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Resumo

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea), pertencente a familia das leguminosas ¢
extremamente susceptivel a doengas causadas por fungos e nematdides, ndo mostrando
defesas naturais a esses patdgenos dado a sua baixa variabilidade genética. Uma alternativa
para descobrir novos genes de resisténcia ¢ a construcdo de mapas genéticos visando a
utilizacdo dos marcadores em programas de selecdo assistida. Para isso, o uso de espécies
silvestres diploides de Arachis ¢ uma ferramenta de grande auxilio, pois as mesmas sdo fontes
naturais de genes de resisténcia a patogenos. Através da técnica RGA-Display, primers
degenerados e especificos baseados em regides conservadas do dominio NBS (Nucleotide
Binding Site — que ¢ o maior grupo de genes de resisténcia em plantas) foram utilizados para
isolar um total de 139 novos marcadores moleculares. Destes, 19 marcadores sdo analogos a
genes de resisténcia (RGAs) em uma populacdo de mapeamento obtida através do cruzamento
de duas espécies diploides silvestres de Arachis (A. duranensis € A. stenosperma). Esses
marcadores foram separados em dois grupos baseados na estrutura da por¢ao N-terminal do
dominio: TIR e NaoTIR. Esses novos RGAs foram seqiienciados e alinhados juntamente com
67 RGAs previamente isolados para o género e a partir deste alinhamento uma arvore
filogenética foi construida. Ao mesmo tempo, esses RGAs previamente isolados foram usados
na técnica RFLP para a identificagdo de nove novos marcadores para a populagdo de
mapeamento. Um total de 148 novos marcadores foi isolado e 28 deles foram identificados
como sendo RGAs. 39 marcadores, incluindo 15 RGAs, puderam ser mapeados em um mapa
genético recém construido para o género com um LOD minimo de 5,0 e fragdo de

recombinacdo de 0,35 em oito dos dez grupos de ligacdo do mapa.

Palavras-chave: Amendoim; RFLP; RGA-Display; espécies silvestres; mapa genético.
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Abstract

Peanut seeds (4rachis hypogaea), which belong to leguminosae family are extremely
susceptible to diseases caused by fungi and nematodes, not showing typical defenses. An
alternative to discovery novel resistant genes is the construction of genetic map of the wild
type that is nature resources of pathogenic resistance. Degenerated and specific primers base
on conserved regions of the nucleotide binding site (NBS) domain (encoded by the largest
group of plant dieses resistance genes) were used in RGA-Display to isolate a set of 139 new
markers, including 19 resistance gene analogs (RGAs) from a mapping population derived
from a cross between two wild diploid species of Arachis (A. duranensis and A. stenosperma).
These markers grouped into two classes of N-terminus structure TIR or NaoTIR group. These
RGAs markers were sequenced and aligned with 67 previously isolated RGAs from Arachis
and a phylogenetic tree was constructed. At the same time, these previously isolated RGAs
from Arachis were used in RFLP technique to identify nine new markers for this population.
A total of 148 new markers were identified by the two techniques and 28 were identified as
RGAs. 39 markers were mapped in a recently constructed linkage map for the genus and 15 of
these were RGAs. 39 markers were mapped in a recently constructed linkage map for the
genus and 15 of these were RGAs. These markers were mapped with a minimum LOD of 5,0

and 0,35 of recombination fraction in eight of ten LG of the map.

Keywords: Peanut; RFLP, RGA-Display, Genetic Map; Wild Species.
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1- Introducao

O género Arachis

O género Arachis vem sendo estudado com grande intensidade nos ultimos anos
devido ao grande potencial demonstrado por algumas espécies silvestres para o
melhoramento do amendoim. O género pertence a Familia Leguminosae, subfamilia
Papionoideae, ¢ nativo da América do Sul, possivelmente no limite do Mato Grosso do Sul
com o Paraguai segundo Gregory et al (1980) e Kaprovickas e Gregory (1994). Engloba
cerca de 80 espécies (Valls e Simpson,1994), sendo 27 pertencentes a seccdo Arachis
(Kaprovickas e Gregory, 1994). Dentro desta sec¢do encontra-se a espécie Arachis hypogaea,

o amendoim cultivado, que tem grande importancia na alimentagdo humana em paises da

Africa e Asia e os Estados Unidos (Kaprovickas, 1994).

Figura 1 Ilustracdo de plantas do género Arachis. Na figura da direita A. pinfoi e na figura da
esquerda A. hypogaea. Retirado de http://www.plantatlas.usf.edu.
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Segundo a FAO (2005), a produ¢ao mundial de amendoim foi de 36,5 milhdes de
toneladas neste ano, com 25 milhdes de hectares plantados. No Brasil, 125,5 mil hectares sdo
plantados todo ano rendendo uma produgdo de 292 mil toneladas de amendoim. Em 2002, os
principais paises produtores da cultura foram a China (43,9%), India (22,9%), Estados
Unidos (5,3%), Nigéria (4,5%), Indonésia (3,0%), Senegal (2,7%). O Brasil esteve em 13°
lugar com 0,6% da produ¢do mundial (Favero, 2004). O amendoim ¢é a quinta oleaginosa de
maior importdncia no mundo (Moretzsohn et al., 2004). A importancia econdmica do
amendoim se da principalmente, pela producdo de 6leo, pastagem, alimentagdo animal e
consumo in natura (Favero, 2004).

Dados oriundos dos estudos citogenéticos e reprodutivos da seccdo Arachis revelaram
a presenga de trés tipos de genomas distintos, denominados “A”, “B” ¢ “D”. O genoma “A”
esta relacionado a presenca de um par de cromossomos “A”. O genoma “B” ¢ caracterizado
pela auséncia desse cromossomo “A”, enquanto que o genoma “D” estd relacionado a
presenga de seis pares de cromossomos subtelocéntricos (Stalker et., 1991). A maioria das
espécies da sec¢ao Arachis apresenta o genoma “A”, enquanto que A. batizocoi, A. ipaensis,
A. magna, A. valida, A. benesis e A. hoehnei possuem genoma “B”. Somente A. glandulifera
possui o genoma “D”’.

Embora a maioria das espécies do género seja dipldide, existem quatro espécies
tetraploides, e dentro da seccdo Arachis apenas duas sdo tetraploides, entre elas o A.
hypogaea. Essas espécies apresentam simultaneamente os dois genomas “A” e “B” que
ocorrem em espécies diploides distintas da sec¢do Arachis (Fernandez e Krapovickas, 1994).

O genoma do amendoim cultivado ¢ tetrapldéide e muito extenso (2n = 4x = 40)
n=1.74 x 10’ bp, Bennet e Smith, 1976) diferentemente das espécies silvestres que pertencem
a sua seccdo. Existem varias teorias sobre a origem do amendoim cultivado. A mais bem

aceita foi proposta por Seijo et al., (2004) onde haveria acontecido um tnico evento de
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alotetraploidizacao de um hibrido estéril de duas espécies silvestres (4. duranensis e A.
ipaensis). A planta resultante, contendo dois genomas distintos, AA e BB, ¢
reprodutivamente isolada dos seus parentais silvestres. Provavelmente por causa desta
origem, A. hypogaea tem a sua base genética extremamente estreita (Kochert et al., 1991).
Essa baixa variabilidade genética no 4. hypogaea pode causar um grande problema com a
busca de resisténcia a pragas e patogenos. (Kochert et al., 1996), sendo também muito dificil
a geracao de marcadores moleculares polimérficos para a constru¢do de mapas genéticos.
Devido ao estreitamento da base genética do amendoim e a perda de genes
importantes, principalmente aqueles ligados a resisténcia contra doengas, tém-se aumentado
as preocupagdes de pesquisadores em relagdo a fungos, insetos e a patdgenos presentes no
solo. As doengas foliares causadas por fungos sdo consideradas limitantes para a cultura do
amendoim. Doencas como mancha castanha (Cercospora arachidicola), mancha preta
(Cercosporidium personatum), mancha barrenta (Phoma arachidicola), ferrugem (Puccinia
arachidis) e verrugose (Sphaceloma arachidis) sdo potencialmente destrutivas para a cultura,
e juntamente com doenca causadas por virus, nematoides e insetos podem comprometer
anualmente até 70% da produg¢do mundial (Subrahmanyam et al., 1985). Outro problema
encontrado na producdo do amendoim ¢é a aflatoxina produzida pelos fungos Aspergillus
flavus ou A. parasiticus. Essa doenga, apesar de ndao causar morte das plantas, pode causar
reducdo na producdo final da cultura, visto que as sementes infectadas devem ser descartadas
e também hd um aumento do custo de processamento pds-colheita. A ANVISA Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria determina a obrigatoriedade dos testes de deteccdo da

toxina, que ¢ extremamente prejudicial a saude humana e animal (www.anvisa.gov.br).
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Espécies Silvestres

Em contraste ao amendoim cultivado, as espécies silvestres dipldides apresentam alta
diversidade genética e sdo uma grande fonte de resisténcia natural a fatores bidticos (pragas e
patogenos) e abioticos (stress hidrico, toxidez do solo) (Galgaro et al., 1997). Essa alta
diversidade estd sendo usada para facilitar a constru¢do de mapas genéticos derivados de
cruzamentos entre A. hypogaea com parentes silvestres e de cruzamentos de parentes
silvestres entre si, sendo que as espécies silvestres resistentes tém grande potencial para
melhorar o amendoim cultivado (Stalker et al., 1997). O Brasil contem alguns dos centros de
diversidade genética mais ricos do mundo, com o centro de origem de um numero de plantas
de grande importancia socio-econdmica (ex. mandioca, amendoim, caju, abacaxi e cacau)
assim como parentes silvestres de muitas outras plantas. A Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia possui um banco de germoplasma de Arachis silvestre com mais de 1000
acessos de espécies silvestres e outras 1000 variedades primitivas, algumas das quais ja
identificadas como fontes de resisténcia para fungos e nematodides (Nelson et al., 1989,
Bertioli et al., 2000, Favero, 2004 e Guimaraes et al., 2005).

A transferéncia de resisténcias de espécies selvagens para o amendoim cultivado tem
sido extremamente dificil pela diferenca de ploidia, e conseqiiente barreira de fertilidade.
Teoricamente, a transferéncia de genes de resisténcia ¢ feita através de cruzamentos
complexos, seguida de varios retrocruzamentos com 4. hypogaea (Simpson et al., 2001). Mas
isso s6 foi conseguido uma vez pelo proprio Simpson, quando introduziu resisténcia a M.
arenaria e langou a cultivar COAN. Para exemplificar esta dificuldade, a cultivar COAN s6
estava disponivel no mercado, cerca de 23 anos apds o primeiro cruzamento (Simpson, C.

comunicac¢do pessoal).
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Genes de Resisténcia

Ao longo da evolugdo, as plantas t€ém desenvolvido varios mecanismos de defesa
para sua protecao contra doengas e parasitas. Essas defesas incluem: estruturas pré-existentes,
como cuticulas e pélos que sdo barreiras fisicas contra o patdgeno, ou seja, ndo permitem a
invasdo da planta; Producdo de inibidores como o inibidor de a-amilase que se ligam as
enzimas digestivas do patogeno impedindo que o mesmo assimile o amido da planta;
compostos fendlicos, taninos e lectinas; e enzimas, como as glucanases e quitinases. Outra
classe de mecanismos de defesa envolve o reconhecimento especifico do patégeno pela
planta atacada. Entre os eventos celulares que caracterizam este tipo de resisténcia estdo: a
inducdo da expressdo de genes de defesa e a rdpida morte celular no local da infec¢do
(Agrios, 1997). Estes genes sdo chamados Genes de Resisténcia (R-genes).

Um grande nimero de R-genes foi identificado na planta modelo Arabidopsis
thaliana (Deslandes et al., 2002) e em vérias outras espécies (Lawrence et al., 1995; Thomas
et al., 1997; Wang et al., 1999). Muitas dessas proteinas de resisténcia sdo caracterizadas pela
presenca dos dominios LRR e NB-ARC (Meyers et al., 1999). O dominio LRR (Leucine Rich
Repeat, Kobe e Deisenhorfer 1994) aparece como responsavel primario pelo elicitor de
reconhecimento (Jones e Jones, 1997), ou em um modelo alternativo, atua como “guarda” da
maquinaria celular que ¢ susceptivel ao ataque de patogenos (Dangl e Jones, 2001). O
dominio NB-ARC (“Nucleotide Binding, human; APAF-1, Plant Resistance Genes and
Caenorhabditis elegans CED-4”,Van der Biezen e Jones, 1998) age nos caminhos de
transducdo de sinal que operam em resposta ao ataque de patdgenos e estd envolvido na
morte celular programada relatada em diferentes organismos. Em plantas, a tinica funcao
associada com esse dominio ¢ em resisténcia a doengas, que ¢ frequentemente manifestada

como uma resposta de hipersensibilidade envolvendo morte celular programada. Em genes de
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plantas ¢ mais comum nomear este dominio como NBS (“Nucleotide Binding Site”,
Tameling et al., 2002).

O dominio NBS-LRR ¢ dividido em duas categorias baseado nas regides conservadas
na por¢do N-terminal dos seus produtos (Meyers et al., 1999; Young et al., 2000; Yuksel et
al., 2005). O primeiro grupo, chamado de NaoTIR, compreende genes que codificam o
padrdo conservado “Leucine-Zipper-Like” e inclui, por exemplo, o gene Mi de tomate,
responsavel pela resisténcia ao nematoide das galhas Meloidogyne incognita (Milligan et al.,
1998). Analises recentes neste grupo indicaram que no lugar onde deveria estar a estrutura
TIR se encontra uma outra estrutura em “coiled-coiled” (Young et al., 2000). O segundo
grupo, TIR, é composto por genes que codificam produtos contendo uma estrutura homologa
a proteinas receptoras humanas “Interleucina 1” e de Drosofila “Toll-Like”. Um exemplo € o
gene de resisténcia ao virus do mosaico em Tabaco (Whitham et al., 1996). As espécies de
Arachis possuem as duas formas da estrutura (Bertioli et al., 2003).

E comum a ocorréncia de motivos dentro do dominio NBS (Figura 2). Esses motivos
sdo regides conservadas dentro dos dominios que facilitam a constru¢do de primers para a
amplificacdo de RGAs ou genes similares. Alguns desses motivos sdo: P-loop, Kinase-2,
Kinase-3a, GLPL ¢ RNBS-D (Meyers et al., 1999 ¢ Yuksel et al., 2005). Por exemplo, um
grande niimero de RGAs foi amplificado em soja usando primers degenerados desenvolvidos
para o dominio NBS (Leister et al.,, e Yu et al., 1996). Similarmente, RGAs de milho (Collins
et al., 1998) e alface (Meyers e Michelmore, 1998) também foram isolados e caracterizados.

A caracterizagdo mais expressiva de RGAs em Arachis spp. foi feita por Bertioli et
al. (2003), onde foram gerados 78 RGAs utilizando primers degenerados construidos para o
dominio NBS de A. hypogaea var. Tatu e quatro espécies silvestres (4. duranensis, A.
cardenasii, A. stenosperma e A. simpisoni). A avaliagdo comparativa e evolucionaria de 63

seqiiéncias ininterruptas com ORFs (Open Reading Frame) indicaram sua proximidade
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evolucionaria com RGAs de outras leguminosas, incluindo Glycine max, Lotus japonicus,
Medicago truncatula e Phaseolus vulgaris. A inclusdo destas seqiiéncias em um mapa
genético de Arachis sp. recém construido, possibilitaria a identificacdo de genes de
resisténcia ligados a estes RGAs, auxiliando os programas de melhoramento da cultura.
Recentemente, Yuksel e colaboradores (2005) isolaram um total de 234 novos RGAs para A.
hypogaea a partir de primers desenhados para regides conservadas no dominio NBS. Com
isso, havera um grande auxilio no entendimento da evolugdo e organizacdo de genes de

resisténcia no genoma do amendoim.

TIR ou -
NonTIR NBS Regiio LRR

Adaptado de Yuksel et al., 2005

Figura 2 Dominio NBS-LRR representado esquematicamente. As regides TIR e NaoTIR (Coiled-
coil) também estdo ilustradas. Os motivos P-loop, Kinase-2, Kinase-3a ¢ GLPL estdo representados
na parte inferior da figura.

Marcadores Moleculares

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para a detec¢do de
variabilidade genética ao nivel de seqiiéncia de DNA, ou seja, para a deteccdo de
polimorfismo genético. Essas técnicas permitem a obtencdo de um numero praticamente
ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo. Tais marcadores

podem ser utilizados para as mais diversas aplicagdes, tanto no estudo de genética como na
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pratica de melhoramento de plantas. Com o advento das técnicas modernas de biologia
molecular, surgiram diversos métodos de detec¢do de polimorfismo genético diretamente ao
nivel de DNA.

Inicialmente, a utiliza¢do de enzimas de restricdo permitiu a analise de polimorfismo
de comprimento de fragmentos de restrigdo de DNA (“Restriction Fragment Length
Polymorphism” — RFLP; Botstein et al., 1980). Esta técnica ja foi uma das classes de
marcadores mais amplamente utilizadas em genética ¢ melhoramento de plantas. O
polimorfismo observado na técnica ocorre porque o DNA de individuos geneticamente
distintos difere na seqii€éncia de nucleotideos ao longo da fita. A presenca ou auséncia de
seqiiéncias especificas reconhecidas e clivadas pelas diferentes enzimas de restri¢do, pode
variar entre diferentes individuos, gerando polimorfismo. Esses marcadores possuem mais
uma caracteristica importante para o mapeamento, eles produzem expressao co-dominante,
isto ¢, em cada loco ¢ possivel identificar gendtipos heterozigotos ¢ homozigotos, gerando
mais informagdo em nivel genético e permitindo uma analise detalhada da agdo génica e
interagdo entre alelos (Ferreira e Grattaplaglia, 1995).

Mais recentemente, o desenvolvimento do processo de amplificagdo em cadeia
utilizando uma DNA polimerase (PCR, Mullis e Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) levou a
descricao de outras classes de marcadores moleculares. Aliadas as técnicas de clonagem e
seqiienciamento de DNA, estas metodologias tém possibilitado um rapido acimulo de
informagdes sobre a estrutura de genomas (Ferreira e Grattaplaglia, 1995). Os marcadores
moleculares baseados em PCR s3o hoje a melhor ferramenta para a constru¢do de mapas
genéticos de plantas. A técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) publicada
por Vos et al., (1995) ¢ baseada na detecg¢ao de fragmentos de DNA gendmico, clivados com
enzimas de restricdo, pelo uso de PCR. As amplificagdes sdo produzidas sem um

conhecimento prévio da seqiiéncia de DNA, usando primers genéricos. A caracteristica
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principal desta técnica ¢ a capacidade de revelar simultaneamente muitas regides diferentes
distribuidas de maneira aleatéria ao longo do genoma (Mueller e Wolfenbarger, 1999). A
analise ¢ baseada na amplificacdo seletiva por PCR de um subconjunto de fragmentos
genomicos gerados apos a digestdo com uma enzima de corte raro combinada com uma
enzima de corte freqiiente. A principal vantagem desta tecnologia é o grande numero de
fragmentos produzidos, aumentando o poder de deteccdo da variabilidade genética. O
nimero de fragmentos detectados em uma reagdo depende do primer utilizado, onde podem
ser adicionadas bases seletivas ao final de sua seqiiéncia. A técnica AFLP ¢ muito robusta e
reproduzivel devido a alta estringéncia usada na temperatura de anelamento dos primers. Em
resumo, a técnica combina a reprodutibilidade do RFLP com o poder e praticidade da PCR.

A técnica S-SAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism - Waugh et al., 1997)
¢ baseada em AFLP, onde um dos primers desenhados ao adaptador do corte da enzima ¢
substituido por um primer que reconhece regides repetidas do genoma, os Retrotransposons.
A técnica ¢ fundamentada, entdo, na detec¢do de polimorfismo de DNA baseada na
distribuicdo dos retrotransposons em regioes adjacentes aos sitios de restricdo das enzimas
Pstl e Msel (corte raro e freqiliente respectivamente). O seqiienciamento das bandas
polimérficas ¢ grande particularidade da técnica, onde o resultado pode ser confirmado. O
primer complementar a regides repetidas — retrotransposons pode ser marcado com
radioatividade para uma melhor detec¢io dos fragmentos.

Em 2000, Hayes e Shagai Maroof estabeleceram uma técnica de AFLP enriquecido
para RGAs, onde um primer convencional foi trocado por um degenerado que reconhece uma
regido conservada dentro do dominio NBS. A técnica ficou conhecida como AFLP-RGA.
Recentemente, outro grupo (Linden et al., 2004) aprimorou uma técnica que combina o AFLP
e 0 S-SAP chamada por eles de “NBS-profiling”. Essa técnica recebeu variagdes ¢ pode ser

chamada de RGA-display, RGA-SAP, Motif-display etc. Essa abordagem ¢ similar ao AFLP
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onde DNA gendmico ¢ cortado com enzimas de restricdo e ligado a um adaptador nas
extremidades. A amplificagdo por PCR ¢ feita com um primer relativo ao adaptador e outro a
regido codificante de motivos de proteinas em RGAs (como o P-loop, Kinase-2, etc). O
tamanho do produto amplificado varia com a distancia do sitio de restricdo até o motivo,
causando polimorfismo entre individuos. Bandas polimorficas podem ser retiradas do gel e
seqiienciadas (como no S-SAP), confirmando a similaridade com RGAs ja descritos. Essa
técnica apresenta como vantagens a praticidade e rapidez inerentes ao uso de marcadores do
tipo PCR e a reprodutibilidade do RFLP. Os produtos podem ser detectados por coloracao

com Nitrato de Prata (Creste et al., 2001) onde ha uma diminui¢ao dos custos da técnica.

Mapeamento Genético

Viarios tipos de marcadores moleculares como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNAs), AFLP, RFLPs e SSRs (Simple Sequence Repeats) tém apresentado
baixo polimorfismo dentro do germoplasma de A. hypogaea e isto torna quase invidvel a
construcdo de mapas usando populagdes derivadas de cruzamentos intra-especificos
(Kochert et al., 1996, Halward et al., 1991 e Herselman et al., 2003). Recentemente, uma
maior compreensao sobre a origem de 4. hypogaea permitiu a re-sintese da espécie a partir de
espécies silvestres (Favero, 2004). Isso, juntamente com um melhor entendimento da
estrutura de genes de resisténcia tem o potencial de acelerar a transferéncia dos mesmos para
cultivares de interesse através do melhoramento tradicional auxiliado pela selecdo assistida
por marcadores moleculares - MAS (Hash et al., 2003). Para o uso de MAS para acelerar
programas de geracdo de cultivares resistentes a pragas e patdgenos, ¢ necessario identificar

marcadores proximamente ligados a genes de resisténcia.
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Em Arachis spp., poucos mapas de ligagao foram publicados. Halward et al., (1993)
desenvolveu um mapa baseado em RFLP usando uma populacao F, derivada do cruzamento
entre duas espécies silvestres dipldides com genoma AA (4. stenosperma e A. cardenasii).
Neste trabalho, um total de 117 /oci foram mapeados em 11 grupos de ligagdo. Mais tarde,
marcadores RFLP ¢ RAPD também foram usados para se conseguir a introgressao de
segmentos cromossomicos de A. cardenasii (genoma AA) dentro do genoma de A. hypogaea
(Garcia et al., 1995). Em 2001, Burrow e colaboradores construiram um outro mapa baseado
em RFLP para uma populacdo tetraploide, onde o anfidiploide sintético [A.batizocoi X (A.

*X usado como parental doador, foi cruzado com 4. hypogaea para

cardenasii e A. diogoi)]
gerar uma populacdo de mapeamento com 78 individuos. 370 loci de RFLP foram mapeados,
obtendo-se 23 grupos de ligagdo. Em outro trabalho, marcadores RAPD, SCAR e¢ RFLP
mostraram ser uteis na identificacdo de marcadores ligados a genes de resisténcia neste
mesmo cruzamento (Garcia et al., 1996). Recentemente, marcadores AFLP foram usados
para mapear genes que conferem resisténcia ao afidio vetor do virus da roseta do amendoim,
que é a doenca viral mais destrutiva de amendoim na Africa (Herselman et al., 2004). Em
2005, Moretzsohn e colaboradores publicaram um mapa baseado em Microssatélite (SSR)
para uma populacdo F, de 93 individuos obtidos através do cruzamento de duas espécies
silvestres dipldides de genoma AA (4. stenosperma e A. duranensis). Um total de 271 novos

marcadores Microssatélite foram mapeados em 11 grupos de ligagao cobrindo uma distancia

de 1.230,89 cM no mapa e com a distancia média de 7.24 cM entre os marcadores.
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2- Objetivos

Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de marcadores moleculares baseados
em seqliéncias homologas a genes de resisténcia (RGAs) através de duas técnicas: RFLP e
RGA-display que possam ser incorporados no mapa genético de acessos silvestres de

Arachis.

Objetivos Especificos

Considerando a importancia de marcadores moleculares em programas de
melhoramento do amendoim baseados em espécies silvestres, que sao fontes naturais de
resisténcias a pragas e patdgenos, os principais objetivos do presente trabalho sdo: (1)
desenvolvimento de marcadores moleculares baseados em RGAs através da técnica RGA-
display; (2) Constru¢cdo de marcadores co-dominantes baseados em RGAs através da técnica
RFLP; (3) Genotipagem desses marcadores em uma populacdo de mapeamento derivada de
dois acessos silvestres de Arachis (A. stenosperma e A. duranensis) contendo 93 individuos e
(4) inclusdo desses marcadores em um mapa de ligagdo para essas duas espécies que

representam o genoma AA de Arachis (Moretzsohn et al., 2005).
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3- Material e Métodos

Material vegetal e populacio de mapeamento

Através de bioensaios realizados em trabalhos anteriores (Leal-Bertioli et al., 2000.),
dois acessos silvestres de Arachis foram escolhidos para a constru¢do da populacao de
mapeamento: Arachis duranensis (acesso: K7988) e A. stenosperma (acesso: V10309). As
duas espécies sao diploides e possuem genoma A, sendo a segunda resistente aos nematoides
das galhas Meloidogyne arenaria raga 2 e M. javanica (Leal-Bertioli et al., 2000) e aos fungos
de mancha foliar Cercospora arachidicola e Cercosporidium personatum (Proite et al., 2002).
O cruzamento dessas duas espécies gerou uma planta hibrida fértil (F;) que foi auto-
fecundada para gerar a populacdo de mapeamento usada nesse trabalho (populacao F;). Essa
populagdo consiste de 93 plantas mantidas em vasos de concreto, dentro de casas de
vegetacao na EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia-DF).

Para os experimentos realizados neste trabalho, DNA total de A. duranensis, A.
stenosperma, da planta hibrida e de 93 plantas da populacao F, foi extraido de folhas jovens
(recém surgidas e antes da expansao foliar) para evitar a extracdo simultanea de compostos
fenolicos, polissacarideos e proteinas presentes nas folhas adultas. Um protocolo de extragao
de DNA baseado em CTAB publicado por Doyle et al. (1991) foi modificado para o uso em
Arachis sp. onde um novo passo de precipitacdo com CTAB foi adicionado: 200 mg de tecido
vegetal foram macerados em cadinho com o auxilio de Nitrogénio liquido e adi¢do de 700 ul
de 2x CTAB e 2 pl de 2-mercaptoetanol em cada tubo de microcentrifuga de 2 ml. As
amostras foram incubadas a 65°C por 60 minutos. Apds esse periodo foram adicionados 700

ul de cloroférmio-isoamilico (24:1) para cada amostra e misturou-se até formar uma emulsao.
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As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi transferida
para dois tubos novos de 1,5 ml. Foram adicionados 600 ul de tampao 1X CTAB, agitou-se
lentamente e centrifugou-se a 14000 rpm por 1 minuto. O “pellet” permaneceu aderido ao
fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente ¢ o DNA dos dois tubos foi
ressuspendido em 300 ul de 1,2M NaCl em cada tubo ¢ o volume de 600 pl foi transferido
para um unico tubo de 2 ml. As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos € o
sobrenadante foi transferido para novo tubo. O DNA foi precipitado com 1 ml de etanol
absoluto e agitado lentamente. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos
e descartou-se o sobrenadante. O “pellet” de cada tubo foi lavado com 500 pl de etanol 70%
duas vezes. Os “pellets” foram secos e ressuspendidos em 100 ul de HO milli-Q estéril com
0,0lmg/ml de RNAse-A. As amostras foram quantificadas em gel de agarose 0,8% usando
um marcador de massa (High Mass Ladder — Invitrogen) e de tamanho (1 Kb Ladder —

Invitrogen) e entdo foram diluidas e mantidas a -20°C até a realizagdo do experimento.

RFLP

A realizagdo dos Southern-blots foi de acordo com Southern, (1975) onde 10ug de
DNA total de cada amostra (K7988, V10309, F, e 93 plantas F,) foram digeridos com 100
unidades de uma das enzimas de restri¢ao: EcoRI ou Hindlll. As duas enzimas foram testadas
primeiramente nos parentais (K7988 e V10309) com cada sonda para se escolher a melhor
(com maior polimorfismo) para a genotipagem da populacdo F, A digestdo foi feita a 37°C
por oito horas. Os produtos de digestdao foram separados em gel de agarose 0,8% a 20 V por
aproximadamente 16 h. O gel foi desnaturado em 0,25N de HCI por 30 minutos, neutralizado

em 0,5N de NaOH por 15 minutos e transferido para membrana de nylon Hybond N*
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(Amersham, Pharmacia) por capilaridade em SSC 10X (Anexo 1) com o auxilio de um
transferidor a vacuo (BioRad). As amostras foram fixadas & membrana em luz UV em um
forno cross-link (30 segundos na fun¢do Auto Cross Link) por um minuto, identificadas e
armazenadas a 4°C até a realizagdo do experimento. Para a pré-hibridiza¢do, as membranas
foram colocadas em garrafas de vidro contendo solucdo de pré-hibridizagdo (Anexo 1) e
aquecidas em movimentos lentos a 65°C por 2 horas em forno de hibridizag3o.

As sondas utilizadas neste trabalho tiveram como base os RGAs isolados por Bertioli
et al., (2003), onde os mesmos foram classificados em diferentes clades, de acordo com sua
similaridade. Para o experimento, foi escolhido um RGA representativo de cada clade em
questdo, de forma a se ter uma amostra representativa de todas as seqiiéncias isoladas. Os
RGAs utilizados estdo listados na Tabela 1. Para uso como sonda, os RGAs foram re-
amplificados por PCR a partir de plasmidios contendo seqiiéncias de RGAs. 50ng de cada
RGA foram desnaturados e adicionados ao kit de marcagdo Ready-to-Go d-CTP (Amersham
Pharmacia) juntamente com 5 ul de *’P. A sonda foi incubada por 30 minutos a 37°C em
banho-maria. Os nucleotideos ndo incorporados foram eliminados da solugdo utilizando o kit
Microspin™ S-400 HR Columns (Amersham Pharmacia). A sonda ji4 marcada com
radioatividade foi entdo adicionada a garrafa contendo a membrana com a solu¢ao de pré-
hibridizagdo. A hibridizagido ocorreu a 65°C por 16 horas. Apos o periodo de hibridizagio as
membranas foram lavadas da seguinte maneira: uma vez com solucdo de Lavagem I (Anexo
1) a 65°C por 15 minutos e duas vezes com solug¢do de Lavagem II (Anexo 1) a temperatura
ambiente por 15 minutos. As membranas foram secas ao ar e colocadas em exposi¢do com
filme de raio-X (Kodak-Bio) por aproximadamente 4 dias. Os filmes foram revelados da
seguinte forma: 3 minutos em revelador 1X (Dektol — Kodak) e 1 minuto em fixador 1X

(Kodak).
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Tabela 1 RGAs isolados por Bertioli et al. (2003) e usados como sonda para a hibridizagao
em Southern-blots neste trabalho.

RGA Clade ID GenBank* Espécie de origem
S5-A-375 02 AY157945 A. stenosperma
S5-A-384 N1 AY157942 A. stenosperma
S5C8-AXY-370 Q3 AY157784 A. stenosperma
S1-A-36 M1l AY 157808 A. stenosperma
S1-A-37 o1 AY157811 A. stenosperma
C8-V-434 E8 AY157804 A.cardenasii
S4-A-164 R3 AY157813 A. stenosperma
S1S2-A-152 A20 AY157810 A. stenosperma
T-A-44 Ml AY157819 A. hypogaea var. Tatu

Tabela retirada de Bertioli ef al (2003). * ID consiste no numero de acesso
de cada RGA depositado no GenBank.

Dos 78 RGAs publicados e depositados no GenBank nove foram escolhidos para
serem testados como sonda nos parentais com as duas enzimas (total de 18 testes) e, os que
apresentaram maior grau de polimorfismo, foram utilizados na populagdao F, contendo 93
individuos. As membranas produzidas puderam ser reaproveitadas (hibridizadas com outra
sonda) apenas esperando o periodo de dois meses, equivalente ao decaimento da

radioatividade presente no **P.

RGA- Display

Para a realizagdo do experimento de identificacdo de marcadores moleculares pela
técnica conhecida como RGA-Display, foram realizados alguns testes e modificagdes da
técnica original (Linden et al., 2004). Essas modificagdes serdo discutidas mais a frente.

Para o experimento, 100 ng de DNA total de A. stenosperma V10309, A. duranensis
K7988, da planta hibrida e das 93 plantas da populacdo F, foram digeridos simultaneamente

com as enzimas de restrigdo: Pstl ¢ Msel a 37°C por 8 h. Adaptadores (Tabela 2) foram
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adicionados e ligados as extremidades cortadas dos fragmentos utilizando a seguinte reagao
de ligacdo: 0,5 M de adaptador para Psfl, 5 M de adaptador para Msel,IM de ATP, 5X RL
Buffer (Apéndice I), 1 unidade de T4 DNA Ligase, 2,5 unidades de Pstl, e 2,5 unidades de
Msel. A ligagdo foi feita a 37°C por 5 horas (Vos et al., 1995; Maughan et al., 1996). A Figura
3 mostra um esquema representativo do preparo das amostras de DNA para o uso no
experimento. Os adaptadores e os Primers para os mesmos foram baseados nos descritos por
Vos et al., (1995).

Logo apos a ligacdo, foi feita uma “pré-amplificagdo” desse DNA digerido e ligado
utilizando primers (P00 e MO0 — Tabela 2) que reconhecem os adaptadores ja ligados aos
fragmentos nas duas extremidades. Para um volume de 50 pl de reacao foram utilizados: 10%
de tampao para PCR sem MgCl,, 0,9 mM de MgCl,, 0.6 uM de cada primer, 0.25 mM
dNTPs, 0.5 U de Taq polymerase (Platinum Invitrogen) e 150 ng de cada DNA digerido e
ligado.O programa utilizado foi 30 ciclos de: 30s a 95° C, 1 min. a 52° C, 1 min. a 72° C.
Antes dos ciclos foi adicionado um passo de 95°C por 15 mim para a ativagdo da enzima.
Esses DNAs digeridos, ligados aos adaptadores e amplificados (chamados de “pré-amps”)
foram diluidos 20 vezes e mantidos a -20°C, onde serviram de base para as amplificagdes

com os primers RGAs.

Tabela 2 Lista de Adaptadores e primers para adaptadores usados em RGA-Display

Primer * Observ. Seqiiéncia (5’-3")

Braco curto TGTACGCAGTCTAC
Adaptador Psfl (PstAdpt) 60 o

Brago longo CTCGTAGACTGCGTACATGCA

Braco curto TACTCAGGACTCAT
Adaptador Msel (MseAdapt) ¢

Braco longo GACGATGAGTCCTGAG

Primer para adaptador Ps¢I POO Se liga ao PstAdpt ~ GACTGCGTACATGCAG
Primer para adaptador Msel MO0  Se liga ao MseAdpt GATGAGTCCTGAGTAA
*Vos et al., 1995
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Apos a confeccao dos “pré-amps”, foi feita entdo a amplificagdo dos fragmentos
RGAs utilizando-se um primer Mse (que reconhece o adaptador ligado ao sitio da enzima
Msel) no sentido reverso e um primer (especifico ou degenerado) que reconhece uma regiao
conservada do motivo Kinasell no Dominio NBS para o sentido direto. Os primers utilizados
nessa técnica complementares ao motivo Kinase-2 no dominio NBS foram sintetizados a
partir de seqliéncias descritas como RGAs para Arachis em Bertioli et al., 2003 (Primers: P2-
12, P2-16, P2-19, P2-378, P2-391 e P2-414) ou descrito por Linden et al., 2004 (Primer NBS
5). Os primers complementares ao adaptador ligados ao sitio de restricdo da enzimas Msel
foram feitos a partir de primers ja descritos para AFLP em Vos et al., 1995 (Assim como 0s
adaptadores e primers complementares aos adaptadores). Os primers foram sintetizados por
WMed (World Medical Representagoes) ou IDT (Integrated DNA Technologies). As

seqiiéncias dos primers utilizados neste experimento estao listadas na Tabela 3:

Tabela 3 Seqiiéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos DNAs pré-amplificados (Pré-

amps), local de reconhecimento do primer e caracteristica da seqiiéncia.

Primer Seqiiéncia (5- 3") Local Observ.
P-Msel*** GATGAGTCCTGAGTAA Sitio de Msel Sem base seletiva
P2-391* IGCIYTIATIGTIYTIGAYGAYGTIGA Motivo kinase-2 Degenerado
P2-414%* GITTYGTIYTIATGYTIGGAYGAYYTITGG Motivo kinase-2 Degenerado
P2-19* CTTATTGTTCTTGATGATGATGTCGA Motivo kinase-2  Especifico
P2-12* GTCTCTTGTTCTTGATGATGTGTAAAT Motivo kinase-2  Especifico
P2-378%* AAAATTATTTTGATTCTAGATGACATTGA Motivo kinase-2  Especifico

NBS 5**  YYTKRTHGTMITKGATGATGTITGG Motivo kinase-2  Degenerado
P2-16* TCTTCTTGTTCTTGATGTAGGT Motivo kinase-2  Especifico

* Primers desenhados para RGAs de Arachis (Bertioli et al, 2003) ** Linden et al. (2004).
**%* Padrao para AFLP (Vos et al., 1995) aqui mostrado sem adig@o de bases seletivas.

Essa segunda amplificagdo foi conduzida em uma reag¢do de 15 pl contendo: 10% de
tampao para PCR sem magnésio; 0,6 uM de cada primer, 0,9 mM de MgCl,. 0,25 mM de
dNTPs e 1 unidade de Platinum 7ag DNA polimerase (Invitrogen). O programa utilizado foi o

mesmo da primeira etapa de amplificagdo. O primer Mse foi utilizado com uma, duas ou trés
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bases seletivas adicionadas ao final de sua seqiiéncia para restringir o nimero de fragmentos
produzindo, diminuindo a complexidade do padrdo a ser observado. No total, foram
sintetizados 20 Primers para Msel (com uma, duas ou trés bases seletivas) e sete para o
motivo Kinase-2 (degenerados ou especificos), somando 140 combinagdes possiveis.

