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Figura 19 — a) Validacdo singleplex dos SNAPs FE 8 4@154.9 [T] e
FE 8 4@154.9 [C] nos parentais P1 (Sekat)) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geracdo F2. b) Validagdo multiplex dos SNAPs
FE_8_ 4@154.9 [T]e FE_8 4@154.9 [C] (FE_8 4@154.9_[M]) nos parentais P1
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Figura 20 — Representacdo esquematica da reagcdo em multiplex. A seta de =
145 pb representa o produto de PCR esperado para o alelo T. A seta de = 278 pb
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Figura 21 — a) Validacdo singleplex dos SNAPs Fl_14 10@17.5 [T] e
FI_14 10@17.5 [C] nos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geracdo F2. b) Validacdo multiplex dos SNAPs
FI_14 10@17.5 [T] e FI_14 _10@17.5_[C] (FI_14_10@17.5_[M]) nos parentais
P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10 individuos segregantes da geracao Fo.
Setas sélidas indicam o tamanho real da banda de acordo com o marcador de
100 pb; setas pontilhadas indicam o tamanho do produto esperado para cada
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Figura 22 — Validacdo singleplex dos SNAPs TSS 11 8@50.0 [T] e
TSS 11 8@50.0_[G] nos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geracdo F2. Setas solidas indicam o tamanho real da
banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
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Figura 23 — Validacdo singleplex dos SNAPs COMP_7 5@107.5 [T] e
COMP_7_5@107.5_[C] nos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geracdo F2. Setas solidas indicam o tamanho real da
banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
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Figura 24 — Validacdo singleplex dos SNAPs ESP_1 1@347.4 [G] e
ESP_1 1@347.4_[A] nos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geragéo F2. Setas solidas indicam o tamanho real da
banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
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Figura 25 — Padrdo de amplificacdo indesejado apresentado pelos SNAPs
DF 12 5@433.5 [G] e DF_12 5@433.5_[A]. Setas sélidas indicam o tamanho
real da banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
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RESUMO

BOHRY, Dieimes, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Fevereiro de 2018. Desenvolvimento de um atlas de marcadores SNAPs
associados a QTLs visando a sele¢cdo assistida por marcadores em Carica
papaya L. Orientadora: Prof2. Helaine Christine Cancela Ramos. Conselheiros:
Profs. Messias Gonzaga Pereira e Alexandre Pio Viana.

O mamoeiro é uma das fruteiras mais cultivadas nas regibes tropicais e
subtropicais do mundo. O Brasil é o segundo maior produtor e o terceiro maior
exportador de mamao. A identificacdo de regides gendmicas e o desenvolvimento
de marcadores moleculares associados as caracteristicas de interesse para o
melhoramento se torna uma boa ferramenta para auxiliar no desenvolvimento de
cultivares superiores na cultura. Desta forma, a equipe de melhoramento da
UENF tem trabalhado na construgcdo de um mapa genético saturado com
marcadores SNPs e analise de QTLs para as principais caracteristicas
guantitativas estudadas no melhoramento do mamao, visando a implementacao
da selecdo assistida por marcadores. O presente trabalho teve como objetivo a
identificacdo de SNPs fortemente associados a QTLs para as principais
caracteristicas no melhoramento do mamoeiro; desenvolvimento e validacdo de
marcadores alelo-especificos do tipo SNAP, que sdo analisados via PCR,
baseado nos SNPs identificados; e realizar uma anotacdo génica associada aos
QTLs. Os SNPs foram identificados através do software R/qtl, utilizando-se as
posicoes dos QTLs no mapa genético. Esses marcadores foram utilizados para o

desenho de SNAPs pela ferramenta PRIMER1, em que foi utlizada uma
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sequéncia de aproximadamente 1000 bases para o desenho dos primers. A
ferramenta NetPrimer foi utilizada para avaliar a qualidade dos primers em relagéo
a presenca de estruturas secundarias intra e intermoleculares, onde as melhores
combinagdes de primers foram escolhidas. Foram selecionados 12 SNAPs e trés
amostras com genotipo conhecido para a validagdo. As amostras foram o0s
parentais contrastantes para os loci analisados (Sekati e JS-12) e um bulk de
individuos segregantes da populagdo F2 oriunda desse cruzamento. Neste
sentido, para a comprovacao da eficiéncia do SNAP em diferenciar os alelos de
cada SNP, os marcadores deveriam reproduzir exatamente o genoétipo dos
individuos analisados. Foram utilizados procedimentos padrbes de PCR. A
anotacao génica foi realizada através da base de dados de genes do NCBI, sendo
identificados todos os genes em uma regido de aproximadamente 400 kpb para
cada SNP. Foram identificados 186 SNPs associados a 225 QTLs, o menor
namero de marcadores em relacdo aos QTLs se deve pela presenca de um
marcador associado a mais de um QTL. Estes SNPs foram submetidos ao
desenho de primers. Foi possivel desenhar SNAPs para 181 SNPs, totalizando
362 SNAPs desenhados (sendo um SNAP especifico para cada alelo do SNP).
Aproximadamente, 94% das sequéncias de primers apresentaram Rating superior
a 80%, evidenciando a boa qualidade das sequéncias. Foram validados 10
SNAPs em reacbes de PCR singleplex, onde quatro desses também foram
validados em multiplex. Foram identificados 3.596 genes em uma regido de
46.486,7 kpb. Os SNAPs foram eficientes em discriminar os alelos dos SNPs,
mostrando diversas vantagens na sua aplicacdo em termos de facilidade de
manuseio, custo e rapidez. A anotacdo génica associada a QTLs permitira um
melhor entendimento da expressdo das caracteristicas estudadas. O atlas
desenvolvido neste trabalho dara suporte a outros trabalhos que visem a SAM
desenvolvidos pelos programas de melhoramento da UENF e de outras

instituicoes de pesquisa.

Palavras chave: Mamoeiro; SAM; SNAP; anotagao génica.
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ABSTRACT

BOHRY, Dieimes, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, February 2018. Development of an atlas of SNAP markers associated
with QTLs for marker assisted selection in Carica papaya L. Advisor: Prof. Helaine
Christine Cancela Ramos; Committee members: Profs. Messias Gonzaga Pereira
and Alexandre Pio Viana

The papaya is one of the most cultivated fruit trees in the tropical and subtropical
regions of the world. Brazil is the second largest producer and the third largest
exporter of papaya. The identification of genomic regions and the development of
molecular markers associated with characteristics of interest for breeding
becomes a good tool to assist the development of superior cultivars in this crop.
Therefore, the UENF breeding team has been working on the construction of a
SNP saturated genetic map and QTL analysis for the main quantitative
characteristics studied in the papaya breeding, aiming the implementation of
marker assisted selection. The present work had the aim of identification of SNPs
strongly associated with QTLs for the main traits evaluated in papaya breeding;
development and validation of allele-specific SNAP markers, which are analyzed
via PCR, based on the identified SNPs; and to perform a gene annotation
associated with QTLs. The SNPs were identified through the R / gtl software,
using the QTL positions in the genetic map. These markers were used for the
design of SNAPs by the tool PRIMERL1, in which a sequence of approximately
1000 bases was used for the design of the primers. The NetPrimer tool was used

to evaluate the quality of the primers in relation to the presence of intra and
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intermolecular secondary structures, where the best combinations of primers were
chosen. Twelve SNAPs and three samples with known genotype were selected for
validation. The samples were the contrasting genotypes for the analyzed loci
(Sekati and JS-12) and a bulk of F2 segregating population individuals from this
cross. Thus, to prove the efficiency of SNAP in discriminating the alleles of each
SNP the markers should reproduce exactly the genotype of the individuals
analyzed. Standard PCR procedures were used. Gene annotation was performed
through the NCBI gene database, with all genes being identified in a region of
approximately 400 kbp for each SNP. We identified 186 SNPs associated with 225
QTLs, the smallest number of markers in relation to QTLs is due to the presence
of a marker associated with more than one QTL. These SNPs were submitted to
the design of primers. It was possible to design SNAPs for 181 SNPs, totaling 362
designed SNAPs (one SNAP specific for each SNP allele). Approximately 94% of
the sequences of primers presented Rating superior to 80%, evidencing the good
quality of the sequences. Ten SNAPs were validated in singleplex PCR reactions,
where four of these were validated in multiplex as well. 3,596 genes were
identified in a region of 46,486.7 kbp. SNAPs were efficient in discriminating
alleles of SNPs, showing several advantages in their application in terms of ease
of handling, cost, and speed. The gene annotation associated with QTLs will allow
a better understanding of the expression of the characteristics studied. The atlas
developed in this work will support other works aiming the MAS developed by the
breeding programs of the UENF and of other research institutions.

Key words: Papaya; MAS; SNAP; gene annotation
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1.INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma das fruteiras mais cultivadas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo seu fruto bastante
consumido in natura ou industrializado por apresentar O6timas qualidades
nutricionais. No entanto, a producdo mundial de maméo é baseada em poucas
variedades e hibridos. Essa falta de gendtipos superiores para cultivo é devido a
estreita base genética apresentada pela espécie, tornando limitada a expansao da
cultura. Desta forma, os programas de melhoramento do mamoeiro tém
centralizado esforgcos para ampliar a base genética dessa fruteira, no ambito de
desenvolver variedades e/ou hibridos resistentes ou tolerantes a pragas, doencas
e variagcdes ambientais, sobretudo, superiores agronomicamente (Pereira et al.,
2015).

