

DNA gendmico total foi isolado de 477 tecidos haploides de megagametofitos individuais
usando o kit de extracdo de DNA da Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). O
tecido haploide do megagametdfito foi mecanicamente triturado e homogeneizado duas
vezes por 40 segundos com o auxilio de duas esferas de ceramica, utilizando o equipamento
MiniBeadbeater-96™ (Stratech Scientific). As extracdes foram feitas de acordo com o
protocolo do DNeasy Plant Mini Kit. O DNA total foi eluido da ultima coluna duas vezes com
30ul de tampdo AE (Qiagen, Valencia, CA) com 15 minutos de incubacdo antes da
centrifugacao, totalizando 60ul de volume final eluido. O rendimento e a integridade das
amostras de DNA foram avaliados usando NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific
spectrophotometer) e gel de agarose a 1,2% (tampao de eletroforese borato de sédio, pH
8,0) corado com brometo de etidio. Um total de 288 amostras de DNA haploide com
quantidade e qualidade adequadas foi efetivamente utilizado para a genotipagem

subsequente e construcdo do mapa genético.
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Uma aliquota de DNA com aproximadamente 600 ng de DNA de cada amostra foi utilizada
para a genotipagem por sequenciamento (GbS). Parte do DNA restante foi diluido para uma
concentra¢cdo final de 3,0ng/ul e utilizado para a genotipagem de marcadores

microssatélites.

3.2.3 Genotipagem de marcadores microssatélites

Noventa e dois marcadores microssatélites com origens diferentes foram selecionados a
partir da bibliografia (Tabela S3.1). Desses marcadores; 60 sdo da série Pinus taeda “PtTX”
desenvolvidos a partir de bibliotecas genémicas (G), de bibliotecas de baixa cépia (LC- low-
copy) e de bibliotecas hipo-metiladas (UM- undermethylated) (Elsik, Minihan et al., 2000;
Elsik e Williams, 2001; Kutil e Williams, 2001; Auckland, Bui et al., 2002; Zhou, Bui et al.,
2002); 21 sdao marcadores da série Pinus taeda “PtRIP” derivados de biblioteca gendmica
total (Echt, Saha, Krutovsky et al., 2011); e os outros 11 marcadores sao derivados de regides
de ESTs (EST-SSR), sendo que 7 marcadores sdo da série Pinus taeda “PtSIFG”, 1 da série
Pinus pinaster “PpSIFG” (Echt, Saha, Krutovsky et al., 2011), 2 da série Pinus taeda “RPtest” e
1 da série Pinus taeda “SsrPt” (Chagne, Chaumeil et al., 2004). A selecdo dos marcadores
microssatélites teve por critério sua distribuicdo ao longo dos grupos de ligacdo no mapa
genético desenvolvido por Echt et al. (2011). Os iniciadores no sentido direto de todos os

marcadores foram marcados com fluorocromos 6-FAM (azul) ou HEX (verde) (Tabela S3.1).

Microssatélites foram analisados em reac¢ao de PCR com volume final de 5 ul, contendo 2,5
pl de tampao 2x Multiplex PCR Qiagen Master Mix (Qiagen, Valéncia, CA), 0,5 ul de 5x de
Solugdo-Q, 0,1 pl de uma solugdo 10 uM dos iniciadores, de cada loco microssatélite, e 3,0ng
de DNA haploide. A reagdo foi realizada em sistema duplex combinando dois marcadores
com diferentes fluorocromos 6-FAM (fluorsce na faixa da cor azul) e HEX (fluoresce na faixa
da cor verde). Alguns microssatélites apresentaram multiplos picos alélicos amplificados
simultaneamente com o mesmo par de iniciadores. Esses alelos foram analisados
individualmente. As condi¢des para amplificacdo da PCR foram: 15 minutos a 95°C, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, Tm (Tabela S3.1) por 1 minuto e 30 segundos, 72°C
por 1 minuto, e uma extensao final de 40 min a 72°C. Uma aliquota de 1 ul do produto da

PCR foi misturada com o preparado fresco de 1 pl do padrdo de bandas de tamanho
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conhecido marcado com fluorocromo ROX (comprimento de onda na faixa da cor vermelho)
(Brondani e Grattapaglia, 2001) e 8 ul do desnaturante Hi-Di formamida (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). A mistura foi desnaturada por 5 minutos a 95°C e resfriada
em gelo. Os alelos foram detectados pela captura do pico de fluorescéncia emitida apds a
excitacdo do fluorocromo por um feixe de raios laser em analisador genético automatico
ABIPrism3100XL Genetic Analyzer (AppliedBiosystems/Hitachi). Os dados gerados pelo
sequenciador automatico foram analisados com o software Genescan3.7 e Genotyper3.7

(Applied Biosystems).

O polimorfismo foi detectado pelo registro da presenca ou auséncia de alelos amplificados e
detectados como picos de fluorescéncia nos eletroferogramas em pares de bases. Sendo o
material analisado hapoide somente um pico alélico era esperado por amostra e por loco.
Entretanto em alguns casos, multiplos alelos por amostra foram detectados, os quais
representavam locos distintos provavelmente derivados de duplicagdes do loco
microssatélite no genoma de Pinus. Apenas os alelos que apresentavam picos de
fluorescéncia bem definidos foram considerados nas analises. Loco monomorficos (todas as
amostras com o memso alelo) ou de sinal fraco de fluorescéncia foram desconsiderados.
Alelos que apresentavam segregacao mutuamente exclusiva e facilmente observavel foram
declarados alélicos, ou seja, considerados como dois alelos segregando e pertencentes ao
mesmo loco. Entretanto a correta identificacdo de alelismo entre picos observados no
eletroferograma, por vezes, se tornou dificil, em funcao da ampla diferenca de tamanho dos
alelos. Em fungao disso, todos os alelos foram inicialmente analisados como sendo locos
individuais e mapeados utilizando o programa JoinMap® 3.0 (Van Ooijen e Voorrips, 2001).
Os locos posicionados na mesma posicdo de mapa, vindos do mesmo marcador, foram
considerados alélicos. Esta abordagem permitiu também o mapeamento de locos onde um
dos alelos era nulo (i.e. segregacdo para presenca ou auséncia de amplificacdo). A
identificacdo dos alelos com seus locos correspondentes foi realizada apds a analise de cada
alelo individualmente durante o mapeamento genético. Para a analise de co-segregacdo e
mapeamento os dados dos marcadores microssatélites cujos alelos foram declarados em
pares de bases foram recodificados para cédigos binarios, sendo, 1 para presenca, 2 para

auséncia e 0 (zero) para dado faltante.
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3.2.4 Genotipagem por sequenciamento - DArT-Seq

Amostras de DNA haploide dos 288 megagametoéfitos foram enviadas para a empresa DArT
Pty Ltd, Yarralumla-ACT, Australia, para a genotipagem utilizando a metodologia de
genotipagem por sequenciamento (DArT-Seq). Cada amostra a ser genotipada passou
individualmente por uma redugdo da complexidade genémica via enzimas de restri¢ao,
ligacdo de adaptadores com sequéncias codificadas (barcodes) e amplificacdo via PCR. Em
seguida, grupos de 95 amostras individuais foram agrupadas (poo/ de DNA) e carregadas em
uma pista (/lane) de um lamina (flowcell) para formacao das col6nias (clusters) via PCR em

ponte (bridge PCR) e sequenciamento seguido da analise de dados (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Fluxograma do procedimento DArT-Seq baseado em NGS. Nesta imagem é

6- Geracao de clusters
em cBot (lllumina®) e
sequenciamento em
plataformas de NGS

possivel observar a reducdo da complexidade gen6mica e ligacdo de adaptadores com
codigo de barras, seguida da amplificacdo da fracdo reduzida, agrupamento das amostras,
amplificacdo de clusters, sequenciamento dos fragmentos e a analise dos dados.
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A redugdo da complexidade gen6mica foi realizada mediante digestao com a enzima de
restricdo Pstl em combina¢do com a enzima de restricdo Hha. Apds o sequenciamento, os
dados das sequéncias curtas de DNA (tags) passaram por filtros de qualidade. Apds o
controle de qualidade, a extensao das sequéncias Uteis foi de 69 bases. Como o género Pinus
ndo possui genoma de referéncia, as sequéncias geradas pelo proprio DArT-Seq foram
utilizadas para a construcdo de pseudo-montagens (pseudo-assemblies) dos locos
correspondentes os quais foram posteriormente utilizados como referéncia para o processo
de alinhamento das sequéncias curtas. O alinhamento na referéncia foi feita através do
programa de alinhamento Bowtie (Langmead, Trapnell et al., 2009) permitindo até duas
diferencas entre as sequéncias curtas e a referéncia. Os arquivos de saida do alinhamento
foram processados utilizando um pipeline de andlise desenvolvido pela empresa DArT Pty
Ltd, onde foram produzidos clusters baseados em um conjunto de sequéncias similares,
aceitando um maximo de 3 bases divergentes por leitura. A partir dos dados desses clusters,
dois arquivos foram gerados. No primeiro arquivo, o polimorfismo foi detectado pela
presencga ou auséncia de sequéncias entre amostras (PAV presence-absence variants), sendo
registrado através de um sistema bindrio (1 ou 0) e estes chamados de in silico DArT ou
marcadores DArT-GbS. No segundo arquivo, o polimorfismo foi detectado pela variacdo de
bases simples (SNPs) entre sequéncias presentes em todas as amostras. Para isto, foi
selecionada a variante alélica mais abundante dentro do cluster, a qual foi considerada
referéncia, e a variante menos abundante foi considerada a base alternativa de um
polimorfismo de base individual (SNP). Assim, estas variantes foram classificadas pela
presenca ou auséncia (1 ou 0) das variacdes em cada cluster. Como as amostras sdo de
natureza haploide, apenas uma base alternativa era observada para cada amostra,
diferentemente de amostras diploides nas quais podem ser observadas ambas as bases, no
caso de gendtipos heterozigotos, ou somente uma das duas bases, no caso dos gendtipos
homozigotos. Os dados dos dois arquivos foram exportados para planilhas Excel para uma
melhor manipulacdo dos dados e uma anadlise prévia dos marcadores, visando a remocao de

dados de baixa qualidade.

Os parametros utilizados para retencao de marcadores efetivamente genotipados foram os
seguintes: Row average 210, ou seja, a cobertura do numero de sequéncias (reads)

observadas maior ou igual a 10; a taxa GTZ (Greater than zero), onde sdo mantidos somente
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marcadores com uma frequéncia de presenca “1” entre 30% e 60% consistente com a
segregacdo esperada de 1:1 nos megagametdfitos haploides a partir de um loco
heterozigoto na arvore mae; reprodutibilidade do gendtipo maior que 97% (10% das
amostras sdo repetidas em cada analise) e Call rate acima de 90%, ou seja no maximo 10%
de dados faltantes. Para os marcadores SNPs esses parametros de selecdo também foram

utilizados.

3.2.5 Construcao do mapa genético

A construcdo do mapa genético foi realizada com o programa JoinMap® 3.0 (Van Ooijen e
Voorrips, 2001). Os marcadores polimorficos in silico DArT, SNPs e microssatélites analisados
nos 288 individuos da populacdo haploide foram avaliados quanto a sua aderéncia a
segregacdo mendeliana esperada de 1:1 por meio de um teste de qui-quadrado (y2).
Marcadores que apresentaram distor¢do na segregacdo mendeliana (alfa <0,05) foram
desconsiderados. Os dados genotipicos dos marcadores foram re-codificados para os
codigos de identificacdo do software JoinMap® 3.0, sendo “np” para presenca do alelo, “nn”
auséncia, “--" dado faltante e populacdo do tipo polinizacdo cruzada “CP” (cross pollinated)

com segregacao 1:1.

Para o agrupamento, ordenacdo e mapeamento dos marcadores um LOD> 10, fracdo de
recombinacao < 0.4 foram utilizados. O ordenamento dos marcadores ao longo do mapa foi
estimado pelo software JoinMap® 3.0 por uma medida de melhor ajuste (goodness-of-fit),
utilizando um salto de melhor ajuste (jump in goodness-of-fit). Com este procedimento trés
ordens sdo estimadas, comecando com uma primeira (first round), mais conservadora, onde
somente sdo mantidos no mapa marcadores com mais elevado suporte estatistico,
comecando com o par de marcadores mais informativo e avaliando cada novo marcador
uma unica vez e removendo todos aqueles que causam um salto de melhor ajuste maior do
que 5 unidades de mapa. Em seguida, uma segunda tentativa (second round) de adicionar
marcadores previamente removidos é realizada, uma vez que o mapa neste momento ja vai
conter maior quantidade de dados, o que pode permitir a insercao de mais marcadores de
forma a manter de fora marcadores que contribuem para a instabilidade do ordenamento.

Finalmente, uma terceira ordem (third round) é fornecida, mais liberal, onde o algoritmo
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insere todos os marcadores no mapa com suporte estatistico mais relaxado. Foram

utilizados os mapas derivados da segunda e terceira tentativas de ordenamento.

As frequéncias de recombinacdo entre os marcadores no mapa, expressas em centiMorgans
(cM), foram calculadas utilizando a fungdo de Kosambi. Os mapas genéticos foram
desenhados utilizando o programa MapChart (Voorrips, 2002). Os grupos de ligacdo foram
numerados de acordo com o mapa genético de Pinus taeda, desenvolvido por Echt et al.
(2011), com o auxilio dos marcadores microssatélites em comum entre os dois mapas que

permitiram estabelecer a correspondéncia entre os grupos de liga¢ao.

3.2.6 Alinhamento de Clones BAC de Pinus taeda com sequéncias dos

marcadores DArT-seq e integracao com o mapa de alta densidade

As sequéncias de 69 bases dos marcadores in silico DArT e SNP, agrupadas no mapa
genético, foram alinhadas sobre sequéncias completas de 100 clones BAC da biblioteca
(PT_7Ba), derivados do mesmo clone 7-56 de Pinus taeda utilizada como populagao de
mapeamento (Magbanua, Ozkan et al., 2011). Cada clone apresenta tamanho médio de
aproximadamente 96 Kb. As sequéncias foram obtidas do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), depositadas pela Clemson University Genomics Institute
(Niumeros de acesso: AC241263 a AC241362). O programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul, Gish et al., 1990), op¢dao BLASTN, versao 2.2.26+, foi utilizado para o
alinhamento das sequéncias dos marcadores DArT-seq contra as sequéncias dos clones BAC.
Os parametros utilizados foram task=blastn, word_size=11, gapopen=5, gapextended 2,
penalty 3, reward 2, adequados para o alinhamento de sequéncias curtas. Alinhamentos
validos foram considerados admitindo-se um valor de bitscore superior a 40 e percentual de

identidade do segmento alinhado superior a 75%.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Populagdao de mapeamento haploide

Da germinagao das 523 sementes da arvore clone 7-56 de Pinus taeda foi possivel recuperar
e extrair o DNA haploide do megagametdfito de 477 sementes. Desses, 288
megagametofitos haploides, com DNAs de qualidade, foram selecionados como populagao

de mapeamento para a genotipagem.

3.3.2 Marcadores microssatélites genotipados

A genotipagem dos marcadores microssatélites na populagdo de mapeamento de Pinus
taeda foi facilitada pela caracteristica haploide da populacdo. Apesar disso, em algumas
situagOes, a interpretacdo da segregacao dos alelos foi dificil devido a duplicagdes dos locos

microssatélites no genoma de Pinus.

Dos 92 microssatélites utilizados, trés marcadores ndao amplificaram produtos, 23 foram
monomorficos e 65 polimérficos (Tabela 3.2 e Tabela S3.2). Os 65 microssatélites
polimdrficos geraram um total de 163 alelos Unicos segregando para presenca/auséncia.
Para estes, foi possivel identificar alelismo entre 118 alelos e assim consolida-los em 59 locos
com dois alelos segregando (Figura 3.3 A). Os outros 44 alelos foram considerados locos
Unicos com segregacdo para presenca do alelo ou alelo nulo (Figura 3.3 B). Ao todo foram

identificados 103 locos polimdrficos (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 - Resultados da genotipagem dos 92 marcadores microssatélites nas 288

amostras de DNA hapléide de megagametofitos de acordo com as diferentes origens dos

marcadores.
# alelos # locos com # locos
Origem dos # microssatélites  # microssatélites  # microssatélites avaliados . # total de
R -~ L dois alelos com alelo
marcadores* genotipados monomorficos polimérficos como . ipe marcadores
identificados nulo
marcadores
EST 11 3 8 17 8 1 9
G 27 3 23 47 18 10 28
LC 39 12 24 77 23 31 54
UM 15 5 10 22 10 2 12
Total 92 23 65 163 59 44 103

EST- sequéncia expressas marcadas; G- bibliotecas genémicas; LC- bibliotecas de baixa cépia; UM- bibliotecas hipo-metiladas.

O marcador polimdrfico PtTX3021 foi o que apresentou o padrdo de bandas mais complexo
entre os marcadores, com 14 zonas do eletroferograma apresentando picos alélicos bem
definidos, sendo 10 correspondendo a locos Unicos com alelo nulo segregando para
presenca/auséncia e 4 locos segregando com dois alelos (Figura 3.3C, Tabela S3.1). Os
marcadores PtTX3120, PtTX3043 e PtRIP_0629, também apresentaram complexos padroes
de picos nos eletroferogramas, sendo possivel identificar 4 locos polimdrficos de qualidade
para cada marcador (Tabela S3.2). O marcador PtTX3046 ndo foi genotipado devido ao

complexo padrao de picos amplificados.

Ndo foi observada diferenca significativa no numero de locos polimérficos entre as
diferentes origens dos marcadores microssatélites analisados. Os marcadores derivados de
bibliotecas gen6micas sem selecdo (G) amplificaram, na média, a mesma quantidade de
locos polimdrficos que os marcadores derivados de bibliotecas de complexidade reduzida,

ou seja, baixa cdpia (LC- “low-copy”) e hipo-metiladas (UM- “undermethylated”).

Dos 103 locos polimérficos genotipados, 7 locos apresentaram distorcdo de segregacdo e
foram desconsiderados nas analises. Os 96 locos restantes, que passaram no teste de

aderéncia para segregacdao mendeliana foram utilizados no mapeamento genético.
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A RPtestd

Figura 3.3 - Eletroferogramas ilustrando os padrées de picés amplificados pelos marcadores
microssatélites nos megagametéfitos hapldides. (A) Padrdo de picos revelado pelo marcador
RPtest9 com dois alelos segregando para o mesmo loco. (B) Padrdo de picos revelado pelo
marcador PtTX3043 com segregacdao para presenca do pico ou alelo nulo em dois locos
distintos, identificados como PtTX3043-C para o pico de 260pb e PtTX3043-D para o pico de
273pb. (C) Complexo padrdo de picos revelados pelo marcador PtTX3021, totalizando 14

locos identificados e genotipados.
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3.3.3 Genotipagem por sequenciamento DArT-Seq

A genotipagem das 288 amostras de DNA haploides utilizando a tecnologia de genotipagem
por sequenciamento DArT-seq forneceu 4.367 marcadores de qualidade, dos quais 3.364
foram marcadores polimérficos in silico DArT com a presenca/auséncia de sequéncias curtas
de 69pb e 1.003 marcadores polimdrficos com sequéncias de alta qualidade com variagdes
de base simples (SNP). Dos 4.367 marcadores DArt-seq genotipados, 509 (12%) (391 in silico
DArT e 118 SNPs) apresentaram distorcdo de segregacdo (a0 < 0,05) e ndo foram

considerados nas analises de mapeamento.

3.3.4 Mapa de ligacao de alta densidade para Pinus taeda

Um conjunto de 3.954 marcadores polimorficos, sendo 2.973 in silico DArT, 885 SNPs e 96
microssatélites, foi submetido a analise de mapeamento. A analise de agrupamento resultou
em 3.953 marcadores agrupados com LOD>10 em 12 grupos de ligacdo esperados para os 12
cromossomos de Pinus taeda (Tabela S3.3). Apenas o marcador microssatélite PtTX3123_B
nao foi agrupado. O mapa de ligacdo ordenado com alto suporte estatistico (second round)
estd apresentado na Figura 3.4. O mapa de ligacdo obtido apds uma tentativa mais relaxada
(third round) de ordenamento estd apresentado na Figura S3.1 e é oferecido como um meio
de proporcionar uma posicdo preliminar de todos os marcadores informativos para

subsequentes analises gendmicas (Tabela 3.3, Tabela S3.3 e Figura S3.1).

O mapa de ligacdo construido com alto suporte estatistico resultou em 1.408 marcadores
ordenados, sendo 1.035 marcadores in silico DArT, 341 SNPs e 32 microssatélites,
fornecendo uma cobertura de mapa de 1.215,98 cM (Figura 3.4). Quando uma terceira
tentativa (third round) de ordenamento foi utilizada, outros 1.029 marcadores foram
acrescentados ao mapa, totalizando 2.437 marcadores mapeados. Houve um acréscimo de
721 marcadores in silico DArT, 248 SNPs e 30 microssatélites. Para cinco grupos de ligacdo,
01, 02, 07, 08 e 10, ndo foi possivel obter o ordenamento na terceira tentativa com o
algoritmo de ordenamento e capacidade computacional utilizados, mesmo apds algumas
semanas de processamento com o programa JoinMap. Isso ocorreu possivelmente em

funcdo do grande numero de marcadores nesses grupos, 472, 481, 389, 400, 429
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respectivamente. A diferenca entre o nimero de marcadores efetivamente ordenados
nestes grupos na segunda tentativa e o total potencialmente mapedvel em uma terceira
tentativa ndo alcancada foi de 1.516 marcadores os quais poderdo ainda ser adicionados ao
mapa caso melhor capacidade computacional e algoritmos mais eficientes sejam
disponibilizados (Tabela 3.3). Nos sete grupos de ligacdo restantes todos os marcadores
agrupados puderam ser ordenados. O grupo de ligagdo com maior nimero de marcadores

foi o grupo 5, com 251 marcadores adicionados, totalizando 343 marcadores mapeados.

A cobertura de mapa no ordenamento mais relaxado (1.226,47 cM) foi aproximadamente o
mesmo da cobertura de mapa com alto suporte estatistico (1.215,98 cM, apenas 10,49 cM
de diferenca). A ordem dos marcadores também se manteve constante entre os mapas
(Tabela S3.3). A média de marcadores por grupo de ligagdo no mapa com ordenamento mais
relaxado foi de 203 marcadores/GL, com distdncia média entre os marcadores de 0,62cM,
enquanto que a média de marcadores por grupo de ligacdo no mapa ordenado com alto
suporte estatistico foi de 117 marcadores/GL, com distancia média entre os marcadores de

0,91 cM (Tabela 3.3).

108



pPL-19946
pPL-23748
PPL.22025
PPL-22626
PLO3S12 S
PUTX3021 A
pPL-16154 PPL-18199
PL18E91 S PPL00438
pPL00221 23200
PPL00408 PPL-21567
¥ PPL17690 PPL20462 S
PPL-18284 pPt-18263 pPL-15151 PPL-20892 PPL-00071
PP1-18570 pPt-00165 PP1-00244 PpPt-21840
PP PPL-2086; PPL-24473
PPL-206 DPL17468_S pPi-15226 PPL-23246
PP 00150 PP1-20662 pPL-19561 PITXA0L1 pPL24719 DPL20421 S
pPt-2: DPL:03356_S PPL-00222
PPt 21278 pPL23790 pPL002AL pPLLT239°S pPL-23151
PL20413 5 pPL22718 PPL-21999
opuareza PLOIT0S S pPL-21548
- bPLalrr0 s PPL-17161 pPt-21438
o 95335 PhLasos PP22426 pPL.21498 pP1-20541
pPL-22 PPL22756 PPL-203
Dot 30378 ppra7a07 i PPL-20768
DPL27537 S pPL18515 PPI-18933 pPL-21861
pPLI6115 PPL19393 17169 PPL-23507
pP1-24378 7! Pt-25390_S
PPL-21531 s PPL2T136°S
PPL02843 S pPL-21797 0602274 5
PI20412 DPL2360B S PP
Botzoree s pPi23469 ppuatses pe-20268 s S
pPL-21349 )P1.03243_S . P pPL-18671 Pl23611
pPL2167s BbL28%51 S pbuztoss hora2008 oLs0sTh (T
Zpiinsu npg 271738 pPt-20381 PP-19767 PPt-20010 DFH?]SA
pPL-15006 DPL27I05 S PPL-20341 e = pPL19458 PPL21270
pPL22615 L1900 pPL-23284 10493 PP22800 PITX3001_A PPL18774 pPL17904
pPL18552 pP-17402 DPL25750 S pPL-22445 RELZSSIS S pPL17645
PPL-23076 Pororsis s PPL20364 DPLIgGL S e Gz]g pPL-21373
pPL-21361 PPL-14 DPL03504 S pRLLB0%0 o PPL2 DPLO0TBE S
PPL21054 Pt 18798 pP00053 prt14964 DPL26SI3S taasee pézm; e
PPL-21404 PPL-19449 pPt-19806 pP1-22890 PP-16985 [ PPL24403 DPL20398 S
PPL16686 PPL21598 PPL-22365 pPL-24364 PPL210: DPt-30244°S
PPL50472 PPL-24130 pPL-19310 pPL27425 S DPL30152 § B L Pt 21003 pPt22543 pt16072 DPL29333 S
PPL25642 S pPe35738 PPU21455 DPL029B1 S n—;;rgg;;é s PPt aany PRS0 e ppuzoats
122640 pP-18367 pP1-21620 PLOI3 o %
DPt.24457 00610 pr 00916 PPL1E33 pPLIBETd pPt-35666 pPL2793
2005 s PPL22710 pPL-15119 ¢ pPL-21658 pPt-15857
T PPL16359 pPL-19018 B0 S
PET PPL-13905 pPL00163 pPI-14320 0e1.22095 PPL.20863
DPL.22601 pPt-21844 PPL-21883 PPL20165 23532 23645
PPL-20070 pPL-21987 pPL-21835 M PPL-17286 pPL-20552 PIRIP 0567
PPL-20692 PUTX3087 pPL25562 S PPL163 pPL-21072
0 Lzt SRz S e ;gggu briz7366 5
ot 0PLOZ847°S PL23743 S
1 e DPLI7608 S pPL22934 DPL262;
1 PPL-16821 DPL24146 S pPL-23502 Do 5155 pPL22018 pPL22674
20 DPL29325 S PPI17922 pP-22848 pPL23514
25 OPLO3560_S PPL-18143 pPL22774 L2815
2 Poui688s PPL18260 bruziais bruisers e
40 | DEveanaa-2 s DPL26689 S PPL19019 | CPta308y S
¥ s PPL16228 PPL00410 pPL16748 Ph-o0066 S
2 Drtaosas PPI00094 PPL17097 pPI24051 PPL23509°S
=% Phezioss PPL01000 S pPL-19178 PPL-22080 PPL0021S
o Por20i0 S PPL-22457 pPL-22421 PPL-18585 PPL17030
% PPL22ads pPL17315 pPL-19074 PPL-19064 PTX3125_A
I p'zmz PPL23757 PPL18405 PRUIETIS PPL25348 S
& aeen PPLOJISL S pPi-18872 PPL17633 pPL-17653
& pRLzziaL PPL14936 S PPL24689 pP1-23136 LI S BPt17008
% ‘p‘T"P‘ 200 PPI-19485 00406 PPL199 DPL027E_S
e e jiaerersd PPL-21289 DPi-22260 pPu16365 pRLe s
109 ppi2516s E PiRIP 0360 PPL19891 06125046 S Betariers
hd PhL23009 brionse ppr22321 tBisins BPU2440 18504 pPL18034 sz s
115 pPL-27184_S pPt-29188 PPL-20059 pPt-03848 S DP1-26436_S P P PPL Pt-15001_§
us Puzne s oo BeCanee PPL-18968 pPt-23614 pPL-19300 DPL30192 § Pti7ass
pmmé - PPL16978 DPL17484 S PPL16173 pP-18536 PPL-00026 pPt-00a:
Ptien i T PPL-24009 pPL-19771 pPL23430 S PL15150 Ptoesaa
e —— e Pi185%2 S DPLSII8 pPLLATT2 PP 21599 Rt 10454
PPL22790 DpL24780 pP120260 DPL03085 § B DL 20250 S pruazss D e aPL21418 PP-22616
Jeteri fesei toanee s i PPL16807 pPL-35650 o PPL21418 pPL-23204 PL2eaT> S
PPL-18423 pPL-19865 pPL-13674 pPL17682 PPL-20603 PPL-17056 pPL-19614 pPL-20044 BPL20073 PP 24745 DPL18640°S
PPL-22415 pPL-22261 pPL18383 pPL-22226 PUTX3116 PPI-16423 pPL-19920 pPt.22413 b PPL-21907
PPL-24876 pPL17860 pPL.24052 PPL-21857 pPLL76ES PEvoossr preacsez
PPL21179 pPt-24105 pP1-20238 PPL17704 pPL g . -
pre1zere PPULS6T7 hbl22637 S pPt19332 DPL02403 § D oee e e pPL-18247
PP1-23997 pPt-24497 PP1-23359 ",,‘ 20080 pziss2 [ DPL:26641 S
pm 19973 PpP1-25311 pPt-21107 PP1-00376 pP1-24536 PP1-25228 Pl Pl umz&wzszaa 2 DP1-23481_S
PP19203 pPu2ezes PPL-16096 DRLEITS DPL24065 S
pPt-21651 PP1-1952¢ DP:-zgggs DPL:25826_S
PPL17618 pm 24273 pp. 20743 PP1-20217 pPt-19095 Pp‘j” 4 PP1-16988
PPLO0L30 pPt-35708 pPI-19695 PPL-20703 pPL-21477 DRI o0 pPL24024
pPL-22866 PPL-23635 PPL207 PPL217E4 Pt DPL26063_S
PPL-20014 PPL-21224 0PL28723 S pPLO00S6 pPL-21461 -
PLOZ3LL S DPU17103 PP 17255 pPL35657 PPLO6138 20208 PR o
PPL25330 pPLI778e pPL181 Pv208; Peasear
pP-20612 S PPL-18524 pPL-24428 pP1-21083 129413 S pPLO2585 S pPL17720 DPL20654 pP 19104
PPL-16658 PPL-35751 pPL- 19950 pPL 18361 PPL-23085 peiT20 B o Pt 1010
DPLO3504 S PPL-19696 pPr-19108 pPL18394 uEL03sE0 5 it PPL0aser S
DpP1-20587 S PP1-18963 pPt-17774 pPt-18377 PPt e
PPL24246 PPL21303 i pPL24372 Pt 24326 sbt0zs8s S
pPL-18826 PUTX3021_N pPL21285 PITX3021_C PPL00068 P 21066 PPL-18350
PP1-24695 PPL-00074 pPt-14072 pPt-21439 PPLLBASS pPL-20503 gm 21302 pPL-18256 pPL00218
PPL-00023 PPL-16908 pPt-17172 pPt-24896 PPt PLoT, L
pPL-17528 PPLL7294 B 19450 pPr 19503 briazoss DRL2740TS
PPL-23436 pPL-19810 PPL-23179 pPL01791_S pPL-19554 pPt-20533 Potoksze
pPi-24831 PPL-14410 pP(-13602 pPL10838 jesgsres
pPL22292 PL20218 pPL-20120 pP1-21254 PP
6043 HPL00409 Pt 2088 pb 00 pPL-00260 g fQ;AQ PPL20610
pPL-26201 19502 19042 P 22503 PPL-24857 o
PPL00299 PPL-16955 Sifg PPL-00340 Sifg2461
pp2soa DPL23703 PP 36705 pP1 21256 PPL-19165 pPC-28814 S
pP1-18889 PpPt-21062 pPt-18233
pPL20569 0P 19472 PPL-24293 PPL-21054
pPL-226 PPL-24875
Pottores PUTX3127 A
pPi-18238 PL26437_S
PPLO0LAS PPL-16554
PPL-22609 DPL27100 S
PPL-26049
PPL-14949
pPL-23276
PpPt-19087
t-1855!
e msa DPL27223 S pPL-17642
15937
Pottonas
pPL-24811
PPL-24664

Figura 3.4 — Mapa genético de alta densidade para Pinus taeda com marcadores in silico
DArT, SNP e microssatélites. O mapa inclui 1.408 marcadores ordenados com elevada
confiancga estatistica (second round) distribuidos em 12 grupos de ligacdo com cobertura de
mapa de 1215,98 cM, sendo 1035 marcadores in silico DArT (em preto), 341 SNP (em verde

sublinhado) e 32 microssatélites (em vermelho). Escala em centiMorgan (cM) a esquerda.
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Tabela 3.3 - Estatisticas do mapeamento genético dos marcadores in silico DArT, SNP e microssatélites no mapa genético de Pinus taeda.

Grupo de ligagao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Total Média Desv:o
Padrao
Agrupados
# Total de marcadores 472 481 306 251 343 251 389 400 230 429 187 214 3953 329,42 103,69
#in silico DArT 380 382 212 185 261 171 296 302 170 323 140 151 2973 247,75 87,77
# SNP DArT 89 90 78 61 74 72 83 90 58 89 42 59 885 73,75 15,77
# Microssatélites 3 9 16 5 8 8 10 8 2 17 5 4 95 7,92 4,72
Ordenados second round®
# Total de marcadores 154 184 126 125 92 71 158 67 74 92 169 926 1408 117,33 41,06
#in silico DArT 128 142 87 94 70 38 116 46 54 64 129 67 1035 86,25 35,35
# SNP DArT 26 37 35 28 22 29 38 20 19 24 36 27 341 28,42 6,71
# Microssatélites 0 5 4 3 0 4 4 1 1 4 4 2 32 2,67 1,78
Tamanho Total (cM) 112,15 116,13 108,24 92,01 121,49 71,97 117,64 104,13 94,52 87,73 80,65 109,32 1215,98 101,33 15,77
maei': ddoar:;Stanc'a entre 573 063 08 074 132 054 074 155 128 095 048 1,14 - 0,01 0,34
Ordenados third round”
# Total de marcadores ¢ ¢ 306 251 343 251 ¢ ‘ 230 ¢ 187 214 2437 203,08 80,64
# in silico DArT 212 185 261 171 170 140 151 1786 148,83 58,95
# SNP DArT 78 61 74 72 58 42 59 589 49,08 20,51
# Microssatélites 16 5 8 8 2 5 4 62 5,17 4,17
Tamanho Total (cM) 114,39 96,44 116,50 72,654 94,24 83,01 111,46 1226,47 102,01 15,14
Media da distancia entre 039 039 035 029 0,41 045 0,52 - 0,62 0,35

marcadores

®marcadores ordenados ao mapa de ligagdo com alto suporte estatistico.
® marcadores ordenados ao mapa de ligagdo ignorando os requisitos de redugdo maxima permitida no goodness-of-fit.
“ Para os grupos de ligacdo, 01, 02, 07, 08 e 10, n3o foi possivel obter o ordenamento na terceira tentativa.
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3.3.5 Ancoragem de Clones BAC de Pinus taeda ao mapa genético

Na analise do alinhamento das 3.858 sequéncias curtas (69 bases) dos marcadores DArT-seq
contra as 100 sequéncias dos clones BAC de Pinus taeda, disponiveis no NCBI, foi possivel
identificar 394 alinhamentos com elevada probabilidade entre 76 marcadores DArt-seq (62
in silico DArT e 14 SNPs) e 75 clones BAC (Tabela S3.4 e Figura 3.5). Dos 75 BAC alinhados a
marcadores DArT-seq, 28 BAC alinharam a apenas um marcador e 47 alinharam a 2 ou mais
marcadores (Figura 3.5 e Tabela S3.5). Alinhamentos dos marcadores em mais de uma

posicao foram observados em 24 BAC.

I ™y
24
BACs com DarT-seq
alinhados em uma
28 W ’7 Unica posicao
BACs alinhadosa \,
1 DArT-seq J \»ff 04 M
BACs com DArT-seq
alinhados emduas
ouU mais posicoes
75
BACs alinhadosa 01 i t
DArT-se - 01
| Emﬂcn?clérnghrzii?:lim BAC com & DArT-seq
o= alinhados
lipacdo L P,
47
BACs alinhado
100 a 2 ou + DArT-seq . 26 0
Total BACs BACs com DArT-seq
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46 W !‘ Unica posicdo
BACs alinhadosa 2 \
ou + grupos de
e - Iiggau;ges J \"r 20 N
BACs nao
alinhadosa BACs com DArT-seq
DArT-seq al'mhac_lcrs en:l dﬂuas
ou mais posicoes

e
Figura 3.5 — Representacdo esquematica da distribuicdo dos 100 clones BAC no alinhamento

contra as sequéncias dos marcadores DArT-seq. Alinhamentos com valor de bitscore médio

de 71,8 e valor de percentual de identidade médio de 87,4%.
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Em todos os 12 grupos de ligacdo pelo menos dois marcadorers DArT-seq foram alinhados a
BACs (Tabela 3.4). Quatro marcadores pPt-29413 s, pPt-23225, pPt-20577 e pPt-21629,
mapeados em trés grupos de ligacdo diferentes, 03, 04, 07 e 07 respectivamente,
apresentaram alinhamento valido com 28 BAC (Tabela S3.5). Dois desses marcadores pPt-
29413 s e pPt-23225, nos grupos de ligacdo 03 e 04, apresentaram identidade com mais
outros seis BAC (Tabela S3.5). A sequencia do marcador pPt-14980, posicionado no grupo de
ligagdo 08, apresentou 117 alinhamentos em tandem em apenas um Unico clone BAC
(AC241294), sem nenhuma sobreposicdo entre os alinhamentos, com valor de bitscore
médio de 82,8 e valor de identidade média de 91,3%, sugerindo corresponder a uma
sequéncia repetida em tandem (Tabela S3.4 e S3.5). Ao todo, 23 marcadores (30%)

alinharam em dois ou mais BACs.

Tabela 3.4 - Estatisticas do numero de alinhamentos dos marcadores DArT-seq sobre os
clones BAC nos diferentes grupos de ligacdo. Nos grupos de ligacdo 03, 04 e 07 foram

observados os maiores numeros de clones BAC alinhados.