Os produtos da segunda etapa de PCR foram misturados com Tampao Formamida (Xu
et al., 1997. Anexo 1), desnaturados a 95°C por 5 min e separados em gel de poliacrilamida a
4% por 1,5h a 60W. O gel foi corado com Nitrato de Prata Segundo Creste et al.,2001(Anexo
1). As bandas polimorficas foram analisadas e retiradas do gel com o auxilio de uma lamina e
re-hidratadas em 100 ul de H,O Milli-Q estéril e aquecidas a 100°C por 10 min como descrito
por Upender et al., (1995). O DNA eluido foi re-amplificado usando as mesmas condig¢des
descritas acima para a amplificagdo do fragmento original. O produto da re-amplificagdo foi
separado em gel de agarose a 1% e novamente eluido com o auxilio do kit QIAquick Gel

Extraction (Quiagen).

Seqiienciamento e processamento das amostras

As bandas polimorficas eluidas foram entdo seqiienciadas (aproximadamente 60 ng de
DNA) nos dois sentidos. As reacdes de seqiienciamento foram otimizadas utilizando um dos
dois Primers usado para a amplificagdo do fragmento polimorfico. Foi usado o Kit de
seqiienciamento BigDie Terminator (Applied Biosystems, CA, USA) em um seqiienciador
automatico ABI377 (Applied Biosystems).

As seqiiéncias obtidas foram processadas e analisadas utilizando-se a ferramenta
Staden Package (Staden et al., 2003), onde os dois sentidos de cada seqiiéncia puderam ser

montados para se conseguir uma melhor qualidade de leitura. A ferramenta “Pregap4” foi
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utilizada para o pré-processamento das amostras como controle da qualidade das seqiiéncias,
conversdo de formatos e estimativa da qualidade de cada base (Phred > 20). Apos esse pré-
processamento, a ferramenta “Gap4” foi utilizada para o processamento propriamente dito,
onde os pares de seqiiéncia foram juntados quando conveniente, onde também se juntou as
seqiiéncias provenientes das repeticdes do seqiienciamento.

As seqiiéncias de DNA processadas foram submetidas aos programas BLASTX e
BLASTN (Altschul et al., 1997), contra dados de todas as provaveis proteinas de Arabdopsis ¢
ao banco de dados total do GenBank. Os “Hits” foram considerados significativos quando
tiveram um Nivel de Significancia “E-value” menor que 1x10™. Para uma melhor anélise, as
amostras processadas também foram traduzidas para sua seqiiéncia correspondente protéica,
com o auxilio da ferramenta de traducdo para aminoacidos “Translate — TrEMBL” no site
www.expasy.ch/tools/dna.html. As seqiiéncias traduzidas foram entdo submetidas a ferramenta
“Motif-Scan” (Falquet et al., 2002 - www.expasy.ch/prosite) onde regides conservadas do
genoma sdo rastreadas e comparadas com seqiiéncias ja conhecidas. Essa ferramenta utiliza o

banco de dados do “Pfam” para a busca dos motivos e dominios.

CTGCAG

CTGCA.
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Adaptador el Ligagdo ‘Ada tador Psil
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e Pst
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sacadas do gel

mm CTGCAA GTTA Im

 GACGTT. CAAT mm l
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Figura 3 Representagdo esquematica da técnica RGA-display. DNA gendmico ¢ clivado
simultaneamente com duas enzimas de restricdo (uma de corte raro e uma de corte freqiiente).
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Adaptadores sdo ligados as extremidades clivadas para o reconhecimento de primers. Uma primeira
PCR seleciona os fragmentos com adaptadores ligados corretamente e uma segunda PCR (utilizando
primers que reconhecem regides conservadas do motivo NBS) seleciona fragmentos com possiveis
seqiiéncias RGAs. Os fragmentos sdo retirados do gel e seqiienciados.

Alinhamento das Seqiiéncias e Arvore de Similaridade

Para o alinhamento das seqiiéncias o programa de dominio publico JalView 2.07
(www.jalview.org) foi utilizado, onde as seqii€ncias protéicas foram alinhadas de acordo com
sua similaridade. Sessenta e oito RGAs isolados por Bertioli et al. em 2003 para Arachis
também foram utilizados para os alinhamentos realizados nesse trabalho. O alinhamento foi
do tipo “ClustaW Multiple Sequence Alignement Realign” e as regides conservadas entre as
amostras foram coloridas com a ferramenta “ClustalW”. Para a constru¢io da Arvore de
Similaridade foi utilizada a ferramenta “Calculate Tree” com a opcao “Average Distance
Using % Identity”, onde uma primeira arvore foi construida apenas com as seqiiéncias RGAs
obtidas neste trabalho e, logo apo6s, uma segunda arvore foi construida onde foram

adicionados os RGAs isolados por Bertioli et al., 2003.

Genotipagem da populagdo F>e Mapeamento

Cada combinagdo de primers que produziu pelo menos uma banda polimorfica na
técnica RGA-Display foi utilizada para genotipar toda a populagdo F, (93 individuos)
juntamente com seus parentais ¢ a planta hibrida. Para cada banda analisada foi construida
uma matriz de dados para o processamento da genotipagem. Através do programa Excel

(Microsoft) foram geradas tabelas contendo informagdes relativas a presenga ou auséncia da
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banda polimorfica obtida para cada individuo da populacao F,. Esses dados foram atribuidos a
partir de notas dadas a determinado padrao: Nota 1 (um) para a presenca da banda em um
individuo; Nota 0 (zero) para a auséncia da banda; e nota 9 (nove) para os dados faltantes
(amostras que falharam ou impossivel de visualizar).

Os marcadores desenvolvidos por RGA-display e os desenvolvidos por RFLP foram
separados de acordo com o parental de origem. Esses marcadores polimodrficos foram
analisados na populagdo de mapeamento (populacao F;) consistindo de 93 plantas. Um teste
y* foi feito para testar a hipotese nula de segregacdo de 1:2:1 (no caso dos marcadores co-
dominantes) ¢ de 3:1 (no caso dos marcadores dominantes) em todos os marcadores
genotipados. Apenas os marcadores que ndo mostraram distor¢do (P>0,05) da segregagao
esperada foram usados na construgdo inicial do mapa. As andlises de ligacdo foram feitas
usando o programa Mapmaker Macintosh versao 2.0 (Lander et al., 1987). Um LOD minimo
utilizado foi de 5,0 e 0 maximo de fracdo de recombinagdo (h) de 0,35 foi escolhido para os
grupos de ligacdo (LG) determinado no comando “group”. O maximo de ligagdo entre os
marcadores dentro de cada grupo de ligacdo foi estimado pelo método de correlagdo de
matrizes usando o comando “first order” pela andlise de trés pontos (comando “three point™)
para grupos contendo mais de sete marcadores. A ordem dos marcadores foi confirmada por
comparagdo da probabilidade da possivel ordem usando a andlise de multiplos pontos
(comando “compare”) e permutando todas as ordens das trincas adjacentes (comando
“ripple”). Loci que puderam ser ordenados com a probabilidade de propor¢ao > 1,00:1 foram
usados para estabelecer a estrutura do mapa. Loci de marcadores co-dominantes que nao
mostraram distor¢ao na segregacao em P>0,01 foram usados nesta analise. Em um segundo
passo, o LOD foi diminuido para que novos marcadores fossem incluidos em cada grupo. O
comando “try” foi, entdo, usado para determinar a exata posi¢do dos novos marcadores em

cada grupo. Em um passo seguinte, marcadores distorcidos ¢ marcadores segregando 3:1
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(marcadores RGA-display) foram incluidos usando o comando “group”. A ordem dos novos
marcadores foi novamente confirmada com os comandos “first order”, “compare”, e/ou
“ripple”. As fragdes de recombinagdo foram convertidas em distdncia de mapa em
centimorgans (¢cM) usando a fung¢do “Kosambi’s mapping”. Os tamanhos de genoma no mapa
foram estimados de acordo com Hulbert et al., (1988) levando em consideracdo apenas a

comparagdo dos pares de marcadores colocados na estrutura do mapa.

4- Resultados

Extragdo de DNA e qualidade das amostras

O protocolo de extragdo de DNA desenvolvido por Doyle et al. (1991) e modificado
neste trabalho atendeu as necessidades requeridas para os experimentos. Entretanto, foi
observado que nos meses frios e secos, a qualidade do DNA extraido ¢ muito menor (menor
rendimento e maior quantidade de polissacarideos) do que a daqueles extraidos em meses
quentes e umidos (dados ndo apresentados).

Para os experimentos de Southern-blot, uma quantidade muito grande de DNA foi
requerida (cerca de 15 pg de DNA de cada planta para cada membrana). Para isso, cada planta
teve seu DNA extraido varias vezes para se conseguir a quantidade necessaria. A degradacao
do DNA foi um problema encontrado freqiientemente neste trabalho, mostrando que devem
existir compostos que atuam nesse processo nas folhas de Arachis spp. Outro problema
encontrado foi a viscosidade do DNA em concentragdes acima del pg/ml. Este excesso de

polissacarideos impediu a migracdo adequada de algumas amostras,
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A Figura 4 mostra um gel de agarose 0,8% contendo amostras de DNA
genomico de Arachis sp. sendo quantificadas para uso em Southern-blot ¢ RGA-display. O
marcador High Mass (Promega) foi utilizado como controle de quantidade de DNA das

amostras no gel.
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Figura 4 Gel de agarose contendo DNA gendmico de A. duranensis K7988 (K), planta hibrida (H) e
A. stenospermaV10309 (V). As amostras estdo em duplicata. Foram aplicados 2 pl de cada amostra
no gel. O marcador de massa - High Mass Ladder (Promega) foi utilizado como pardmetro de
quantificagdo (2 ul).

Southern-blot

Os DNAs utilizados para a confeccdo das membranas de Southern-blot foram digeridos
com duas enzimas de restricao: EcoRI ou Hindlll. Para cada ug de DNA foram necessarias 10
unidades de enzimas por um periodo de 8 h ou mais. Em alguns casos, o dobro da quantidade

da enzima precisou ser utilizado.
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A Figura 5 representa um gel de agarose 0,8% contendo amostras de A. duranensis
K7988, A. stenosperma V10309 e da planta hibrida digeridas com EcoRI e Hindlll. O

marcador 1 KB (Promega) foi utilizado como controle do tamanho das bandas no gel.

K H ¥ M K H ¥
Figura 5 gel de agarose contendo digestdes das amostras de 4. duranensis K7988 (K), da planta (H)
hibrida e de 4. stenosperma V10309 (S) com EcoRI (amostras da esquerda) e Hindlll (amostras da

direita). “M” representa o marcador de peso molecular 1 Kb Ladder (Promega). A régua fluorescente
colocada ao lado do gel facilita a visualiza¢ao do tamanho dos fragmentos digeridos.
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Foram feitas, no total, dezessete membranas contendo somente os parentais ¢ dezoito
membranas contendo a populagdo F, para mapeamento. Primeiramente, cada membrana
contendo os parentais (digeridos com uma das duas enzimas) foi hibridizada com uma das
nove sondas (Tab. 1) diferentes para a selecdo de quais seriam polimorficas. Das sondas
testadas, todas se mostraram polimorficas para os parentais, sendo elas: S5-A-375, S5-A-384,
S1-A-36, S1-A-37, C8-V-434, S4-A-164, S1S2-A-152, T-A-44 ¢ S5C8-AXY-370. A Figura
6 mostra uma auto-radiografia do Southern-blot contendo as plantas A. duranensis, A.
stenosperma ¢ a planta hibrida digeridas com a enzima EcoRI (amostras da esquerda) e com a

enzima Hindlll (amostras da direita) hibridizadas com a sonda S1-A-36. As amostras
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digeridas com a enzima EcoRI neste experimento produziram um padrdo co-dominate de
bandas, onde se pode observar o genotipo dos parentais (homozigoto) e da planta hibrida

(heterozigoto).
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Figura 6 Auto-radiografia de Southern-blot utilizando o RGA S1-A-36 como sonda. Para este teste
foram utilizados os parentais A. duranensis (K), a planta hibrida (H) e A.stenosperma (V). As amostras
da esquerda foram digeridas com a enzima de restricdo EcoRI e as quatro amostras da direita, com a
enzima Hindlll. A letra M representa 1 KB Ladder (Promega). As setas mostram as bandas
polimorficas entre os parentais K7988 e V10309. A planta hibrida sempre possui todas as bandas.
Pode-se observar o padrao de co-dominéncia das bandas polimorficas digeridas com EcoRI e o padrio
dominante das amostras digeridas com HindIIl.

A Tabela 4 mostra um resumo dos resultados dos testes aplicados nos parentais. A enzima
EcoRI produziu 12 fragmentos polimoérficos, quatro na planta A. duranensis e oito na planta
A. stenosperma, enquanto a enzima Hindlll produziu 24 fragmentos polimorficos (sete com a
planta A. duranensis e 17 com a planta A. stenosperma) representando o dobro de marcadores.
O RGA que produziu mais polimorfismo foi o S1-A-37, onde 12 marcadores poderao ser

genotipados na populacao F, entre as duas enzimas. O parental A. stenosperma produziu 25
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bandas polimoérficas no total, enquanto o A. duranensis produziu apenas 11 bandas

polimorficas.

Tabela 4 RGAs isolados por Bertioli et al. 2003 utilizados como sonda neste trabalho. A
tabela representa o nimero de bandas polimérficas e o numero de /oci produzidos por cada
planta digerida com as enzimas EcoRI ou HindIIl.

EcoRI Hindlll

c
RGAs A. duranensis  A. stenosperma A. duranensis  A. stenosperma Total
loci® BP® loci BP loci BP loci BP loci BP
S5-A-375 13 0 13 0 15 0 18 3 59 3
S5-A-384 1 0 1 0 3 1 1 0 6 1
S5C8-AXY-370 5 0 6 1 4 1 3 0 18 2
S1-A-36 2 2 1 1 3 1 3 1 9 5
S1-A-37 2 2 5 3 3 1 11 8 21 12
C8-V-434 1 0 2 1 5 1 4 0 12 2
S4-A-164 2 1 3 1 4 1 1 13 4
S1S2-A-152 8 0 8 0 11 1 13 4 40 5
T-A-44 3 1 3 1 2 0 2 0 10 2
Total 37 4 42 8 50 7 59 17 188 36

* a representa o numero de loci de cada RGA no genoma das plantas 4. duranensis e A. stenosperma. b é
o nimero de bandas polimoérficas encontrada na hibridizagdo das plantas com cada um dos RGAs
identificados. C ¢ o numero total de loci ou banda polimérfica para cada RGA usado como sonda nas
duas plantas digeridas com as duas enzimas ja citadas.

Nos testes preliminares realizados nos parentais também foi possivel a contagem do
nimero de /oci de cada RGA no genoma de cada planta. A Tabela 4 também representa o
nimero de copias dos RGAs utilizados como sonda nos parentais (4. duranensis e A.
stenosperma). O RGA S5-A-375 possui 13 copias no genoma da 4. duranensis digerido com
a enzima EcoRI, enquanto que no genoma de A. stenosperma, clivado com EcoRI, s6 existe 1
copia do RGA S5-A-384.

Apos todos os testes realizados e de posse das informagdes obtidas sobre as sondas e
enzimas com maior potencial de polimorfismo, os Southern-blots foram entao realizados com
a populacdo F, de mapeamento. Noventa e trés plantas foram selecionadas e clivadas com
uma das enzimas utilizadas neste trabalho (EcoRI ou Hindlll). Cada membrana recebeu DNA

digerido de vinte plantas juntamente com os parentais € a planta hibrida, ou seja, para cada
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sonda, foram feitas cinco membranas. Trés sondas foram genotipadas na populagao completa

e duas sondas foram genotipadas em 20 plantas da populacao F; (Tabela 5).

Tabela 5 RGAs usados como sonda para genotipagem da populacdo F, e nimeros de
individuos correspondentes a cada experimento.

Enzima
Sonda
EcoRI Hindlll
S1-A-36 93 plantas -
S1-A-37 93 plantas -
S1S2-A-152 - 93 plantas
S4-A-164 - 20 plantas
T-A-44 20 plantas -

As membranas utilizadas para a genotipagem foram reaproveitadas com sondas
diferentes ap6s decaimento da sonda anterior. A Figura 7 mostra um Southern-blot com
quinze plantas da populacdo F, digeridas com EcoRI e hibridizadas com a sonda S1-A-36.
Apesar do teste inicial com os parentais hibridizados com essa mesma sonda ter mostrado um
padrao de co-dominancia entre as bandas polimorficas, a genotipagem revelou mais bandas
que nao haviam aparecido no teste inicial, tornando dificil a identificagdao dos genotipos. Por
exemplo, a planta 11 mostrou o mesmo padrio de bandas do parental 4. stenosperma,
enquanto a planta 24 possui o mesmo padrio do parental A. duranensis (dados ndo
mostrados), mas a planta 14 ndo mostrou semelhanga com nenhum dos dois parentais e
tampouco com a planta hibrida. As bandas observadas segregam independentemente, sendo
muito dificil a andlise como sendo co-dominantes, por isso, neste caso, foram genotipadas

como sendo dominantes, ou seja, cada banda representa um marcador.
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Figura 7 Auto-radiografia de Southern-blot contendo 15 plantas da populagdo F, de mapeamento de
Arachis representadas pelos numeros. As amostras foram digeridas com a enzima de restricdo EcoRI
e hibridizadas com a sonda RGA S1-A-36. “M” representa o marcador 1 Kb Ladder (Promega), “K”
representa a planta 4. duranensis, “H” representa a planta hibrida e “V” representa a planta 4.
stenosperma. As setas mostram as bandas polimoérficas entre os parentais e que segregam nas plantas
da populagdo F,.

As bandas polimorficas que segregaram na populagao F, foram tratadas como
marcadores ¢ o resultado da genotipagem foi adicionado a tabelas onde a presenca ou
auséncia de cada banda foi avaliada. Nove marcadores moleculares foram desenvolvidos
através dessa técnica (quatro com o RGA S1-A-36, um com o RGA S1-A-37, dois com o
RGA S1S2-A-152 ¢ um com o RGA S4-A-164) e caracterizados na populagdo F, oriunda do

cruzamento das duas espécies silvestres utilizadas no presente trabalho (4. duranensis e A.

stenosperma).

RGA-Display

A preparacdo dos DNAs ¢ um passo muito importante na técnica RGA-display. DNAs
com baixa qualidade podem fornecer resultados distorcidos, criando bandas que ndo existem
ou nao amplificando fragmentos importantes. Para a digestdo dos DNAs, duas maneiras foram
testadas: digestdo dupla simultidnea e digestdo com uma enzima de cada vez (primeiro a de

corte raro- Pstl e depois a de corte freqliente — Msel). Nenhuma diferenca foi visualizada nos
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produtos finais obtidos da preparagao dos DNAs (dados ndo apresentados), por isso, para esse
trabalho, todos os DNAs foram digeridos simultaneamente com as duas enzimas.

A ligacdo dos fragmentos digeridos aos adaptadores foi realizada a 37°C, para que as
enzimas adicionadas a reagcdo de ligagdo pudessem cortar os fragmentos religados em si
mesmos. Essa estratégia permite um maior rendimento de fragmentos potencialmente
amplificaveis pelos Primers complementares aos adaptadores.

A reacdo de PCR de pré-amplificacdo ¢é seletiva e amplifica preferencialmente os
fragmentos que possuem os adaptadores diferentes ligados as duas extremidades (Pst-Mse),
ndo amplificando os fragmentos Mse-Mse ou Pst-Pst. Essa foi uma modificacdo da técnica
original, que nessa primeira etapa de PCR utiliza um programa similar ao usado para AFLP
onde ha um decréscimo de 0,7°C por ciclo na temperatura de ligagdo do primer. Uma diluigdo
de 1:20 destes produtos de pré-amplificados foi utilizada nas reagdes de amplificacao.

Nas reacdes de amplificagdo dos fragmentos, de 140 combinagdes possiveis de
primers (sete primers relativos ao motivo Kinase-2 e vinte relativos ao adaptador ligado ao
sitio de Msel) 130 foram testadas contra os parentais A. duranensis e A. stenosperma. Dessas
combinagdes, 100 apresentaram algum grau de polimorfismo entre 0os mesmos. As
combinagdes que obtiveram pelo menos uma banda polimorfica foram selecionadas para
serem genotipadas na populagdo F, de 93 individuos (Tabela 7).

As amplificagdes foram testadas com trés tipos de 7ag DNA polimerase: Hot Star Tag
(Quiagen), Tag comum (PhT) e a Platinum 7ag (Invitrogen). As enzimas Hot Star Tag e
Platinum mostraram alta fidelidade nos resultados, apresentando o mesmo perfil de bandas. J&
a enzima comum, amplificou uma grande quantidade de fragmentos inespecificos (Figura 8).
Esses fragmentos foram seqiienciados e ndo apresentaram homologia com nenhuma seqiiéncia

jé& depositada no GenBank.
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Figura 8 Gel de Poliacrilamida corado com Nitrato de Prata contendo amostras amplificadas com os
primers P2-414 e Mse-CTC. As primeiras oito amostras foram amplificadas com a Taq PhT e as oito
ultimas amostras foram amplificadas com a 7ag Platinum Invitrogen. O marcador utilizado foi o 100
Pb da Invitrogen. Os nimeros representam os individuos 1 a 5 da populacdo F,. K ¢ o parental 4.
duranensis, V, o parental A. stenosperma e H, a planta hibrida.

A amplificagdo feita com a 7ag comum, em geral, apresentou um nimero muito maior
de bandas polimorficas. O perfil encontrado foi o parecido com amplificacdes de AFLP. As
bandas polimorficas provenientes da amplificagdo com a 7ag comum ndo apresentaram
homologia com RGAs quando seqilienciadas. Por estes motivos, todas as reagdes posteriores
foram feitas com Tag Hot Star ou Tag Platinum.

Outro teste realizado foi com as temperaturas de ligagao de cada primer. Temperaturas
muito altas (superiores a 55°C) produziram um padrio de bandas muito restrito, havendo
pouca amplificacdo de fragmentos. Reagdes com temperaturas de ligagdo abaixo de 46°C
geraram muitos produtos inespecificos. Contudo, os primers degenerados precisam de certa

inespecificidade para poder se ligar ao DNA e o decréscimo da temperatura nesses casos
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auxiliaram a amplificagdo. A Tabela 6 contém um resumo das temperaturas de ligacao de

cada primer relativo ao motivo Kinase-2 do Dominio NBS.

Tabela 6 Primers relativos ao adaptador de Msel e Dominio NBS e suas melhores

temperaturas de ligacao.

Primer TM® Observ.

P-Msel ~ 42-51 Sem base seletiva "

P2-391 49 Degenerado

P2-414 49 Degenerado

P2-19 53 Especifico

P2-12 52 Especifico

P2-378 52 Especifico

NBS5 50 Degenerado

P2-16 54 Especifico
a: Temperatura de ligagdo dos Primers. b: Aqui
mostrado sem bases seletivas ao final da seqiiéncia.

Os primers desenhados para reconhecer o sitio de restricdo da enzima Msel possuem
bases seletivas ao final de sua seqiiéncia afim de restringir o numero de fragmentos
produzidos pela PCR. Uma, duas ou trés bases foram adicionadas ao final destes primers.
Testes com esses primers contendo essas bases seletivas foram feitos nos parentais e quase
todas as combinagdes produziram polimorfismo entre as espécies estudadas (Tabela 7). A
Figura 9 contém um gel de poliacrilamida 4% corado com Nitrato de Prata com amostras de
A. duranensis e A stenosperma amplificadas com primers P2-378 e Mse com uma, duas ou
trés bases seletivas. Pode-se observar que as reagdes contendo o primer Mse com apenas uma
base seletiva possuem mais bandas (43 bandas) do que as amplificadas com duas bases
seletivas (26), que por sua vez, possuem mais bandas que as amplificadas com trés bases
seletivas (12 fragmentos). A melhor reacdo para ser analisada, baseando-se nesse teste, ¢ a
amplificada com duas bases seletivas, pois gerou um numero satisfatorio de fragmentos sem

formar um rastro como acontece em alguns casos (dados nao apresentados).
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Figura 9 Gel de poliacrilamida 4% corado com Nitrato de Prata contendo amostras de RGA-Display
amplificadas com o primer P2-378 relativo ao motivo Kinase-2 no Dominio NBS no sentido direto e
outro relativo ao sitio de restri¢do da enzima Msel com trés, duas ou uma base seletivas. As amostras
da esquerda foram amplificadas com o primer Mse-cta (3 bases seletivas), as do centro do gel foram
amplificadas com o primer Mse-ct (2 bases seletivas) e as da direita com o primer Mse-c (1 base
seletiva). V representa 4. stenosperma, H representa a planta hibrida e K representa a planta A.
duranensis. M é o marcador 1 kb plus (Promega).

O padrdao mostrado na Figura 8, onde o primer com uma base seletiva produziu mais
bandas do que o primer com trés bases seletivas ndo se repetiu em todas as combinagdes de
primers. Em alguns casos, o nimero de bandas produzido foi tdo grande que formou um
rastro no gel, ndo sendo possivel a visualizacdo adequada dos fragmentos. Em contraste,
algumas combinagdes usando o primer com uma base seletiva quase ndo houve amplificagdo
dos fragmentos (dados nao apresentados).

Apos os testes iniciais de temperatura de ligacdo, Tag polimerase e numero de bases

seletivas, foram feitos testes (Screenings) para a detec¢do de melhores combinacdes de
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primers para serem utilizados na populacdo F, de mapeamento. De 140 combinagdes
possiveis, 130 foram testadas nos parentais e na planta hibrida. As reagdes foram separadas
(resolvidas) em gel de poliacrilamida, mas apenas 100 mostraram polimorfismo entre os
parentais. A Figura 10 contém um gel com teste de polimorfismo apenas com os parentais
amplificados com seis combinagdes de primers: P2-19 (no sentido direto) e M-cat, M-cag, M-
cac, M-caa, M-ctt ou M-ctg (no sentido reverso). Todos os primers Mse neste gel possuem
trés bases seletivas. Pode ser observado, por exemplo, que na combinacdo P2-19 ¢ M-cta
houve a amplificagdo de 14 bandas polimoérficas entre os parentais, embora esse resultado nao
tenha sido mantido quando esses mesmos primers foram utilizados para a amplificacdo da
populacdo F,, onde apenas 7 bandas polimoérficas puderam ser observadas em virtude da falta

de sensibilidade da coloragdo com Nitrato de Prata (Tabela 7).

M-cat M-cag M-cac M-caa M-ctt M-ctg
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Figura 10 Gel de poliacrilamida 4% corado com Nitrato de Prata contendo amostras de RGA-display
amplificadas com o primer P2-19 no sentido direto combinado com um dos seis primers Mse com
trés bases seletivas (no sentido reverso). Da esquerda para a direita: M-cat, M-cag, M-cac, M-caa, M-
ctt e M-ctg combinados com o primer P2-19. V representa a planta 4. stenosperma, H representa a
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planta hibrida e K representa a planta 4. duranensis. M representa o marcador “50 pb DNA Ladder”
(Invitrogen). A seta indica o fragmento de aproximadamente 350 pb.

Neste gel apresentado (P2-19 e Mse — com 3 bases seletivas Figura 10), cada
combinac¢do de primer produziu cerca de 40 fragmentos, o que representa trés vezes mais
bandas do que nas combinag¢des com o primer P2-414 (que possui cerca de 15 bandas com
primers contendo 3 bases seletivas). O primer P2-19 ¢ especifico, enquanto que o P2-414 ¢
degenerado. Essa degeneracdo deve estar restringindo o numero de fragmentos produzidos,
uma vez que precisa de temperaturas mais baixas para se ligar ao DNA. A Tag Platinum
também deve estar desfavorecendo a ligagcdo desse primer a fita de DNA.

Nas 100 combinacdes de primer testadas nos parentais, foram amplificados 3.095
fragmentos, sendo 293 (9,5%) polimoérficos entre os parentais. Para a genotipagem da
populacdo F, foram escolhidas as 24 melhores combinacdes de primers que produziram
polimorfismo entre os parentais. A Figura 10 mostra um gel de poliacrilamida corado com
Nitrato de Prata contendo RGA-Display na populacdo F,. As amostras foram amplificadas
com os primers P2-414 e M-c e a enzima Taq Platinum (Invitrogen). Pode-se observar que
oito bandas polimorficas foram visualizadas neste gel. O resultado da genotipagem foi
adicionado a uma tabela contendo a mesma informacao de outras combinacdes de primers. As
amostras amplificadas com o DNA dos parentais mostradas nesta figura, ndo forneceram
exatamente o mesmo resultado do encontrado na populagdo F,. As bandas principais sao as
mesmas, mas nos parentais houve uma qualidade menor de amplificagdo dos fragmentos mais

fracos neste caso.
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Figura 11 Gel de poliacrilamida corado com Nitrato de prata contendo amostras de RGA-Display
com parte da populagcdo F, de Arachis. As amostras foram amplificadas com os primers P2-414
(degenerado) e M-c. “M” representa o marcador 1Kb Plus (Promega). A planta A. duranensis esta
representada por “K”, A. stenosperma por “V” ¢ a planta hibrida por “H”. Os numeros na parte
superior do gel representam as 24 primeiras plantas da populacdo F, genotipadas com essa
combinagdo de primers. As setas indicam as bandas polimoérficas entre os parentais e que segregaram

na populagéo F,.

No total, 765 fragmentos (polimoérficos € monomorficos) foram amplificados com as
24 combinagdes de primers usadas na populacdo F,. Destes, 143 foram considerados
polimoérficos entre os parentais, mas somente 139 marcadores puderam ser analisados devido
a falta de consisténcia de algumas bandas. Dentre as combinacdes de primers genotipadas,

houve uma taxa de polimorfismo de 18,7 %, representando uma média de seis bandas

polimorficas por combinagdo de primer.
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Tabela 7 Combinagdes de primers utilizadas para genotipagem da populagao F,, Numero de
bandas amplificadas, polimoérficas, seqiienciadas e RGAs produzidas por cada combinagao
testada.

. s Nimero de bandas % de % de
Combinacao
Amplificadas " Polimoérficas €  Segiienciadas ¢ RGAs© Polimorfismo RGAs*
P2-12 + Mct (9) 13 3 3 3 23,1 100
P2-12 + Meta (1) 8 1 1 0 12,5 0
P2-16 + Mc (28) 42 9 9 1 21,4 11
P2-16 + Mcaa (26) 17 2 2 2 11,8 100
P2-16 + Mctc (27) 35 7 7 2 20 29
P2-19 + Mcac (6) 45 8 0 0 17,8 0
P2-19 + Mcta (12) 22 7 7 1 31,8 14
P2-19 + Mctc (5) 56 10 0 0 17,9 0
P2-19 + Mgeg (7) 49 5 0 0 10,2 0
P2-378 + Mct (20) 43 9 9 0 20,9 0
P2-378 + Mcta (23) 39 6 4 0 15,4 0
P2-378 + Mctc (11) 25 9 8 0 36 0
P2-378 + Mctt (24) 45 15 15 3 333 20
P2-391 + Mcta (13) 39 4 4 0 10,3 0
P2-391 + Mgag (16) 31 2 2 0 6,5 0
P2-414 + Mc (17) 40 8 6 0 20 0
P2-414 + Mcta (15) 28 3 3 0 10,7 0
P2-414 + Mecte (10) 14 4 4 1 28,6 25
P2-414 + Mctt (19) 28 3 3 0 10,7 0
NBS5 + Mc (21) 55 9 9 0 16,4 0
NBSS + Mctc (14) 19 4 4 2 21,1 50
NBS5 + Mgag (22) 36 3 2 0 8,3 0
NBSS5 + Mgct (25) 19 2 2 0 10,5 0
NBSS5 + Mggc (8) 17 10 5 4 58,8 40
Total 765 143 109 19 18,7 13
Média por combinac¢io 32 6 5 - - -

? refere-se aos dois primers utilizados para a amplificagdo dos fragmentos referentes ao teste realizados nos
parentais. O niimero entre parénteses ao lado das combinagdes de primers diz respeito ao numero da combinaggo
utilizada. ° Numero de bandas amplificadas por cada combinagdo de primers. Inclui bandas polimoérficas e
monomoérficas. © Numero de bandas que diferem entre os parentais e individuos da populagio F,. 4 refere-se ao

numero de bandas polimoérficas genotipadas que foram seqiienciadas e caracterizadas. ® Numero de bandas
seqiienciadas que tiveram homologia com RGAs no GenBank. A comparagdo com o banco de dados foi feita
através de BLASTX e BLASTN. * Porcentagem de RGAs em relagdo as bandas polimorficas seqiienciadas.

Ap6s a genotipagem da populacdo F, com cada combinacdo de primer, as bandas
polimérficas foram retiradas do gel com o auxilio de uma lamina. As bandas foram colocadas
em H,O Milli-Q estéril e aquecidas a 95°C para a liberagdo do DNA presente nelas. Os
fragmentos eluidos foram re-amplificados utilizando a mesma reacdo de amplificacao
mencionada na se¢ao Material e Métodos. O produto da re-amplificacdo foi separado em gel
de agarose 0,8% para a confirmacdo de que apenas uma banda havia sido amplificada. No

caso de produtos com mais de um fragmento amplificado, a banda de tamanho certo foi
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extraida do gel e purificada conforme ja descrito. Os produtos foram levados a
seqiienciamento com os mesmos primers usados para a sua amplificagdo (um primer para
cada reagdo de seqiienciamento de cada banda). A Figura 12 mostra um gel de agarose
contendo amostras re-amplificadas para seqiienciamento. Neste gel, apenas um fragmento

visivel de cada banda retirada do gel foi amplificado.

Figura 12 Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio contendo bandas retiradas do gel de
poliacrilamida e re-amplificadas por PCR. Os fragmentos possuem aproximadamente 300 Pb. “M”
representa o marcador Low Mass Ladder (2ul, Invitrogen — a banda mais alta possui 100 ng de
DNA). As amostras 8A, 8B, 8C, 8D, 8E referem-se a combinagao de primers nimero 8 (NBS5 ¢ M-
ggc) acompanhada da letra da banda.

Segqiienciamento e andlise das bandas polimorficas

As seqiiéncias obtidas foram processadas com o auxilio do programa Staden Package
(Staden et al., 2003). No total foram seqiienciadas 109 bandas polimorficas. Se forem
somadas as repeticoes € os seqiienciamento nos dois sentidos, 403 amostras foram
seqlienciadas neste trabalho. A Figura 13 ¢ um exemplo do processamento das amostras

seqlienciadas usando o Staden Package.
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Figura 13 Processamento de seqiiéncias utilizando a ferramenta Staden Package (Staden et al., 2003).

Apds a juncdo de todas as leituras de seqiiéncia de cada amostra, 100 seqiiéncias
completas foram utilizadas para as analises, ou seja, de 109 bandas seqiienciadas, 100 tiveram
qualidade na seqiiéncia suficiente para serem utilizadas. Primeiro, as seqiiéncia de
nucleotideos foram comparadas com o GenBank utilizando o BLASTX (Altschul et al.,
1997). Essas seqliéncias também foram comparadas com um banco local de genes de
Arabdopsis thaliana. As bandas polimorficas seqiienciadas neste trabalho possuem entre 80 e
400 pb. A Tabela 8 ¢ um resumo dos principais resultados encontrados do seqiienciamento
das bandas polimorficas nao-RGAs retiradas do gel de RGA-display com as 24 combinagdes
de primers. As amostras ndo apresentadas ndo tiveram nenhum “hit” significativo com outras

seqiiéncias depositadas no GenBank.
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Tabela 8 Bandas RGA-display seqiienciadas e suas principais homologias com seqiiéncias

conhecidas no GenBank.

Primer Marcador * Hit " E-value ¢
RGA

NBS 5 AD-NBSMGGC-8B Disease resistance protein (NBS-LRR cla... 4,00E-22
NBS 5 AS-NBSMGGC-8C Disease resistance protein (NBS-LRR cla... 7,00E-26
NBS 5 AD-NBSMGGC-8D Disease resistance protein (CC-NBS clas... 3,00E-11
NBS 5 AS-NBSMGGC-8J Disease resistance protein (CC-NBS clas... 0.003
NBS 5 AD-NBSMCTC-14A Disease resistance protein (CC-NBS clas... 0.005
NBS 5 AS-NBSMCTC-14D Disease resistance protein (CC-NBS-LRR ... 0.002
NBS 5 AS-NBSMCTT-24A Disease resistance protein (NBS-LRR cla... 2,00E-23
NBS 5 AS-NBSMCTT-24E Disease resistance protein (CC-NBS clas... 7,00E-14
NBS 5 AD-NBSMCTT-24F Putative late blight resistance protein [Solanum... 0.029
NBS 5 AS-NBSMCTC-14B At2g32290.1 68415.m03947 beta-amylase, putative / 1,4-alpha-D-gl... 5,00E-36
NBS 5 AD-NBSMCTC-14C At2g32290.1 68415.m03947 beta-amylase, putative / 1,4-alpha-D-gl... 3,00E-41
NBS 5 AD-NBSMGAG-22C GI:4567295 putative retroelement pol polyprotein [Arabidopsis thaliana].  3,00E-18
NBS5 AD-NBSMCTT-24B 2i|54644620|gb[EAL33361.1] GA11129-PA [Drosophila pseudoobscura] ~ 3,90E-01
NBS 5 AS-NBSMCTT-24H * At1g52540.1 68414.m05931 protein kinase, putative contains prote... 4,00E-36
NBS5 AD-NBSMCTT-24N At3g16190.1 68416.m02044 isochorismatase hydrolase family protei... 0.020
NBS 5 AS-NBSMGGC-8E gi|55770171|refXP_550075.1| hypothetical protein [Oryza sati... 0.001
P2-12 AD-P212MCT-9A Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 0.003
P2-12 AD-P212MCT-9B Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 0.001
P2-12  AD-P212MCT-9C Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 0.001
P2-16 AS-P216MCAA-26A Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 4,00E-07
P2-16 AD-P216MCAA-26B Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 3,00E-10
P2-16 AS-P216MCTC-27A Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 6,00E-14
P2-16 AD-P216MCTC-27B Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 5,00E-22
P2-16 AD-P216MC-28G Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 2,00E-04
P2-16 AS-P216MCTC-27D gi[15221080[ref]NP_175246.1] hydrolase/ protein serine/threon... 4,00E-07
P2-19  AS-P219MCTA-12F Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 1,00E-06
P2-19 AD-P219MCTA-12B Atl1g64260.1 68414.m07281 zinc finger protein-related contains Pf... 3,00E-10
P2-378 AS-P2378MCTC-11B G1:49533772 putative polyprotein [Solanum demissum]. 4,00E-57
P2-378 AS-P2378MCTC-11C GI1:7267154 putative transposon protein [Arabidopsis thaliana]. 1,00E-09
P2-378 AD-P2378NCTC-11D 21|2995405|emb|CAA73042.1| polyprotein [Ananas comosus] 6,00E-31
P2-378 AD-P2378MC-20B * At4g23160.1 68417.m03342 protein kinase family protein contains ... 5,00E-04
P2-378 AA-P2378MC-20D G1:49533772 putative polyprotein [Solanum demissum]. 2,00E-27
P2-378 AS-P2378MC-20H gi|15724009|gbAAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] 9,00E-11
P2-378 AD-P2378MCTA-23A* At4g23160.1 68417.m03342 protein kinase family protein contains ... 3,00E-09
P2-378 AS-P2378MCTA-23E gi|15724009 reverse transcriptase [Pisum sativum] 2,00E-11
P2-391 AS-P2391IMCTA-13C* At1g21230.1 68414.m02653 wall-associated kinase, putative simila... 6,00E-07
P2-391 AD-P239IMCTA-13D * Atl1g21230.1 68414.m02653 wall-associated kinase, putative simila... 2,00E-11
P2-391 AD-P239IMGAG-16B  Atlg72520.1 68414.m08386 lipoxygenase, putative similar to lipox... 2,00E-10
P2-414 AS-P2414MCTC-10A Disease resistance protein, RPP13-like ... 3,00E-24
P2-414 AD-P2414MCTC-10C GI:16118447 heat shock transcription factor [Phaseolus acutifolius]. 3,00E-21
P2-414 AD-P2414MC-17B 2i|6691193|gb|AAF24531.1| F7F22.17 [Arabidopsis thaliana] 4,00E-36
P2-414 AS-P2414MC-17D GI:16118447 heat shock transcription factor [Phaseolus acutifolius]. 4,00E-20
P2-414 AS-P2414MCTT-19A G1:50930529 OSJINBa0014F04.3 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]. 0.002

* Provavel proteina do tipo Kinase. ** Provaveis regides analogas a genes de resisténcia.
a cada marcador identificado no trabalho. O nome possui as iniciais da planta de origem (AD — 4.
duranensis; AS — A. stenosperma), os dois primers utilizados na amplificacdo por PCR (por exemplo:
P212MCT - P2-12 e Mse-ct) e o nimero da combinacdo de primers associado com a letra da banda

extraida do gel.

resumido ao niimero e a letra final do nome, por exemplo: 10A, 24C.