Para execucao de programas de melhoramento, principalmente para
espécies perenes ou semiperenes, 0 uso de marcadores moleculares faz-se
fundamental para acelerar as etapas dos programas e obter maior precisdo no
processo de selecdo (Collard e Mackill, 2008). Pesquisadores tém usado a
selecdo assistida por marcadores (SAM) para melhorar caracteristicas como
produtividade, qualidade de frutos e resisténcia a doencas que sao de dificlil
mensuracdo. Além disso, a piramidacdo de multiplos QTLs, oriundos de
germoplasmas diversos, em materiais superiores para posteriormente introduzi-
los em cultivares elite também € uma estratégia interessante dependendo da
caracteristica, como reportado para as caracteristicas de teor de sélidos soluveis

e teor de antioxidantes em tomate (Sacco et al., 2013). Portanto, é necessario



identificar e aplicar marcadores associados as caracteristicas de interesse, o0 que
pode ser viabilizado pela utlizacdo de marcadores derivados de regides
expressas do genoma (ESTs), ou marcadores associados a QTLs (Pereira et al.,
2015).

Os marcadores do tipo SNP (single nucleotide polymorphism) séo
definidos como uma variacdo de um Unico nucleotideo que ocorre em uma
posicdo especifica do genoma e apresentam a forma mais abundante de variacao
genética (Brookes, 1999). A frequéncia média de SNPs em linhagens elite de
milho € de um SNP a cada 60 pb (Ching et al., 2002). SNPs sdo os marcadores
de escolha tanto para mapas de ligacdo quanto para estudos de associacdo
(Baird et al., 2008), genbmica de populacbes (Morris et al., 2013) e analise
evolutiva (Etter et al., 2011). O marcador SNP possui carater bi-alélico e devido a
sua grande abundancia, ha maior probabilidade de encontrar um SNP ligado a
uma caracteristica de interesse e quando considerados em conjunto os SNPs
possuem alto poder informativo.

Uma vez identificado um SNP associado a uma caracteristica de
interesse, este pode ser usado para selecionar individuos superiores. Para que
isso se torne possivel em termos de eficiéncia, rapidez e custo, Drenkard et al.
(2000) desenvolveram uma metodologia robusta de desenho de primers que
permite identificar os diferentes alelos de um SNP via PCR (polymerase chain
reaction) convencional. Essa metodologia € chamada de marcador SNAP, que
significa polimorfismo de Unica base amplificado. Kim et al. (2005) aplicando essa
metodologia desenvolveram e validaram SNAPs a partir de um SNP localizado
em um gene controlador da supernodulacdo em soja, permitindo a rapida e facil
identificacdo de gendtipos supernodulantes em estagios iniciais de crescimento,
sem a necessidade de inoculacéo e fenotipagem das raizes.

Pesik et al. (2017) desenvolveram e validaram marcadores SNAPs
com base em SNPs localizados em genes da superfamilia de fatores de
transcricdo WRKY em coqueiro. Os autores tiveram sucesso na validacao dos
SNAPs em multiplex, que permite a deteccdo dos dois alelos do SNP em uma
mesma reacdo de PCR, reduzindo pela metade o numero de reacbes para a
genotipagem.

Devido a importancia dos estudos de caracteres quantitativos para o

melhoramento do mamoeiro e considerando o inexpressivo numero de trabalhos



que visam a identificagdo de regides cromossOmicas que controlam
caracteristicas de interesse, a equipe de melhoramento do mamoeiro da UENF
tem desenvolvido pesquisa visando a elaboracdo de um mapa genético com alto
grau de saturacao, utilizando-se para tal marcadores SNPs desenvolvidos a partir
de bibliotecas RADseq (restriction-site associated DNA sequencing) para posterior
identificacdo de QTLs associados as principais caracteristicas avaliadas em
programas de melhoramento do mamoeiro (Pereira et al., 2015).

Tendo em vista 0s aspectos observados, o objetivo deste trabalho foi
identificar SNPs fortemente associados a QTLs, desenvolver e validar marcadores
SNAPs com base nos SNPs identificados, e identificar genes associados aos
QTLs para caracteristicas agronomicamente importantes no melhoramento do
mamoeiro, visando a implementacdo da selecdo assistida por marcadores na

cultura.



2.0BJETIVOS

Identificar marcadores moleculares SNP associados a QTLs de
caracteristicas importantes para o melhoramento do mamoeiro;

Desenvolver e validar marcadores alelo-especificos do tipo SNAP,
com base nos SNPs identificados;

Identificar genes candidatos associados aos QTLSs;

Desenvolver um atlas contendo todas as informacdes geradas no

presente estudo, visando a implementacdo da SAM na cultura do mamoeiro.



3.REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da cultura

A espécie Carica papaya L., 0 mamoeiro cultivado comercialmente,
pertence a familia Caricaceae, que esti dividida em seis géneros, com 35
espécies distribuidas da seguinte forma: Carica (uma espécie), Jacaratia (oito
espécies), Cylicomorpha (duas espécies), Jarilla (trés espécies), Horovitzia (uma
espécie) e Vasconcellea (20 espécies) (Badillo, 2000).

O mamoeiro possui um raro sistema de determinacdo sexual, sendo
observado trés formas sexuais distintas: plantas com flores femininas, masculinas
e hermafroditas. Diversas hipéteses foram propostas ao longo das ultimas
décadas para explicar a genética da trioicia em mamoeiro, como: a presenca de
um unico gene com trés formas alélicas; um grupo de genes intimamente ligados;
um balango génico do cromossomo sexual sobre 0os autossGmicos; Cromossomos
classicos XY; e elementos regulatérios na via bioquimica do desenvolvimento
floral. No entanto, apenas estudos ao nivel molecular foram capazes de
desvendar esse sistema. O mamoeiro possui cromossomos XY que determinam o
sexo da planta, onde o cromossomo Y possui duas formas levemente diferentes
que determinam os sexos masculino (XY) e hermafrodita (XY"). Plantas femininas
possuem os cromossomos XX (Ming et al., 2007).

Os mamoeiros cultivados, atualmente, sao divididos em dois grupos

heteroéticos distintos: a) "Solo" que apresenta o maior niumero de variedades



disponiveis no mercado mundial, sendo a maior parte dessas variedades do tipo
linha pura (Ex.. Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo Line 72/12, Kapoho,
Waimanalo, Higgins e Baixinho de Santa Amalia), permitindo assim, que o0s
agricultores utilizem sementes colhidas no proprio pomar para constituir a proxima
geracdo de cultivo. Os frutos obtidos de plantas hermafroditas sao piriformes,
possuem peso médio entre 300 a 650 gramas e polpa vermelha-alaranjada, o que
os tornam mais populares no mercado externo (Dantas, 2000), além disso,
recentemente tem-se explorado a variabilidade dentro do grupo heterético “Solo”,
onde foram registradas as primeiras cultivares hibridas desse grupo (MAPA,
2018); b) “Formosa” constituido por hibridos caracterizados pela producédo de
frutos com peso médio entre 900 a 1.300 gramas e polpa avermelhada. Devido as
suas caracteristicas, a producdo no pais é destinada ao consumo interno. Os
hibridos da série Tainung (Ex.: Tainung n.° 1, 2) sdo os mais cultivados. Estes
hibridos apresentam a desvantagem do alto valor das sementes, as quais sdo
importadas de Taiwan, por 3.000 a 4.000 dolares por quilograma. Outro hibrido &
o ‘UENF/CALIMAN 01’ (Calimosa), produzido pela equipe de melhoramento
genético da UENF em parceria com a empresa Caliman Agricola S.A. Esse
hibrido vem sendo cultivado nas diferentes regides produtoras do Brasil, nos
Estados do Rio Grande do Norte, Bahia e Espirito Santo (Pereira et al., 2015).

O germoplasma do mamoeiro apresenta ampla variacdo fenotipica
para muitas caracteristicas agrondmicas importantes, tais como o tamanho e
forma do fruto, cor da polpa, sabor, dogura e estatura da planta (Kim et al., 2002).
A planta do mamoeiro desenvolve-se melhor em altas temperaturas, sendo a faixa
ideal entre 22 a 26 °C, precipitacdo pluviométrica de 1.500 mm anuais e umidade
relativa do ar de 60 a 85%. O mamoeiro inicia a emissdo de flores com trés a
quatro meses de idade e a frutificacdo a partir do oitavo més apds o semeio,
assim, a planta cultivada comercialmente tem boa produgdo por 16 meses,
totalizando 24 meses de vida da lavoura. Dessa forma, o produtor deve renovar a
lavoura a cada dois anos, tornando grande a demanda por sementes para

manutenc¢ao de plantios com producéo de qualidade (Ferreguetti, 2003).



3.2. Importancia econémica da cultura

A fruticultura mostra-se como uma das melhores opcbes para a
diversificacdo das atividades agricolas, apresentando vantagens econdmicas e
sociais, tais como: 0 aumento da quantidade de emprego, fixagdo do homem no
campo, melhor distribuicdo da renda regional, geracdo de produtos de alto valor
comercial, além de excelentes perspectivas de mercado interno e externo (Silva et
al., 2004).

O mamao é cultivado em mais de 60 paises, sendo a maior parte da
producado originada de economias em desenvolvimento localizadas nos trépicos.
A fruta tem ganhado popularidade mundialmente, aparecendo na quarta posicao
(13,05 milhdes de toneladas) na producdo de frutas tropicais, ficando atras
apenas da banana (113,28 milhdes de toneladas), manga (46,51 milhdes de
toneladas) e abacaxi (25,81 milhdes de toneladas) (STATISTA, 2016).