#M #Cl BA
Grupo de ligagdo # alinhamentos arcadores Clones BAC

DArT-seq PT_7Ba

GLO1 9 9 4
GL 02 18 8 15
GL 03 53 4 37
GL 04 63 4 45
GL 05 11 9

GL 06 3 3

GL 07 84 10 35
GL 08 131 13 10
GL 09 2
GL 10 5
GL11 8 4 8
GL12 2 2 2
Total 394 76 -
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3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Mapa genético de alta densidade para Pinus taeda

A utilizacdo de material genético haploide como populacdo de mapeamento, aliada a
tecnologia de genotipagem DArT-seq permitiu a construcdao de um mapa genético para Pinus
taeda com resolugao e cobertura de mapa ainda nao descritas na literatura. A integracao
desse mapa com marcadores microssatélites de referéncia previamente mapeados e a
utilizacdo de uma arvore amplamente conhecida e utilizada para estudos genéticos de Pinus
taeda fornecem um recurso experimental importante para futuros projetos gendmicos,
notadamente uma ferramenta adicional para auxiliar a montagem do genoma de Pinus

taeda cujo sequenciamento esta em andamento (Wegrzyn, Lin et al., 2013)

O mapa mais recente publicado para Pinus taeda se baseia em um mapa consenso de duas
populacdes, denominadas "base” e "gt!", construidos com 75 e 85 irmdos completos
respectivamente, com um total de 460 marcadores mapeados em 12 grupos de ligacdo,
somando uma cobertura de mapa de 1.515 cM e intervalo entre os marcadores de 3,1 cM
(Echt, Saha, Krutovsky et al., 2011). A resolucdo desse mapa, entretanto, é limitada e
insuficiente para fornecer um mapa genético que possa auxiliar na montagem do genoma de
Pinus taeda. O mapa genético construido neste trabalho fornece uma quantidade de
marcadores trés vezes maior do que este mapa genético publicado para Pinus taeda. Os
marcadores DArT-seq obtidos a partir da tecnologia de genotipagem por sequenciamento
proporcionou a genotipagem e o0 mapeamento de 1.035 sequéncias do tipo
presenca/auséncia e 341 marcadores SNPs. Além destes, outros 1.516 marcadores DArT-seq
de alta qualidade sdao potencialmente mapeaveis caso algoritmos mais eficientes e maior
capacidade computacional para o ordenamento sejam disponibilizados, o que aumentaria a
densidade do mapa genético. Ao todo foram mapeados 1.408 marcadores, com elevado

suporte estatistico (1.035 marcadores in silico DArT, 341 SNPs e 32 microssatélites).

Tecnologias de genotipagem por sequenciamento ja foram utilizadas com sucesso para a
construcdo de mapas genéticos de outras espécies de plantas com genomas extensos e

complexos, como cevada, milho e trigo. Elshire et al. (2011) mapearam 24.186 tags do tipo
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presenca/auséncia utilizando a tecnologia de GbS em uma populacdo de cevada com 276
linhagens endogamicas recombinantes (RILs-Recombinant Inbred Lines) e 25.185 marcadores
SNPs em uma populacdo de mapeamento de milho com 43 linhagens de duplo haploide.
Poland et al. (2012) também desenvolveram um mapa genético de alta densidade para
cevada e trigo utilizando GbS com uma metodologia otimizada baseada no uso de duas
enzimas de restricdo, onde mais de 34.000 SNPs e 240.000 sequéncias curtas foram
mapeadas em um mapa de referéncia de cevada, e 20.000 SNPs e 367.000 sequéncias curtas
em um mapa de referéncia de trigo. Vale ressaltar que nestes experimentos foram aceitos
na andlise marcadores com até 80% de dados faltantes (ou seja call rate = 20%) os quais
foram imputados via algoritmos especificos baseado na informacdo prévia de sequéncia dos
haplétipos das linhagens parentais. Isso é possivel tendo em vista o fato de se tratar de
espécies autdgamas ou para as quais sdo utilizadas linhagens puras com extenso
desequilibrio de ligagcdo, o que permite a imputacdo de gendtipos com elevada acurdcia,
mesmo a grandes distancias fisicas. Em Pinus, espécie alégama, altamente heterozigota, ndo
sao disponiveis haplétipos de referéncia e a diversidade nucleotidica é consideravelmente
maior nestas espécies do que em plantas anuais. No nosso trabalho somente foram
utilizados marcadores com call rate > 90%, ou seja, o percentual maximo de dados faltantes
de 10%. Este rigor experimental evidentemente reduziu consideravelmente o numero total
de marcadores Uteis para cerca de 4.000 em comparacao aos estudos citados onde dezenas

de milhares de marcadores foram relatados.

A metodologia de reducdo de complexidade genémica utilizada como base da genotipagem
por sequenciamento DArT-seq aliada aos parametros rigorosos de filtragem adotados,
apresentou um bom desempenho do ponto de vista da qualidade dos marcadores obtidos,
mesmo em um genoma complexo como o de Pinus. Isto foi atestado pela facilidade com a
gual os marcadores retidos para andlise foram imediatamente agrupados em um nimero de
grupos exatamente correspondente ao numero de cromossomos da espécie. O fato da
técnica ndo demandar informacdo prévia de sequéncia, e se basear em reagentes universais
representa uma vantagem considerdvel. O acesso a metodologias de GbS para a
genotipagem de Pinus juntamente com mapas genéticos de alta densidade com estes
marcadores representa um avanco nas ferramentas gendmicas disponiveis para coniferas

em geral que atualmente ainda carecem de genomas de referéncia e qualidade.
115



3.4.2 Integragao de clones BAC ao mapa genético de alta densidade

Os resultados dos multiplos e complexos padrdes de alinhamento de marcadores DArT-seq
com os 100 clones BAC de Pinus taeda confirmaram a natureza complexa do genoma de
Pinus taeda, marcado por duplicacbes e sequéncias repetitivas dispersas no genoma.
Esforcos na manipulagdo fisica do genoma de coniferas em geral tém sido limitados em
fungdo do tamanho e da complexidade do seu genoma. Varias abordagens estdo sendo
considerados para o sequenciamento do genoma de coniferas. Inicialmente foram
apresentadas propostas baseadas no sequenciamento de alto rendimento de bibliotecas
BAC (Hamberger, Hall et al., 2009; Kovach, Wegrzyn et al., 2010; Magbanua, Ozkan et al.,
2011). Kovach et al. (2010) observaram atrdves do alinhamento de sequéncias curtas (40-
60pb) obtidos por whole genome shotgun (WGS) contra 10 clones BAC de Pinus taeda que
80% das sequéncias BAC continham cdpias similares em outra parte do genoma, mas apenas
23% tinham cépias idénticas (99% de identidade). Os dados do alinhamento revelaram
apenas trés marcadores DArT-seq com cOpias idénticas aos clones BAC, com a maioria dos
marcadores apresentando cépias similares em outra parte do genoma. Mais recentemente o
projeto que visa a geracdo de uma sequéncia de referéncia do genoma de Pinus taeda, esta
adotando uma combinacdo de diferentes estratégias complementares visando maximizar a
probabilidade de obtencdo de uma montagem de qualidade (Crepeau, Puiu et al., 2013).
Estas estratégias incluem o sequenciamento do DNA de um megagametdfito hapldide Unico
gue permite uma reducdo consideravel de complexidade embora seja limitado pela pouca
quantidade de DNA disponivel. Complementando esta estratégia, uma segunda abordagem
envolve a geracdo de sequéncias em alta densidade de bibliotecas de grupos (pools) de
fosmideos do DNA diploide do parental doador dos megagametodfitos. Esta estratégia,
embora cara e potencialmente de representacdo enviesada, fornece sequéncias contiguas

mais longas que facilitam a montagem do genoma.

Independentemente da estratégia de sequenciamento, a disponibilizacdo de um ou mais
mapas genéticos densos em marcadores baseados em sequéncias, como o mapa construido
neste trabalho, constitui um recurso experimental Gtil para os esforcos presentes e futuros
de montagem de uma sequéncia de referéncia para Pinus taeda. Na medida em que maiores

guantidades de sequéncias do genoma de Pinus taeda forem sendo disponibilizadas, novas
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analises de alinhamento dos marcadores deverdo permitir aumentar a quantidade de
sequéncias ancoradas ao mapa. Este estudo preliminar demonstrou, entretanto, que mesmo
com um mapa denso, a complexidade da tarefa de montar um genoma grande e complexo
como o de Pinus taeda é consideravel. Isso ficou evidenciado pelo fato de que mesmo com
um numero muito pequeno de alinhamentos de alta identidade entre alguns poucos
marcadores e alguns poucos BAC, ja foram observadas diversas ocorréncias que sugerem
regides duplicadas e sequéncias repetitivas dispersas no genoma. Uma solucdo para mitigar
este problema seria a gera¢ao de mapas genéticos de marcadores moleculares baseados em
sequéncias mais longas que permitissem um maior rigor no alinhamento. Genotipagem
baseada em técnicas de captura (targeted capture) com sondas seguida de sequenciamento
de ambas as extremidades da regido capturada poderiam fornecer esta solugdo que ja vem
sendo otimizada para Pinus taeda com sucesso (Neves, Davis et al., 2011; Neves, Davis et al.,

2013).
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Tabela Suplementar 3.1 — Relacdo dos 92 marcadores microssatélites selecionados para a genotipagem das 288 amostras de DNAs haploides

de megagametdfito.

m;:‘;i::tr:;tes Nmaat:ch:zrc:(::, Tm °C  Repeat motif ZZ:I:::\S;(O Iniciador direto 5'-3' Iniciador reverso 5'-3' Referéncia”
1 PtTX2080 G 52 (CAT)7 BV728818 [hex]-AAAGATGGTCGGTTGTAAAGTT TTGTCAGGCGGATAAGGTT 1
2 PtTX4221 G 50 (CT)6...(GT)7 AF455079 [hex]-CTTTTGTGAATGCGTGTGGCTATC ATGAAATGAAAGGCAGGAAAGGAA 1
3 PtTX2123 G 49 (AGC)8 BV728861 [hex]-GAAGAACCCACAAACACAAG GGGCAAGAATTCAATGATAA 2
4 PtTX2128 G 50 (GAC)8 BV728859 [6-fam]-TGGATAATCCTTTCAGTC TCTCGGATTCTCTTACAG 2
5 PtTX2146 G 57 E:(?EB_A;SCC(GCT) 76c BV728863  [hex]-CCTGGGGATTTGGATTGGGTATTTG  ATATTTTCCTTGCCCCTTCCAGACA 2
(CGT)5...(CCG)4...(CG
6 PtTX2164 G 50 Igé('rc)gT)?ég$;2?Cc,’;A'l:; BV728862 [C?;;:]A]:I' GAAAATCTTAAAAAAATTC TCAAATATTAAGAAGGTAACAATAC 2
10
7 PtTX2034 LC 50 (TTTG)7 AF286614 '[FG(::ZX]G GAGGAACATGTCATTTACT GCATGTCTGAATTATTGTGTTCTAT 1
8 PtTX2094 LC 52 %G)g#igﬁTG)g'"( BV728820 [6-fam]-CAACTGTGCCTGTGCTGTGT ATGGGTGGGTTGGTTATCTGA 1
9 PtTX3003 LC 50 (CC;lA;' 132(GAC)3...(GA AF455073 [6-fam]-CAAATCATTTAGTATCTCATATC AGGTGACTCTGACTTGAAA 1
10 PtTX3018 LC 50 (GAT)13 AF286616  [hex]-CCATTTATGAACCAGAGA ATTAAAACCATGAGACCTT 1
11 PtTX3021 LC 52 (T(:_E)lo...(GTl')l..(G AF286617  [6-fam]-TTCATCCTAGCTGCTTGCTTT CTCAGCGTCTACCCCATCAA 1
12 PtTX3029 LC 50 (GCT)8 BV728824  [6-fam]-CTTGTTGCTGCTTCTGC AACAAAATAATATAAATGCTCTGC 1
13 PtTX3043 LC 51 (AC)18(AT)8 AF441512  [6-fam]-AGGGTTCGTCTTTTCTTTG ATAGGTGGTCATGTTGTTTGT 1
14 PtTX3049 LC 51 (TG)16 BV728826  [6-fam]-GAAGTGATAATGGCATAGCAAAAT CAGACCCGTGAAAGTAATAAACAT 1
15  PtTX3052 LC 54 (ATC)8 BV728827  [6-fam]- AAAGACTCCTTGATGTTGTGAACA 1
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16

17

18

19

20

21

22
23
24
25
26
27
28

29

30

31
32
33
34

PtTX3063

PtTX3081

PtTX3087

PtTX3089

PtTX3091

PtTX3103

PtTX3105
PtTX3106
PtTX3107
PtTX3114
PtTX3116
PtTX3117
PtTX3120

PtTX3123

PtTX3125

PtTX4181
PtTX4214
PtTX2037
PtTX3011

LC

LC

LC

LC

LC

LC

LC
LC
LC
LC
LC
LC
LC

LC

LC

LC
LC
LC
LC

50

56

52

46

49

50

52
50
51
50
51
54
51

50

53

50
49
51
53

(CAA)15

(GTT)ATTT(GTT)13AT
T(GTT)6
(ATT)4(GTT)11TTT(G
TT)5GCT(GTT)3(ATT)
9
(CAT)5...(CAT)24...(C
AT)4
(GTT)10T13GGT10CT
5
(GAT)25(GAC)2GGC(
GAC)8

(GTT)9
(CAT)15
(CAT)14
(GTT)11T17
(TTG)7...(TTG)5
(CAT)9

(CAA)7CAT(CAA)25

(GAT)35...(GAC)8...(G
AC)6...(GAT)6
(CAA)11CAG(CAA)7
..(CAA)3CAG(CAA)3

(CAA)6

(CA)20
(GTGA)8(GT)14
(GAA)S...(GAT)15

BV728830

BV728831

AF441523

AF441524

BV728844

AF455074

BV728847
AF441529
BV728833
BV728835
BV728848
BV728836
BV728837

AF441535

AF441536

BV728850
BV728841
AF143959
BV728852

CCTCACTAGGAGGCTACGGAAGAG

[6-fam]-CAATCAGAATCAGCGGCAAACAAA

[6-fam]-GCCGAGGAAGCAAGCAACCAA

[6-fam]-TTGAAAGTCTTGTCCCTATGTAAT

[6-fam]-TGTAATTCATAGTCAAAAGGTT

[6-fam]-GTGGCCACCTGCTTATT

[6-fam]-GGATAATTAAGGTTGATACACATC

[6-fam]-TGTCGGTGGAGTTGGCAGTAGACT

[6-fam]-GAAAATTATAGGTCTGAT

[6-fam]-AAACAAGCCCACATCGTCAATC

[6-fam]-CATATAAATTTGTGAGGTA
[hex]-CCTCCCAAAGCCTAAAGAAT

[hex]-GTGATTGATGAGGAGGCTTACT

[6-fam]-CCCACAAACAAGGAGGTC

[6-fam]-TTTGGCAAAAGAACATTGAGAT

[6-fam]-TCTACTGCATCTGCTACCATACAT

[6-fam]-CTCTCCCCTTTATTTACACATTG

[6-fam]-AACATTTCCCAAGCCTCAA
[hex]-GCCTTTAGATGAATGAACCCA

[hex]- AATTTGGGTGTATTTTTCTTAGA

TTCAACAACATTCATCACACTA

CCTCGGCAGCCAAATCCTTCA

AAGAAAACCCCCAAACTCG

AATAGTACAATGAGTCAAGAAAAT

AACCCTTCCTATGACTATGG

CTTTTTGAGCATAGGAATAA

AGGGCCCAGCGTTTCCTG
ATACATGAAAGGAGGATTAG
TCCCCTGGATCTGAGGA
CATTATGTCCATTTAGTCC
CATACAAGGCCTTATCTTACAGAA
TAGGGACTGGCACCGATGAA
TAGCAGTCGAGTTAGAAGATTAGA

ATATTGGTATTAGTTGAAGTT

GAGCGAGGAGGAAACCAAAGAG

AAAGATTGGTCGGTTGGTTAT
ACATGGACATCAAGAAGAAGTG
TAAGCGGGATATTATAGAGTTT
AAAAGTTGAAGGAGTTGGTGATC

NN R R
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35
36
37
38
39

40

41

42

43

44
45

46

47
48
49
50
51
52
53
54
55

PtTX3013
PtTX3019
PtTX3030
PtTX3034
PtTX3037

PtTX2082

PtTX3002

PtTX3046

PtTX3096

PtTX3112
PtTX3127

PtTX4147

PtTX4183
PtTX4205
PtTX4228
PtTX4001
PtTX4009
PtTX4011
PtTX4036
PtTX4056
PtTX4058

LC
LC
LC
LC
LC

LC

LC

LC

LC

LC
LC

uM

uMm
uMm
uMm
uMm
uMm
UM
UM
UM
UM

52
51
50
50
52

52

51

50

52

50
51

56

49
49
46
50
52
51
50
51
51

(GTT)10
(CAA)10
(TA)4...(GGT)10
(GT)10(GA)13

(GA)9A13(CAA)15

(GT)14(GAGT)7(GA)1
3
(GAG)6...(GAG)4AA(
GAG)4

(AT)4

(GAT)6(GAA)3GAT(G
AA)7

A11(CAA)12

(CAA)10

(CAA)5(CAG)3(CAA)3
CAG(CAA)3...(CAG)3(
CAA)3

(AG)25
(GAA)10
(CA)14

(GT)15
(CA)3TA(CA)14
(CA)20

(CA)31

(GA)17

(GA)20

BV728853
BV728864
AF143972
BV728857
BV728858

AF277841

AF277846

AF333782

AF333783

AF333786
BV728849

BV728840

AF335095
AF455076
BV728843
BV728865
AF286631
BV728874
BV728879
BV728867
BV728868

[hex]-GCTTCTCCATTAACTAATTCTA

[6-fam]-AAGAATATCAAGCACTCC
[6-fam]-AATGAAAGGCAAGTGTCG
[hex]-TCAAAATGCAAAAGACG
[hex]-CGTTTGGAGCACTACTT

[6-fam]-AAATGTTTAATATGAAGTTGAG

[6-fam]-TTGTTGTGCTCATAATTACTAGTGT

[6-fam]-TATAGCTAGACCCGAAACA

[6-fam]-TAATTGGTTATCATTTGTCTTT

[6-fam]-AAAAGGGCCTCAAAGAAAAAT
[6-fam]-ACCCTTACTTTCAGAAGAGGATA

[hex]-CTCCGGACAAGAGCACAGGACTC

[6-fam]-ACATTGTAGGTTCCACTTTCAC
[hex]-CAAACGTTTAAATGGATGAAG
[hex]-ATATCATGTTTAGGTTGGTGTG
[6-fam]-CTATTTGAGTTAAGAAGGGAGTC

[6-fam]-ACCTTGACCTTGTAGAGC

[6-fam]-GGTAACATTGGGAAAACACTCA
[6-fam]-TGATGGGAAGGAAAAGAATAAAC
[6-fam]-TTAAGGCCAGTTCCAATACAAAAT
[hex]-AAGTGTTGGGAGAAAAATGTAAT

TCAAAATTGTTCGTAAAACCTC
CAAAGGCATAAAGAAACT
GAGATGCAAGATAAAGGAAGTT
ATTAGGACTGGGGATGAT
AAGTCACTTAATGCAATATGTA

GATGGATCTATGTTGGTTT

CTCCTAAGCTTGCTCATGTG

AGACCCGCTGGCATTAT

CATTGACTTAAAATCCATACAT

ATAGGGAGATAAGTTGAAAATA
AATTGGGGTTCAACTATTCTATTA

AGCTGGGTTTGGGACCATTCAC

TGCTTCCCCCATCTCAT
CTGGATGAATATTGATGTTGTCT
AGTTAGGCTTTTTGTCC
CTGTGGGTAGCATCATC
CTGTGTCCCTTTAGAGATAG
TTTAACCATCTATGCCAATCACTT
AATGCCCCCACAACTAAAAC
GAGCCCAACAACTAAAACAATGAG
CTCCTTCTGTCCCTATCCTCT

N N N NN

v »un »n »n L1 L
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56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

69

70
71
72
73
74
75
76
77
78

PtTX4090
PtTX4093
PtTX4112
PtTX4114
PtTX4137
PtRIP_0031
PtRIP_0065
PtRIP_0066
PtRIP_0079
PtRIP_0126
PtRIP_0165
PtRIP_0171
PtRIP_0211

PtRIP_0255

PtRIP_0293
PtRIP_0367
PtRIP_0369
PtRIP_0376
PtRIP_0388
PtRIP_0467
PtRIP_0567
PtRIP_0619
PtRIP_0629

c c c c c
L £ £ £ £

O O 60 60 60 60 60 60 0

O 606 60 0O 60 60 60 6o O

50
51
50
51
52
51
50
50
51
52
50
51
53

53

51
52
52
50
52
51
53
50
52

(CTT)6...(CTT)8
(CTT)16
(AT)6(GT)16
(CA)23
(GAA)21
(TTA)18
(CAA)4
(TAAA)7
(TTA)12
(TG)12
(TC)27(CA)12
(TG)15

(TAA)12

(TAAAA)S(TAAA)4)(T
AA)8

(TAAA)6
(TG)10T(TG)10
(TG)15
(CA)14(TA)4
(CA)12
(CATA)4...(CA)21
(CA)16
(CT)3...(TA)3(TG)15
(GA)3...(CA)16

BV728869
BV728871
BV728872
AF324791
BV728873
BV683043
BV683047
BV683048
BV683053
BV683062
BV683070
BV683072
BV683076

BV683147

BV683078
BV683081
BV683082
BV683083
BV683084
BV683150
BV683089
BV683091
BV683094

[6-fam]-ACTTTCAAGATTCACTAATG
[6-fam]-TTGCTTTGCTAATGTTGACCTG
[6-fam]-CCCTCTGTTAGCCGATGTA
[hex]-ACACATGTCTTGAGGAGT
[hex]-CATTGTATTAGTCCTAGCCTCTGT
[6-fam]-CCAACCAATGTGGTTCATCA
[hex]-CCAACAGCACTTACCCAAAA
[hex]-GTTGATAGAGTTTCATGTGGTGC
[hex]-TGATTTGATCCCTCTAGGCG
[hex]-TCATACCGAGAGAGGTCTTTG
[6-fam]-TGGAAGCCACAATTTGTTGA
[hex]-TGATCCTAAGCCTTAGAAACCC
[hex]-GAGGGGGTCTCATACACCAA

[hex]-TCCTCCTGAGTGGTCCCATA

[hex]-CGCTACTATTGGCCGAATCT
[hex]-CCAATGCATAATGCAACCAC
[hex]-GGTTGTTGTGCACGAGCTTA
[hex]-AGGAATTGGTGATTCATGTGG
[6-fam]-CACAACACTCAAACATGCTCAA
[hex]-CTTGGCGACCTTGTCATACA
[hex]-GTTGGTGAGGAGACTTGGGA
[6-fam]-CAGCTCTCTTAATAGCCTCGG
[hex]-GGTTGTGCTTTCCCAGAGAG

AGTCCAGCACTCCAAGAAA
CTAGAGTATGCCTTGAGC
AATGTTAGCCCTAGATGTTTGATG
TCAATTTGATCTATAACTTTCACC
GGTGCACCCAACAATGTG
AGGAAAATAGAAGGGAATAAGACC
AGCCTCATGAAAGCCCAGTA
TGGATGAAGAATTTTGTAGTCAA
AATCTTGAAAAGAAATTCAATATGAGA
GAGCTTAATTTGTGCCTGCC
TGCAATAAAACCATGCAACAA
TTTTGTCACCCATGCATATGA
TGCATAGAGGATGTATTTCTTGGA

ATGGATATGAGGCCTGTTGG

CTGTGAGGAAATCCCTGGAA
TAGCCATGGTGCTCAGTCTG
TCAGTGAAGTTCAAGGGAGGTT
ATAAAAGAATCGGCCCTGGT
AAGAGGATGTGAGGTCCCAA
GGGTCCTTAGGGATCATGGT
AAGAACAATTCCAATATGGATGA
GCACATAGCAACGCTGAAGA
GAATGCAAGGTAGCCAGGAG

a oo o o o o o o unou»o o un o un o wn

(o)}

a O O O oo OO oo o O
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79
80
81
82
83
84

85

86
87
88

89

90

91

92

PtRIP_0852
PtRIP_0968
PtRIP_0984
PtSIFG_0371
PtSIFG_0566
PtSIFG_0737

PtSIFG_0745

PtSIFG_1178
PtSIFG_1207
PtSIFG_2461

PpSIFG_3145
RPtestl1l
RPtest9

SsrPt_ctg4487b

G

G

G
EST
EST
EST

EST

EST
EST
EST

EST

EST

EST

EST

53
51
51
50
52
51

50

52
51
52

50

52

52

50

(CT)3...(CT)3..(TG)18
(TG)22

(TG)18

(AGC)5

(GGGAAG)4

(CAG)6...(CAGCAT)6
(AGGTTG)4(GGCTGA
)5

(CcCT)9

(TTA)6
(GC)4(GC)4(GCAG)4

(GAG)5(CAG)5(GCA)
6

(ATC)7

(GAG)5(GCA)7(GCA)
5

(CcGg)10

BV683115
BV683124
BV683125
BV728748
BV728755
BV728669

BV728671

BV728697
BV728789
BV728721

BV728651

BV728796

BV728800

BV728808

[6-fam]-GTTATCCCCCATGTTGTTGC
[hex]-TCTACGACAAAACCACGTAGTG
[6-fam]-TGTGACCTGAAAATTCCCCT
[6-fam]-TGAGCAACTCCAGATCTCAAA
[hex]-ACTTAGTGGGAAAGGGGGAA
[6-fam]-GCAAGGGGAATTGCTTATGA

[6-fam]-AAGAAAGGCGGACTAGGAGC

[6-fam]-TATCAGGTATAGGCCTCCGC
[6-fam]-TTGAAAGACCTGAGGGAACG
[6-fam]-AAACTGCGTGAGGTGCTCTT

[6-fam]-TGTATATTCGCCCTGGTGGT
[6-fam]-AGGATGCCTATGATATGCGC
[6-fam]-CCAGACAACCCAAATGAAGG

[6-fam]-ATGACGCATTATCAGGGGAA

GGGTAGAAGCACTATGCTTTCATT

CATGTGGCTTTGTGGCATAT
GGCTTGCAACCAGTTCCATA
GGTCTCTTGGTGCAGGGTTA
TTCCTCAGCCAAAAGCTCTC
GGGATCGCATCAGCTGTAAT

GTGAACCCACAATTCCCAAC

TAATCCCTTCAACGAAACGG
ACAGTGCTTCAACGTGCATC
CTTCTCGATGATGTGCCTGA

ATCAAATCCAGAATCAGGCG

AACCATAACAAAAGCGGTCG

GCCTGCTATCGAATCCAGAA

TTGCACAGAAAGCAGGTTTG

a o OO O o O

® Natureza dos marcadores microssatélites: (EST) sequéncia expressas marcadas, (G) bibliotecas gendmicas, (LC) bibliotecas de baixa cépia e (UM) bibliotecas hipo-metiladas.

® Referéncias 1- (Auckland, Bui et al., 2002); 2- (Elsik, Minihan et al., 2000); 3- (Kutil e Williams, 2001), 4-(Elsik e Williams, 2001), 5- (Zhou, Bui et al., 2002), 6- (Echt, Saha, Krutovsky et al.,

2011), 7- (Chagne, Chaumeil et al., 2004).
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Tabela Suplementar 3.2. - Relagdo dos locos amplificados na genotipagem dos 92

marcadores microssatélites nos 288 DNAs haploides de megagametofito.

Natureza Tamanho Tamanho
Locos dos . Grupo de
microssatélites dos . esperado  observado Poli/Mono ligagio
marcadores (pb) (pb)

1 PtTX2123 G 201 195/198 P 09
2 PtTX2128 G 237 228/238/241 P 08
3 PtTX2146 G 180 175/185 P 03
4 PtTX2164 G 252 243/246 P 03
5 PtTX4221 G 197 176/194 P 10
6 PtTX2034 A LC 170 134/160 P as5%
7 PtTX2034 B LC 170 142 P 06
8 PtTX2094 LC 324 324 P 02
9 PtTX3018 LC 155 130/152 P 10
10 PtTX3021 A LC 471 158/161 P 02
11 PtTX3021 8B LC 471 177/180 P 07
12 PtTX3021 C LC 471 117/218 P 02
13 PtTX3021 D LC 471 427/440 P 08
14 PtTX3021E LC 471 126 P 10
15 PtTX3021 F LC 471 146 P 12
16 PtTX3021 G LC 471 182 P 08
17 PtTX3021H LC 471 190 P 04
18 PtTX30211 LC 471 205 P 10
19 PtTX3021) LC 471 230 P 04
20 PtTX3021 L LC 471 234 P 07
21 PtTX3021 M LC 471 245 P as5%
22 PtTX3021 N LC 471 256 P 02
23 PtTX3021 0 LC 471 263 P 08
24 PtTX3029 A LC 255 253/256 P 11
25 PtTX3029 B LC 255 213 P 05
26 PtTX3034 LC 207 203/205 P 08
27 PtTX3043 A LC 260 194/195 P 10
28 PtTX3043 B LC 260 216 P 07
29 PtTX3043 C LC 260 260 P 02
30 PtTX3043 D LC 260 273 P 11
31 PtTX3049 LC 311 300/302 P 05
32 PtTX3052 A LC 242 239/259 P as<5%
33 PtTX3052 B LC 242 318/338 P as<5%
34 PtTX3081 LC 234 207 P 11
35 PtTX3087 LC 292 247/282 P 04
36 PtTX3089 A LC 260 311/336 P 07
37 PtTX3089 B LC 260 168 P 02
38 PtTX3091 A LC 229 220/226 P 06
39 PtTX3091 B LC 229 74 P 05
40 PtTX3105 LC 201 183/188 P 03
41 PtTX3106 LC 171 160/166 P 02
42 PtTX3114 LC 188 75/187 P 08
43 PtTX3116 LC 141 135/142 P 03
44 PtTX3117 LC 191/223 192/208 P 11
45 PtTX3120 A LC 282 180 P as5%
46 PtTX3120B LC 282 237 P 03
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47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

PtTX3120 C
PtTX3120 D
PtTX3123 A
PtTX3123 B
PtTX3125 A
PtTX3125 B
PtTX3127 A
PtTX3127 B
PtTX3127 C
PtTX4181
PtTX4214 A
PtTX4214 B
PtTX4214 C
PtTX4001
PtTX4011
PtTX4056
PtTX4058
PtTX4090
PtTX4112
PtTX4147
PtTX4183 A
PtTX4183 B
PtTX4183 C
PtTX4205
PtTX4228
PtRIP_0031
PtRIP_0066
PtRIP_0079
PtRIP_0126
PtRIP_0165
PtRIP_0171
PtRIP_0211
PtRIP_0255
PtRIP_0367
PtRIP_0369
PtRIP_0376 B
PtRIP_0376 C
PtRIP_0388
PtRIP_0467
PtRIP_0567
PtRIP_0619 A
PtRIP_0619 B
PtRIP_0629 A
PtRIP_0629 B
PtRIP_0629 C
PtRIP_0629 D
PtRIP_0852
PtRIP_0984
PtSIFG_0371
PtSIFG_0737
PtSIFG_0745
PtSIFG_1207
PtSIFG_2461
PPSIFG_3145 A
PpSIFG_3145 B

OO0 0

(9]

EST-SSR
EST-SSR
EST-SSR
EST-SSR
EST-SSR
EST-SSR
EST-SSR

282
282
300
300
302
302
183
183
183
388
164
164
164
220
290
432
141
188
446
193
200
200
200
150
158
261
114
153
174
220
207
159
99/134
209
161
189
189
203
178
152
191
191
157
157
157
157
213
220
408/416
414/438
466/491
211/222
402/430
370/402
370/402

274
299
161/241
158

240
264

157

175

182
392/417
160/162
178

278
215/223
266/280
414/434
140/150
186/192
442/450
189/196
188/204
160

185
137/143
148/154
234/259
95
131/149
153/173
200/220
195/210
143/152
106/117
167
156/160
184

192

250

173
131/148
192/195
239
152/158
134

136

142
193/211
217/225
408/411
424/429
474/480
210/216
424/429
392/400
246

W U U U U U U U U U U U U U U U TV U U UV U UV TOUVTUV U UV TOUVTOUV U UV TV U UV UV UV U UV TV UV UV UV UV UV UV TV UV UV UV UV UV UV O

as<5%
03
08

N.M.
06
11
03
10
07
01
05

a<5%
03
04
02
07
05
07
07
05
12
07
10
06
03
12
07
12
03
10
10
01
10
10
03
10
10
09
05
06
06
06
06
03
10
05
08
01
10
10
10
02
03
03
04
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102  RPtest9 EST-SSR 289 270/278 P 03

103  SsrPt_ctg4487b  EST-SSR 239/250  233/236 P 03

104  PtTX3046 LC 162 ML ML N.M.
105  PtTX2080 G 161 136 M N.M.
106  PtTX2037 LC 145/187 172 M N.M.
107 PtTX2082 LC 253 212 M N.M.
108  PtTX3002 LC 194 191 M N.M.
109 PtTX3003 LC 219 155 M N.M.
110 PtTX3013 LC 134 128 M N.M.
111 PtTX3030 LC 287 132 M N.M.
112 PtTX3037 LC 144 135 M N.M.
113 PtTX3063 LC 246/296 203 M N.M.
114  PtTX3096 LC 260 186 M N.M.
115 PtTX3103 LC 204 130 M N.M.
116 PtTX3107 LC 179 164 M N.M.
117  PtTX3112 LC 161 176 M N.M.
118  PtTX4009 UM 280 249 M N.M.
119 PtTX4036 UM 458 480 M N.M.
120 PtTX4093 UM 322 408 M N.M.
121  PtTX4114 UM 113 (130) 91 M N.M.
122 PtTX4137 UM 159/197 139 M N.M.
123 PtRIP_0065 G 142 378 M N.M.
124 PtRIP_0293 G 184 160 M N.M.
125 PtSIFG_0566 EST-SSR 104/124 111 M N.M.
126 PtSIFG_1178 EST-SSR 324/334 330 M N.M.
127 RPtest11 EST-SSR 213 118 M N.M.
128 PtRIP_0968 G 201 nd nd N.M.
129 PtTX3011 LC 186 nd nd N.M.
130 PtTX3019 LC 223 nd nd N.M.

® Natureza dos marcadores microssatélites: (EST) sequéncia expressas marcadas, (G) bibliotecas gendmicas, (LC)
bibliotecas de baixa copia e (UM) bibliotecas hipo-metiladas.
b p. polimérfico, M- monomérfico, ML- multilocos, nd- nada amplificado, N.M — ndo mapeado.

Figura suplementar 3.1 - Mapa genético de alta densidade para Pinus taeda obtido
apos a terceira tentativa (third round) mais relaxada de ordenamento dos marcadores
in silico DArT, SNP e microssatélites. O mapa inclui 2.437 marcadores distribuidos em
12 grupos de ligagdo com cobertura de mapa de 1.226,47cM, sendo 1.786 marcadores
in silico DArT (em preto), 589 SNP (em verde sublinhado) e 62 microssatélites (em

vermelho). Escala em centiMorgan (cM) a esquerda.
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Tabela Suplementar 3.3 - Relacdo dos marcadores agrupados e ordenados ao mapa
genético de alta densidade de Pinus taeda. Ao todo 3.953 marcadores foram
agrupados nos 12 grupos de ligacao referente aos 12 cromossomos de P. taeda, sendo
2.973 marcadores in silico DArT, 885 SNPs e 95 microssatélites. Posicdo do
ordenamento no mapa com alto suporte estatistico (second round) e do ordenamento
mais relaxado (third round) em centiMorgan (cM). Marcadores agrupados nos grupos
de ligacdo, 01, 02, 07, 08 e 10, ndo foram mapeados na terceira tentativa mais
relaxada de ordenamento. N.O - Marcadores agrupados, mas ndao ordenados; Em
negrito - marcadores microssatélites.