* Nome dado

b Principal homologia encontrada no GenBank. O programa utilizado para a
comparagdo com o banco de dados foi 0 BLASTX. € E-Value ¢ o namero correspondente ao nivel de
significancia. Quanto menor o valor, melhor a qualidade da homologia. O nome do marcador pode ser



José, ACVF) 2006 41

Devido ao baixo valor de significancia encontrado na comparagdo com outras
seqiiéncias no GenBank, outro tipo de andlise também foi feito, onde as seqii€éncias foram
traduzidas  utilizando a  ferramenta  “Translate -  TrEMBL”  no site
www.expasy.ch/tools/dna.html. A escolha da melhor tradugdo foi baseada na presenca da
seqiiéncia do primer. As tradugdes foram submetidas ao programa de dominio publico
“Motif-Scan” (Falquet et al., 2002) no site www.expasy.ch/prosite onde a ferramenta
HAMAP procura no banco de dados do Pfam por dominios e motivos conhecidos dentro da
seqiiéncia estudada. A Figura 14 mostra como exemplo a amostra AS-P2414MCTC-10A
traduzida processada pelo “Motif-Scan”. Na Figura ¢é possivel observar a significante
homologia com o dominio NB-ARC encontrada pelo Pfam (HMMS).

Para fins comparativos, a Tabela 9 mostra um resumo dos resultados de BLASTX e
BLASTN para os marcadores seqilienciados neste trabalho, onde de 100 amostras com boa
qualidade de seqiienciamento, 19 tiveram homologia com RGAs, 28 tiveram homologia com
outros genes, como B-amilases, Kinases, Hidrolases, Retrotransposons e outros. 53 amostras

ndo apresentaram homologias significativas com outras seqii€ncias ja descritas (Grafico 1).

Tabela 9 Freqiiéncia de bandas RGAs e outros genes encontrados em RGA-Display.

Primer WN° de Bandas N°de Nio Outros Genes
RGA  Segqiienciadas RGAs Identificadas  Genes
NBS 5 38 9 (24%) 20 9 B-amilase, Retrotransposons, Kinase, Hidrolase
P2-12 3 3 (100%) 0 0
P2-16 11 5 (45%) 3 1 Hidrolase
P2-19 8 1 (13%) 6 1 Proteina “Zinc Finger”
P2-378 19 0 (0%) 10 9 Retrotransposons, Kinases e transcriptase reversa
P2-391 4 0 (0%) 1 3 Kinases e Lipoxygenase
P2-414 17 1 (6%) 11 5 Fator de transcri¢do de choque térmico e

provaveis proteinas de Arroz e Arabdopsis.

Total 100 19 (18,7%) 53 28
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Grafico 1 Representacdo das principais homologias encontradas no seqlienciamento de
bandas polimorficas da técnica RGA-display.
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Figura 14 Imagem de processamento do provavel RGA AS-P2414MCTC-10A obtida através do
programa Motif-Scan, onde as ferramentas Hamap e Pfam encontraram as regides conservadas que
caracterizam o dominio NB-ARC. Os circulos realgam os motivos Kinase-2 (que representa a regido
amplificada pelo primer, ou seja, o inicio da seqiiéncia), Kinase-3 e GLPLA (Site:
wWww.expasy.ch/prosite).
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O Nivel de significancia (E-Value) obtido pela comparagao com o banco de dados do
Pfam através do Motif-Scan de 1,7 E™* é bem mais confiavel do que o encontrado pelo
BLASTX na tabela anterior (Tabela 8) que foi de 7,0 E*. Esse tipo de analise foi feito para
as 19 seqiliéncias que tiveram homologia com RGAs ou genes de resisténcia no BLASTX.
Algumas seqiiéncias tiveram seus valores de significincia aumentados e outras ndo
apresentaram homologia com o dominio NB-ARC. A Tabela 10 ¢ uma comparagdo das
homologias encontradas no GenBank do NCBI e Pfam. Uma explicagdo seria que nao foi
conseguida a seqiiéncia correta de aminoacido de algumas amostras, por isso nenhum motivo
foi encontrado. Isso deve ter acontecido nas amostras: 26A, 26B, 27A e 28G. As amostras que
obtiveram valor de significancia muito baixo no BLAST podem ser falsos positivos. A
semelhanca encontrada deve ter sido apenas do primer utilizado que possui em sua seqiiéncia

a regido conservada do motivo Kinase-2, como acontece nos casos das amostras 9A, 9B e 9C.
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Outro aspecto analisado nas seqiiéncias RGAs foi o tipo de estrutura (TIR ou NaoTIR)
encontrado na por¢do N-terminal das amostras. Por meio de comparacdo com as seqiliéncias
completas ja depositadas no GenBank, pdde-se prever qual estrutura encontra-se em cada
amostra. Os RGAs 9A, 9B, 9C, 12F, 26A, 26B, 27A, 27B e 28G possuem a estrutura do tipo
TIR (ou seja, esse grupo € composto por genes que codificam produtos contendo uma estrutura
homologa a da Drosoéfila “Toll-Like” e a humana “Interlekin-1" que s3o regides receptoras). Os
RGAs 8D, 8], 14A 14D e 24E nao possuem essa estrutura, sendo entdo denominadas NaoTIR,
ou seja, compreendem genes que codificam o padrio conservado “Leucine-Zipper-Like”.
Também ¢ chamada de Coiled-Coil. As outras amostras RGAs ndo puderam ter o seu grupo
definido por comparagdao com seqii€ncias conhecidas. Alguns primers utilizados, como NBS5 e
P2-414 possuem em sua por¢do 3" a seqiiéncia de aminoacidos DD(I/V)W conservada de
Triptofano. Essa conserva¢do nessa localidade esta ligada a classe NaoTIR de genes de
resisténcia (Meyers et al., 1999; Pan et al., 2000). primers com essa por¢ao terminal com a
seqiiéncia DD(I/V)D amplificam regides de genes do tipo TIR

Para que os RGAs encontrados nesse trabalho pudessem ser comparados entre si, foi feito
um alinhamento das seqliéncias traduzidas para aminodcido através dos programas Jalview e
Clustal W (www.ebi.ac.uk). Em uma primeira analise, apenas os RGAs encontrados foram
alinhados, mostrando claramente as regides conservadas na seqiiéncia e a regido de anelamento
do primer (Figural5). As amostras 9B, 9C, 14A e 28G ndo possuem a regido de anelamento do
primer nesse alinhamento, o que significa que a seqiiéncia ndo estd completa, foi usada apenas a
leitura relativa ao primer reverso (complementar ao sitio de Msel), onde o0 mesmo nao conseguiu
alcangar a regido Kinase-2 no comego da seqiiéncia. Apesar dos baixos valores de significancia
para algumas amostras, no alinhamento ¢ possivel observar a presenga das regides conservadas

que caracterizam o dominio NBS.
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Apo6s o alinhamento multiplo das seqiiéncias foi feita uma arvore de similaridade com
as dezenove seqiiéncias RGAs encontradas neste trabalho. A ferramenta utilizada para a
confecgdo da arvore foi a “Distancia Média por Porcentagem de Identidade” do programa
Jalview. As seqiiéncias foram divididas em dois grupos que representam as estruturas TIR e
NaoTIR. Aproximadamente o dobro de amostras apresentara a estrutura TIR em relagdo ao

outro grupo.

AD-P212MCT9C )
5.12 |

1 AD-P212MCT-98

~
2l
5

520 2 AS-P21IMCTA-12F

306 AS-P21BMCTC-27A } TIR

i B.06 AD-P2IBMCTC-27B
510 AD-P2ABMCAA-26B
1388 Lo
B  aspaismMoaazsa )

AD-NESMGGC-88 \

16.62

14.63 AS-P2414MCTC-10A

204 AS-NBSMGGC-8C
204 apussmeTctan

L AD-NBSMCTT-24F
240 i
L1 AD-F216MC 286G >N01‘1TIR

1.77 1045

5.89

1.99 1.53

2.07

AS-NBSMCTT-24E

12.86 AS-NESMCTC-14D

4.08 AS-NBSMCTT-24A

10,20 408 AD-NBSMGGC-80

Wu. 18 AS-NBSMGGC-8J }

Figura 16 Arvore de similaridade baseada em um alinhamento ClustalW de seqiiéncias de proteinas
dos RGAs encontrados neste trabalho. Seqiiéncias do motivo Kinase-2 até GLPLA foram usadas para
o alinhamento. Os nimeros indicam a distdncia média calculada através da similaridade das
seqiiéncias. As amostras foram divididas de acordo com sua estrutura na por¢do N-terminal TIR ou
NaoTIR.

Em um segundo momento, as seqiiéncias traduzidas alinhadas foram comparadas com
seqiiéncias disponiveis no Genbank. Para a comparagdo foram utilizados 67 RGAs descritos
por Bertioli et al., 2003 (Figura 16). O motivo Kinase-2 (caracterizado pela regido conservada
LILDDVW) ¢ extremamente conservado em quase todas as seqiiéncias, s6 ndo aparecendo
nas seqiiéncias incompletas, como no caso das amostras 9B, 9C, 14A e 28G. O motivo

Kinase-3a também esta extremamente conservado em todas as amostras, menos na 14A. Este

motivo esta representado pelos aminoacidos (SRILMTTR — com variagdes).
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Figura 17 Imagem Jalview com alinhamento das seqiiéncias RGAs, proteinas de resisténcia de
Arachis spp. e dominio NBS. A parte inferior da figura mostra o grau de conservagdo da seqiiéncia

consenso ¢ a qualidade do alinhamento. As amostras estdo dispostas em grupos respeitando a ordem

da arvore de similaridade.
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Uma segunda arvore de similaridade foi construida para o alinhamento contendo
também as seqiiéncias RGAs obtidas por Bertioli et al., 2003. Nessa arvore, 67 seqiiéncias
RGAs depositadas no GenBank para Arachis foram utilizadas para uma compara¢ao com as
19 seqiiéncias RGAs encontradas aqui, onde através de distancia média por porcentagem de

identidade, as amostras foram separadas em grupos de similaridade de seqiiéncia (Fig. 17).
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Figura 18 Arvore de similaridade das 19 amostras RGAs obtidas nesse trabalho ¢ 69 obtidas em
Bertioli et al., 2003. A arvore foi construida baseada em um alinhamento do tipo ClustalW de
seqiiéncias protéicas cortadas entre o motivo Kinase-2 e Kinase-3a. Os asteriscos representam as
seqiiéncias RGAs isoladas no presente trabalho.
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Dois grandes grupos foram formados na arvore contendo os 19 RGAs isolados no
presente trabalho e 67 RGAs descritos por Bertioli et al. (2003). Um grupo maior foi
identificado por conter RGAs com estrutura do tipo TIR e o segundo grupo, um pouco menor,
possui RGAs com estrutura do tipo NaoTIR. Um terceiro grupo, bem pequeno, contendo seis
RGAs previamente isolados também foi identificado por ndo se encaixar nos dois grandes
grupos.

Algumas amostras seqiienciadas mostraram homologia com proteinas do tipo
Kinase-2 quando submetidas ao programa BLASTX e comparadas com o banco de dados nao
redundante. Essas amostras (AS-NBSMCTT-24H, AD-P2378MC-20B, AD-P2391MCTA-13D,
AS-P2391MCTA-13C, AD-P2378MCTA-23A) foram, entdo, alinhadas juntamente com outras
quatro seqiiéncias com homologia para essa mesma proteina ja depositadas no GenBank
(g142567050 kinase - Arabidopsis thaliana; gi4826399 wall-associated kinase 2 - Arabidopsis
thaliana; gi15218170 WAKS - Wall Associated Kinase e gi15218959 WAK?2; ATP binding /
calcium ion binding). Essas seqiiéncias foram escolhidas por serem a primeira homologia
mostrada no BLASTX. A Figura 18 representa um alinhamento do tipo ClustalW para essas

nove seqiiéncias traduzidas para aminoécidos.

IC- EU "U I|D
ALLE 237 BNIC- 08184 LII. FDFlF;TLLF'II ILLFL;(FL.-I-I,EI!II IDI}IYL" ANYA'SDLL1PA$I 1 ofuT- B PI,EPH\IHFTPMDV'I\.'LINPTLIR..
T I DLhOJL'HTFENII‘I;BFL vELELeMIE ool v soall AsoLL TRAG 1 DBHT - cPlPLERuMRE TPuMOE TV EBNE TLE R

LMvC E ENLP Mo FPYVF - snBvase g E.L"ROTNAGILD - e TER Mo go B nEcFES v PELHA -

1] | | [T LicaMnscAEMEFAMEVEVLORvRRBNLLEL R - B c~olEErL | MaMbsLLEHLHBORAN - - - - - - -
ASP2IINCTA 1152 BN (1 ENLE- o PR nWBve e TE I-.ILER.tTNA.UIBD |:|. aEsol-Rroofnlo - -
| 15218170)126-207 anVEkHFNFGSL-E LI-DLRNUTRFFVLL-HYGHIETG laNMvER- - nicEe TREKENNE &L BEFEE PRl o8
ol 18218985125 206 AFLMERGUFDFHAL . EBLNNLRNMT TERVVL - 1G0T ElaNE VR - avcse TEeleMne oL BeFeanPRLE NG
il 428670 2 aMoeLksoflikscr ki nMEERE v F L B n s k@ IH | cor \ALDLLDEIBLLBL}P vp Pl TESAHBEGOF VDA KARRRL
i| 4826309195276 AFRDUeBEvEDF AL - eBUNNERnMT TERVL - BwE G0 TERoME R . BVEEENE . - - Hers cemeln e o Bar sy PRLANE

e T | _-.l.‘.lulluﬂ.l -lﬁ ﬂlﬂ.ﬁ.

“‘"“‘fllh_-hlbu il B e e el N L. Enien

Consensus

Ar+ VLDOMFDFH+L -EDLt NLR**++ FPVVLTDWS |OMN+ TCK++LDRLT+ACOGNEHT - TCFOSEPOVOYNCKCLOGF+ONFYLRENG

Figura 19 Alinhamento ClustalW utilizando o programa JalView de seqiiéncias de proteinas do tipo
kinase. As cinco primeiras amostras sdo seqiiéncias obtidas do processamento de bandas polimorficas
da técnica RGA-display e as quatro ultimas sdo proteinas do tipo kinase de dominio publico
depositadas no GenBank (www.ncbi. nlm.nih.gov). A parte inferior da figura representa os graficos
de conservacdo das seqiiéncias, a qualidade do alinhamento e a seqiiéncia consenso obtida do
alinhamento.
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Observando-se o alinhamento, ¢ possivel a identificacdo de regides de grande
similaridade entre as amostras do presente trabalho e as ja identificadas, corroborando com o
esperado que as seqiiéncias sejam proteinas do tipo Kinase-2. Esses genes que codificam as
proteinas do tipo Kinase-2, t€ém fungdo embriogénica ou meristematica (Haas et al., 2002).
Segundo Yuksel et al. (2005) as seqiliéncias contendo homologia com a proteina Kinase
podem estar relacionadas com genes de resisténcia, embora as seqliéncias que apresentaram
homologia com a proteina Kinase no presente trabalho ndo possuem as regioes conservadas
do dominio NBS (NB-ARC).

Dois marcadores RGAs identificado na técnica RGA-Display (AD-NBSMGGC-8B e
AD-NBSMGGC-8B) foram escolhidos para a hibridizagdo com DNA gendmico dos parentais
em Southern-blot para a identificagdo do nimero de loci dos RGAs. Esses marcadores foram
re-amplificados, resolvidos em gel de agarose, purificados com o Kit “QIAquick Gel
Extraction” (Quiagen) e usados como sonda contra DNA dos parentais A. duranensis e A.
stenosperma. O RGA AD-NBSMGGC-8B apresentou dez copias no DNA digerido com
Hindlll e 11 coépias no DNA digerido com EcoRI enquanto que o RGA AD-NBSMGGC-8B
apresentou 9 cdpias tanto no DNA digerido com Hindlll quanto no digerido com EcoRI
(dados nao apresentados). Nenhum polimorfismo foi observado entre os parentais com esses

RGAs hibridizados.
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Mapeamento Genético dos Marcadores

Os marcadores desenvolvidos no presente trabalho, foram inseridos em um mapa de
ligagdo ja existente, baseado em marcadores microssatélite (Moretzsohn et al., 2005). Neste
mesmo mapa, foram incluidos marcadores AFLP desenvolvidos no Sainsbury laboratories na
Inglaterra e marcadores ancora, desenvolvidos na Universidade de Aarhus, Dinamarca. No
total, foram mapeados 335 marcadores, sendo 180 Microssatélite, 65 marcadores ancoras, 46
AFLPs, 3 RAPDs e 39 RGA-SAP (sendo 15 RGAs), usando-se um LOD minimo de 5,0 e
uma fra¢do de recombinacdo maxima (0) de 0,35 (Figura 20).

Os marcadores 14B e 14C, que tém homologia com o gene de B-amilase, mapearam
com 0% de recombinagao, ou seja, parecem estar ligados. Uma analise da presenga e auséncia
de bandas destes dois marcadores na genotipagem da populacdo F, revelou que eles poderiam
ser co-dominantes. As seqiiéncias nucleotidicas e protéicas dos marcadores em questdo foram
entdo comparadas para a busca de pequenas diferencas entre eles. Alguns nucleotideos se
apresentaram diferentes nas duas seqiiéncias e essas diferengas causaram a troca do
aminoacido resultante nessas regides. A Figura 19 ¢ um alinhamento dessas duas seqiiéncias
protéicas mostrando pequenas mutacdes em algumas regides. A regido central do alinhamento
mostra estar altamente conservada nas duas seqiiéncias e as diferengas encontram-se apenas
nas extremidades, o que pode sugerir também que a troca de nucleotideos seja em virtude de
uma qualidade mais baixa do seqiienciamento nessas regides de inicio e fim da amostra.

Os marcadores 9A e 9B também apareceram ligados no mapa, mas a analise da
genotipagem revelou que os dois marcadores segregam exatamente juntos (dados ndo
mostrados), e a sua seqiiéncia nucleotidica também ¢ igual. Com essa andlise, ¢ possivel que
sejam o mesmo marcador, pois as bandas no gel de poliacrilamida estavam proximas uma da

outra.
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Gcore = 5250

Length of aligrnment = 112

Sequence AD-NESMCTC-14C @ & - 118 (Sequence length = 119)
Sequence AS-NESMCTC-14E : 1 - 112 (Sequence length 112)

AD-NEZMCTC-14C VEREGTQEVDWIAYEDLFOLVOHCHLELOQATMS FHQCGGENVEDSVIIPIFEWYLEIG
e rrererer e e et rer e e e e e
AZF-NESHMCTC-14B VASKEGPUEYDWIAYREDLFOLVODCELELOATMSSHOCGGHYGDSVIIPIPEWYLEIG

AD-NESMCTC-14C V3LPDIFYTNPNGIRNKECLSIGVDNRPLFHGRAAIEVDHVHNLCFLTHILSI-C
FErerrrrerrererrer e et e re e et berta b ba b bty
AZ-NESMCTC-14E V3DPDIFYTNFNGIENKECLSIGVDNRPLFHGRTAIEVEHVONFCALTHIL3IYC

Percentage ID = 59,20

Figura 20 Alinhamento das seqiiéncias protéicas dos marcadores 14B e 14C homdlogos ao gene de -
amilase. O alinhamento ¢ do tipo ClustalW e os pares foram comparados com a fungdo “Pairwise
Alignment”.

Dos nove marcadores obtidos através da técnica RFLP, quatro puderam ser mapeados.
Embora esses marcadores possam ser bem mais informativos do que os RGA-Display se
foram mapeados como co-dominantes, ndo apresentaram esse tipo de caracteristica nesse
caso. Devido a uma falta de resolucdo apropriada dos fragmentos hibridizados, os marcadores
foram analisados como dominantes, embora tenham mapeado muito préximos de seus pares.
Os marcadores S1-A-36B e S1-A-36D mapearam a uma distancia de 5,3 cM no Grupo de
Ligacao 4, enquanto que os marcadores S1-A-37A e S1-A-36C mapearam a uma distancia de

14,3 ¢cM no Grupo de Ligagao 3.
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Figura 21 Mapa Genético de ligagdo para Arachis, baseado em marcadores microssatélite (SSR),
obtido através de analise de 93 plantas de uma populacao F, gerada a partir do cruzamento de duas
espécies silvestres diploides com genoma AA, 4. duranensis ¢ A. stenosperma. O LOD minimo
utilizado foi de 5 ¢ a maxima fragdo de recombinacdo (h) de 0,35. 335 marcadores foram mapeados
em 10 Grupos de Ligagdo. Marcadores dominantes estdo identificados por AD ou AS antes ou apos o
nome se amplificaram alelos para A. duranensis ou A. stenosperma respectivamente. As amostras
RGA-Display estdo identificadas com um asterisco preto ¢ as que possuem homologia com RGAs

possuem dois asteriscos pretos. Marcadores provenientes de RFLP possuem dois asteriscos cinza.
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Dos 658 marcadores polimoérficos incluidos na analise, 317 (48,2%) desviaram das
proporgdes 1:2:1 ou 3:1 esperadas, ao nivel de 5%. Essa propor¢ao de marcadores distorcidos
¢ maior do que a detectada em dois outros mapas de Arachis, baseados em marcadores RFLP,
que foi de 25% em média (Halward et al., 1993; Burow et al., 2001). Com exce¢ao do Grupo

8, os demais nove grupos de ligacao apresentaram marcadores distorcidos.
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5- Discussao

Nos tultimos anos, um grande nimero de genes de resisténcia foi identificado e
clonado. Na maioria dos casos, esses genes sdo da classe NBS-LRR que codificam proteinas
receptoras que parecem reconhecer um fator de aviruléncia e da inicio a resposta de defesa da
planta contra patogenos. O conhecimento sobre a seqiiéncia de um grande numero desses
genes de resisténcia presentes em genoma de plantas, assim como a organiza¢gdo gendmica
estdo ajudando no entendimento do mecanismo bésico de resisténcia ao patdogeno, que serdo
de grande valor no melhoramento de culturas.

Neste trabalho, marcadores moleculares relacionados com genes de resisténcia e com
outras proteinas importantes foram identificados e mapeados com sucesso utilizando uma
populagdo resultante do cruzamento de dois acessos silvestres da Arachis através de duas

técnicas baseadas em RGAs: RFLP e RGA-Display.

Geracgdo de marcadores através de RFLP

O mapeamento genético baseado em marcadores RFLP pode ser muito informativo e
ja foi feito para Arachis (Halward et al., 1993, Garcia et al., 1995, Burrow et al., 2001). No
presente trabalho, nove marcadores foram identificado através da técnica e quatro puderam
ser mapeados, no entanto, a técnica ¢ muito dispendiosa financeiramente e demorada, além da
dificuldade de se obter um nimero adequado de marcadores. Para a obtengdao das membranas
a serem hibridizadas, muito DNA precisa ser concentrado em um volume muito pequeno que,
no caso de espécies de Arachis se torna um problema, pois 0 DNA dessas plantas ¢ altamente
contaminado por compostos que o deixa viscoso em altas concentracdes e de facil

degradagdo. Conseqiientemente, esta ndo ¢ uma ferramenta ideal para um trabalho de analise e
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implementagdo de selegdo assistida por marcadores (MAS) em programas de melhoramento
do amendoim (Moretzsohn et al., 2005).

Os marcadores obtidos com a técnica podem ser génicos, embora o nimero (quatro
marcadores) ¢ muito pequeno quando colocado em um mapa genético. Técnicas baseadas em
PCR fornecem rapidamente um nimero muito mais significativo de marcadores. As sondas
utilizadas nesse trabalho ja haviam sido usadas para o desenvolvimento de marcadores por
Guimaraes e colaboradores em 2005, onde 33 marcadores RGA foram identificados para as

espécies A. duranensis e A. stenosperma.

A técnica RGA-Display

A técnica descrita por Linden e colaboradores em 2004 ja havia sido relatada por
Hayes e Saghai Maroof em 2000 onde, estes, descreveram a utilizacdo de uma técnica
baseada em um AFLP direcionado para RGAs, encontrando marcadores ligados a um gene de
resisténcia em soja. A modificacdo proposta por Linden et al. (2004) e utilizada no presente
trabalho, foi a utilizagdo de primers para os motivos do dominio NBS, com diversos graus de
degeneracdo e o seqiienciamento dos fragmentos para a confirmagdo da sua homologia com
genes de resisténcia.

A técnica RGA-Display possui muitas vantagens na geracdo de marcadores RGA em
relacdo ao RFLP, como por exemplo, o custo moderado de material, o tempo e o grande
nimero de marcadores produzidos. Por estes motivos, a técnica mostrou ser uma ferramenta
muito Util na construcao de marcadores moleculares, pois utiliza partes de genes de resisténcia
conservadas para a amplificacdo de produtos, que, provavelmente sdo regides de genes da

mesma familia (Soriano et al., 2005; Calenge et al., 2005). O presente trabalho ¢ o primeiro
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estudo deste tipo para o género Arachis, onde RGAs e outros genes foram mapeados com o
auxilio dessa técnica. Anteriormente, apenas marcadores como RFLP, RAPD e SSR haviam
sido incluidos em mapas genéticos de Arachis (Halward et al., 1993, Garcia et al., 1995,
Burrow et al., 2001).

Para a otimizagdo dos procedimentos, trés tipos de polimerase foram testados com o
objetivo de aumentar o rendimento da técnica. Assim como sugerido por Linden, foi
detectado que o uso de uma polimerase do tipo Hot Start ¢ fundamental para a obtengdo de
bons resultados. Através da técnica, 139 marcadores foram desenvolvidos € 19 mostraram ser
RGAs apds o seqiienciamento das bandas polimoérficas. Quinze seqiiéncias apresentaram forte
homologia com outros tipos de proteinas, como Kinases, B-amilase, Hidrolase e outras.
Semelhangas com Retrotransposons também foram encontradas em treze seqiiéncias.
Cingiienta e trés marcadores ndo mostraram homologia com outras seqiiéncia depositadas no
GenBank, contudo, ndo podemos descartar a hipdtese que essas seqii€éncias sejam genes
importantes ainda nao descritos.

A técnica ja foi anteriormente utilizada com sucesso para diversas espécies, como
rosa, damasco, mag¢a, tomate e batata. Em uma analise feita para Damasco (Prunus armeniaca
L.) 27 marcadores foram identificados, e destes, sete (26%) mostraram homologia para genes
de resisténcia do tipo TIR (Soriano et al., 2005). Com a técnica, 16 marcadores puderam ser
mapeados em um mapa previamente construido baseado em marcadores Microssatélite (SSR).
Entre os marcadores identificados, seis mostraram homologia para proteinas depositadas no
GenBank e quatro com Retrotransposons. Dez seqiliéncias ndo tiveram nenhuma homologia
com seqii€ncias ja depositas. Nenhum marcador do tipo RGA foi mapeado neste trabalho,
enfatizando a importancia do seqiienciamento das amostras obtidas com a técnica. Em outro
trabalho (Calenge et al., 2005) foram mapeados 43 marcadores pela técnica RGA-Display em

um mapa construido para maca, onde 23 (53%) eram RGAs. Os marcadores foram mapeados
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em 10 dos 17 Grupos de Ligacdo do mapa e muitos estavam organizados em pequenos
agrupamentos. Vinte e cinco marcadores mapearam perto de genes ou QTLs para resisténcia a
duas das maiores pragas da espécie.

Os resultados das analises das seqiiéncias quando comparadas com seqiliéncias
depositadas no GenBank através de BLASTX (Altschul et al., 1997) causaram alguma davida
se realmente tinham homologia com RGAs pelo discreto valor de Nivel de Significancia
encontrado (e-value). O Nivel de significincia minimo utilizado foi de 0,01, o que ¢ um valor
considerado insuficiente para outros tipos de analise. Visto que as bandas polimérficas
produzidas e usadas para seqiienciamento eram de tamanho pequeno, as seqiiéncias
produzidas também eram pequenas. Quando foi feita uma comparacgao destas seqiiéncias com
outras ja depositadas no GenBank de tamanhos maiores, os valores de score e e-value se
apresentam pequenos em vista dessa diferenga de tamanho entre as seqiliéncias. A baixa
qualidade das seqiiéncias e o seu tamanho reduzido devem estar contribuindo para os valores
referidos. Essa baixa qualidade deve-se ao fato das bandas serem retiradas do gel de
poliacrilamida, re-amplificadas, retiradas do gel de agarose e seqiienciadas. Nesse processo,
deve haver um pouco de degradacdo do DNA assim como a inibi¢do de uma amplificacdo de
qualidade por meio de substancias ndo desejaveis nas reagdes de PCR. Para que a confianga
fosse aumentada, outra estratégia também foi utilizada para a detec¢do de RGAs. As
seqiiéncias de DNA foram traduzidas para aminodcidos e a ferramenta Motif-Scan foi
utilizada para encontrar regides semelhantes a RGAs.

Apbs o alinhamento das seqili€ncias protéicas, aumentou-se o nivel de confianga que as
mesmas sao RGAs, pois os principais motivos que caracterizam o dominio NBS em genes de
resisténcia mostraram-se claramente conservados em todas as seqiiéncias previamente ditas
como sendo RGAs. Esse argumento também foi utilizado como base de confirmagdo em

outros trabalhos (Meyers et al., 2003; Van der Linden et al., 2004; Calenge et al., 2005).
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Embora paregam RGAs, nao se pode excluir a possibilidade de que as seqiliéncias com essa
homologia possam ser pseudogenes (Soriano et al., 2005). De fato, ja foi proposto que uma
proporc¢ao significante de genes do tipo NBS podem ser genes nao funcionais (Meyers et al.,
1999).

No total, 35 marcadores RGA-Display foram mapeados, onde os mesmos estavam
bem distribuidos dentro dos grupos. Alguns marcadores mostraram uma leve tendéncia a
formagao de agrupamentos em alguns grupos de ligagdo (Figura 21). Segundo Meyers et al.,
1999, é comum a formacdo desses pequenos agrupamentos dentro dos Grupos de Ligacao,
que pode ser chamado de regido génica. Onze marcadores que foram mapeados mostraram ser
RGA:s.

Embora algumas combinagdes de primers tenham rendido uma porcentagem alta de
RGAs (100% das bandas polimorficas no caso da combinagdo P2-12 e Mct) outras nao
apresentaram RGAs no seqiienciamento de suas bandas polimérficas (como no caso da
combinag¢do P2-16 ¢ Mcaa) diminuindo a média de RGAs em relagdo as bandas polimérficas
obtidas. A porcentagem média de RGAs encontrada no presente trabalho (19%), assim como
os resultados obtidos por outros autores, nao corresponde ao descrito por Linden et al., 2004
que obteve um rendimento de 50 a 90% de RGAs. A propor¢do de seqiiéncias ndo
identificadas (53%) também ¢ maior do que a encontrada por esse autor (21%), onde o mesmo
diz que essas seqiiéncias ndo devem ser ignoradas, e que uma grande propor¢do das mesmas
devem ser seqiiéncias ainda ndo descritas aumentando a possibilidade de que mais RGAS
sejam isolados pela técnica. A escolhas dos primers a serem utilizados na genotipagem deve
ser crucial para a manuten¢do de uma média alta de bandas RGAs na técnica. Desse modo, ¢
sugerido que as bandas sejam seqiienciadas antes da genotipagem, para que somente aquelas
que mostrarem homologia com os mesmos sejam utilizadas na caracterizagao da populagdo de

mapeamento.
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Mapeamento Genético

Na andlise dos dados para a inclusdo dos marcadores no mapa foram usados 148
marcadores desenvolvidos no presente trabalho (139 marcadores obtidos pela técnica RGA-
Display e 9 por RFLP). Trinta e nove marcadores mapearam em oito Grupos de Ligacao
(Grupos 1, 2, 3,4, 5, 6, 8 ¢ 9) e os demais marcadores incluidos ndo mapearam. Além disso,
dos 39 marcadores RGA-Display mapeados, 20 apresentaram valores de BLASTX
significativos. Dentre essas homologias destacam-se RGAs, Proteinas Kinase-2, f-amilases e
Retrotransposons (Grafico 1). Com isso, abre-se a perspectiva de usar essas informagdes para
criar um mapa rico em marcadores desenvolvidos a partir de genes candidatos.

Como esperado, dez grupos de ligagdo foram obtidos. O niimero de marcadores por
grupo de ligacdo variou de 4 (Grupo 10) a 51 (Grupo 1). A inser¢do de novos marcadores, em
sua maioria dominantes, aumentou sobremaneira o tamanho dos grupos e do mapa total, em
cM. Isso pode ter sido causado por alguns erros de genotipagem ou, mais provavelmente, por
dificuldades do programa de mapeamento (Mapmaker) em trabalhar com marcadores co-
dominantes e dominantes em conjunto. Uma evidéncia desse fato ¢ que, dos 206 marcadores
AFLP polimérficos incluidos na andlise, apenas 46 mapearam e em somente cinco dos 10
grupos de ligacdo (Grupos 1, 4, 6, 8 ¢ 9). Com isso, os novos marcadores devem ter sido
inseridos na ordem correta, mas os valores das distancias entre marcadores foram,
possivelmente, superestimados. Devido a esse problema, a numeragdo dos grupos de ligacao
ndo obedeceu a ordem de tamanho dos mesmos. Dos marcadores RGA-Display, apenas 35
mapearam em oito grupos de ligacdo, mostrando-se bem distribuidos mas com a formagao de

pequenos grupos em alguns grupos de ligacao.
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Consideracoes Gerais

Os programas de melhoramento de plantas cultivadas tém sido amplamente auxiliados
por Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares (MAS). A obtengdo de mapas genéticos,
possuindo marcadores génicos ou ligados a Genes de Resisténcia, ¢ um passo muito
importante para esse processo. Sendo assim, o desenvolvimento de marcadores do tipo RGA ¢
uma ferramenta promissora para a identifica¢do de /oci associados a esses genes, uma vez que
ja foi estabelecido que uma grande proporcdo de RGAs de varias espécies esta ligado ou faz
parte de genes de resisténcia. (Collins et al., 2001, Donald et al., 2002, Leal-Bertioli et al.,
2004). Esses genes podem estar agrupados no cromossomo, possibilitando também a
piramidizacao de genes de resisténcia (Aarts et al., 1998). Além disso, varios trabalhos
demonstraram que genes de resisténcia podem manter sua atividade quando transferidos para
outras espécies (Hammond-Kosack et al,, 1998), o que também abre a perspectiva de que,
uma vez identificados os genes de resisténcia em Arachis spp., estes possam ser transferidos
para outras espécies, especialmente leguminosas.

Com as duas técnicas utilizadas, muitos marcadores génicos foram incluidos no mapa
genético recém construido de alta resolugdo. Para isso, foi utilizada uma populacdo F;
originada do cruzamento entre acessos (4. duranensis — K7988 e A. stenosperma — V10309)
que contrastam para diversas pragas e patdogenos como os nematdides das galhas Meloidogyne
arenaria raga 1 e raga 2, M. javanica raca 4 e M. hapla. No momento, bioensaios estdo sendo
conduzidos para a obtencdo de QTLs (Quantitative Trate Loci) e resisténcias ao fungo M.

arenaria raga 1 que ¢ uma das maiores pragas do amendoim cultivado nos Estados Unidos

com grande potencial de infectar as culturas brasileiras.
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Uma vez inserida esta resisténcia no mapa, serd possivel observar a associagdo desta
com marcadores RGA. Estes marcadores poderdo entdo ser utilizados em programas de
selecdo assistida, visando a introgressao dessa resisténcia no amendoim cultivado.

ApOs todas as andlises, os resultados sugerem que o desenvolvimento e 0 mapeamento
desses marcadores RGA-Display poderdo contribuir para a identificacdo de regides génicas
contendo provaveis genes ligados a resisténcia a patdogenos do amendoim.

Estudos recentes tém demonstrado o potencial de uma outra técnica Single —
Nucleotide Polymorphism (SNPs) como a proxima geragdo de marcadores genéticos em
plantas (Hayashi et al., 2004) visto que esses marcadores sdo muito abundantes e ocorrem
com freqii€ncia no genoma de plantas parecendo ser relativamente estaveis geneticamente.
Esses poderao ser utilizados em espécies com baixo grau de polimorfismo como no caso do

amendoim.
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6- Conclusoes

1. A escolha do método de extragdo de DNA para espécies de Arachis ¢ um processo
muito importante na geracdo de marcadores moleculares, visto que as folhas contém
muitos compostos que atuam na degradacdo e viscosidade do DNA dessas plantas,
desfavorecendo o uso de algumas técnicas que necessitam o uso de grandes

quantidades de DNA.

2. Com o uso de RFLP, nove marcadores génicos RGA foram desenvolvidos e
genotipados para uma populagio F, segregante de 93 individuos oriundos do
cruzamento de duas espécies silvestres de Arachis. Destes, quatro puderam ser
mapeados em mapa genético previamente construido a partir de marcadores

Microssatélite.

3. Com a técnica RGA-Display foram isolados um total de 139 marcadores moleculares
a partir de 24 combinagdes de primers. Quando seqlienciados, 19 marcadores
mostraram homologias a genes de resisténcia, 15 a outras proteinas importantes, como
B-amilase, Kinase e hidrolases e 13 mostraram forte homologia com Retrotransposons.
53 seqiiéncias ndo apresentaram homologia com proteinas ja descritas. Trinta e nove
marcadores puderam ser mapeados, sendo que 11 sdo provaveis RGAs e nove sdo

importantes proteinas ja mencionadas.

4. A distor¢do da segregacdo encontrada na genotipagem da populacdo F, foi
considerada um pouco acima do ja relatado para o género a partir de outras técnicas de

marcadores moleculares.

5. As seqliéncias RGAs foram alinhadas e os principais motivos que caracterizam o

dominio NBS se mostraram altamente conservados em todas as amostras.

6. Os marcadores foram mapeados em oito dos dez Grupos de Ligagdo existentes no
mapa, com um LOD minimo de 5,0 e uma fracdo de recombinagdo de 0,35. Os
marcadores se apresentaram bem distribuidos no mapa, mostrando uma leve tendéncia

a se agruparem em alguns GL (5, 6, 8 ¢ 9 - Fig. 21).
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7. O trabalho obedeceu ao objetivo proposto de desenvolvimento e mapeamento de
marcadores RGA para as duas espécies silvestres de Arachis, confirmando que a
técnica RGA-Display ¢ uma boa ferramenta para o mesmo, fornecendo um bom
numero de marcadores com seqiliéncia conhecida em um pequeno intervalo de tempo,

e, pouco dispendiosa quando comparada ao RFLP.