O maméao é considerado uma das frutas mais importantes para o
consumo, devido as suas propriedades nutricionais, sendo consumido em maior
parte in natura ou industrializado na forma de doces em calda, doces cristalizados
ou passa e geleias. E rico em antioxidantes (Ex.: carotenos, vitamina C e
flavonoides), Vitamina B (Ex.: acido félico e pantoténico), minerais (Ex.: potassio e
magnésio) e fibras. Além disso, o fruto € fonte da enzima digestiva papaina, que é
usada como ingrediente na fabricacéo de cerveja, amaciante de carnes, produtos
farmacéuticos, produtos de beleza e cosméticos (Evans e Ballen, 2012). Também
pode ser extraido das folhas, dos frutos e das sementes o alcaloide carpaina,
utilizado como ativador cardiaco (Dantas e Castro, 2000).

O Brasil é o terceiro no ranking mundial de producédo de frutas,
estando atras apenas da China e india, respectivamente. A area produtiva no pais
supera os dois milhdes de hectares, com producdo anual de, aproximadamente,
44 milhdes de toneladas e gerando mais de cinco milhdes de empregos diretos
(MAPA, 2018). A regido Sudeste € o principal polo de produgdo no cenario
nacional, sendo o estado de Sao Paulo o maior produtor de frutas. A introducéo
da fruticultura em outras regides gera novos empregos e oportunidade de renda,
além disso, estimula a industrializacdo (Reetz et al., 2015).

O pais ocupa a posicdo de segundo maior produtor de mamao do
mundo, com uma producado de 1,42 milhdo de toneladas produzidas em uma éarea

de 30.372 hectares em 2016, ficando atrds apenas da india (5,7 milhdes de



toneladas) em producéo. Em 2013 o Brasil foi o terceiro maior exportador da fruta
(28,56 mil toneladas), gerando em receita US$ 41,8 milhdes, sendo o México (115
mil toneladas) e a Guatemala (32,13 mil toneladas) os maiores exportadores
(FAOSTAT, 2018). O mercado externo conta com a vantagem cambial, o que
torna o maméo brasileiro mais competitivo frente a outros produtores
internacionais (Reetz et al., 2015). Outro aspecto importante esta ligado a
disponibilidade de producdo o ano todo, garantindo a possibilidade de
fornecimento regular e continuo (BRASIL, 2007).

Na producédo nacional, o cultivo mais expressivo do mamoeiro ocorre
nos estados da Bahia (718,7 mil toneladas), Espirito Santo (404,7 mil toneladas),
Minas Gerais (126,8 mil toneladas) e Ceara (118,4 mil toneladas). Embora a
Bahia seja o maior produtor, o Espirito Santo é o maior exportador da fruta (IBGE,
2016).

3.3. Genbmica do mamoeiro

A espécie Carica papaya € considerada uma planta modelo para
estudos gendmicos devido a uma série de caracteristicas: 0 mamoeiro possui um
periodo juvenil curto; exibe floracdo e frutificacdo abundante; cada fruto produz
muitas sementes; além disso, a eficiente propagacdo in vitro e técnicas de
engenharia genética permitem o estudo de varios processos reprodutivos e
vegetativos aliados a informacédo de sequéncias genbmicas (Yu et al., 2009).
Além disso, posiciona-se filogeneticamente proximo a Arabidopsis thaliana, a
principal planta modelo, e estd dentro de um dos principais grupos de
dicotiledbneas, a ordem Brassicales, assim o mamoeiro poderia tornar-se uma
espécie central para estudos de gendbmica comparativa e evolutiva dentro do
grupo (Chen et al., 2007).

O mamoeiro possui um genoma relativamente pequeno (372 Mpb),
sendo uma espécie diploide com nove pares de cromossomos. Cerca de 39% do
genoma é composto pelas bases nitrogenadas Guanina e Citosina (GC%) (Ming
et al., 2008). O genoma esta disponivel para estudos na base de dados de genes
do Centro Nacional para Informacdes Biotecnoldgicas (NCBI), e possui cerca de
20 mil genes identificados em mamao.

3.4. Melhoramento genético do mamoeiro



No Brasil, as instituicbes que se destacam no melhoramento
genético do mamoeiro sdo a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), no Estado do Rio de Janeiro, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA Mandioca e Fruticultura), no Estado da Bahia e o
Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural (INCAPER), no estado do
Espirito Santo.

Os objetivos dos programas de melhoramento dessas instituicdes
tém sido realizar pesquisa para desenvolver variedades e hibridos superiores que
apresentem resisténcia ou tolerancia a pragas, doengas e variagdes ambientais,
associados as boas caracteristicas agrondbmicas em termos de produtividade,
frutificacdo precoce, abundante e altura de insercédo dos primeiros frutos inferior a
90 cm, alta qualidade dos frutos, alto teor de solidos soluveis, casca fina,
auséncia de manchas, que atendam os mercados interno e externo, menor
namero de flores hermafroditas carpeloides, estéreis e pentandricas, resisténcia
ao armazenamento e transporte, cavidade interna pequena e em forma de estrela,
dentre outros. Assim, podendo aumentar o limitado nimero de variedades e
hibridos disponiveis para cultivo no pais.

O programa de melhoramento de mamoeiro da UENF, iniciado em
1996, em parceria com a Empresa Caliman Agricola S.A., localizada em Linhares-
ES, tem mostrado bons resultados ao longo de sua histéria. Tendo como principal
objetivo desenvolver gendtipos superiores capazes de contribuir substancialmente
com o agroneg6cio do mamédo no Brasil, o programa visa contribuir com a
sociedade por meio da formacdo de pessoal (Agrbnomos, Bidlogos, Mestres e
Doutores), gerar e divulgar o conhecimento cientifico na forma de artigos
publicados e, principalmente, desenvolver novas cultivares de mamoeiro (Pereira
et al., 2015).

Dentre os resultados obtidos por essa parceria, pode-se destacar o
registro do primeiro hibrido de mamoeiro do Brasil, o ‘UENF/CALIMANO1’,
conhecido popularmente como ‘Calimosa’, que foi recomendado aos agricultores
em 2003 e vem sendo cultivado nas principais regides produtoras do Brasil.
Desde entdo, outros 20 hibridos (UENF/CALIMANO2, UENF/CALIMANOS3,
UENF/CALIMANO4, UENF/CALIMANOS, UENF/CALIMANO6, UENF/CALIMANO?7,
UENF/CALIMANO8, UENF/CALIMANO9, UC10, UC12, UC14, UC16, UC 20, UC
21, UC 22, UC 23, UC 24, UC 25, UC 27 e UC 28) foram registrados junto ao
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Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2018). Tais avancos
permitiram que o Pais, tradicional importador de sementes de mamoeiro,
principalmente do hibrido ‘Tainung 01’, comegasse potencialmente a reduzir sua
dependéncia de importacdo de sementes (Pereira et al., 2015).

Para alcancgar esses resultados, diversos trabalhos foram realizados
pela equipe de melhoramento da UENF, no que se refere ao conhecimento do
comportamento floral, modo de reproducéo, predicdo do sexo, retrocruzamentos,
heterose, capacidade combinatéria, topcross, dialelo, resisténcia as doencas,
utilizando tanto caracteristicas morfoagronémicas como ferramentas moleculares
na cultura do mamoeiro (Pereira et al., 2015).

Marin et al. (2006), avaliando os efeitos heteréticos através de
cruzamentos de dialelo parcial entre gendtipos do grupo ‘Solo’ e do grupo
‘Formosa’, constataram a superioridade dos hibridos em relacdo aos seus
genitores e recomendaram as melhores combinacdes hibridas.

Em outro estudo iniciado por Silva et al. (2007a), objetivou-se a
conversao sexual do genotipo Cariflora, do estado dioico (populacdo com plantas
femininas e masculinas) para o ginoico-andromonoico (populacdo com plantas
femininas e hermafroditas), para incorporar esse material no processo de
obtencdo de linhagens endogamicas e genoétipos superiores. Foram utilizadas
tanto ferramentas classicas de melhoramento quanto marcadores moleculares,
para ampliar a eficiéncia do processo. Foram obtidas as populacdes RC1 e RC2
oriundas do cruzamento entre Cariflora x Sunrise Solo 783 e, em seguida,
selecionadas plantas com elevado grau de semelhanca com o genitor recorrente
Cariflora. Varios estudos foram desenvolvidos para o desenvolvimento, avaliacao
e conducdo de populacbes segregantes oriundas desse cruzamento (Silva et al.,
2007b; Silva et al., 2007c; Silva et al., 2008a; Silva et al., 2008b; Ramos et al.,
2011a; Ramos et al., 2011b).

Ramos (2010) avancou este estudo de conversdo sexual do
genotipo ‘Cariflora’ pela condugdo da populagcdo RCs e Ramos et al. (2012)
avaliaram a distancia genética entre populacdes derivadas de trés geracdes de
retrocruzamentos (RC1, RC2 e RC3) para selecionar os genaotipos superiores, a fim
de avancar as geracdes. Ainda, nestas populacdes, foram desenvolvidas
estratégias de selecdo combinada para as principais caracteristicas agronémicas,

considerando tanto o valor fenotipico como valor genético obtido pela metodologia
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dos modelos lineares mistos, via procedimento REML/BLUMP, para identificacao
das melhores familias (Ramos et al., 2014).

Cortes et al. (2017) desenvolveram e validaram uma metodologia de
analise e processamento de imagem digital, voltada para a fenotipagem de
caracteristicas morfoagronébmicas em mamé&o. Esta metodologia tem sido
aplicada na fenotipagem das novas areas experimentais, aumentando a precisdo
e diminuindo o tempo de obtencdo dos dados, no programa de melhoramento do

mamoeiro da UENF.