Ordenamento ao mapa
Naturezado  Grupo de

ClonelD Marcadores

marcador’ ligagdo "second "third round"

round" (cM) (cM)
1 100016154 pPt-16154 DArT GLO1 0,00 N.O.
2 100018538 pPt-18538 DArT GLO1 N.O. N.O.
3 100018891 pPt-18891_s SNP 52:C>A GLO1 0,77 N.O.
4 100028833 pPt-28833_s SNP 51:A>G GLO1 N.O. N.O.
5 100000221 pPt-00221 DArT GLO1 1,19 N.O.
6 100000408 pPt-00408 DArT GLO1 1,26 N.O.
7 100018284 pPt-18284 DArT GLO1 1,58 N.O.
8 100018570 pPt-18570 DArT GLO1 1,67 N.O.
9 100001480 pPt-01480_s SNP 26:C>G GLO1 1,43 N.O.
10 100015151 pPt-15151 DArT GLO1 1,62 N.O.
11 100018263 pPt-18263 DArT GLO1 1,60 N.O.
12 100000165 pPt-00165 DArT GLO1 1,71 N.O.
13 100035686 pPt-35686 DArT GLO1 1,86 N.O.
14 100000150 pPt-00150 DArT GLO1 2,38 N.O.
15 100020676 pPt-20676 DArT GLO1 2,25 N.O.
16 100020662 pPt-20662 DArT GLO1 2,41 N.O.
17 100021015 pPt-21015 DArT GLO1 2,42 N.O.
18 100019561 pPt-19561 DArT GLO1 2,41 N.O.
19 100000241 pPt-00241 DArT GLO1 2,47 N.O.
20 100021278 pPt-21278 DArT GLO1 2,46 N.O.
21 100023790 pPt-23790 DArT GLO1 2,47 N.O.
22 100020413 pPt-20413_s SNP 18:T>C GLO1 2,55 N.O.
23 100027624 pPt-27624 DArT GLO1 2,63 N.O.
24 100028748 pPt-28748_s SNP 27:A>G GLO1 2,69 N.O.
25 100006335 pPt-06335 DArT GLO1 2,94 N.O.
26 100022833 pPt-22833 DArT GLO1 3,26 N.O.
27 100017407 pPt-17407 DArT GLO1 3,54 N.O.
28 100020375 pPt-20375 DArT GLO1 3,48 N.O.
29 100027537 pPt-27537_s SNP 10:G>A GLO1 3,67 N.O.
30 100018515 pPt-18515 DArT GLO1 3,73 N.O.
31 100016115 pPt-16115 DArT GLO1 3,82 N.O.
32 100024378 pPt-24378 DArT GLO1 4,15 N.O.
33 100021531 pPt-21531 DArT GLO1 4,36 N.O.
34 100002875 pPt-02875_s SNP 19:C>T GLO1 N.O. N.O.
35 100002843 pPt-02843_s SNP 23:G>A GLO1 5,00 N.O.
36 100020412 pPt-20412 DArT GLO1 5,51 N.O.
37 100026766 pPt-26766_s SNP 18:G>A GLO1 5,83 N.O.
38 100021349 pPt-21349 DArT GLO1 8,41 N.O.
39 100022970 pPt-22970 DArT GLO1 N.O. N.O.
40 100035678 pPt-35678 DArT GLO1 11,80 N.O.
41 100021675 pPt-21675 DArT GLO1 11,73 N.O.
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

PtRIP_0211
100017627
100015006
100022615
100018552
100023076
100021381
100021113
100021954
100018764
100021404
100016686
100050472
100000316
100025642
100018367
100000610
100021620
100024457
100024036
100023192
100019993
100022640
100035738
100035765
100024244
100022012
100003317
100021448
100035818
100030808
100022568
100003886
100024455
100019884
100003029
100002166
100023008
100020036
100024610
100019805
100021086
100022236
100017252
100017488
100023902
100021913
100001308
100025047
PtRIP_0984
100029101
100022346
PtTX4181

100035770
100018196
100016730
100027024
100021492

PtRIP_0211
pPt-17627
pPt-15006
pPt-22615
pPt-18552
pPt-23076
pPt-21381
pPt-21113
pPt-21954
pPt-18764
pPt-21404
pPt-16686
pPt-50472
pPt-00316
pPt-25642_s
pPt-18367
pPt-00610
pPt-21620
pPt-24457
pPt-24036
pPt-23192
pPt-19993
pPt-22640
pPt-35738
pPt-35765
pPt-24244
pPt-22012_s
pPt-03317_s
pPt-21448
pPt-35818
pPt-30808_s
pPt-22568
pPt-03886_s
pPt-24455
pPt-19884
pPt-03029_s
pPt-02166_s
pPt-23008
pPt-20036
pPt-24610
pPt-19805
pPt-21086
pPt-22236
pPt-17252
pPt-17488
pPt-23902
pPt-21913
pPt-01308_s
pPt-25047_s
PtRIP_0984
pPt-29101_s
pPt-22346
PtTX4181
pPt-35770
pPt-18196
pPt-16730
pPt-27024 _s
pPt-21492

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 48:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 28:T>A
SNP 12:G>A
DArT

DArT

SNP 37:G>A
DArT

SNP 57:A>T
DArT

DArT

SNP 53:A>G
SNP 13:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 19:G>T
SNP 37:C>G
SSR

SNP 28:G>C
DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

SNP 17:G>C
DArT

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1

N.O.
11,94
12,86
13,05
13,15
13,33
13,72
13,57
13,78
13,62
14,09
14,22
16,27
16,67
16,52
16,57
16,67
16,60
16,67
16,90
17,07
17,24
16,56
16,54
20,29
26,11
26,57
28,08
27,95
28,62
28,99
29,45
30,65
31,22
31,43
31,80
33,05
N.O.
39,49
N.O.
N.O.
47,62
47,49
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
65,61
67,80
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
70,70
70,93

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157

100022181
100020095
100029803
100035768
100002568
100025165
100023009
100027184
100019923
100029188
100018423
100017773
100016189
100026713
100024699
100022790
100000251
100020292
100019865
100013674
100022415
100022261
100021179
100017860
100024876
100018383
100020238
100022637
100013676
100024105
100013677
100021750
100025311
100021107
100019203
100019973
100017618
100021651
100024052
100000139
100002311
100025330
100035798
100020014
100022868
100020612
100016658
100003504
100024246
100029587
100018826
100024695
100000023
100023436
100017528
100019810
100024831
100022292

pPt-22181
pPt-20095
pPt-29803_s
pPt-35768
pPt-02568_s
pPt-25165
pPt-23009
pPt-27184 s
pPt-19923
pPt-29188
pPt-18423
pPt-17773
pPt-16189
pPt-26713_s
pPt-24699
pPt-22790
pPt-00251
pPt-20292
pPt-19865
pPt-13674
pPt-22415
pPt-22261
pPt-21179
pPt-17860
pPt-24876
pPt-18383
pPt-20238
pPt-22637_s
pPt-13676
pPt-24105
pPt-13677
pPt-21750
pPt-25311
pPt-21107
pPt-19203
pPt-19973
pPt-17618
pPt-21651
pPt-24052
pPt-00139
pPt-02311_s
pPt-25330
pPt-35798
pPt-20014
pPt-22868
pPt-20612_s
pPt-16658
pPt-03504_s
pPt-24246
pPt-29587_s
pPt-18826
pPt-24695
pPt-00023
pPt-23436
pPt-17528
pPt-19810
pPt-24831
pPt-22292

DArT

DArT

SNP 28:G>C
DArT

SNP 45:G>A
DArT

DArT

SNP 8:T>C

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 7:G>A

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 32:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 6:C>A

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 42:A>C
DArT

SNP 10:A>G
DArT

SNP 12:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1

71,82
72,55
72,52
72,86
72,81
74,06
74,87
75,46
75,99
75,54
76,16
75,85
75,89
75,74
75,99
75,99
75,99
76,10
76,16
76,17
76,17
76,20
76,25
76,22
76,21
76,21
76,28
76,31
76,30
76,28
76,31
76,32
76,36
76,40
76,41
76,35
76,64
76,53
76,25
76,66
77,17
77,25
76,66
76,91
76,81
77,46
80,89
82,43
83,16
83,12
84,62
85,57
85,80
86,05
86,00
86,14
86,26
86,97

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

143



158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215

100026043
100026201
100000299
100024334
100018889
100019472
100020569
100022690
100019755
100018238
100016215
100000145
100026223
100022809
100021168
100026049
100001246
100029718
100014949
100023195
100023276
100019087
100000024
100000049
100000050
100000051
100000057
100000063
100000076
100000090
100000113
100000196
100000311
100000312
100000321
100000403
100000433
100000441
100000506
100000688
100000809
100001193
100001638
100001687
100002382
100002414
100002497
100002710
100002790
100003141
100003172
100003354
100003434
100003566
100003667
100003715
100003774
100003828

pPt-26043_s
pPt-26201
pPt-00299
pPt-24334
pPt-18889
pPt-19472
pPt-20569
pPt-22690
pPt-19755
pPt-18238
pPt-16215
pPt-00145
pPt-26223 s
pPt-22809
pPt-21168
pPt-26049
pPt-01246_s
pPt-29718 s
pPt-14949
pPt-23195
pPt-23276
pPt-19087
pPt-00024
pPt-00049
pPt-00050
pPt-00051
pPt-00057
pPt-00063
pPt-00076
pPt-00090
pPt-00113
pPt-00196
pPt-00311
pPt-00312
pPt-00321
pPt-00403
pPt-00433
pPt-00441
pPt-00506
pPt-00688_s
pPt-00809_s
pPt-01193_s
pPt-01638_s
pPt-01687_s
pPt-02382_s
pPt-02414 s
pPt-02497_s
pPt-02710_s
pPt-02790_s
pPt-03141 s
pPt-03172_s
pPt-03354_s
pPt-03434 s
pPt-03566_s
pPt-03667_s
pPt-03715_s
pPt-03774_s
pPt-03828_s

SNP 54:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 5:G>A
DArT
DArT
DArT
SNP 21:T>C
SNP 57:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 40:T>G
SNP 44:G>A
SNP 66:G>C
SNP 26:C>A
SNP 19:T>C
SNP 68:A>T
SNP 65:T>C
SNP 29:T>C
SNP 13:C>A
SNP 22:G>C
SNP 42:G>A
SNP 55:T>C
SNP 17:G>A
SNP 46:C>G
SNP 15:T>C
SNP 37:A>T
SNP 21:T>G
SNP 22:T>C
SNP 15:C>G

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1

87,24
88,90
91,51
91,58
92,00
92,15
92,07
92,40
92,93
93,28

N.O.
93,85
N.O.
94,27
N.O.
99,28
N.O.
N.O.
107,82
N.O.
111,11
112,15
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273

100007688
100008822
100013562
100013563
100013565
100013892
100013974
100014241
100014249
100014295
100014447
100014448
100015286
100015494
100016067
100016332
100016550
100016810
100016851
100016882
100016898
100016992
100017022
100017295
100017460
100017521
100017616
100017647
100017667
100017736
100017806
100017815
100017850
100017864
100017923
100017931
100017941
100017969
100018063
100018091
100018264
100018319
100018366
100018378
100018384
100018440
100018457
100018488
100018495
100018509
100018547
100018562
100018595
100018601
100018610
100018704
100018747
100018765

pPt-07688
pPt-08822
pPt-13562
pPt-13563
pPt-13565
pPt-13892
pPt-13974 s
pPt-14241
pPt-14249
pPt-14295
pPt-14447
pPt-14448
pPt-15286_s
pPt-15494
pPt-16067
pPt-16332
pPt-16550
pPt-16810
pPt-16851
pPt-16882
pPt-16898
pPt-16992
pPt-17022
pPt-17295
pPt-17460
pPt-17521
pPt-17616
pPt-17647
pPt-17667
pPt-17736
pPt-17806
pPt-17815
pPt-17850
pPt-17864
pPt-17923
pPt-17931
pPt-17941
pPt-17969
pPt-18063
pPt-18091
pPt-18264
pPt-18319
pPt-18366
pPt-18378_s
pPt-18384
pPt-18440_s
pPt-18457
pPt-18488
pPt-18495
pPt-18509
pPt-18547
pPt-18562
pPt-18595
pPt-18601
pPt-18610
pPt-18704
pPt-18747
pPt-18765

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 51:A>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 11:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 53:T>G
DArT
SNP 32:T>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331

100018854
100018898
100018901
100018929
100018985
100019004
100019015
100019179
100019206
100019259
100019275
100019286
100019298
100019322
100019378
100019411
100019484
100019566
100019723
100019744
100019773
100019822
100019824
100019965
100019976
100019998
100020004
100020034
100020046
100020122
100020175
100020212
100020237
100020248
100020274
100020359
100020389
100020391
100020397
100020401
100020447
100020460
100020510
100020515
100020535
100020598
100020654
100020693
100020718
100020720
100020737
100020739
100020748
100020777
100020809
100020822
100020874
100020878

pPt-18854
pPt-18898
pPt-18901
pPt-18929
pPt-18985
pPt-19004
pPt-19015
pPt-19179
pPt-19206
pPt-19259
pPt-19275
pPt-19286
pPt-19298
pPt-19322
pPt-19378
pPt-19411
pPt-19484
pPt-19566
pPt-19723
pPt-19744
pPt-19773
pPt-19822
pPt-19824 s
pPt-19965
pPt-19976
pPt-19998
pPt-20004
pPt-20034
pPt-20046
pPt-20122
pPt-20175
pPt-20212
pPt-20237
pPt-20248
pPt-20274
pPt-20359
pPt-20389
pPt-20391
pPt-20397
pPt-20401
pPt-20447
pPt-20460
pPt-20510
pPt-20515
pPt-20535
pPt-20598
pPt-20654
pPt-20693
pPt-20718
pPt-20720
pPt-20737
pPt-20739_s
pPt-20748
pPt-20777
pPt-20809
pPt-20822
pPt-20874
pPt-20878

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 55:G>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 46:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389

100020928
100020949
100020952
100020999
100021000
100021048
100021058
100021077
100021089
100021106
100021161
100021201
100021267
100021323
100021392
100021450
100021488
100021502
100021529
100021605
100021611
100021624
100021635
100021670
100021737
100021742
100021786
100021827
100021894
100021910
100021918
100021923
100021958
100022017
100022019
100022022
100022208
100022233
100022246
100022294
100022363
100022387
100022472
100022473
100022520
100022574
100022604
100022643
100022683
100022728
100022739
100022769
100022877
100022892
100022925
100022937
100022964
100022965

pPt-20928
pPt-20949
pPt-20952
pPt-20999
pPt-2pPt-
pPt-21048
pPt-21058
pPt-21077
pPt-21089
pPt-21106_s
pPt-21161
pPt-21201
pPt-21267
pPt-21323
pPt-21392
pPt-21450
pPt-21488
pPt-21502
pPt-21529
pPt-21605_s
pPt-21611
pPt-21624
pPt-21635
pPt-21670
pPt-21737_s
pPt-21742
pPt-21786
pPt-21827
pPt-21894
pPt-21910
pPt-21918
pPt-21923
pPt-21958
pPt-22017
pPt-22019
pPt-22022
pPt-22208
pPt-22233
pPt-22246
pPt-22294
pPt-22363
pPt-22387
pPt-22472
pPt-22473
pPt-22520
pPt-22574
pPt-22604
pPt-22643
pPt-22683
pPt-22728
pPt-22739
pPt-22769
pPt-22877
pPt-22892
pPt-22925
pPt-22937
pPt-22964
pPt-22965

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 47:A>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 31:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 53:A>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447

100022980
100022987
100022999
100023119
100023181
100023203
100023302
100023362
100023366
100023434
100023542
100023601
100023626
100023630
100023734
100023799
100023850
100023881
100023907
100023961
100024029
100024068
100024096
100024098
100024108
100024135
100024149
100024159
100024181
100024195
100024198
100024203
100024390
100024487
100024537
100024662
100024693
100024748
100024783
100024863
100024962
100024963
100024971
100025013
100025048
100025049
100025061
100025064
100025218
100025286
100025402
100025486
100025604
100026362
100026446
100026490
100026502
100026994

pPt-22980
pPt-22987
pPt-22999
pPt-23119
pPt-23181
pPt-23203
pPt-23302
pPt-23362
pPt-23366
pPt-23434
pPt-23542
pPt-23601
pPt-23626
pPt-23630
pPt-23734
pPt-23799
pPt-23850
pPt-23881
pPt-23907
pPt-23961
pPt-24029
pPt-24068_s
pPt-24096
pPt-24098
pPt-24108
pPt-24135
pPt-24149
pPt-24159
pPt-24181 s
pPt-24195
pPt-24198
pPt-24203
pPt-24390
pPt-24487
pPt-24537
pPt-24662_s
pPt-24693
pPt-24748
pPt-24783
pPt-24863
pPt-24962
pPt-24963
pPt-24971
pPt-25013
pPt-25048 s
pPt-25049
pPt-25061_s
pPt-25064
pPt-25218
pPt-25286
pPt-25402
pPt-25486
pPt-25604
pPt-26362_s
pPt-26446_s
pPt-26490_s
pPt-26502
pPt-26994 s

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 17:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 22:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 47:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 45:C>T
DArT

SNP 63:T>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 6:C>A

SNP 22:C>T
SNP 30:C>G
DArT

SNP 54:G>T

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505

100026995
100027161
100027523
100027621
100027921
100028159
100028679
100028702
100028985
100029030
100029094
100029145
100029520
100029783
100029966
100030016
100030309
100030332
100030427
100035654
100035715
100035728
100035734
100035801
100035811
100016456
100018649
100019946
100023982
100023748
100022025
100026620
PtTX2094

100022626
100003512
PtTX3021

100018199
PtTX3043

100000438
100024647
100023209
100021567
100017890
100020892
100000244
100020867
PtTX3106

100015226
100024719
PtTX4011

100003356
100017239
100022718
100001705
100003505
100021770
100023102
100022756

pPt-26995_s
pPt-27161_s
pPt-27523 s
pPt-27621_s
pPt-27921 s
pPt-28159 s
pPt-28679_s
pPt-28702_s
pPt-28985_s
pPt-29030_s
pPt-29094 s
pPt-29145_s
pPt-29520_s
pPt-29783_s
pPt-29966_s
pPt-30016_s
pPt-30309_s
pPt-30332_s
pPt-30427_s
pPt-35654
pPt-35715
pPt-35728
pPt-35734
pPt-35801
pPt-35811
pPt-16456
pPt-18649
pPt-19946
pPt-23982
pPt-23748
pPt-22025
pPt-26620_s
PtTX2094
pPt-22626
pPt-03512_s
PtTX3021_A
pPt-18199
PtTX3043_C
pPt-00438
pPt-24647
pPt-23209_s
pPt-21567
pPt-17890
pPt-20892
pPt-00244
pPt-20867
PtTX3106
pPt-15226
pPt-24719
PtTX4011
pPt-03356_s
pPt-17239 s
pPt-22718
pPt-01705_s
pPt-03505_s
pPt-21770_s
pPt-23102
pPt-22756

SNP 56:G>A
SNP 52:C>G
SNP 55:C>T
SNP 7:T>G
SNP 42:C>A
SNP 57:G>C
SNP 65:T>C
SNP 45:T>C
SNP 42:T>C
SNP 39:C>T
SNP 47:C>T
SNP 8:T>C
SNP 61:T>C
SNP 42:G>C
SNP 37:C>T
SNP 40:T>C
SNP 8:A>G
SNP 53:T>C
SNP 16:A>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 44:T>C
SSR

DArT

SNP 11:G>A
SSR

DArT

SSR

DArT

DArT

SNP 50:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

SSR

SNP 60:A>G
SNP 25:G>C
DArT

SNP 51:G>A
SNP 16:G>T
SNP 17:G>T
DArT

DArT

GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
N.O.
3,47
7,24
N.O.
N.O.
12,27
12,83
14,20
14,81
N.O.
22,15
N.O.
25,69
26,14
27,56
27,66
28,21
28,62
N.O.
30,02
30,44
30,43
30,92
31,25
31,27
31,48
N.O.
32,05
32,25
32,59

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563

100029368
100018933
100019398
100000575
100017169
100017993
100029523
100024207
100017468
100027749
100021711
100021891
100021797
100023841
100023608
100023469
100003243
100026951
100014418
100021337
100027173
100027705
100017402
100019900
100001315
100021271
100014963
100000053
100019449
100019806
100022890
100018798
100014964
100024139
100021598
100021455
100019319
100002981
100027425
100003650
100001357
100023064
100023761
100000318
100019226
100021005
100029544
100035719
100003247
100023300
100024518
100023032
100022241
100021942
100025649
100022378
100018370
100029807

pPt-29368_s
pPt-18933
pPt-19398
pPt-00575
pPt-17169
pPt-17993
pPt-29523 s
pPt-24207
pPt-17468_s
pPt-27749
pPt-21711
pPt-21891
pPt-21797
pPt-23841
pPt-23608_s
pPt-23469
pPt-03243_s
pPt-26951_s
pPt-14418
pPt-21337
pPt-27173 s
pPt-27705_s
pPt-17402
pPt-19900
pPt-01315_s
pPt-21271
pPt-14963
pPt-00053
pPt-19449
pPt-19806
pPt-22890
pPt-18798
pPt-14964
pPt-24139
pPt-21598
pPt-21455
pPt-19319
pPt-02981_s
pPt-27425 s
pPt-03650_s
pPt-01357_s
pPt-23064
pPt-23761
pPt-00318
pPt-19226
pPt-21005
pPt-29544 s
pPt-35719
pPt-03247_s
pPt-23300
pPt-24518
pPt-23032
pPt-22241_s
pPt-21942
pPt-25649_s
pPt-22378
pPt-18370
pPt-29807_s

SNP 34:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 52:C>G
DArT

SNP 58:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 63:C>G
DArT

SNP 37:T>G
SNP 6:C>G
DArT

DArT

SNP 44:T>G
SNP 5:C>T
DArT

DArT

SNP 64:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 53:A>C
SNP 26:C>G
SNP 36:G>A
SNP 22:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 50:G>A
DArT

SNP 64:A>G
DArT

DArT

DArT

SNP 14:A>T
DArT

SNP 13:C>A
DArT

DArT

SNP 56:G>A

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

32,70
33,32
33,39
33,60
33,43
34,76
34,77
N.O.
30,02
N.O.
N.O.
N.O.
36,58
N.O.
37,55
49,20
51,66
54,57
N.O.
54,88
57,03
59,82
60,42
60,27
61,76
61,96
62,12
62,20
62,25
62,26
62,32
62,20
62,24
63,52
63,26
63,55
63,53
63,62
63,53
64,30
64,13
65,80
66,09
66,30
66,49
66,53
66,64
66,81
67,16
67,25
67,53
69,31
71,41
78,52
82,34
N.O.
N.O.
87,17

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621

100035810
100024860
100030664
100029087
100019909
100023406
100023437
100020753
100018459
100023731
100016316
100024205
100016642
100017859
100023353
100021215
100018446
100017298
100024958
100023163
100019186
100020059
100018005
100016978
100017129
100023379
100020260
100024788
100020578
100017882
100022226
100021857
PtTX3089

100017704
100019332
100023997
100024497
100000376
100024536
100024273
100024269
100028198
100023635
100020743
100019695
100028723
100000056
100017193
100017255
100021224
100024428
100018524
100017784
100035697
100021083
100035781
100019959
100018361

pPt-35810
pPt-24860
pPt-30664_s
pPt-29087_s
pPt-19909
pPt-23406
pPt-23437
pPt-20753
pPt-18459
pPt-23731
pPt-16316
pPt-24205
pPt-16642
pPt-17859
pPt-23353
pPt-21215
pPt-18446
pPt-17298
pPt-24958 s
pPt-23163
pPt-19186
pPt-20059
pPt-18005
pPt-16978
pPt-17129
pPt-23379
pPt-20260
pPt-24788
pPt-20578
pPt-17882
pPt-22226
pPt-21857
PtTX3089_B
pPt-17704
pPt-19332
pPt-23997
pPt-24497
pPt-00376
pPt-24536
pPt-24273
pPt-24269
pPt-28198 s
pPt-23635
pPt-20743
pPt-19695
pPt-28723 s
pPt-00056
pPt-17193
pPt-17255
pPt-21224
pPt-24428
pPt-18524
pPt-17784
pPt-35697
pPt-21083
pPt-35781
pPt-19959
pPt-18361

DArT
DArT
SNP 6:C>A
SNP 64:T>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 59:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 23:C>A
DArT
DArT
DArT
SNP 9:T>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

87,46
N.O.
89,42
92,53
93,12
N.O.
96,78
97,36
N.O.
97,83
N.O.
98,66
98,78
N.O.
99,27
99,48
99,96
100,13
100,31
100,41
100,49
100,98
101,12
102,52
102,76
102,72
104,33
104,30
105,10
105,66
106,44
106,84
N.O.
107,24
107,53
107,98
108,00
108,35
108,41
108,65
108,54
108,59
108,89
108,69
108,77
109,01
109,01
109,01
109,01
108,99
109,06
109,05
109,05
109,04
109,11
109,11
109,12
109,12

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679

100019696
100018894
100019108
100017774
100018963
100018377
100021303
PtTX3021
100021285
100021439
100016908
PtTX3021
100000074
100014072
100024896
100017172
100017294
100019469
100019508
100001791
100023179
100000550
100019554
100014410
100013602
100020218
100020317
100035736
100000409
100020120
100021254
100020889
100019502
100019942
100022503
100016955
100021905
PtSIFG_1207
100023793
100021258
100035795
100021062
100024293
100021980
100022662
100002587
100027241
100003591
100024194
100022724
100018388
100022839
100022204
100020337
100018555
100014383
100027223
100017642

pPt-19696
pPt-18894
pPt-19108
pPt-17774
pPt-18963
pPt-18377
pPt-21303
PtTX3021_N
pPt-21285
pPt-21439
pPt-16908
PtTX3021_C
pPt-00074
pPt-14072
pPt-24896
pPt-17172
pPt-17294
pPt-19469
pPt-19508
pPt-01791_s
pPt-23179
pPt-00550_s
pPt-19554
pPt-14410
pPt-13602
pPt-20218
pPt-20317
pPt-35736
pPt-00409
pPt-20120
pPt-21254
pPt-20889
pPt-19502
pPt-19942
pPt-22503
pPt-16955
pPt-21905
PtSIFG_1207
pPt-23793
pPt-21258
pPt-35795
pPt-21062
pPt-24293
pPt-21980
pPt-22662
pPt-02587_s
pPt-27241_s
pPt-03591_s
pPt-24194 s
pPt-22724 s
pPt-18388
pPt-22839
pPt-22204
pPt-20337
pPt-18555
pPt-14383
pPt-27223 s
pPt-17642

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 64:A>C
DArT
SNP 15:C>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 31:T>C
SNP 49:C>T
SNP 19:C>T
SNP 67:T>C
SNP 64:G>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 34:G>A
DArT

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

109,13
109,13
109,13
109,14
109,14
109,14
109,15
109,15
109,17
109,17
109,17
109,17
109,17
109,17
109,18
109,18
109,18
109,22
109,23
109,29
109,26
109,45
109,30
109,34
109,34
109,37
N.O.
N.O.
109,40
109,39
109,40
109,41
109,48
109,48
109,49
109,49
N.O.
109,52
109,56
109,64
109,63
109,74
109,82
109,94
110,04
110,06
110,27
110,49
110,60
110,67
N.O.
111,29
111,47
111,66
111,90
111,95
111,98
112,00

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737

100018806
100015937
100019832
100024811
100024664
100000009
100000036
100000062
100000082
100000178
100000198
100000225
100000237
100000278
100000297
100000315
100000325
100000332
100000467
100000594
100000896
100001579
100002215
100002828
100002929
100003027
100003105
100003736
100003862
100005378
100005431
100006707
100013787
100014382
100014482
100014536
100014677
100015047
100015288
100015378
100015410
100015523
100015994
100016123
100016321
100016457
100016653
100016848
100016886
100017028
100017031
100017086
100017090
100017136
100017185
100017253
100017293
100017302

pPt-18806
pPt-15937
pPt-19832
pPt-24811
pPt-24664
pPt-00009
pPt-00036
pPt-00062
pPt-00082
pPt-00178
pPt-00198
pPt-00225
pPt-00237
pPt-00278
pPt-00297
pPt-00315
pPt-00325
pPt-00332
pPt-00467
pPt-00594_s
pPt-00896_s
pPt-01579
pPt-02215 s
pPt-02828 s
pPt-02929_s
pPt-03027_s
pPt-03105_s
pPt-03736_s
pPt-03862_s
pPt-05378
pPt-05431
pPt-06707
pPt-13787
pPt-14382
pPt-14482
pPt-14536
pPt-14677
pPt-15047
pPt-15288
pPt-15378
pPt-15410
pPt-15523
pPt-15994
pPt-16123
pPt-16321
pPt-16457
pPt-16653
pPt-16848
pPt-16886
pPt-17028
pPt-17031
pPt-17086
pPt-17090
pPt-17136
pPt-17185
pPt-17253
pPt-17293
pPt-17302_s

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 47:G>C
SNP 25:G>A
DArT

SNP 37:T>C
SNP 61:T>C
SNP 39:A>G
SNP 60:A>G
SNP 60:A>C
SNP 42:A>G
SNP 62:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 8:T>C

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

N.O.
112,48
112,84
114,30
116,13

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795

100017337
100017346
100017358
100017457
100017576
100017591
100017641
100017674
100017797
100017884
100017925
100017948
100017966
100018112
100018119
100018167
100018239
100018242
100018364
100018390
100018402
100018516
100018534
100018561
100018568
100018609
100018629
100018654
100018663
100018674
100018756
100018800
100018802
100018825
100018838
100018843
100018883
100019031
100019107
100019113
100019130
100019133
100019276
100019285
100019304
100019331
100019412
100019482
100019495
100019507
100019517
100019518
100019584
100019866
100019933
100019977
100020026
100020108

pPt-17337
pPt-17346
pPt-17358
pPt-17457
pPt-17576_s
pPt-17591
pPt-17641
pPt-17674
pPt-17797
pPt-17884
pPt-17925
pPt-17948
pPt-17966
pPt-18112
pPt-18119
pPt-18167
pPt-18239
pPt-18242
pPt-18364
pPt-18390
pPt-18402
pPt-18516
pPt-18534
pPt-18561
pPt-18568
pPt-18609
pPt-18629
pPt-18654
pPt-18663
pPt-18674
pPt-18756
pPt-18800
pPt-18802
pPt-18825
pPt-18838
pPt-18843
pPt-18883
pPt-19031
pPt-19107
pPt-19113
pPt-19130
pPt-19133
pPt-19276_s
pPt-19285
pPt-19304_s
pPt-19331
pPt-19412
pPt-19482_s
pPt-19495
pPt-19507
pPt-19517
pPt-19518
pPt-19584
pPt-19866
pPt-19933
pPt-19977
pPt-20026
pPt-20108

DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 24:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 20:A>T
DArT
SNP 39:C>G
DArT
DArT
SNP 43:G>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853

100020269
100020285
100020290
100020296
100020297
100020302
100020311
100020326
100020372
100020434
100020440
100020470
100020488
100020490
100020542
100020583
100020587
100020602
100020632
100020666
100020682
100020707
100020915
100020958
100021119
100021173
100021183
100021282
100021410
100021430
100021440
100021540
100021547
100021554
100021563
100021604
100021623
100021627
100021656
100021722
100021740
100021847
100021866
100021971
100021984
100022007
100022037
100022046
100022123
100022142
100022228
100022264
100022275
100022288
100022371
100022424
100022490
100022561

pPt-20269
pPt-20285
pPt-20290
pPt-20296
pPt-20297
pPt-20302
pPt-20311
pPt-20326
pPt-20372
pPt-20434
pPt-20440
pPt-20470
pPt-20488
pPt-20490
pPt-20542_s
pPt-20583_s
pPt-20587
pPt-20602
pPt-20632
pPt-20666
pPt-20682
pPt-20707
pPt-20915
pPt-20958
pPt-21119
pPt-21173
pPt-21183
pPt-21282
pPt-21410
pPt-21430
pPt-21440
pPt-21540
pPt-21547
pPt-21554
pPt-21563
pPt-21604
pPt-21623_s
pPt-21627
pPt-21656
pPt-21722_s
pPt-21740
pPt-21847
pPt-21866
pPt-21971
pPt-21984 s
pPt-22007
pPt-22037
pPt-22046
pPt-22123_s
pPt-22142
pPt-22228
pPt-22264
pPt-22275_s
pPt-22288
pPt-22371
pPt-22424 s
pPt-22490
pPt-22561

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 26:T>G
SNP 58:T>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 46:G>C
DArT
DArT
SNP 57:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 30:T>A
DArT
DArT
DArT
SNP 50:G>T
DArT
DArT
DArT
SNP 63:T>C
DArT
DArT
SNP 14:C>G
DArT
DArT

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911

100022589
100022625
100022632
100022689
100022708
100022722
100022754
100022802
100022863
100022888
100022900
100022904
100022960
100022985
100023038
100023074
100023087
100023109
100023237
100023256
100023267
100023277
100023299
100023364
100023386
100023430
100023449
100023459
100023510
100023549
100023610
100023667
100023737
100023742
100023746
100023797
100023814
100023816
100023894
100023944
100023993
100024011
100024028
100024035
100024075
100024087
100024127
100024158
100024177
100024179
100024262
100024267
100024299
100024301
100024380
100024467
100024509
100024570

pPt-22589
pPt-22625
pPt-22632_s
pPt-22689
pPt-22708
pPt-22722
pPt-22754
pPt-22802
pPt-22863
pPt-22888
pPt-22900
pPt-22904
pPt-22960
pPt-22985
pPt-23038
pPt-23074
pPt-23087
pPt-23109
pPt-23237_s
pPt-23256
pPt-23267
pPt-23277
pPt-23299
pPt-23364
pPt-23386
pPt-23430_s
pPt-23449
pPt-23459
pPt-23510
pPt-23549 s
pPt-23610
pPt-23667
pPt-23737
pPt-23742
pPt-23746
pPt-23797
pPt-23814
pPt-23816
pPt-23894 s
pPt-23944
pPt-23993
pPt-24011
pPt-24028_s
pPt-24035
pPt-24075
pPt-24087_s
pPt-24127
pPt-24158
pPt-24177
pPt-24179
pPt-24262
pPt-24267
pPt-24299
pPt-24301
pPt-24380
pPt-24467
pPt-24509
pPt-24570

DArT

DArT

SNP 29:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 66:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 18:C>A
DArT

DArT

DArT

SNP 68:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 49:G>C
DArT

DArT

DArT

SNP 8:A>C

DArT

DArT

SNP 16:G>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
%61
962
963
964
965
966
967
968
969

100024573
100024619
100024739
100024763
100024928
100024944
100024950
100024975
100025306
100025409
100025430
100025544
100025957
100025963
100026221
100026246
100026310
100026522
100026712
100026730
100026979
100027037
100027145
100027822
100027923
100027948
100028197
100028619
100028922
100028973
100029426
100029731
100029769
100029776
100035652
100035680
100035693
100035707
100035727
100035751
100035771
100035773
PtTX3105

100006917
100024804
100029462
100029516
100024750
100027211
100022562
100021356
100002691
100035873
100021840
100023515
100000071
100035670
100021383

pPt-24573
pPt-24619_s
pPt-24739
pPt-24763
pPt-24928
pPt-24944
pPt-24950_s
pPt-24975
pPt-25306_s
pPt-25409
pPt-25430
pPt-25544
pPt-25957_s
pPt-25963_s
pPt-26221 s
pPt-26246
pPt-26310_s
pPt-26522_s
pPt-26712_s
pPt-26730
pPt-26979_s
pPt-27037_s
pPt-27145 s
pPt-27822
pPt-27923 s
pPt-27948 s
pPt-28197_s
pPt-28619_s
pPt-28922 s
pPt-28973_s
pPt-29426_s
pPt-29731 s
pPt-29769_s
pPt-29776_s
pPt-35652
pPt-35680
pPt-35693
pPt-35707
pPt-35727
pPt-35751
pPt-35771
pPt-35773
PtTX3105
pPt-06917
pPt-24804 _s
pPt-29462_s
pPt-29516_s
pPt-24750
pPt-27211_s
pPt-22562
pPt-21356
pPt-02691_s
pPt-35873
pPt-21840
pPt-23515
pPt-00071
pPt-35670
pPt-21383

DArT

SNP 26:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 14:G>C
DArT

SNP 51:A>C
DArT

DArT

DArT

SNP 19:A>C
SNP 45:T>C
SNP 45:G>A
DArT

SNP 34:C>T
SNP 56:G>T
SNP 7:A>G
DArT

SNP 67:A>G
SNP 64:C>T
SNP 26:G>C
DArT

SNP 56:C>A
SNP 37:T>C
SNP 53:C>T
SNP 22:C>G
SNP 11:T>G
SNP 6:T>C
SNP 20:T>A
SNP 37:A>C
SNP 14:A>G
SNP 30:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

SNP 48:A>G
SNP 42:G>A
SNP 56:A>G
DArT

SNP 38:C>T
DArT

DArT

SNP 32:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 02
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
1,62
N.O.
1,54
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

-4,36
0,00
0,54
0,81
1,01
1,41
1,56
1,66
1,79
1,88
2,05
2,06
2,08
2,09
2,11
2,25
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970
971
972
973
974
975
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985
986
987
988
989
990
991
992
993
994
995
996
997
998
999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027

100024192
100017523
PtTX4228

100023246
100024473
100013968
100016717
100017304
100018434
100023597
100023151
100021861
100020768
100020374
100017161
100021548
100021999
100021438
100025390
100021498
100020541
100022426
100029421
100000222
100023177
100027136
100014234
100023279
100021947
100027171
100003718
100018485
100029992
100019623
100028736
100023588
100022990
100003162
100018842
100020853
PtTX4214

100019437
100002274
100020849
100024598
100022185
100026371
100000170
100000293
100021019
100035721
100023068
100017994
100001699
100016548
PtTX3120

100000048
100022821

pPt-24192
pPt-17523
PtTX4228
pPt-23246
pPt-24473
pPt-13968
pPt-16717
pPt-17304
pPt-18434
pPt-23597
pPt-23151
pPt-21861
pPt-20768
pPt-20374
pPt-17161
pPt-21548
pPt-21999
pPt-21438
pPt-25390_s
pPt-21498
pPt-20541
pPt-22426
pPt-29421 s
pPt-00222
pPt-23177_s
pPt-27136_s
pPt-14234
pPt-23279
pPt-21947
pPt-27171 s
pPt-03718_s
pPt-18485
pPt-29992_s
pPt-19623
pPt-28736_s
pPt-23588
pPt-22990
pPt-03162_s
pPt-18842
pPt-20853
PtTX4214_C
pPt-19437
pPt-02274_s
pPt-20849
pPt-24598 s
pPt-22185
pPt-26371_s
pPt-00170
pPt-00293
pPt-21019
pPt-35721
pPt-23068
pPt-17994
pPt-01699_s
pPt-16548
PtTX3120_D
pPt-00048
pPt-22821

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 16:C>T
DArT

DArT

DArT

SNP 13:C>T
DArT

SNP 63:A>G
SNP 36:T>C
DArT

DArT

DArT

SNP 53:T>C
SNP 67:C>T
DArT

SNP 61:T>G
DArT

SNP 20:G>C
DArT

DArT

SNP 51:C>G
DArT

DArT

SSR

DArT

SNP 29:G>T
DArT

SNP 35:G>A
DArT

SNP 60:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 8:T>C
DArT

SSR

DArT

DArT

GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL O3
GLO3
GLO3

N.O.
N.O.
N.O.
3,48
2,94
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
8,25
6,66
7,97
7,78
7,74
7,37
7,34
7,17
7,40
8,76
7,74
7,74
7,72
5,71
6,41
N.O.
13,51
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
30,92
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

2,35
2,67
2,74
3,68
3,93
4,22
4,31
4,31
4,35
6,22
6,58
7,21
7,22
7,28
7,33
7,40
7,42
7,59
7,81
8,58
8,69
8,70
9,21
9,69
10,26
13,36
15,92
17,15
17,40
17,74
18,76
19,56
20,75
21,54
22,45
22,99
23,54
24,23
26,55
27,15
28,57
29,46
30,02
31,18
31,78
32,20
32,43
32,60
32,64
32,76
32,89
32,97
33,02
33,73
34,32
36,05
36,24
36,39
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1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085

PtTX2146
100019797
100020321
100022179
100021360
100021964
100022595
100018354
100021555
SsrPt_ctg4487b
100020039
100025765
100020504
RPtest9
100020947
100021235
100021639
100000081
100022432
100022287
PpSIFG_3145
100021994
100001992
100000320
100016715
100020327
100017079
100021873
100019895
100021053
100023973
100016565
100016952
100003252
100006387
100002069
100001136
100035676
100000405
100022682
100020381
100023418
100023387
100023605
100022597
100020341
100022712
100018727
100023284
100024197
100020740
100002536
100025046
100024088
100017985
100029338
PtRIP_0126
100025750

PtTX2146
pPt-19797
pPt-20321
pPt-22179_s
pPt-21360
pPt-21964
pPt-22595
pPt-18354
pPt-21555
SsrPt_ctg4487b
pPt-20039
pPt-25765_s
pPt-20504_s
RPtest9
pPt-20947
pPt-21235
pPt-21639
pPt-00081
pPt-22432
pPt-22287
PpSIFG_3145_A
pPt-21994
pPt-01992_s
pPt-00320
pPt-16715
pPt-20327
pPt-17079
pPt-21873
pPt-19895
pPt-21053
pPt-23973
pPt-16565
pPt-16952
pPt-03252_s
pPt-06387
pPt-02069_s
pPt-01136_s
pPt-35676
pPt-00405
pPt-22682
pPt-20381
pPt-23418
pPt-23387
pPt-23605
pPt-22597
pPt-20341
pPt-22712
pPt-18727
pPt-23284
pPt-24197
pPt-20740
pPt-02536_s
pPt-25046
pPt-24088
pPt-17985
pPt-29338_s
PtRIP_0126
pPt-25750_s

SSR

DArT

DArT

SNP 65:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

SNP 24:G>C
SNP 40:C>A
SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

SNP 9:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 24:T>C
DArT

SNP 62:T>A
SNP 54:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 10:G>T
DArT

DArT

DArT

SNP 11:C>T
SSR

SNP 13:G>A

GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL O3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL O3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL O3
GLO3

N.O.
38,19
N.O.
N.O.
N.O.
39,17
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
43,27
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
47,13
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
50,86
N.O.
51,20
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
51,51
N.O.
N.O.
51,98
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
56,46

36,99
37,00
37,12
37,71
37,93
38,06
38,30
38,32
38,72
39,02
39,69
39,75
41,15
41,25
41,53
41,75
41,78
42,08
42,35
42,54
42,78
45,18
45,53
46,22
46,33
46,33
46,37
46,44
46,50
46,55
46,75
46,92
47,04
47,98
48,58
48,87
49,05
49,21
49,29
49,31
49,39
49,39
49,44
49,49
49,53
49,59
49,61
49,66
49,68
49,78
49,90
50,03
50,23
50,47
51,11
52,33
52,94
54,63
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1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140
1141
1142
1143

100016884
100000514
100019035
100028641
100002703
100020364
100021081
100018900
100020164
100016985
100014019
100017352
100022365
100021781
100018292
100026513
100020638
100023291
100003594
100030152
100029325
100021646
100018336
100015119
100022601
100002721
100021844
100020079
100022710
100001748
100021987
100025832
100021300
100020692
100023221
100024175
100018394
100001842
100018393
100016821
100016602
100027712
100003560
100000174
100018260
100001932
100029684
100001046
100021779
100020123
100027070
100035780
100003815
100016228
100022201
100023129
100021449
100000094

pPt-16884
pPt-00514_s
pPt-19035
pPt-28641 s
pPt-02703_s
pPt-20364
pPt-21081
pPt-18900
pPt-20164
pPt-16985
pPt-14019
pPt-17352
pPt-22365
pPt-21781
pPt-18292
pPt-26513 s
pPt-20638
pPt-23291
pPt-03594_s
pPt-30152_s
pPt-29325_s
pPt-21646
pPt-18336
pPt-15119
pPt-22601
pPt-02721_s
pPt-21844
pPt-20079
pPt-22710
pPt-01748 s
pPt-21987
pPt-25832_s
pPt-21300
pPt-20692
pPt-23221
pPt-24175
pPt-18394
pPt-01842_s
pPt-18393
pPt-16821
pPt-16602
pPt-27712_s
pPt-03560_s
pPt-00174
pPt-18260
pPt-01932_s
pPt-29684_s
pPt-01046_s
pPt-21779
pPt-20123
pPt-27070_s
pPt-35780
pPt-03815_s
pPt-16228
pPt-22201
pPt-23129
pPt-21449
pPt-00094

DArT

SNP 28:C>A
DArT

SNP 35:C>T
SNP 35:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 25:C>A
DArT

DArT

SNP 41:A>T
SNP 7:A>C

SNP 56:G>C
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 68:A>G
DArT

DArT

DArT

SNP 60:G>T
DArT

SNP 14:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 26:A>C
DArT

DArT

DArT

SNP 34:A>C
SNP 61:T>C
DArT

DArT

SNP 59:A>G
SNP 43:A>T
SNP 12:T>G
DArT

DArT

SNP 43:C>G
DArT

SNP 14:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

58,18

58,12
N.O.
N.O.
N.O.