8. Os resultados obtidos aqui serdo comparados com QTLs oriundos de bioensaios que
estdo sendo produzidos pelo grupo para nematdides que causam grandes problemas na
cultura. A partir disso, os mesmos poderdo ser de grande auxilio no melhoramento do

amendoim.
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Anexo 1

Protocolos, Solucdes e Reagentes utilizados no trabalho.

Extracio de DNA

Tampao CTAB 2X

2% de CTAB

100 mM de Tris-HCI (pH 8,0)
20 mM de EDTA (pH 8,0)

1,4 M de NaCl

1% de PVP 40

Tampao de precipitacio CTAB (1X)
1% de CTAB

50 mM de Tris-HCI (pH 8,0)

20 mM de EDTA (pH 8,0)

Tampao de corrida TBE (10X)
108 g de Tris-base

55 g de acido borico

40 ml de EDTA 0,5 M (pH 8,0)

Southern-blot

Tampiao SSC 20X (1L)
175,35 g de NaCl (ou 3M)
88,23 g de Citrato de Sodio (ou 0,3M)

Solucido de Denhardt’s 50X (100 ml)
1 gde BSA

1 g de Ficoll 400

1gde PVP40 T

Dissolver em Agua e estocar a -20°C.

Solucio de Esperma de Salmao 4 mg/ml (10 ml)
40 mg de esperimidina
H,O para completar 10 ml

Solucio de Pré-hibridizacao ( 200 ml)
50 ml de 20X SSC

20 ml de 50X Denhardt’s

10 ml de 10% SDS

960 pl de Esperma de Salmdo (4mg/ml) Desnaturar e adicionar somente na hora do uso.
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Solucio I de Lavagem (500ml) (1X SSC; 0,1X SDS)
25 ml de SSC 20X
5 ml de 10% SDS

Solucio II de Lavagem (500ml) (0,1X SSC; 0,1X SDS)
2,5 ml de SSC 20X
5 ml de 10% SDS

RGA-Display

5 X Restriction/Ligation Buffer (1 ml)
500 pl de 10X All-Phor-one Buffer

25 ul deIM DTT

25 ul del0 pg/ul BSA

450 pl de H,O

Gel de Poliacrilamida

Gel 4 % Desnaturante (250 ml)

105 g de Uréia

121 ml de H20 destilada

25 ml de 10X TBE

25 ml de Acrilamida:bis (19:1) 40% (Solugdo comercial)

Misturar em um béquer de vidro os reagentes na ordem que aparecem, e agitar com um
agitador magnético com temperatura de 55°C até a total dissolugdo da uréia. Filtrar a solugdo
em filtro Milli-Pore (20) e acrescentar o 166,5 ul de TEMED. Guardar a 4°C.

Preparaciao do gel na hora do uso (30 ml)
199,9 ul de 10 % APS (1 g de Persulfato de Amoénio em 10 ml de H,0)
30 ml de Gel 4% previamente preparado

Tampao de Amostra para gel desnaturante (Formamida Deionizada) (Xu et al., 1997).
Formamida Deionizada 95% (v/v)

EDTA 10 mM (pH 8,0)

Xileno Cianol 0,09%

Azul de Bromofenol 0,09%

Placa de Bind (placa menor)

995 ul de Etanol Absoluto

5 ul de Acido Acético Glacial

3 ul de Bind Silane

Lavar a placa com agua e sabdo e depois trés vezes com alcool. Secar e espalhar a solucao de
Bind. Secar por 5 minutos e lavar trés vezes com alcool.
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Placa de Repel (placa maior)

1 ml de Repel Silane

Lavar muito bem a placa com agua e sabao, secar e lavar trés vezes com agua destilada. Secar
e espalhar 1 ml de Repel pela placa. Secar por 10 minutos e lavar uma vez com agua
destilada. Secar bem.

Montagem do Gel Desnaturante

Colocar espacadores apropriados na placa maior e colocar a placa menor por cima. Prender
bem com grampos de metal (ou colocar fita) e inclinar o conjunto de placas um pouco. Verter
o gel (ja com o catalisador APS) lentamente e voltar as placas a posigao horizontal. Colocar o
pente e prender com um grampo. Esperar 2 horas para a total polimerizacao do gel.

Pré-corrida

Apobs a polimerizagdo, colocar as placas sem os grampos na cuba de eletroforese e deixar
correndo por 40 minutos (ou até que a temperatura atinja 50°C) a 45W. O tampdo de corrida
deve ser o mesmo utilizado na preparacao do gel (TBE 1X).

Preparacao das amostras

Adicionar 50 % do volume do produto de PCR de Tampao de amostra com Formamida (se a
PCR foi amplificada em 10 pl adicionar 5 pl de tampdo de amostra). Desnaturar as amostras
por 5 minutos a 95°C e colocar no gelo imediatamente. Aplicar as amostras no gel aquecido o
mais rapido possivel para evitar a re-naturacdo do DNA.

Coloracao com Nitrato de Prata (Creste et al)

Solucao de Fixacao (1L)

890 ml de H20 destilada

50 ml de Etanol absoluto

10 ml de Acido Acético glacial

Colocar o gel ap6s a corrida e agitar lentamente por 10 minutos.

Lavagem
Lavar o gel por um minuto em H20O destilada agitando lentamente

Solucio de Oxidacao

985 ml de H20 destilada

15 ml de Acido Nitrico 37%

Agitar o gel lentamente por 3 minutos

Lavar o gel por um minuto em H20O destilada agitando lentamente

Solucio de Nitrato de Prata

1000 ml de H20 destilada

2 g de Nitrato de Prata

Agitar o gel lentamente por 20 minutos no escuro

Lavar o gel 2 vezes de um minuto em H20O destilada agitando lentamente

Revelador
990 ml de H20
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30 g de Carbonato de Sédio
540 ul de Formaldeido 37% (adicionar somente na hora do uso)
Agitar o gel lentamente na solugdo gelada até que as bandas aparecam

Solugiao Stop

950 ml de H20 destilada

50 ml de Acido Acético

Agitar lentamente o gel por 5 minutos. Lavar o gel por um minuto em H20 destilada agitando
lentamente e deixar o gel secar completamente (aproximadamente 24 horas).
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Anexo 2

Seqiiéncias FASTA de nucleotideos de todos os marcadores RGA-Display seqiienciados
no trabalho

>AD-P212MCT-9B RGA.0.17
GGAAGATTTATGTGGAGGACATACATGGTTTGGGGCAAGTAGCAGAATCATAGTGACAACAAGAGATAAGCATGTCCTTGTTACGGCGGACGCA
GATCATAT

>AD-NBSMCTC-14C RGA.0.6
TGGATGATGTGTGGTGGGGCATTGTGGAATCAAAGGGGACTCAGGAGTATGATTGGTCAGCATATAGAGACTTGTTTCAACTTGTTCAACATTG
CATGCTCAAGTTACAGGCCATAATGTCATTTCACCAGTGTGGTGGCAATGTGGGAGATTCCGTTTCCATCCCAATCCCTAAATGGGTCCTTGAA
ATCGGAGTATCAGACCCTGATATCTTCTACACCAACCCCAATGGCATAAGGAACAAGGAATGTTTGTCCATTGGAGTTGACAATAGGCCTTTAT
TCCATGGCAGAGCTGCTATTGAGGTTGACCATGTTCATAATTTGTGTTTTCTTACTCATATTCTTTCTATTTGTCGCTAACTTTGGAGAACATG
AGTTACTCA

>AD-NBSMGGC-8B RGA.0.9
TCGTGGATGATGTGTGGATTGATAATTCCAGAAACTGGGAAAGTCTTCATAAACCTTTTCAATATGGGAAAAAGGGAAGCAAGGTTATTGTAAC
AACTCGAAATGATAATGTTGCCGATGTAGTGTAAACTATTTCAGCATACAAGCTTGGTTTATTGTCAGAGAAAGATTGTTGGTCACTTTTTGTG
AAACGTGTATTTCTTTCTACTGCATCGAAGGAGTATTCAACTCTATAATCGGTTGGTCGAGAACTTGTCAAAAAGTGCAAAGGGCTACCTTTGG
CGGTAGAGGCCCTTGGTTCCTTATTACGTACAATAAACTATGATGAAAGGGATTGGGATAGTGTATTGAAAAGTGAACTTTGGGAAGTTTTTGA
AGATCAGAATGACGAGATTATTCCTGCCTTACTCAGGACTCATC

>AD-NBSMGGC-8G RGA.0.15
TCCCAATACTGTAACTTTGTTGTCTTACTCAAGA

>AD-P212MCT-9B RGA.0.16
GGTGGTCATGAGGATTTGGTTATTGGCCCCAAACCGG

>AD-P219MCTA-12B RGA.0.21
TGAGTCCTGAGTAACTAAAAACTAATGAAAATATACTAAAAACTAACTATATCATACTAAAAACATACTAAAAACAATGCCAAAAAGCGTACAA
ATTATCCGCTCATCAGGCAACCTCCTCATACGTATCAAGCATTTTGTATTCTGCCTATTGCCTTTGCACTTGTGGAGGGAGAAAATACAGAGTC
TTGGTCATACTTTCTGACCAACCTCAGAAGACATGTGACGCCACAAATGGGCATTCTGGTGATTTCTGACAGGCACAACGGCATCAAGACAGGA
CTAGAGACACCTGATAGTGGGTGGCAACCTCCTCATACGTATCAAGCATTTTGTATTCGGCATGTTGCAGCCAATTTTGCTCTCAGCTTCAAGG
AGCAGGATGTTAGGAGGAGGCTGGTGAATGCTGCTTATGCTAAAACGGAGGCCGATTTTGAGTATCGGTTCGACATCATCCACAACAATA

>AD-P219MCTA-12D RGA.0.23
TGAGTCCTGAGTAACTACTTGTGACCAAGTATACATCATATTCTTCCGAGTTATAAATATTTCTTCTCTAGTTTTCCTTTGTTCTTCCGTCACA
TGTTACTAAAGCAACAACATCACTTGATATTCTTTTTCTGAAGGAAACAGAAACAAGTCAAATAAGAATACCTATGGGCCTATTGGGTCGTGAT
TGTCGGCCCATAAATCAAATAACCACATCCACATAGCCATCGTGGTCGACATCATCAAGAACAATAAG

>AD-P219MCTA-12C RGA.0.22
TTGCTGATGATAGTGGCGATGATATTGGACCGAGTGAGTGATGAATGGATTTTTGACGGTTTAGAATTTCTCAAATAAAATCTTGTCGAAGTAT
AGTATCTAAACCAAGCAATAATCCTTTCATACAAAAAGTTGTTTGTCACTAAAACAAACCCCTAAATATATAAACCGAAGTATTCAAACCTCGG
GTCATTCTCCCTAGGAATTGTAATGAAGTGTTTTGTAATTGGTTGAGTTATTTTTGGGGTTTTGATAAGAGGCATGAAAGTAAATGGCAATGAA
GATAAACTAACAACTATAAAAGGCTCTTGGCAAGGTATGAAAATTAGAAGTCCTATCCTAGTTATCCTTCTCAATTGTGATGAGAATTGTTCAT
TGCTACCACTTAGTTACTCAGGACTCATCAANCAATTGAGAAGGATAACTAGGATAGGACTTCTAAT

>AD-P2378NCTC-11D RGA.0.38
TGAGTCCTGATTAACTCTCGGCAACAGGTACTTATTCTTTATTGTGACTTTGTTTAGCTGCCTGTAATGCACACAGAGCCGCATACTCCTGTCC
TTTTTCTTTACTAGTAGCACCGGCGCACCCCATGGAAAAACACTTGGTCGGATAAAATTTTTACCTAATAGATCCTCCAAGTGAGACTTTAGCT
CGGCCATTTCCAGCGGTGACATCCTGTAAGGAGCACTCGAGATTGGTCCAGCCCCAGGCACCAACTCAATAGCAAACTCAACCTCTCAGTTAGG
TGAAAATTCATCAATGTCATCTAGAATCAAAATAATTT

>AD-P2378NCTC-11E RGA.0.35
TTATTTTGATTCTAGATGACATTGAGGGACTTGAGCAAAATTCTGATTCAGAGGCTGAAAAGGACTGCAGATGCTGTTGGATTCTGACCTCCTT
GCACTCGAAGTGGATTTTCTAGAATCTACAGAAACCCAATTGGCACGCACTCAATTGCGTTGGAAAGTAAACATCCTTGGCTTTCCAGCAATAT
ATAATAGTCCATACTTTGCCCGAGATTTGATGGCCCAAACAGGCGTTCCATGTCAGCTCAAGAATTCTGGCGTAAAACACCGGAACTGGCAAAA
GAATGGGAGTTACTCAAG

>AD-P2378NCTC-11F RGA.0.40
GAGTCTTGTAGTAACTCTTGTTGTGTTCAGACACCTCCGAGTTCAATATTATTGACCTCTTTTTCTTTTGTACAACCGCGTAGGTCCAAACTTT
CATTATAACACCTCCTTGCCAATTTCTACTCTCCTCTTACAGTGACTATTCTATCCGAAGTCAGAAATTTCATGCAGAAATGAGAAGTAAAAGC
GACTATGGCAAGTCGGTTCAATGTCATCTAGAATCAAAATAATTTTA

>AD-P2391IMCTA-13D RGA.0.43
CAGCATGAAGGTATGGATATCCTTCAAAACATTGGTTGCATTGACACTGGTAAGCATATCCAGTCTCTGCATCCACACAAATACTATTTCCCTT
GCAAGCGTTGGTACCTCTACTCAAAGATTCTTTACATATCTCGTTTCCAACACTCCAATTGAACACCACAGGGAATATCTGATATGGTAGATTC
TCCACGTCGTCCAGCACCATCAGCG

>AD-P2391MCTA-13E RGA.0.45
GCCACATTACTTCAGCCTGTAT
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>AD-P2414MC-17B RGA.0.49
GTCCTGAGTAACACACGTTTCTAAGACTTTGGCCAAGTTCTCTAAACAACTATCAAATGAAGTCTCATACACACTGAAGTCATCCATAAAGACT
TCCAAACAACTCTCAATAAGATCGAAAAAGACACTAGTCATGCACCGCTGAAAAGTGGCGGGTGCATTGCATAGCCCAAATGGCATCCTTTTGT
AAGCAAAGGTGCCAAAGGGACAAGTAAATGTGCTCTTTTCCTAATCCTCATGAGCAATATGTATCTGGAAGTAACCAGTATAACCATCAAGAAA
GCAATAATGGGATTTACCC

>AD-P2414MCTA-15B RGA.0.55
TGAGTCCTGAGTAACTAGTACCAAGTGACATGGATGGCTACCAAGAGGTCTACGTCAGCGAGAAAAGTCTGGATTTGACTGGGACTTGATCCTC
CAAGTCATTGCTGAACCAGAAGCATTTTGGACCCATGGTCAACTCCGGATGCGACCCAAGTGCATTGACACACATTTTTTCACTATAAAGGCTA
GAGCTTGGGCCCAGATCCTATCTCACTATGTCCTACCTAGCACCCACAGGTCGTCCAGCATCAGCAC

>AD-P2414MCTA-15A RGA.0.52
CTGATGCTGGACGACCTGTGGGTGACACCGTGCCCTCTATGGAACCCTTGCTGCACTTTGGGATCATTGGCAACTGGAATGAGGACACTCTTAT
ATTGGGCTCTATTATTCATCAAGAACAGACCCGCATGTTCAACACGTCCGGTGCCGGAGGTTCCTCTTCAGGTGCCACAGCAGCTGCCCCGGTC
CACTCCTCCTACATCCCTCTGCAAATGAGGGGTAAAGTCAGGGTAATTATGTTTACCGCATTTCCTATGAACCTGTTTGAAACTCATTTGTTGT
AGTTACTCAGGACTC

>AS-NBSMGGC-8E RGA.0.68
ATGAGTCCTGAGTAAGGCTGAAACTGGTTATCTCCTTTGGTAGCATTTCCTCCTGCCATACCTGCACAAACGATTTAGTTGAAAAAATACCTTG
CCCATCATATTTCCACACCACTCTATCCTCTATGTTCTGTACTAGCCTCACAGGTCTCAAAATGTCATGCAACTGGTTCAGTAGTTCTAATTCC
CATTGGAATAGCTCACGCTTCCATTGAAAGTTCCAAATCCACTCTAACCCATCCCAAAACCCACAAGCCCCAATAACAGAACCCTCCTGGTTTG
AAACAGAGCAGAGCCTCGGAAATCGATCTTTTATAGCTCCACCAAGAAGCCACACATCATCCACGA

>AS-NBSMGGC-8H RGA.0.74
ATGAGTCCTGAGTAAGGCAACAAAGGAACAGTATTGGGAGGCCGAAGCCGAAGCCGAAGCTGAAGCTGGTTTGGTTGAGGTGCCTAGGTTAGGT
GAGGGTAAGAGGTTGTAGGTTTAGTAGCTGTGGGAATGAAGGAATGAATGTAGATTGAAGCTTGGGCTGTGTTGTACTTCTAGATTGTTGTGTA
TATGTTCATCCACACATCATCCACGACAACCA

>AS-NBSMGGC-8I RGA.0.70
GGAGTGATCATGATTACAACAGGAGAGAGGGGTGTAGCTGATCTCTTGCGTGGTATCAGGCAAGGTTCATAGCTA

>AS-NBSMGGC-8I RGA.0.75
GTGATCATGATTATAACAAGAGAGGCGGGTGTTGCTGATTCTTGTGTGGTATCAGTCAAGGTTCCTAGCTACC

>AS-P219MCTA-12A RGA.0.84
TGAGTAACTATCATCCTAATCACAACGTGTGTTACATAGTAGGACTACACGTAGGAATTGGAGGCCGCGACCCAGTAATCTTAGCCTAGTGGGG
ACGATCCCAACTCCGATACCTCAGTCGTAGATCCTGATAGGGTTTGGGGTGAGACCGCCTCTGAGCCCTACAAGAATCGCGTCCACAGGTTGGG
GTTGCTCTTCGCCAGCAGCCTCCGCACTTCCATATTGGCGGCTTCATCTGCCTCTGCCTCTGCCACCAGTCCTGCCAATTCCGAGGAAGTTGTC
GATTTGAGGGAGGAGATGCATAAGCTCACACAGGAGCTTGACCAACAAGTTCAGCAGTCAGAGGAGAGGTACAATGAACTTCTTACACACATGG
GAGACACCGTTGCCATAACGGCGGAGCTGACAGAGAAGCTGGAGCGGTTAGAACGTTTGTGAGACTAGATAGTGGTATACAACGAGTAGATGCA
CGCTGGAGGCAGCAACGCTACTGGTACCAGCGACGGTTCTGCTAGTGGATCATCGACATCATCAAGAACAATAA

>AD-P219MCTA-12G RGA.0.24
TGAGTCCTGAGTAACTTAAGACTAATAACAATATACTAAAAACTAACTAGATTATACCAAAAATATACTAAAAACAATGCCAAAAAGCGTATAA
ATTATCCGCTCATCATTGGGCGTGATGACAAACGCAAAAGAATCAATTGATTCTATTTCGACATCATCAAGAACAATAA

>AS-P219MCTA-12F RGA.0.88
TCCTGAGTAACTAAAAACTAATAAAAATATACTAAAAACTAACTAGATCATACCTTAAACATACTCAAAACAATGCCAACAAGTGTACAAATTA
TCCGCTCATCACTTATCTCTTGTTGTCACTATGATTCTGCTACTTGCCCCAAACCAGGTATGTCCTCCACATAAATCTTCCATGGGGTCTGAAT
CATCGACATCATCAAGAACAATAAG

>AS-P219MCTA-12E RGA.0.87
TGAGTCCTGAGTTACTACATAGGGTTTAGAAATTCTCCAATGGTACCATCTCAGGGCGAAGGAGGTCGAGTCTGAAGGGGCACTGCATCTACAT
GTTCCATCATCTCAGTTCAGAATTTGAATATCGGGATCTGACTCCGGTTGAGCGATTTCAGCCGAAGTGAAAGGGGGGCGAAATATTAGAGGTT
TTTGCAGAAGAAACAACAGAAAGGTCGACATCATCAAGAACAATAAGGACGNNNTCATCAAGAACAATAA

>AS-P2378MCTC-11C RGA.0.90
TGAGTCCTGAGTAACTCTTGGAGCAATGCATTCGAGTGTCGCAGAGGACAGACCGAGCAGCTACGCTTTTTCAGGCGATATGGAGCTCGAGATT
GGGTTGAAGTTTCTCAACCGGGAAACAGCAATGCTGGCAGTCAAAAACTACAACATCCGTAGGAGTGCAGAATATAAGGTGGTAGAGTCAGACC
AAAGTAGGTATGTATGTCGATGCAAGCAGTTCGAGGATCAATGTCGTTGGATGGTACGGGTCGCGAAGACAAGGTCTTCAAGATTTTGGGAAAT
TCGAAAATACGAAGGGCCTCATAGTTGCTTGGCAAGTTCGATGTCTCAAGATCACGCTCAACTTGACATCAATGTCATCTAGAATCAAAAT

>AS-P2378MCTC-11H RGA.0.91
TATATGCAAGAGATG

>AS-P2391MCTA-13C RGA.0.92
AATCTTGGTTGTATTGACACCGGTAAGCATATCCACTCTCTGCATCCAGACAAGTACTATCTCCCTTGCAAGCGTTGGTAGCTCTTCTCAAAAT
TTTTTTACATGTCTCATTTCCAACACTCCAATTGATGAACACCACAGGAAATATCTGGTATGGTAGATTCTCCACGTCGTCCAGCACCAT

>AS-P2414MC-17A RGA.0.93
TTCGATGCGGCTCGTGGGTAG
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>AS-P2414MC-17H RGA.0.98
TGAGTCCTGAGTAACGAAGGGTTCTGTCTGGTTTTCCGAATTTCACAAATTTCTCTCCCATCGTTCACTCCTGAATGCTGAAACTGGTTTGCTG
ATCCATAGTGCGTTCAGCCGTTTACCGTGACTAGATGGG

>AS-P2414MCTC-10B RGA.0.104
TGCTGATGCTGGACGACCTGTGGTTGCCGGAAGACACTATTGTTGTCACTGCTGAAAGAGGGAAAAGCTGTGGCATTGTTCTGGCCGCCAGGAG
AAGTTATGAGGCCTCTTGAACCACCGCTGGAGCTTCTGGCTACTTCTGTCGTTGTCAAAAAAGTTGCCAGTAAGGGTTTTATTTGAGGTTTTTG
TTCTTTTTGAATTTTGAGGTTACTATGGTCACTGCCTGCTGGTTTCAGTCATCGTGATTGGAATTCATCGCCGCTGCCGCTTGAGGTGGCTGTC
GGGCTGCCGCCGAGCCGGTTCGAAGACCGCCGCGGTGTCGGTTCAGCCTTTCCTCCTTCGATTCGGTAAGCGTTTTCGATTTGAAAGCCCTTTA
GTTACTGTTCTGTTATCATACGCTGAGGTTTGTGGAGTTACTCA

GGACTCA

>AS-P2414MCTA-15C RGA.0.101
AGTCCTGAGTAACTAAAAACTAATAAAAATATACTAAAAACTCAACTAAATATACTAAAAACAATGCCAAAAAGCGTACAAATTATCCGCTCAT
CAGCTTACAAACCAACAAGTTCAACAAAAGTCCACAGGTCGTCCAGCATCAGCACGAACCAAGAATCTATATCATCCTCTTCATCATCAAATAT
AAATTCATATATAGTTACTCAGGACTCA

>AS-P2414MCTC-10A RGA.0.105
TGAGTAACTCTCTCACCAGAATCTCTTCATCTTCAGGAAACACCCCAAGATATAGGAAGCATGGCTTCATTTTCTCAGACAGATCATCGTAGCT
AAGCTTCAATATCTCCATCATCTTCTTACCTTCCTTGTCTTCAGTAAAAGACCAGTAAGGGAGCAGGTTCTTGATTTCTTCCCATGCATCCTCT
GATCTCTCCTTCTTCGCGACAATCCCGGCTGTGGTTTTGATAGCCAATGGTAAACCTTTGCAGCTTTTGAAAGCAATTGATCTTCCAATAAGCT
CTAAAGGAGGAGGACACTCTTCTCTGCCAAACACCTTATTGCGGAATATTTCCCAACTTTGATCTTCATCCAACAAGTTTAGTTGGTGGTGAGG
CTCCTTTGACCTTGCATAATTCGCCACTTGATCATTACGAGTAGTTACTAGTATCATGCTGCCATTGTTGTTATCCGGTAAAGGAGCCTTTAGC
TTGTCCCATACGTTTGCTTCCCACAGGTCGTCCAGCATC

>AS-P2414MC-17D RGA.0.97
GAGTAACACTGACAGAAAACATGGAAAGAAAACGAAGGTTGCCAAAAGGCAGCAGTCACTTTACTGATGAAGCTAGCATTGAAGATCCTATGGA
AATATCCCAAGTGTTACCTAGTGAAAATGCAGAGAGTAGTGACTTCGTCACATCATGCATAGAACGAATGAATCAGCTCGAGTCAACCCTGGTA
TTTTGGGAATATATTGCACAAGATGTGAATGAAACCCTTGGTCAAAGTCATTCAAACTTGGATGTCGATGAATCCACAGGTCGTCCAGCATC

>AD-P2414MCTC-10D RGA.0.58
GAGTAACTCTGACAGAAAACATGGAAAGAAAACGAAGGTTGCCAAAAGGCAGCAGTCACTTTACTGATGAAGCTAGCATTGAAGATCCTATGGA
AATATCCCAAGTGTTACCTAGTGAAAATGCAGAGAGTAGTGACTTCGTCACATCATGCATAGAACGAATGAATCAGACTCGAGTCAACCCTGGT
ATTTTGGGAATATATTGCACAAGATGTGAAT

>AS-NBSMCTC-14C RGA.0.60
GTGAGGTTCCTTTGAGCCTGCATAACATTTCGTGTAGTTAGCAATATCCTGCTCCCGTTATTGTGTTTTGGGAGAAGATAATACTTCAGCTTGT
TCCACACCTGAGTG

>AS-NBSMCTC-14B RGA.0.59
GTGGCATCAAAGGGGCCTCAGGAGTATGATTGGTCAGCATATAGAGACTTGTTTCAACTAGTTCAAGATTGCGAGCTCAAGTTACAGGCCATAA
TGTCATCCCACCAGTGTGGAGGCCATGTGGGAGATTCCGTTTCCATCCCAATCCCTAAATGGGTCCTTGAAATCGGAGTATCAGACCCTGATAT
CTTCTACACCAATCCCAATGGCATAAGGAACAAGGAATGTTTGTCTATTGGGGTTGACAATAGGCCTTTATTCCATGGCAGAACTGCTATTGAG
GTTGAACATGTCCAAAATTTCTGTGCACTGACTCATATTCTTTCTATTTATTGCTAACTATTTCGGAGAACATGAGTTACTCAGG

>AD-P2414MC-17E RGA.0.51
TGAGTCCTGAGTAACCAGTACCAAGTGACATGGATGGCTACCAAGAGGTCTACGTCAGCGAGAAAAGTCTGGATTTGACTGGGACTTGATCCGT
CCAAGTCATTGCTGAACCAGAAGCATTTTGGACCCATGGTCAACTCCGGATGCGACCCAAGTGCATTGACACACATTTTTTCACTATAAAGGCT
AGAGCTTGGGCCCAGATCCTATCTCACTATGTCCTACCTAGCACCCACAG

>AD-P2414MC-17C RGA.0.50
CTGGAATGAGGACACTCTTATATAGGGCTCTATAATTCATCAAGAACAGACCCGCATGTTCAACACGTCCGGTGCCGGAGGTTCCTCTTCAGGT
GCCACAGCAGCTGCCCCGGTCCACTCCTCCTACATCCCTCTGCAAGTGAGGGGTAAAGTCAGGGTAATTATGTTTACCGCATTTCCTATGAACC
TGTTTGAAACTCATTTGTTGTTGTTACTCA

>AS-P2414MC-17I RGA.0.99
GAGTCCTGAGTAACTAAAAACTAATAAAAATATACTAAAAACTCAACTAAATATACTAAAAACAATGCGAAAAAGCGTACAAATTATCGGCTCA
TCAGCTTACAAA

>AA-P2378MCT-20D RGA.0.107
CCGACCAAGTGTTTCCCCGTGGGTT

>AD-NBS8MC-21E RGA.0.108
AATGCATTATAGTAAGGAGTTGTCGATGGATA

>AD-NBS8MC-21F RGA.0.109
GGGTCATCAGTGAAATAAACTTTTTGCAAGTCATCAGATGGTGAAGGTCTTTCTCGGAAGTCGGCTCTTGGATCTAGGTCTGCCAGTGCTGAGT
TGTTGTTGATGTTACTCAG

>AD-NBS8MGAG-22C RGA.0.110
ATATGCGCCTTGATCATCTCTGTTAGACACCGTCGGCCTTGCCGCATTGGTCTCGGGGATGGTAACGTTGTTGCTATCTTGTGAAGGATGCCAT
GTTTCTTCAGTAGGTCTCTTACT

>AD-P2378MCT-20C RGA.0.113
TCAGACCACCTTGCACTCGAAGTGGATTATCTAGAACTACAGAGACCCAATTGGCGCGCACTCAATTGCGTTGGAAAGTAAACATCCTTGGCTT
TCCAGCAATATATAATAGTCCATACTTTGCCCGAGATTTGATGGCCCAAACAGGCGTTCCATGTCAGCTCAAGAATTCTGGCGTAAAACAGCGG
AAATGGCACAAGAATGGGAGTTACTCAGGA
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>AS-NBS8MC-21A RGA.0.118

ATGATGTGTGGTATAATCAGGGACCAAGCATATCTCTCTTCATGAGCGACTAGACCAAGAAATTGGCTATTGATCAAGATCTGAGAGATTGAGT
TACCAAGGGATTGGGGCTCAATCAATCATGATTGCCAAGAGGTCAATGAGTTGCATGATTGAAGAGGATATGAGCTGGATTCAATCCAAAGAGA
CAATATCTCCTGATCTCAATGAATTCTCCCATTCTTTTATAGCTTTTATATACATTCTGCAAATTCTCATTCCCCTTTACATTCCTGCTATTTC
CATTTCAGCACTTTATTGCTTTCCTTTATTCTTATGCCATTCATGTTTCTGTAATTTATAATTCTGCATTTATAACTTACTCTGTTACTCAGG

>AS-NBS8MC-21C RGA.0.119
TTCATGAGCAATTAGACAAGGATTGGCTATTGATCAAGATCTGAGAGATTGAGTCACCAAGGGATTGGGGCTCAATCGATCATGATTGCCAAGA
GGTCAATGAGTAGCATGATTGAAGAGGATATAAGCTGTAATTGATCCAAAGAGACAACATCTCCTGATCTCAATGAATCTCCCAATTCTTATCT
ACCATTTTCTTTATAGCTTGCTAGAACATTCTGCAATACCCCATTCTCATATACAGTTACTCA

>AS-NBS8MC-21H RGA.0.120
TGAAAGAGATGCGAGATCAAGGAACTGAAATGTAAAGAAATAGTGGTTGAAAAAAGTCGTGGACTCTGAGTGAAGTGATGGATCCATTGTATAC
TAAAAATACTTTTGAAAACTAATGTACTACTGTTTATACTGAGGATATAAGACGTTATGCGCCCAGCAGGGACGGTGGTTACTCAGGACTCATC
ACCACACATCATCCACGA

>AS-P219P15-18A RGA.0.124
ATCTCTACAAACAGCCACGACAAAAAGTTACATAGAGGAAGAAAAAGGAAATAAGTATAGAAACAAATCAGGCAAATAGACAAACAAATACCCA
AAGCAGTCCGAACCAAGGAAGGATCATTCAAAAATCTTTTTGTATCAAGATGGGGTGGTTTCCACCAGAGATCCTCTAGAACAACTACAAAAGC
GCGTTCGACATCATCAAGAACAAT

>AS-P219P15-18A RGA.0.125
GAATCTTACTCCTTCCCTAATAGTTCTTGATGGTGTCGACAGGGTGTCTTCTCAAAAAAACTCG

>AS-P2378MCT-20E RGA.0.126
CTAAGAGATAAGAAGGAATCTTATCTCTGGGTGACATCATGACAACTTTATCTCACATCACTCCTCTTTATGATTATTTAAGGACAAACTTACT
TTATGTCACACCATATTGTACATGATTATCAAAGACAAAATATCATGATTACTTATGGGCATTATGATTGTTGTGGGTCCCATTCTTCACGGAC
TGTATTTCGTAATGGGCTCATGTTCATCAATGTCATCTAGAATC

>AS-P2378MCT-20F RGA.0.127
GATTCTAGATGACATTGATGCACATGAGCTCATTACGACGATACCATCTGTGAAGAATGGGACCCAGCAAGAATCATGATGTCCAGAAGTCATA
ATGGTATTATGTCTTTAATAATCATGTAAAATCATGGTGTGACATAAAGTAAGTTTGTCCTTTAGTAATCATAAAAAGGTGTGATGTGAGATAA
AGTTGTCATGATGTAGAGATAAGATTCGCTTCTTATCTACTAGTAGTGCGCACCACGTGTCTGTAGTTACTC

>AS-P2378MCT-20H RGA.0.129
GATTCTAGATGACATTGATCCAGTATGAAAAGCATGTGCTTAGTTCCTACAAGTACCATCACAGGATGGAGAATGTTTATAGACTACATGAGGC
TCCACACTGCTACAAGGAAGGATCATT

>AS-P2378MCT-20A RGA.0.130
TTTCCAACCTTGGTATGCCTTTGGGGGGGCTTGGGGGGGGGGGGGCCTTGGGTTTTAAGTTTGGGTTGG

>AS-P2414MCTT-19B RGA.0.135
GATTGAAAATGAGGCTTGATAGAAAATTGCAAAACTTTGGTTTTGGGCCAAACTTTAGCGGGCTATAACTTGGTTTTCGGAACTCCAAGTTACT
CAGGA

>AA-P2378MC-20D RGA.0.137
TTGATTCTAGAAGACTTTTATGAGTCCTGAGTAACTGTGACCTTGTTCAGCTGCCTGCGATCCACACAGAGCCGCATACTCCCATCTTTTTTCT
TTACCAGTTACACTGGGGCACCCCACGGGGAAACACTTGGTCGGATAAAGTTCTTACCCAAAAAATCCTCTAACTGAGACTTTAGGTCGGACAT
CTCCAACGGTGACATTCTATAAGGAGCACTTGAGATTGGTCCCGCCCCAGGCACCAATGCGATAGCAAACTCGACCTCTCGGTTAGGTGGAAAT
TCATCAATGTCATCTAGA

ATCAAAATAATT

>AD-NBSMC-21G RGA.0.138
CAAGTACTATTATTAGCCGGAGGATCGTAAACCAT

>AD-NBSMC-21G RGA.0.139
CTGCACCACACATGGAGTGGGAAGTGCCATGGGT

>AD-NBSMGAG-22C RGA.0.140
CGTGGATGATGTGTGGTAAGCCCAGAGTGCATCAACAAGTCTAGTGCTCCAGTCCTTTCGATGAGACTTGACCGTCTTCTACAATATGCGCTTG
ATCTCTCTGTTAGACACCTCGGCTTGCCCATTGGTCTGGGGATGGTAAGTTGTTGCTATCTTGTGAAGGATGCCATGTTTCTTCAGTAGGCCTC
TTACTCAGGAC

>AD-P2378MC-20B RGA.0.229
CCTGAGTAACTAGACGAGACCGCCAACTAGCTATCGATATAGAGTAGGATTATCCAGAACAGTGACATCCATAGGAGTAAATCGAACATTAGGC
TCGAGAGGAGTAGGTTCAGTGTGACTATCTATAATTCCGGCTCGAGTAAGGAGATCTGAAGCATAATTAGCCTGAGAGAGATAGATGTCATCAT
CGGTGGATATGACTTCTAGAGCAAGAAAGTAGCTGAGAAAGAGCAAGATCTTGCATCTCAAAAGTGTGCTGAAGCGATCCCTTGAGATCAGAGA
T

>AS-NBSMC-21B RGA.0.148
TCAATGTCTCTTCCTTGCCATTGTGGCTCCTCATCTCATGATTCTTTGAT

>AS-P2378MC-20A RGA.0.155
AACAAAAGTTGTATCATGGTTGTAAAAACTTTTCGACATGTAGCAAATGTCTATGCGGGACAAGAAAAATAGGGCACGACAGAAATTTAGGCAT
CGAAATGGACCAACAAATTTTGTAAGAATACGCGCAAGATTCGTACAACTTTTCAAACCTTGTGATGCATTTGTGTGTCGTTTGTGTGGTGT
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>AS-P2378MC-20H RGA.0.156
AAATTATTTTGATTCTAGATGACATTGATCCAGAATGAAAAGCATGAGCTTATTCCTACAAGAACAATCACAGGATGGAGAATGTGTATAGACT
ACATGAGGCTCAACACTGCTACAAGGAAGGATCATTCCCCCTGCCTCTCATTGATCAAATGCTTGAGAGGTTAGCTGGTCATGCTTTTTATTGT
TTTCTAGATGGATATTCTGGATATAGTTACTCAGGACTCATCAATGTCNTCTAGAATCAAAATAATTT

>AS-P2378MC-20A RGA.0.157
TTGGTTTTACAAAATTAAATTTGGACTGGACTTACCAGCTACTTCTAAAAAAAATTGTGGAATTC

>AS-P2378MC-20I RGA.0.159
TCTCGAGTGCTCCGTATAGGATGTCACCACTGGAAATGTCTGAGTTACTCAGGACT

>AS-P2414MC-17A RGA.0.164
GATGCTGGACGACCTGTGGTTGCCGGAAGACACTATTGTTGTCACTGCTGAAAGAGGGAAAAGCTGTGGCATTGTTCTGGCCGCCAGGAGAAGT
TATGAGGCCTCTTGAACCACCGCTGGAGCTTCTGGCTACTTCTGTCGTTGTCAAAAAAGTTGCCAGTAAGGGTTTTATTTGAGGTTTTTGTTCT
TTTTGAATTTTGAGGTTACTATGGTCACTGCCTGCTGGTTTCAGTCATCGTGATTGGAATTCATCGCCGCTGCCGCTTGAGGTGGCTGTCGGGC
TGCCGCCGAGCCGGTTCGAAGACCGCCGCGGTGTCGGTTCAGCCTTTCCTCCTTCGATTCGGTAAGCGTTTTCGATTTGAAAGCCCTTTAGTTA
CTGTTCTGTTATCATACGCTGAGGTTTGTGGCGTTACTCAGGACTCA

>AS-P2378MCTC-11H RGA.0.162
GGTTCGTGCTGATGCTGGACGACCTGTGGATTCATCAACATCCAAGTTTGAATGACTTTGAACAAGGGTTTCATTCACATCTTGTGCAATATAT
TCCCAAAATACCAGGG