3.5. Marcadores moleculares no melhoramento

Os marcadores moleculares permitem a andlise de individuos com
base em seu DNA, distinguindo individuos geneticamente diferentes (Borém,
2009). Esses marcadores geralmente ndo representam 0s genes envolvidos na
expressao de uma determinada caracteristica, mas atuam como marcadores das
diferencas observadas (Collard et al., 2005).

A selecdo de caracteristicas desejaveis ao melhoramento de plantas
pode ser alcancada indiretamente através dos marcadores moleculares de DNA.
O desenvolvimento dessa tecnologia no melhoramento genético vegetal teve
inicio no comego dos anos 1980, quando marcadores isoenzimas foram usados
para a introgressado de caracteristicas monogénicas em cultivares comerciais (Xu
e Crouch, 2008).

Um dos principais usos dos marcadores de DNA em pesquisas na
agricultura tem sido a constru¢do de mapas de ligacdo em diversas espécies de
plantas. Esses mapas tém sido utilizados para identificar regibes gendmicas que
contém genes controladores de caracteristicas simples (qualitativas) ou
caracteristicas complexas (quantitativas), utilizando o mapeamento de QTLs
(Collard et al., 2005).

Diversos marcadores foram anteriormente utilizados para a
construcdo de mapas genéticos e estudos em plantas, como os baseados em
hibridacdo RFLP (restriction fragment length polymorphism) e os baseados em
PCR, como RAPD (random amplified polymorphic DNA); SSR (simple sequence
repeats or microsatellites); SCAR (sequence characterized amplified region). Por
altimo, veio a classe dos marcadores SNP, que sédo baseados no sequenciamento

e chips de DNA, e sdo caracterizados como a forma mais abundante de
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polimorfismo presente em ambos 0os genomas de plantas e animais (Khlestkina e
Salina, 2006). Além disso, a genotipagem de milhares de SNPs pode ser quase
inteiramente automatizada, economizando o tempo e os esforcos para obtencao
dos dados pelos programas de melhoramento genético (Steemers e Gunderson,
2007).

Desta forma, o marcador SNP possui grande destaque na
construcdo de mapas genéticos de ligacdo com alto grau de saturacdo. Segundo
Brookes (1999), um SNP é uma posicdo de um unico par de bases no DNA
gendmico, em que sequéncias alternativas (alelos) existem em individuos normais
em qualquer populagdo, onde a frequéncia do alelo alternativo deve ser superior a
1%. SNPs podem ser classificados pelo tipo de nucleotideo alterado, como
transicdes (C/T ou G/A) ou transversdes (A/C, A/T, GIC, G/T).

Recentes avancgos nas tecnologias de sequenciamento de DNA tém
gerado véarias metodologias para identificacdo de polimorfismos de Unica base
(SNP) e plataformas de genotipagem a custo mais acessivel, como a “genotyping
by sequencing” (GBS), “complexity reduction of polymorphic sequences” (CRoPS)
e RADseq (Deokar et al., 2014).

A metodologia RADseq consiste na reducdo da complexidade
gendmica pela fragmentacdo do DNA em milhares de fragmentos com o auxilio
de enzimas de restricdo, com posterior sequenciamento dos fragmentos
associados ao sitio especifico da enzima, pela utilizacdo de plataformas de
sequenciamento de nova geracdo (NGS). Essa metodologia tem permitido a
identificacdo de milhares de marcadores SNPs, por isso ganhou mais
popularidade em estudos de mapeamento genético e genética evolutiva devido a
grande quantidade de marcadores necessarios para se obter bons resultados,
além disso, para este fim ndo h4 a necessidade de uma completa cobertura do
genoma e sua aplicac@o se torna praticamente ilimitada na analise de genomas
(Etter et al., 2011).

Isso tem facilitado a aplicagdo de métodos moleculares aos
programas de melhoramento genético pela descoberta de novos marcadores. A
eficiéncia dos marcadores RADseq para identificacdo de SNPs e desenvolvimento
de mapas genéticos de alta densidade e analise de QTL em pepino (Yuan et al.,
2008) e cevada (Chutimanitsakun et al., 2011) tem sido demonstrado com

SuUcCesso.
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3.6. Polimorfismo de Unica base amplificado (SNAP)

Apesar de a genotipagem de SNPs em larga escala ter apresentado
uma diminuigdo significativa de custos e aumento da eficiéncia nos ultimos anos,
muitas instituicdes de pesquisa ndo sdo providas de investimentos suficientes
para a utilizacdo rotineira dessas tecnologias. Neste sentido, Drenkard et al.
(2000) desenvolveram uma metodologia robusta que permite facilmente
diferenciar os dois alelos de um SNP, utilizando técnicas e reagentes
convencionais de um laboratério de biologia molecular. A metodologia
denominada SNAP considera a natureza bi-alélica do SNP e desenha primers
especificos para cada um de seus alelos. Para tanto, as sequéncias gendmicas
adjacentes ao SNP devem ser conhecidas. A metodologia utiliza quatro
sequéncias de primers (Figura 1) para a genotipagem de um SNP, onde um
primer especifico para o alelo 1 (F1) &€ desenhado com base na fita upstream do
DNA e o seu primer complementar (R1), na fita downstream, e juntos eles formam
o0 SNAP 1. Contrariamente, o desenho do primer especifico para o alelo 2 (F2) é
feito na fita downstream e o seu primer complementar (R2), na fita upstream, e

juntos eles formam o SNAP 2.

(123,015 .. 123,036) F2
(122,996 .. 123,015) F1
(122,892 .. 122,911) R2 R1 (123,253 ..123,272)

L )
132,900 123,000 T 123,100 123,200

SNP

supercontig_157
467,639 bp

Figura 1 — Representacdo esquematica dos sitios de anelamento dos quatro
primers utilizados para a genotipagem de um SNP.

Os primers alelo-especifico sdo desenhados com sua extremidade 3’
na posicado exata do SNP, onde a extremidade de cada primer é correspondente
ao alelo em que ele é especifico e, assim, ocorre a amplificacdo preferencial de

um alelo em relagdo ao outro. Para aumentar a especificidade de cada primer
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especifico, um nucleotideo incompativel é inserido propositalmente entre as trés
bases proximas ao SNP. Desta forma, o produto da reacdo de PCR utilizando o
SNAP especifico para um alelo sofrera uma diminuicdo insignificante, mas a
amplificacdo do alelo ndo especifico sera reduzida drasticamente. A seguir esta

representada a estratégia de PCR codominante alelo-especifica (Figura 2):

A SNAP especifico SHNAP especifico
paraalelo paraalalo 2
Alelo 1 Alelo 2 Alelo1 Alelo 2
l ! [ [
F1 F1, rz Y rz Y
T T —_—T —_—T
I T = =
SNP R1 SMP R1 F2 2
‘|' Amplficacao l ‘|' Amphficacao l
diferenciada diferenciada
Produto da Produto nao Produto nao Produto da
PCR detectado detectado PCR
B SNAP 1 SMAP 2 C SMAP 1+ 2
AAra1 AZAZ A1AZ2 Alial  AZIAZ  A1TAZ A1TAT AZTAZ A1JAZ

Figura 2 — Representacdo esquemaética da estratégia de PCR codominante alelo-
especifica. A) Primer F1 forma um anelamento perfeito com o alelo 1, mas néo
anela corretamente com o alelo 2. Semelhantemente, o primer F2 forma um
anelamento perfeito com o alelo 2, mas ndo anela corretamente com o alelo 1. B)
Andlise esquematica de gel de agarose mostrando o resultado esperado da
amplificacdo de individuos homozigotos e heterozigotos para ambos os alelos,
usando os SNAPs 1 e 2 em reacdes separadas (singleplex). C) Resultado
esperado da amplificacdo de individuos homozigotos e heterozigotos para ambos
os alelos, usando os SNAPs 1 e 2 na mesma reac¢ao (multiplex). A banda comum
em todas as amostras demonstra o produto de amplificagéo gerado pelos primers
R1 e R2. F1 e R1, significam primers forward 1 e reverse 1, respectivamente, e
juntos formam o SNAP especifico para o alelo 1. F2 e R2 significam primers
forward 2 e reverse 2, respectivamente, e juntos formam o SNAP especifico para
o alelo 2. Bohry (2018), adaptado de Drenkard et al. (2000).
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Os primers R1 e R2 sdo os responsaveis pelos diferentes tamanhos
de produto da PCR e a escolha desse tipo de primer deve levar em consideracéo
o tamanho do produto que cada SNAP ir4 amplificar para ajudar na deteccdo dos
diferentes alelos no gel.

As reacOes de PCR podem ser realizadas separadamente para cada
SNAP, onde ocorre a deteccdo de apenas um alelo por reacao (singleplex) ou em
multiplex com a adicdo dos SNAPs referentes aos dois alelos do SNP em uma
mesma reacao, podendo detectar ambos os alelos de uma vez. Essa estratégia
se torna mais interessante, pois reduz pela metade o numero de reacdes para a
genotipagem.

Neste sentido, Lestari e Koh (2013) identificaram quatro SNPs
associados ao QTL que confere palatabilidade do arroz e desenvolveram
marcadores SNAP que sao especificos para o alelo desejado e podem ser
facilmente identificados em grandes populacbes via PCR, permitindo a
incorporacdo desses novos marcadores a outros marcadores anteriormente
desenvolvidos para selecionar gendtipos de arroz com caracteristicas fisico-
quimicas desejaveis com facilidade e baixo custo.