59,21
N.O.
N.O.

59,64
N.O.
N.O.

59,05
N.O.
N.O.

58,73

62,48

65,35

63,47

63,29

63,45

63,59

62,71

63,61

63,75

63,44

63,45

63,78

63,41

63,14

64,26

64,52

64,95

64,74

64,71

64,85

65,07
N.O.
N.O.

66,22
N.O.

68,75

69,25

69,55
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

73,44
N.O.
N.O.
N.O.

74,19

54,93
54,93
55,07
55,49
56,02
56,23
56,46
56,79
56,88
56,99
57,13
57,18
57,26
57,27
57,27
57,44
57,56
57,64
58,08
60,44
60,78
61,17
61,28
61,37
61,42
61,53
61,60
61,60
61,67
61,74
61,78
61,97
62,12
62,37
62,44
62,78
62,85
62,85
63,04
63,13
63,14
63,42
63,79
66,34
66,74
66,96
67,41
68,87
69,10
69,24
69,79
71,28
71,63
71,79
71,88
72,01
72,06
72,41
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1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201

100001909
100002732
100022457
100017315
100023757
100017701
100003151
100026115
100022059
100014946
100013991
100000404
100019485
100022702
100019997
100024417
PtRIP_0369
100023324
100022321
100003848
100024633
100018050
100020476
100000207
100017484
100000549
100026184
PtTX3120
100026282
100022984
100022757
100003866
100003085
100028246
100022801
100017802
100020603
PtTX3116
100026906
100017695
100021125
100016982
100022606
100019590
100017130
100022079
100022465
100024883
100002403
100023359
100025228
100021287
100016096
100022101
100019526
100018158
100023046
100021477

pPt-01909_s
pPt-02732_s
pPt-22457
pPt-17315
pPt-23757
pPt-17701_s
pPt-03151_s
pPt-26115_s
pPt-22059
pPt-14946_s
pPt-13991
pPt-00404
pPt-19485
pPt-22702
pPt-19997
pPt-24417 s
PtRIP_0369
pPt-23324
pPt-22321
pPt-03848 s
pPt-24633
pPt-18050
pPt-20476
pPt-00207
pPt-17484 s
pPt-00549
pPt-26184 s
PtTX3120_B
pPt-26282_s
pPt-22984
pPt-22757
pPt-03866_s
pPt-03085_s
pPt-28246_s
pPt-22801
pPt-17802
pPt-20603
PtTX3116
pPt-26906_s
pPt-17695
pPt-21125
pPt-16982
pPt-22606
pPt-19590
pPt-17130
pPt-22079
pPt-22465
pPt-24883
pPt-02403_s
pPt-23359
pPt-25228
pPt-21287_s
pPt-16096
pPt-22101
pPt-19526
pPt-18158
pPt-23046
pPt-21477

SNP 31:T>A
SNP 11:T>C
DArT
DArT
DArT
SNP 49:C>A
SNP 68:A>T
SNP 33:G>T
DArT
SNP 40:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 11:A>G
SSR
DArT
DArT
SNP 33:G>A
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 25:T>G
DArT
SNP 56:A>T
SSR
SNP 47:G>C
DArT
DArT
SNP 12:C>A
SNP 32:C>T
SNP 28:C>T
DArT
DArT
DArT
SSR
SNP 47:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 45:G>A
DArT
DArT
SNP 58:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3

74,80
N.O.
76,04
78,75
79,82
79,71
79,99
N.O.
N.O.
80,31
N.O.
N.O.
80,75
82,65
N.O.
N.O.
84,97
N.O.
85,45
85,56
N.O.
N.O.
85,99
N.O.
86,46
N.O.
N.O.
N.O.
88,85
N.O.
89,68
N.O.
89,97
90,45
N.O.
N.O.
93,83
93,97
N.O.
94,46
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
94,59
N.O.
N.O.
94,86
95,70
95,86
N.O.
96,54
N.O.
97,02
N.O.
N.O.
97,44

73,06
73,70
74,38
77,21
77,88
78,10
78,28
78,42
78,53
78,62
78,82
78,97
78,98
81,13
82,58
82,75
83,33
83,78
83,82
84,02
84,18
84,33
84,37
84,45
84,71
84,86
85,02
86,31
87,22
87,71
88,00
88,35
88,48
88,99
92,09
92,14
92,15
92,39
92,66
92,79
92,80
92,83
92,85
92,93
92,94
92,96
93,01
93,11
93,35
93,97
94,11
94,68
94,97
95,01
95,39
95,43
95,48
95,59
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1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1246
1247
1248
1249
1250
1251
1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258
1259

100019468
100020217
100019095
100021461
100023652
100020775
100020703
100021953
100003887
100022785
PtRIP_0629
100022556
100000084
100006138
100018127
100024300
100030727
100026038
100025416
100000814
100022847
100019043
100017021
100021414
100002585
100029413
100023085
100001092
100003860
100025700
100022537
100024339
100023236
100024972
100026441
100019281
100018489
100020593
100000068
100000243
100017093
100020533
100021343
100019838
100000260
100024887
100028814
100019165
100000340
PtTX3127
100021054
100018233
100024875
100026432
100016554
100027100
PtSIFG_2461
PtTX2164

pPt-19468
pPt-20217
pPt-19095
pPt-21461
pPt-23652
pPt-20775
pPt-20703
pPt-21953
pPt-03887_s
pPt-22785
PtRIP_0629_B
pPt-22556_s
pPt-00084
pPt-06138
pPt-18127
pPt-24300
pPt-30727_s
pPt-26038_s
pPt-25416
pPt-00814_s
pPt-22847
pPt-19043
pPt-17021
pPt-21414
pPt-02585_s
pPt-29413 s
pPt-23085
pPt-01092_s
pPt-03860_s
pPt-25700_s
pPt-22537_s
pPt-24339
pPt-23236
pPt-24972
pPt-26441 s
pPt-19281
pPt-18489
pPt-20593
pPt-00068
pPt-00243
pPt-17093
pPt-20533
pPt-21343
pPt-19838
pPt-00260
pPt-24887
pPt-28814 s
pPt-19165
pPt-00340
PtTX3127_A
pPt-21054
pPt-18233
pPt-24875
pPt-26432_s
pPt-16554
pPt-27100_s
PtSIFG_2461
PtTX2164

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 18:A>C
DArT
SSR
SNP 43:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 25:G>T
SNP 25:G>C
DArT
SNP 24:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 44:C>G
SNP 30:T>C
DArT
SNP 15:G>T
SNP 42:T>C
SNP 25:A>G
SNP 14:C>T
DArT
DArT
DArT
SNP 38:T>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 17:C>G
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
DArT
SNP 60:G>T
DArT
SNP 58:A>T
SSR
SSR

GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL 03
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL O3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL O3
GL O3

N.O.
97,27
97,30
97,56
N.O.
97,52
97,41
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
98,44
99,52
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
102,53
102,45
102,89
N.O.
103,02
N.O.
N.O.
N.O.
103,18
103,60
N.O.
N.O.
104,69
104,71
104,46
104,79
104,94
105,16
105,39
105,33
105,56
105,75
106,08
106,05
105,88
106,81
106,47
106,35
106,63
107,10
107,55
108,24
105,94
N.O.

95,61
95,75
95,76
95,89
95,93
95,96
95,98
96,08
96,31
96,43
96,71
96,95
97,12
97,49
98,01
98,52
98,64
98,79
98,80
98,97
99,31
99,62
100,57
100,63
100,71
100,90
101,23
101,37
101,45
101,56
101,61
101,84
102,11
102,37
102,76
102,95
103,01
103,02
103,25
103,35
103,46
103,56
103,68
103,73
103,83
104,02
104,27
104,35
104,45
104,67
104,74
104,89
105,11
105,37
105,74
106,17
109,65
114,39
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1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317

100024118
100023740
100023786
100023497
100023446
100022873
100021988
100022090
100027773
100003823
PtTX3021
100026304
100024302
100022480
100022515
100022279
PtTX3021
100029207
100022928
100023273
100016238
100003587
100028617
100019767
100002293
100019493
100017961
100017569
100001568
100022445
100003661
100018805
100021863
100020402
100021884
100003412
100023305
100020139
100002848
100024564
100018514
100018096
PpSIFG_3145
100025951
100023253
100017047
PtTX4001
100024596
100017131
100021116
100020429
100017183
100024592
100023673
100022870
100017001
100022447
100022543

pPt-24118 s
pPt-23740_s
pPt-23786_s
pPt-23497
pPt-23446
pPt-22873
pPt-21988
pPt-22090
pPt-27773_s
pPt-03823
PtTX3021_H
pPt-26304_s
pPt-24302_s
pPt-22480
pPt-22515
pPt-22279
PtTX3021_J
pPt-29207_s
pPt-22928
pPt-23273 s
pPt-16238
pPt-03587_s
pPt-28617_s
pPt-19767
pPt-02293_s
pPt-19493
pPt-17961_s
pPt-17569_s
pPt-01568_s
pPt-22445
pPt-03661_s
pPt-18805
pPt-21863
pPt-20402
pPt-21884
pPt-03412_s
pPt-23305_s
pPt-20139
pPt-02848 s
pPt-24564 s
pPt-18514
pPt-18096
PpSIFG_3145_B
pPt-25951_s
pPt-23253
pPt-17047
PtTX4001
pPt-24596
pPt-17131
pPt-21116
pPt-20429
pPt-17183
pPt-24592 s
pPt-23673_s
pPt-22870
pPt-17001
pPt-22447
pPt-22543

SNP 53:G>C
SNP 65:C>T
SNP 51:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 46:G>A
DArT

SSR

SNP 14:A>G
SNP 30:C>T
DArT

DArT

DArT

SSR

SNP 32:A>G
DArT

SNP 55:G>A
DArT

SNP 29:A>G
SNP 36:T>C
DArT

SNP 63:G>A
DArT

SNP 62:A>C
SNP 22:C>T
SNP 11:G>C
DArT

SNP 19:T>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 20:C>T
SNP 21:C>T
DArT

SNP 35:A>C
SNP 57:A>G
DArT

DArT

SSR

SNP 15:G>A
DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 27:C>T
SNP 23:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04

0,00
3,69
6,07
7,12
7,65
12,88
12,75
13,65
14,23
N.O.
16,19
N.O.
16,83
17,37
18,35
18,27
18,23
20,44
21,00
N.O.
N.O.
23,05
N.O.
22,92
N.O.
24,54
N.O.
N.O.
N.O.
25,78
26,14
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
26,75
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
30,60
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
33,42
36,97
34,74
34,66
34,81
34,72

0,00
3,75
5,93
6,79
7,23

12,78

12,86

13,31

13,96

14,58

15,68

16,37

16,96

17,51

17,99

18,32

18,32

20,14

20,78

21,22

22,36

22,52

22,73

23,00

23,92

24,46

24,74

25,20

25,68

25,92

26,06

26,06

26,10

26,26

26,38

26,84

27,89

29,28

29,62

29,85

30,39

30,74

31,02

31,31

31,53

31,73

31,78

31,79

31,82

31,82

31,96

32,07

33,80

34,34

34,69

34,78

34,91

35,00
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1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375

100018374
100017721
100021993
100023932
100024364
100016389
100014329
100013905
100000163
100003691
100021883
100000457
100021835
100025582
PtTX3087

100013868
100002847
100021546
100000097
100002168
100024415
100002016
100019330
100021484
100003114
100025459
100019366
100018626
100018855
100018420
100024391
100027636
100022004
100000741
100029311
100024802
100018777
100003006
100023587
100026018
100022499
100017608
100022257
100030725
100020528
100021178
100020328
100024146
100021823
100024658
100000295
100024608
100022081
100022855
100018337
100004433
100000687
100023528

pPt-18374
pPt-17721
pPt-21993
pPt-23932
pPt-24364
pPt-16389
pPt-14329
pPt-13905
pPt-00163
pPt-03691_s
pPt-21883
pPt-00457
pPt-21835
pPt-25582_s
PtTX3087
pPt-13868
pPt-02847_s
pPt-21546
pPt-00097
pPt-02168_s
pPt-24415
pPt-02016_s
pPt-19330
pPt-21484
pPt-03114_s
pPt-25459 s
pPt-19366
pPt-18626
pPt-18855
pPt-18420 s
pPt-24391 s
pPt-27636_s
pPt-22004_s
pPt-00741_s
pPt-29311 s
pPt-24802
pPt-18777
pPt-03006_s
pPt-23587
pPt-26018_s
pPt-22499
pPt-17608_s
pPt-22257
pPt-30725_s
pPt-20528
pPt-21178
pPt-20328
pPt-24146_s
pPt-21823
pPt-24658
pPt-00295
pPt-24608
pPt-22081_s
pPt-22855
pPt-18337
pPt-04433
pPt-00687
pPt-23528

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 17:C>T
DArT

DArT

DArT

SNP 60:C>A
SSR

DArT

SNP 18:A>G
DArT

DArT

SNP 56:C>T
DArT

SNP 7:C>T
DArT

DArT

SNP 35:T>A
SNP 7:G>T
DArT

DArT

DArT

SNP 53:G>C
SNP 30:T>A
SNP 21:G>C
SNP 22:A>G
SNP 36:T>A
SNP 67:A>T
DArT

DArT

SNP 30:G>A
DArT

SNP 64:G>A
DArT

SNP 53:T>G
DArT

SNP 25:A>T
DArT

DArT

DArT

SNP 10:A>T
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 28:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04

34,88
34,74
34,71
35,24
34,34
35,39
35,48
35,46
35,48
N.O.
35,58
N.O.
35,81
36,20
36,16
34,11
37,59
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
44,05
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
50,60
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
57,75
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

35,02
35,03
35,04
35,45
35,62
35,83
35,87
35,87
35,90
35,95
35,99
36,05
36,17
36,63
36,71
37,11
37,74
38,61
38,84
39,16
39,66
41,40
41,67
41,74
41,95
42,02
42,27
42,27
42,29
42,52
42,81
43,20
43,42
43,86
44,76
46,21
47,03
48,59
50,27
50,36
50,48
50,74
51,23
51,66
52,04
52,49
54,19
56,50
57,93
58,22
58,36
59,18
59,41
59,58
59,63
60,24
62,02
62,57
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1376
1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383
1384
1385
1386
1387
1388
1389
1390
1391
1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429
1430
1431
1432
1433

100016055
100029072
100024639
100019192
100022930
100016929
100024629
100018604
100024675
100020864
100020836
100020756
100017631
100019980
100016221
100020481
100002399
100017778
100017922
100025427
100024101
100020145
100018143
100021409
100020169
100018144
100020009
100021813
100005100
100026889
100020068
100000410
100022421
100019178
100017097
100019074
100023603
100017419
100018405
100023360
100024109
100018872
100023136
100019888
100024054
100017820
100022968
100020626
100023952
100019293
100018537
100023120
100000406
100019646
100021289
100023551
100024689
100018594

pPt-16055
pPt-29072_s
pPt-24639_s
pPt-19192
pPt-22930
pPt-16929
pPt-24629
pPt-18604
pPt-24675
pPt-20864
pPt-20836
pPt-20756
pPt-17631
pPt-19980
pPt-16221
pPt-20481
pPt-02399 s
pPt-17778
pPt-17922
pPt-25427 s
pPt-24101
pPt-20145
pPt-18143
pPt-21409
pPt-20169
pPt-18144
pPt-20009
pPt-21813
pPt-05100
pPt-26889_s
pPt-20068
pPt-00410
pPt-22421
pPt-19178
pPt-17097
pPt-19074
pPt-23603
pPt-17419
pPt-18405
pPt-23360
pPt-24109
pPt-18872
pPt-23136
pPt-19888
pPt-24054
pPt-17820
pPt-22968
pPt-20626
pPt-23952
pPt-19293
pPt-18537
pPt-23120
pPt-00406
pPt-19646
pPt-21289
pPt-23551
pPt-24689
pPt-18594

DArT
SNP 67:C>T
SNP 43:A>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 51:T>A
DArT
DArT
SNP 48:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 43:T>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

69,41
N.O.
N.O.
N.O.

70,28
N.O.

70,66
N.O.
N.O.

70,88
N.O.

72,04
N.O.

72,21

72,67

72,60

72,48

73,97
N.O.

74,30

76,05
N.O.
N.O.

77,40

77,71
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

77,82
N.O.

78,06
N.O.

77,69
N.O.

62,59
63,47
63,76
64,21
64,46
64,55
64,85
65,19
65,54
65,72
65,73
65,84
65,92
66,00
66,25
66,73
67,22
67,86
68,00
68,33
68,52
68,78
68,85
68,87
68,91
69,05
69,13
69,34
70,60
70,80
71,02
71,04
71,11
71,16
71,31
72,47
73,18
73,74
74,48
74,99
75,33
76,05
76,09
76,11
76,11
76,25
76,31
76,31
76,31
76,33
76,35
76,36
76,45
76,53
76,61
76,61
76,69
76,75
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1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479
1480
1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
1488
1489
1490
1491

100030316
100019891
100024515
100018592
100023439
100021514
100028233
100024979
100016807
100019614
100035650
100016423
100020044
100017056
100019920
100021590
100022324
100022413
100021881
100000249
100016834
100018279
100013958
100029359
100021552
100035764
100021334
100021348
100024080
100019182
100029192
100026720
100023225
100027669
100019771
100023614
100018968
100019309
100016173
100018536
100024009
100024616
100023096
100026436
100022830
100019882
100027029
100002077
100019743
100026625
100017300
100022748
100025084
100017720
100018137
100000465
100024326
100000258

pPt-30316_s
pPt-19891
pPt-24515_s
pPt-18592_s
pPt-23439 s
pPt-21514
pPt-28233_s
pPt-24979
pPt-16807
pPt-19614
pPt-35650
pPt-16423
pPt-20044
pPt-17056
pPt-19920
pPt-21590
pPt-22324
pPt-22413
pPt-21881
pPt-00249
pPt-16834
pPt-18279
pPt-13958
pPt-29359_s
pPt-21552
pPt-35764
pPt-21334
pPt-21348
pPt-24080
pPt-19182
pPt-29192 s
pPt-26720_s
pPt-23225
pPt-27669_s
pPt-19771
pPt-23614
pPt-18968
pPt-19309
pPt-16173
pPt-18536
pPt-24009
pPt-24616
pPt-23096_s
pPt-26436_s
pPt-22830
pPt-19882
pPt-27029_s
pPt-02077_s
pPt-19743
pPt-26625_s
pPt-17300
pPt-22748
pPt-25084
pPt-17720
pPt-18137
pPt-00465
pPt-24326
pPt-00258

SNP 49:C>T
DArT

SNP 6:T>C
SNP 56:T>C
SNP 42:G>T
DArT

SNP 11:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 35:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 30:C>A
SNP 18:A>C
DArT

SNP 58:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 43:T>C
SNP 41:C>T
DArT

DArT

SNP 68:G>A
SNP 61:A>G
DArT

SNP 9:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04

N.O.
78,46
79,46
80,44
80,44
80,76
80,52
80,47
80,58
80,60
80,59
80,62
80,60
80,59
80,63
80,66
80,53
80,65
80,68
80,66
80,69
80,69
80,87
80,72
81,02
81,06
80,58
81,17
81,00
80,84
N.O.
81,27
81,93
81,59
80,44
80,22
80,21
80,25
80,25
80,31
80,37
N.O.
81,83
79,97
N.O.
84,03
83,76
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
86,18
86,42
86,56
87,08
87,37
87,79

76,88
77,17
78,13
78,38
78,54
78,65
78,70
78,73
78,79
78,80
78,81
78,81
78,82
78,82
78,84
78,84
78,86
78,86
78,93
78,93
78,94
78,95
78,98
79,01
79,02
79,05
79,10
79,18
79,18
79,25
79,32
79,42
79,53
79,71
80,00
80,12
80,18
80,19
80,23
80,24
80,37
80,38
80,51
80,62
81,27
81,84
82,46
82,93
82,93
83,27
83,79
83,88
84,66
84,91
85,01
85,71
85,89
86,21
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1492
1493
1494
1495
1496
1497
1498
1499
1500
1501
1502
1503
1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1516
1517
1518
1519
1520
1521
1522
1523
1524
1525
1526
1527
1528
1529
1530
1531
1532
1533
1534
1535
1536
1537
1538
1539
1540
1541
1542
1543
1544
1545
1546
1547
1548
1549

100021666
100000218
100021302
100018256
100027407
100017719
100006325
100024341
100000445
100021352
100020610
100022742
100023207
100016899
100016652
100018122
100024191
100022631
100018093
100024228
100020128
100020268
100018507
100024349
100028364
100002213
100018671
100020010
100020278
100019458
100022800
100000134
100025575
100002815
100028788
100002120
100019339
100022326
100024403
100018972
100021041
100001634
100020058
100019830
100022440
100035674
100022376
100035666
100022645
100018673
100019409
100021516
100017386
100019876
100019238
100024684
100017749
100018061

pPt-21666
pPt-00218
pPt-21302
pPt-18256
pPt-27407_s
pPt-17719
pPt-06325
pPt-24341
pPt-00445
pPt-21352
pPt-20610
pPt-22742
pPt-23207
pPt-16899
pPt-16652
pPt-18122
pPt-24191
pPt-22631
pPt-18093
pPt-24228
pPt-20128
pPt-20268
pPt-18507
pPt-24349
pPt-28364_s
pPt-02213 s
pPt-18671
pPt-20010
pPt-20278 s
pPt-19458
pPt-22800
pPt-00134
pPt-25575_s
pPt-02815_s
pPt-28788 s
pPt-02120_s
pPt-19339
pPt-22326
pPt-24403
pPt-18972
pPt-21041
pPt-01634_s
pPt-20058
pPt-19830
pPt-22440
pPt-35674
pPt-22376
pPt-35666
pPt-22645
pPt-18673
pPt-19409
pPt-21516
pPt-17386
pPt-19876
pPt-19238
pPt-24684
pPt-17749
pPt-18061

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 9:T>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 67:G>A
SNP 7:C>G
DArT

DArT

SNP 30:T>A
DArT

DArT

DArT

SNP 5:G>C
SNP 67:C>G
SNP 57:A>G
SNP 46:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 63:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 04
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05

88,58
89,02
88,96
88,96
89,39
90,77
91,12
N.O.
N.O.
91,44
91,53
91,47
N.O.
92,01
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
N.O.
N.O.
0,37
N.O.
0,77
1,28
1,08
1,44
1,65
1,88
1,85
N.O.
3,36
2,95
3,03
3,20
3,56
3,77
3,70
4,44
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
6,95
7,25
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

87,01
87,42
87,59
87,62
88,06
89,42
89,57
89,78
89,86
89,97
90,00
90,07
90,40
90,41
93,12
93,33
93,77
95,45
96,44
-2,38
-0,72
0,00
0,11
0,37
0,68
0,89
0,98
1,20
1,45
1,57
1,64
1,90
1,94
2,50
2,98
3,13
3,24
3,47
3,57
3,68
3,81
4,09
4,50
4,51
6,74
6,74
7,00
7,18
7,38
7,56
7,56
7,56
7,58
7,67
7,72
7,75
7,86
7,86
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1550
1551
1552
1553
1554
1555
1556
1557
1558
1559
1560
1561
1562
1563
1564
1565
1566
1567
1568
1569
1570
1571
1572
1573
1574
1575
1576
1577
1578
1579
1580
1581
1582
1583
1584
1585
1586
1587
1588
1589
1590
1591
1592
1593
1594
1595
1596
1597
1598
1599
1600
1601
1602
1603
1604
1605
1606
1607

100020291
100020018
100023858
100024094
100035871
100021443
100019992
100000152
100023467
100019336
100021658
100018964
100021495
100021932
100021010
100024978
100019396
100021912
100021234
100024122
100021403
100029761
100019018
100016301
100020552
100017286
100017620
100022095
100022934
100001851
100013593
100027601
100019120
100023502
100020166
100022774
100022848
100021536
100019379
100019019
100020517
100016748
100022080
100024051
100018585
100000308
100019064
100018009
100014664
100022390
100022898
100018413
100026284
100022527
100023575
100024433
100019011
100000232

pPt-20291
pPt-20018
pPt-23858
pPt-24094
pPt-35871
pPt-21443
pPt-19992
pPt-00152
pPt-23467
pPt-19336
pPt-21658
pPt-18964
pPt-21495
pPt-21932
pPt-21010
pPt-24978
pPt-19396_s
pPt-21912
pPt-21234
pPt-24122
pPt-21403
pPt-29761_s
pPt-19018
pPt-16301
pPt-20552
pPt-17286
pPt-17620
pPt-22095_s
pPt-22934
pPt-01851_s
pPt-13593
pPt-27601
pPt-19120
pPt-23502
pPt-20166
pPt-22774
pPt-22848
pPt-21536
pPt-19379
pPt-19019
pPt-20517_s
pPt-16748
pPt-22080
pPt-24051
pPt-18585
pPt-00308
pPt-19064
pPt-18009
pPt-14664
pPt-22390
pPt-22898
pPt-18413
pPt-26284 s
pPt-22527
pPt-23575
pPt-24433
pPt-19011
pPt-00232

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 62:T>G
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 21:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 12:G>A
DArT
SNP 23:G>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 10:A>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 30:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
9,99
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
13,03
14,23
14,22
14,18
14,30
13,91
14,92
14,86
14,90
14,91
14,77
15,05
14,14
15,36
15,29
15,54
15,60
15,98
14,18
16,43
17,06
17,00
18,64
N.O.
21,07
23,06
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

7,95
8,09
8,52
8,52
8,55
8,57
8,86
9,66
9,94
10,19
10,22
10,35
10,40
10,40
10,49
10,57
10,94
11,48
12,26
13,04
13,16
13,16
13,28
14,10
14,11
14,11
14,11
14,55
14,74
14,85
14,98
15,00
15,00
15,05
15,22
15,48
15,50
15,63
15,74
15,92
16,20
16,62
17,25
17,46
18,82
19,59
21,41
23,00
23,19
23,32
23,43
23,61
24,15
24,49
24,65
25,31
25,45
25,54
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1608
1609
1610
1611
1612
1613
1614
1615
1616
1617
1618
1619
1620
1621
1622
1623
1624
1625
1626
1627
1628
1629
1630
1631
1632
1633
1634
1635
1636
1637
1638
1639
1640
1641
1642
1643
1644
1645
1646
1647
1648
1649
1650
1651
1652
1653
1654
1655
1656
1657
1658
1659
1660
1661
1662
1663
1664
1665

100014139
100020179
PtRIP_0467
100035859
100000061
100000120
100022316
100018080
100021790
100023330
100018132
100022622
100022343
100022706
100017381
100014060
PtTX3091
100002071
100022889
100029885
100020827
100024119
100000219
100000677
100022609
100019471
100022525
100020220
100023676
100018719
100021457
100025209
100020539
100026628
100002044
100021429
100018212
100001751
100026771
PtTX3049
100023250
100002909
100018342
100018973
100023030
100000242
100023369
100020264
100035668
100023395
100019725
100017834
100019629
PtTX4058
100028758
100000184
100021473
100022967

pPt-14139
pPt-20179
PtRIP_0467
pPt-35859
pPt-00061
pPt-00120
pPt-22316
pPt-18080_s
pPt-21790
pPt-23330
pPt-18132
pPt-22622
pPt-22343 s
pPt-22706
pPt-17381
pPt-14060
PtTX3091_B
pPt-02071_s
pPt-22889
pPt-29885_s
pPt-20827
pPt-24119
pPt-00219
pPt-00677_s
pPt-22609
pPt-19471
pPt-22525
pPt-20220
pPt-23676
pPt-18719
pPt-21457
pPt-25209
pPt-20539
pPt-26628_s
pPt-02044_s
pPt-21429
pPt-18212
pPt-01751_s
pPt-26771_s
PtTX3049
pPt-23250
pPt-02909_s
pPt-18342
pPt-18973
pPt-23030
pPt-00242
pPt-23369
pPt-20264
pPt-35668
pPt-23395
pPt-19725
pPt-17834
pPt-19629
PtTX4058
pPt-28758_s
pPt-00184
pPt-21473
pPt-22967

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 48:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 21:C>T
DArT

DArT

DArT

SSR

SNP 41:G>C
DArT

SNP 31:C>T
DArT

DArT

DArT

SNP 26:T>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 11:A>G
SNP 5:G>A
DArT

DArT

SNP 45:T>C
SNP 14:A>G
SSR

DArT

SNP 34:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

SNP 31:G>A
DArT

DArT

DArT

GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
36,62
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

25,64
25,68
25,75
25,84
25,93
25,98
26,03
27,19
27,81
28,19
28,33
29,18
29,66
31,19
31,26
31,45
31,56
31,73
31,85
32,27
32,42
32,54
32,88
33,03
33,12
33,57
33,93
36,15
36,21
36,29
36,53
36,60
36,79
37,06
37,90
39,38
39,82
40,29
41,67
42,21
42,36
43,74
44,23
44,37
44,65
44,96
45,05
45,08
45,30
45,45
45,70
45,75
45,78
46,82
47,32
47,59
47,85
47,85
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1666
1667
1668
1669
1670
1671
1672
1673
1674
1675
1676
1677
1678
1679
1680
1681
1682
1683
1684
1685
1686
1687
1688
1689
1690
1691
1692
1693
1694
1695
1696
1697
1698
1699
1700
1701
1702
1703
1704
1705
1706
1707
1708
1709
1710
1711
1712
1713
1714
1715
1716
1717
1718
1719
1720
1721
1722
1723

100016052
100016619
100021870
100021699
100030167
100001175
100026299
100001773
100021230
PtRIP_0629
100020387
100031047
100022660
100018381
100002906
100029323
100019595
100000092
100019338
100024508
PtTX4214
100021726
100021375
100020604
100027429
100022693
100020127
100017096
100017112
100024047
100017862
PtTX3029
100020156
100035785
100026843
100019391
100023143
100019552
100022072
100030890
100019236
100023491
100018577
100018003
100024803
100023472
100003285
100029431
100028602
100024321
100017633
100022285
100021739
100026886
100020000
100017989
100022099
100003393

pPt-16052
pPt-16619
pPt-21870
pPt-21699
pPt-30167_s
pPt-01175_s
pPt-26299_s
pPt-01773_s
pPt-21230
PtRIP_0629_D
pPt-20387
pPt-31047_s
pPt-22660
pPt-18381
pPt-02906_s
pPt-29323 s
pPt-19595
pPt-00092
pPt-19338
pPt-24508
PtTX4214_A
pPt-21726
pPt-21375
pPt-20604
pPt-27429 s
pPt-22693
pPt-20127
pPt-17096
pPt-17112
pPt-24047
pPt-17862
PtTX3029_B
pPt-20156
pPt-35785
pPt-26843_s
pPt-19391
pPt-23143 s
pPt-19552
pPt-22072
pPt-30890_s
pPt-19236
pPt-23491
pPt-18577
pPt-18003
pPt-24803
pPt-23472
pPt-03285_s
pPt-29431 s
pPt-28602_s
pPt-24321
pPt-17633
pPt-22285
pPt-21739
pPt-26886_s
pPt-20000
pPt-17989
pPt-22099
pPt-03393 s

DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 47:C>G
SNP 58:C>T
SNP 23:C>G
SNP 45:C>T
DArT
SSR
DArT
SNP 10:T>A
DArT
DArT
SNP 9:G>C
SNP 65:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
DArT
SNP 65:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
SNP 55:A>T
DArT
SNP 18:C>A
DArT
DArT
SNP 44:A>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 51:C>A
SNP 31:A>C
SNP 13:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 57:T>C
DArT
DArT
DArT
SNP 31:C>T

GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
67,46
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

47,93
47,94
47,96
47,99
48,19
48,40
48,66
48,89
49,24
49,32
49,60
50,46
51,47
51,65
51,88
52,09
52,38
52,77
53,26
53,43
53,92
55,46
55,76
56,37
56,50
56,90
57,10
57,14
57,16
57,20
57,25
57,65
57,90
58,12
60,66
61,11
61,26
61,68
62,04
62,18
62,20
62,38
62,46
63,07
63,75
64,03
64,69
65,07
65,72
65,96
66,17
66,23
66,43
66,67
67,05
67,22
67,22
67,53
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1724
1725
1726
1727
1728
1729
1730
1731
1732
1733
1734
1735
1736
1737
1738
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1745
1746
1747
1748
1749
1750
1751
1752
1753
1754
1755
1756
1757
1758
1759
1760
1761
1762
1763
1764
1765
1766
1767
1768
1769
1770
1771
1772
1773
1774
1775
1776
1777
1778
1779
1780
1781

100024147
100019917
100023088
100021151
100016365
100022268
100002362
100020057
100025815
100025942
100021997
100023470
100025446
100024240
100018504
100017831
100018034
100000227
100018121
100024618
100023204
100020973
100020365
100024745
100015159
100021599
100014772
100030192
100019890
100000026
100000264
100023178
100021418
100000735
100024530
100028238
100014682
100024828
100021419
100020508
100000516
100023995
100024412
100021269
100023044
100018416
100022380
100023697
100021572
100019380
100020437
100023501
100017450
100026179
100026992
100021327
100019778
100019867

pPt-24147
pPt-19917
pPt-23088
pPt-21151
pPt-16365
pPt-22268
pPt-02362_s
pPt-20057
pPt-25815_s
pPt-25942_s
pPt-21997
pPt-23470
pPt-25446_s
pPt-24240
pPt-18504
pPt-17831
pPt-18034
pPt-00227
pPt-18121
pPt-24618
pPt-23204
pPt-20973
pPt-20365_s
pPt-24745
pPt-15159_s
pPt-21599
pPt-14772
pPt-30192_s
pPt-19890
pPt-00026
pPt-00264
pPt-23178
pPt-21418
pPt-00735_s
pPt-24530
pPt-28238 s
pPt-14682
pPt-24828
pPt-21419
pPt-20508
pPt-00516
pPt-23995
pPt-24412
pPt-21269
pPt-23044
pPt-18416
pPt-22380
pPt-23697
pPt-21572
pPt-19380
pPt-20437
pPt-23501
pPt-17450
pPt-26179
pPt-26992_s
pPt-21327
pPt-19778
pPt-19867