>AA-NBSMCTT-241 RGA.0.169
GATGATTGGTGGTGGTGATGATGAGTCCTGAGTAACTTGAGGTAGGACAAGCTAAAAGGTGATGATGAGAAAAAGGAAGCGGCGTAGTAGTGGA
GGTGGAGGAATGATACCAAGACAGTTGCTTGATTTAGTTGCAAGTGGCACAGCCGAAGTAGACGATCAAGTATCTAATTCTTCTTCAGAAGAAA
GAACTCGATCCAGCACACCTCAAAACCATAAAAACAGCAATGGCAAAATGGAGAATACTGGAGAGGATTTAGAATCATCACAACAAGTTNGGGA
TAATCCCAACAAGTTTCAGAGACTGAACCCTGCCACACATCATCCAC

>AD-NBSMCTT-24B RGA.0.170
CAGTAGCGATAGGGGAACTTGTTTGAATCCTTAGGAGGGTTATCCGTCTCAAGAACATCAATGGGGCCCGTGGTTTTCTGCAAGAGTGGCTTGA
CCGTTTGCTCTTGGTGCGCTCTGTTGGGAATAGGCTTCTTGGGAGCTTTCCCTTTGTTCTTCTTGATAACCATCCTATGAGAGTAAAGAAGGGA
AGTACATCAAATCCAAGTAAGCGGAAGTGAATATGATGATGTGATGAAAAATGAAGCCATAGAATATGGGTATCGTGGTCACATGACAGCTGCA
ACATGTGACTAAGATAACATGAAAAGAGCATGGCAAATCATCTCCATATGGTGTAAGGGCGATGATGCATGCAAGTAGGGTAGCATGAGAAGCA
TGTA

>AD-NBSMCTT-24F RGA.0.172
CCTATCATTTCGCGTAGTCATCAATATCCTG

>AD-NBSMCTT-24J RGA.0.174
AAATGTTGAGTACGATCATTGGACAATGTT

>AD-NBSMCTT-24C RGA.0.177
GAGTAACTTCAAGCACAATTCAAAGGAGAATTACGAAACCATGCTATTTCATTGAATAAATGTGGGAAAAGGTGAATAAATACCTCAAAATAAG
CACAAAATAAACCACGAAATCGGGGTTTATCACTCATCAAGGTGGTTTGTGCTTGTACTCATCTTGGAACTTCCACCAATGCTTGGACTTCCAA
TAAGCTCCATCATTCAAGATCAATATCTCCAAGCTTTGATGGATTTCTTCACAAACCATGGGCTCCAAATGTTGATCCTCATCTTGCAATCCGG
GACCCACACTTTATTTTCACACCCATCTCCAAGTTGATTATTATTAGTCCATGTGGGTGGTGAGCAAAGTGAATTCTCAAAGAAATGACCACAC
ATCATCC

>AD-NBSMCTT-24G RGA.0.179
CACAATTGCATTTACCTCTTGGCAACAAAAATCTTCCTCAACCTCTCTTGAATCTTCTTCATCATCACTCGAGATTCAATATCGGAAGTTGTGT
GAAGTCCACATCAGCATCTCCTTCCAAATCTAATAATGGAGACTCATGAAGGTCATTGAAGGAATTACCCAAGTCAGACAAAAAATCTTGAATG
ATGAAATCCTCTTGGCTGATTCCTACCAACTCTTCATTTATCTCTTTAGGCACTTCATATTGTGACTTGACATCTTCTTCTTGATTTGTCAATG
CTTCTTGCACTCCACACTTTTCACTTGGTTCC

>AD-NBSMCTT-24N RGA.0.180
CAATTCAAGACTCAAAAAGTTGCTTATGTCTCTGTCAAGTTACTCAGGACTCA

>AD-P216MCAC-E4 RGA.0.181
TCATCCTCATCATCACCGGCCTGGTAATCAACCCCATACCTCTTATTCAAGTAATCCACAGCAGCAGGTGTTAGCACAAGCTTATCAGCATTCA
AAATATCTAACAAATTCAGCGTCCTCGGCGACAAAACCTTCACCGTCCCAATGTTCCGGCTCGAAAGCATCACGTCCTCCGGCACTTACATC

>AD-P216MCAC-E4 RGA.0.182
AGAAGAAGATTATGAAGATGGAGGAGTCGCAGAAGAAGGTACTTGATTTTGTGTTCTTGGGCAATTTTTACTTGCGACAGTTACTAGTTACATG
TGTTACTC

>AD-P216MCAG-F2 RGA.0.183
AGTGCGCGTTTATTGGCAGCCAATTCTGTTCTTCACACACCCTACAGTATTTTGAATTGGACCTTCATTTTCTTCGAGATCTTGTCAATCAGAA
GGCTTTCTATATTGTTCACACCCCTCTGTTACTCAGGA

>AD-P216MC-G4 RGA.0.184

GGTTTGGTCCTGGGAGCAGAATCCTAGTGACAACTAGAGATGTGCACGTGCTAAAGGGACCAGAGGTGCATGATATTTATAAGGTTACTCAGGA
TGCATCAAATGTNTGTGTCTGTATCATGTTGT

>AD-P216MCTT-C5 RGA.0.185
ACATACATGAAGTTACTCAGG
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>AS-NBSMCTT-24D RGA.0.187
GATGAAGTTTGGGTTGGAAACTTTTAAAACTTGTAGGGCCCTTTTGCTTGTATGTGTAGCAGGCCCCTAAAATTATATTATTTTTTTATCCAAA
GTTTATGAGTA

>AS-NBSMCTT-24L RGA.0.189
AGCCACGAAGCATCCAGCGGGGAACCACTCTGTATTGCGGTGTGATCCAATCGATATGATAGTGGCCGAGGTGCATCTAGCAAAGCGAGATGAG
A

>AS-NBSMCTT-24E RGA.0.192
TGATCTCATCCTCTTCATGACAACCCCTGCTATGGTCACGATAGCCAAGGGCAAACCCTTGCAACTTTTGGCAATTGATTCACCAATAGGCTCT
AAATCAGCAGGACACTCTTCTCCACCAAGCACCTCGCTGCGAGACAATTCCCAACTGTCTTCTTCATTCAAAGGGCCAAGTTGATGGTGAGGTT
CCTTTGACATTGCATAGTTTGCCACCCTATCATTTCGCGTAGTGACCAATATCCTGCTCCCATTATTCTGTTCTGGTAGAACATAATCCTTCAG
CTTGTTCCACGCTTGAGTGTCCCACACATCATCCACGA

>AS-NBSMCTT-24K RGA.0.193
GGATTGAGCAAATTTAGTTTAGTGGTCGATTTAGCTCAAGCGAATCAAGTATTTGTTGAGTGATTTTATATCTAACAGTAAGTAAATAGCAGGA
AATGTCTGACATGTGCTGAATCATATC

>AS-NBSMCTT-24M RGA.0.194

ATATTTGGGGCGTTGGGCGGTGTCTACGGGCGGATGGCACATAAGCTGGAATGTGGCTTGCGTC
>AS-NBSMCTT-240 RGA.0.195
ATGCTTGGTCCCTGTTTTTGTCCCACC

>AS-P216MCAA-D2 RGA.0.196
AGGAAGTAGAATAATAATCACAGCCAGAGATATGCACTTGATATGCATGGAGTCCATGGAACTTGCGGAAGTGTCATTCCCTCTTGAAAGAAAT
GTATGTGTCTGTATGATGTTGTTACTCAG

>AS-P216MCAC-E5 RGA.0.197
TCACAGTTCAAAAATATCAAAGAAGACATTCCATATATGCCAAACTAACAAACAAATCACCAGGAAGAACCTTCATAAACTCATGCATTGGCAA
ACTTATTCACAGCAGCCGAATATGTGTGTTACTCAGGA

>AS-P216MCTT-C4 RGA.0.198
TCATAGTGAAGCTATTGCCTGGTCTTGGTGACTCGTGGTTTTTACTTCTCTCATTGAGGAGGTTTTCAAGTTACTCA

>AD-NBSMCTC-14A RGA.0.201
CTGGGATAGAGCTGCCAAGGGCAGTCCATCACACTTCTTTACGAGATCTCTGCCAAATGATGTCAAGGGTGGATTCTCCATAGAAAAAGTTGAC
AGGCGCTCATGTTTTGAAAACAGTAACCAACAATCTTCCTCAGACAATAAGCTCAGTTCATAGAGTGAAACAGTTTGCACCACAGAAGCCACTC
TTCTAATTCT

>AD-NBSMCTT-24F RGA.0.203
CCTATCATTTCGCGTAGTCATCAAGATCCTGCTCCCATTATTCTGTCCTGGTGACAGATAGTCCAACTTGTTCCACGCCTTATTGTCCCACAT

>AD-NBSMCTT-24J RGA.0.204
AATGAGCCATGTGAATGAATGAGCCAGTGATAGGCTACGATAACCTAGATTCGCGCATGATGGAGAGAGGGTGTAAGGGTTTCACGCATAGTTG
AGGAGAGGTAAAACGTTGACGACGGTGATTGGACAATGTTTGACAGCCACACATCATCCACGA

>AD-NBSMCTT-24L RGA.0.205
CAGTGTCGTATCATTTTCCAAACATCATC

>AD-NBSMCTT-24N RGA.0.206
GGCCATTCTTGTCGCGTTGGGGTTGCGACCCCGATGTTGCTCATGTCAATCACATTGGCTGGAACCACACATCATCCACGA

>AD-NBSMCTT-24F RGA.0.207
AGTTGCTTGGGTTTGTCATCGGTGATCGTAGCCATAGCAGGGGTTGTCATTAAGAGGAAGAGATCTAAAACAGAGTGT

>AD-NBSMCTT-24L RGA.0.208
ATCCAACAGTAAATAAATAGCAACTAATGTAGTAGCGGAGAAGGATGA

>AD-NBSMCTT-240 RGA.0.210
CCCCTGTTAATATCCCACATCATC

>AD-NBSMGCT-25A RGA.0.213
ATGCCTCGTAGTAAGGAGTTGTTGC

>AD-NBSMGGC-8D RGA.0.14
TGAGTCCTGAGTAAGGCATTCTTTTTCCTCTTTTTTATTACGCAAAAGGCTTCCGACAACTTTGGATGCAAGGGGATAAGCCACACATCTTCAG
ACGATTTCCTTGCCAATCTCCACCAGCTTTACCGGTTGCTCCTTGTTTGGATCAAATGCATAGTGTGTGAACAATGACCAATTGTCATCCTTAG
GTAATGACTGTAAGTGATGAGATTGAGTAGGGCATGTTTCCATGGCAGATGCAACAATCTGATCGCGTGTTGTGACCAAATAAGAAACACCTTT
GGATTCACTACCTCTAGAATTCAGCACAGATTTCAAGTCCTCCCATTTGTCATTGTCCCACACATCAT

>AD-P212MCT-9C RGA.0.216
TATTCCTGATCAATACGGAGACTGTGATTCTCTTGAATATGTCAGAATCGAGAACAACCAGTTCTCCGGTCAAGTACCACCGAAGTTCTGGAGC
CTCCCGAAGCTTCAGCTTCTTCAAATGGCTAACAACAGGTTTGAAGGTTCTGTCTCTTCTTCTGTATCCAGCGCCAGGGGAATCACTGTTCTTC
TTTTATCCGGTAGCAGCTTCTCA
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>AD-P212MCT-9A RGA.0.217
TGAGTCCTGAGTAACTTCATTATATGATCTGCGTCAGCTGTAACAAGAACATGCTTATCTCTTGTGGTCACTGTGATTCTGCTACTTGCCCCAA
ACCATGTATGTCCCCACATAAATCTTCCACTTGGTCTGAATCATTTACATCATCAAGAACAAGAAGCAGAGTCTCNGTGACAACAAGAGATAAG
CATGTTCTTGTTACAGCTGACGCAGATCATATAATGAAGTTACTCAGGACTCA

>AD-P212MCT-9B RGA.0.218
GATTATGTGAAGGACATACATGGTTTGGGGCAAGTAGCAGAATCATAGTGACAACAAGAGATAAGCATGTTCTTGTTACAGCTGACGCAGATCA
TAT

>AD-P216MCAA-26B RGA.0.220
TCTTCTTGTTCTTGATGATGTAAGTGAGGTGAAGTGTTTAGAGAATTTAGGCGAGAATCAAGATTGGTTTGGACCAGGAAGTAGAATAATAATC
ACAGCCAGAGATGTGCACTTGCTAGAAATACATGGAGTCCATGGAACTTGCGGAAGTGTCATTCCCTCTTGAAAGAAATGTATGATGTTGTTAC
TCAGGACTCA

>AS-P216MCTC-27A RGA.0.272
TTCTTGTTCTTGATGATGTAAGTACTTCTGATCAAATCATAAACTTAGTTGGAGGACATAATTGGTTGGGTCCTGGTAGTAGAATCATTGTTAC
AACTAGGGATAAACATGCAATTTGTAGAAGACGGATGACATATACAAAGTAAAGGCATTGGAATCTAGTGATGCCCAACAGCTTCTAAATTTGC
ATGCCTTTGATGGAACTGATGGACATTGCCTTGAATTGCGCTGGCATAATCTTGTGTCGAAAATGGTTGAATATGCTAAAGGCATCCCATTAGG
ATTGAAAGTTTTGGGTTCTTTTCTTTATGGAAAATGTTTTGAAGATTGGGGATGTCAATTACGGAAGCTTCAGAAAATGCCCCTTCAAGAGATT
CATAATGTGTTGAGTTACTCAGGACTC

>AD-P216MCTC-27C RGA.0.224
CTTCTTGTTCTTGATGATGTAAGTTGAGAAGCGCAGAAATACTGAGTTTTGCAATGAAATGTTGAGAATGATGAATAAGACATGATTGAGGATG
ATGAAAAGTTGATGATTGACTTGAGATTGAATGAATTCTTGAATGAGATACCTAGACAGTAGCAAAGATTGTGGTTCGTCCCACTTGCTCCGGG
TCAGTGATTGAGATACCTGGGTAGTCGCAAGGATTGTGGTTCGTCCCGCTTGCTCCAGGTCAGTGATTATGAAGTCTGGGTAGTAGCAGTAGTA
GTAGATTATTTCACTTACTCCAGGTTGAGCTTGTAAACACCCGCCTGGGTAGTAGCAGCAGTAGTAGTTACTCTACTTGCTCTGAGTTACTCAG
GACTCATC

>AD-P2378MCTA-23A RGA.0.231
CCTGAGTAACTAGACGAGTCCGCCAACTAGCTATCGATAAAGAGTAGGATTATCCAGAACAGTGCCATCCATAGGAGTAAATCGAACATTAGGC
TCGAGAGGAGTAGGTTCAGTGTGACTATCTATAATTCCGGCTCGAGTAAGGAGATCTGAAGCATATTTAGCCTGAGAGAGATAGATGTCATCAT
CGGTGGATATGACTTCTAGACCAAGAAAGTAGCTGAGAAAACCAAGATCTTTCATCTCAAAAGTATGCTGAAGGGATCCCTTGAGATCAGAGAT
ACCATCAATGTCATCTAG

AATCAAAATAAT

>AD-P2378MCTC-11G RGA.0.29
AATTATTTTGATTCTAGATGACATTGACAACATCCAAGCCCAAAAAGAAGAGCTCGAGCTACTCCCAGAGGTCCGAGAACAAGCGCATATAAGA
CAAGCAGCACTAAAGCAAAGAATGGCTATAGAGGTATAACCATGAAGTCAT

>AD-P2378MCTC-11G RGA.0.234

GGTATAACCAAAAAGTCATTCGAATAAGTTTTGCTACATACCATTATTTTGAAAATCAGATCGGACTGACCGGTTCAACTGAGTTACTCA
>AD-P2391MCTA-13E RGA.0.235
GCCACATTACGGCAGCCTGTATGGA

>AD-P2391MCTA-13B RGA.0.236
ATGGTGCTGGACGACGTGGACCACTATAGAGTGGAGTATGCTTCGCGGATACTATTCAGTGAAATGAGTAAAGAGAGAGATGAAGCAATTAGAG
CGAGTAATGCAATAAGACTGTCAAAGCCATCCTCCGTATTATTGAGTCCGTTTTGTCAGATAAATTTTACTGATATAGAAAATGAGTAATCCAA
CTACTAGCTAGTTTGTAAATTGAACAAATGCTGTAAAAAATTGCCATTTATAAACAACTTATATTCAATGAAATTTTTTTCCATAGTTACTCAG
GA

>AD-P2391MGAG-16B RGA.0.238
TATCGTTGTCTGGATCTCCAAGGTCGTTGTAGACATCGTAATCGTATATGCGGTCGAAGGTCTTGCGTTCGCCATGGCCATTCCCTCTGAGAAG
CTGTAGCTCCTCTCCCCTTAGCCTCTTCAATCCTTCTGGTGTGTCTGATGGCAAATATGACTGTGTAGTGGTGTATGAGTAAGAAACAAGTATC
AGAAAAAATAACAACTTCTAAAAGTAAGGTAATAATAAGAAGGTACCTTGTTGGTGAAAAAGATCCTCTTACTC

>AD-P2414MCTC-10C RGA.0.239
TTCGTGCTGATGCTGGACGACCTGTGGATTCATCAACATCCAAGTTTGAATGACTTTGAACAAGGGTTTCATTCACATCTTGTGCAATATATTC
CCAAAATACCAGGGTTGACTCGAGCTGATTCATTCGTTCTATGCATGATGTGACGAAGTCACTACTCTCTGCATTTTCACTAGGTAACACTTGG
GATATTTCCATAGGATCTTCAATGCTAGCTTCATCAGTAAAGTGACTGCTGCCTTTTGGCAACCTTCGTTTTCTTTCCATGTTTTCTGTCAGTG
TCAACAGAGTTACTCAGGACTCATCAACAGTNTAAGGTTGGGAATGGCGGTGTGTGACATCGGGTTGTGCACGTGTACCCTT

>AD-P2414MCTT-19C RGA.0.242
TTCGTGCTGATGCTGGACGACCTGTGGGTGCTAGGTAGGATATAGTGGGATAGGATATGGGCCCTGATGACAAGTCATCATATACCCATTTTTC
AAGCTAATTTCACTTGTTTTGTTAGCATTTATGCACTCTCTTGCATCCTAAGTAAGTGATTTGGAGTGAAAATGCGTACTTCTCTAAATCAAGC
AACCACCATGAAGTCACTCAGGAC

>AD-P2414MCTT-19B RGA.0.243
GTAGGTTTGTAAGTGAATAAAATGAGACTTTTGGATTGAAAATGAGGCTTGATAGAAAATTGCAAAACTTTGGTTTTGGGCCAAACTTTAGCGG
GCTATAACTTGGTTTTCGGAACTCCAAGTTACTCAGGACTC

>AS-NBSMC-21A RGA.0.245
TCGTGGATGATGTGTGGTATAATCAGGGACCAAGCATATCTCTCTTCATGAGCAACTAGACCAAGAAATTGGCTATTGATCAAGATCTGAGAGA
TTGAGTTACCAAGGGATTGGGGCTCAATCAATCATGATTGCCAAGAGGTCTATGAGTTGCATGATTGAAGAGGATATGAGCTGGATTCAATCCA
AAGAGACAATATCTCCTGATCTCAATGAATTCTCCCATTCTTTTATAGCTTTTATATACATTCTGCAAATTCTCATTCCCCTTTACATTCCTGC
TATTTCCATTTCAGCACTTTATTGCTTTCCTTTATTCTTTTGCCATTCATGTTTCTGTCATTTATAATTCTGCATTTATAACTTACTCTGTTAC
TCAGGACTCATCATCCCAC
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>AS-NBSMC-21B RGA.0.246
AATGTGGTTGGTGATCCACCCTTA

>AS-NBSMC-21C RGA.0.247
TGGATGATGTGTGGTATAATCAGGGTCCAAGCATATCTCTCTTCATGAACAATTAGACCAAGGAATTGGCTAATGATCAAGATCTGAGAGATTG
AGTCACCAAGGGATTGGGGCTCAATCGATCATGATTGCCAAGAGGTCAATGAGTTTCATGATTGAAGAGGATATAAGCTGGAATTGATCCAAAG
AGACAACATCTCCTGATCTCAATGAATCTCCCCATTCTTATCTACCACTTTCTTTATAGCTTGCTTCAACATTCTGCAATACCCCATTCTCATA
TACAGTTACTCAGGACT

>AS-NBSMC-21B RGA.0.249
GAGATCAGTAACAGAAGGGAGGAGTATAGAT

>AS-NBSMCTC-14D RGA.0.253
CTGAGTAAATCCCTCACCTTTGTATTCAACATCTTATTCGTCTGGTCGATATCATCATCATCACACCAATGAGGAACTAAATTCTCAATACTCT
TCCATTCTGTTTCTGATCTCTTCCTCTTTGCAAACAATAGCCAATGGCAAATCCTTGCAACTTTCGGCAATTGATTTACCAATAGGCTCTAACT
CAACAGGACACAACCTTTTTCTCCATTCAAACGGCTAGGTTCATGGTGAGGTTCCTTTGACCCTGCATAACATTTCGTGTAGTCACCAATATCC
TGCTCCCGTTATTGTGTTTTGGGAGAAGATAATACTTCAGCTTGTTCCACACCTGAGTGTTCCACACATCATCC

>AS-NBSMCTT-24D RGA.0.258
CTAATTTTTTTACCATTTTTTCTCATGTCTAACTTACCCAATAGAAAATGGAATTAGTGTCTTCTAAGCACGTGATTTTATGATTTTATCCTTT
TTACCACTTTCATCGAAACAGAGATACTATATAATATGTCATTATTATAATATGAGACTCTCTTATATACTTCTTTAATATAATAGTGGAGTAG
TATATTTGATTATTTTCTCATATTATGCACATGATTTTTTGTGGTTTTTTCCTTCTTCTTACAAAAAATATTCATAAACTTTGGATAAAAAAAT
TATTTAATTTTAGGGGCCTGCTACACTTACAAGCAAAAGGGCCCTACAAGTTTTAAAAGTTTCCAACCCAAACTT

>AS-NBSMCTT-24M RGA.0.259
CTCAGGACTCATCATACATTATTCATG

>AS-NBSMCTT-24A RGA.0.260
TTGTCCATTGGCCATCCAAAGATGAATTAGCTGTTCCTTTGAGATTCGAAAATCTTCAGGATAGAGAGCACAAAAACAAAAGCATTGCCGTGAT
GATGGCTTCAAATGAAAATAACTTAGTCACAAAGCACCCATGACAGCATCAATGTCCCAAAACTTACTTTCCAACACATTGAGCCATTCTTTTT
CCTCTTTTTTATTACGCAAAAGGCTTCCAACAACTTTGGATGCAAGGGGATTACCCACACATCTTCTGACGATTTCCTTGCCAATCTCCACCAG
CTTTGCAGGCTGCTCCTTGTTTTGGCCAAATGCATAGTGTGTGAACAATGACCAATTCTCATCCTTAGGTAATGGCTGTAAGTGATGAGATTGA
GTAGGGAATGTTTCCATGGCAGATGCAACAATCTGATCGCGTGTTGTGACCAAAATTGAAACACCTTTGGTTTCACTACCTCTTGAATTCAGCA
CAGACATCAAGTCCTCCCATTTGTCATTCTCCCACACATCAT

>AS-NBSMCTT-24H RGA.0.262
CGTGGATGATGTGTGGCTCGTGATGATGGTGCCGATGGCACCACGGTGCCAGAACAGTGATGAGTCCTGAGTAACTTGAATGAAAGTGTTGGCA
GATAGCGGTGAAGAAACTGAAGGCAATGAACTCGAAGGCAGAGATGGAATTTGCGGTAGAAGTAGAAGTACTGGGAAGGGTTAGGCACAAGAAT
TTGTTGGGACTGAGAGGGTACTGTGCAGGGAATGAAGAAAGGCTTATAGTGTACGATTACATGGCGAATCTAAGCCTTCTTTCTCATCTGCATG
GGCAGTTTGCAAATGAAGTGCAACTGGATTGGAAAAGGAGAATGAAGATTGCAATTGGATCTGCAGAAGGAGTGTTGTATTTGCACCATGACGT
CACACCACACATCATCCACGA

>AS-NBSMGCT-25B RGA.0.263
GGATCCATTCCATACTAAAAATACTTTTGAAAACTCAATGTAGCTACTGTTGATACTGAGGATATAAGACGTTATGCGCCCAGCAGTCACGATG
CTTACTCAGGACTCATCATCAAACATCATCCATG

>AS-NBSMGGC-8C RGA.0.267
TCCTGAGTAAGGCAGGAACAACCTTTATCGTATCATCGGAGAGTTCCCAGATCTCACTCTTCAATAAATGATTCCAATACTTGATATCAGAATT
TCCACGCAATAAGCCTCCAAGGGATTGAGCTGCCAAGGGCAATCCATCACACTTCTTTACGAGATCTCTGCCAACTTTTTTCAAGGTTGGATTC
TCCATAGAAACAGTTGAGAGGCGCGCATGTTTTGAAAACAGTAACCAACAATCTTCCTCAGACAATAAGCTCAGTTCATAAGGTGAAACAGTTT
GCACCACAGAAGCCACTCTTTTACTTCTAGTTGTTATGAGAATTTTACTTCCCTTGACCCCTTTTCGAAAAGGTTTTAGAAGTTTATTCCAATC
TTCATAACTTTCACTCCACACATCATCCACGAC

>AS-NBSMGGC-8J RGA.0.266
TCGTGGATGATGTGTGGGACAATGTCAAATGGGAGGATCTGAAGTCTGTGTTGAATTGTAGAGGTAGTGGAATCAAAGGAGTTTCAGTTTTGGT
CACCACACGAGATCCGAGTGTGGCATCTGTCATGACACCATGCAATAGTCATCACTTGCAGCCTTACTCAGGACTCATC

>AS-P216MCAA-26A RGA.0.269
TCTTGTTCTTGATGATGTAAGTGAGGTGAAGTGTTTAGAGAATTTAGGCGAGAATCAAGATTGGTTTGGACCAGGAAGTAGAATAATAATCACA
GCCAGAGATATGCACTTGATATGCATGGAGTCCATGGAACTTGCGGAAGTGTCATTCCCTCTTGAAAGAAATGTATGTGTCTGTATGATGTTGT
TACTCAGGACTCATCATACAGATACATACATTTATTTCAAGAGGGAATGACACTTCCGCAA

>AS-P216MC-28G RGA.0.271
GGTTTGGTCCTGGGAGCAGAATCATAGTGACAACTAGAG

>AS-P216MCTC-27D RGA.0.277
GTTCTTGATGATATAAGTCGTAACCAGTAACATCCAATATTTTTATTCAGAAGAATAATTTTTCTAATCGGCCTCTTCGTAACATAATGTGCAG
TTCATATGGACGCCGTATATGGGAGTGGGGGTTCCTGATGTCCTCGCCACCCATTTGGTTATCTGCTCCACTTAGTCGCCGCTAGTGTCATTCG
AATGCATAGAATGGCACGCAGCAGACCGAGTTAGACGACAGTTCGGGATCTAACAGCTTCCACCAAGCCCCGCGTTCGACCTTGGTCATGATCA
TTGCAAGCGGTTGACAGGAGCACAGAACCATGACTGGGGACAGATTTACAGACAATGAGTAACTCAGGACTCAACAAGAAGAAGATGANTTACC
ATCATAAAGAACAGGAGGA

>AS-P216MCTC-27E RGA.0.274
ACTTACATCATCTAGAACAAGA
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>AS-P216MCTC-27G RGA.0.276
AATTCTCAATTCAGCCAGCTAGATAGATACAGCGTGCAAAACGAAATTCTATGCTCTAAATCAAGGGCATGCCAATAATACGAGGTTAGGACAG
TTACTTTCATCATCAAGAACAAGA

>AS-P216MCTC-27F RGA.0.280
AGTCCTGAGTAACTCAAGTTATCAACTGATAAGGCACCCCTGACGAGCTTATTAATCCAAGCATATCCCTTGCACAGGAGCACCACAGACACAT
GCCTCAAGATTCAAACCCTTGGTGCCTAGCCTTATTTCTTATAAAATTTCTTTCTCCTTCAAACTCTCATTGTTCTTTTTTTTCTTCTTATTAG
GATCTTGTTGTTTGTCTAGTCTCAATAGGATGTGCTTCAAGCATGTGACTTAGAGTATATAGTTGCCTATATACCTTGTTGGTGAACCAACTTA
GCTAATCAATTACCATACCATATACATTGAGAACTTACATCATCAAGAACAA

>AS-P216MCTC-27D RGA.0.281
GTAACTCAGGGCTCAACACTTACATCATCAAGAAC

>AS-P2378MC-20G RGA.0.286
TCAGATGCTGATAATATGCAAAGGTTCATAATATG

>AS-P2378MC-20I RGA.0.289
ACTCGAGATTGTCCCAACCCCAGGCACCAACTCGATAGCAAACTCAATCTCT

>AS-P2378MCTA-23B RGA.0.290
TTTTGATTCTAGATGACACTGATGAACATGAGCCCATTACGAAATACAGTCCGTGAAGAATGGGACCCAGCAACAATTATAATGTCCATAAGTA
ATTATGATATTTTGTCTTTCATAATCATGTGAAATATGGTGTGACATAAAGTAAGTTTGTCCTTTTGTAATCATAAAAAGGAGTGATGTGAGAT
AAAGTTGTCATGATGTATCCAGAGGTAAGATTCCTTCTTATCTCTTAGTAGAGCGGTCCACGTGTCTGTTGTTACTCAAGAATCACACAAGTCG
TCTAGAATCAAAATAATTT

>AS-P2378MCTC-11B RGA.0.295
TGACCATAACGAGTCCTGAAAGCGGTCTTAGGGATATCTTCACCCCTCACCCTTATCTGGTGATAATCGGATCGCAAATCGATCTTGGAGAAAA
TCTCAGCTCCTTGTAACTGATCCATGAGATCATCAATCCTCGGCAACGGGTACTTATTCTTTATCGTGACCTTGTTCAGCTGCCTGTAATCTAC
GCAGAGCCGCATACTCCCATCTTTCTTCTTTACCAGTAACATTGGAGCACCCCACGGGGAAATACTTGGTCGGATAAAGTTCTTACCCAACAAA
TCCTCTAACTGAGACTTTAGCTCGACCATCTCTAACGGTGACATTCTATAAGGAGCACTTGAGATTGGTCCCGCCCCAGGCACCAATTCAATAG
CAAAATCAACCTCTCGATTAGGTGGAAATTCATCAATGTCATCT

AGAATCAAAAT

>AS-P2378MCTC-11H RGA.0.296
TTTGGAGAGTTACTCAGGACGCATCAATGTCATCTAGAATCAAAATAATTTT

>AS-P2414MCTT-19A RGA.0.302
CTGGACGACCTGTGGATGTGGACGCGGTCAAGGGAGAGGTCGAAGTGGCAGTGAGGGACTCGAAACGACTGAGAATAATCCTATAAACTTCATG
ACTACCCTGAAAAACATGGCTGCTGCTATGCAGGCCACGACTGTGGTGTTAGGGAATCAAGTAGGTAATGGGAACGGCAGTAATGGAAGAAACA
GGCCAATGACCTTAGCGACCTTCCTGAAAGTAAACCCACCAAACTTTAGAGGGGCGACGAACCCTATGGAGGCAGATAATTGGTTTCAGGCTAT
GGAAAGAGCCTTGCAAGCGCAATAGGTGCCTAAGGAGAGATAAGCCTCAAAGTAGTCCCTGAACTTGCACTCGAGTCTCAAAGTAATCCCTGAA
GTTACTCAAGA

>AD-P212MCT-9C RGA.0.219
ATATGATCTGCGTCCGCCGTAACAAGAACATGCTTATCTCTTGTTGTCACTATGATTCTGCTACTTGCCCCAAACCATGTATGTCCTCCACATA
AATCTTCC

>AS-P2378MCTA-23E RGA.0.292
ATTTTGATTCTAGATGACATTGATCCAGAATGAAAAGAATGAGCTTATTCCTACAAGAACAATCACAGGATGGAGAATGTGTATAGACTACATG
AGGCTCAACACTGCTACAAGGAAGGATCATTCCCCCTGCCTCTCATTGATCAAATGCTTGAGAGGTTAGCTGGTCATGCTTTTTATTGTTTTCT
AGATGGATATTCTGGATATAGTTACTCAGGACAATCCAATGTCATCTAGAATCAAAAT

>AS-NBSMGGC-8F RGA.0.265
GTGACAGTTATGAAGATTGGAATAAAC

>AD-P216MCTC-27B RGA.0.222
GTTCTTGATGATGTAAGTACTTCTGATCAAATCACAAACTTAGTTGGAGGACATAATTGGTTGGGTCCTGGTAGTAGAATCATTGTTACAACTA
GGGATAAACATGCAATTTGTAAAGCGGATGACATATACAAAGTAAAGGCATTGGAATCTAGTGATGCCCGACAGCTGCTAAGTTTGCATGCCTT
TGATGGAACTGATGGGCATTGCCTTGAATTGCACTGGCATAATCTTGTGTCGAAAATGGTTGAATATGCTAAAGGCATCCCATTAGGATTGAAA
GTTCTGGGTTCTTTTCTTTATGGCAAATGCTTTGAAGAATGGGAATGTCAATTCCAGAAGCTTCAGAAAATGCCCTTTCCAGAGATTCATAATG
TGATGAGTTACTCAGGACTCA

Seqiiéncias FASTA traduzidas para aminoicidos de amostras RGA-Display com
homologia para RGA usadas para Alinhamentos e Arvore Filogenética

> AD-NBSMGGC-8B
IVDDVWIDNSRNWESLHKPFQYGKKGSKVIVTTRNDNVADVVTISAYKLGLLSEKDCWSLEVKRVFLSTASKEYSTLSVGRELVKKCKGLPLAV
EALGSLLRTINYDERDWDSVLKSELWEVFEDQNDEITIPALLRTH

> AS-P2414MCTC-10A
MLDDLWEANVWDKLKAPLPDNNNGSMILVTTRNDQVANYARSKEPHHQLNLLDEDQSWEIFRNKVFGREECPPPLELIGRSIAFKSCKGLPLAT
KTTAGIVAKKERSEDAWEEIKNLLPYWSFTEDKEGKKMMEILKLSYDDLSEKMKPCFLYLGVFPEDEEILVRELL
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> AD-P212MCT-9C
EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVTADADH

> AS-NBSMCTT-24A
DVWENDKWEDLMSVLNSRGSETKGVSILVTTRDQIVASAMETFPTQSHHLOQPLPKDENWSLEFTHYAFGONKEQPAKLVEIGKEIVRRCVGNPLA
SKVVGSLLRNKKEEKEWLNVLESKFWDIDAVMGAL

> AS-NBSMGGC-8C
VVDDVWSESYEDWNKLLKPFRKGVKGSKILITTRSKRVASVVQTVSPYELSLLSEEDCWLLFSKHARLSTVSMENPTLKKVGRDLVKKCDGLPL
AAQSLGGLLRGNSDIKYWNHLLKSEIWELSDDTIKVVPALLR

> AD-NBSMCTT-24F
MWDNKAWNKLDYLSPGONNGSRILMTTRNDR

> AS-P219MCTA-12F
LIVLDDVDDSDPMEDLCGGHTWEFGASSRIIVTTRDKADNLYTCWHCFEYVGMILVE

> AD-P216MC-G4
FGPGSRILVTTRDVHVLKGPEVHDIYKVTQDASNXCVCIML

> AD-P212MCT-9A
LHYMICVSCNKNMLISCGHCDSATCPKPCMSPHKSSTWSESFTSSRTRSRVSVTTRDKHVLVTADADHIMKLLRT

> AD-P212MCT-9B
EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVTADADH

> AD-P216MCAA-26B
LLVLDDVSEVKCLENLGENQDWFGPGSRIIITARDVHLLEIHGVHGTCGSVIPS

> AS-P216MCTC-27A
LILVLDDVSTSDQIINLVGGHNWLGPGSRIIVTTRDKHAICRRRMTYTKRHWNLVMPNSFICMPLMELMDIALNCAGIILCRKWLNMLKASHDK
FWVLFFMENVLKIGDVNYGSFRK

> AS-P216MCAA-26A
LVLDDVSEVKCLENLGENQDWFGPGSRIIITARDMHLICMESMELAEVSFPLERNVCVCMMLLLRTHHTDTYIYFKRE

> AD-P216MCTC-27B
VLDDVSTSDQITNLVGGHNWLGPGSRIIVTTRDKHAICKADDIYKVKALESSDARQLLSLHAFDGTDGHCLELHWHNLVSKMVEYAKGIPLGLK
VLGSFLYGKCFEEWECQFQKLOKMPFPEIHNVMSYSGL

> AS-NBSMCTT-24E
VDDVWDTQAWNKLKDYVLPEQNNGSRILVTTRNDRVANYAMSKEPHHQLGPLNEEDSWELSRSEVLGGEECPADLEPIGESTIAKSCKGLPLAIV
TIAGVVMKRMRS

> AD-NBSMCTC-14A
RIRRVASVVQTVSLYELSLLSEEDCWLLFSKHERLSTFSMENPPLTSFGRDLVKKCDGLPLAALSQ

> AD-NBSMGGC-8D
DVWDNDKWEDLKSVLNSRGSESKGVSYLVTTRDQIVASAMETCPTQSHHLOSLPKDDNWSLFTHYAFDPNKEQPVKLVEIGKEIV

> AS-NBSMCTC-14D
DDVWNTQVWNKLKYYLLPKHNNGSRILVTTRNVMOGORNLTMNLAVMEKKVVSCVRAYWINCRKLOGFATIGYCLQRGRDQKONGRVLRIFLIGV
MMMISTRRIRCIQRGIYSVX

> AS-NBSMGGC-8J
VDDVWDNVKWEDLKSVLNCRGSGIKGVSVLVTTRDPSVASVMTPCNSHHLQPYSGLI

Seqiiéncias FASTA traduzidas para aminoacidos de amostras RGA-Display com homologia para Proteina Kinase-2 usadas para
Alinhamentos e Arvore Filogenética

> AD-P2391MCTA-13D
LMVLDDVENLPYQIFPVVEFNWSVGNEICKESLSRGTNACKGNSICVDAETGYAYQCQCNQCFEGYPYLHA

> AS-P2391MCTA-13C
MVLDDVENLPYQIFPVVEFINWSVGNETCKKILRRATNACKGDSTCLDAESGYAYRCQYNQD

> AD-P2378MC-20B
SLISRDRFSTLLRCKILLFLSYFLALEVISTDDDIYLSQANYASDLLTRAGIIDSHTEPTPLEPNVRFTPMDVTVLDNPTLYR

> AD-P2378MCTA-23A
IILILDDIDGISDLKGSLQHTFEMKDLGFLSYFLGLEVISTDDDIYLSQAKYASDLLTRAGIIDSHTEPTPLEPNVRFTPMDGTVLDNPTLYR

> AS-NBSMCTT-24H
KCWQIAVKKLKAMNSKAEMEFAVEVEVLGRVRHKNLLGLRGYCAGNEERLIVYDYMANLSLLSHLHGQFANEVQLDWKRRMKIAIGSAEGVLYL
HHDVTPHIIH
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Anexo 3

BLASTX Sequéncias de bandas genotipadas por RGA-display

BLASTX 2.2.13 [Nov-27-2005]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schéffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman
(1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of

protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.
RID: 1137179812-6478-173421752491.BLASTQ4