Kim et al. (2016) desenvolveram e validaram marcadores SNAP para
oito genes associados a produtividade de linhagens de arroz, através da
ferramenta PRIMER1. Esses genes foram caracterizados por possuir um
polimorfismo de nucleotideo funcional (FNP) que alteram a sequéncia de
aminoé&cidos que eles codificam e possibilitam, assim, maior rendimento. Cada
um desses genes possui duas formas alélicas, sendo uma forma representada
por um alelo positivo, que possui caracteristicas desejaveis e a outra forma
representada pelo alelo negativo, com caracteristicas menos desejadas. Os
autores tém o objetivo de introduzir em linhagens elites de arroz todos os oito
genes que possuem a forma alélica positiva e poder incrementar a produtividade
dessas linhagens.

A ferramenta PRIMER1, utilizada para desenho dos SNAPSs, € capaz
de gerar dezenas de combinacdes de pares de primers diferentes para um Unico
SNP locus. O grande numero de combinagbes se deve, principalmente, a
mudanca na posicao dos dois primers reverse, pois, a posicdo dos dois primers

alelo-especificos € fixada na posicédo do SNP. Novas combinac¢des de primers sao
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geradas também quando o PRIMER1 altera o tamanho dos primers, alterando

também a Tm destes.

3.7. Selecao assistida por marcadores moleculares (SAM)

Segundo Xu e Crouch (2008), as justificativas para o
desenvolvimento e uso da SAM no melhoramento de plantas caem dentro de
quatro grandes éareas que sao relevantes para quase todas as culturas: a)
caracteristicas que sao dificeis de conduzir através de sele¢do fenotipica
convencional; b) caracteristicas cuja selecdo depende de ambientes especificos
ou estagios de desenvolvimento que influenciam a expressao do fenétipo alvo; c)
manutencao de alelos recessivos durante retrocruzamentos ou para acelerar o
melhoramento através de retrocruzamento em geral: e d) piramidacdo de
multiplas caracteristicas monogénicas (tal como resisténcia a pragas e doencas
ou caracteristicas de qualidade) ou varios QTLs para uma Unica caracteristica
alvo com heranga complexa (tal como tolerancia a seca ou outras caracteristicas
adaptativas).

De acordo com Collard et al. (2005), os mapas genéticos de ligacéo
sdo uma poderosa ferramenta na aplicacdo da SAM. A deteccdo de genes ou
QTLs controladores de caracteristicas de interesse é possivel através da anélise
de ligacdo genética, isso permite a construcdo de mapas de ligacdo compostos de
marcadores genéticos para uma populacdo especifica. Uma vez que o0s
marcadores fortemente associados, que com seguranca podem predizer uma
caracteristica, foram identificados, eles podem ser usados para selecionar
individuos geneticamente superiores. As vantagens fundamentais da SAM sobre
a selecao fenotipica convencional sdo as seguintes: 1) a selecdo pode ser mais
simples do que uma triagem fenotipica, podendo economizar tempo, recursos e
esforcos, a exemplo de caracteristicas de qualidade, que geralmente sdo mais
trabalhosas; 2) a selecéo pode ser realizada ainda no viveiro. Isto pode ser util
para muitas caracteristicas, mas especialmente para aqguelas que se expressam
em estagio de desenvolvimento mais avancado. Assim, genotipos de plantas
indesejaveis podem ser rapidamente eliminados; 3) plantas individuais podem ser
selecionadas com base no seu gendtipo. Para a maioria das caracteristicas, as
plantas homozigéticas e heterozigoticas ndo podem ser distinguidos pela sele¢céo

fenotipica convencional.



17

Em mamé&o os trabalhos que visam a identificacdo de regides
gendmicas controlando, tanto caracteristicas simples como caracteristicas
guantitativas, ainda sdo escassos. Assim o0 desenvolvimento de novos
marcadores associados as caracteristicas de interesse se torna necessario.

Neste sentido, Vidal et al. (2014) desenvolveram e validaram um
atlas de marcadores SSR para auxiliar os programas de SAM do mamoeiro. Este
atlas compreende 160.318 SSRs, dos quais 21.231 foram localizados em regifes
génicas (Ex.: dentro de exons, junces de exons-introns ou introns). Os autores
identificaram 300 genes que estdo potencialmente envolvidos no amadurecimento
de frutos, com cerca de 790 SSRs distribuidos entre eles. Este estudo se torna
uma poderosa ferramenta para assistir e melhorar os programas de SAM no
melhoramento do mamoeiro e estudos de genética de populacdes.

Além disso, a equipe de melhoramento do mamoeiro da UENF tem
trabalhado na construcdo de um mapa genético com alto grau de saturacéo
baseado em marcadores SNPs e mapeamento de QTLs para as principais
caracteristicas quantitativas estudadas no melhoramento da cultura (Ramos et al.,
2013). Dando continuidade a este trabalho inicial foram desenvolvidos e validados
marcadores SNAPs associados aos QTLs identificados. Além disso, foi realizada
uma ampla anotacdo génica, visando futuramente a identificacdo de genes
candidatos. Desta forma, os resultados obtidos dardo suporte para o
desenvolvimento de outros trabalhos que visem o melhoramento assistido por
marcadores em mamoeiro e a identificacdo de genes candidatos, no intuito de

melhorar o entendimento da expressdo das caracteristicas aqui estudadas.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho deu continuidade a um projeto desenvolvido
pela equipe de melhoramento do mamoeiro da UENF. Este projeto consiste no
mapeamento de QTL para as principais caracteristicas de importancia
agrondémica para o0 mamoeiro, visando a implementacéo da sele¢c&o assistida por
marcadores na cultura e serdo descritas, a seguir, todas as etapas do projeto
(Figura 3): etapa 1 — foi realizado o cruzamento entre duas linhagens do Banco de
Germoplasma UENF/CALIMAN, Sekati e JS-12, pertencentes a0 mesmo grupo
heterético (Grupo Formosa), porém, contrastantes para caracteres agronémicos e
sensoriais; etapa 2 — um individuo F1 foi autofecundado para dar origem a
geracdo F2; etapa 3 — a populacdo F2, constituida por 200 plantas hermafroditas
foi estabelecida em area comercial da empresa Caliman Agricola S.A. em
Linhares-ES. Essa populacao foi fenotipada para caracteristicas de produtividade
e qualidade de frutos, que séo estudadas no melhoramento do mamaéo; etapa 4 —
a populagédo F2 juntamente com os parentais foram utilizados para a construcéo
de 202 bibliotecas gendémicas através da metodologia RADseq, utilizando as
enzimas de restricdo Nsi | e Mse I. ApGs a purificacdo dos fragmentos de DNA foi
adotada a estratégia de sequenciamento direto de fragmentos de 100 pb via
plataforma HiSeq2000 (lllumina); etapa 5 — as sequéncias RAD geradas foram
submetidas ao alinhamento de sequéncias seguindo o procedimento novoalign. O

alinhamento gerado foi, entdo, processado pelos Perl-Scripts padréo (E.A.J.).
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Figura 3 — Representacédo do projeto de melhoramento do mamoeiro da UENF,
visando a implementacao da selecéo assistida por marcadores na cultura.

ApOs o processo de limpeza dos dados, um conjunto de 1.370 SNPs
polimorficos e de alta qualidade foram disponibilizados para estudos de
diversidade, mapeamento ou estudos de associa¢do; etapa 6 — 0 conjunto de
1.370 SNPs foi, entdo, submetido a andlise de co-segregacao para construcao do
mapa genético de ligacdo utilizando o programa JoinMap. Um total de 1.235
marcadores SNPs foram agrupados em 10 grupos de ligacdo (GL), estando o
cromossomo 1 dividido em dois subgrupos pequenos (GL9 e GL10); etapa 7 — 0
mapa genético juntamente com os dados genotipicos e fenotipicos da populacéo
F2 foram utilizados para a analise de QTLs por intervalo composto através do
software R, utilizando o pacote R/qtl. Essa analise foi realizada para 14
caracteristicas. As etapas 8, 9, 10 e 11 foram realizadas neste trabalho e seréo

descritas com detalhes a sequir.
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4.1. Identificacdo dos SNPs associados a QTLs

Para a identificacdo dos SNPs associados a QTLs foram utilizados
dados de 14 caracteristicas quantitativas que sédo estudadas no melhoramento do
mamoeiro, sendo elas relacionadas a qualidade de frutos: Teor de solidos
solaveis (TSS), Firmeza interna ou da polpa (FI), Firmeza externa ou do fruto
(FE), Espessura da polpa (ESP), Diametro do fruto (DF), Comprimento do fruto
(COMP), Peso de frutos (PESO); e a produtividade: Altura de planta (AP),
Didmetro do caule (DC), Numero de frutos comerciais (NFC), Namero de frutos
totais (NFT), Producdo (PROD), Numero de frutos deformados (NFD) e numero
de nés sem fruto (NNSF).

O SNP mais proximo de cada QTL foi identificado através da funcéo:
>find.marker (tss.a, 1, 113.2) pelo software R/qtl. Como exemplo, foi utilizado o
QTL_1 identificado para teor de sdlidos soluveis. O nome do QTL é 1@113.2,
onde 1 significa o grupo de ligacdo (GL) e 113.2 a posi¢cao do QTL no mapa, e a
expressao tss.a significa o0 nome do arquivo contendo as informacfes genotipicas
e fenotipicas da populacéo. Para identificar os SNPs associados aos outros QTLs

procedeu-se a substituicdo das posi¢cdes do QTL no mapa genético na funcéo.

4.2. Desenvolvimento dos marcadores SNAP

Os pares de primers, citados neste trabalho como marcadores
SNAP, foram desenhados seguindo a metodologia desenvolvida por Drenkard et
al. (2000). Para o desenho dos SNAPs, cada SNP teve a sua localizacdo
acessada diretamente no genoma de referéncia do mamoeiro (Ming et al., 2008).
O genoma do mamoeiro esta disponivel na base de dados do NCBI, podendo ser
realizado o download do genoma por completo, por supercontigs ou por contigs.
Neste trabalho, foi realizado o download das sequéncias através de supercontigs
e contigs.