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 24:G>A
DArT

SNP 35:A>C
SNP 24:A>G
DArT

DArT

SNP 62:A>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 45:C>T
DArT

SNP 55:G>A
DArT

DArT

SNP 47:A>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 6:T>C
DArT

SNP 57:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 21:A>G
DArT

DArT

DArT

GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05

N.O.
70,07
N.O.
N.O.
70,44
70,44
N.O.
N.O.
73,11
74,15
N.O.
71,43
71,10
71,65
71,66
N.O.
71,70
72,99
72,77
73,61
72,57
72,59
72,72
72,61
72,36
72,51
72,50
72,11
72,55
72,25
72,57
72,48
72,57
69,39
N.O.
76,46
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
77,07
N.O.
77,58
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
78,23
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

68,52
68,73
68,90
69,02
69,02
69,05
69,32
69,45
69,70
69,86
70,07
70,17
70,26
70,39
70,40
70,40
70,41
70,56
70,62
70,98
71,18
71,23
71,37
71,46
71,66
71,72
71,75
71,83
71,85
71,92
72,04
72,05
72,11
72,72
73,09
74,51
74,72
74,84
74,85
74,88
75,14
75,43
75,76
75,88
75,98
76,28
76,40
76,52
76,53
76,55
76,63
76,82
77,24
77,29
77,38
77,54
77,62
77,65
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1782
1783
1784
1785
1786
1787
1788
1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1802
1803
1804
1805
1806
1807
1808
1809
1810
1811
1812
1813
1814
1815
1816
1817
1818
1819
1820
1821
1822
1823
1824
1825
1826
1827
1828
1829
1830
1831
1832
1833
1834
1835
1836
1837
1838
1839

100022042
100021754
100015218
100016827
100027430
100019210
100022522
100026235
PtTX4147

100000005
100027245
100024558
100021735
100021560
100019650
100003218
100002893
100001618
100017798
100021491
100019576
100025117
100019938
100018930
100020427
100021956
100016353
100020448
100020277
100018058
100020664
100015394
100027324
100022097
100024602
100018549
100017888
100017712
100000226
100020416
100028375
100023805
100023433
100021886
100026476
100028502
100021169
100018328
100026643
100024729
100018404
100026890
100019207
100020732
100000123
100019703
100027219
100020854

pPt-22042
pPt-21754
pPt-15218
pPt-16827

pPt-27430_s
pPt-19210_s

pPt-22522

pPt-26235_s

PtTX4147
pPt-00005

pPt-27245 s

pPt-24558
pPt-21735
pPt-21560
pPt-19650

pPt-03218_

S

pPt-02893 s
pPt-01618_s

pPt-17798
pPt-21491
pPt-19576
pPt-25117

pPt-19938_s

pPt-18930
pPt-20427
pPt-21956
pPt-16353
pPt-20448
pPt-20277
pPt-18058
pPt-20664
pPt-15394

pPt-27324 s
pPt-22097_s

pPt-24602
pPt-18549
pPt-17888
pPt-17712
pPt-00226
pPt-20416

pPt-28375_s

pPt-23805
pPt-23433
pPt-21886

pPt-26476_
pPt-28502_

pPt-21169
pPt-18328

pPt-26643
pPt-24729

pPt-18404

pPt-26890__

pPt-19207

pPt-20732_

pPt-00123
pPt-19703

pPt-27219_

pPt-20854

S
S

S

S

S

S

S

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 48:G>C
SNP 38:A>C
DArT

SNP 31:T>C
SSR

DArT

SNP 31:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 21:G>C
SNP 9:A>C

SNP 22:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 16:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 65:C>G
SNP 35:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 14:G>A
DArT

DArT

DArT

SNP 35:T>C
SNP 38:A>C
DArT

DArT

SNP 24:C>G
SNP 54:G>T
DArT

SNP 13:G>C
DArT

SNP 44:G>A
DArT

DArT

SNP 5:G>C

DArT

GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05

78,91
78,90
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
112,19
N.O.
114,86
115,13
116,06

77,68
77,71
77,75
77,76
77,95
78,43
78,76
79,04
79,49
79,87
80,21
81,28
84,32
84,60
85,64
86,44
86,65
86,97
87,11
87,23
87,45
87,58
87,61
87,62
87,75
87,84
87,96
87,96
88,00
88,04
88,07
88,09
88,22
88,27
88,35
88,49
88,55
88,58
88,66
88,88
89,27
89,77
90,19
91,52
93,66
94,66
99,64

100,29

102,17

102,69

103,92

104,68

106,68

107,19

109,19

109,20

109,59

110,27
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1840
1841
1842
1843
1844
1845
1846
1847
1848
1849
1850
1851
1852
1853
1854
1855
1856
1857
1858
1859
1860
1861
1862
1863
1864
1865
1866
1867
1868
1869
1870
1871
1872
1873
1874
1875
1876
1877
1878
1879
1880
1881
1882
1883
1884
1885
1886
1887
1888
1889
1890
1891
1892
1893
1894
1895
1896
1897

100019104
100018643
100024145
100023827
100023419
100021631
100023101
100003592
100002586
100022084
100002994
100003537
100018350
100017581
100027605
100019647
PtTX4205
100001809
100024903
100024737
100016328
100024069
100019488
100003536
PtTX2034
100000302
100013632
PtRIP_0619
100025029
100015112
100022814
100000303
100015773
100021153
100000185
100020421
100023198
100003134
100019193
100003830
100028259
100020509
100018792
100024074
100023611
100024913
100021373
100019154
100000538
100017645
100020484
100019608
100021270
PtTX3091
100022746
100017904
100002167
100002666

pPt-19104
pPt-18643
pPt-24145
pPt-23827
pPt-23419
pPt-21631
pPt-23101_s
pPt-03592_s
pPt-02586_s
pPt-22084
pPt-02994 s
pPt-03537_s
pPt-18350
pPt-17581
pPt-27605_s
pPt-19647_s
PtTX4205
pPt-01809_s
pPt-24903
pPt-24737
pPt-16328
pPt-24069
pPt-19488
pPt-03536_s
PtTX2034_B
pPt-00302
pPt-13632
PtRIP_0619_A
pPt-25029_s
pPt-15112
pPt-22814
pPt-00303
pPt-15773
pPt-21153
pPt-00185
pPt-20421
pPt-23198
pPt-03134_s
pPt-19193
pPt-03830_s
pPt-28259_s
pPt-20509
pPt-18792
pPt-24074
pPt-23611
pPt-24913 s
pPt-21373
pPt-19154
pPt-00538
pPt-17645
pPt-20484
pPt-19608
pPt-21270
PtTX3091_A
pPt-22746
pPt-17904
pPt-02167_s
pPt-02666_s

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 65:C>A
SNP 39:G>C
SNP 34:C>G
DArT
SNP 51:T>C
SNP 54:T>C
DArT
DArT
SNP 36:T>A
SNP 30:C>G
SSR
SNP 61:T>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 58:A>C
SSR
DArT
DArT
SSR
SNP 23:G>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 62:A>C
DArT
SNP 15:C>T
SNP 51:A>C
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 30:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SSR
DArT
DArT
SNP 10:T>C
SNP 27:T>A

GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06

116,15
116,15
116,17
115,86
N.O.
N.O.
N.O.
117,99
118,97
N.O.
N.O.
119,88
121,49
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
N.O.
N.O.
0,63
1,83
2,78
4,81
3,27
5,77
4,75
N.O.
N.O.
4,61
4,70
N.O.
4,74
N.O.
N.O.

110,34
110,41
110,53
111,24
111,24
111,45
111,80
113,21
113,45
113,78
114,19
114,48
115,92
116,50
-1,00
-0,70
0,00
0,32
0,57
0,74
0,91
0,92
0,93
1,16
1,29
1,42
1,57
1,58
1,69
1,79
1,79
1,83
1,83
1,90
1,96
2,04
2,14
2,39
2,57
2,76
3,87
3,96
4,08
4,10
4,60
4,97
5,08
5,30
5,52
5,64
6,22
6,37
7,77
8,01
8,41
8,50
8,63
8,75
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1898
1899
1900
1901
1902
1903
1904
1905
1906
1907
1908
1909
1910
1911
1912
1913
1914
1915
1916
1917
1918
1919
1920
1921
1922
1923
1924
1925
1926
1927
1928
1929
1930
1931
1932
1933
1934
1935
1936
1937
1938
1939
1940
1941
1942
1943
1944
1945
1946
1947
1948
1949
1950
1951
1952
1953
1954
1955

100018774
100000786
100017071
100026756
100027125
100030095
100003268
100000132
100022943
100021047
100020783
100023122
100000481
100000156
100026193
100023218
100003816
100029825
100004301
100020833
100017273
100016701
100017663
100022988
100024439
100019181
100020398
100001736
100020493
100019936
100018672
100015805
100019736
100017238
100000352
100022501
100020101
100023651
100029816
100029020
100016722
100022976
100018848
100023219
100027757
100021615
100020951
100024520
100021265
100023054
100003131
100026907
100020646
100001998
100023335
100001726
100023045
100024319

pPt-18774
pPt-00786_s
pPt-17071
pPt-26756_s
pPt-27125_s
pPt-30095_s
pPt-03268_s
pPt-00132
pPt-22943
pPt-21047
pPt-20783
pPt-23122
pPt-00481
pPt-00156
pPt-26193_s
pPt-23218
pPt-03816_s
pPt-29825_s
pPt-04301_s
pPt-20833
pPt-17273
pPt-16701
pPt-17663
pPt-22988
pPt-24439
pPt-19181
pPt-20398_s
pPt-01736_s
pPt-20493
pPt-19936
pPt-18672
pPt-15805
pPt-19736
pPt-17238
pPt-00352
pPt-22501
pPt-20101
pPt-23651
pPt-29816_s
pPt-29020_s
pPt-16722
pPt-22976
pPt-18848
pPt-23219
pPt-27757_s
pPt-21615
pPt-20951
pPt-24520
pPt-21265
pPt-23054_s
pPt-03131_s
pPt-26907_s
pPt-20646
pPt-01998_s
pPt-23335
pPt-01726_s
pPt-23045
pPt-24319

DArT

SNP 46:G>A
DArT

SNP 32:C>G
SNP 62:G>A
SNP 12:A>G
SNP 10:T>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 17:G>C
DArT

SNP 54:T>C
SNP 10:T>C
SNP 44:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 5:A>G

SNP 10:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 41:T>C
SNP 41:T>A
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 41:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 19:A>G
SNP 67:G>C
SNP 57:A>G
DArT

SNP 24:T>C
DArT

SNP 24:T>A
DArT

DArT

GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06

4,72
8,29
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
11,76
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
15,29
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

9,14
9,38
9,56
9,76

10,18

11,13

11,30

11,58

11,73

11,98

12,09

12,17

12,41

12,61

12,73

12,82

12,96

13,05

13,17

13,40

13,58

13,68

13,68

13,80

14,01

14,27

14,48

14,67

14,69
14,92
14,99
15,10
15,26
15,26
15,27
15,42
16,73
17,99
18,11
18,34
18,37
18,43
18,48
18,60
18,73
18,85
18,97
19,04
19,39
19,83

20,12

20,23

20,24

20,30

20,33

20,38

20,47

20,61
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1956
1957
1958
1959
1960
1961
1962
1963
1964
1965
1966
1967
1968
1969
1970
1971
1972
1973
1974
1975
1976
1977
1978
1979
1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013

100023121
100018332
100019034
100023659
100017709
100018324
100029117
100023152
100017940
100024026
100025071
100024495
100015116
100020130
PtRIP_0629
100023413
100021784
100020843
100025148
100019844
100035698
100025537
100001008
100023826
100017512
100023650
100023950
100021943
100015206
100018902
100019444
100019027
100018979
100030244
100015775
100027306
100000187
100024494
100016601
100003903
100023262
100023375
100000464
100017113
100007360
100022832
100019742
100018398
100001223
100019094
100001571
100022016
100019384
100022382
100025935
100019432
100023759
100022866

pPt-23121
pPt-18332
pPt-19034
pPt-23659_s
pPt-17709
pPt-18324
pPt-29117_s
pPt-23152
pPt-17940
pPt-24026_s
pPt-25071
pPt-24495
pPt-15116
pPt-20130_s
PtRIP_0629_A
pPt-23413
pPt-21784
pPt-20843
pPt-25148 s
pPt-19844
pPt-35698
pPt-25537
pPt-01008_s
pPt-23826
pPt-17512
pPt-23650
pPt-23950
pPt-21943
pPt-15206
pPt-18902_s
pPt-19444
pPt-19027
pPt-18979
pPt-30244_s
pPt-15775
pPt-27306_s
pPt-00187
pPt-24494
pPt-16601
pPt-03903_s
pPt-23262
pPt-23375
pPt-00464
pPt-17113
pPt-07360
pPt-22832
pPt-19742
pPt-18398
pPt-01223 s
pPt-19094
pPt-01571_s
pPt-22016
pPt-19384
pPt-22382
pPt-25935
pPt-19432
pPt-23759
pPt-22866

DArT
DArT
DArT
SNP 58:G>T
DArT
DArT
SNP 65:A>G
DArT
DArT
SNP 60:A>T
DArT
DArT
DArT
SNP 38:T>G
SSR
DArT
DArT
DArT
SNP 33:T>C
DArT
DArT
DArT
SNP 30:T>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 53:G>T
DArT
DArT
DArT
SNP 24:A>G
DArT
SNP 22:T>C
DArT
DArT
DArT
SNP 52:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 50:T>C
DArT
SNP 50:T>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
25,08
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

21,37
21,53
21,66
22,00
22,58
22,62
22,64
22,66
22,68
22,75
22,84
23,09
23,35
23,40
23,46
23,48
23,87
24,00
24,30
24,38
24,44
24,51
24,53
24,63
24,73
24,77
24,88
25,07
25,11
25,17
25,22
25,37
25,49
25,63
25,69
25,81
25,90
26,01
26,27
26,37
26,72
27,10
27,19
27,22
27,29
27,42
27,53
27,58
27,73
28,23
28,23
28,46
28,72
29,08
29,08
29,18
29,28
29,35
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2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
2021
2022
2023
2024
2025
2026
2027
2028
2029
2030
2031
2032
2033
2034
2035
2036
2037
2038
2039
2040
2041
2042
2043
2044
2045
2046
2047
2048
2049
2050
2051
2052
2053
2054
2055
2056
2057
2058
2059
2060
2061
2062
2063
2064
2065
2066
2067
2068
2069
2070
2071

100018073
100023908
100024239
100021534
100024140
100019878
100022933
100013569
100026306
100019128
100016889
100021493
100019359
100019800
100026195
100016735
100022929
100000146
100024216
100023539
100020418
100015857
100030389
100027399
100035688
100023685
100022793
100016733
100023206
100023545
100024423
100021970
100022112
100020863
100023532
100018200
100020558
100027366
100003302
100001952
100021972
PtRIP_0567
100019675
100028825
100023314
100019201
100023843
100029333
PtRIP_0619
100023690
100022674
100023514
100022018
100028270
100023743
100026153
100023142
100028273

pPt-18073
pPt-23908
pPt-24239
pPt-21534
pPt-24140_s
pPt-19878
pPt-22933
pPt-13569
pPt-26306_s
pPt-19128
pPt-16889
pPt-21493
pPt-19359
pPt-19800
pPt-26195
pPt-16735
pPt-22929
pPt-00146
pPt-24216_s
pPt-23539
pPt-20418
pPt-15857
pPt-30389_s
pPt-27399
pPt-35688
pPt-23685
pPt-22793
pPt-16733
pPt-23206
pPt-23545
pPt-24423
pPt-21970
pPt-22112
pPt-20863
pPt-23532
pPt-18200
pPt-20558_s
pPt-27366_s
pPt-03302_s
pPt-01952_s
pPt-21972
PtRIP_0567
pPt-19675
pPt-28825_s
pPt-23314
pPt-19201
pPt-23843
pPt-29333_s
PtRIP_0619_B
pPt-23690
pPt-22674
pPt-23514
pPt-22018
pPt-28270_s
pPt-23743 s
pPt-26153 s
pPt-23142
pPt-28273 s

DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 58:G>A
DArT
DArT
DArT
SNP 48:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 28:T>G
DArT
DArT
DArT
SNP 41:A>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 53:T>C
SNP 53:A>T
SNP 61:C>G
SNP 54:G>A
DArT
SSR
DArT
SNP 44:A>T
DArT
DArT
DArT
SNP 39:T>C
SSR
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 13:G>A
SNP 35:T>A
SNP 36:C>T
DArT
SNP 33:A>T

GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
36,70
38,72
N.O.
38,24
N.O.
N.O.
38,51
N.O.
N.O.
39,57
N.O.
N.O.
N.O.
39,45
39,55
N.O.
N.O.
41,14
39,20
N.O.
40,80
40,51
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
35,42
46,31
45,32
46,34
46,48
46,31
45,94
44,91
47,75
48,60
48,77

29,35
29,39
29,46
29,47
29,57
29,76
29,78
29,82
29,98
30,06
30,46
30,66
30,67
30,70
30,78
30,85
31,05
31,08
31,32
31,70
31,75
32,45
32,55
32,74
32,95
32,99
33,06
33,07
33,17
33,27
33,38
33,40
33,51
33,58
33,61
33,85
34,05
34,14
34,44
34,65
34,86
35,05
35,66
36,04
36,84
36,97
37,05
37,58
39,91
45,91
46,27
46,31
46,44
46,89
47,81
48,73
49,29
49,44
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2072
2073
2074
2075
2076
2077
2078
2079
2080
2081
2082
2083
2084
2085
2086
2087
2088
2089
2090
2091
2092
2093
2094
2095
2096
2097
2098
2099
2100
2101
2102
2103
2104
2105
2106
2107
2108
2109
2110
2111
2112
2113
2114
2115
2116
2117
2118
2119
2120
2121
2122
2123
2124
2125
2126
2127
2128
2129

100023037
100000966
100023509
100000215
100017030
100019215
PtTX3125

100017653
100025346
100002784
100017008
100021110
100027192
100002375
100015901
100017233
100025344
100000452
100018454
100022616
100026972
100018640
100021907
100020882
100020005
100018247
100026641
100023481
100024065
100025826
100024024
100016988
100026063
100024628
100017730
100016336
100022797
100029844
100020871
100002877
100024050
100029774
100000305
100022122
100021468
100028058
100017848
100016527
100003557
100017726
100022410
100001720
100018231
100021127
100003606
100020056
100023183
100002667

pPt-23037_s
pPt-00966_s
pPt-23509_s
pPt-00215
pPt-17030
pPt-19215
PtTX3125_A
pPt-17653
pPt-25346_s
pPt-02784_s
pPt-17008
pPt-21110_s
pPt-27192 s
pPt-02375_s
pPt-15901_s
pPt-17233
pPt-25344
pPt-00452
pPt-18454
pPt-22616
pPt-26972_s
pPt-18640_s
pPt-21907
pPt-20882
pPt-20005
pPt-18247
pPt-26641_s
pPt-23481_s
pPt-24065_s
pPt-25826_s
pPt-24024
pPt-16988
pPt-26063_s
pPt-24628 s
pPt-17730
pPt-16336
pPt-22797
pPt-29844 s
pPt-20871
pPt-02877_s
pPt-24050
pPt-29774_s
pPt-00305
pPt-22122
pPt-21468
pPt-28058_s
pPt-17848
pPt-16527
pPt-03557_s
pPt-17726
pPt-22410_s
pPt-01720_s
pPt-18231
pPt-21127
pPt-03606_s
pPt-20056
pPt-23183_s
pPt-02667_s

SNP 45:G>C
SNP 32:G>T
SNP 22:C>G
DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

SNP 34:T>C
SNP 65:A>G
DArT

SNP 53:G>T
SNP 26:G>T
SNP 52:T>C
SNP 13:T>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 16:G>C
SNP 23:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 25:C>A
SNP 37:C>T
SNP 24:G>T
SNP 37:A>T
DArT

DArT

SNP 5:C>T
SNP 64:T>C
DArT

DArT

DArT

SNP 17:G>T
DArT

SNP 40:T>C
DArT

SNP 67:G>T
DArT

DArT

DArT

SNP 48:C>T
DArT

DArT

SNP 66:T>A
DArT

SNP 50:A>G
SNP 23:T>C
DArT

DArT

SNP 7:T>G
DArT

SNP 36:C>T
SNP 34:A>C

GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 06
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7

49,01
49,17
49,46
50,01
50,61
50,85
50,77
52,34
52,22
53,62
53,28
53,70
54,05
54,63
57,38
60,10
61,47
61,45
61,85
61,99
63,41
64,72
65,91
66,11
66,35
66,81
67,00
67,46
67,98
68,31
71,42
70,81
71,97
0,00
1,28
1,95
2,33
2,82
3,01
3,20
N.O.
4,32
6,64
8,23
8,29
9,33
9,59
9,82
10,11
10,55
12,43
14,11
14,76
14,65
14,72
14,95
15,95
15,78

49,69
49,86
50,07
50,72
51,19
51,28
51,51
52,94
53,19
53,91
53,92
54,50
54,93
55,62
58,09
60,91
62,34
62,38
62,69
62,90
64,32
65,66
66,79
67,02
67,30
67,66
67,90
68,36
68,88
69,59
71,70
71,93
72,65
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2130
2131
2132
2133
2134
2135
2136
2137
2138
2139
2140
2141
2142
2143
2144
2145
2146
2147
2148
2149
2150
2151
2152
2153
2154
2155
2156
2157
2158
2159
2160
2161
2162
2163
2164
2165
2166
2167
2168
2169
2170
2171
2172
2173
2174
2175
2176
2177
2178
2179
2180
2181
2182
2183
2184
2185
2186
2187

100016623
100023771
100024156
100028911
100000212
100022103
100020870
100023547
100022388
100018957
100030231
100020577
100020351
100021629
100028201
100024008
100022041
PtTX4090

PtTX3043

100024819
100019539
100001587
100025440
100024672
100018139
100018914
100021921
100000229
100021649
100000029
100022850
100003052
100022313
100024427
100015091
100017676
100019718
100024463
100017040
100035763
100022974
100022494
100035683
100023394
100026008
100020669
100001324
100035655
100000171
100035671
100019602
100019676
100020428
100020492
100035696
100017727
100021867
100025510

pPt-16623
pPt-23771_s
pPt-24156
pPt-28911_s
pPt-00212
pPt-22103
pPt-20870
pPt-23547
pPt-22388
pPt-18957
pPt-30231_s
pPt-20577
pPt-20351
pPt-21629
pPt-28201_s
pPt-24008_s
pPt-22041
PtTX4090
PtTX3043_B
pPt-24819 s
pPt-19539
pPt-01587_s
pPt-25440_s
pPt-24672
pPt-18139_s
pPt-18914
pPt-21921
pPt-00229
pPt-21649
pPt-00029
pPt-22850
pPt-03052_s
pPt-22313
pPt-24427
pPt-15091
pPt-17676
pPt-19718 s
pPt-24463
pPt-17040
pPt-35763
pPt-22974
pPt-22494
pPt-35683
pPt-23394
pPt-26008_s
pPt-20669
pPt-01324 s
pPt-35655
pPt-00171
pPt-35671
pPt-19602
pPt-19676
pPt-20428
pPt-20492
pPt-35696
pPt-17727
pPt-21867
pPt-25510_s

DArT

SNP 41:T>G
DArT

SNP 66:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 68:T>C
DArT

DArT

DArT

SNP 57:T>C
SNP 10:C>A
DArT

SSR

SSR

SNP 48:T>G
DArT

SNP 46:C>G
SNP 27:G>A
DArT

SNP 11:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 55:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 33:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 27:A>C
DArT

SNP 17:T>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 23:C>T

GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07

16,09
16,47
16,69
17,04
16,86
17,10
17,27
17,29
17,34
17,40
18,00
N.O.
18,74
18,67
N.O.
22,93
N.O.
N.O.
27,42
30,19
31,26
33,06
33,71
34,22
34,33
N.O.
34,49
34,56
34,81
34,89
35,47
35,32
35,21
35,27
35,38
35,37
35,37
35,37
35,38
35,38
35,40
35,43
35,44
35,45
35,47
35,61
35,74
35,89
36,27
36,23
36,25
36,27
36,56
36,70
36,87
37,04
37,18
37,64

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2188
2189
2190
2191
2192
2193
2194
2195
2196
2197
2198
2199
2200
2201
2202
2203
2204
2205
2206
2207
2208
2209
2210
2211
2212
2213
2214
2215
2216
2217
2218
2219
2220
2221
2222
2223
2224
2225
2226
2227
2228
2229
2230
2231
2232
2233
2234
2235
2236
2237
2238
2239
2240
2241
2242
2243
2244
2245

100017412
100019807
100009139
100020785
PtTX3089
100020650
100020617
100021031
PtTX4056
100023574
100018899
PtTX4112
100016700
100000259
100022055
100019372
100022448
100020934
100023063
PtRIP_0066
PtTX3021
PtTX3127
100023344
100025466
100018892
100020393
100023715
100025154
100019174
100022212
100029849
100023224
100029683
100022887
100030889
100020625
100017944
100029784
100024593
100017283
100029481
100028565
100020992
PtTX3021
100018382
100024073
100007311
100023853
100023893
100018101
100000106
100022858
100023105
100000337
100017836
100020942
100018714
100023197

pPt-17412
pPt-19807_s
pPt-09139
pPt-20785
PtTX3089_A
pPt-20650
pPt-20617
pPt-21031
PtTX4056
pPt-23574
pPt-18899
PtTX4112
pPt-16700
pPt-00259
pPt-22055
pPt-19372
pPt-22448
pPt-20934
pPt-23063_s
PtRIP_0066
PtTX3021_B
PtTX3127_C
pPt-23344
pPt-25466
pPt-18892
pPt-20393
pPt-23715
pPt-25154
pPt-19174 s
pPt-22212
pPt-29849 s
pPt-23224
pPt-29683_s
pPt-22887
pPt-30889_s
pPt-20625
pPt-17944
pPt-29784 s
pPt-24593
pPt-17283
pPt-29481 s
pPt-28565_s
pPt-20992
PtTX3021_L
pPt-18382
pPt-24073
pPt-07311
pPt-23853
pPt-23893
pPt-18101
pPt-00106
pPt-22858
pPt-23105
pPt-00337
pPt-17836
pPt-20942
pPt-18714
pPt-23197

DArT

SNP 40:C>T
DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 36:G>C
SSR

SSR

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 53:T>G
DArT

SNP 33:G>T
DArT

SNP 38:A>G
DArT

SNP 46:C>T
DArT

DArT

SNP 32:A>G
DArT

DArT

SNP 53:T>C
SNP 6:A>T
DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7

N.O.
N.O.
52,36
55,61
56,65
56,95
57,41
58,08
N.O.
58,26
58,40
58,58
58,76
N.O.
59,14
59,22
59,18
59,16
60,08
N.O.
N.O.
66,75
75,46
N.O.
75,98
N.O.
76,23
N.O.
76,76
77,51
77,42
77,58
77,35
77,70
77,67
77,90
78,15
78,36
N.O.
78,49
78,73
78,98
79,14
N.O.
79,95
79,96
80,03
N.O.
80,08
80,50
80,42
81,01
81,22
81,66
82,14
82,81
85,27
86,22

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2246
2247
2248
2249
2250
2251
2252
2253
2254
2255
2256
2257
2258
2259
2260
2261
2262
2263
2264
2265
2266
2267
2268
2269
2270
2271
2272
2273
2274
2275
2276
2277
2278
2279
2280
2281
2282
2283
2284
2285
2286
2287
2288
2289
2290
2291
2292
2293
2294
2295
2296
2297
2298
2299
2300
2301
2302
2303

100018617
100018540
100021826
100017324
100003389
100022082
100019054
100019037
100026765
100020295
100024483
100006142
100027003
100017224
100002526
100015862
100013662
100018519
100020350
100013656
100015382
100013663
100019905
PtTX4183

100021319
100000031
100022579
100019702
100002882
100023647
100024323
100022353
100022206
100024754
100017803
100024486
100020171
100024980
100030365
100000058
100000220
100000255
100000377
100000412
100000501
100000873
100001312
100001504
100001889
100002383
100002576
100002809
100004769
100005373
100013556
100013574
100013741
100014804

pPt-18617
pPt-18540
pPt-21826
pPt-17324
pPt-03389_s
pPt-22082
pPt-19054
pPt-19037
pPt-26765
pPt-20295
pPt-24483
pPt-06142
pPt-27003_s
pPt-17224
pPt-02526_s
pPt-15862
pPt-13662
pPt-18519
pPt-20350
pPt-13656
pPt-15382
pPt-13663
pPt-19905
PtTX4183_B
pPt-21319
pPt-00031
pPt-22579
pPt-19702_s
pPt-02882_s
pPt-23647
pPt-24323
pPt-22353
pPt-22206
pPt-24754
pPt-17803
pPt-24486
pPt-20171
pPt-24980
pPt-30365_s
pPt-00058
pPt-00220
pPt-00255
pPt-00377
pPt-00412
pPt-00501
pPt-00873_s
pPt-01312_s
pPt-01504_s
pPt-01889_s
pPt-02383_s
pPt-02576_s
pPt-02809_s
pPt-04769
pPt-05373
pPt-13556
pPt-13574
pPt-13741
pPt-14804

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 21:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 41:G>T
DArT

SNP 45:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

SNP 62:C>G
SNP 12:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 68:G>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 19:A>C
SNP 60:G>T
SNP 13:T>C
SNP 25:G>C
SNP 12:T>G
SNP 57:T>A
SNP 11:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07

86,61
86,64
86,81
86,82
88,05
88,58
88,87
88,93
88,97
88,99
90,17
90,68
92,85
92,65
95,18
94,97
99,00
99,08
99,08
98,94
99,16
99,29
100,14
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
115,37
116,23
116,89
116,93
116,91
116,88
116,93
117,09
117,03
116,88
117,43
117,64
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2304
2305
2306
2307
2308
2309
2310
2311
2312
2313
2314
2315
2316
2317
2318
2319
2320
2321
2322
2323
2324
2325
2326
2327
2328
2329
2330
2331
2332
2333
2334
2335
2336
2337
2338
2339
2340
2341
2342
2343
2344
2345
2346
2347
2348
2349
2350
2351
2352
2353
2354
2355
2356
2357
2358
2359
2360
2361

100015223
100015591
100016062
100016192
100016266
100016305
100016308
100016394
100016407
100016551
100016724
100016911
100016921
100017060
100017077
100017120
100017148
100017215
100017226
100017269
100017440
100017463
100017464
100017530
100017588
100017677
100017722
100017742
100017801
100017952
100017998
100017999
100018021
100018062
100018075
100018161
100018186
100018209
100018249
100018293
100018316
100018334
100018352
100018412
100018450
100018466
100018556
100018723
100018762
100018895
100019030
100019086
100019164
100019232
100019280
100019345
100019596
100019656

pPt-15223
pPt-15591
pPt-16062
pPt-16192
pPt-16266
pPt-16305
pPt-16308
pPt-16394
pPt-16407_s
pPt-16551
pPt-16724
pPt-16911
pPt-16921
pPt-17060
pPt-17077
pPt-17120
pPt-17148
pPt-17215
pPt-17226
pPt-17269
pPt-17440
pPt-17463
pPt-17464
pPt-17530
pPt-17588
pPt-17677
pPt-17722
pPt-17742
pPt-17801
pPt-17952
pPt-17998
pPt-17999_s
pPt-18021
pPt-18062
pPt-18075
pPt-18161
pPt-18186
pPt-18209_s
pPt-18249
pPt-18293
pPt-18316
pPt-18334
pPt-18352
pPt-18412
pPt-18450
pPt-18466
pPt-18556
pPt-18723
pPt-18762
pPt-18895
pPt-19030
pPt-19086
pPt-19164
pPt-19232
pPt-19280
pPt-19345
pPt-19596
pPt-19656

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 57:A>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 23:G>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 20:T>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2362
2363
2364
2365
2366
2367
2368
2369
2370
2371
2372
2373
2374
2375
2376
2377
2378
2379
2380
2381
2382
2383
2384
2385
2386
2387
2388
2389
2390
2391
2392
2393
2394
2395
2396
2397
2398
2399
2400
2401
2402
2403
2404
2405
2406
2407
2408
2409
2410
2411
2412
2413
2414
2415
2416
2417
2418
2419

100019726
100019787
100019837
100019845
100019877
100019966
100019989
100020006
100020015
100020111
100020189
100020322
100020342
100020357
100020475
100020485
100020513
100020594
100020595
100020684
100020685
100020716
100020772
100020788
100020825
100020837
100020884
100020946
100020955
100020963
100021149
100021162
100021226
100021279
100021299
100021553
100021589
100021802
100021806
100021935
100021976
100022177
100022198
100022199
100022205
100022234
100022310
100022315
100022423
100022495
100022559
100022628
100022727
100022731
100022765
100022885
100022909
100022912

pPt-19726
pPt-19787
pPt-19837
pPt-19845
pPt-19877
pPt-19966
pPt-19989
pPt-20006
pPt-20015
pPt-20111
pPt-20189
pPt-20322
pPt-20342
pPt-20357
pPt-20475
pPt-20485
pPt-20513
pPt-20594
pPt-20595
pPt-20684
pPt-20685
pPt-20716
pPt-20772
pPt-20788
pPt-20825
pPt-20837
pPt-20884
pPt-20946
pPt-20955
pPt-20963
pPt-21149
pPt-21162
pPt-21226
pPt-21279
pPt-21299
pPt-21553
pPt-21589
pPt-21802
pPt-21806
pPt-21935
pPt-21976
pPt-22177_s
pPt-22198
pPt-22199
pPt-22205
pPt-22234
pPt-22310
pPt-22315
pPt-22423
pPt-22495
pPt-22559 s
pPt-22628
pPt-22727
pPt-22731 s
pPt-22765
pPt-22885
pPt-22909
pPt-22912

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 43:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 25:C>A
DArT
DArT
SNP 67:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2420
2421
2422
2423
2424
2425
2426
2427
2428
2429
2430
2431
2432
2433
2434
2435
2436
2437
2438
2439
2440
2441
2442
2443
2444
2445
2446
2447
2448
2449
2450
2451
2452
2453
2454
2455
2456
2457
2458
2459
2460
2461
2462
2463
2464
2465
2466
2467
2468
2469
2470
2471
2472
2473
2474
2475
2476
2477

100022923
100022935
100022979
100022982
100023259
100023337
100023343
100023385
100023473
100023557
100023570
100023609
100023699
100023708
100023718
100023744
100023765
100023768
100023882
100023948
100023957
100024104
100024131
100024136
100024201
100024202
100024259
100024297
100024313
100024332
100024491
100024492
100024502
100024514
100024549
100024612
100024640
100024713
100024764
100024779
100024987
100025001
100025014
100025051
100025057
100025157
100025523
100025805
100025931
100026434
100026459
100026561
100026782
100027002
100027019
100027040
100027163
100027314

pPt-22923
pPt-22935
pPt-22979
pPt-22982_s
pPt-23259
pPt-23337
pPt-23343
pPt-23385_s
pPt-23473
pPt-23557
pPt-23570
pPt-23609_s
pPt-23699
pPt-23708
pPt-23718
pPt-23744 s
pPt-23765
pPt-23768
pPt-23882
pPt-23948
pPt-23957
pPt-24104
pPt-24131
pPt-24136
pPt-24201
pPt-24202
pPt-24259
pPt-24297 s
pPt-24313
pPt-24332
pPt-24491
pPt-24492
pPt-24502
pPt-24514
pPt-24549
pPt-24612
pPt-24640
pPt-24713
pPt-24764
pPt-24779
pPt-24987
pPt-25001_s
pPt-25014
pPt-25051_s
pPt-25057
pPt-25157
pPt-25523_s
pPt-25805_s
pPt-25931 s
pPt-26434 s
pPt-26459 s
pPt-26561_s
pPt-26782_s
pPt-27002_s
pPt-27019_s
pPt-27040_s
pPt-27163_s
pPt-27314

DArT

DArT

DArT

SNP 21:C>A
DArT

DArT

DArT

SNP 5:A>G
DArT

DArT

DArT

SNP 22:G>A
DArT

DArT

DArT

SNP 67:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 57:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 58:C>G
DArT

SNP 14:A>C
DArT

DArT

SNP 61:C>T
SNP 52:T>A
SNP 9:T>C
SNP 55:G>A
SNP 44:C>G
SNP 52:A>C
SNP 39:A>G
SNP 46:A>G
SNP 67:A>G
SNP 35:T>C
SNP 51:T>A
DArT

GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2478
2479
2480
2481
2482
2483
2484
2485
2486
2487
2488
2489
2490
2491
2492
2493
2494
2495
2496
2497
2498
2499
2500
2501
2502
2503
2504
2505
2506
2507
2508
2509
2510
2511
2512
2513
2514
2515
2516
2517
2518
2519
2520
2521
2522
2523
2524
2525
2526
2527
2528
2529
2530
2531
2532
2533
2534
2535

100027544
100027558
100027665
100027932
100028178
100028229
100028553
100028706
100029352
100029846
100030134
100030191
100030688
100035690
100035703
100035735
PtTX3114

100025053
100002094
PtTX3021

100018599
100019869
PtTX3021

100019261
100024798
100022068
100024557
100019457
100022038
100000261
100030226
100027504
100002253
100015923
100018721
100028164
100030506
100019040
100029390
100021120
100018130
100023478
100014831
100018731
100021227
100035740
100019476
100000250
100017380
100028213
100023346
100017916
100017928
100003142
PtTX2128

100022308
100021890
100021887

pPt-27544 s
pPt-27558 s
pPt-27665_s
pPt-27932_s
pPt-28178
pPt-28229 s
pPt-28553_s
pPt-28706_s
pPt-29352_s
pPt-29846_s
pPt-30134_s
pPt-30191_s
pPt-30688_s
pPt-35690
pPt-35703
pPt-35735
PtTX3114
pPt-25053
pPt-02094_s
PtTX3021_0O
pPt-18599
pPt-19869
PtTX3021_D
pPt-19261
pPt-24798
pPt-22068_s
pPt-24557
pPt-19457
pPt-22038
pPt-00261
pPt-30226_s
pPt-27504_s
pPt-02253
pPt-15923
pPt-18721
pPt-28164_s
pPt-30506_s
pPt-19040
pPt-29390_s
pPt-21120
pPt-18130
pPt-23478
pPt-14831
pPt-18731
pPt-21227
pPt-35740
pPt-19476
pPt-00250
pPt-17380
pPt-28213
pPt-23346
pPt-17916
pPt-17928
pPt-03142_s
PtTX2128
pPt-22308
pPt-21890
pPt-21887_s