Database: All non-redundant GenBank CDS

translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
3,210,408 sequences; 1,102,455,957 total letters

AD-P212MCT-9B (102 letters)

Sequences producing significant alignments: Score (Bits) E-Value
gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis carden... 71.6 8e-12
gi|37221989|gb|AAN85386.1| resistance protein [Arachis cardenasi 70.1 2e-11
Alignments

>gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis cardenasii] Length=159

Score = 71.6 bits (174), Expect = 8e-12

Identities = 32/33 (96%), Positives = 32/33 (96%), Gaps = 0/33 (0%)

Frame = +2

Query 2 EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVTADADH 100
EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLV ADADH

Sbjct 84 EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVKADADH 116

AD-NBSMCTC-14C (385 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|2559006|gb|AAD04188.1] beta-amylase [Medicago sativa] >gi|... 179 2e-44
gi|2935474|gb]|AAD04259.1| beta-amylase [Trifolium repens] >gi... 175 4e-43

Alignments

>gi|2559006|gb|AAD04188.1| beta-amylase [Medicago sativa]

gi|3913031|sp|022585|AMYB_MEDSA Beta-amylase (1,4-alpha-D-glucan maltohydrolase) Length=496

Score = 179 bits (455), Expect = 2e-44

Identities = 80/101 (79%), Positives = 91/101 (90%), Gaps = 0/101 (0%)

Frame = +3

Query 6 DVWWGIVESKGTQEYDWSAYRDLFQLVQHCMLKLQAIMSFHQCGGNVGDSVSIPIPKWVL 185
DVWWGI+E KG +EYDWSAY+ LFQLVQ C LKLQAIMSFHQCGGNVGD V+IP+PKWVL

Sbjct 54 DVWWGIIEQKGPKEYDWSAYKSLFQLVQKCGLKLQAIMSFHQCGGNVGDVVNIPLPKWVL 113

Query 186 EIGVSDPDIFYTNPNGIRNKECLSIGVDNRPLFHGRAAIEV 308

+IG SDPDIFYTN +GIRN+E LSIGVDN+P+FHGR AIE+
Sbjct 114 DIGESDPDIFYTNRSGIRNQEYLSIGVDNKPIFHGRTAIEI 154

AD-NBSMGGC-8B (420 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|62632823|gb|AAX89382.1| NBS-LRR type disease resistance prote 123 2e-27
gi|33341543|gb|AAQ15192.1| resistance protein [Vitis vinifera] 122 4e-27

Alignments
>gi|62632823|gb|AAX89382.1] NBS-LRR type disease resistance protein Rps1-k-1 [Glycine max] Length=1229
Score = 123 bits (309), Expect = 2e-27
Identities = 62/136 (45%), Positives = 91/136 (66%), Gaps = 3/136 (2%)
Frame = +3
Query 3 VDDVWIDNSRNWESLHKPFQYGK-KGSKVIVTTRNDNVADVV*TISAYKLGLLSEKDCWS 179
+DDVW ++ +W L KPFQ G + SK+++TTR++ AVV T+ YL LS +DCWS
Sbjct 268 LDDVWTEDYVDWSLLKKPFQCGIIRRSKILLTTRSEKTASVVQTVQTYHLNQLSNEDCWS 327
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Query 180 LFVKRVFLSTASKEYSTL*SVGRELVKKCKGLPLAVEALGSLLRTINYDERDWDSVLKSE 359
+F LS SE+TL +G+E+ VKKC GLPLA ++LG +LR +D DW ++L S+
Sbjct 328 VFANHACLSLESNENTTLEKIGKEIVKKC DGLPLAAQSLGGMLRR-KHDIGDWYNILNSD 386

Query 360 LWEVFEDQNDEIIPAL 407

+WE+ E + ++|PAL
Sbjct 387 IWELSESE-CKVIPAL 401

AD-P219MCTA-12B (466 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|77555600|gb|ABA98396.1| Transposable element protein, puta... 68.2 9e-11
gi|12320952|gb|AAG50597.1| hypothetical protein [Arabidopsis tha 67.8 1e-10

Alignments
>gi|77555600|gb|ABA98396.1| Transposable element protein, putative [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
Length=1219
Score = 68.2 bits (165), Expect = 9e-11
Identities = 37/97 (38%), Positives = 56/97 (57%), Gaps = 11/97 (11%)
Frame = +1
Query 142 ILPIAFALVEGENTESWSYFLTNLRRHV-TPQMGILVISDRHNGIKTGLETPDSGWQP-- 312
+LP+AFAVE ENTESW+FL +RR V + ++] DRH G+ ++ +GW+
Sbjct 295 VLPMAFAFVESENTESWYWFLDRVRRKVMCMRPNVCLIHDRHAGMLRSIDYLONGWEEKG 354

Query 313 ----- PHTYQAFCIRHVAANFALSFKEQ---DVRRRL 399

P + +C+ RH+ANF FK+  D++RL
Sbjct 355 IPAKWPDVWSRWCMRHMGANFYKQFKNKHLMDLFKRL 391

AD-P2378NCTC-11D (320 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|2995405|emb|CAA73042.1| polyprotein [Ananas comosus] 135 6e-31
gi|47900698|gb|AAT39297.1| putative gag-pol protein [Solanum dem 132 5e-30

Alignments

>gi|2995405|emb|CAA73042.1| polyprotein [Ananas comosus] Length=871

Score = 135 bits (339), Expect = 6e-31

Identities = 63/88 (71%), Positives = 74/88 (84%), Gaps = 0/88 (0%)

Frame = -3

Query 273 EVEFAIELVPGAGPISSAPYRMSPLEMAELKSHLEDLLGKNFIRPSVFPWGAPVLLVKKK 94
E+EF I+LVPG PIS APYRM+P E+ EL++ L+ DLL K FIRPSV PWGAPVL VKKK

Sbjct 4 EIEFVIDLVPGTTPISKAPYRMAPAELRELRAQLQDLLDKGFIRPSVSPWGAPVLFVKKK 63

Query 93 DRSMRLCVHYRQLNKVTIKNKYLLPRVN 10

D S+ RLCV YR+ LNKVTIKNKY LPR++
Sbjct 64 DGSLRLCVDYRELNKVTIKNKYPLPRID 91

AD-P2391MCTA-13D (213 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments (Bits) Value
gi|4826399|emb|CAB42872.1| wall-associated kinase 2 [Arabidop... 63.5 2e-09
gi|15218170|ref[NP_173546.1] WAK5 (WALL ASSOCIATED KINASE 5);... 63.5 2e-09

Alignments

>gi|4826399|emb|CAB42872.1| wall-associated kinase 2 [Arabidopsis thaliana]
gi|24417340|gb]JAAN60280.1| unknown [Arabidopsis thaliana] Length=732

Score = 63.5 bits (153), Expect = 2e-09

Identities = 31/66 (46%), Positives = 41/66 (62%), Gaps = 3/66 (4%)

Frame = -3

Query 202 LDDVENLP-YQIFPVVFNWSVGNEICKESLSRGTNACKGNSICVDAETGYAYQCQCNQCF 26
L+D+ NL FPVV + WS+G++ CK+ RG CGNSCD+ G Y C+C+F
Sbjct 209 LEDLNNLRNVTTFPVVLDWSIGDKTCKQVEYRGV--CGGNSTCFDSTGGTGYNCKCLEGF 266

Query 25 EGYPYL 8
EG PYL
Sbjct 267 EGNPYL 272

AD-P2414MC-17B (301 letters)
Score E
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Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|6691193|gb|AAF24531.1| F7F22.17 [Arabidopsis thaliana] 152 4e-36
gi|15724047|gb|AAL06421.1| reverse transcriptase [Arabidopsis th 151 8e-36
Alignments

>gi|6691193|gb|AAF24531.1| F7F22.17 [Arabidopsis thaliana] Length=1799

Score = 152 bits (384), Expect = 4e-36

Identities = 70/93 (75%), Positives = 77/93 (82%), Gaps = 0/93 (0%)

Frame = -2

Query 291 HYCFLDGYTGYFQIHIAHED*EKSTFTCPFGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSVFFDL 112
+YCFLDGY G+FQl | D EK+TFTCP+GTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTS+F DL

Sbjct 1047 YYCFLDGYNGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSDL 1106

Query 111 |ESCLEVFMDDFSVYETSFDSCLENLAKVLETC 13

IE +EVFMDDFSVY SF SCLNL +VL C
Sbjct 1107 IEEMVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRC 1139

AD-P2414MCTA-15B (255 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|68129555|emb|CAJ08098.1| actin-like protein, putative [Leishm 34.3 1.5
gi|48788696|ref|ZP_00284675.1] hypothetical protein Bcep02001175 32.7 4.3

Alignments

>gi|68129555|emb|CAJ08098.1| actin-like protein, putative [Leishmania major] Length=423
Score = 34.3 bits (77), Expect=1.5

Identities = 21/69 (30%), Positives = 36/69 (52%), Gaps = 5/69 (7%)

Frame = +3
Query 21 PSDMDGYQEVYVSEKSLDLTGT*SSKSLLNQKHFGP-----MVNSGCDPSALTHIFSL*R 185
P++ D + Y+ KSLD SS+ N++ GP SG P+AL ++SL+

Sbjct 34 PEEVDLISLLYAAGKSLDTAPLPSSSAFANEEAGGPADSLLSQGSGAPPNALLPLWSLRQ 93
Query 186 LELGPRSYL 212

+E P+ ++
Sbjct 94 VERHPKQHI 102

AD-P2414MCTA-15A (297 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|33331722|gb|AAQ11030.1| hypothetical protein [Mamestra con... 34.7 1.1
gi|20069889|ref[NP_613093.1] unknown [Mamestra configurata NP... 34.7 1.1

Alignments
>gi|33331722|gb|AAQ11030.1| hypothetical protein [Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus A] Length=319
Score = 34.7 bits (78), Expect=1.1
Identities = 15/34 (44%), Positives = 19/34 (55%), Gaps = 0/34 (0%)
Frame = +1
Query 34 PLWNPCCTLGSLATGMRTLLYWALLFIKNRPACS 135
P+++ CC LA + LY LLF NRP CS
Sbjct 186 PMYDVCCAYNGLAHSVALLNYIPLLFYLNRPVCS 219

AS-NBSMGGC-8E (348 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|55770171|ref|XP_550075.1] hypothetical protein [Oryza sati... 44.7 0.001
gi|62734238|gb|AAX96347.1| retrotransposon protein, putative,... 431 0.003

Alignments

>gi|55770171|ref|XP_550075.1| hypothetical protein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
gi|54290304|dbj|BAD61304.1| hypothetical protein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] Length=385
Score = 44.7 bits (104), Expect =0.001

Identities = 29/117 (24%), Positives = 58/117 (49%), Gaps = 19/117 (16%)

Frame = -3

Query 343 DDVWLLGGAIKDRFPRLCSVSNQEGSVIGACGFWDGLEWIWNFQWKREL---------- FQWELE 179
D WG +KD P++ S++ S+ D QW ++ L W+E

Sbjct 123 DSGWLQGRRLKDVAPLVYAASKKKTSTLQQASLSD------------------~ QWMQDLDLPENTGWSIE 174

Query 178 LLNQLHDI---LRPVRLVQNIEDRVVWKYDGQGIFSTKSFVQVWQEEMLPKEITSFS 17
L++QL ++ +++ L+++ ED++ WK G++ TS ++ ++L T+F+
Sbjct 175 LIDQLIEVWSVVQNLHLIEHEEDKITWKLTSHGEYTTTS---AYKAQLLGTTATNFN 228
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AS-P2378MCT-20H (121 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|15724009|gb|AAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] 47.4 2e-04
gi|15724013|gb|AAL06415.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] 47.0 2e-04

Alignments
>gi|15724009|gb|AAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] Length=254
Score = 47.4 bits (111), Expect = 2e-04
Identities = 19/27 (70%), Positives = 24/27 (88%), Gaps = 0/27 (0%)
Frame = +1
Query 40 LVPTSTITGWRMFIDYMRLHTATRKDH 120
L+ PT T TGWR+ ID+ RL+TATRKDH
Sbjct 45 LIPTRTVTGWRVCIDHRRLNTATRKDH 71

AA-P2378MC-20D (312 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|49533772|gb|AAT66771.1] putative polyprotein [Solanum demissu 123 2e-27
gi|47900698|gb|AAT39297.1| putative gag-pol protein [Solanum dem 122 4e-27

Alignments

>gi|49533772|gb|AAT66771.1| putative polyprotein [Solanum demissum] Length=1769

Score = 123 bits (308), Expect = 2e-27

Identities = 57/87 (65%), Positives = 69/87 (79%), Gaps = 0/87 (0%)

Frame = -2

Query 293 DIDEFPPNREVEFAIALVPGAGPISSAPYRMSPLEMSDLKSQLEDFLGKNFIRPSVSPWG 114
D+ PP+R+++FAIL P PIS PYRM+P E++ L+QLED LGK FIRPSVSPWG

Sbjct 826 DLPGLPPDRDIDFAIDLEPDTRPISIPPYRMAPAELRELSAQLEDLLGKGFIRPSVSPWG 885

Query 113 APV*LVKKKDGSMRLCVDRRQLNKVTV 33

APV VKKKDG+MR+C+D RQLNKVTV
Sbjct 886 APVLFVKKKDGTMRMCIDYRQLNKVTV 912

AD-NBSMGAG-22C (199 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|4567295|gb|AAD23707.1| putative retroelement pol polyprotein 92.8 3e-18
gi|9884624|dbj|BAB02630.1| retroelement pol polyprotein-like [Ar 89.4 de-17

Alignments

>gi|4567295|gb|AAD23707.1| putative retroelement pol polyprotein [Arabidopsis thaliana] Length=466

Score = 92.8 bits (229), Expect = 3e-18

Identities = 43/59 (72%), Positives = 49/59 (83%), Gaps = 0/59 (0%)

Frame = -2

Query 183 LLKKHGILHKIATTYHPQTNGQAEVSNREIKRIL*KTVKSHRKDWSTRLVDALWAYHTS 7
LLKKHG+ HK+AT YHPQT+GQ E+SNREIK IL KTV RKDWST+L DALWAY T+

Sbjct 246 LLKKHGVKHKVATPYHPQTSGQVEISNREIKTILEKTVGITRKDWSTKLDDALWAYKTA 304

AD-P2378MC-20B (283 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|37534632|ref[NP_921618.1| putative pol polyprotein [Oryza ... 65.5 6e-10
gi|78708691|gb|ABB47666.1| retrotransposon protein, putative,... 65.5 6e-10

Alignments
>gi|37534632|ref[INP_921618.1| putative pol polyprotein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] Length=1688
Score = 65.5 bits (158), Expect = 6e-10
Identities = 33/63 (52%), Positives = 41/63 (65%), Gaps = 0/63 (0%)
Frame = -2
Query 225 LSYFLALEVISTDDDIYLSQANYASDLLTRAGIIDSHTEPTPLEPNVRFTPMDVTVLDNP 46
LSYFL+EV STD YLSQ Y DLL++G+DST TP+E+ VR DT LD+P
Sbjct 983 LSYFLGIEVTSTVDGYYLSQHRYIEDLLAQSGLTDSRTTTTPMELHVRLRSTDGTPLDDP 1042

Query 45 TLY 37
+Y
Sbjct 1043 SRY 1045

90
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AS-P2378MC-20H (256 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|15724009|gb|AAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] 68.2 9e-11
gi|15724013|gb|AAL06415.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] 67.4 2e-10

Alignments
>gi|15724009|gb|AAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] Length=254
Score = 68.2 bits (165), Expect = 9e-11
Identities = 29/38 (76%), Positives = 35/38 (92%), Gaps = 0/38 (0%)
Frame = +1
Query 22 TLIQNEKHELIPTRTITGWRMCIDYMRLNTATRKDHSP 135
++| NEK+ELIPTRT+TGWR+CID+ RLNTATRKDH P
Sbjct 36 SVILNEKNELIPTRTVTGWRVCIDHRRLNTATRKDHFP 73

AD-P216MC-28G (126 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|37221993|gb|AAN85388.1| resistance protein [Arachis cardenasi 52.0 7e-06
gi|37222003|gb|AAN85393.1| resistance protein [Arachis cardenasi 50.8 2e-05

Alignments
>gi|37221993|gb|AAN85388.1| resistance protein [Arachis cardenasii] Length=156
Score = 52.0 bits (123), Expect = 7e-06
Identities = 22/28 (78%), Positives = 25/28 (89%), Gaps = 0/28 (0%)
Frame = +3
Query 3 FGPGSRILVTTRDVHVLKGPEVHDIYKV 86
FGPG RI++ TTRDV VLKGPEVH+ YKV
Sbjct 91 FGPGCRIITTRDVEVLKGPEVHETYKV 118

AS-NBSMCTT-24E (320 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|48057663|gb|AAT39962.1| putative late blight resistance prote 108 6e-23
gi|48057628|gb|AAT39951.1| putative disease resistance protein P 95.9 4e-19

Alignments
>gi|48057663|gb|AAT39962.1| putative late blight resistance protein [Solanum demissum] Length=1159
Score = 108 bits (270), Expect = 6e-23
Identities = 54/102 (52%), Positives = 69/102 (67%), Gaps = 1/102 (0%)
Frame = -3
Query 138 SRSEVLGGEECPADLEPIGESIAKSCKGLPLAIVTIAGVVMK 13
tEV G E C LE +G+ IA+ C GLPL+IV +AG++ K
Sbjct 675 LCTEVFGNESCFPLLEKVGQEIARKCGGLPLSIVLVAGILSK 716

AD-NBSMCTC-14A (198 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|62632823|gb|AAX89382.1| NBS-LRR type disease resistance prote 63.2 3e-09
gi|62632825|gb|AAX89383.1] NBS-LRR type disease resistance prote 58.5 7e-08

Alignments
>(i|62632823|gb|AAX89382.1] NBS-LRR type disease resistance protein Rps1-k-1 [Glycine max] Length=1229
Score = 63.2 bits (152), Expect = 3e-09
Identities = 37/65 (56%), Positives = 44/65 (67%), Gaps = 0/65 (0%)
Frame = -1
Query 198 RIRRVASVVQTVXXXXXXXXXXEDCWLLFSKHERLSTFSMENPPLTSFGRDLVKKCDGLP 19
R + ASVWQTV YL+LSEDCW+F+H LS S EN L G+++VKKCDGLP
Sbjct 301 RSEKTASVVQTVQTYHLNQLSNEDCWSVFANHACLSLESNENTTLEKIGKEIVKKCDGLP 360

Query 18 LAALS 4

LAAS
Sbjct 361 LAAQS 365

AD-NBSMCTT-24F (93 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|48057663|gb|AAT39962.1| putative late blight resistance prote 40.8 0.016
gi|53854439|gb|AAU95620.1| R1 [Solanum tuberosum] 37.7 0.13

Alignments
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>gil48057663|gb|AAT39962.1| putative late blight resistance protein [Solanum demissum] Length=1159
Score = 40.8 bits (94), Expect=0.016
Identities = 17/29 (58%), Positives = 21/29 (72%), Gaps = 0/29 (0%)
Frame = -1
Query 93 MWDNKAWNKLDYLSPGQNNGSRILMTTRN 7
+tWDK W+ L P +NNGSRIL+ TTRN
Sbjct 619 VWDCKVWDDLKCCFPDRNNGSRILLTTRN 647

AD-NBSMGGC-8D (350 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|37221985|gb|AAN85384.1| resistance protein [Arachis cardenasi 118 6e-26
gi|50948145|ref|XP_483600.1| putative NBS-LRR resistance prot... 84.7 1e-15

Alignments

>gi|37221985|gb|AAN85384.1| resistance protein [Arachis cardenasii] Length=339

Score = 118 bits (296), Expect = 6e-26

Identities = 63/108 (58%), Positives = 76/108 (70%), Gaps = 3/108 (2%)

Frame = -3

Query 348 DVWDNDKWEDLKSVLNSRGSESKGVSYLVTTRDQIVASAMETCPTQSHHLQSLPKDDNWS 169
DVW DKWEDLKSVL G + KG+ LVTTR+ VAS M TCP + HHL L+ DDNW

Sbjct 57 DVWSTDKWEDLKSVLLCGGG-TKGAAVLVTTRVESVASVMGTCP--AHHLSPLSEDDNWL 113

Query 168 LFTHYAFDPNKEQPVKLVEIGKEIV*RCVAYPLASKVVGSLLRNKKEE 25

LF ++ AF + K+ +L IGK+IV+C PLASK + GSLLRNKKEE
Sbjct 114 LFKYHAFGSDKVERTELEAIGKKIVKKCGGSPLASKALGSLLRNKKEE 161

AD-P212MCT-9C (211 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|2827714]emb|CAA16687.1| receptor protein kinase - like pro... 65.5 6e-10
gi|30698151|ref[NP_201372.2] ATP binding / kinase/ protein se... 65.5 6e-10

Alignments

>gi|2827714|emb|CAA16687.1| receptor protein kinase - like protein [Arabidopsis thaliana]
gi|10177329|dbj|BAB10678.1| receptor protein kinase-like protein [Arabidopsis thaliana] Length=976
Score = 65.5 bits (158), Expect = 6e-10

Identities = 32/70 (45%), Positives = 49/70 (70%), Gaps = 0/70 (0%)

Frame = +2
Query 2 IPDQYGDCDSLEYVRIENNQFSGQVPPKFWSLPKLQLLQMANNRFEGXXXXXXXXARGIT 181
IP+ YGDC SL Y+R+ +N+ SG+VP +FW LP +L NN+ + GS+ S+S AR ++

Sbjct 403 IPESYGDCHSLNYIRMADNKLSGEVPARFWELPLTRLELANNNQLQGSIPPSISKARHLS 462
Query 182 VLLLSGSSFS 211

L +S ++FS
Sbjct 463 QLEISANNFS 472

AD-P212MCT-9A (241 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis carden... 59.7 3e-08
gi|37221989|gb|AAN85386.1| resistance protein [Arachis cardenasi 58.2 9e-08

Alignments
>gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis cardenasii]
gi|37221911|gb]AAO20356.1| resistance protein [Arachis stenosperma] Length=159
Score = 59.7 bits (143), Expect = 3e-08
Identities = 27/29 (93%), Positives = 27/29 (93%), Gaps = 0/29 (0%)
Frame = -3
Query 107 GHTWFGASSRITVTTRDKHVLVTADADHI 21
GHTWFGASSRI VTTRDKHVLYV ADADHI
Sbjct 89  GHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVKADADHI 117

AD-P212MCT-9B (97 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis carden... 64.3 1e-09

gi|37221989|gb|AAN85386.1| resistance protein [Arachis cardenasi 62.8 4e-09
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Alignments
>gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis cardenasii]
gi|37221911|gb]AAO20356.1| resistance protein [Arachis stenosperma] Length=159
Score = 64.3 bits (155), Expect = 1e-09
Identities = 29/31 (93%), Positives = 29/31 (93%), Gaps = 0/31 (0%)
Frame = +3
Query 3 LCEGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVTADADH 95
LC GHTWFGASSRIIVTTRDKHVLV ADADH
Sbjct 86 LCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVKADADH 116

AD-P216MCAA-26B (198 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|1663547|gb|AAC49508.1| disease resistance protein homolog 75.9 4e-13
gi|37221937|gb|AA020369.1| resistance protein [Arachis hypogaea] 73.9 2e-12
Alignments
>gi|1663547|gb|AAC49508.1| disease resistance protein homolog Length=191
Score = 75.9 bits (185), Expect = 4e-13
Identities = 35/48 (72%), Positives = 39/48 (81%), Gaps = 0/48 (0%)
Frame = +2
Query 2 LLVLDDVSEVKCLENLGENQDWFGPGSRIITARDVHLLEIHGVHGTC 145
LLVLDDVSE+ LENL Q+WFGPGSR+IITRD HLL+ HGVH TC

Sbjct 99 LLVLDDVSELSQLENLAGKQEWFGPGSRVITTRDKHLLKTHGVHLTC 146
AS-P216MCTC-27A (403 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|74231152|gb|ABA00702.1| disease resistance protein [Phaseolus 75.5 6e-13
gi|33341541|gb|AAQ15191.1| resistance protein [Vitis vinifera] 720 6e-12

Alignments

>gi|74231152|gb|ABA00702.1| disease resistance protein [Phaseolus vulgaris] Length=753

Score = 75.5 bits (184), Expect = 6e-13

Identities = 44/94 (46%), Positives = 59/94 (62%), Gaps = 4/94 (4%)

Frame = +2

Query 128 DDIYKVKALESSDAQQLLNLHAFDGTDGHCLELRWHNLVSKMVEYAKGIPLGLKVLGSFL 307
DDIY+ VK L D+Q+L NLHAF E ++ L +++ YA+GIPL L++ LGS L

Sbjct 324 DDIYEVKELNLDDSQKLFNLHAFKQKSS--AEKSYMDLSEEVLGYAEGIPLALQILGSLL 381

Query 308 YGKCFEDWGCQLRKLQKMPLQEIHNV--LSYSGL 403

YG+ EW +L+KL+ K I NV LSYGL
Sbjct 382 YGRTREAWESELQKLKKGQHLGIFNVLKLSYDGL 415

AD-P2378MCTA-23A (312 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|37534632|ref[NP_921618.1| putative pol polyprotein [Oryza ... 85.5 5e-16
gi|78708691|gb|ABB47666.1| retrotransposon protein, putative,... 85.5 5e-16

Alignments
>gi|37534632|ref[INP_921618.1| putative pol polyprotein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] Length=1688
Score = 85.5 bits (210), Expect = 5e-16
Identities = 43/78 (55%), Positives = 52/78 (66%), Gaps = 0/78 (0%)
Frame = -1
Query 270 KGSLQHTFEMKDLGFLSYFLGLEVISTDDDIYLSQAKYASDLLTRAGIIDSHTEPTPLEP 91
KG L F M DLG LSYFLG+EVSTD YLSQ+ Y DLL++ G+tDST TP+E
Sbjct 968 KGKLSEQFMMSDLGPLSYFLGIEVTSTVDGYYLSQHRYIEDLLAQSGLTDSRTTTTPMEL 1027

Query 90 NVRFTPMDGTVLDNPTLY 37

+VR DGT LD+P+Y
Sbjct 1028 HVRLRSTDGTPLDDPSRY 1045

AD-P2391MGAG-16B (262 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|1853970|dbj|BAA13542.1] CPRDA46 protein [Vigna unguiculata] 67.0 2e-10
gi|77556128|gb|ABA98924.1| lipoxygenase, putative [Oryza sativa 64.7 1e-09

Alignments
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>gi|1853970|dbj|BAA13542.1] CPRDA46 protein [Vigna unguiculata] Length=899

Score = 67.0 bits (162), Expect = 2e-10

Identities = 43/52 (82%), Positives = 47/52 (90%), Gaps = 0/52 (0%)

Frame = -1

Query 157 QSYLPSDTPXXXXXXXXXXXXXXXGNGHGERKTFDRIYDYDVYNDLGDPDND 2
+SYLPS+TPEG+KR+R EELQ LRGNG GERK FDRIYDYDVYNDLGDPD D

Sbjct 205 KSYLPSETPEGVKRIREEELQHLRGNGQGERKKFDRIYDYDVYNDLGDPDKD 256

AD-P2414MCTC-10C (364 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|16118447|gb|AAL12248.1] heat shock transcription factor [Phas 102 3e-21
gi|20162459|gb|AAM14595.1| heat shock transcription factor [M... 69.7 3e-11

Alignments

>gi|16118447|gb|AAL12248.1| heat shock transcription factor [Phaseolus acutifolius] Length=402

Score = 102 bits (255), Expect = 3e-21

Identities = 50/91 (54%), Positives = 68/91 (74%), Gaps = 1/91 (1%)

Frame = -1

Query 295 VTLLTLTENMERKRRLPKGSSHFTDEASIEDPMEISQVLPSENAESSDFVTSCIERMNQL 116
V+L LTE M+RKRRLP+ S H+ DE+SIED +E SQ+LP ENAE++ + T + ER++QL

Sbjct 192 VNILPLTETMDRKRRLPR-SGHYYDESSIEDAIETSQMLPRENAENTTVLTLNVERLDQL 250

Query 115 ESTLVFWEYIAQDVNETLVQSHSNLDVDEST 23

ES++ FWE IA D+ + Q SN+D DEST
Sbjct 251 ESSVAFWEAIAHDIGDNFAQIQSNMDFDEST 281

AS-NBSMC-21A (395 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|23508536|ref|[NP_701205.1] hypothetical protein PF11_0345 [... 343 1.4
gi|68058920|ref|XP_671435.1| hypothetical protein PB108262.00... 331 3.2

Alignments
>gi|23508536|ref[NP_701205.1] hypothetical protein PF11_0345 [Plasmodium falciparum 3D7]
gi|23496271|gb]JAAN35929.1| hypothetical protein PF11_0345 [Plasmodium falciparum 3D7] Length=392
Score = 34.3 bits (77), Expect=1.4
Identities = 18/42 (42%), Positives = 26/42 (61%), Gaps = 4/42 (9%)
Frame = -2
Query 271 KGNENLQNVYKS---YKRMGEFIEIRRYCLFGLNPAHILFNH 155
K ENLQN+YKS Y + [++ CL+ LN HIL+++
Sbjct 112 KSEENLQNIYKSSNLYYNINP-IYLSKICLYNLNEYHILYSN 152

AS-NBSMCTC-14D (356 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|48057663|gb|AAT39962.1| putative late blight resistance prote 43.1  0.003
gi|37531744|ref[NP_920174.1| putative disease resistance prot... 431  0.003

Alignments
>gi|48057663|gb|AAT39962.1| putative late blight resistance protein [Solanum demissum] Length=1159
Score = 43.1 bits (100), Expect = 0.003
Identities = 20/32 (62%), Positives = 24/32 (75%), Gaps = 1/32 (3%)
Frame = -2
Query 355 DDVWNTQVWNKLKYYLLPKHNNGSRILVTTRN 260
DDVW+ + VW+ LK P NNGSRIL+TTRN
Sbjct 617 DDVWDCKVWDDLKC-CFPDRNNGSRILLTTRN 647

AS-NBSMCTT-24D(357 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|9964416|ref|[NP_064884.1] Hypothetical protein [Amsacta moo... 374 017
gi|28563969|gb]|AA0O32363.1| ARE2 [Saccharomyces bayanus] >gil3... 347 11

Alignments

>gi|9964416|ref|[NP_064884.1] Hypothetical protein [Amsacta moorei entomopoxvirus]
gi|9944625|gb|AAG02808.1] AMV102 [Amsacta moorei entomopoxvirus] Length=148

Score = 37.4 bits (85), Expect=0.17

Identities = 18/60 (30%), Positives = 33/60 (55%), Gaps = 3/60 (5%)

Frame = -2

Query 260 NIFCKKKEKTTKNHVHNMRK*SNILLHYYIKEVYKRVSYYNNDILYSISVSMKVVKRIKS 81
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+ C ++KN+ HMKS+ LH +++ YK Y+N D+LY + + + +K K+
Sbjct 54 DFLCLGDNRLSKNILHLMNKYSTVNLHKLLEQGYK---YFNMDMLYDLFIPFRYIKIYKN 110

AS-NBSMCTT-24A (512 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|37221985|gb|AAN85384.1| resistance protein [Arachis cardenasi 215 5e-55
gi|39636771|gb|AAR29073.1| blight resistance protein B149 [Solan 145 8e-34

Alignments

>gi|37221985|gb|AAN85384.1| resistance protein [Arachis cardenasii] Length=339
Score = 215 bits (548), Expect = 5e-55

Identities = 109/173 (63%), Positives = 134/173 (77%), Gaps = 7/173 (4%)

Frame = -3

Query 510 DVWENDKWEDLMSVLNSRGSETKGVSILVTTRDQIVASAMETFPTQSHHLQPLPKDENWS 331

DVW DKWEDL SVL G TKG++LVTTR+ VAS M TP +HHL PL+ D+NW

Sbjct 57 DVWSTDKWEDLKSVLLCGGG-TKGAAVLVTTRVESVASVMGTCP--AHHLSPLSEDDNWL 113

Query 330 LFTHYAFGQNKEQPAKLVEIGKEIVRRCVGNPLASKVVGSLLRNKKEEKEWLNVLESKFW 151

LF ++ AFG + K+ +L IGK+IV++C G+PLASK + GSLLRNKKEE +W+NVLESKFW

Sbjct 114 LFKYHAFGSDKVERTELEAIGKKIVKKCGGSPLASKALGSLLRNKKEEIQWVNVLESKFW 173

Query 150 DI---DA-VMGAL*LSYFHLKPSSRQCFCFCALYPEDFRISKEQLIHLWMANG 4
DI DA ++ AL +SYFHLK S RQCF FCA++ PED+R+ KEQLIHLWMANG
Sbjct 174 DILEDDAIIVRALKISYFHLKLSLRQCFAFCAIFPEDYRMEKEQLIHLWMANG 226

AS-NBSMCTT-24H (397 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|51535606|dbj|BAD37549.1| receptor protein kinase PERK1-lik... 164 1e-39
gi|50905775|ref|[XP_464376.1| receptor protein kinase PERK1-li... 152 4e-36

Alignments
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>gi|51535606|dbj|BAD37549.1| receptor protein kinase PERK1-like [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] Length=392

Score = 164 bits (414), Expect = 1e-39
Identities = 81/105 (77%), Positives = 93/105 (88%), Gaps = 4/105 (3%)
Frame = +3

Query 93 QIAVKKLKAMN-SKAEMEFAVEVEVLGRVRHKNLLGLRGYCAGN---EERLIVYDYMANL 260

QIAVKKLKA N SKAEMEFAVEVEVL RVRHKNLLGLRGYCAG  ++R+IVYDYM NL

Sbjct 68 QIAVKKLKATNTSKAEMEFAVEVEVLARVRHKNLLGLRGYCAGGAAGDQRMIVYDYMPNL 127

Query 261 SLLSHLHGQFANEVQLDWKRRMKIAIGSAEGVLYLHHDVTPHIIH 395
SLLSHLHGQFA +V+LDW RRM +A+G+AEG+++LHH+ TPHIIH
Sbjct 128 SLLSHLHGQFAADVRLDWARRMAVAVGAAEGLVHLHHEATPHIIH 172

AS-NBSMGGC-8C (409 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|62632823|gb|AAX89382.1| NBS-LRR type disease resistance prote 169 3e-41
gi|62632825|gb|AAX89383.1] NBS-LRR type disease resistance prote 167 8e-41

Alignments

>gi|62632823|gb|AAX89382.1] NBS-LRR type disease resistance protein Rps1-k-1 [Glycine max] Length=1229

Score = 169 bits (428), Expect = 3e-41
Identities = 82/135 (60%), Positives = 105/135 (77%), Gaps = 1/135 (0%)
Frame = -1

Query 409 VVDDVWSESYEDWNKLLKPFRKGV-KGSKILITTRSKRVASVVQTVSPYELSLLSEEDCW 233

V+DDVW+EY DW+ L KPF+ G+ + SKIL+TTRS++ ASVVQTV Y L+ LS EDCW

Sbjct 267 VLDDVWTEDYVDWSLLKKPFQCGIIRRSKILLTTRSEKTASVVQTVQTYHLNQLSNEDCW 326

Query 232 LLFSKHARLSTVSMENPTLKKVGRDLVKKCDGLPLAAQSLGGLLRGNSDIKYWNHLLKSE 53

+F+HALS S EN TL+K+G+++ VKKCDGLPLAAQSLGG+LR DI W ++L S+

Sbjct 327 SVFANHACLSLESNENTTLEKIGKEIVKKCDGLPLAAQSLGGMLRRKHDIGDWYNILNSD 386

Query 52 IWELSDDTIKVVPAL 8
IWELS+ KV+ PAL
Sbjct 387 IWELSESECKVIPAL 401

AS-NBSMGGC-8J (173 letters)
Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
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gi|37221985|gb|AAN85384.1| resistance protein [Arachis cardenasi 71.2 1e-11
gi|5817341|gb]AAD52714.1| putative NBS-LRR type disease resis... 50.8 2e-05
Alignments

>gi|37221985|gb|AAN85384.1| resistance protein [Arachis cardenasii] Length=339

Score = 71.2 bits (173), Expect = 1e-11

Identities = 36/54 (66%), Positives = 39/54 (72%), Gaps = 1/54 (1%)

Frame = +3

Query 3 VDDVWDNVKWEDLKSVLNCRGSGIKGVSVLVTTRDPSVASVMTPCNSHHLQPYS 164
+DDVW KWEDLKSVL C G G KG + VLVTTR SVASVM C+HHL PS

Sbjct 56 LDDVWSTDKWEDLKSVLLC-GGGTKGAAVLVTTRVESVASVMGTCPAHHLSPLS 107

AS-P216MCAA-26A (249 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|37221893|gb|AA020347.1| resistance protein [Arachis stenosper 63.2 3e-09
gi|1663547|gb]AAC49508.1| disease resistance protein homolog 62.0 6e-09

Alignments
>gi|37221893|gb|AA020347.1| resistance protein [Arachis stenosperma] Length=156
Score = 63.2 bits (152), Expect = 3e-09
Identities = 27/38 (71%), Positives = 33/38 (86%), Gaps = 0/38 (0%)
Frame = +2
Query 2 LVLDDVSEVKCLENLGENQDWFGPGSRIIITARDMHLI 115
+VLDDV++V LENL NQDWFGPGSR++IT RDMHL+
Sbjct 70 IVLDDVNDVSQLENLAGNQDWFGPGSRVMITTRDMHLL 107

AS-P216MCTC-27D (395 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|8778513|gb|AAF79521.1] F21D18.16 [Arabidopsis thaliana] 56.2 4e-07
gi|15221080|ref[NP_175246.1| hydrolase/ protein serine/threon... 56.2 4e-07

Alignments

>gi|8778513|gb]AAF79521.1] F21D18.16 [Arabidopsis thaliana] Length=1340
Score = 56.2 bits (134), Expect = 4e-07

Identities = 32/83 (38%), Positives = 42/83 (50%), Gaps = 11/83 (13%)

Frame = +2
Query 92 QFIWTPYMGVGVPDVLATHLVIC------- ST*SPLVSFECIEWHAADRVRRQFGI*QLP 250
QIWPY PD+LA +IC T+PL+F++ EWH DRV RQFG+Q

Sbjct 318 QVIWQPY----TPDLLAKIPLICVSGENIWRTVAPLICFDVVEWHRPDRVLRQFGLHQTI 373
Query 251 PSPAFDLGHDHCKRLTGAQNHDW 319

P+P + H G +DW
Sbjct 374 PAPCDNEKALHAIDKRGKSEYDW 396

AS-P2378MCTC-11B (431 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|47824972|gb|AAT38745.1| putative polyprotein, 3'-partial [Sol 222 4e-57
gi|49533772|gb|AAT66771.1| putative polyprotein [Solanum demissu 221 8e-57

Alignments

>gi|47824972|gb|AAT38745.1| putative polyprotein, 3'-partial [Solanum demissum] Length=1622

Score = 222 bits (565), Expect = 4e-57

Identities = 101/138 (73%), Positives = 117/138 (84%), Gaps = 0/138 (0%)

Frame = -1

Query 416 DIDEFPPNREVDFAIELVPGAGPISSAPYRMSPLEMVELKSQLEDLLGKNFIRPSISPWG 237
D+ PP R++DF IEL PG PIS PYRM+PE+ EL QL+DLLGK FIRPS+SPWG