Para a visualizacdo das sequéncias e localizacdo da posicédo de
cada SNP no genoma, foi utilizado o software SnapGene® Viwer 3.3.3. Uma vez
determinada a posicdao do SNP, foi copiado um segmento de cerca de 1000
nucleotideos (500 nucleotideos para cada lado do SNP) que foi submetido ao
programa PRIMER1 para desenho de primers para os marcadores SNAP,

disponivel no Web site (http://primerl.soton.ac.uk/primerl.html).


http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html
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Os parametros para desenho dos pares de primers foram definidos
da seguinte forma: tamanho 6timo (20 bases), minimo (18 bases) e maximo (22
bases) de primer; tamanho 6timo (300 bases), maximo (500 bases) e minimo (100
bases) do produto de PCR; diferenca de tamanho relativo maximo (3x) e minimo
(1,4x) entre os dois produtos de PCR; temperatura de anelamento 6tima (65 °C),
méxima (80 °C) e minima (40 °C); os outros parametros foram definidos como
padrdes.

O programa PRIMER1 é capaz de gerar dezenas de diferentes
combinacBes de pares de primers para um mesmo SNP locus, permitindo ao
pesquisador a escolha das melhores combina¢cdes. No entanto, apenas um par de
primers para cada alelo do SNP é necessério para a genotipagem. Em vista disso,
as diferentes opcbes de primers foram testadas pela ferramenta NetPrimer
(PREMIER Biosoft, 2018) para verificar a existéncia de estruturas secundarias
intra ou intermoleculares.

A eficiéncia de cada primer individualmente pode ser calculada pela
presenca de estruturas do tipo self dimer e hairpin, onde o valor é dado pelo

Rating, que pode ser calculado pela expressao:

Rating = 100 + ((AG (Dimer) * 1.8) + (AG (Hairpin) * 1.4))

Outro parametro muito importante que determina a compatibilidade
dos primers € a temperatura de melting (Tm). A férmula utilizada pelo NetPrimer é
baseada na teoria da termodinamica do vizinho mais préximo, descrita por Freier
et al. (1986), calculando a Tm de cada primer de forma muito eficiente.

Diante dos parametros acima citados para desenho e andlise dos
primers, as melhores combinacfes de primers foram escolhidas para cada SNP,
onde foi escolhido um par de primer para cada alelo. Foram escolhidos os
melhores pares seguindo a compatibilidade da Tm (<4 °C) entre primers do
mesmo par; diferenca do produto de PCR entre os dois alelos maior que 60 pb;
primers com 0 mais alto Rating e, consequentemente, com self dimer e hairpin
mais proximos de zero; e cross dimer entre os primers F e R mais préoximos de
zero.

No entanto, ndo foi possivel seguir fielmente todos os parametros

definidos para o desenho de sequéncias de primers para alguns SNPs. Assim,
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foram adicionados indices nas planilhas dos marcadores SNAPs para indicar
gquando um primer possui uma caracteristica fora dos parametros considerados
desejados. Esses indices foram MSL (indicando que o primer alelo-especifico
possui mais de um sitio de ligacdo, podendo gerar bandas inespecificas durante a
PCR); Tml (quando a Tm dos primers F e R do SNAP possuem uma diferenca
superior a 4 °C); SBQ (significando SNAP de baixa qualidade, pois, o primer alelo-
especifico possui Rating inferior a 70%); CDF (presenca de cross dimer forte,
sendo inferior a -6). Além disso, ndo possivel o desenho de SNAPs para alguns
SNPs, pois, nenhum dos alelos do SNP foi compativel com o genoma de
referéncia (Al — alelos incompativeis) ou a sequéncia préxima ao SNP era muito
pequena (SMP — sequéncia muito pequena) para desenho dos primers.

Foi criado um banco de dados contendo as sequéncias de primers e
todos os parametros de qualidade dos marcadores SNAP para todos os SNPs
associados as caracteristicas de interesse agrondmico identificadas neste estudo

de desenvolvimento de marcadores moleculares.

4.3. Validagcado dos marcadores SNAP

Todas as analises para validacdo dos marcadores SNAPs foram
realizadas no Setor de Marcadores de DNA do Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(LMGV/UENF). Para isso, foram sintetizados primers para 12 marcadores SNAPs
correspondentes a seis SNPs loci (Tabela 1). Foi escolhido o SNP associado ao
QTL de maior efeito para cada uma das caracteristicas TSS, Fl, FE, COMP, ESP
e DF para a validagao.
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Tabela 1 — QTLs e SNPs utilizados para desenho e validacdo dos SNAPs

Caracteristica QTL SNP ID Alelos %Var
TSS 11 8@50.0 9 366188 LG5 [T/G] 15,30

FI 14 10@17.5 14 1604543 LG1 [T/C] 17,89

FE 8 4@154.9 157 123015 LG6 [CIT] 23,22

ESP 1 1@347.4 129 404685 LG2 [A/G] 17,36

DF 12 5@433.5 3148 _6446_Un [A/G] 20,86
COMP 7 5@107.5 61 1220909 LG7 [CIT] 13,35

%Var — Porcentagem da variacao fenotipica explicada pelo QTL.

4.3.1. Preparo dos marcadores SNAPs

Foram sintetizados um total de 24 sequéncias de primers que foram
recebidas em tubos individuais contendo apenas os oligonucleotideos. Cada tubo
foi centrifugado por 10 minutos a 14 mil rpm para garantir que néo fosse perdido
material possivelmente grudado na tampa do tubo. Em seguida, foi adicionada
solugéo TE (Tris-EDTA) em cada tubo para que os primers atingissem o volume
de 100 microlitros (ul), de acordo com o fabricante. Essa solucao foi armazenada
em temperatura ambiente por 24 horas para a completa solubilizacdo dos primers.

Os primers individuais foram quantificados no aparelho
espectrofotometro NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific®). Inicialmente o
equipamento foi calibrado utilizando TE como padrdo. Para a analise dos primers
foi pipetado dois microlitros no pedestal do equipamento e foi realizada a leitura.
O ponto de leitura do equipamento foi devidamente limpo antes de iniciar uma
nova analise.

Para a diluicdo dos primers para a concentracdo de trabalho de
cinco uM (2,5 yM de cada F e R primers) uma amostra da solucdo estoque,
calculada pela expressdo: CiVi=CzV2, foi pipetada e foi adicionada a um novo
tubo. Nesta etapa os primers forward e reverse foram colocados juntos para

formar o SNAP de cada alelo.

4.3.2. Extracao e preparo do DNA gendmico

O DNA foi extraido atraves do Kit-DNeasy® plant mini kit-50

(Qiagen), seguindo a metodologia descrita pelo fabricante. Foram utilizadas folhas
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jovens dos parentais Sekati e JS-12. Também foi extraido o DNA de 10 individuos
aleatoriamente escolhidos da populacdo segregante F2. O DNA dos individuos foi
quantificado no aparelho espectrofotometro NanoDrop® 2000c (Thermo
Scientific®) e diluido para concentracdo de trabalho de cinco ng/ul. O DNA dos

individuos da F2 foi misturado em bulk.

4.3.3. Gradiente de temperatura

Foi realizado um gradiente de temperatura para identificar a
temperatura de amplificacdo Otima para cada SNAP. Nessa etapa foi utilizado
apenas o DNA do bulk F2, pois, teoricamente, todos os diferentes alelos estariam

presentes. Todas as temperaturas testadas estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Gradiente de temperatura para SNAPs

SNAPs Ta/gradiente °C
TSS 11 8@50.0_[T] 50, 51, 52, 53, 54, 55

TSS 11 8@50.0_[G] 48, 50, 52
FI_14 10@17.5_[T] 46, 48, 50
FI_14 10@17.5_[C] 46, 48, 50
FE 8 4@154.9 [T] 51, 53, 55
FE 8 4@154.9 [C] 51, 53, 55

ESP_1 1@347.4_[A] 56, 58, 60, 62, 64
ESP 1 1@347.4_[G] 46, 48, 50
DF_12 5@433.5 [A] 54, 56, 58
DF 12 5@433.5 [G] 48, 50, 52
COMP_7 5@107.5_[C] 50, 52, 54
COMP_7 5@107.5 [T] 48, 50, 52

Ta = temperatura de anelamento.

Para a reacéo de PCR foram utilizados os seguintes reagentes em
suas determinadas concentragcbes: PCR buffer 1X (NH4)2SO4; 0,23 ng de cada
dNTP; 1,92 mM de MgClz; 0,6 U de Taq DNA Polimerase (Platus Tagq DNA
Polymerase — Sinapse Inc); 0,4 uM de primer (F + R); 10 ng de DNA (bulk); e por
final a reagcédo foi completada até 13 yl com &gua ultra pura em microtubos de
PCR de 200 uL (KASVI K4-200-8).
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A PCR foi realizada em termociclador modelo Veriti™ 96-Well
(Applied Biosystems™). O programa de PCR para o gradiente foi configurado da
seguinte forma: um ciclo de desnaturacédo inicial a 95 °C por sete minutos; 35
ciclos de desnaturacao a 95 °C por um minuto, anelamento dos primers a 46 a 63
°C (conforme a Ta de cada primer) por um minuto, e extensdo do primer a 72 °C

por um minuto; um ciclo final de extens&o por sete minutos.