SNP 50:C>T
SNP 33:T>C
SNP 45:T>C
SNP 35:T>C
DArT

SNP 46:A>G
SNP 18:A>T
SNP 12:A>G
SNP 67:C>G
SNP 13:C>T
SNP 27:A>G
SNP 45:A>C
SNP 51:T>C
DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

SNP 44:G>A
SSR

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

SNP 41:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 26:G>A
SNP 18:A>G
DArT

DArT

DArT

SNP 11:G>A
SNP 15:C>T
DArT

SNP 65:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 23:T>G
SSR

DArT

DArT

SNP 11:C>T

GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GLO7
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
3,35
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
17,69
20,63
N.O.
21,19
21,58
21,50
22,66
22,86
23,06
23,56
24,65
23,83
24,86
24,01
24,63
24,37
24,16
24,63
24,49
24,51
24,49
24,49
24,49
24,99
24,45
24,59
24,34
24,37
24,36
24,48
24,33
25,07
25,69
26,73

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2536
2537
2538
2539
2540
2541
2542
2543
2544
2545
2546
2547
2548
2549
2550
2551
2552
2553
2554
2555
2556
2557
2558
2559
2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566
2567
2568
2569
2570
2571
2572
2573
2574
2575
2576
2577
2578
2579
2580
2581
2582
2583
2584
2585
2586
2587
2588
2589
2590
2591
2592
2593

100018783
100017444
100021067
100018104
100023382
100024355
100024521
100020206
100035815
100003329
PtTX3123
100027953
100021357
100025802
100001869
PtRIP_0852
100020770
100020888
100023749
100025142
100018401
100024858
100029345
100024042
100024607
100025082
100020563
100022027
100000266
100023760
100023270
100022461
100003128
100019478
100022357
100028307
100030155
100019571
PtTX3021
100023001
100023289
100000093
100028912
PtTX3034
100001818
100014980
100026689
100000287
100016961
100018296
100023416
100023358
100016775
100016979
100018194
100020945
100029018
100020521

pPt-18783
pPt-17444
pPt-21067_s
pPt-18104
pPt-23382
pPt-24355_s
pPt-24521
pPt-20206
pPt-35815
pPt-03329_s
PtTX3123_A
pPt-27953_s
pPt-21357
pPt-25802_s
pPt-01869_s
PtRIP_0852
pPt-20770
pPt-20888
pPt-23749
pPt-25142
pPt-18401
pPt-24858
pPt-29345_s
pPt-24042
pPt-24607
pPt-25082_s
pPt-20563
pPt-22027
pPt-00266
pPt-23760
pPt-23270
pPt-22461
pPt-03128 s
pPt-19478
pPt-22357
pPt-28307_s
pPt-30155_s
pPt-19571
PtTX3021_G
pPt-23001
pPt-23289_s
pPt-00093
pPt-28912 s
PtTX3034
pPt-01818_s
pPt-14980
pPt-26689_s
pPt-00287
pPt-16961
pPt-18296
pPt-23416
pPt-23358
pPt-16775
pPt-16979
pPt-18194
pPt-20945
pPt-29018_s
pPt-20521

DArT

DArT

SNP 56:C>G
DArT

DArT

SNP 61:C>G
DArT

DArT

DArT

SNP 47:T>A
SSR

SNP 53:C>G
DArT

SNP 22:C>A
SNP 26:C>T
SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 21:T>C
DArT

DArT

SNP 66:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 49:A>G
DArT

DArT

SNP 20:C>T
SNP 34:T>G
DArT

SSR

DArT

SNP 50:C>T
DArT

SNP 29:G>T
SSR

SNP 5:T>C
DArT

SNP 21:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 13:C>A
DArT

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

26,98
27,55
31,85
N.O.
N.O.
32,50
N.O.
33,42
33,64
34,86
N.O.
N.O.
39,54
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
57,15
66,33
66,02
63,97
64,40
65,92
66,02
N.O.
N.O.
N.O.
72,41
72,10
N.O.
72,04
N.O.
74,38
N.O.
N.O.
77,84
N.O.
81,80
N.O.
87,96
N.O.
N.O.
N.O.
92,86
97,34
97,57
97,83
N.O.
103,35
103,66
103,77
103,84
103,81

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2594
2595
2596
2597
2598
2599
2600
2601
2602
2603
2604
2605
2606
2607
2608
2609
2610
2611
2612
2613
2614
2615
2616
2617
2618
2619
2620
2621
2622
2623
2624
2625
2626
2627
2628
2629
2630
2631
2632
2633
2634
2635
2636
2637
2638
2639
2640
2641
2642
2643
2644
2645
2646
2647
2648
2649
2650
2651

100019512
100000016
100000039
100000045
100000136
100000172
100000216
100000231
100000330
100000367
100000370
100000371
100000374
100000414
100000426
100000473
100000492
100000520
100001096
100001200
100001208
100001211
100001285
100001419
100001971
100002157
100002203
100002402
100002511
100002572
100002624
100002661
100002718
100002794
100002811
100002878
100003237
100003535
100003767
100003786
100003944
100005650
100007174
100013669
100014937
100015832
100016544
100016625
100016709
100016769
100016805
100016813
100016912
100016914
100016946
100017133
100017165
100017275

pPt-19512
pPt-00016
pPt-00039
pPt-00045
pPt-00136
pPt-00172
pPt-00216
pPt-00231
pPt-00330
pPt-00367
pPt-00370
pPt-00371
pPt-00374
pPt-00414
pPt-00426
pPt-00473
pPt-00492
pPt-00520
pPt-01096
pPt-01200_s
pPt-01208_s
pPt-01211 s
pPt-01285_s
pPt-01419 s
pPt-01971 s
pPt-02157
pPt-02203_s
pPt-02402_s
pPt-02511 s
pPt-02572_s
pPt-02624 _s
pPt-02661_s
pPt-02718_s
pPt-02794 _s
pPt-02811_s
pPt-02878_s
pPt-03237_s
pPt-03535_s
pPt-03767_s
pPt-03786_s
pPt-03944 s
pPt-05650
pPt-07174
pPt-13669
pPt-14937
pPt-15832
pPt-16544
pPt-16625
pPt-16709
pPt-16769
pPt-16805
pPt-16813
pPt-16912
pPt-16914
pPt-16946
pPt-17133
pPt-17165
pPt-17275

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 54:T>A
SNP 16:C>A
SNP 54:A>G
SNP 44:A>G
SNP 12:A>G
SNP 46:T>C
DArT

SNP 67:C>G
SNP 7:G>T

SNP 60:G>C
SNP 30:C>T
SNP 48:G>T
SNP 52:G>T
SNP 19:T>C
SNP 36:T>C
SNP 50:T>G
SNP 63:A>C
SNP 12:C>A
SNP 53:T>C
SNP 11:G>A
SNP 67:C>T
SNP 21:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

104,13
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2652
2653
2654
2655
2656
2657
2658
2659
2660
2661
2662
2663
2664
2665
2666
2667
2668
2669
2670
2671
2672
2673
2674
2675
2676
2677
2678
2679
2680
2681
2682
2683
2684
2685
2686
2687
2688
2689
2690
2691
2692
2693
2694
2695
2696
2697
2698
2699
2700
2701
2702
2703
2704
2705
2706
2707
2708
2709

100017281
100017389
100017391
100017398
100017544
100017552
100017585
100017597
100017782
100017891
100017972
100018022
100018065
100018189
100018190
100018261
100018321
100018418
100018433
100018447
100018543
100018614
100018666
100018736
100018788
100018808
100018937
100018943
100018953
100018962
100019124
100019177
100019189
100019218
100019252
100019266
100019305
100019333
100019454
100019460
100019536
100019588
100019593
100019641
100019660
100019728
100019731
100019772
100019792
100019839
100019861
100019899
100019906
100020038
100020040
100020094
100020110
100020119

pPt-17281
pPt-17389
pPt-17391
pPt-17398
pPt-17544
pPt-17552
pPt-17585
pPt-17597
pPt-17782
pPt-17891
pPt-17972
pPt-18022
pPt-18065
pPt-18189
pPt-18190
pPt-18261
pPt-18321
pPt-18418
pPt-18433
pPt-18447
pPt-18543
pPt-18614
pPt-18666
pPt-18736
pPt-18788
pPt-18808
pPt-18937
pPt-18943
pPt-18953
pPt-18962_s
pPt-19124
pPt-19177
pPt-19189
pPt-19218
pPt-19252
pPt-19266
pPt-19305
pPt-19333
pPt-19454
pPt-19460
pPt-19536
pPt-19588
pPt-19593
pPt-19641
pPt-19660_s
pPt-19728
pPt-19731
pPt-19772
pPt-19792
pPt-19839
pPt-19861_s
pPt-19899
pPt-19906
pPt-20038
pPt-20040
pPt-20094
pPt-20110
pPt-20119

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 28:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 32:C>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 12:T>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2710
2711
2712
2713
2714
2715
2716
2717
2718
2719
2720
2721
2722
2723
2724
2725
2726
2727
2728
2729
2730
2731
2732
2733
2734
2735
2736
2737
2738
2739
2740
2741
2742
2743
2744
2745
2746
2747
2748
2749
2750
2751
2752
2753
2754
2755
2756
2757
2758
2759
2760
2761
2762
2763
2764
2765
2766
2767

100020173
100020180
100020230
100020358
100020420
100020507
100020555
100020605
100020627
100020652
100020678
100020755
100020779
100020781
100020800
100020832
100020838
100020844
100020875
100021026
100021028
100021072
100021145
100021184
100021221
100021237
100021264
100021350
100021399
100021423
100021427
100021460
100021485
100021513
100021523
100021549
100021581
100021582
100021584
100021638
100021642
100021717
100021807
100021846
100021856
100021911
100021919
100021973
100022005
100022049
100022050
100022240
100022278
100022293
100022361
100022409
100022431
100022547

pPt-20173
pPt-20180_s
pPt-20230
pPt-20358
pPt-20420
pPt-20507
pPt-20555
pPt-20605
pPt-20627
pPt-20652
pPt-20678
pPt-20755
pPt-20779
pPt-20781
pPt-20800
pPt-20832
pPt-20838
pPt-20844
pPt-20875
pPt-21026
pPt-21028
pPt-21072
pPt-21145
pPt-21184
pPt-21221
pPt-21237_s
pPt-21264
pPt-21350
pPt-21399
pPt-21423
pPt-21427
pPt-21460
pPt-21485
pPt-21513_s
pPt-21523
pPt-21549
pPt-21581
pPt-21582
pPt-21584
pPt-21638
pPt-21642
pPt-21717
pPt-21807
pPt-21846
pPt-21856
pPt-21911
pPt-21919
pPt-21973
pPt-22005
pPt-22049
pPt-22050
pPt-22240
pPt-22278
pPt-22293
pPt-22361
pPt-22409
pPt-22431
pPt-22547

DArT
SNP 53:T>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 6:A>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 20:C>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2768
2769
2770
2771
2772
2773
2774
2775
2776
2777
2778
2779
2780
2781
2782
2783
2784
2785
2786
2787
2788
2789
2790
2791
2792
2793
2794
2795
2796
2797
2798
2799
2800
2801
2802
2803
2804
2805
2806
2807
2808
2809
2810
2811
2812
2813
2814
2815
2816
2817
2818
2819
2820
2821
2822
2823
2824
2825

100022576
100022613
100022638
100022653
100022656
100022691
100022736
100022752
100022764
100022811
100022869
100022895
100022927
100022939
100022966
100022969
100023052
100023073
100023111
100023126
100023128
100023139
100023188
100023216
100023244
100023306
100023333
100023352
100023408
100023461
100023519
100023534
100023543
100023566
100023683
100023688
100023817
100023828
100023845
100023900
100023906
100023922
100023926
100023941
100023949
100023978
100023988
100024037
100024180
100024187
100024268
100024294
100024405
100024430
100024431
100024440
100024446
100024459

pPt-22576
pPt-22613
pPt-22638
pPt-22653
pPt-22656
pPt-22691
pPt-22736
pPt-22752
pPt-22764
pPt-22811_s
pPt-22869
pPt-22895_s
pPt-22927
pPt-22939
pPt-22966
pPt-22969
pPt-23052
pPt-23073
pPt-23111
pPt-23126
pPt-23128
pPt-23139
pPt-23188
pPt-23216
pPt-23244
pPt-23306_s
pPt-23333
pPt-23352
pPt-23408
pPt-23461
pPt-23519
pPt-23534
pPt-23543
pPt-23566
pPt-23683
pPt-23688
pPt-23817
pPt-23828
pPt-23845
pPt-23900_s
pPt-23906
pPt-23922
pPt-23926
pPt-23941
pPt-23949
pPt-23978
pPt-23988
pPt-24037
pPt-24180
pPt-24187
pPt-24268
pPt-24294
pPt-24405
pPt-24430
pPt-24431
pPt-24440_s
pPt-24446
pPt-24459

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 6:G>T
DArT
SNP 24:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 56:G>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 6:T>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 14:G>C
DArT
DArT

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2826
2827
2828
2829
2830
2831
2832
2833
2834
2835
2836
2837
2838
2839
2840
2841
2842
2843
2844
2845
2846
2847
2848
2849
2850
2851
2852
2853
2854
2855
2856
2857
2858
2859
2860
2861
2862
2863
2864
2865
2866
2867
2868
2869
2870
2871
2872
2873
2874
2875
2876
2877
2878
2879
2880
2881
2882
2883

100024499
100024519
100024528
100024581
100024605
100024613
100024621
100024691
100024724
100024736
100024751
100024753
100024789
100024801
100024823
100024825
100024859
100024861
100024879
100024916
100024935
100024942
100024983
100024986
100024992
100025009
100025034
100025103
100025119
100025262
100025308
100025357
100025490
100025563
100025637
100026136
100026330
100026408
100026462
100026472
100026686
100026933
100026983
100027232
100027298
100027376
100027377
100027579
100027603
100027755
100027848
100028136
100028526
100028587
100028630
100028907
100029150
100029420

pPt-24499
pPt-24519 s
pPt-24528
pPt-24581
pPt-24605
pPt-24613
pPt-24621 s
pPt-24691
pPt-24724
pPt-24736_s
pPt-24751
pPt-24753
pPt-24789 s
pPt-24801
pPt-24823
pPt-24825
pPt-24859
pPt-24861
pPt-24879
pPt-24916
pPt-24935
pPt-24942
pPt-24983
pPt-24986
pPt-24992
pPt-25009_s
pPt-25034
pPt-25103
pPt-25119
pPt-25262
pPt-25308
pPt-25357
pPt-25490_s
pPt-25563
pPt-25637
pPt-26136_s
pPt-26330_s
pPt-26408_s
pPt-26462_s
pPt-26472_s
pPt-26686_s
pPt-26933_s
pPt-26983_s
pPt-27232_s
pPt-27298 s
pPt-27376_s
pPt-27377_s
pPt-27579_s
pPt-27603_s
pPt-27755_s
pPt-27848_s
pPt-28136_s
pPt-28526_s
pPt-28587_s
pPt-28630_s
pPt-28907_s
pPt-29150_s
pPt-29420 s

DArT
SNP 33:C>A
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 51:C>G
DArT
DArT
SNP 27:T>C
DArT
DArT
SNP 57:G>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 35:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 60:C>G
DArT
DArT
SNP 30:G>A
SNP 47:A>C
SNP 21:A>G
SNP 13:C>T
SNP 42:T>A
SNP 44:T>C
SNP 43:T>C
SNP 12:A>G
SNP 68:A>T
SNP 39:T>C
SNP 45:T>G
SNP 11:G>C
SNP 51:G>T
SNP 27:T>C
SNP 41:C>T
SNP 46:G>A
SNP 24:G>T
SNP 64:A>C
SNP 55:T>C
SNP 32:G>A
SNP 64:A>G
SNP 54:T>C
SNP 14:C>A

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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2884
2885
2886
2887
2888
2889
2890
2891
2892
2893
2894
2895
2896
2897
2898
2899
2900
2901
2902
2903
2904
2905
2906
2907
2908
2909
2910
2911
2912
2913
2914
2915
2916
2917
2918
2919
2920
2921
2922
2923
2924
2925
2926
2927
2928
2929
2930
2931
2932
2933
2934
2935
2936
2937
2938
2939
2940
2941

100029479
100029689
100030015
100030372
100035687
100035741
100035789
100035831
100035850
100035877
100019327
100003399
100021809
100024747
100024770
100023493
100019893
100022618
100020760
100017351
100020596
100022255
100002907
100000291
100024545
100022242
100035663
100020589
100023182
100003152
100018376
100000013
100001830
100022117
100020671
100021922
100022663
100003781
100017672
100024441
100014987
100015579
100023014
100019451
100015984
100024562
100022189
100019112
100022221
100022614
100027881
100022587
100022001
100018821
100030135
100025632
100020229
100025526

pPt-29479 s
pPt-29689_s
pPt-30015_s
pPt-30372_s
pPt-35687
pPt-35741
pPt-35789
pPt-35831
pPt-35850
pPt-35877
pPt-19327
pPt-03399_s
pPt-21809
pPt-24747
pPt-24770
pPt-23493
pPt-19893
pPt-22618
pPt-20760
pPt-17351
pPt-20596
pPt-22255
pPt-02907_s
pPt-00291
pPt-24545
pPt-22242
pPt-35663
pPt-20589
pPt-23182
pPt-03152_s
pPt-18376
pPt-00013
pPt-01830_s
pPt-22117
pPt-20671
pPt-21922
pPt-22663
pPt-03781_s
pPt-17672_s
pPt-24441 s
pPt-14987
pPt-15579
pPt-23014
pPt-19451_s
pPt-15984
pPt-24562
pPt-22189
pPt-19112
pPt-22221
pPt-22614
pPt-27881_s
pPt-22587
pPt-22001
pPt-18821
pPt-30135_s
pPt-25632
pPt-20229
pPt-25526

SNP 27:A>C
SNP 37:G>A
SNP 34:G>A
SNP 24:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 18:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 22:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 55:T>G
DArT

DArT

SNP 24:T>A
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 11:C>T
SNP 6:T>C
SNP 62:G>T
DArT

DArT

DArT

SNP 47:A>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 21:G>A
DArT

DArT

DArT

SNP 19:G>C
DArT

DArT

DArT

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
5,91
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
0,37
0,83
2,26
2,70
4,73
4,99
5,11
5,22
5,23
5,25
5,47
5,52
5,61
5,62
5,62
5,63
5,63
5,86
6,01
6,18
7,28
7,53
7,91
8,17
8,17
8,18
8,39
8,78
8,97
9,08
9,08
9,08
9,15
9,16
9,46

10,76

10,85

11,08

11,26

11,72

11,92

11,93

12,61

13,26

13,49

13,50

13,58
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2942
2943
2944
2945
2946
2947
2948
2949
2950
2951
2952
2953
2954
2955
2956
2957
2958
2959
2960
2961
2962
2963
2964
2965
2966
2967
2968
2969
2970
2971
2972
2973
2974
2975
2976
2977
2978
2979
2980
2981
2982
2983
2984
2985
2986
2987
2988
2989
2990
2991
2992
2993
2994
2995
2996
2997
2998
2999

100019659
100017170
100024153
100023872
100025073
100020538
100021017
100018480
100024997
100025937
100015833
100020911
100019144
100022875
100004248
100002225
100020723
100024726
100014118
100018250
100030197
100023097
100029169
100001394
100022328
100023976
100016962
100025282
100029071
100027042
100024059
100017467
100024155
100022880
100019527
100018116
100026542
100020761
100027917
100013769
100021030
100013770
100003099
100024856
100028228
100002696
100018386
100002963
100016640
100020757
100023338
100003364
100017432
100014902
100029554
100018875
100020698
100000292

pPt-19659
pPt-17170
pPt-24153
pPt-23872
pPt-25073_s
pPt-20538
pPt-21017
pPt-18480
pPt-24997
pPt-25937
pPt-15833
pPt-20911
pPt-19144
pPt-22875
pPt-04248
pPt-02225_s
pPt-20723
pPt-24726_s
pPt-14118
pPt-18250_s
pPt-30197_s
pPt-23097
pPt-29169_s
pPt-01394_s
pPt-22328
pPt-23976
pPt-16962
pPt-25282
pPt-29071_s
pPt-27042_s
pPt-24059
pPt-17467
pPt-24155
pPt-22880
pPt-19527
pPt-18116
pPt-26542_s
pPt-20761
pPt-27917_s
pPt-13769
pPt-21030
pPt-13770
pPt-03099_s
pPt-24856
pPt-28228 s
pPt-02696_s
pPt-18386
pPt-02963_s
pPt-16640
pPt-20757
pPt-23338
pPt-03364_s
pPt-17432
pPt-14902
pPt-29554 s
pPt-18875
pPt-20698
pPt-00292

DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 50:T>C
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 59:A>G
DArT
SNP 28:G>C
DArT
SNP 35:G>A
SNP 50:G>C
DArT
SNP 37:C>T
SNP 15:T>A
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 10:C>A
SNP 55:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 26:A>G
DArT
SNP 61:A>C
DArT
DArT
DArT
SNP 30:G>A
DArT
SNP 19:T>C
SNP 42:A>C
DArT
SNP 18:G>T
DArT
DArT
DArT
SNP 13:T>C
DArT
DArT
SNP 13:A>T
DArT
DArT
DArT

GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

34,00

34,55

36,12
N.O.

36,42

36,55

39,26

37,59

39,38

37,75

39,13

39,89

38,04

38,23

39,77

38,01

38,68

38,59

38,68

38,78

38,83

39,13

13,66
13,73
13,85
13,92
14,56
14,99
15,22
15,46
15,59
15,95
16,90
16,92
16,93
17,40
19,48
21,44
21,70
22,17
22,54
22,88
24,76
26,20
27,01
27,57
27,91
27,92
27,93
28,24
28,40
28,62
28,73
28,74
28,97
31,12
31,83
32,03
32,25
32,44
34,47
34,61
34,63
34,71
35,02
35,41
35,71
35,88
35,95
36,15
36,39
36,41
36,72
36,87
37,08
37,11
37,20
37,23
37,24
37,36
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3000
3001
3002
3003
3004
3005
3006
3007
3008
3009
3010
3011
3012
3013
3014
3015
3016
3017
3018
3019
3020
3021
3022
3023
3024
3025
3026
3027
3028
3029
3030
3031
3032
3033
3034
3035
3036
3037
3038
3039
3040
3041
3042
3043
3044
3045
3046
3047
3048
3049
3050
3051
3052
3053
3054
3055
3056
3057

100021018
100018708
100000154
100027998
100019651
100021902
100024231
100018007
100021185
100016543
100020161
100027673
100020055
100000211
100027811
100020177
100021504
100023462
100024015
100003104
100020677
100029164
100018403
100002430
100023007
100027800
100017466
100019190
PtRIP_0388
100000055
100022439
100017932
100017927
100035775
100021308
100027026
100024957
100024402
100023190
100022511
100021824
100023586
100002844
100019557
100021759
100024063
100023363
100025690
100035802
100019648
100000149
100000248
100024968
100026755
100026206
100018432
100023727
100001723

pPt-21018
pPt-18708
pPt-00154
pPt-27998 s
pPt-19651
pPt-21902
pPt-24231
pPt-18007
pPt-21185
pPt-16543
pPt-20161
pPt-27673_s
pPt-20055
pPt-00211
pPt-27811_s
pPt-20177
pPt-21504
pPt-23462
pPt-24015
pPt-03104_s
pPt-20677
pPt-29164 s
pPt-18403
pPt-02430_s
pPt-23007
pPt-27800_s
pPt-17466
pPt-19190
PtRIP_0388
pPt-00055
pPt-22439
pPt-17932
pPt-17927
pPt-35775
pPt-21308
pPt-27026_s
pPt-24957 s
pPt-24402
pPt-23190_s
pPt-22511
pPt-21824 s
pPt-23586
pPt-02844 s
pPt-19557
pPt-21759
pPt-24063_s
pPt-23363
pPt-25690_s
pPt-35802
pPt-19648
pPt-00149
pPt-00248
pPt-24968
pPt-26755_s
pPt-26206_s
pPt-18432
pPt-23727
pPt-01723 s

DArT

DArT

DArT

SNP 62:G>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 6:C>T
DArT

DArT

SNP 18:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 29:C>T
DArT

SNP 63:C>A
DArT

SNP 21:C>G
DArT

SNP 36:T>C
DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 40:A>C
SNP 54:G>A
DArT

SNP 68:G>C
DArT

SNP 14:A>T
DArT

SNP 54:G>C
DArT

DArT

SNP 61:G>C
DArT

SNP 35:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 36:T>A
SNP 48:A>T
DArT

DArT

SNP 22:C>T

GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09

38,83
38,85
38,91
38,47
39,08
39,08
39,12
40,96
N.O.
N.O.
N.O.
45,26
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
46,79
N.O.
N.O.
N.O.
47,93
N.O.
N.O.
N.O.
48,87
49,01
50,33
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
53,47
N.O.
N.O.
N.O.
61,43
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
75,35
N.O.
N.O.
78,32
79,19
80,08
81,33
80,36
80,65

37,43
37,47
37,52
37,77
37,88
37,90
37,91
38,95
39,76
41,00
41,19
43,12
43,63
43,98
44,28
44,40
44,81
45,11
45,55
45,66
45,78
45,94
46,48
46,59
46,77
47,19
48,37
48,40
49,37
50,47
51,10
51,34
51,64
52,47
57,57
58,19
59,49
59,91
60,41
62,12
62,65
63,29
64,28
64,50
64,93
65,21
65,60
66,85
71,66
72,29
73,40
74,11
75,71
76,43
77,13
77,51
77,55
77,72
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3058
3059
3060
3061
3062
3063
3064
3065
3066
3067
3068
3069
3070
3071
3072
3073
3074
3075
3076
3077
3078
3079
3080
3081
3082
3083
3084
3085
3086
3087
3088
3089
3090
3091
3092
3093
3094
3095
3096
3097
3098
3099
3100
3101
3102
3103
3104
3105
3106
3107
3108
3109
3110
3111
3112
3113
3114
3115

100024242
100018833
100018490
100020897
100022078
100024561
100020972
PtTX2123

100022716
100023766
100019138
100025041
100016558
100017465
100013766
100002356
100022726
100019749
100021193
100020742
100002088
100020188
100018192
100025238
100019007
100024041
100021305
100016785
100022519
100019570
100016171
100020482
100023537
100027233
100000044
100022146
100020353
100021892
100018954
100022679
100027014
100025174
100018206
100019784
100022825
100024824
100025022
100016725
100018767
100030617
100020142
100025534
100003524
100020340
100022148
100000140
100019175
100019658

pPt-24242
pPt-18833
pPt-18490
pPt-20897
pPt-22078
pPt-24561
pPt-20972
PtTX2123
pPt-22716
pPt-23766
pPt-19138
pPt-25041
pPt-16558
pPt-17465
pPt-13766
pPt-02356_s
pPt-22726
pPt-19749
pPt-21193
pPt-20742
pPt-02088_s
pPt-20188
pPt-18192
pPt-25238
pPt-19007
pPt-24041
pPt-21305
pPt-16785
pPt-22519 s
pPt-19570
pPt-16171
pPt-20482
pPt-23537_s
pPt-27233_s
pPt-00044
pPt-22146
pPt-20353
pPt-21892
pPt-18954
pPt-22679
pPt-27014_s
pPt-25174_s
pPt-18206_s
pPt-19784
pPt-22825
pPt-24824
pPt-25022
pPt-16725
pPt-18767
pPt-30617_s
pPt-20142
pPt-25534 s
pPt-03524 s
pPt-20340
pPt-22148
pPt-00140
pPt-19175
pPt-19658

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 8:C>G

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 39:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 41:C>T
DArT

DArT

DArT

SNP 31:G>A
SNP 45:T>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 25:A>T
SNP 14:T>C
SNP 56:A>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 42:A>G
DArT

SNP 57:C>T
SNP 17:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09

80,91
80,84
80,77
80,89
80,90
80,90
81,00
81,08
81,17
81,64
N.O.
N.O.
N.O.
83,68
84,62
84,57
N.O.
84,90
85,84
86,04
86,73
86,08
86,27
86,44
86,33
87,37
86,85
87,04
N.O.
87,26
N.O.
N.O.
N.O.
88,93
N.O.
N.O.
N.O.
88,31
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

77,83
77,94
77,95
77,95
77,95
77,96
78,03
78,08
78,26
78,58
78,68
78,70
80,38
80,63
81,69
81,78
81,78
82,04
82,84
82,86
83,02
83,24
83,38
83,42
83,42
83,71
83,79
84,01
84,21
84,47
84,82
84,83
84,99
85,16
85,43
85,47
85,48
85,62
86,08
86,45
86,69
86,92
87,08
87,22
87,67
88,42
88,89
88,96
88,99
89,13
89,35
89,61
90,23
90,47
90,56
90,58
90,59
90,71
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3116
3117
3118
3119
3120
3121
3122
3123
3124
3125
3126
3127
3128
3129
3130
3131
3132
3133
3134
3135
3136
3137
3138
3139
3140
3141
3142
3143
3144
3145
3146
3147
3148
3149
3150
3151
3152
3153
3154
3155
3156
3157
3158
3159
3160
3161
3162
3163
3164
3165
3166
3167
3168
3169
3170
3171
3172
3173

100024218
100022963
100025189
100024907
100003261
100020395
100000436
100017920
PtSIFG_0737
PtRIP_0376
100024649
100027382
100020347
PtSIFG_0371
100020411
100023891
100018965
100000109
PtTX3018
100019318
100023168
100021073
100021776
100025114
100027619
PtTX3021
100023602
100024524
100018982
100017186
100020564
PtTX4183
PtRIP_0255
100019793
100020092
100030032
100020417
100024714
100019363
100024805
100024582
100000398
100002325
100028595
100023328
100022485
100023664
PtRIP_0367
PtTX4221
100022584
100021436
100018484
100020774
100018441
100020439
100021104
100004054
PtRIP_0376

pPt-24218
pPt-22963
pPt-25189_s
pPt-24907_s
pPt-03261_s
pPt-20395
pPt-00436
pPt-17920
PtSIFG_0737
PtRIP_0376_B
pPt-24649_s
pPt-27382_s
pPt-20347
PtSIFG_0371
pPt-20411
pPt-23891
pPt-18965
pPt-00109
PtTX3018
pPt-19318
pPt-23168
pPt-21073
pPt-21776
pPt-25114
pPt-27619_s
PtTX3021_E
pPt-23602
pPt-24524 s
pPt-18982
pPt-17186
pPt-20564
PtTX4183_C
PtRIP_0255
pPt-19793_s
pPt-20092_s
pPt-30032_s
pPt-20417
pPt-24714
pPt-19363
pPt-24805
pPt-24582
pPt-00398
pPt-02325
pPt-28595_s
pPt-23328
pPt-22485
pPt-23664
PtRIP_0367
PtTX4221
pPt-22584 s
pPt-21436
pPt-18484
pPt-20774
pPt-18441
pPt-20439
pPt-21104
pPt-04054_s
PtRIP_0376_C

DArT

DArT

SNP 58:A>G
SNP 9:G>A

SNP 8:C>A

DArT

DArT

DArT

SSR

SSR

SNP 40:A>G
SNP 11:A>C
DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 68:G>C
SSR

DArT

SNP 42:G>A
DArT

DArT

DArT

SSR

SSR

SNP 10:A>G
SNP 47:G>T
SNP 42:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 9:A>G

DArT

DArT

DArT

SSR

SSR

SNP 48:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 33:G>T
SSR

GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL 09
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

94,52
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
N.O.
0,93
N.O.
N.O.
1,14
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
1,98
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

16,43

17,58

17,62

18,05

18,06

18,09
N.O.

19,77

22,82

23,39

22,81

24,55

22,59

28,47

31,56
N.O.

38,13

45,06

44,93

45,25
N.O.

47,23
N.O.

50,31
N.O.

91,01
91,20
91,27
91,64
91,85
92,03
92,35
94,25
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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3174
3175
3176
3177
3178
3179
3180
3181
3182
3183
3184
3185
3186
3187
3188
3189
3190
3191
3192
3193
3194
3195
3196
3197
3198
3199
3200
3201
3202
3203
3204
3205
3206
3207
3208
3209
3210
3211
3212
3213
3214
3215
3216
3217
3218
3219
3220
3221
3222
3223
3224
3225
3226
3227
3228
3229
3230
3231

100024800
PtRIP_0165
PtTX3021
100016854
100020451
100022108
100017838
100025630
100025349
100023051
100021263
PtTX3043
100019191
100022137
100024576
100024413
100030371
100001887
100025241
100021378
100019167
100000107
100023397
100000421
100000528
100022566
100035661
100017756
100027364
100018582
100019855
100035677
100019543
100001421
100023871
PtRIP_0171
100026027
100023210
100025408
100018501
100016472
100017190
100023252
PtRIP_0629
100016687
100018323
100019777
100024211
100002740
100023141
100017812
100021842
100014795
100019096
100026675
100017880
100018174
100023271

pPt-24800_s
PtRIP_0165
PtTX3021_I
pPt-16854
pPt-20451 s
pPt-22108
pPt-17838
pPt-25630_s
pPt-25349
pPt-23051
pPt-21263
PtTX3043_A
pPt-19191
pPt-22137
pPt-24576_s
pPt-24413
pPt-30371_s
pPt-01887_s
pPt-25241
pPt-21378
pPt-19167
pPt-00107
pPt-23397
pPt-00421
pPt-00528_s
pPt-22566
pPt-35661
pPt-17756
pPt-27364_s
pPt-18582
pPt-19855
pPt-35677
pPt-19543
pPt-01421_s
pPt-23871
PtRIP_0171
pPt-26027_s
pPt-23210
pPt-25408
pPt-18501
pPt-16472
pPt-17190
pPt-23252
PtRIP_0629_C
pPt-16687
pPt-18323
pPt-19777
pPt-24211
pPt-02740_s
pPt-23141
pPt-17812
pPt-21842
pPt-14795
pPt-19096
pPt-26675_s
pPt-17880
pPt-18174
pPt-23271

SNP 38:C>T
SSR

SSR

DArT

SNP 32:T>C
DArT

DArT

SNP 51:C>T
DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

SNP 8:G>C

DArT

SNP 12:T>C
SNP 6:C>T

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 34:C>G
DArT

DArT

DArT

SNP 41:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 29:T>G
DArT

SSR

SNP 21:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 23:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 62:C>T
DArT

DArT

DArT

GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10

50,98
N.O.
N.O.
53,25
53,10
53,84
53,90
52,73
57,35
57,78
57,94
N.O.
64,20
68,85
N.O.
72,03
72,18
72,11
72,40
72,58
72,54
72,73
72,69
73,72
74,26
N.O.
74,73
N.O.
75,28
75,68
75,72
76,52
77,44
77,70
78,58
78,47
78,77
78,84
78,95
79,09
79,10
79,16
79,23
79,23
79,27
79,30
79,29
79,27
79,20
79,23
79,41
79,42
79,45
79,23
79,50
79,75
79,75
80,47

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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3232
3233
3234
3235
3236
3237
3238
3239
3240
3241
3242
3243
3244
3245
3246
3247
3248
3249
3250
3251
3252
3253
3254
3255
3256
3257
3258
3259
3260
3261
3262
3263
3264
3265
3266
3267
3268
3269
3270
3271
3272
3273
3274
3275
3276
3277
3278
3279
3280
3281
3282
3283
3284
3285
3286
3287
3288
3289

100023147
100022577
100021396
100002172
100030816
100020933
100024253
100000199
100026932
100019375
100017322
100018830
100018926
100020609
100028090
100016907
100027716
100018313
100021452
100018927
100024018
100028088
100002988
PtSIFG_0745
100018031
100019500
PtTX3127
100000121
100000131
100000155
100000183
100000206
100000271
100000279
100000327
100000338
100000384
100000390
100000419
100000428
100000521
100000603
100000765
100001633
100001682
100002056
100002437
100002561
100002701
100002770
100002783
100002785
100002957
100002998
100003055
100003216
100003424
100003492

pPt-23147
pPt-22577
pPt-21396
pPt-02172_s
pPt-30816_s
pPt-20933
pPt-24253
pPt-00199
pPt-26932_s
pPt-19375
pPt-17322
pPt-18830
pPt-18926
pPt-20609
pPt-28090_s
pPt-16907
pPt-27716_s
pPt-18313
pPt-21452
pPt-18927
pPt-24018_s
pPt-28088
pPt-02988_s
PtSIFG_0745
pPt-18031
pPt-19500
PtTX3127_B
pPt-00121
pPt-00131
pPt-00155
pPt-00183
pPt-00206
pPt-00271
pPt-00279
pPt-00327
pPt-00338
pPt-00384
pPt-00390
pPt-00419
pPt-00428
pPt-00521
pPt-00603_s
pPt-00765_s
pPt-01633_s
pPt-01682_s
pPt-02056_s
pPt-02437_s
pPt-02561_s
pPt-02701_s
pPt-02770_s
pPt-02783_s
pPt-02785_s
pPt-02957_s
pPt-02998_s
pPt-03055_s
pPt-03216_s
pPt-03424 s
pPt-03492_s

DArT

DArT

DArT

SNP 31:C>T
SNP 37:G>A
DArT

DArT

DArT

SNP 31:G>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 26:A>G
DArT

SNP 31:T>C
DArT

DArT

DArT

SNP 68:T>G
DArT

SNP 59:C>A
SSR

DArT

DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 68:A>G
SNP 34:C>A
SNP 8:G>C
SNP 43:G>C
SNP 18:G>T
SNP 57:C>G
SNP 43:T>C
SNP 38:G>A
SNP 29:T>G
SNP 51:A>C
SNP 37:T>C
SNP 41:G>A
SNP 26:C>T
SNP 48:G>C
SNP 22:G>A
SNP 43:A>G
SNP 63:T>G

GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10

80,59
80,55
80,58
80,75
81,19
81,49
81,69
81,75
82,02
82,29
82,43
82,61
82,61
83,50
83,97
N.O.
87,73
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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3290
3291
3292
3293
3294
3295
3296
3297
3298
3299
3300
3301
3302
3303
3304
3305
3306
3307
3308
3309
3310
3311
3312
3313
3314
3315
3316
3317
3318
3319
3320
3321
3322
3323
3324
3325
3326
3327
3328
3329
3330
3331
3332
3333
3334
3335
3336
3337
3338
3339
3340
3341
3342
3343
3344
3345
3346
3347