Sbjct 789 DLPGLPPERDIDFPIELEPGTRPISIPPYRMAPAELKELSVQLQDLLGKGFIRPSVSPWG 848

Query 236 APMLLVKKKDGSMRLCVDYRQLNKVTIKNKYPLPRIDDLMDQLQGAEIFSKIDLRSDYHQ 57
AP+L VKKKDG+MR+C+DYRQLNKVT+KN+YPLPRIDDL DQLQGA +FSKIDLR DYHQ
Sbjct 849 APVLFVKKKDGTMRMCIDYRQLNKVTVKNRYPLPRIDDLFDQLQGASVFSKIDLRFDYHQ 908

Query 56 IRVRGEDIPKTAFRTRYG 3
+R+R DIPKTAFRTRYG
Sbjct 909 LRIRAADIPKTAFRTRYG 926
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AS-P2414MCTT-19A (387 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|50930529|ref|XP_474792.1] OSJNBa0014F04.3 [Oryza sativa (j... 43.5 0.002
gi|37531452|ref|[NP_920028.1| putative retroelement [Oryza sat... 43.5 0.002

Alignments
>gi|50930529|ref|XP_474792.1] OSJNBa0014F04.3 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
gi|39545593|emb|CAE02837.3] OSJNBa0014F04.3 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] Length=230
Score = 43.5 bits (101), Expect =0.002
Identities = 18/32 (56%), Positives = 22/32 (68%), Gaps = 0/32 (0%)
Frame = +2
Query 200 LATFLKVNPPNFRGATNPMEADNWFQAMERAL 295
L FL+VPPF TNPMEA + WF A +E+ L
Sbjct 21 LLEFLRVRPPTFSSTTNPMEAKDWFHAIEKKL 52

AD-P212MCT-9C (102 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis carden... 71.6  8e-12
gi|37221989|gb|AAN85386.1| resistance protein [Arachis cardenasi 701 2e-11
Alignments
>gi|37221969|gb|AAN85376.1| resistance protein [Arachis cardenasii]
gi|37221911|gb]JAAO20356.1| resistance protein [Arachis stenosperma] Length=159
Score = 71.6 bits (174), Expect = 8e-12
Identities = 32/33 (96%), Positives = 32/33 (96%), Gaps = 0/33 (0%)
Frame = -2
Query 101 EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVTADADH 3

EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLV ADADH
Sbjct 84 EDLCGGHTWFGASSRIIVTTRDKHVLVKADADH 116
AS-P2378MCTA-23E (246 letters)
Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits)  Value
gi|15724009|gb|AAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] 701 2e-11
gi|15724020|gb]|AAL06416.1| reverse transcriptase [Sorghum bicolo 69.3 4de-11

Alignments
>gi|15724009|gb|AAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] Length=254
Score = 70.1 bits (170), Expect = 2e-11
Identities = 30/38 (78%), Positives = 35/38 (92%), Gaps = 0/38 (0%)
Frame = +2
Query 17 TLIQNEKNELIPTRTITGWRMCIDYMRLNTATRKDHSP 130
++| NEKNELIPTRT+TGWR+CID+ RLNTATRKDH P
Sbjct 36 SVILNEKNELIPTRTVTGWRVCIDHRRLNTATRKDHFP 73

AD-P216MCTC-27B (397 letters)

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|33341541|gb|AAQ15191.1| resistance protein [Vitis vinifera] 112  6e-24
gi|74231152|gb|ABA00702.1| disease resistance protein [Phaseolus 104 9e-22

Alignments

>gi|33341541|gb|AAQ15191.1| resistance protein [Vitis vinifera] Length=292

Score = 112 bits (279), Expect = 6e-24

Identities = 61/136 (44%), Positives = 86/136 (63%), Gaps = 7/136 (5%)

Frame = +1

Query 1 VLDDVSTSDQITNLVGGHNWLGPGSRIIVTTRDKH--AICKADDIYKVKALESSDARQLL 174
VLDDV Q+ L+G WLG GSR+I+TTR+KH A+ + DD+ Y+ V+ L +A+ L

Sbjct 53 VLDDVDDLSQLEYLLGHREWLGEGSRVIITTRNKHVLAVQEVDDLYEVEGLNFEEACELF 112

Query 175 SLHAFDGTDGHCLELHWHNLVSKMVEYAKGIPLGLKVLGSFLYGKCFEEWECQFQKLQKM 354
SL+AF  + + + NL ++ VY + G+PLLKVLGSL+K + WE+ KL K
Sbjct 113 SLYAFKQ---NLPKSDYRNLAYRVVGYCQGLPLALKVLGSLLFNKRIPQWESELNKLDKE 169

Query 355 PFPEIHNVM--SYSGL 396
P +IHNV+ SY GL
Sbjct 170 PEMKIHNVLKRSYDGL 185
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Resumo

O amendoim cultivado (4rachis hypogaea), pertencente a familia das leguminosa é extremamente susceptivel a
doengas causadas por fungos e nematédides, ndo mostrando defesas naturais a esse tipo de patégeno dado a sua
baixa variabilidade genética. Uma alternativa para descobrir novos genes de resisténcia ¢ a constru¢do de mapas
genéticos visando a utilizacdo dos marcadores em programas de selecdo assistida. Para isso, o uso de espécies
silvestres diploides de Arachis é uma ferramenta de grande auxilio, pois as mesmas sdo fontes naturais de genes
de resisténcia a patdgenos. Através da técnica RGA-Display, primers degenerados e especificos baseados em
regides conservadas do dominio NBS (Nucleotide Binding Site — que é o maior grupo de genes de resisténcia em
plantas) foram utilizados para isolar um total de 139 novos marcadores moleculares. Destes, 19 marcadores sdo
analogos a genes de resisténcia (RGAs) uma populagdo de mapeamento obtida através do cruzamento de duas
espécies diploides silvestres de Arachis (A. duranensis e A. stenosperma). Esses marcadores foram separados em
dois grupos baseados na estrutura da por¢do N-terminal do dominio: TIR e NaoTIR. Esses novos RGAs foram
seqiienciados e alinhados juntamente com 67 RGAs previamente isolados para o género e a partir deste
alinhamento uma arvore filogenética foi construida. Ao mesmo tempo, esses RGAs previamente isolados foram
usados na técnica RFLP para a identificacdo de nove novos marcadores para a populacdo de mapeamento. Um
total de 148 novos marcadores foram isolados através das duas técnicas e 28 deles foram identificados como
sendo RGAs. 39 marcadores, incluindo 15 RGAs, puderam ser mapeados em uma mapa genético recém
construido para o género com um LOD minimo de 5,0 e fragdo de recombinacdo de 0,35 em oito dos dez grupos
de ligacdo do mapa.

Palavras-chave: Amendoim; RFLP; RGA-Display; espécies silvestres; mapa genético.

Abstract

Peanut seeds (Arachis hypogaea), which belong to leguminosae family are extremely susceptible to
diseases caused by fungi and nematodes, not showing typical defenses. An alternative to discovery novel
resistant genes is the construction of genetic map of the wild type that is nature resources of pathogenic
resistance. Degenerated and specific primers base on conserved regions of the nucleotide binding site (NBS)
domain (encoded by the largest group of plant dieses resistance genes) were used in RGA-Display to isolate a set
of 139 new markers, including 19 resistance gene analogs (RGAs) from a mapping population derived fro a
cross between two wild diploid species of Arachis (A. duranensis and A. stenosperma). These markers grouped
into two classes of N-terminus structure TIR or NaoTIR group. These RGAs markers were sequenced and
aligned with 67 previously isolated RGAs from Arachis and a phylogenetic tree was constructed. At the same
time, these previously isolated RGAs from Arachis were used in RFLP technique to identify nine new markers
for this population. A total of 148 new markers were identified by the two techniques and 28 were identified as
RGAs. 39 markers were mapped in a recently constructed linkage map for the genus and 15 of these were RGAs.
These markers were mapped with a minimum LOD of 5,0 and 0,35 of recombination fraction in eight of ten LG
of the map.

Keywords: Peanut; RFLP, RGA-Display, Genetic Map; Wild Species.

Introducio

O género Arachis, pertencente a familia Fabaceae, ¢ nativo da América do sul e abrange nove sessdes
(Valls e Simpson,1994). Na sessdo Arachis existem 25 espécies diploides e 2 tetraploides representando trés
genomas, A, B e D (Krapovickas e Gregory, 1994). Dentro desta sessdo encontra-se o Arachis hypogaea, ou
amendoim cultivado que é uma leguminosa de grande importancia na alimentagio humana em paises da Africa e
Asia (Krapovickas e Gregory, 1994). O amendoim cultivado apresenta um genoma tetrapléide muito extenso

(n=1.74 x 10’ bp, Bennet & Smith, 1976) e apesar de ser morfologicamente variavel, apresenta baixa diversidade
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genética, além de ndo possuir fontes de resisténcia a diversas pragas como Cercospora arachidicola,
Cercosporidium personatum, e Meloidogyne spp. (Kochert et al., 1996).

O amendoim cultivado originou-se a partir de um tnico evento de alotetraploidizagdo de um hibrido
estéril de duas espécies silvestres. A planta resultante, contendo dois genomas distintos, A e B, ¢
reprodutivamente isolada dos seus parentais silvestres Arachis duranensis e Arachis ipaensis (Seijo et al., 2004).
Provavelmente por causa desta origem, 4. hypogaea tem uma base genética extremamente estreita (Kochert et
al., 1991). Essa baixa variabilidade genética no Arachis hypogaea pode causar um grande problema com a
geracdo de marcadores moleculares polimorficos. Marcadores como RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNAs), AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) e SSRs (simple sequence repeats) tém apresentado baixo polimorfismo dentro do germoplasma
de A.hypogaea e isto torna muito dificil a construgdo de mapas usando populagdes derivadas de cruzamentos de
A.hypogaea x A.hypogaea (Kochert et al., 1996, Halward et al., 1991 e Herselman et al., 2003). Em contraste, o
amendoim silvestre apresenta alta diversidade genética e ¢ uma grande fonte de resisténcia a fatores bidticos
(pragas e patogenos) e abioticos (stress hidrico, toxidez do solo) (Galgaro et al., 1997). Essa alta diversidade esta
sendo usada para facilitar a constru¢do de mapas. A Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia possui o
maior banco de germoplasma de amendoim silvestre do mundo, o qual pode ser explorado visando o
melhoramento do amendoim (Simpson et al., 2001).

A transferéncia de resisténcias de espécies selvagens para o amendoim cultivado tem sido
extremamente dificultada pela diferenga de ploidia, e conseqiiente barreira de fertilidade. Tradicionalmente, a
transferéncia destes genes tem sido feita através de cruzamentos complexos, visando a introgressdo destas
resisténcias seguida de varios retrocruzamentos com A. hypogaea (Simpson et al., 2001). Recentemente, uma
maior compreensdo sobre a origem de A.hypogaea tem permitido a re-sintese da espécie 4.hypogaea a partir de
espécies selvagens (Favero, 2004). Isso, juntamente com um melhor entendimento da estrutura de genes de
resisténcia tem o potencial de acelerar a transferéncia dos mesmos para cultivares de interesse através da selegdo
assistida por marcadores moleculares (Hash et al., 2003). Para o uso dessa selegdo assistida, é necessario
identificar marcadores proximamente ligados a genes de resisténcia a doengas.

Muitos dos genes de resisténcia (R-genes) s@o caracterizados pela presenga do dominio NBS-LRR
(Nucleotide Binding Site - Leucine Rich Repeat) (Meyers et al. 1999), que em plantas, a unica fungdo associada
¢ em resisténcia a doengas, que ¢ frequentemente manifestado como uma resposta de hipersensibilidade
envolvendo morte celular programada (Tameling et al. 2002). A presenca de regides conservadas dentro deste
dominio ¢ uma ferramenta muito importante para a geragdo de marcadores moleculares, pois propiciam o
desenvolvimento de primers que amplificam regides analogas aos genes de resisténcia (RGAs) (Leister et al.,
1996, Yu et al., 1996). Essas regides sdo denominadas motivos e sdo caracterizadas especialmente pelo P-loop,
Kinase-2, Kinase-3a e GLPLA.

Em algumas espécies, observou-se que RGAs estdo fortemente ligados a genes de resisténcia, ou parte dos
mesmos (Collins et al., 1998). Em Arachis, um total de 79 RGAs ja foram isolados do amendoim cultivado e de
espécies silvestres diploides, o que representa o maior banco de RGAs de um genoma de leguminosa ndo
seqiienciado (Bertioli et al., 2003). A inclusdo destas seqiiéncias em um mapa genético de Arachis sp. recém
construido, possibilitaria a identificacdo de genes de resisténcia ligados a estes RGAs, auxiliando os programas

de melhoramento da cultura.
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Para o desenvolvimento de marcadores moleculares baseados em RGAs algumas estratégias podem ser
utilizadas. O RFLP (Yu et al. 1996) utiliza clones de RGAs como sonda para hibridizagdes em Southern-blot.
Uma segunda técnica, RGA-Display, combina as caracteristicas do AFLP (Vos et al., 1995) e S-SAP (Sequence
Specific amplified polymorphism - Waugh et al., 1997). Nessa abordagem, DNA gendémico é cortado com
enzimas de restri¢do e ligado a um adaptador nas extremidades. A amplifica¢do por PCR ¢ feita com um primer
relativo ao adaptador e outro a regido codificante de motivos no dominio NBS em RGAs. O tamanho do produto
amplificado varia com a distancia do sitio de restri¢do até o motivo, causando polimorfismo entre individuos. A
similaridade com RGAs ja descritos pode ser detectada por seqiienciamento das bandas polimérficas. A
segunda técnica apresenta como vantagens a praticidade e rapidez inerentes ao uso de marcadores do tipo PCR.

Em Arachis spp., poucos mapas genéticos foram publicados (Halward et al.,1993; Garcia et al., 1995;
Burrow et al., 2001; Herselman et al., 2004). Em 2005, Moretzhon e colaboradores publicaram um mapa
baseado em Microssatélite (SSR) para uma populagdo F, de 93 individuos obtidos através do cruzamento de
duas espécies silvestres diploides de genoma AA (A. stenosperma e A. duranensis). Um total de 271 novos
marcadores Microssatélite foram mapeados em 11 grupos de ligagdo cobrindo uma distancia de 1.230,89 ¢cM no
mapa e com a distancia média de 7.24 cM entre os marcadores.

Com o auxilio da Bioinformatica com ferramentas de processamento e analise de seqiiéncias, a
identificagdo de marcadores RGAs se torna possivel, facilitando a inclusdo dos mesmos em mapas genéticos.
Juntamente com programas de sele¢do assistida por marcadores (MAS), esses RGAs vao permitir uma
estratégia mais rapida para a transferéncia de genes de resisténcia a diversas pragas e doencas do género ¢ outras

leguminosas (Leal-Bertioli et al., 2004; Guimarées et al., 2005)

Material e Métodos

Material vegetal e populacio de mapeamento

A populagdo de mapeamento foi obtida através do cruzamento de duas espécies silvestres: Arachis
duranensis (acesso: K7988) e A. stenosperma (acesso: V10309). As duas espécies sdo diploides e possuem
genoma A, sendo a segunda resistente aos nematdides das galhas Meloidogyne arenaria raga 2 e M. javanica
(Leal-Bertioli et al., 2000) e aos fungos de mancha foliar Cercospora arachidicola e Cercosporidium
personatum (Proite et al., 2002). A planta (F;) hibrida gerada foi auto-fecundada produzindo a populagdo de
mapeamento usada nesse trabalho (populacdo F,). Essa populagdo consiste de 93 plantas mantidas em vasos de
concreto, dentro de casas de vegetagdo na EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia-DF).

Para os experimentos realizados neste trabalho, DNA total de 4. duranensis, A. stenosperma, da planta
hibrida e de 93 plantas da populagdo F, foi extraido de folhas jovens seguindo um protocolo de extracdo de

DNA baseado em CTAB publicado por Doyle et al. (1991).
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RFLP

O Southern-blot foi feito de acordo com Southern, (1975), onde DNA gendmico (10 pg) de A.
duranensis, A. stenosperma, da planta hibrida e da populagdo F, foi clivado com EcoRI ou Hindlll, separados
em gel de agarose 0,8%, transferido para uma membrana de Nylon (N+ Hybond), fixado em luz ultravioleta em
um forno “Cross-link” e hibridizado radioativamente com RGAs isolados por Bertioli et al., 2003 (Tabela 1). As
sondas foram amplificadas por PCR e marcadas com [0-"P]JdATP com o Kit “Random Primed DNA labeling”
(Roche, Mannheim, Germany). As membranas hibridizadas foram auto-radiografadas em filme para Raio-X

(Kodak-Bio). Foram escolhidos 9 RGAs representativos para a hibridizagcdo com os parentais.

RGA-Display

Cerca de 100 ng de DNA genomico de A. duranensis, A. stenosperma, da planta hibrida e da
populagéo F, foram clivados simultaneamente com PsfI ¢ Msel por 4 h a 37°C e adaptadores foram ligados as
extremidades dos fragmentos como descrito por Vos et al., 1995 e Maughan et al., 1996. Em uma primeira
rodada de PCR, primers complementares aos adaptadores (Tabela 3) ligados as extremidades (sem bases
seletivas) foram utilizados para a amplificagdo dos fragmentos digerido e ligados. Em uma reaggo de 50 pl foram
utilizados: 0,9 mM de MgCl,, 0.6 uM de cada primer, 0.25 mM dNTPs, 0.5 U de Tag polymerase (Platinum
Invitrogen) e 150 ng de cada DNA em um programa de trinta ciclos de: 30s a 95° C, 1 min. a 52° C, 1 min. a 72°
C. Antes dos ciclos foi adicionado um passo de 95°C por 15 mim para a ativagdo da enzima. Uma aliquota
equivalente a 25 ng do produto dessa primeira amplificagdo foi usada em uma segunda rodada de PCR. O
Primer Msel (complementar ao adaptador para Msel) com uma, duas ou trés bases seletivas foi usado em um
sentido enquanto um primers desenhado para o motivo Kinase-2 no dominio NBS foi usado no outro sentido.
Essa segunda PCR foi conduzida usando o mesmo programa descrito anteriormente em uma rea¢do de 15 pl
contendo 10% de tampdo para PCR sem magnésio; 0,6 uM de cada primer, 0,9 mM de MgCl,. 0,25 mM de
dNTPs e 1 unidade de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen).

Os produtos obtidos na segunda rodada de PCR foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida
4% por 1,5 h a 60W. O gel foi corado com Nitrato de Prata (Creste et al., 2001) e as bandas polimorficas foram
retiradas do gel e eluidas segundo Upender et al. (1995). O produto foi re-amplificado usando-se as mesmas

condi¢des ja descritas.

Seqiienciamento e processamento das amostras

As reagdes de seqiienciamento foram otimizadas utilizando um dos dois primers usado para a
amplificagdo do fragmento polimorfico. Foi usado o Kit de seqiienciamento BigDie Terminator (Applied
Biosystems, CA, USA) em um seqiienciador automatico ABI377 (Applied Biosystems). As amostras foram

seqiienciadas nos dois sentidos.
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As seqiiéncias obtidas foram processadas e analisadas utilizando-se a ferramenta Staden Package
(Staden et al., 2003), onde os dois sentidos de cada seqiiéncia puderam ser montados para se conseguir uma
melhor qualidade de leitura. A ferramenta “Pregap4” foi utilizada para o pré-processamento das amostras como
controle da qualidade das seqiiéncias, conversdao de formatos de e estimativa da qualidade de cada base (Phred >
20). Apds esse pré-processamento, a ferramenta “Gap4” foi utilizada para o processamento propriamente dito,
onde os pare de seqiiéncia foram juntados quando conveniente, onde também se juntou as seqiiéncias
provenientes das repeti¢des do seqiienciamento.

As seqiiéncias de DNA processadas foram submetidas aos programas BLASTX e BLASTN (Altschul et
al., 1997), contra dados de todas as provaveis proteinas de Arabdopsis e ao banco de dados total do GenBank. Os
“Hits” foram considerados significativos quando tiveram um “E-value” menor que 1x10". Para uma melhor
analise, as amostras processadas também foram traduzidas para sua seqiiéncia correspondente protéica, com o
auxilio da ferramenta de tradugdo para aminoacidos “Translate — TrEMBL” no  site
www.expasy.ch/tools/dna.html. As seqiiéncias traduzidas foram entdo submetidas a ferramenta “Motif-Scan”
(Falquet et al., 2002 - www.expasy.ch/prosite) onde regides conservadas do genoma sao rastreadas e comparadas
com seqiiéncias ja conhecidas. Essa ferramenta utiliza o banco de dados do “Pfam” para a busca dos motivos e

dominios.

Alinhamento das Seqiiéncias e Arvore de Similaridade

Para o alinhamento das seqiiéncias o programa de dominio publico JalView 2.07 (www jalview.org) foi
utilizado, onde as seqiiéncias protéicas foram alinhadas de acordo com sua similaridade. 68 RGAs isolados por
Bertioli et al. em 2003 para Arachis também foram utilizados para os alinhamentos realizados nesse trabalho. O
alinhamento foi do tipo “ClustaW Multiple Sequence Alignement Realign” e as regides conservadas entre as
amostras identificadas. A arvore de similaridade foi construida por distincia média por porcentagem de

similaridade.

Genotipagem da populacgio F,e Mapeamento

Cada combinacdo de primer que produziu pelo menos uma banda polimorfica na técnica RGA-Display
foi utilizada para genotipar toda a populaggo F, (93 individuos) juntamente com seus parentais e a planta hibrida.
Através do programa Excel (Microsoft) foram geradas tabelas contendo informagdes relativas a presenca ou
auséncia da banda polimoérfica obtida para cada individuo da populagdo F,

Os marcadores desenvolvidos por RGA-Display e os desenvolvidos por RFLP foram separados de
acordo com o parental de origem. Esses marcadores polimoérficos foram analisados na populagdo de
mapeamento (populagio F,) consistindo de 93 plantas. Um teste y° foi feito para testar a hipétese nula de
segregacdo de 1:2:1 (no caso dos marcadores co-dominantes) e de 3:1 (no caso dos marcadores dominantes) em
todos os marcadores genotipados. Apenas os marcadores que ndo mostraram distor¢do (P>0,05) da segregacio
esperada foram usados na construgdo inicial do mapa. As analises de ligagdo foram feitas usando o programa

Mapmaker Macintosh versdo 2.0 (Lander et al., 1987). Um LOD minimo utilizado foi de 5,0 ¢ o maximo de
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fracdo de recombinagdo (h) de 0,35 foi escolhido para os grupos de ligacdo (LG). O maximo de ligacdo entre os
marcadores dentro de cada grupo de ligagdo foi estimado pelo método de correlagcdo de matrizes pela analise de
trés pontos para grupos contendo mais de sete marcadores. A ordem dos marcadores foi confirmada por
comparagdo de probabilidade da possivel ordem usando a analise de multiplos pontos e permutando todas as
ordens das trincas adjacentes. Loci que puderam ser ordenados com a probabilidade de propor¢do > 1,00:1 foram
usados para estabelecer a estrutura do mapa. Loci de marcadores co-dominantes que ndo mostraram distor¢do na
segregagdo em P>0,01 foram usados nesta analise. Em um segundo passo, o LOD diminuido para que novos
marcadores fossem incluidos em cada grupo. O comando “try” foi, entdo, usado para determinar a exata posi¢do
dos novos marcadores em cada grupo. Em um passo seguinte, marcadores distorcidos e marcadores segregando
3:1 (marcadores RGA-Display) foram incluidos. A ordem dos novos marcadores foi novamente confirmada e as
fragdes de recombinagdo foram convertidas em distancia de mapa em centimorgans (¢cM) usando a funcdo
“Kosambi’s mapping”. Os tamanhos de genoma no mapa foram estimados de acordo com Hulbert et al. (1988)

levando em consideragdo apenas a comparagdo dos pares de marcadores colocados na estrutura do mapa.

Resultados

RFLP

Foram feitas, no total, dezessete membranas contendo somente os parentais e dezoito membranas
contendo a populagdo F, para mapeamento. Primeiramente, cada membrana contendo os parentais (digeridos
com uma das duas enzimas) foi hibridizada com uma das nove sondas diferentes para a selegdo de quais seriam
polimérficas. Das sondas testadas, todas se mostraram polimodrficas para os parentais, sendo elas: S5-A-375, S5-
A-384, S1-A-36, S1-A-37, C8-V-434, S4-A-164, S1S2-A-152, T-A-44 e S5C8-AXY-370. A Tabela 2 mostra
um resumo dos resultados dos testes aplicados nos parentais. A enzima EcoRI produziu 12 fragmentos
polimorficos, quatro na planta 4. duranensis e oito na planta 4. stenosperma, enquanto a enzima HindIll
produziu 24 fragmentos polimodrficos (sete com a planta A. duranensis e 17 com a planta A. stenosperma)
representando o dobro de marcadores. O RGA que produziu mais polimorfismo foi o S1-A-37, onde 12
marcadores poderdo ser genotipados na populagdo F, entre as duas enzimas. O parental 4. stenosperma produziu
25 bandas polimorficas no total, enquanto o 4. duranensis produziu apenas 11 bandas polimorficas.

Nos testes preliminares realizados nos parentais também foi possivel a contagem do ntimero de loci de
cada RGA no genoma de cada planta. A Tabela 2 também representa o nimero de copias dos RGAs utilizados
como sonda nos parentais (4. duranensis e A. stenosperma). O RGA S5-A-375 possui 13 copias no genoma da
A. duranensis digerido com a enzima EcoRI, enquanto que no genoma de A. stenosperma, clivado com EcoRI,
s0 existe 1 copia do RGA S5-A-384.

Apos todos os testes realizados e de posse das informagdes obtidas sobre as sondas e enzimas com
maior potencial de polimorfismo, trés sondas foram genotipadas na populagdo completa (S1-A-36, S1-A-37 e

S1S2-A-152) e duas sondas foram genotipadas em 20 plantas da populacdo F, (S4-A-164 ¢ T-A-44). A Figura 1
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mostra um Southern-blot com vinte plantas da populagdo F, digeridas com EcoRI e hibridizadas com a sonda
S1-A-36. As bandas observadas segregam independentemente e neste caso, foram genotipadas como sendo
dominantes, ou seja, cada banda representa um marcador.Apds a genotipagem da populagdo F,, nove bandas
polimérficas puderam ser contabilizadas para as cinco sondas testadas nessa populagdo (S1-A-36: 3 bandas, S1-

A-37: 1 banda, S1S2-A-152: 2 bandas, S4-A-164: 2 bandas ¢ T-A-44: nenhuma banda genotipada).

RGA-Display

Nas reacdes de amplificagio dos fragmentos, de 140 combinagdes possiveis de primers (sete primers
relativos ao motivo Kinase-2 e vinte relativos ao adaptador ligado ao sitio de Msel) 130 foram testadas contra os
parentais A. duranensis e A. stenosperma. Dessas combinagdes, 100 apresentaram algum grau de polimorfismo
entre os parentais e as 24 melhores combinagdes foram selecionadas para serem genotipadas na populagdo F, de
93 individuos (Tabela 3).

As amplifica¢des foram testadas com trés tipos de 7ag DNA polimerase: Hot Star Taq (Quiagen), Tag
comum (PhT) e a Platinum 7aq (Invitrogen). As enzimas Hot Star Tag e Platinum mostraram alta fidelidade nos
resultados, apresentando o mesmo perfil de bandas. J& a enzima comum, amplificou uma grande quantidade de
fragmentos inespecificos (dados ndo mostrados). Esses fragmentos foram seqiienciados e nio apresentaram
homologia com nenhuma seqiiéncia ja depositada no GenBank, por estes motivos, todas as reagdes posteriores
foram feitas com Tag Hot Star ou Taq Platinum.

Os primers desenhados para reconhecer o sitio de restrigdo da enzima Msel possuem bases seletivas ao
final de sua seqiiéncia afim de restringir o nimero de fragmentos produzidos pela PCR. Uma, duas ou trés bases
foram adicionadas ao final destes primers. Testes com esses primers contendo essas bases seletivas foram feitos
nos parentais e quase todas as combinagdes produziram polimorfismo entre as espécies estudadas. A Figura 2
contém um gel de poliacrilamida 4% corado com Nitrato de Prata com amostras de 4. duranensis e A
stenosperma amplificadas com primers P2-378 e Mse com uma, duas ou trés bases seletivas. Pode-se observar
que as reagdes contendo o primer Mse com apenas uma base seletiva possuem mais bandas (43) do que as
amplificadas com duas bases seletivas (26 bandas amplificadas), que por sua vez, possuem mais fragmentos que
as amplificadas com trés bases seletivas (12 bandas amplificadas). A melhor reagdo para ser analisada, baseando-
se nesse teste, ¢ a amplificada com duas bases seletivas, pois gerou um numero satisfatério de fragmentos sem
formar um rastro como acontece em alguns casos (dados ndo apresentados).

Apos os testes iniciais de temperatura de ligagdo, Tag polimerase e nimero de bases seletivas, foram
feitos testes (Screenings) para a deteccdo de melhores combinacdes de primers para serem utilizados na
populagdo F, de mapeamento. Foi observado que os primers RGA especificos produzem em média, duas vezes
mais bandas do que os primers degenerados, significando que os primers degenerados necessitam de um
decréscimo na temperatura de anelamento para que se liguem adequadamente aos fragmentos. Nas 100
combinagdes de primer polimorficas testadas nos parentais, foram amplificados 3.095 fragmentos, sendo 293
(9,5%) polimorficos entre os parentais. Para a genotipagem da populagdo F2, foram escolhidas as 24 melhores
combinagdes de primers polimorficas. Um exemplo da genotipagem pode ser observado na Figura 3 que

representa um gel de poliacrilamida corado com Nitrato de Prata contendo RGA-Display na populagio F,. Pode-
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se observar que oito bandas polimdrficas foram visualizadas neste gel. As amostras amplificadas com o DNA
dos parentais mostradas nesta figura, ndo forneceram exatamente o mesmo resultado do encontrado na populaggo
F,. As bandas principais sdo as mesmas, mas nos parentais houve uma qualidade menor de amplificagdo dos
fragmentos mais fracos neste caso.

No total, 765 fragmentos (polimoérficos ¢ monomorficos) foram amplificados com as 24 combinagdes
de primers usadas na populacdo F,. Destes, 143 foram considerados polimorficos entre os parentais, mas
somente 139 marcadores puderam ser analisados devido a falta de consisténcia de algumas bandas. Dentre as
combinagdes genotipadas, houve uma taxa de polimorfismo de 18,7 %, representando uma média de seis bandas
polimérficas por combinagdo de primer.

Dois marcadores RGAs identificado na técnica RGA-Display (AD-NBSMGGC-8B ¢ AD-NBSMGGC-
8B) foram escolhidos para a hibridizagdo com DNA gendmico dos parentais em Southern-blot para a
identificagdo do numero de loci dos RGAs. Esses marcadores foram re-amplificados, resolvidos em gel de
agarose, purificados com o Kit “QIAquick Gel Extraction” (Quiagen) e usados como sonda contra DNA dos
parentais A. duranensis ¢ A. stenosperma. O RGA AD-NBSMGGC-8B apresentou dez copias no DNA digerido
com Hindlll e 11 cépias no DNA digerido com EcoRI enquanto que 0 RGA AD-NBSMGGC-8B apresentou 9
copias tanto no DNA digerido com HindlIIl quanto no digerido com EcoRI (dados nio apresentados). Nenhum

polimorfismo foi observado entre os parentais com esses RGAs hibridizados.

Segqiienciamento e andlise das bandas polimorficas

As seqiiéncias obtidas através do seqiienciamento das bandas polimorficas na técnica RGA-Display
obtidas foram processadas com o auxilio do programa Staden Package (Staden et al., 2003). No total foram
seqiienciadas 109 bandas polimoérficas. Apds a juncao de todas as leituras de seqiiéncia de cada amostra, 100
seqliéncias completas foram utilizadas para as andlises. Primeiro, as seqiiéncia de nucleotideos foram
comparadas com o GenBank utilizando o BLASTX (Altschul et al., 1997). Essas seqiiéncias também foram
comparadas com um banco local de genes de Arabdopsis thaliana. Considerando que as bandas polimorficas
produzidas e usadas para seqiienciamento eram de tamanho pequeno (entre 80 e 400pb), as seqiiéncias
produzidas também eram pequenas. Quando foi feita uma comparagdo destas seqiiéncias com outras ja
depositadas no GenBank de tamanhos maiores, os valores de score e e-value se apresentam pequenos em vista
dessa diferenca de tamanho entre as seqiiéncias. Devido a esse problema, outro tipo de analise também foi feito
para que a homologia com os RGAs fosse confirmada. As seqiiéncias foram traduzidas para sua seqiiéncia
protéica correspondente utilizando a ferramenta “Translate — TTEMBL” no site www.expasy.ch/tools/dna.html.
A escolha da melhor traducdo foi baseada na presenca da seqiiéncia do primer. As tradugdes foram submetidas
ao programa de dominio publico “Motif-Scan” (Falquet et al., 2002) no site www.expasy.ch/prosite onde a
ferramenta HAMAP procura no banco de dados do Pfam por dominios e motivos conhecidos dentro da
seqiiéncia estudada. A Tabela 4 representa uma comparacao entre os resultados obtidos no BLASTX contra o
banco ndo redundante do NCBI e o banco do Pfam com a ferramenta “Motif-Scan” para os provaveis

marcadores RGAs.
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Outro aspecto analisado nas seqiiéncias RGAs foi o tipo de estrutura (TIR ou NaoTIR) encontrado na
por¢io N-terminal das amostras. Por meio de comparagdo com as seqiiéncias completas ja depositadas no
GenBank, pode-se prever qual estrutura encontra-se em cada amostra. Os RGAs 9A, 9B, 9C, 12F, 26A, 26B,
27A, 27B e 28G possuem a estrutura do tipo TIR. Os RGAs 8D, 8J, 14A 14D ¢ 24E ndo possuem essa estrutura,
sendo entdo denominadas NaoTIR. As outras amostras RGAs ndo puderam ter o seu grupo definido por
comparagdo com seqiiéncias conhecidas.

Para que os RGAs encontrados nesse trabalho pudessem ser comparados entre si, foi feito um
alinhamento das seqiiéncias protéicas através dos programas Jalview do tipo ClustalW (www.ebi.ac.uk). Em uma
primeira analise, apenas os RGAs encontrados foram alinhados, mostrando claramente as regides conservadas na
seqiiéncia e a regido de anelamento do primer (Figura 4). As amostras 9B, 9C, 14A e 28G ndo possuem a regiao
de anelamento do primer nesse alinhamento, o que significa que a seqiiéncia ndo esta completa, foi usada apenas
a leitura relativa ao primer reverso (complementar ao sitio de Msel), onde o mesmo ndao conseguiu alcangar a
regido Kinase-2 no comego da seqiiéncia. Apesar dos baixos valores de significancia para algumas amostras, no
alinhamento ¢ possivel observar a presencga das regides conservadas que caracterizam o dominio NBS.

Em um segundo momento, as seqiiéncias RGAs traduzidas foram comparadas com seqiiéncias ja
descritas no Genbank. Para a comparagao foram utilizados 67 RGAs descritos por Bertioli et al., 2003 (Figura 5).
O motivo Kinase-2 é extremamente conservado em quase todas as seqiiéncias, s6 ndo aparecendo nas seqiiéncias
incompletas, como no caso das amostras 9B, 9C, 14A e 28G. O motivo Kinase-3a também esta extremamente
conservado em todas as amostras, menos na 14A. Este motivo esta representado pelos aminoacidos.

Apos o alinhamento multiplo das seqiiéncias foi feita uma arvore de similaridade com as dezenove
seqiiéncias RGAs encontradas neste trabalho. A ferramenta utilizada para a confec¢do da arvore foi a “Distancia
Meédia por Porcentagem de Identidade” do programa Jalview (Figura 6). Uma segunda arvore de similaridade
foi construida para o alinhamento contendo também as seqiiéncias RGAs obtidas por Bertioli et al., 2003. Nessa
arvore, 67 seqiiéncias RGAs depositadas no GenBank para Arachis foram utilizadas para uma comparagdo com
as 19 seqiiéncias RGAs encontradas aqui, onde através de distdncia média por porcentagem de identidade, as
amostras foram separadas em grupos de similaridade de seqiiéncia (Figura 7)

Algumas amostras seqiienciadas mostraram homologia com proteinas do tipo Kinase-2 quando
submetidas ao programa BLASTX e comparadas com o banco de dados ndo redundante. Essas amostras (AS-
NBSMCTT-24H, AD-P2378MC-20B, AD-P2391MCTA-13D, AS-P2391MCTA-13C, AD-P2378MCTA-23A)
foram, entdo, alinhadas juntamente com outras quatro seqiiéncias com homologia para essa mesma proteina ja
depositadas no GenBank (gi42567050 kinase - Arabdopsis thaliana; gi4826399 wall-associated kinase 2 -
Arabdopsis thaliana; gil5218170 WAKS - Wall Associated Kinase e gi15218959 WAK2; ATP binding /
calcium ion binding) (Figura 8). Outras amostras mostraram homologia com transposons, retrotransposons e
proteinas como, por exemplo, B-amilase. A Tabela 5 ¢ um resumo dos principais Hits encontrados para os

marcadores que ndo tiveram homologia com RGAs.

Genotipagem da populacio F, e Mapeamento

Os marcadores desenvolvidos no presente trabalho, foram inseridos em um mapa de ligacdo ja

existente, baseado em marcadores Microssatélite (Moretzsohn et al., 2005). Neste mesmo mapa, foram incluidos
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marcadores AFLP desenvolvidos em outro laboratorio (Sainsbury Institute, na Inglaterra) e marcadores ancora,
desenvolvidos na Universidade de Aarhus, na Dinamarca. No total, foram mapeados 335 marcadores, sendo 180
Microssatélite, 65 marcadores ancoras, 46 AFLPs, 3 RAPDs, 39 RGA-SAP (sendo 15 RGAs), usando-se um
LOD minimo de 5,0 e uma fragdo de recombina¢ao maxima (0) de 0,35 (Figura 9).

Como esperado, dez grupos de ligagdo foram obtidos. O nimero de marcadores por grupo de ligacdo
variou de 4 (Grupo 10) a 51 (Grupo 1). A inser¢do de novos marcadores, em sua maioria dominantes, aumentou
sobremaneira o tamanho dos grupos e do mapa total, em cM. Isso pode ter sido causado por alguns erros de
genotipagem ou, mais provavelmente, por dificuldades do programa de mapeamento (Mapmaker) em trabalhar
com marcadores co-dominantes e dominantes em conjunto. Uma evidéncia desse fato é que, dos 206 marcadores
AFLP polimorficos incluidos na analise, apenas 46 mapearam e em somente cinco dos 10 grupos de ligacdo
(Grupos 1, 4, 6, 8 € 9). Com isso, os novos marcadores devem ter sido inseridos na ordem correta, mas os valores
das distancias entre marcadores foram, possivelmente, superestimados. Devido a esse problema a numeragéo dos
grupos de ligacdo ndo obedeceu a ordem de tamanho dos mesmos.