4.3.4. Validacdo dos SNAPs em singleplex e multiplex

A etapa anterior serviu como base para determinar as temperaturas
Otimas de cada SNAP. Para a validacdo dos marcadores SNAPs, as melhores
temperaturas de amplificacédo foram escolhidas.

Foram utilizadas duas estratégias para a validacdo: inicialmente
todos os SNAPs foram testados em singleplex, onde para cada reacdo apenas
um SNAP era utilizado. Os resultados dessa analise foram a presenca de banda
em um parental (parental especifico) e, obrigatoriamente, a auséncia de bandas
no outro parental (parental ndo-especifico) para cada SNAP. As reacdes
utilizando o DNA do bulk deveriam, independente do SNAP, apresentar a banda
de tamanho especifico. Desta forma, os resultados obtidos deveriam reproduzir
exatamente o genotipo dos individuos utilizados. A segunda estratégia foi a
analise dos SNAPs em multiplex. Para isto, foram adicionados os dois SNAPs
referentes aos dois alelos do mesmo SNP em cada reacao.

A PCR foi realizada utilizando os seguintes reagentes em suas
determinadas concentra¢gdes: PCR buffer 1X ((NH4)2S0a4); 0,23 ng de cada dNTP;
1,92 mM de MgClz; 0,6 U de Taq DNA Polimerase; 0,4 uM de primer (F + R) para
singleplex ou 0,8 yM de primer (F1 e R1 + F2 e R2); 10 ng de DNA (bulk); e, por
final, a reagao foi completada até 13 yl com agua ultra pura.

Em ambas as estratégias, o programa de PCR foi configurado da
seguinte forma: um ciclo de desnaturacédo inicial a 95 °C por sete minutos; 30
ciclos de desnaturacao a 95 °C por um minuto, anelamento dos primers a 46 a 63
°C (conforme a Ta de cada primer) por um minuto, e extensdo do primer a 72 °C

por um minuto; um ciclo final de extenséo por sete minutos.
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4.3.5. Eletroforese

Os produtos de PCR das amostras analisadas foram corados com
seis pl do mix GelRed™ e Blue Juice na proporcédo de 1:1. Em seguida, foram
aplicadas em gel a 4% (3,4% de agarose Metaphor e 0,6% de agarose comum)
em cuba de eletroforese de 150 mL. A amperagem foi fixada em 0,4 A e o0 tempo
de corrida variou de uma a trés horas. A imagem do gel foi feita pelo sistema de
foto documentacdo MiniBis Pro (Bio-imaging Systems). Utilizou-se o marcador
High DNA Mass Ladder de 100 pb (Invitrogen, USA) para identificar o tamanho

dos fragmentos amplificados.

4.4. Anotacao de genes candidatos

A anotacdo génica foi realizada para 186 SNPs associados a QTLs
para caracteristicas agronomicamente importantes para o melhoramento do
mamoeiro. O mapa que foi utilizado para a andlise de QTLs possui um tamanho
de 3.442,3 cM (Centimorgan) e uma densidade de marcadores de um SNP a cada
2,8 cM. Assim, todos os genes, independentes da funcédo, foram anotados em
uma regido de aproximadamente quatro cM proxima a cada SNP. Considerando o
tamanho total do genoma do mamoeiro de aproximadamente 372 milhdes de
pares de bases (pb), a regido de quatro cM do mapa genético representou,
aproximadamente, 400 kpb, onde foram anotados todos os genes presentes em
200 kpb em cada lado do SNP.

Para a busca dos genes na regido proxima a cada SNP foi utilizado
o NCBI Genome Browser (Figura 4) e inicialmente foram anotados todos os IDs
génicos na regido analisada. A lista com todos IDs para cada SNP foi utilizada
para selecionar manualmente cada gene do mamoeiro na pagina disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=papaya. Assim que todos 0Ss genes
foram selecionados, foi gerado um arquivo de texto tabular contendo a descri¢ao
dos genes. Esse processo foi realizado para cada SNP e ao final foi desenvolvida
uma planilha para cada caracteristica contendo todos os genes identificados por
caracteristica e outra planilha contendo todos o0s genes para todas as
caracteristicas. Além disso, foi incluido nas planilhas o nimero de genes, o inicio,

o fim e o tamanho da regido gendmica acessada em relagédo a cada SNP.
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\W_019014535.1:99999.,150000 Carica papaya cultivar SunUp unplaced genomic scaffold, Papaya1.0 sup tig_157, whole g

enes, NCEI Carica papaya Annotation Release 100, 2017-08-04
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Figura 4 — Exemplo do NCBI Genome Browser, Janela de 50 kpb (kilo par de
bases). A linha verde na vertical (1) representa a posicdo do SNP
157 123015 GL6 associado ao QTL FE_8 4@154.9. A barra verde (3)
representa a sequéncia gendmica linear. A barra preta (2) indica a presenca de
GAP. Alguns loci génicos estéo representados pelo nimero 4. Ao todo, podem ser
observados seis loci génicos nesta janela.
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5.RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Identificacdo dos SNPs associados a QTLs

Foram identificados SNPs associados a QTLs de 14 caracteristicas
quantitativas importantes para o melhoramento do mamoeiro (Tabela 3). O
namero de QTLs por caracteristica variou de quatro para namero de frutos
deformados a 31 para altura da planta. A porcentagem de variacao fenotipica total
explicada (%Vari) pelos QTLs para cada caracteristica variou de 39,55% para
namero de frutos deformados a 99,33% para producéo (Tabela 3).

Inicialmente foram construidas tabelas com informacdes fornecidas
pela analise de QTLs. Essas informacdes foram a posicdo do QTL no mapa
genético, dado pelo GL seguido pela posicdo em cM; a porcentagem da variacao
fenotipica explicada (%Var) por cada QTL, individualmente; o LOD (Logarithm of
odds) de cada QTL; e a significancia (F).

Em relacdo a nomeacao dos QTLs, foi preservado o nome original,
adicionando-se apenas uma numeracdo sequencial no inicio do nome para

facilitar o manuseio e o entendimento dos dados.
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Tabela 3 — Numero de QTLs com alta significancia, %Var: e numero de SNPs em
comum

— NUmero SNPs
Caracteristicas de QTLs %Var comuns
@ Fl 14 84,68 1
8 " FE 14 63,00 4
8g ESP 16 81,01 4
= = DE 18 97,43 4
& COMP 15 81,94 6
PESO 12 64,92 1
. NFT 20 98,30 9
S NFC 16 91,56 10
° NFD 4 39,55 2
2 NNSF 13 72,12 2
= DC 8 64,08 3
6: AP 31 99,02 9
PROD 30 99,33 11
Total 225 - 0

%Var; — Porcentagem da variagéo fenotipica total explicada por todos QTLs identificados
para cada caracteristica.

As informacdes da posicdo do QTL foram utilizadas para identificar o
marcador SNP mais préximo a cada QTL. As informagfBes das marcas foram
utilizadas para identificar o genétipo de cada uma delas e, também, a qual
parental que cada alelo do SNP era especifico. Essas informacdes foram obtidas
no arquivo VCF (variant call format) gerado apos a identificacdo dos SNPs na
populacdo de mapeamento (dados néo publicados). Essas informacdes foram
adicionadas as tabelas (Tabela 4-17).

Apoés a identificacdo de todos os SNPs foi observado que alguns
deles estavam associados a mais de um QTL em diferentes caracteristicas. Estes
SNPs foram chamados de SNPs comuns, onde a caracteristica produgdo mostrou
0 maior numero (11) e as caracteristicas firmeza interna e peso de frutos o
minimo (1) (Tabela 3). Isto demonstra que QTLs associados a uma determinada
caracteristica podem estar correlacionados a QTLs de outras caracteristicas,

como observado por Celik et al. (2017) em Solanum pimpinellifolium. De fato, isso
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ja era esperado e pode ser explicado pela acdo pleitropica de alguns genes, que
podem afetar multiplas caracteristicas (Hodgkin, 1998).

Em mamoeiro, varias caracteristicas consideradas complexas estao
fortemente correlacionadas e podem auxiliar na selecdo simultanea ou indireta
dessas, conforme trabalhos desenvolvidos por Silva et al. (2007); Ide (2008);
Quintal (2009) e Silva et al. (2016), indicando efeitos génicos pleiotrépicos.
Segundo Carvalho et al. (2004), os coeficientes de correlacdo seguem uma
magnitude de valores, onde valores iguais a zero, a correlacéo € nula, valores de
zero a 0,30, é fraca, de 0,30 a 0,60, € média, de 0,60 a 0,90, é forte, e de 0,90 a
1,00 é fortissima. Desta forma, foi adicionado as tabelas desenvolvidas uma
altima coluna que indica quando um SNP esta associado a mais de um QTL
(Tabelas 4-17).

A andlise de QTLs permite a identificacdo de regiées cromossémicas
contendo loci para caracteristicas quantitativas, sendo possivel estimar a
porcentagem da variacdo fenotipica explicada (%Var) por cada QTL e, assim,
revelar QTLs com maior variacao fenotipica explicada do que outros. Esse efeito
do QTL é caracterizado pela diferenca nas médias fenotipicas observada entre os
grupos genotipicos do QTL. Além disso, o efeito também pode ser chamado de
herdabilidade devido ao QTL. Os QTLs que apresentam uma porcentagem da
variacdo fenotipica explicada mais alta sdo considerados de efeito principal ou
major QTLs. Embora ndo haja um valor fixo que delimite o limite entre QTLs
principais e de baixo efeito (minor QTLS), Eduardo et al. (2012) consideram que
0s QTLs principais (major) possuem uma %Var acima de 20%. No presente
estudo, foi considerado que os majores QTLs sdo os que possuem uma %Var
acima de 15%.