100003608
100003699
100003706
100003729
100003731
100003900
100003992
100003996
100004798
100006141
100006838
100008671
100013687
100014211
100015705
100015978
100016105
100016222
100016356
100016670
100016708
100016780
100016812
100017105
100017182
100017210
100017342
100017359
100017377
100017400
100017417
100017490
100017541
100017594
100017690
100017699
100017740
100017764
100017865
100017978
100018000
100018013
100018028
100018103
100018129
100018240
100018339
100018362
100018498
100018513
100018554
100018573
100018602
100018648
100018659
100018750
100018803
100018815

pPt-03608_s
pPt-03699_s
pPt-03706_s
pPt-03729_s
pPt-03731_s
pPt-03900_s
pPt-03992_s
pPt-03996_s
pPt-04798
pPt-06141
pPt-06838
pPt-08671
pPt-13687
pPt-14211
pPt-15705
pPt-15978
pPt-16105
pPt-16222
pPt-16356
pPt-16670
pPt-16708
pPt-16780_s
pPt-16812
pPt-17105
pPt-17182
pPt-17210
pPt-17342
pPt-17359
pPt-17377
pPt-17400
pPt-17417
pPt-17490
pPt-17541
pPt-17594
pPt-17690
pPt-17699
pPt-17740
pPt-17764
pPt-17865
pPt-17978
pPt-18000
pPt-18013
pPt-18028
pPt-18103
pPt-18129
pPt-18240
pPt-18339
pPt-18362
pPt-18498
pPt-18513
pPt-18554
pPt-18573
pPt-18602
pPt-18648
pPt-18659
pPt-18750
pPt-18803
pPt-18815

SNP 28:G>T
SNP 60:G>A
SNP 7:T>C
SNP 33:G>A
SNP 16:T>C
SNP 31:A>C
SNP 39:C>T
SNP 40:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 21:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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3348
3349
3350
3351
3352
3353
3354
3355
3356
3357
3358
3359
3360
3361
3362
3363
3364
3365
3366
3367
3368
3369
3370
3371
3372
3373
3374
3375
3376
3377
3378
3379
3380
3381
3382
3383
3384
3385
3386
3387
3388
3389
3390
3391
3392
3393
3394
3395
3396
3397
3398
3399
3400
3401
3402
3403
3404
3405

100018817
100018868
100018877
100018893
100018905
100018960
100019163
100019321
100019343
100019377
100019395
100019417
100019604
100019624
100019786
100019804
100019809
100019864
100019872
100019875
100020023
100020097
100020192
100020221
100020299
100020300
100020348
100020367
100020373
100020405
100020415
100020461
100020505
100020523
100020532
100020540
100020607
100020608
100020624
100020629
100020649
100020673
100020694
100020729
100020808
100020815
100020847
100020971
100020977
100020998
100021027
100021088
100021103
100021128
100021143
100021172
100021197
100021239

pPt-18817
pPt-18868
pPt-18877
pPt-18893
pPt-18905
pPt-18960
pPt-19163
pPt-19321
pPt-19343
pPt-19377
pPt-19395
pPt-19417
pPt-19604
pPt-19624
pPt-19786
pPt-19804
pPt-19809
pPt-19864
pPt-19872
pPt-19875
pPt-20023_s
pPt-20097
pPt-20192
pPt-20221
pPt-20299
pPt-20300
pPt-20348
pPt-20367
pPt-20373
pPt-20405
pPt-20415
pPt-20461
pPt-20505
pPt-20523
pPt-20532
pPt-20540
pPt-20607
pPt-20608
pPt-20624
pPt-20629
pPt-20649
pPt-20673
pPt-20694
pPt-20729
pPt-20808
pPt-20815
pPt-20847
pPt-20971
pPt-20977
pPt-20998
pPt-21027
pPt-21088
pPt-21103
pPt-21128
pPt-21143
pPt-21172
pPt-21197
pPt-21239

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 68:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT

GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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3406
3407
3408
3409
3410
3411
3412
3413
3414
3415
3416
3417
3418
3419
3420
3421
3422
3423
3424
3425
3426
3427
3428
3429
3430
3431
3432
3433
3434
3435
3436
3437
3438
3439
3440
3441
3442
3443
3444
3445
3446
3447
3448
3449
3450
3451
3452
3453
3454
3455
3456
3457
3458
3459
3460
3461
3462
3463

100021341
100021347
100021437
100021459
100021501
100021517
100021530
100021533
100021607
100021618
100021652
100021659
100021688
100021704
100021727
100021748
100021760
100021780
100021799
100021811
100021872
100021897
100021898
100021924
100021998
100022033
100022039
100022070
100022125
100022145
100022186
100022203
100022300
100022338
100022422
100022452
100022462
100022516
100022518
100022523
100022546
100022598
100022629
100022665
100022721
100022788
100022819
100022908
100022917
100022940
100022957
100023040
100023055
100023060
100023075
100023115
100023124
100023130

pPt-21341
pPt-21347
pPt-21437
pPt-21459
pPt-21501
pPt-21517
pPt-21530_s
pPt-21533
pPt-21607_s
pPt-21618
pPt-21652
pPt-21659
pPt-21688
pPt-21704
pPt-21727
pPt-21748
pPt-21760
pPt-21780
pPt-21799
pPt-21811
pPt-21872
pPt-21897
pPt-21898
pPt-21924
pPt-21998
pPt-22033
pPt-22039
pPt-22070
pPt-22125
pPt-22145
pPt-22186
pPt-22203
pPt-22300
pPt-22338
pPt-22422
pPt-22452
pPt-22462
pPt-22516
pPt-22518
pPt-22523
pPt-22546
pPt-22598
pPt-22629
pPt-22665
pPt-22721
pPt-22788
pPt-22819
pPt-22908
pPt-22917_s
pPt-22940
pPt-22957
pPt-23040
pPt-23055
pPt-23060
pPt-23075
pPt-23115
pPt-23124_s
pPt-23130

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 52:G>T
DArT
SNP 45:C>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 16:A>T
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 54:G>T
DArT

GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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3464
3465
3466
3467
3468
3469
3470
3471
3472
3473
3474
3475
3476
3477
3478
3479
3480
3481
3482
3483
3484
3485
3486
3487
3488
3489
3490
3491
3492
3493
3494
3495
3496
3497
3498
3499
3500
3501
3502
3503
3504
3505
3506
3507
3508
3509
3510
3511
3512
3513
3514
3515
3516
3517
3518
3519
3520
3521

100023145
100023170
100023229
100023258
100023263
100023327
100023350
100023391
100023417
100023431
100023440
100023445
100023520
100023555
100023563
100023599
100023616
100023628
100023631
100023646
100023764
100023798
100023804
100023820
100023857
100023896
100023920
100024066
100024077
100024138
100024154
100024182
100024206
100024248
100024252
100024318
100024393
100024408
100024418
100024422
100024471
100024498
100024604
100024626
100024653
100024756
100024892
100024991
100025160
100025230
100025233
100025260
100025285
100025292
100025316
100025467
100025476
100025519

pPt-23145
pPt-23170
pPt-23229
pPt-23258
pPt-23263
pPt-23327
pPt-23350
pPt-23391
pPt-23417
pPt-23431
pPt-23440
pPt-23445_s
pPt-23520
pPt-23555_s
pPt-23563
pPt-23599
pPt-23616
pPt-23628
pPt-23631
pPt-23646_s
pPt-23764
pPt-23798
pPt-23804
pPt-23820_s
pPt-23857
pPt-23896_s
pPt-23920
pPt-24066
pPt-24077
pPt-24138
pPt-24154
pPt-24182
pPt-24206
pPt-24248
pPt-24252
pPt-24318
pPt-24393
pPt-24408
pPt-24418
pPt-24422
pPt-24471
pPt-24498
pPt-24604
pPt-24626
pPt-24653
pPt-24756
pPt-24892 s
pPt-24991
pPt-25160
pPt-25230
pPt-25233
pPt-25260_s
pPt-25285_s
pPt-25292
pPt-25316
pPt-25467_s
pPt-25476_s
pPt-25519

DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 62:A>T
DArT
SNP 14:C>G
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 30:A>G
DArT
DArT
DArT
SNP 46:G>T
DArT
SNP 47:C>A
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 47:A>G
DArT
DArT
DArT
DArT
SNP 51:T>A
SNP 14:A>T
DArT
DArT
SNP 17:T>G
SNP 14:T>C
DArT

GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
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3522
3523
3524
3525
3526
3527
3528
3529
3530
3531
3532
3533
3534
3535
3536
3537
3538
3539
3540
3541
3542
3543
3544
3545
3546
3547
3548
3549
3550
3551
3552
3553
3554
3555
3556
3557
3558
3559
3560
3561
3562
3563
3564
3565
3566
3567
3568
3569
3570
3571
3572
3573
3574
3575
3576
3577
3578
3579

100025674
100026630
100026660
100027048
100027058
100027067
100027442
100027508
100027889
100028115
100028239
100028431
100028469
100028616
100029195
100029199
100029411
100029907
100030094
100030320
100030999
100031018
100035658
100035714
100035722
100035739
100035752
100035769
100035796
100035875
100035878
PtTX3117

100030354
100029127
100025102
100028111
100026210
100016570
100024929
100035794
100025205
100025211
100035662
100021876
100020924
100022272
100022043
100019922
100027968
100019496
100023923
100035748
100025087
100022416
100022215
100021822
100021749
100028786

pPt-25674
pPt-26630_s
pPt-26660_s
pPt-27048_s
pPt-27058_s
pPt-27067_s
pPt-27442 s
pPt-27508_s
pPt-27889
pPt-28115 s
pPt-28239 s
pPt-28431
pPt-28469_s
pPt-28616_s
pPt-29195 s
pPt-29199 s
pPt-29411 s
pPt-29907_s
pPt-30094_s
pPt-30320_s
pPt-30999_s
pPt-31018_s
pPt-35658
pPt-35714
pPt-35722
pPt-35739
pPt-35752
pPt-35769
pPt-35796
pPt-35875
pPt-35878
PtTX3117
pPt-30354_s
pPt-29127_s
pPt-25102
pPt-28111_s
pPt-26210_s
pPt-16570
pPt-24929 s
pPt-35794
pPt-25205
pPt-25211
pPt-35662
pPt-21876
pPt-20924
pPt-22272
pPt-22043_s
pPt-19922
pPt-27968_s
pPt-19496
pPt-23923
pPt-35748
pPt-25087
pPt-22416
pPt-22215
pPt-21822
pPt-21749
pPt-28786_s

DArT

SNP 33:C>T
SNP 27:C>A
SNP 63:G>A
SNP 31:A>G
SNP 58:C>G
SNP 32:G>T
SNP 30:T>C
DArT

SNP 29:G>A
SNP 31:A>T
DArT

SNP 68:G>C
SNP 44:T>G
SNP 35:A>C
SNP 27:G>C
SNP 41:A>G
SNP 64:A>G
SNP 18:G>T
SNP 26:G>C
SNP 64:G>A
SNP 8:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

SNP 68:G>A
SNP 59:C>A
DArT

SNP 54:T>G
SNP 8:G>A
DArT

SNP 60:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 61:A>G
DArT

SNP 56:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 47:C>G

GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL10
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
N.O.
N.O.
1,37
N.O.
1,82
2,19
N.O.
N.O.
2,92
3,29
3,33
3,36
3,08
2,78
3,29

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
0,00
0,55
0,69
1,02
1,24
1,57
1,92
2,10
2,16
2,24
2,39
2,40
2,57
3,40
3,65
3,99
4,25
4,41
4,51
4,57
5,22
5,45
5,45
5,48
5,50
5,75
5,95
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3580
3581
3582
3583
3584
3585
3586
3587
3588
3589
3590
3591
3592
3593
3594
3595
3596
3597
3598
3599
3600
3601
3602
3603
3604
3605
3606
3607
3608
3609
3610
3611
3612
3613
3614
3615
3616
3617
3618
3619
3620
3621
3622
3623
3624
3625
3626
3627
3628
3629
3630
3631
3632
3633
3634
3635
3636
3637

100021865
100019103
100025193
100024567
100027113
100018804
PtTX3029

100020072
100000017
100020454
100035829
100024420
100021043
100024142
100021397
100018668
100020368
100019921
100003063
100017906
100022211
100020241
100020294
100018959
100003522
100030334
100035720
100003723
100000269
100024632
100000004
100021325
100020862
100035675
100000333
100020426
100025497
100019975
100023672
100020433
100023334
PtTX3125

100025976
100025436
100018861
100019903
100024644
100002014
100003601
100018692
100022113
100021198
100020501
100016555
100022295
100017893
100028472
100000035

pPt-21865
pPt-19103
pPt-25193
pPt-24567
pPt-27113_s
pPt-18804
PtTX3029_A
pPt-20072
pPt-00017
pPt-20454
pPt-35829
pPt-24420
pPt-21043
pPt-24142
pPt-21397
pPt-18668
pPt-20368
pPt-19921
pPt-03063_s
pPt-17906
pPt-22211
pPt-20241
pPt-20294 s
pPt-18959
pPt-03522_s
pPt-30334_s
pPt-35720
pPt-03723_s
pPt-00269
pPt-24632
pPt-00004
pPt-21325
pPt-20862
pPt-35675
pPt-00333
pPt-20426
pPt-25497
pPt-19975
pPt-23672
pPt-20433
pPt-23334
PtTX3125_B
pPt-25976_s
pPt-25436
pPt-18861
pPt-19903_s
pPt-24644
pPt-02014_s
pPt-03601_s
pPt-18692
pPt-22113
pPt-21198
pPt-20501
pPt-16555
pPt-22295
pPt-17893
pPt-28472 s
pPt-00035

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 15:T>C
DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 8:C>T
DArT

DArT

DArT

SNP 51:A>T
DArT

SNP 18:A>C
SNP 41:A>G
DArT

SNP 52:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

SNP 8:C>A
DArT

DArT

SNP 8:C>T
DArT

SNP 36:T>C
SNP 47:G>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 14:A>G
DArT

GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11

4,58
4,50
3,80
5,04
4,84
7,12
7,75
8,36
8,85
9,94
10,46
11,49
12,70
13,85
14,28
N.O.
14,63
14,74
14,98
16,76
17,84
18,40
18,56
18,85
19,23
19,06
20,72
20,86
20,96
21,08
21,30
21,63
21,67
23,71
24,60
25,03
25,60
25,84
25,79
26,98
27,09
28,42
28,87
28,69
29,35
29,43
31,57
31,80
32,31
32,54
33,33
33,47
33,61
33,75
33,86
34,30
34,67
36,30

6,52
6,81
6,98
7,38
7,67
9,21
10,11
10,61
10,99
12,04
12,94
13,90
15,16
15,99
16,48
16,54
16,82
16,95
17,49
18,89
19,92
20,68
20,85
21,17
21,36
21,68
22,83
23,02
23,23
23,43
23,53
23,85
23,92
26,04
26,85
27,49
27,85
28,05
28,20
29,24
29,63
30,69
30,99
31,27
31,56
31,89
33,72
34,12
34,72
34,87
35,68
35,79
35,96
36,02
36,18
36,55
37,07
38,54
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3638
3639
3640
3641
3642
3643
3644
3645
3646
3647
3648
3649
3650
3651
3652
3653
3654
3655
3656
3657
3658
3659
3660
3661
3662
3663
3664
3665
3666
3667
3668
3669
3670
3671
3672
3673
3674
3675
3676
3677
3678
3679
3680
3681
3682
3683
3684
3685
3686
3687
3688
3689
3690
3691
3692
3693
3694
3695

100027331
100023233
100022899
100018004
100017278
100003410
100019265
100025383
100024067
100020301
100024468
100018906
100023568
100027640
100021187
100021660
100027383
100020194
100019490
100024165
100017833
100029538
100002672
100020736
100022922
100024901
100019783
100014474
100017748
100030687
100020223
100023465
100022941
100027729
100025361
100016464
100023839
100024538
100035704
100000323
100002372
100024280
100003711
100021747
100016533
100018088
100025153
100019961
100000533
100024429
100019898
100020719
100020868
100018198
100018641
100018273
100018076
100019003

pPt-27331_s
pPt-23233
pPt-22899
pPt-18004
pPt-17278
pPt-03410_s
pPt-19265
pPt-25383 s
pPt-24067_s
pPt-20301
pPt-24468
pPt-18906
pPt-23568
pPt-27640_s
pPt-21187_s
pPt-21660_s
pPt-27383_s
pPt-20194
pPt-19490
pPt-24165
pPt-17833
pPt-29538 s
pPt-02672_s
pPt-20736
pPt-22922
pPt-24901
pPt-19783
pPt-14474
pPt-17748
pPt-30687_s
pPt-20223
pPt-23465
pPt-22941
pPt-27729 s
pPt-25361_s
pPt-16464
pPt-23839
pPt-24538 s
pPt-35704
pPt-00323
pPt-02372_s
pPt-24280
pPt-03711_s
pPt-21747
pPt-16533
pPt-18088
pPt-25153
pPt-19961
pPt-00533
pPt-24429
pPt-19898
pPt-20719
pPt-20868
pPt-18198
pPt-18641
pPt-18273
pPt-18076
pPt-19003

SNP 11:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 60:T>C
DArT

SNP 50:G>A
SNP 44:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 57:A>G
SNP 12:C>G
SNP 30:C>T
SNP 57:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 27:G>A
SNP 38:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 35:C>A
DArT

DArT

DArT

SNP 41:T>G
SNP 7:T>C
DArT

DArT

SNP 7:C>T
DArT

DArT

SNP 65:C>A
DArT

SNP 9:G>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11

36,79
37,51
37,87
37,96
38,15
37,98
38,09
39,35
39,48
39,55
39,69
39,79
39,72
40,08
41,28
41,56
41,65
41,84
42,07
42,20
42,26
42,30
42,83
43,39
43,59
44,05
44,14
44,89
45,08
45,22
45,57
45,64
45,90
46,02
46,13
46,42
46,83
48,85
48,92
49,47
49,66
49,70
49,93
50,00
50,14
50,29
50,31
50,34
50,43
50,55
51,37
51,53
51,65
51,69
N.O.
53,29
53,89
54,08

39,17
39,88
40,15
40,26
40,46
40,47
40,49
41,56
41,74
41,89
42,02
42,10
42,29
42,49
43,42
43,75
44,04
44,18
44,36
44,47
44,58
44,62
45,15
45,71
45,91
46,37
46,63
47,24
47,38
47,60
47,84
47,98
48,10
48,26
48,57
48,90
49,27
51,02
51,23
51,48
51,96
52,05
52,17
52,31
52,45
52,59
52,61
52,69
52,73
52,85
53,67
53,79
53,94
54,10
54,95
55,75
56,35
56,40
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3696
3697
3698
3699
3700
3701
3702
3703
3704
3705
3706
3707
3708
3709
3710
3711
3712
3713
3714
3715
3716
3717
3718
3719
3720
3721
3722
3723
3724
3725
3726
3727
3728
3729
3730
3731
3732
3733
3734
3735
3736
3737
3738
3739
3740
3741
3742
3743
3744
3745
3746
3747
3748
3749
3750
3751
3752
3753

100023567
100017188
100023883
100021986
100016825
100018322
100022131
100022375
100014544
100021462
100022451
100020759
100018845
100019077
100017452
100021318
100023065
100021869
100018559
100021117
100018864
100021700
100018539
100022989
100003507
100023830
100000175
100024716
100017614
PtTX3043

100022463
100018081
100019719
100024254
100003353
100019715
100017981
100018307
100027215
100017327
100022737
100027576
100022995
PtTX3081

100003605
100019430
100019184
100003919
100017973
100022258
100018221
100018911
100002139
100025740
100020349
100019100
100020498
100019196

pPt-23567
pPt-17188
pPt-23883
pPt-21986
pPt-16825
pPt-18322
pPt-22131
pPt-22375
pPt-14544
pPt-21462_s
pPt-22451 s
pPt-20759
pPt-18845
pPt-19077
pPt-17452
pPt-21318
pPt-23065
pPt-21869
pPt-18559
pPt-21117
pPt-18864
pPt-21700
pPt-18539
pPt-22989
pPt-03507_s
pPt-23830
pPt-00175
pPt-24716_s
pPt-17614
PtTX3043_D
pPt-22463
pPt-18081
pPt-19719
pPt-24254
pPt-03353_s
pPt-19715
pPt-17981
pPt-18307
pPt-27215 s
pPt-17327
pPt-22737
pPt-27576_s
pPt-22995
PtTX3081
pPt-03605_s
pPt-19430
pPt-19184
pPt-03919_s
pPt-17973
pPt-22258
pPt-18221
pPt-18911
pPt-02139 s
pPt-25740
pPt-20349
pPt-19100
pPt-20498
pPt-19196

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 51:G>A
SNP 23:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 29:G>A
DArT

DArT

SNP 43:G>C
DArT

SSR

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 34:T>C
DArT

DArT

DArT

SNP 51:A>T
DArT

DArT

SNP 22:A>G
DArT

SSR

SNP 19:G>A
DArT

DArT

SNP 21:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 58:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL11
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12

54,25
54,51
54,65
54,81
54,90
55,43
55,63
56,05
56,84
59,36
60,15
60,20
60,34
60,47
60,61
60,68
60,57
60,90
61,50
61,76
61,82
61,94
62,25
62,96
64,28
65,56
66,27
67,56
69,54
69,68
69,75
72,92
73,17
73,23
75,10
75,49
76,52
76,58
76,82
77,19
77,21
77,65
78,30
80,65
0,00
0,57
0,59
N.O.
0,89
N.O.
1,25
1,27
0,37
2,23
2,45
2,45
2,53
2,53

56,60
56,97
57,00
57,24
57,27
57,83
57,92
58,42
59,36
61,83
62,31
62,61
62,78
62,86
62,95
63,02
63,18
63,33
63,79
64,08
64,09
64,39
64,61
65,28
66,73
67,90
68,66
69,94
71,92
72,06
72,13
75,30
75,55
75,61
77,48
77,87
78,90
78,97
79,20
79,57
79,59
80,03
80,67
83,01
0,00
0,39
0,45
0,66
0,78
0,93
1,16
1,19
1,57
2,16
2,40
2,41
2,50
2,51
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3754
3755
3756
3757
3758
3759
3760
3761
3762
3763
3764
3765
3766
3767
3768
3769
3770
3771
3772
3773
3774
3775
3776
3777
3778
3779
3780
3781
3782
3783
3784
3785
3786
3787
3788
3789
3790
3791
3792
3793
3794
3795
3796
3797
3798
3799
3800
3801
3802
3803
3804
3805
3806
3807
3808
3809
3810
3811

100023483
100018271
100021307
100019686
100019609
100023269
100023114
100029539
100021465
100017901
100019563
100029781
100023524
100013765
100020600
100020445
100023048
100003916
100000102
100020344
100021306
100027198
100020618
100019287
100028696
100027866
100022009
PtTX3021

100002472
100021522
100019690
100017379
100020751
100002537
100029066
100021626
100028013
100002398
100023931
100021693
100018574
100024587
100030108
100018163
100029389
100002470
100023802
100024687
100016326
100019950
100023915
100020157
100019296
100024636
100022135
100027348
100020407
100017258

pPt-23483
pPt-18271
pPt-21307
pPt-19686
pPt-19609
pPt-23269_s
pPt-23114
pPt-29539 s
pPt-21465_s
pPt-17901
pPt-19563
pPt-29781_s
pPt-23524
pPt-13765
pPt-20600
pPt-20445
pPt-23048
pPt-03916_s
pPt-00102
pPt-20344
pPt-21306_s
pPt-27198 s
pPt-20618
pPt-19287
pPt-28696_s
pPt-27866_s
pPt-22009
PtTX3021_F
pPt-02472_s
pPt-21522 s
pPt-19690
pPt-17379
pPt-20751
pPt-02537_s
pPt-29066_s
pPt-21626
pPt-28013_s
pPt-02398_s
pPt-23931_s
pPt-21693
pPt-18574
pPt-24587
pPt-30108_s
pPt-18163
pPt-29389_s
pPt-02470_s
pPt-23802
pPt-24687
pPt-16326
pPt-19950
pPt-23915
pPt-20157
pPt-19296
pPt-24636_s
pPt-22135
pPt-27348
pPt-20407
pPt-17258

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 8:G>C

DArT

SNP 39:A>G
SNP 60:A>T
DArT

DArT

SNP 39:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 38:C>T
DArT

DArT

SNP 10:C>T
SNP 17:C>A
DArT

DArT

SNP 12:C>G
SNP 12:G>T
DArT

SSR

SNP 8:A>C

SNP 20:C>A
DArT

DArT

DArT

SNP 34:A>G
SNP 13:C>G
DArT

SNP 24:C>T
SNP 46:G>A
SNP 27:G>A
DArT

DArT

DArT

SNP 16:G>A
DArT

SNP 34:G>C
SNP 16:C>A
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 6:G>A

DArT

DArT

DArT

DArT

GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12

2,50
2,51
2,50
2,53
2,41
2,44
3,84
4,11
4,41
5,01
6,35
7,96
8,05
8,06
8,23
8,47
8,74
N.O.
N.O.
N.O.
17,58
17,97
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
22,11
23,20
N.O.
25,72
25,96
25,96
26,35
N.O.
28,17
N.O.
N.O.
28,70
28,86
28,95
32,03
N.O.
31,99
31,90
N.O.
31,73
30,56
30,93
31,86
31,09
31,05
31,69
31,29
30,80
30,66
31,30
31,43
31,47

2,54
2,54
2,54
2,58
2,69
2,72
3,72
4,08
4,43
5,16
6,42
7,64
8,06
8,10
8,35
8,49
8,88
15,54
16,61
17,34
17,66
17,87
18,08
18,35
19,01
21,84
22,25
23,32
24,89
25,85
26,16
26,26
26,51
28,05
28,53
28,62
28,76
28,97
29,14
29,32
29,59
30,29
30,48
30,81
31,00
31,10
31,25
31,39
31,48
31,52
31,59
31,69
31,70
31,85
31,94
32,01
32,02
32,03
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3812
3813
3814
3815
3816
3817
3818
3819
3820
3821
3822
3823
3824
3825
3826
3827
3828
3829
3830
3831
3832
3833
3834
3835
3836
3837
3838
3839
3840
3841
3842
3843
3844
3845
3846
3847
3848
3849
3850
3851
3852
3853
3854
3855
3856
3857
3858
3859
3860
3861
3862
3863
3864
3865
3866
3867
3868
3869

100016704
100022750
100021456
100022458
100018463
100024055
100019513
100000359
100006357
100024833
100021471
100024708
100029036
100018710
100022223
100024523
100027882
100021728
100026882
100003305
100000030
100020634
100023171
100000366
PtTX4183
100024298
100021146
100022486
100021446
100001440
100026748
100019664
100021001
100019816
100000179
100019901
100002057
100022647
100016895
100019294
100018012
100024089
PtRIP_0079
100025106
100022591
PtRIP_0031
100021032
100025512
100023767
100022745
100020284
100022729
100026855
100021719
100018218
100025748
100019983
100019541

pPt-16704
pPt-22750
pPt-21456
pPt-22458
pPt-18463
pPt-24055
pPt-19513
pPt-00359
pPt-06357
pPt-24833
pPt-21471
pPt-24708
pPt-29036_s
pPt-18710_s
pPt-22223
pPt-24523
pPt-27882_s
pPt-21728
pPt-26882_s
pPt-03305_s
pPt-00030
pPt-20634
pPt-23171
pPt-00366
PtTX4183_A
pPt-24298
pPt-21146_s
pPt-22486
pPt-21446
pPt-01440_s
pPt-26748_s
pPt-19664
pPt-21001
pPt-19816
pPt-00179
pPt-19901
pPt-02057_s
pPt-22647
pPt-16895
pPt-19294
pPt-18012
pPt-24089_s
PtRIP_0079
pPt-25106_s
pPt-22591
PtRIP_0031
pPt-21032
pPt-25512_s
pPt-23767
pPt-22745
pPt-20284
pPt-22729
pPt-26855_s
pPt-21719
pPt-18218
pPt-25748 s
pPt-19983
pPt-19541

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 67:G>C
SNP 13:G>A
DArT

DArT

SNP 15:C>G
DArT

SNP 41:T>C
SNP 6:G>A
DArT

DArT

DArT

DArT

SSR

DArT

SNP 68:C>T
DArT

DArT

SNP 11:G>C
SNP 57:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 44:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 37:A>C
SSR

SNP 56:C>G
DArT

SSR

DArT

SNP 64:T>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 40:C>T
DArT

DArT

SNP 59:T>C
DArT

DArT

GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12

31,54
31,48
31,54
31,39
31,57
31,50
31,66
31,58
32,31
31,66
31,37
33,05
32,87
33,30
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
35,82
N.O.
N.O.
N.O.
37,28
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

32,10
32,11
32,13
32,13
32,17
32,18
32,22
32,23
32,34
32,48
32,57
32,79
33,06
33,46
34,63
34,73
34,89
35,33
35,56
35,83
35,97
36,01
36,11
36,20
36,22
36,50
36,77
37,15
37,60
38,66
40,02
41,83
41,84
43,83
45,16
45,81
46,29
47,07
47,21
47,81
51,53
52,13
53,18
53,65
54,00
54,19
54,40
54,58
54,65
54,91
55,31
55,57
55,87
56,25
56,58
57,14
59,42
59,60
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3870
3871
3872
3873
3874
3875
3876
3877
3878
3879
3880
3881
3882
3883
3884
3885
3886
3887
3888
3889
3890
3891
3892
3893
3894
3895
3896
3897
3898
3899
3900
3901
3902
3903
3904
3905
3906
3907
3908
3909
3910
3911
3912
3913
3914
3915
3916
3917
3918
3919
3920
3921
3922
3923
3924
3925
3926
3927

100017943
100021042
100002268
100020450
100017510
100018896
100000201
100002577
100001749
100017549
100000253
100020225
100022132
100024586
100025509
100018831
100002969
100021512
100017191
100024133
100024102
100003484
100001987
100020071
100023695
100018066
100017837
100024271
100024553
100024947
100019036
100018043
100019314
100019315
100021818
100022849
100022270
100022817
100020920
100022318
100019350
100001461
100022266
100018295
100021565
100024631
100024021
100019390
100022434
100019059
100027086
100022617
100002306
100019371
100018517
100024792
100025414
100016287

pPt-17943
pPt-21042
pPt-02268_s
pPt-20450
pPt-17510
pPt-18896
pPt-00201
pPt-02577_s
pPt-01749_s
pPt-17549
pPt-00253
pPt-20225
pPt-22132
pPt-24586_s
pPt-25509_s
pPt-18831
pPt-02969_s
pPt-21512
pPt-17191
pPt-24133
pPt-24102
pPt-03484_s
pPt-01987_s
pPt-20071
pPt-23695
pPt-18066
pPt-17837
pPt-24271 s
pPt-24553
pPt-24947 s
pPt-19036
pPt-18043_s
pPt-19314
pPt-19315
pPt-21818
pPt-22849
pPt-22270
pPt-22817
pPt-20920
pPt-22318
pPt-19350
pPt-01461_s
pPt-22266
pPt-18295
pPt-21565_s
pPt-24631_s
pPt-24021
pPt-19390
pPt-22434
pPt-19059
pPt-27086_s
pPt-22617
pPt-02306_s
pPt-19371
pPt-18517
pPt-24792
pPt-25414
pPt-16287

DArT

DArT

SNP 7:T>C
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 18:T>C
SNP 22:C>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 66:G>C
SNP 5:A>G
DArT

SNP 44:A>G
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 52:G>C
SNP 50:C>T
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 32:C>T
DArT

SNP 12:C>T
DArT

SNP 9:G>T
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 32:G>A
DArT

DArT

SNP 12:A>T
SNP 38:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

SNP 12:C>T
DArT

SNP 20:A>C
DArT

DArT

DArT

DArT

DArT

GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12
GL12

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

68,28
N.O.
N.O.

70,68
N.O.

75,18
N.O.
N.O.

81,62

83,60

87,74

87,57

87,91

89,84

91,94

91,57

97,22

94,28

94,75

96,73

96,93

97,21

97,16
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

99,15
N.O.
N.O.
N.O.

100,14

100,13
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

60,54
60,80
61,92
64,23
64,36
64,36
66,67
67,18
67,57
68,28
68,73
68,87
68,96
69,03
69,44
70,46
71,27
71,81
75,44
76,04
76,57
83,53
84,78
88,64
88,71
88,97
90,80
92,56
93,12
94,75
95,39
96,01
98,16
98,47
98,70
98,91
99,85
99,86
99,89
99,89
100,32
100,78
100,94
100,97
101,06
101,08
101,12
101,15
101,22
101,26
101,32
101,43
101,63
101,75
101,81
102,15
102,35
102,39
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3928 100019913 pPt-19913 DArT GL12 N.O. 102,74

3929 100023371 pPt-23371_s  SNP 26:G>A GL12 102,89 103,49
3930 100020656 pPt-20656_s  SNP 38:T>G GL12 N.O. 104,97
3931 100021196 pPt-21196 DArT GL12 N.O. 105,97
3932 100003205 pPt-03205_s  SNP 50:A>T GL12 N.O. 106,40
3933 100018483 pPt-18483 DArT GL12 N.O. 106,56
3934 100022859 pPt-22859 DArT GL12 N.O. 107,72
3935 100018216 pPt-18216 DArT GL12 N.O. 107,93
3936 100021333 pPt-21333 DArT GL12 N.O. 108,09
3937 100019970 pPt-19970 DArT GL12 N.O. 108,34
3938 100000476 pPt-00476 DArT GL12 N.O. 108,75
3939 100025118 pPt-25118 DArT GL12 N.O. 109,33
3940 100029166 pPt-29166_s  SNP 63:A>G GL12 N.O. 109,44
3941 100019887 pPt-19887 DArT GL12 N.O. 109,46
3942 100024565 pPt-24565 DArT GL12 N.O. 109,52
3943 100018084 pPt-18084 DArT GL12 N.O. 109,65
3944 100000162 pPt-00162 DArT GL12 N.O. 109,66
3945 100028832 pPt-28832_ s SNP 9:T>G GL12 N.O. 109,67
3946 100021673 pPt-21673 DArT GL12 N.O. 109,68
3947 100020183 pPt-20183 DArT GL12 N.O. 109,72
3948 100019945 pPt-19945 DArT GL12 N.O. 109,96
3949 100000432 pPt-00432 DArT GL12 109,32 110,01
3950 100018706 pPt-18706 DArT GL12 N.O. 110,05
3951 100023733 pPt-23733 DArT GL12 N.O. 110,07
3952 100024835 pPt-24835 DArT GL12 N.O. 110,39
3953 100028163 pPt-28163_s  SNP 52:C>G GL12 N.O. 111,46

Total 1215,98 1226,47

® Natureza dos marcadores: DArT — in silico DArT genotipagem por sequenciamento; SNP — posicdo do SNP na
sequéncia de 69 bases da genotipagem por sequenciamento : variagdo da base nitrogenada; SSR — marcador
microssatélite.
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Tabela suplementar 3.4 — Relacdo dos 394 alinhamentos validos entre 76 marcadores DArt-seq (62 in silico DArT e 14 SNPs) e 75 clones BACs,

utilizando o programa BLAST (parametros utilizados: task=blastn, gapopen=5, gapextended 2, penalty 3, reward 2). Alinhamentos validos foram

considerados admitindo-se um valor de bitscore superior a 40 e percentual de identidade do segmento alinhado superior a 75%. Posicao dos

marcadores no mapa genético (second round e third round) em centiMorgan (cM). N.O - Marcadores agrupados, mas nao ordenados.