Dos nove marcadores obtidos através da técnica RFLP, quatro puderam ser mapeados. Embora esses
marcadores possam ser bem mais informativos do que os RGA-Display se foram mapeados como co-
dominantes, ndo apresentaram esse tipo de caracteristica nesse caso. Devido a uma falta de resolucio apropriada
dos fragmentos hibridizados, os marcadores foram analisados como dominantes, embora tenham mapeado muito
proximos de seus pares. Os marcadores S1-A-36B e S1-A-36D mapearam a uma distancia de 5,3 cM no Grupo
de Ligagdo 4, enquanto que os marcadores S1-A-37A ¢ S1-A-36C mapearam a uma distancia de 14,3 ¢cM no
Grupo de Ligagao 3.

Dos 658 marcadores polimorficos incluidos na analise, 317 (48,2%) desviaram das proporg¢des 1:2:1 ou
3:1 esperadas, ao nivel de 5%. Essa propor¢do de marcadores distorcidos ¢ maior do que a detectada em dois
mapas de Arachis, baseados em marcadores RFLP, que foi de 25% em média (Halward et al., 1993; Burow et al.,
2001). Com excec¢do do Grupo 8, os demais nove grupos de ligacdo apresentaram marcadores distorcidos.
Distor¢des de segregacdo tém sido descritas para a maioria dos mapas genéticos construidos em plantas, tanto
intra como interespecificos e isso tem sido atribuido a diferentes fatores, tais como: alelos recessivos deletérios
(Berry et al., 1995), alelos auto-incompativeis (Barzen et al., 1995), rearranjos estruturais (Quillet et al., 1995)

ou diferengas no conteido de DNA (Jenczewski et al., 1997).

Discussao

Geragdao de marcadores através de RFLP

O mapeamento genético baseado em marcadores RFLP pode ser muito informativo (Halward et al.,
1993, Garcia et al., 1995, Burrow et al., 2001) embora muito dispendioso e demorado, além de ndo conter um
numero adequado de marcadores. Para a obten¢do das membranas a serem hibridizadas, muito DNA precisa ser
concentrado em um volume muito pequeno, que, no caso de espécies de Arachis se torna um problema, pois o

DNA dessas plantas ¢ altamente contaminado por compostos que o deixa viscoso em altas concentracdes e de
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facil degradacdo. Consequentemente, esta ndo ¢ uma ferramentas ideal para um trabalho de analise e
implementacdo de selecdo assistida por marcadores (MAS) em programas de melhoramento do amendoim
(Moretzhon et al., 2005).

Os marcadores obtidos com a técnica sdo génicos, embora o niimero (quatro marcadores) é muito
pequeno quando colocado em um mapa genético. Técnicas baseadas em PCR fornecem rapidamente um niimero

muito mais significativo de marcadores.

A técnica RGA-Display

Hayes e Saghai Maroof (2000) ja descreveram a utilizagdo de um AFLP direcionado para RGAs,
encontrando marcadores ligados a um gene de resisténcia em soja. A modificagdo proposta por Linden et al.
(2004) e utilizada no presente trabalho, foi a utilizagdo de primers para diversos motivos do dominio NBS, com
diversos graus de degeneracdo e o seqiienciamento dos fragmentos para a confirmacgdo da sua homologia com
genes de resisténcia.

Essa técnica, que tem as vantagens do AFLP, mostrou ser uma ferramenta muito til na construcao de
marcadores moleculares em programas de melhoramento, pois utiliza partes de genes de resisténcia conservadas
para a amplificacdo de produtos, que, provavelmente sdo regides ligadas a esses genes (Soriano et al., 2005;
Calenge et al., 2005). Esse é o primeiro estudo deste tipo para o género Arachis, onde RGAs e outros genes
foram mapeados com o auxilio dessa técnica. Anteriormente, apenas marcadores como RFLP, AFLP, RAPD,
SSR haviam sido incluidos em mapas genéticos de alta resolugao.

Através da técnica, 139 marcadores foram desenvolvidos e 19 mostraram ser RGAs apds o
seqiienciamento das bandas polimoérficas. Quinze seqiiéncias apresentaram forte homologia com outros tipos de
proteinas, como [B-amilase, Hidrolase, Kinase e outras. Semelhancas com Retrotransposons também foram
encontradas como no caso de treze seqiiéncias. Cinqiienta e trés marcadores ndo mostraram homologia nenhuma
com outras seqiiéncia depositadas no GenBank, contudo, ndo podemos descartar a hipdtese que essas seqiiéncias
sejam genes ou outras proteinas importantes ainda ndo estudadas.

Em uma analise do mesmo tipo feita para Damasco (Prunus armeniaca L.) 27 marcadores foram
identificados, e destes, sete (26%) mostraram homologia para genes de resisténcia do tipo TIR (Soriano et al.,
2005). Com a técnica, 16 marcadores puderam ser mapeados em um mapa previamente construido baseado em
marcadores Microssatélite (SSR). Entre os marcadores identificados, seis mostraram homologia para proteinas
depositadas no GenBank e quatro com Retrotransposons. Dez seqiiéncias ndo tiveram nenhuma homologia com
seqiliéncias ja depositas. Em outro trabalho (Calenge et al., 2005) foram mapeados 43 marcadores pela técnica
RGA-Display em um mapa construido para maca, onde 23 (53%) eram RGAs. Os marcadores foram mapeados
em 10 dos 17 Grupos de Ligacdo do mapa e muitos estavam organizados em pequenos grupos “clusters”. Vinte e
cinco marcadores mapearam perto de genes ou QTLs para resisténcia a duas das maiores pragas da espécie.

As seqiiéncias mostrando homologia com genes de resisténcia quando comparadas com o GenBank
através de BLASTX (Altschul et al., 1997) causaram alguma duvida se realmente eram ou estavam ligadas a
genes de resisténcia pelo discreto valor de Nivel de Significancia encontrado (e-value). Apos o alinhamento das

seqliéncias proteicas, foi confirmado que as mesmas sdo RGAs, pois os principais motivos que caracterizam o
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dominio NBS em genes de resisténcia mostraram-se claramente conservados em todas as seqiiéncias
previamente ditas como sendo RGAs. Esse argumento também foi utilizado como base de confirmagdo em
outros trabalhos (Meyers et al., 2003; Linden et al., 2004; Calenge et al., 2005). Ndo se pode deixar de pensar
que as seqiiéncias com homologia a RGAs possam ser pseudogenes que apareceram durante a geracdo de novos
genes de resisténcia (Soriano et al., 2005). De fato, ja foi proposto que uma proporgdo significante de genes do
tipo NBS podem ser pseudogenes (Meyers et al., 1999).

No total, 35 marcadores RGA-Display foram mapeados em oito de dez Grupos de Ligagcdo do mapa,
onde os mesmos estavam bem distribuidos dentro dos grupos. Alguns marcadores mostraram uma leve tendéncia
a formagdo de agrupamentos em alguns grupos de ligagdo. Segundo Meyers et al., 1999, é comum a formagao
desses agrupamentos dentro dos Grupos de Ligagdo. Dezenove marcadores mostraram ser RGAs, contudo, essa
propor¢do ndo atendeu o esperado de 50 a 90% proposto por Van der Linden em 2004 para batata, tomate ¢
macd. A propor¢ao de seqiiéncias ndo identificadas (53%) também ¢ muito diferente da encontrada por esse
autor (21%), onde o mesmo diz que esses seqiiéncias ndo podem ser ignoradas, ¢ que uma grande propor¢ao das
mesmas devem sim ser RGAs como também proposto por Meyers et al., 2003.

Apoés todas as andlises, os resultados sugerem que o desenvolvimento € o mapeamento desses
marcadores RGA-Display poderdo contribuir para a identificagdo de regides génicas contendo provaveis genes
de resisténcia e facilitar o longo processo de melhoramento do género Arachis e possivelmente de outras

leguminosas que sdo a base da alimentacdo humana e animal em todo o mundo.

Mapeamento Genético

Dos 148 marcadores desenvolvidos no presente trabalho (139 marcadores obtidos pela técnica RGA-
Display e 9 por RFLP), 39 mapearam em oito Grupos de Ligacdo (Grupos 1, 2, 3,4, 5, 6, 8 ¢ 9), sendo quinze
deles considerados RGAs por homologia no BLASTX. Os demais marcadores incluidos ndo mapearam. Além
disso, dos 39 marcadores RGA-Display mapeados, 20 apresentaram valores de BLASTX significativos. Dentre
essas homologias destacam-se RGAs, Proteinas Kinase-2, B-amilases e Retrotransposons. Com isso, abre-se a
perspectiva de usar essas informagdes na selegdo assistida, visando a introgressdo de genes de interesse para o
amendoim cultivado, com a vantagem de se ter marcadores pertencentes a esses genes ¢ nao apenas ligados a

eles.

Consideracgoes Gerais

Os programas de melhoramento de plantas cultivadas t€ém sido grandemente auxiliados por Selegdo
Assistida por Marcadores Moleculares (MAS). A obtengdo de mapas genéticos, possuindo marcadores génicos
ou ligados a Genes de Resisténcia, ¢ um passo muito importante para esse processo. Sendo assim, o
desenvolvimento de marcadores do tipo RGA ¢ uma ferramenta promissora para a identificagdo de loci
associados a esses genes, uma vez que ja foi estabelecido que uma grande propor¢do de RGAs de varias espécies
estd ligado ou faz parte de genes de resisténcia. (Collins et al., 2001, Donald et al., 2002, Leal-Bertioli et al.,
2004). Esses genes podem estar agrupados no cromossomo, possibilitando também a piramidizagdo de genes de

resisténcia (Aarts et al., 1998). Além disso, varios trabalhos demonstraram que genes de resisténcia podem
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manter sua atividade quando transferidos para outras espécies (Hammond-Kosack et al., 1998), o que também
abre a perspectiva de que, uma vez identificados os genes de resisténcia em Arachis spp., estes possam ser
transferidos para outras espécies, especialmente leguminosas como soja, feijao e ervilha.

Com as duas técnicas utilizadas, muitos marcadores génicos foram incluidos no mapa genético recém
construido de alta resolugdo (Moretzsohn et al., 2005). Para isso, foi utilizada uma populagido F, originada do
cruzamento entre acessos (4. duranensis — K7988 e A. stenosperma — V10309) que contrastam para diversas
pragas e patogenos como os nematdides das galhas Meloidogyne arenaria raga 1 e raga 2, M. javanica raga 4 e
M. hapla (Favero, 2004). No momento, bioensaios estdo sendo conduzidos para a obtencdo de QTLs
(Quantitative Trate Loci) e resisténcias ao nematdide M. arenaria raga 1 que ¢ uma das maiores pragas do

amendoim cultivado nos Estados Unidos com grande potencial de infectar as culturas brasileiras.
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Tabelas

Tabela 1 Lista de Adaptadores, primers para adaptadores e primers RGA usados em RGA-Display.

Primer * Observ. Sequéncia (5’-3")

y a Braco curto TGTACGCAGTCTAC
Adaptador Psil. (PstAdpt) Brago longo CTCGTAGACTGCGTACATGCA

a Brago curto TACTCAGGACTCAT

Adaptador Msel (MseAdapt) Brago longo GACGATGAGTCCTGAG
Primer para adaptador PstI PO0* Se liga ao PstAdpt GACTGCGTACATGCAG
Primer para adaptador Msel MO0 *  Se liga a0 MseAdpt GATGAGTCCTGAGTAA
P-Msel® Sitio de Msel GATGAGTCCTGAGTAA
P2-391* Motivo kinase-2 IGCIYTIATIGTIYTIGAYGAYGTIGA
P2-414* Motivo kinase-2 GITTYGTIYTIATGYTIGGAYGAYYTITGG
P2-19* Motivo kinase-2 CTTATTGTTCTTGATGATGATGTCGA
P2-12* Motivo kinase-2 GTCTCTTGTTCTTGATGATGTGTAAAT
P2-378* Motivo kinase-2 AAAATTATTTTGATTCTAGATGACATTGA
NBS 5%* Motivo kinase-2 YYTKRTHGTMITKGATGATGTITGG
P2-16* Motivo kinase-2 TCTTCTTGTTCTTGATGTAGGT

a: Vos et al., 1995; * Primers desenhados para RGAs de Arachis (Bertioli et al, 2003)

** | inden et al. (2004).

Tabela 2 RGAs isolados por Bertioli et al. 2003 utilizados como sonda neste trabalho. A tabela representa o
nimero de bandas polimoérficas e o nimero de loci produzidos por cada planta digerida com as enzimas

EcoRI ou HindIll.
EcoRlI Hindlll Total €
RGAs A. duranensis A. stenosperma  A. duranensis A. stenosperma
Loci® Bandas® Loci Bandas Loci Bandas Loci Bandas Loci Bandas

S5-A-375 13 0 13 0 15 0 18 3 59 3
S5-A-384 1 0 1 0 3 1 1 0 6 1
S5C8-AXY-370 5 0 6 1 4 1 3 0 18 2
S1-A-36 2 2 1 1 3 1 3 1 9 5
S1-A-37 2 2 5 3 3 1 11 8 21 12
C8-V-434 1 0 2 1 5 1 4 0 12 2
S4-A-164 2 1 3 1 4 1 1 13 4
S1S2-A-152 8 0 8 0 11 1 13 4 40 5
T-A-44 3 1 3 1 2 0 0 10
Total 37 4 42 8 50 7 59 17 188 36

* a representa o numero de /oci de cada RGA no genoma das plantas 4. duranensis e A. stenosperma. b é o numero de bandas
polimoérficas encontrada na hibridizagdo das plantas com cada um dos RGAs identificados. C ¢ o nimero dotal do /oci ou banda

polimorfica para cada RGA usado como sonda nas duas plantas digeridas com as duas enzimas ja citadas.
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Tabela 3 Combinagdes de primers utilizadas para genotipagem da populagio F,, Numero de bandas
amplificadas, polimorficas, seqiienciadas e RGAs produzidas por cada combinagdo testada

.« a Numero de bandas % de % de
Combinacao
Amplificadas  Polimorficas Seqiienciadas RGAs ® Polimorfismo RGAs
P2-12 + Mct (9) 13 3 3 3 23,1 100
P2-12 + Mcta (1) 8 1 1 0 12,5 0
P2-16 + Mc (28) 42 9 9 1 21,4 11
P2-16 + Mcaa (26) 17 2 2 2 11,8 100
P2-16 + Mctc (27) 35 7 7 2 20 29
P2-19 + Mcac (6) 45 8 0 0 17,8 0
P2-19 + Mcta (12) 22 7 7 1 31,8 14
P2-19 + Mctc (5) 56 10 0 0 17,9 0
P2-19 + Mgcg (7) 49 5 0 0 10,2 0
P2-378 + Met (20) 43 9 9 0 209 0
P2-378 + Mcta (23) 39 6 4 0 15,4 0
P2-378 + Mectc (11) 25 9 8 0 36 0
P2-378 + Mectt (24) 45 15 15 3 33,3 20
P2-391 + Mecta (13) 39 4 4 0 10,3 0
P2-391 + Mgag (16) 31 2 2 0 6,5 0
P2-414 + Mc (17) 40 8 6 0 20 0
P2-414 + Mcta (15) 28 3 3 0 10,7 0
P2-414 + Mecte (10) 14 4 4 1 28,6 25
P2-414 + Mctt (19) 28 3 3 0 10,7 0
NBS5 + Mc (21) 55 9 9 0 16,4 0
NBS5 + Mctc (14) 19 4 4 2 21,1 50
NBSS5 + Mgag (22) 36 3 2 0 8,3 0
NBS5 + Mget (25) 19 2 2 0 10,5 0
NBSS + Mgge (8) 17 10 5 4 58,8 40
Total 765 143 109 19 18,7 13
Média por combinagio 32 6 5 - - -

* refere-se aos dois primers utilizados para a amplificagdo dos fragmentos referentes ao teste realizados nos parentais. O
namero entre parénteses ao lado das combinagdes de primers diz respeito ao nimero da combinagdo utilizada. °
Numero de bandas amplificadas por cada combina¢do de primers. Inclui bandas polimoérficas e monomorficas. ©
Némero de bandas que diferem entre os parentais e individuos da populagdo F,. ¢ refere-se a0 numero de bandas
polimorficas genotipadas que foram seqiienciadas e caracterizadas. © Numero de bandas seqiienciadas que tiveram
homologia com RGAs no GenBank. A comparagdo com o banco de dados foi feita através de BLASTX ¢ BLASTN.

Tabela 4 Comparacao entre homologias encontradas por BLASTX e Pfam para seqiiéncias RGA-Display

Primer Marcador BLASTX* Motif Scan®

RGA Hits E-Value Hits E-Value
F2-12 AD-FZIZMCT-54 Disease resistance protein (TIR-NB3-LRR... 0.003 no hits
F21-12 AD-F212MCT 96 Digease tesistance protein (TIR-NES-LRR... 0.o01 #10 hits
F2-12 AD-F212MCT 20 Disease resistance protein (TIR-NES-LRR. 0.o01 no hits
F21-16 AS-P216MCAA-264  Disease resistance protein (TIR-NE3-LRER. 4,00E-07 no hits
F2-1é AD-P2LEMCAL-2E  Disease resistance protein (TIR-NB3-LER... 3,00E-10 1o hits
FP21-16 A3-PRIEMCTC-274 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR... 6,00E-14 10 hits
F1-16 ADF218MCTC27B Disease resistance protein (TIR-NE3-LER... 5,00E-22 pfam_fsNB-ARC Domain  3,20E-10
F21-16 AD-F218MC-28G Disease resistance protein (TIR-NE3-LER. 2,00E-04 no hits
F2-19 AS-P219MCTA-12F Disease resistance protein (TIR-NBES-LRER. 1,00E-06 pfam_fsMB-ARC Domain 8 70E-068
F2.414  AS-PR4MMCTC-104  Disease resistance protein, RPP13-like | 3,00E-24 pfam fsNB-ARC Domain  1,70E-45
HBE 5 AD-NESMGGC-8E Disease tesistance protein (NMBS-LER cla... 4,00E-22 pfam faMB-ARC Domain  1,80E-27
HB3 5 AS-NBEMGGC-8C Disease resistance protein (NBS-LER cla 7.00E-26 pfam_fsHB-ARC Domain  3,30E-34
MB35 AD-NESMGGC-ED Disease resistance protein (CC-NBS clas 3,00E-11 pfam_fsHMB-ARC Domain  1,30E-11
NBS 5 AS-NBEMGGC-8T Disease tesistance protein (CC-HEBS clas... 0.003 pfam fsNB-ARC Domain  1,40E-08
HWBS 5 AD-NBESMCTC-144  Disease resistance protein (CC-HBS clas... 0.005 pfam_fsNB-ARC Domain  1,30E-08
HBZ 5 AS-NBSMCTC-14D Disease resistance protein (CC-NE3-LER .. 0.002 pfam_feNB-ARC Domain  5,40E-07
MB35 AS-NESMCTT-244 Disease resistance protein (NBS-LER cla 2,00E-23 pfam_fsMB-ARC Domain 4, 50E-235
NBS 5 AS-WESMCTT-24E Disease tesistance protein (CC-HEBS clas... 7,00E-14 pfam fsNB-ARC Domain  5,80E-30
NB3 5 AD-NBSMCTT-24F  Putative late blight resistance protein [Solanum...  0.29 pfam_fsNB-ARC Domain  3,70E-04

* Homologias encontradas com seqiiéncias de nucleotideos traduzidas para aminoéacidos pelo proprio BLASTX e
comparadas com o GenBank. " seqiiéncias traduzidas pelo programa “Translate Tool - TrEMBL” da Home Page:
www.expasy.ch/tools/dna.html e processadas pela ferramenta “Motif-Scan” da Home Page: www.expasy.ch/prosite.



José, ACVF] 2006

Tabela 5 Bandas polimorficas seqiienciadas e suas principais homologias com seqiiéncias conhecidas no

GenBank.
Primer a .. b ¢
Marcador Hit E-value

RGA

P2-16  AS-P216MCTC-27D 2i|15221080jrefNP_175246.1| hydrolase/ protein serine/threon... 4,00E-07
P2-19 AD-P219MCTA-12B At1g64260.1 68414.m07281 zinc finger protein-related contains Pf... 3,00E-10
P2-378 AS-P2378MCTC-11B G1:49533772 putative polyprotein [Solanum demissum]. 4,00E-57
P2-378  AS-P2378MCTC-11C GI:7267154 putative transposon protein [Arabidopsis thaliana]. 1,00E-09
P2-378 AD-P2378NCTC-11D gi[2995405/emb|CAA73042.1| polyprotein [Ananas comosus] 6,00E-31
P2-378 AD-P2378MC-20B * At4g23160.1 68417.m03342 protein kinase family protein contains ... 5,00E-04
P2-378 AA-P2378MC-20D G1:49533772 putative polyprotein [Solanum demissum]. 2,00E-27
P2-378  AS-P2378MC-20H 2i|15724009|gb|AAL06413.1| reverse transcriptase [Pisum sativum] 9,00E-11
P2-378 AD-P2378MCTA-23A* At4g23160.1 68417.m03342 protein kinase family protein contains ... 3,00E-09
P2-378 AS-P2378MCTA-23E gi|15724009 reverse transcriptase [Pisum sativum] 2,00E-11
P2-391 AS-P239IMCTA-13C * At1g21230.1 68414.m02653 wall-associated kinase, putative simila... 6,00E-07
P2-391 AD-P239IMCTA-13D *  Atl1g21230.1 68414.m02653 wall-associated kinase, putative simila... 2,00E-11
P2-391 AD-P2391MGAG-16B At1g72520.1 68414.m08386 lipoxygenase, putative similar to lipox... 2,00E-10
P2-414 AD-P2414MCTC-10C GI:16118447 heat shock transcription factor [Phaseolus acutifolius]. 3,00E-21
P2-414 AD-P2414MC-17B gil6691193|gb|AAF24531.1| F7F22.17 [Arabidopsis thaliana] 4,00E-36
P2-414 AS-P2414MC-17D GI1:16118447 heat shock transcription factor [Phaseolus acutifolius]. 4,00E-20
P2-414 AS-P2414MCTT-19A GI:50930529 OSINBa0014F04.3 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)].  0.002
NBSS5 AS-NBSMCTC-14B At2g32290.1 68415.m03947 beta-amylase, putative / 1,4-alpha-D-gl... 5,00E-36
NBS5 AD-NBSMCTC-14C At2g32290.1 68415.m03947 beta-amylase, putative / 1,4-alpha-D-gl... 3,00E-41
NBS5 AD-NBSMGAG-22C GI:4567295 putative retroelement pol polyprotein [Arabidopsis thaliana]. 3,00E-18
NBS5 AD-NBSMCTT-24B 2i|54644620|gb|EAL33361.1| GA11129-PA [Drosophila pseudoobscura] 3,90E-01
NBS5 AS-NBSMCTT-24H * At1g52540.1 68414.m05931 protein kinase, putative contains prote... 4,00E-36
NBS5 AD-NBSMCTT-24N At3g16190.1 68416.m02044 isochorismatase hydrolase family protei... 0.020
NBS 5 AS-NBSMGGC-8E gi|55770171|ref]XP 550075.1] hypothetical protein [Oryza sati... 0.001

*Provavel proteina do tipo Kinase. * Nome dado a cada marcador identificado no trabalho. O nome possui as iniciais
da planta de origem (AD — A. duranensis; AS — A. stenosperma), os dois primers utilizados na amplifica¢do por PCR
(por exemplo: P212MCT — P2-12 ¢ Mse-ct) ¢ o nimero da combinagdo de primers associado com a letra da banda
extraida do gel. ® Principal homologia encontrada no GenBank. O programa utilizado para a comparagdo com o
banco de dados foi 0 BLASTX. € E-Value é o numero correspondente ao nivel de significAncia. Quanto menor o
valor, melhor a qualidade da homologia. O nome do marcador pode ser resumido ao niimero e a letra final do nome,
por exemplo: 10A, 24C.
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Figuras

Figura 1 Auto-radiografia de Southern-blot contendo 15 plantas da populagdo F, de mapeamento de Arachis
representadas pelos niimeros. As amostras foram digeridas com a enzima de restri¢gdo EcoRI e hibridizadas com
a sonda RGA S1-A-36. “M” representa o marcador 1 Kb Ladder (Promega), “K” representa a planta A.
duranensis, “H” representa a planta hibrida e “V” representa a planta 4. stenosperma. As setas mostram as
bandas polimorficas entre os parentais e que segregam nas plantas da populagio F,.

Mez-cta_ Mse-ct Mas-c
HNES VH E-V H K

( (=

T

Figura 3 Gel de poliacrilamida corado com Nitrato de prata
contendo amostras de RGA-Display com parte da populagio
F, de Arachis. As amostras foram amplificadas com os
primers P2-414 (degenerado) e M-c. “M” representa o
marcador 1Kb Plus. A planta 4. duranensis esta representada
por “K”, 4. stenosperma por “V” e a planta hibrida por “H”.
Os numeros na parte superior do gel representam as 24
primeiras plantas da populagcdo F, genotipadas com essa
combinagdo de primers. As setas indicam as bandas
polimoérficas entre os parentais e que segregaram na
populagéo F,.

Figura 2 Gel de poliacrilamida 4% corado com Nitrato de Prata contendo

- amostras de RGA-Display amplificadas com o primer P2-378 relativo ao

~ | motivo Kinase-2 no Dominio NBS no sentido direto ¢ outro relativo ao sitio

== de restrigdo da enzima Msel com trés, duas ou uma base seletivas. As

amostras da esquerda foram amplificadas com o primer Mse-cta (3 bases
—— el scletivas), as do centro do gel foram amplificadas com o primer Mse-ct (2
bases seletivas) e as da direita com o primer Mse-c (1 base seletiva). V
-9 representa A. stenosperma, H representa a planta hibrida e K representa a
planta A. duranensis. M é o marcador 1 kb plus (Promega).

=
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Primer
AD-NBSMGGC-85E/1-138  —————————————————- IVDDVWIPNSRNTESL ——-HEP -—-FQYGEEG IVTTRMDNVAD VY TI——-SAYVELGLLSEKDCWSLFVERVFLSTASEEYSTL
AS-P2414MCTC-10A/1-169 ———————————————— ~HMLDDLUW—EANVWDELEAPLPD —HNNNG———4MILVTTRHD OV ANYARS-KEPHHOLNLLDEDQSWE IF——RNEVFGREECPPE
AD-PZ1ZMCT-9C/1-33 EDLCGGHTW-—-FGAS——-SHITVTTRDEHVLVTAD L—-DH-
AS-NESMCTT-244/1-129 - ———— [~ ——DVW-ENDEVED LM VLNS ——— RGEETEGVIILVTTRDR IVAS AMETFP TOSHHLOPLPEDENWSLF - THYAF GONKEQP AKL

AS-NBESMGGC-8C/1-136
AD-NBSMCTT-24F/1-31

VD DVNSESYEDWNEL -—-LEP
— ———HW-|DNEAWNELDYLSPG

—FREGVEGSHILITTRSERVASVVOQT--VSPYELSLLSEEDCWLLFSEHARLSTWSHNENF TL
—QNNG——--SHILMTTRNDR

AS-P219MCTA-12F/1-56 ———————————————m LIVLDDVD—DSDPMEDLCGGHTW-—-FGAS——-SHITVTTRDEADNL YT WHCF
AD-PZ16MC-G4/1-41 FGPG——-SHILVTTRDWHEVLEGPEY—————HD IVEWTODAS - ———————————————————
AD-P212MCT-9A/1-75  ————————————— SCqHCD S AT-CPKPCHSPHES STUSESF TS SRTRSVSVTTRDEHV LY TAD A————DHIMKLLRT:

AD-PZ1ZMCT-9E/1-33 EDLCGGHTW —SHIIVTTROEHVLYVTADA-DH

AD-PZ16MCAA-Z26B/1-54 LDDVS—EVKCLENLGENQDT. -SHITITARDWHLLE THGV:

AS-PZ1EMCTC-274/1-117 LDDVS—TSDQI INLWVGGHNT —SHIIVTTROEHAICRRRM—————————— TYTERHWNLVHPINSF I-————| CHPLE
AS-P2Z16MCAR-Z26A/1-78 LDDVS—EVKCLENLGENQDT. -SHITITARDMHLICHESH EL
AD-PZ1EMCTC-27EBS1-132 VLDDWS - TSDOI THLVGGHNW- —SHIIVTTROEHAICKADD———— IVEVKALESSDAROLLSLHAFDGTDGHCLELE
AS-NESMCTT-2Z4E/1-106 -————————————— — DDV - D TOATNELKD YV LPE—— QNN G——-SHILV TTRMD RV AN Y AMS - KEPHHQLGPLNEEDSWELS ——RSEVLGGEECPADL
AD-NBESMCTC-14A/1-66 RIPRVASVVOT-—VSLYELSLLSEEDCWLLF SEHERLSTFSMENPPL

AD-NESMGGC-8D/ 1-85
AZ-NBSMCTC-14D/1-114

FINDEVEDLEKSVLNS ———-RGSESEGVYYLVTTRDQIVAS AME TCP TOSHHLOSLPEDDNWSLF - THYAF DFNKEQPVEL
FHNTOVWHNELKYYLLP K~ HNNG—— - SR ILVTTRMV MOGORNL THNL AVHEKEVV S CVRAYWINCRELOGF AIGTCLORG

AS-NBSMGGC-8J/1-57 | DNVEWEDLKSVLNC -—-RGSGIEGY]VLVTTRDPSVASUNT-—FCHSHHL QP
Motivo Motivo
Kinase-2 Kinase-3a
LD-MNBSMGGC-8B/1-138 -YELGLLSEEDCHSLFVERVFLSTASKEYSTL-SVGRELV-EKCEGLPLAVEALGSLLRTINYDERDWD SV LESELUEVFEDQNDEI IPALLRTH-——————————-

AS-P2414MCTC-104/1-169 HHEQLNLLDEDOSWE IF-—-RFNEVFGREECPPPLELIGRS IAFKSIKGLPLALKTTAGIVAKKERSEDAVEE IKNLLPYWSF TEDKEGEENNE ILELSYDDLSEKNKE
AD-P212MCT-9C/1-33
AS-MNESMCTT-24A4/1-129 -HHLOPLPEDENWSLF-THYAFGONEEQPAKLVEIGKE IV-RRCYGNPLASKVVGSLLRNE-KEEKEVLNVLESKFUD IDAVHIGAL

AS-NESMGGC-8C/1-136 -YELSLLSEEDCULLFSKHARLSTWSMENP TLEKVGRDLYV-EKCRGLPLAADSTLGGLLRGN-SD IKYWNHLLESEIUELSDD TIKWVVFALLR:
AD-MNESMCTT-Z24F/1-31

A3-P219MCTA-12F/1-56 - WHCF EVYGUILVF

AD-P216MC-G4/1-41 -HD IVEWTQDA: NECYCINL

AD-FP212MCT-94/1-75 -HIMELLRT

AD-PZ1ZMCT-9E/1-33

AD-P216MCLA-2EB/1-54 - H-GTCESVIPF:

AS-P216MCTC-27A/1-117 -————— TYTERHUNLVHPNSFI-———— CHPLAELMD IALN-——CAGIILCREWLNHL -——-EKASHDEF W LFFHMENVLEIGDVNYGSFRE-—————————————————
AZ-P216MCLA-26A/1-72 - ELAEVSFPLERNVCYCHMNLLLRTHHTD TYIYFKRE:

AD-P216MCTC-27B/1-132 - YEVKALESSDAROLLSLHAFDGTDGHCLELHWHNLVSEMVEYARGIPLGLEVLGSFLYGRCFEEVECQF QKL QKMPFPE IHNVHSVSGL—————————————————
AS-MNBSMCTT-24E/1-106 -HQLGPLMEEDSWELS--RSEVLGGEECPADLEFIGESIA-KSCHEGLPLATFTIAGVVHERNR,

AD-MNBSMCTC-14A/1-66 -YELSLLSEEDCULLFSKHERLSTFSMENPPLTSFGRDLV-EKCPGLPLALL SO
AD-NESMGGC-SD/1-85 -HHLOQSLPEDDNUSLF -THYAF DPNEEQPVELVEIGKE TV
AS-NESMCTC-14D/1-114 SHEEEWVSCVRAYWINCRELOGE A IGYCLORGRD - —————— OKONGRVLRIFLIGVMNMISTRRIRCIQRGIVIVE
AS-NESMGGC-5J/1-57 -HHLQP TFGLT
Motivo

Figura 4 Imagem de alinhamento feito pelo programa Jalview com tipo de alinhamento ClustalW. As 19 seqiiéncias
traduzidas de RGAs encontrados neste trabalho foram alinhadas e tiveram as regides conservadas destacadas. As caixas
mostram os motivos Kinase-2, Kinase-3a ¢ GLPLA do dominio NBS. A seta representa o sentido do primers NBS e a regido
de anelamento do mesmo. Os niimeros ap6s o nome dos RGAs representam o niimeros de aminoacidos em cada seqiiéncia.

CE_¥_434/MLDDLI69.150

dsgeds

Figura 5 Imagem Jalview com alinhamento das
seqiiéncias RGAs, proteinas de resisténcia de Arachis spp. e
dominio NBS. A parte inferior da figura mostra o grau de
conservacdo da seqiiéncia consensus e a qualidade do
alinhamento.
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Figura 6 Arvore de similaridade baseada em um alinhamento
ClustalW de seqiiéncias de proteinas dos RGAs encontrados
neste trabalho. Seqiiéncias do motivo Kinase-2 até GLPLA
foram usadas para o alinhamento. Os niimeros indicam a

distdincia média calculada através da similaridade das
seqiiéncias. As amostras foram divididas de acordo com sua | =
estrutura na por¢ao N-terminal TIR ou NaoTIR.

8_V_414|CBVVEGEF|MLDDLW
08_Y_265[22|WLDDLW
©8_V_515|C8VFBF|MLD DLW

V_431|08V10F.abd|MLDDLW
434/C8V2F abd[WMLDDLW

AS-NESMCTT-24E
AS-P2414MGT C-104
C8_V_5604|C8VV1 CIFVLDDVW
08_Y_282{39[VLDDVW

AsH TT244

EAG-NBGMG 8c
©8_Y_340]CXG1-PIVLD DY
—
) I CTT:
08_Y_121|083-RIVLDDIG
1 coZav_s6apaviovic
©8_0Y_280|08B11-RVLDDIW
L celwssavioem
_260|08B2- RIVLDDIW
4

481|C8TO3-FVLDBVH
12|082-ARJVLDDYN

535607 _A_400|5513-RILDDVN
AD-PZ1GMC-285
DB_A_424|D616_RVLDDN
55_A_366|55_20_R[VLDDVN

A_195[5522 £MLDDVN
_A_168]5110_2-F[VLDDVN
T_A_104|TATU_42_-_RVLDDVN

T_A_51TATUT-Z[VLDDVH
5108_A_30|512.2F|VLDDVH
5651_A_412|S5C4_RVLDDIS
T_A_43|TATUS- IF[VLDDIS
T_A_16|TATY_2_1_F[VLDDVS
T_A_44{TATUB-2[VLDDIS

51_A_36]514-1F[VLDDVH
AS-PZIGME
AD-PZ1GMCAAEE
©8_X¥_203|ck DOV
126]5_515_RIVLDDVR

AX_402|84-F[VLDDVR
A_384|5634-RIVLDDVR
X_305[75[VLDDVN

4 _AX_400[D621-RIVLDDVN
¥X_3

AD-P2IGMCTC27E
AS-PZIBMCTC27A
08_T_487|CBT7-F|ILDDVD
C8_X_40|CE@10-RILDDVD
TCB_TA_474/0C_83_FIILDDVD
_B0[SMPS_3-FIVLDDVD
Smp_A_21|SMP2_1_F[VLODYD
Smp_A_100|SMP_1-1_-_RIVLDDYD
T_A 24 TATUB- IF[ULDDYD
TD7_A_112]D7-7-3F -_FIULDDVD
91Smn707_A_23I1141-1- 1.chilvLDDY
Smp_A_48[SHP3-2[VLDDVD
S4_A_105/8413_2-FVLDDVD
5354_A_10]S44_1_FIVLDDVD
94_A_20[SWIPE- TFVLDDVD
T_A_41|TATUZ- IF[VLDDVD
D7_A_301]0D_53_RIVLDDVD
£8X_26040[VLDDYVD
S6_A_378/35_20_FIILDDID
X_204(81]VDDVD
00]pS05_RIILDDVD.
45]p_553_FIVUDDVD
£_37|S16-1F[VLDNAD
Tt s rsissor_mvionan
L ca_a_172)ca11 bt]VLDNAD

— sucps  pNoATIR

Figura 7 Arvore de similaridade das
19 amostras RGAs obtidas nesse
trabalho e 67 obtidas em Bertioli et al.,
2003. A arvore foi construida baseada
em um alinhamento do tipo ClustalW
de seqiiéncias protéicas cortadas entre
o motivo Kinase-2 ¢ Kinase-3a.
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ADP2IIAMCTA-1 3¢ 171 EMELE- - eniE- Mo FRvWE - viEvave clcBL srET A KE 18
ASNE SMCTT- 24372 EMEFAVEvE VLSRR HRNLLELR - BRc-olEErL |
ASPRIFINCTA 1162 th rrrrrrrrr ENLE lalrrr\rrlﬂ\nﬂﬂ i<l RRATHABK
| 152181 70V 126-207 AFFwEBEuENFssL - EBLKDLRNMT REPELL - 180 TEE MvER - - nl
| 15218985 125-206 AFLMEBSME oF HaL - EBLNNERNMT TEPRVL - 160k Tallope YR B
| 42867080/295-982 aMoeLksolksor kLA
il 9826309195276 afDVeBSuFEoFHAL - E
Conservation I

Consensus

A+t VLDOMFOFH+L -EDL+HLR++++FPUVLTDWS |GN+ TOK++LDRLT+ACSGNSHT- TCFDSEPGUVOYNCKOLAOGF+BNPYLRNG

Figura 8 Alinhamento ClustalW utilizando o programa JalView de seqiiéncias de proteinas do tipo kinase. As cinco primeiras amostras sao
seqiiéncias obtidas do processamento de bandas polimorficas da técnica RGA-Display e as quatro ultimas sdo proteinas do tipo kinase de

dominio publico depositadas no GenBank (www.ncbi.

nlm.nih.gov). A parte inferior da figura representa os graficos de conservacdo das

seqiiéncias, a qualidade do alinhamento e a seqiiéncia consensus obtida do alinhamento.
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Data File: D7S4_AFLPdist
Map Scale is 10.0 cM per cm
Kosambi Mapping Function
Segment Break Dist >= 999.9 cM
Segment Break Frac >= 50.0 %
Log-Likelihood : -1870.84
erations : 13
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i — Figura 9 Mapa Genético de ligagdo para Arachis, baseado em marcadores microssatélites (SSR), obtido através de analise de 93 plantas de uma
)| populagdo F, gerada a partir do cruzamento de duas espécies silvestres diploides com genoma AA, A. duranensis e A. stenosperma. O LOD
. L . L ~ o S
20— minimo utilizado foi de 5 ¢ a maxima fragdo de recombinacdo (h) de 0,35. 335 marcadores foram mapeados em 10 Grupos de Ligacdo.
. . . . . .
)| —— Marcadores dominantes estdo identificados por AD ou AS antes ou apos o nome se amplificaram alelos para A. duranensis ou A. stenosperma
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respectivamente. As amostras RGA-Display estdo identificadas com um asterisco vermelho e as que possuem homologia com RGAs possuem
dois asteriscos vermelhos. Marcadores provenientes de RFLP possuem dois asteriscos azuis.
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