Ordenamento ao
mapa genético

posi¢do do alinhamento

Clone Marcadores  Grupo de . % c:Ie comprimento . gap marcador clone .
PT_7Ba DArT-seq ligagio identidad ' do mismatches opens DArT-seq PT_7Ba E-value bitscore
e alinhamento
"second "third round" s . s .
round” (cM) (cM) inicio final inicio final
AC241263 pPt-21440 GL 02 N.O. N.O. 82,09 67 12 0 1 67 16545 16479 2E-12 68
AC241264 pPt-29413_s GLO3 102,45 100,896 90,16 61 6 0 9 69 30213 30273 2E-17 84,2
AC241264 pPt-23225 GL 04 81,932 79,528 87,5 64 8 0 3 66 30255 30318 3E-16 80,6
AC241264 pPt-21629 GL 07 18,667 N.O. 75,86 58 14 0 3 60 30520 30577 7E-05 42,8
AC241265 pPt-22025 GL 02 7,241 N.O. 92,86 42 1 29 69 54185 54144 1E-09 59
AC241265 pPt-22025 GL 02 7,241 N.O. 92,86 42 1 29 69 58744 58703 1E-09 59
AC241265 pPt-23602 GL 10 N.O. N.O. 98,55 69 0 1 69 68268 68336 3E-28 120
AC241265 pPt-23602 GL 10 N.O. N.O. 98,55 69 0 1 69 74463 74395 3E-28 120
AC241266  pPt-29413_s GLO3 102,45 100,896 83,33 66 11 0 4 69 48659 48724 5E-13 69,8
AC241266 pPt-23225 GL 04 81,932 79,528 85,07 67 9 1 3 69 48706 48771 4E-14 73,4
AC241266 pPt-23225 GL 04 81,932 79,528 84,62 39 6 0 6 44 58349 58387 2E-05 44,6
AC241266 pPt-21998 GL 10 N.O. N.O. 84,09 44 5 2 24 67 67836 67795 3E-04 41
AC241266 pPt-18959 GL11 18,846 21,17 92,86 28 0 4 31 24923 24896 7E-05 42,8
AC241267 pPt-23225 GL 04 81,932 79,528 85,07 67 10 0 3 69 26206 26140 4E-15 77
AC241267 pPt-23225 GL 04 81,932 79,528 83,58 67 11 0 3 69 65047 64981 2E-13 71,6
AC241267 pPt-20577 GL 07 N.O. N.O. 75,86 58 14 0 3 60 25940 25883 7E-05 42,8
AC241267 pPt-21629 GL 07 18,667 N.O. 75,86 58 14 0 3 60 25940 25883 7E-05 42,8
AC241267 pPt-20577 GL 07 N.O. N.O. 77,59 58 13 0 3 60 26126 26069 6E-06 46,4
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AC241267
AC241268
AC241270
AC241273
AC241274
AC241276
AC241276
AC241276
AC241276
AC241276
AC241276
AC241276
AC241277
AC241277
AC241279
AC241279
AC241279
AC241280
AC241280
AC241280
AC241280
AC241281
AC241284
AC241285
AC241285
AC241285
AC241285
AC241287
AC241287
AC241288
AC241288
AC241288
AC241288

pPt-21629
pPt-20350
pPt-00120
pPt-00677_s
pPt-23032
pPt-29413_s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-25046
pPt-25046
pPt-23225
pPt-01682_s
pPt-22629
pPt-23406
pPt-15206
pPt-25537
pPt-02094_s
pPt-18641
pPt-29072_s
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-22025
pPt-22025
pPt-29413 s
pPt-29413_s
pPt-29413_s
pPt-23225

GL 07
GLO7
GL 05
GL 05
GL 02
GLO3
GLO3
GL 04
GL 04
GL 04
GL 07
GL 07
GL O3
GL O3
GL 04
GL10
GL10
GL 02
GL 06
GL 06
GL 08
GL11
GL 04
GLO3
GL 04
GLO7
GL 07
GL 02
GL 02
GL O3
GLO3
GLO3
GL 04

18,667
99,075
N.O.
N.O.
69,311
102,45
102,45
81,932
81,932
81,932
N.O.
18,667
N.O.
N.O.
81,932
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
3,346
N.O.
N.O.
102,45
81,932
N.O.
18,667
7,241
7,241
102,45
102,45
102,45
81,932

N.O.
N.O.
25,982
33,029
N.O.
100,896
100,896
79,528
79,528
79,528
N.O.
N.O.
50,229
50,229
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
25,105
24,514
N.O.
54,95
63,47
100,896
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
100,896
100,896
100,896
79,528

79,31
82,61
100
80
81,08
91,38
78,79
98,48
80,6
86,36
79,69
79,69
81,82
80,3
83,02
88,89
82,14
96,55
88,89
85,51
91,18
85,71
93,94
87,88
85,07
76,92
78,46
87,5
87,88
89,39
83,61
83,61
94,03

58
46
23
65
74
58
66
66
67
66
64
64
66
66
53
36
56
29
63
69
34
35
33
66
67
65
65
40
33
66
61
61
67

12

13

10
15
14

10
10
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60
52
59
65
69
67
68
69
69
69
67
67
66
66
55
69
60
68
63
69
43
38
33
68
69
67
67
69
33
68
69
69
69

26126
4204
8985

52146

79590
2521

59739
2563

16956

59690
2643
2643

48596

67166

21125

19284

36727

19319
6987
6990

18212

10921

66120

86595

86547

86467

86467

16975

17027

49271

106752
129254
49223

26069
4249
9007

52082

79663
2578

59674
2628

17022

59626
2706
2706

48661

67231

21177

19249

36777

19347
7049
6922

18179

10887

66152

86530

86481

86403

86403

16937

16995

49206

106812
129314
49157

1E-07
2E-06
7E-05
1E-09
8E-11
8E-17
3E-09
1E-26
8E-11
1E-14
3E-09
3E-09
6E-12
3E-10
1E-08
2E-06
1E-07
2E-06
8E-17
3E-16
2E-05
3E-04
1E-07
2E-17
4E-15
5E-07
1E-08
7E-05
7E-05
2E-18
6E-12
6E-12
3E-23

51,8
48,2
42,8
59
62,6
82,4
57,2
114
62,6
75,2
57,2
57,2
66,2
60,8
55,4
48,2
51,8
48,2
82,4
80,6
44,6
41
51,8
84,2
77
50
55,4
42,8
42,8
87,8
66,2
66,2
104
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AC241288
AC241288
AC241289
AC241289
AC241289
AC241289
AC241289
AC241289
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241292
AC241293
AC241293
AC241293
AC241293
AC241293
AC241293
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294

pPt-23225
pPt-23225
pPt-02414 s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-18313
pPt-23263
pPt-20593
pPt-29413_s
pPt-29413 s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-23225
pPt-24491
pPt-20577
pPt-21629
pPt-20577
pPt-21629
pPt-20577
pPt-21629
pPt-24901
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-02667_s
pPt-20577
pPt-21629
pPt-02667_s
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980

GL 04
GL 04
GLO1
GL 04
GL 07
GL 07
GL10
GL10
GLO3
GLO3
GLO3
GLO3
GL 04
GL 04
GL 04
GLO7
GLO7
GLO7
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL11
GLO3
GL 04
GLO7
GL 07
GL 07
GL 07
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

81,932
81,932
N.O.
81,932
N.O.
18,667
N.O.
N.O.
104,71
102,45
102,45
102,45
81,932
81,932
81,932
N.O.
N.O.
18,667
N.O.
18,667
N.O.
18,667
44,052
102,45
81,932
15,781
N.O.
18,667
15,781
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

79,528
79,528
N.O.
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
103,023
100,896
100,896
100,896
79,528
79,528
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
46,373
100,896
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

83,58
84,48
92,59
86,57
76,92
76,92
91,3
80,3
89,06
86,21
92,54
85
91,04
88,06
83,58
78,69
78,18
80
88,33
86,67
75,38
75,38
90,62
80,3
87,88
78,43
79,31
79,31
80,39
91,18
95,08
96,72
93,44

67
58
27
67
65
65
46
66
64
58
67
60
67
67
67
61
55
55
60
60
65
65
32
66
66
51
58
58
51
34
61
61
61
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69
60
55
69
67
67
59
68
69
67
69
69
69
69
69
69
60
60
62
62
67
67
69
68
69
64
60
60
64
34
61
61
61

106794
129296
48150
83581
83661
83661
58196
58374
76209
84907
110370
124957
84948
110322
124917
78770
85217
85217
110242
110242
124649
124649
25874
59134
59183
43602
59446
59446
69939
5212
5432
5624
5816

106860
129353
48176
83647
83723
83723
58240
58311
76272
84964
110304
124899
85014
110256
124851
78710
85271
85271
110183
110183
124585
124585
25843
59199
59248
43652
59503
59503
69989
5179
5372
5564
5756

2E-13
2E-11
3E-04
3E-16
2E-06
2E-06
8E-11
1E-09
2E-17
5E-13
1E-21
2E-11
1E-20
7E-18
2E-13
1E-07
6E-06
5E-07
4E-15
4E-14
6E-06
6E-06
2E-05
3E-10
2E-17
7E-05
1E-07
1E-07
2E-06
2E-06
4E-21
9E-23
5E-20

71,6
64,4
41
80,6
48,2
48,2
62,6
59
84,2
69,8
98,7
64,4
95,1
86
71,6
51,8
46,4
50
77
73,4
46,4
46,4
44,6
60,8
84,2
42,8
51,8
51,8
48,2
48,2
96,9
102
93,3

212



AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294

pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

91,8
90,16
95,08
93,44
93,44
88,14
87,72
91,53
87,72
89,83
89,83
93,22
88,14
91,53
94,12
96,72
96,72
93,44
93,44
95,08
93,44

91,8
90,16
88,14
89,83
91,53
91,53
89,83
89,83
88,14
89,83
88,14
89,83

61
61
61
61
61
59
57
59
57
59
59
59
59
59
34
61
61
61
61
61
61
61
61
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
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61
61
61
61
61
59
57
59
59
59
59
59
59
59
34
61
61
61
61
61
61
61
61
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59

6008
6184
6376
6568
6760
6952
7144
7336
7513
7761
8060
8345
8534
8777
31031
31250
31442
31634
31810
32002
32193
32385
32577
32769
32961
33153
33345
33537
33848
34040
34286
34532
34831

5948
6124
6316
6508
6700
6894
7088
7278
7457
7703
8002
8287
8476
8719
30998
31190
31382
31574
31750
31942
32133
32325
32517
32711
32903
33095
33287
33479
33791
33982
34228
34474
34773

2E-18
2E-17
4E-21
5E-20
5E-20
1E-14
2E-13
2E-17
2E-13
3E-16
3E-16
6E-19
1E-14
2E-17
4E-08
9E-23
9E-23
5E-20
5E-20
4E-21
5E-20
2E-18
2E-17
1E-14
3E-16
2E-17
2E-17
3E-16
4E-15
1E-14
3E-16
1E-14
3E-16

87,8
84,2
96,9
93,3
93,3
75,2
71,6
84,2
71,6
80,6
80,6
89,7
75,2
84,2
53,6
102
102
93,3
93,3
96,9
93,3
87,8
84,2
75,2
80,6
84,2
84,2
80,6
77
75,2
80,6
75,2
80,6

213



AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294

pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

91,23
88,14
89,83
97,06
91,8
95,08
93,44
95,08
93,44
95,08
93,44
93,44
88,14
88,14
86,21
86,44
89,83
87,93
88,14
86,44
89,83
88,14
93,22
91,53
91,53
91,53
91,53
89,83
84,75
97,06
95,08
93,33
93,44

57
59
59
34
61
61
61
61
61
61
61
61
59
59
58
59
59
58
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
34
61
60
61
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57
59
59
34
61
61
61
61
61
61
61
61
61
59
58
59
59
58
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
34
61
60
61

35103
35279
35509
68306
68526
68705
68897
69089
69265
69457
69649
69841
70031
70225
70426
70618
70810
71002
71194
71533
71725
72076
72268
72760
73059
73331
73534
73710
73940
76413
76633
76812
77004

35047
35221
35451
68273
68466
68645
68837
69029
69205
69397
69589
69781
69973
70167
70369
70560
70752
70945
71136
71476
71667
72019
72210
72702
73001
73273
73476
73652
73882
76380
76573
76753
76944

3E-16
1E-14
3E-16
3E-09
2E-18
4E-21
5E-20
4E-21
5E-20
4E-21
5E-20
5E-20
1E-14
1E-14
5E-13
2E-13
3E-16
4E-14
1E-14
2E-12
3E-16
2E-13
6E-19
2E-17
2E-17
2E-17
2E-17
3E-16
6E-12
3E-09
4E-21
2E-19
5E-20

80,6
75,2
80,6
57,2
87,8
96,9
93,3
96,9
93,3
96,9
93,3
93,3
75,2
75,2
69,8
71,6
80,6
73,4
75,2
68
80,6
71,6
89,7
84,2
84,2
84,2
84,2
80,6
66,2
57,2
96,9
91,5
93,3
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AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294

pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

90,16
93,44
93,44
93,44
91,8
89,66
89,83
97,06
96,72
95,08
93,44
95,08
93,44
90,16
93,44
91,8
88,52
88,14
89,83
88,14
88,14
93,22
88,14
91,53
88,14
91,53
89,83
89,66
89,83
89,83
91,53
91,53
86,44

61
61
61
61
61
58
59
34
61
61
61
61
61
61
61
61
61
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
58
59
59
59
59
59
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61
61
61
61
61
58
59
34
61
61
61
61
61
61
61
61
61
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
58
59
59
59
59
59

77196
77372
77564
77756
77948
78213
78443
100573
100793
100985
101177
101383
101559
101751
101943
102135
102327
102519
102711
102903
103095
103287
103479
103671
103863
104055
104247
104653
104899
105184
105456
105659
105808

77136

77312

77504

77696

77888

78156

78385

100540
100733
100925
101117
101323
101499
101691
101883
102075
102267
102461
102653
102845
103037
103229
103421
103613
103805
103997
104189
104596
104841
105126
105398
105601
105750

2E-17
5E-20
5E-20
5E-20
2E-18
1E-15
3E-16
3E-09
9E-23
4E-21
5E-20
4E-21
5E-20
2E-17
5E-20
2E-18
1E-15
1E-14
3E-16
1E-14
1E-14
6E-19
1E-14
2E-17
1E-14
2E-17
3E-16
1E-15
3E-16
3E-16
2E-17
2E-17
2E-13

84,2
93,3
93,3
93,3
87,8
78,8
80,6
57,2
102
96,9
93,3
96,9
93,3
84,2
93,3
87,8
78,8
75,2
80,6
75,2
75,2
89,7
75,2
84,2
75,2
84,2
80,6
78,8
80,6
80,6
84,2
84,2
71,6

215



AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241294
AC241295
AC241295
AC241295
AC241297
AC241298
AC241298
AC241298
AC241302
AC241302
AC241302
AC241302
AC241303
AC241303
AC241303
AC241303
AC241303
AC241303
AC241304
AC241305

pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-14980
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-21629
pPt-19718 s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-21629
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-29413 s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-23225
pPt-29413 s

GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GLO3
GL 04
GL 07
GLO7
GL O3
GL 04
GL 07
GL O3
GL 04
GLO7
GLO7
GLO3
GLO03
GL 04
GL 04
GL 07
GL 07
GL 04
GLO3

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
102,45
81,932
18,667
35,367
102,45
81,932
18,667
102,45
81,932
N.O.
18,667
102,45
102,45
81,932
81,932
N.O.
18,667
81,932
102,45

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
100,896
79,528
N.O.
N.O.
100,896
79,528
N.O.
100,896
79,528
N.O.
N.O.
100,896
100,896
79,528
79,528
N.O.
N.O.
79,528
100,896

86,21
94,12
91,8
95,08
90,16
91,8
95,08
88,57
89,83
88,14
93,22
91,53
86,44
91,38
85,07
88,06
77,42
96,67
85,25
91,04
76,67
85,48
92,42
87,69
87,69
84,62
84,62
92,42
91,04
77,19
77,19
86,36
84,62

58
34
61
61
61
61
61
35
59
59
59
59
59
58
67
67
62
60
61
67
60
62
66
65
65
65
65
66
67
57
57
66
65
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58
34
61
61
61
61
61
37
59
59
59
59
59
58
69
69
66
60
68
69
62
69
69
67
67
67
67
68
69
60
60
69
67

106038
126821
127041
127233
127425
127617
127808
128213
128461
128760
129032
129249
129411
129614
51381
51333
51251
113146
114586
114543
114463
50662
50618
50539
50539
92014
101304
91966
101352
101433
101433
65862
12986

105981
126788
126981
127173
127365
127557
127748
128179
128403
128702
128974
129191
129353
129557
51315
51267
51190
113088
114526
114477
114404
50601
50553
50475
50475
91950
101368
91901
101418
101489
101489
65797
13050

5E-13
4E-08
2E-18
4E-21
2E-17
2E-18
4E-21
6E-06
3E-16
1E-14
6E-19
2E-17
2E-13
8E-17
4E-15
7E-18
5E-07
4E-21
5E-13
1E-20
6E-06
2E-13
4E-21
8E-17
8E-17
4E-14
4E-14
4E-21
1E-20
2E-05
2E-05
1E-15
4E-14

69,8
53,6
87,8
96,9
84,2
87,8
96,9
46,4
80,6
75,2
89,7
84,2
71,6
82,4
77
86
50
96,9
69,8
95,1
46,4
71,6
96,9
82,4
82,4
73,4
73,4
96,9
95,1
44,6
44,6
78,8
73,4

216



AC241305
AC241305
AC241305
AC241305
AC241305
AC241305
AC241305
AC241306
AC241307
AC241307
AC241307
AC241307
AC241308
AC241308
AC241308
AC241308
AC241309
AC241309
AC241309
AC241309
AC241309
AC241309
AC241310
AC241310
AC241310
AC241311
AC241311
AC241311
AC241311
AC241311
AC241311
AC241311
AC241311

pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-20577
pPt-21629

pPt-29072_s

pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629

pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-13677
pPt-13674
pPt-15151
pPt-22415
pPt-00251
pPt-19805
pPt-25637
pPt-20142
pPt-20142

pPt-29413_s

pPt-29413 s

pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629

GLO3
GL 04
GL 04
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 04
GLO3
GL 04
GL 07
GL 07
GLO3
GL 04
GLO7
GLO7
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GLO1
GL 08
GL 09
GL 09
GLO3
GLO03
GLO03
GL 04
GL 04
GL 04
GL 07
GL 07

102,45
81,932
81,932
N.O.
18,667
N.O.
18,667
N.O.
102,45
81,932
N.O.
18,667
102,45
81,932
N.O.
18,667
76,306
76,168
1,62
76,171
75,993
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
102,45
102,45
102,45
81,932
81,932
81,932
N.O.
18,667

100,896
79,528
79,528

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
63,47

100,896

79,528
N.O.
N.O.

100,896

79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

89,352

89,352

100,896
100,896
100,896
79,528
79,528
79,528

N.O.
N.O.

91,04
92,54
86,57
76,92
76,92
88,52
88,52
92,59
90,77
92,54
91,8
91,8
84,06
90,77
78,46
80
78,57
77,42
81,67
77,78
76,47
92,54
82,61
93,1
93,1
86,57
90,91
85,07
91,04
88,06
92,54
79,59
81,63

67
67
67
65
65
61
61
27
65
67
61
61
69
65
65
65
56
62
60
54
68
67
69
29
29
67
66
67
67
67
67
49
49
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69
69
69
67
67
63
63
33
67
69
63
63
69
67
67
67
64
64
62
69
68
67
69
28
28
69
69
69
69
69
69
52
52

23655
13034
23703
13114
13114
23783
23783
30302
59362
59314
59234
59234
23632
23682
23762
23762
96070
96076
96076
96093
96544
96544
113256
33727
139814
92411
114484
119764
92459
114437
119812
92540
92540

23721
13100
23769
13178
13178
23843
23843
30328
59298
59248
59174
59174
23700
23746
23826
23826
96018
96018
96017
96146
96477
96478
113324
33755
139842
92477
114419
119830
92525
114371
119878
92588
92588

1E-20
1E-21
3E-16
5E-07
5E-07
1E-15
1E-15
3E-04
2E-19
1E-21
2E-18
2E-18
1E-14
2E-19
1E-08
1E-09
3E-04
7E-05
1E-09
7E-05
1E-07
1E-21
2E-13
3E-04
3E-04
3E-16
5E-20
4E-15
1E-20
7E-18
1E-21
2E-05
2E-06

95,1
98,7
80,6
50
50
78,8
78,8
41
91,5
98,7
87,8
87,8
75,2
91,5
55,4
59
41
42,8
59
42,8
51,8
98,7
71,6
41
41
80,6
93,3
77
95,1
86
98,7
44,6
48,2

217



AC241311
AC241311
AC241311
AC241311
AC241311
AC241312
AC241313
AC241313
AC241313
AC241314
AC241314
AC241314
AC241315
AC241315
AC241315
AC241315
AC241315
AC241315
AC241316
AC241316
AC241316
AC241316
AC241318
AC241318
AC241319
AC241320
AC241320
AC241320
AC241320
AC241321
AC241321
AC241321
AC241321

pPt-20577
pPt-21629
pPt-20577
pPt-21629
pPt-02094_s
pPt-21440
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-25802_s
pPt-18370
pPt-20577
pPt-21629
pPt-22754
pPt-29413 s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-20577
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-16221
pPt-16221
pPt-19011
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-23225
pPt-01869_s
pPt-25041
pPt-20344

GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 08
GL 02
GLO3
GL 04
GL 08
GLO02
GL 07
GL 07
GL 02
GL O3
GLO3
GL 04
GL 04
GL 07
GL O3
GL 04
GL 07
GL 07
GL 04
GL 04
GLO5
GLO3
GL 04
GL 07
GL 07
GL 04
GL 08
GL 09
GL12

N.O.
18,667
N.O.
18,667
3,346
N.O.
102,45
81,932
N.O.
N.O.
N.O.
18,667
N.O.
102,45
102,45
81,932
81,932
N.O.
102,45
81,932
N.O.
18,667
N.O.
N.O.
N.O.
102,45
81,932
N.O.
18,667
81,932
N.O.
N.O.
N.O.

N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
100,896
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
100,896
100,896
79,528
79,528
N.O.
100,896
79,528
N.O.
N.O.
66,253
66,253
25,452
100,896
79,528
N.O.
N.O.
79,528
N.O.
78,699
17,338

88,14
91,53
78,33
78,33
90,62
79,71
88,06
89,55
92,59
85,29
80,77
80,77
92,59
91,67
79,66
93,85
81,82
79,17
78,12
84,38
76,19
77,78
84,91
84,91
80,36
84,62
93,85
80,77
80
82,09
86,67
92,59
91,18

59
59
60
60
32
69
67
67
27
68
52
52
27
60
59
65
66
48
64
64
63
63
53
53
56
65
65
52
50
67
45
27
34

13
13

14

10
10
10

12

12
10
14
10
15
14

11
10
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12
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62
62
62
62
68
69
69
69
40
69
61
61
62
67
68
67
69
51
67
69
67
67
55
55
63
67
69
52
52
69
49
49
34

114356
114356
119892
119892
74449
33575
139756
139804
25700
87721
58749
58749
78119
3160
115317
3117
115275
115195
57776
57726
57647
57647
38957
139187
135485
56017
55967
55889
55889
50406
94395
132140
13350

114298
114298
119951
119951
74419
33643
139822
139870
25674
87654
58800
58800
78145
3101
115259
3053
115210
115148
57713
57663
57585
57585
38905
139135
135430
55953
55903
55840
55840
50340
94351
132166
13383

1E-14
2E-17
5E-07
5E-07
3E-04
8E-11
7E-18
6E-19
3E-04
1E-15
5E-07
5E-07
3E-04
7E-18
4E-08
3E-22
6E-12
7E-05
4E-08
2E-13
6E-06
1E-07
3E-09
3E-09
1E-07
4E-14
3E-22
2E-05
6E-06
2E-12
1E-08
3E-04
2E-06

75,2
84,2
50
50
41
62,6
86
89,7
41
78,8
50
50
41
86
53,6
100
66,2
42,8
53,6
71,6
46,4
51,8
57,2
57,2
51,8
73,4
100
44,6
46,4
68
55,4
41
48,2

218



AC241325
AC241325
AC241325
AC241326
AC241326
AC241326
AC241326
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241327
AC241328
AC241329
AC241329
AC241329
AC241329
AC241329
AC241329
AC241329
AC241329
AC241329
AC241331
AC241333
AC241334
AC241334

pPt-22025
pPt-22025
pPt-23567
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-29413 s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-20577
pPt-21629
pPt-15832
pPt-28526_s
pPt-23416
pPt-22638
pPt-22343 s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-19867
pPt-19210_s
pPt-22042
pPt-21754
pPt-21754
pPt-20577
pPt-21629
pPt-18854
pPt-18370
pPt-20815
pPt-25241

GL 02
GL 02
GL11
GLO3
GL 04
GLO7
GLO7
GLO3
GLO3
GL 04
GL 04
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 08
GL 08
GL 08
GL 08
GL 05
GL O3
GL 04
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 05
GL 07
GL 07
GLO1
GL 02
GL 10
GL 10

7,241
7,241
54,246
102,45
81,932
N.O.
18,667
102,45
102,45
81,932
81,932
N.O.
18,667
N.O.
18,667
N.O.
N.O.
97,573
N.O.
N.O.
102,45
81,932
N.O.
N.O.
78,906
78,895
78,895
N.O.
18,667
N.O.
N.O.
N.O.
72,396

N.O.
N.O.
56,602
100,896
79,528
N.O.
N.O.
100,896
100,896
79,528
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
29,661
100,896
79,528
77,647
78,431
77,682
77,714
77,714
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

80,82
89,04
78,12
84,62
92,42
81,36
81,36
88,06
80,6
89,55
88,33
76,27
76,27
89,36
91,49
92,68
76,92
98,36
86,96
100
85,07
92,42
88
96,67
89,86
97,1
97,1
83,08
84,62
88,24
91,3
86,05
86,84

73
73
64
65
66
59
59
67
67
67
60
59
59
47
47
41
65
61
46
69
67
66
50
60
69
69
69
65
65
34
69
43
38
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69
69
69
67
69
61
61
69
69
69
69
61
61
49
49
66
65
61
57
69
69
69
50
60
69
69
69
67
67
34
69
42
43

6251
10937
13277
114806
114757
114678
114678
29076
74105
29028
74160
28948
28948
74233
74233
494
709
865
20996
7437
56395
56444
5982
7831
8036
24477
67944
56522
56522
107544
85361
40280
40285

6320
11007
13334
114742
114692
114620
114620
29010
74171
28962
74219
28890
28890
74279
74279
534
655
925
20951
7369
56461
56509
6031
7890
7968
24409
67876
56586
56586
107577
85293
40322
40322

3E-09
2E-18
4E-08
4E-14
4E-21
3E-09
3E-09
7E-18
8E-11
6E-19
4E-15
2E-05
2E-05
8E-11
2E-12
3E-10
1E-08
7E-24
3E-09
8E-30
4E-15
4E-21
2E-11
3E-22
5E-20
4E-27
4E-27
2E-12
4E-14
2E-05
1E-21
2E-06
7E-05

57,2
87,8
53,6
73,4
96,9
57,2
57,2
86
62,6
89,7
77
44,6
44,6
62,6
68
60,8
55,4
105
57,2
125
77
96,9
64,4
100
93,3
116
116
68
73,4
44,6
98,7
48,2
42,8

219



AC241334
AC241335
AC241335
AC241335
AC241335
AC241335
AC241335
AC241335
AC241335
AC241335
AC241335
AC241336
AC241336
AC241336
AC241336
AC241336
AC241337
AC241338
AC241338
AC241340
AC241340
AC241340
AC241341
AC241342
AC241342
AC241343
AC241345
AC241345
AC241345
AC241345
AC241346
AC241348
AC241348

pPt-24901
pPt-23814
pPt-24463
pPt-24593
pPt-25154
pPt-24593
pPt-25154
pPt-24593
pPt-25154
pPt-24463
pPt-24901
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21717
pPt-29072_s
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-00132
pPt-21440
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-23567
pPt-29413 s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21884
pPt-29413_s
pPt-23225

GL11
GL 02
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL 07
GL11
GLO3
GL 04
GL 04
GLO7
GL 08
GL 04
GLO3
GL 04
GL O3
GL 04
GL 06
GLO02
GLO3
GL 04
GL11
GLO03
GLO03
GL 04
GL 07
GL 04
GLO3
GL 04

44,052
N.O.
35,371
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
35,371
44,052
102,45
81,932
81,932
N.O.
N.O.
N.O.
102,45
81,932
102,45
81,932
N.O.
N.O.
102,45
81,932
54,246
102,45
102,45
81,932
N.O.
N.O.
102,45
81,932

46,373
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

46,373

100,896

79,528

79,528
N.O.
N.O.

63,47
100,896
79,528
100,896

79,528

11,576
N.O.

100,896
79,528
56,602

100,896

100,896

79,528
N.O.

26,376

100,896
79,528

87,5
96,15
76,92
84,31
89,19
92,45

100
84,48
90,48
76,81
90,91
81,36
79,25
76,56
76,19
91,89
92,59
86,67
88,06
86,44
94,03
84,09
83,58
85,07
89,55

84
81,36
80,33
85,07
77,78
90,32
87,69
89,55

32
26
65
51
37
53
69
58
42
69
33
59
53
64
63
37
27
60
67
59
67
44
67
67
67
50
59
61
67
63
31
65
67

12
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13
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39

19

17
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69
64
67
69
53
53
69
69
53
69
69
67
55
69
67
58
33
69
69
67
69
45
67
69
69
55
68
66
69
67
56
67
69

17138
92361
4374
4465
4467
4516
4516
90388
90388
90488
84405
29411
29453
45627
29534
87050
7838
46102
46061
46155
46113
107614
44045
54086
54038
12577
24224
64058
24262
64185
113785
34548
34596

17169
92336
4438
4415
4431
4464
4448
90445
90429
90420
84373
29469
29504
45564
29595
87014
7864
46043
45995
46097
46047
107656
43979
54020
53972
12626
24279
64118
24328
64246
113815
34612
34662

3E-04
7E-05
5E-07
3E-09
5E-07
1E-15
8E-30
2E-11
1E-09
4E-08
6E-06
3E-09
7E-05
2E-06
7E-05
4E-08
3E-04
4E-14
7E-18
2E-13
3E-23
2E-05
2E-13
4E-15
6E-19
1E-08
1E-08
3E-09
4E-15
2E-06
7E-05
8E-17
6E-19

41
42,8
50
57,2
50
78,8
125
64,4
59
53,6
46,4
57,2
42,8
48,2
42,8
53,6
41
73,4
86
71,6
104
44,6
71,6
77
89,7
55,4
55,4
57,2
77
48,2
42,8
82,4
89,7

220



AC241348
AC241348
AC241348
AC241349
AC241349
AC241349
AC241350
AC241352
AC241353
AC241354
AC241354
AC241354
AC241354
AC241355
AC241355
AC241355
AC241355
AC241355
AC241355
AC241355
AC241356
AC241357
AC241357
AC241357
AC241357
AC241357
AC241357
AC241358
AC241358
AC241359
AC241359
AC241359
AC241359

pPt-20577
pPt-21629
pPt-24901
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-21629
pPt-23588
pPt-16921
pPt-19314
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-18370
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-22285
pPt-21629
pPt-20875
pPt-20875
pPt-00433
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-20577
pPt-21629
pPt-00287
pPt-26689_s
pPt-29413 s
pPt-23225
pPt-24075
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-20577

GL 07
GL 07
GL11
GLO3
GL 04
GLO7
GLO3
GLO7
GL12
GLO3
GL 04
GL 07
GL 07
GL 02
GLO3
GL 04
GL 05
GL 07
GL 08
GL 08
GLO1
GL O3
GL 04
GLO7
GLO7
GL 08
GL 08
GLO3
GL 04
GL 02
GLO3
GL 04
GL 07

N.O.
18,667
44,052
102,45
81,932
18,667

N.O.

N.O.

96,73
102,45
81,932

N.O.
18,667

N.O.
102,45
81,932

N.O.
18,667

N.O.

N.O.

N.O.
102,45
81,932

N.O.
18,667

N.O.

N.O.
102,45
81,932

N.O.
102,45
81,932

N.O.

N.O.
N.O.
46,373
100,896
79,528
N.O.
22,993
N.O.
98,163
100,896
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
100,896
79,528
66,231
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
100,896
79,528
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
100,896
79,528
N.O.
100,896
79,528
N.O.

76,92
76,92
87,5
79,37
86,57
75,86
84,62
80,39
77,59
89,86
94,03
83,33
85,42
91,3
87,1
92,42
81,67
76,67
83,33
88,24
93,1
85,07
92,54
80
82
83,93
98,36
89,55
92,54
85,45
86,67
92,54
78,46

65
65
32
63
67
58
39
51
58
69
67
48
48
69
62
66
60
60
66
34
29
67
67
50
50
56
61
67
67
55
60
67
65
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67
67
69
65
69
60
39
55
58
69
69
50
50
69
69
69
62
62
69
36
66
67
69
52
52
69
61
69
69
66
67
69
67

34676
34676
43802
58489
58441
58180
47710
37277
82974
96756
96706
96626
96626
63685
100672
100628
66490
100550
66621
66663
83779
87671
87721
87801
87801
4573
29188
108646
108598
89895
108893
108850
108770

34740
34740
43833
58427
58375
58123
47743
37327
83031
96688
96640
96579
96579
63753
100611
100564
66549
100491
66556
66630
83806
87737
87787
87850
87850
4628
29248
108580
108532
89949
108834
108784
108706

5E-07
5E-07
3E-04
1E-08
3E-16
7E-05
3E-04
2E-05
6E-06
5E-20
3E-23
1E-07
1E-08
1E-21
4E-15
5E-20
1E-09
6E-06
5E-13
2E-05
3E-04
4E-15
1E-21
6E-06
5E-07
3E-10
7E-24
6E-19
1E-21
2E-11
4E-14
1E-21
1E-08

50
50
41
55,4
80,6
42,8
41
44,6
46,4
93,3
104
51,8
55,4
98,7
77
93,3
59
46,4
69,8
44,6
41
77
98,7
46,4
50
60,8
105
89,7
98,7
64,4
73,4
98,7
55,4

221



AC241359
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241360
AC241362

pPt-21629
pPt-29413 s
pPt-29413_s
pPt-29413_s
pPt-23225
pPt-23225
pPt-23225
pPt-00120
pPt-20577
pPt-21629
pPt-20577
pPt-21629
pPt-18370

GL 07
GLO3
GLO3
GLO3
GL 04
GL 04
GL 04
GLO5
GLO7
GLO7
GL 07
GL 07
GL 02

18,667
102,45
102,45
102,45
81,932
81,932
81,932
N.O.
N.O.
18,667
N.O.
18,667
N.O.

N.O.
100,896
100,896
100,896
79,528
79,528
79,528
25,982
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.
N.O.

78,46
93,33
78,18
94,03
91,04
80

91,04
86,11
88,33
88,33
88,14
86,44
91,3

65
60
55
67
67
65
67
36
60
60
59
59
69

14

12

O 00 N NN WO

O O O OO Fr OO0 O O o o o

10
15

= W w s~ b

67
69
69
69
69
69
69
58
63
63
61
61
69

108770
17619
56124
83323
17578
56086
83275
12914
17497
17497
83195
83195

5432

108706
17560
56070
83257
17512
56022
83209
12949
17438
17438
83137
83137

5500

1E-08
2E-19
6E-06
3E-23
1E-20
1E-09
1E-20
3E-04
4E-15
4E-15
1E-14
2E-13
1E-21

55,4
91,5
46,4
104
95,1
59
95,1
41
77
77
75,2
71,6
98,7
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Tabela Suplementar 3.5 — Relacdo dos 75 clones BACs com alinhamento valido nos

marcadores DArT-seq e seus respectivos grupos de ligagao.

Clone BAC # #

PT 7Ba alin::?en Grupos de ligagdo DAFT-seq Marcadores DArT-seq alinhados
AC241331 1 01 1 pPt-18854
AC241356 1 01 1 pPt-00433
AC241333 1 02 1 pPt-18370
AC241362 1 02 1 pPt-18370
AC241263 1 02 1 pPt-21440
AC241312 1 02 1 pPt-21440
AC241341 1 02 1 pPt-21440
AC241287 2 02 1 pPt-22025
AC241274 1 02 1 pPt-23032
AC241350 1 03 1 pPt-23588
AC241277 2 03 1 pPt-25046
AC241318 2 04 1 pPt-16221
AC241346 1 04 1 pPt-21884
AC241304 1 04 1 pPt-23225
AC241284 1 04 1 pPt-29072_s
AC241306 1 04 1 pPt-29072_s
AC241337 1 04 1 pPt-29072_s
AC241270 1 05 1 pPt-00120
AC241273 1 05 1 pPt-00677_s
AC241319 1 05 1 pPt-19011
AC241328 1 05 1 pPt-22343_s
AC241352 1 07 1 pPt-16921
AC241297 1 07 1 pPt-19718_s
AC241268 1 07 1 pPt-20350
AC241294 117 08 1 pPt-14980
AC241281 1 11 1 pPt-18641
AC241343 1 11 1 pPt-23567
AC241353 1 12 1 pPt-19314
AC241338 2 03; 04 2 pPt-29413_s; pPt-23225
AC241342 2 03; 04 2 pPt-29413_s; pPt-23225
AC241358 2 03; 04 2 pPt-29413_s; pPt-23225
AC241310 3 08; 09 2 pPt-25637; pPt-20142
AC241325 3 02;11 2 pPt-23567; pPt-22025
AC241265 4 02;10 2 pPt-22025; pPt-23602
AC241288 6 03,04 2 pPt-29413_s; pPt-23225
AC241264 3 07, 04; 03 3 pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629
AC241279 3 04; 08; 10 3 pPt-22629; pPt-01682_s; pPt-23225
AC241295 3 03; 04; 07 3 pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629
AC241298 3 03; 04; 07 3 pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629
AC241313 3 03; 04; 08 3 pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-25802_s
AC241314 3 02; 07 3 pPt-18370; pPt-21629; pPt-20577
AC241334 3 10; 11 3 pPt-20815; pPt-25241; pPt-24901
AC241340 3 03; 04; 06 3 pPt-00132; pPt-29413_s; pPt-23225
AC241349 3 03; 04; 07 3 pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629
AC241345 4 03; 04; 07 3 pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-20577
AC241267 6 04; 07 3 pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
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AC241280
AC241285
AC241302
AC241307
AC241308
AC241316
AC241320
AC241321
AC241326
AC241354
AC241266
AC241336
AC241315
AC241276
AC241305
AC241348
AC241359
AC241293
AC241303
AC241335
AC241360
AC241311

AC241289

AC241309

AC241357

AC241355

AC241292

AC241329

AC241327

A O LN D DD DD DD

=
o

11
13

~

15

12

02,06
03; 04; 07
03; 04; 07
03; 04; 07
03; 04; 07
03; 04; 07
03; 04; 07

04; 08; 09; 12
03; 04; 07
03; 04; 07

03; 04; 10; 11

03; 04; 07; 08

02; 03; 04; 07
03; 04,07
03; 04; 07

03;04;07; 11

02; 03; 04, 07
03; 04; 07
03; 04,07
02;07;11

03; 04; 05; 07

03; 04; 07; 08

01; 04;07; 10
01

03; 04; 07; 08
02; 03; 04; 05; 07; 08
03;04;07; 11
03; 04; 05; 07

03; 04; 07; 08

au v v D DS DD DSBS DDA DD DS

pPt-25537; pPt-23406; pPt-15206; pPt-02094_s
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-23225; pPt-25041; pPt-01869_s; pPt-20344
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-21998; pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-18959
pPt-21717; pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-20577
pPt-22754; pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-24901; pPt-21629; pPt-20577
pPt-24075; pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577; pPt-02667_s
pPt-29413_s; pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577
pPt-23814; pPt-24593; pPt-25154; pPt-24901; pPt-24463
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-00120; pPt-21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-20577; pPt-02094_s
pPt- _S; pPt- ; PPt- ; PPt- ; PPt- ; PPt
Pt-02414 Pt-23263; pPt-18313; pPt-23225; pPt-21629; pP
20577
pPt-13677; pPt-22415; pPt-13674; pPt-00251; pPt-19805; pPt-15151
pPt-29413_s; pPt-00287; pPt-26689_s; pPt-23225; pPt-21629; pPt-
20577
pPt-20875; pPt-22285; pPt-29413_s; pPt-18370; pPt-23225; pPt-
21629
pPt-24491; pPt-20593; pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-24901; pPt-
21629; pPt-20577
pPt-29413_s; pPt-23225; pPt-19210_s; pPt-21754; pPt-19867; pPt-
22042; pPt-21629; pPt-20577
pPt-22638; pPt-15832; pPt-28526_s; pPt-29413_s; pPt-23416; pPt-
23225; pPt-21629; pPt-20577
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