Fan et al. (2005) discutem que apesar de os QTLs principais serem
frequentemente os maiores responsaveis em determinar as caracteristicas, as
interacdes entre QTLs de baixo efeito podem possuir grande influéncia na
expressao das caracteristicas. Além disso, os efeitos dos QTLs principais e de
baixo efeito estdo sujeitos as condi¢cdes ambientais, podendo sofrer diferencas
dramaticas no fenotipo.

Foi realizada uma verificacdo na base de dados do Phytozome e,
também, no genoma do mamoeiro disponivel na base de dados do NCBI para

confirmar a compatibilidade de um dos alelos do SNP com o genoma de
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referéncia, onde o outro alelo seria uma forma alternativa. Alguns SNPs né&o
tiveram nenhuma base compativel com o genoma de referéncia e ndo foram
utilizados para desenho de marcadores SNAPs. Serdo descritos com detalhes os

resultados obtidos para cada caracteristica estudada a seguir.

5.1.1. Caracteristicas relacionadas a qualidade dos frutos

A caracteristica teor de soélidos soluveis (TSS) apresentou 14 QTLs
(Tabela 4), que explicaram 72,4% da variagdo fenotipica total observada. A
porcentagem da variacao fenotipica individual explicada por cada QTL variou de
2,34 a15,3% e o LOD de 3,02 a 16,38.

Tabela 4 — QTLs e SNPs associados a caracteristica teor de solidos sollveis
com respectivas %Var, LOD, significancia (F), genoétipo dos parentais, e SNPs
comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

Posicao do 0 SNP

QTL P SNP %Var LOD F PL P2 > '

1 1@113.2  1380_1407_Un [A/G] 650 7,85 ** A G o=,

2 1@421.1 6_2014486_LG2 [C/T] 10,60 12,07 ** C T PROD_6
3_3@190.8 150_307482_LG3 [G/A] 11,93 1334 ** A T
4_3@381.2 43_1670432_LG3 [T/A] 3,12 398 * A G
5_3@382.5 73 435582_LG3 [T/C] 437 545 ** C T
6_4@25 567 34739_LG6 [T/G] 4,84 6,00 ** T G

7_4@151.8 157_169542_LG6 [T/C] 234 302 * C T  DC6

8 5@17.5 46_1453648 LG7 [T/C] 11,26 12,71 ** C T 55

9_7@294.6 31503_4573_Un [T/C] 14,50 1568 ** C T )
10_7@349.2 3_282658_LG8 [G/T] 535 658 * T G
11_8@50.0 9_366188_LG5 [T/G] 1530 16,38 ** T G
12_8@252.5 184_102693_LG5 [C/A] 512 631 ** C A
13_8@260.5 96_370426_Un [G/A] 239 3,09 * A G
14 10@53.3 108 734372 Un [C/T] 899 10,47 ** T C

%Var (porcentagem da variacéo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

O GL3 apresentou o0 maior numero de QTLs (3), seguido pelos GL5
(2), GL6 (2) e 0s GL2, GL7 e GL8 com um QTL cada. Foram identificados quatro
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QTLs em GL desconhecidos. Os SNPs 567 34739 LG6 e 184 102693 LG5
associados aos QTLs TSS 6_4@2.5 e TSS_12 8@252.5, respectivamente, ndo
tiveram nenhum de seus alelos compativeis com o genoma de referéncia e,
assim, nao foram utilizados para desenho de primers dos marcadores SNAPs.

Foi identificado um QTL de efeito principal para teor de solidos
solaveis, sendo o QTL 11 8@50.0 (%Var = 15,30). Foram identificados quatro
SNPs associados a QTLs de outras caracteristicas (Tabela 4), mostrando que
existe correlacdo genética entre as caracteristicas. O SNP 1380 1407 _Un
associado ao QTL TSS 1 1@113.2 (%Var = 6,50) também esta associado ao
QTL FE_3 1@112.5 (%Var = 5,60) e a0 QTL PROD_2_1@113.2 (%Var = 0,34).
De acordo com Quintal (2009), as caracteristicas teor de solidos soluveis e FE
possuem correlacdo fenotipica e genotipica consideradas altas, no entanto,
negativas (R? = -0,72 e -0, 79, respectivamente) e teor de sélidos sollveis, com
producéo a correlacdo genotipica, é considerada média e negativa (R? = -0,54).
Neste sentido, o SNP 6 2014486 LG2 associado ao QTL TSS 2 1@421.1
(%Var = 10,60) também foi identificado para o QTL PROD 6 1@392.5 (%Var =
0,76). Segundo o mesmo autor, a caracteristica teor de sélidos solGveis possui
correlacao forte e negativa com o comprimento do fruto e a espessura da polpa
(R> = -0,78 e -0,85 respectivamente). Isso explica porque o SNP
46 1453648 LG7 associado ao QTL TSS 8 5@17.5 (%Var = 11,26) também
esta associado aos QTLs COMP_6 5@17.5 (%Var = 3,01) e ESP_3 5@14.8
(%Var = 7,82). Nao foi possivel identificar na literatura se existe correlagédo entre
teor de solidos soluveis e o didametro do caule, embora tenha sido identificado um
QTL em comum entre as duas caracteristicas (Tabela 4).

Segundo Quintal (2009), todas estas caracteristicas correlacionadas
negativamente com o teor de solidos solaveis, podem interferir na produtividade
final de um gendtipo, logo, tal situacdo revela a um melhorista que uma atencéo
redobrada deve ser tomada durante a selecdo de genoétipos com maior
produtividade e dogura.

A caracteristica firmeza interna (FI) apresentou 14 QTLs, que
explicaram 84,68% da variagcdo fenotipica total observada (Tabela 5). A
porcentagem da variagdo fenotipica individual dos QTLs variou de 2,71 a 17,89%
e o LOD de 6,05 a 28,73. O GL2 apresentou o maior nimero de QTLs (3),
seguido pelos GL1 e GL7 com dois QTLs cada.
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Tabela 5 — QTLs e SNPs associados a caracteristica firmeza interna com
respectivas %Var, LOD, significancia (F), genoétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F p1 p2 NP

comum
1 1@750 12 1519363 LG2 [1/C] 425 9.10 = C T
2 1@105.6 77 790129 LG2 [C/T] 4,09 879 ** T C
3 1@133.1 25 759834 LG2 [C/G] 10,22 18,97 ** C G
4 3@207.5 37 1312392 LG3 [C/G] 2,71 605 ** G C
5 4@210.0 59 010583 LG6 [C/G] 6.87 13,76 ** G C
6 5@224.9 82 44613 Un  [TIC] 430 919 ** T C
7 5@260.5 7 2113087 LG7 [T/IC] 957 1802 ** T C
8 5@301.8 27 1084946 LG7 [A/G] 453 0962 ** A G
9 5@412.5 152 478513 LG10 [T/C] 8.62 1658 ** T C

10 6@465.0 53 157623 LG9 [G/T] 13,50 23.46 ** G T AP.17
11 7@242.5 4 1693602 LG8 [G/T] 7,81 1529 ** T G
12 8@339.8 103 104445 LG5 [T/G] 12,49 2214 ** G T
13 9@70.0  286.3391 LG1 [C/T] 1015 18.88 ** C T
14 10@17.5 14 1604543 LG1 [T/C] 17.89 2873 ** T C

%Var (porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

Os grupos de ligacéo 3, 5, 6, 8, 9 e 10 apresentaram um QTL cada.
Foi identificado apenas um QTL em grupo de ligacdo desconhecido. O QTL
FI_14 10@17.5 foi o unico considerado de efeito principal, explicando 17,89 da
%Var. Apesar de as caracteristicas firmeza interna e firmeza externa de frutos
possuirem correlacdo fenotipica e genotipica fortissima (R?> = 0,96 e 0,97,
respectivamente; Quintal, 2009), nao foi identificado nenhum QTL correlacionado
entre firmeza interna e firmeza externa. Apenas o SNP 53 157623 LG9
associado ao QTL FI_10 6@465.0 (%Var = 13,50) esteve associado a QTL de
outra caracteristica, 0 QTL AP_17 _6@502.5 (%Var = 0,41).

A caracteristica firmeza externa apresentou 14 QTLs (Tabela 6), que
explicaram 63% da variacdo fenotipica total observada. A porcentagem da
variacao fenotipica explicada por cada QTL individual variou de 2,22 a 23,22% e 0
LOD de 3,89 a 13,6. Foram identificados trés QTLs no GL8 e nos GL2, GL4 e GL3
dois QTLs cada. Foram identificados cinco QTLs em grupo de ligacao

desconhecido (Tabela 6).
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Tabela 6 — QTLs e SNPs associados a caracteristica firmeza externa com
respectivas %Var, LOD, significancia (F), genoétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F P1 p2 NP
comum
1 1@27.5 80 351371 LG2 [C/T] 12,93 7,58 ** T C
2 1@52.5 12 113370 LG2 [T/C] 6,97 12,24 ** C T
3.1@1125 1380_1407 Un [A/G] 3,19 560 * A G ot
4 2@350.0 163 297115 LG4 [C/T] 22,28 7,83 ** C T  PESO_3
5 2@427.5 169 458549 LG4 [C/T] 4,66 818 ** C T
6_2@567.6 521 82654 Un [T/A] 382 671 * A T
7 4@122.5 84 743981 LG6 [T/C] 551 9,68 ** C T
8 4@154.9 157 123015 LG6 [C/T] 23,22 13,60 ** C T
9 4@325.0 1603 15926 Un [G/A] 2,22 389 * A G
10_7@72.5 166 320487 LG8 [C/T] 6,80 11,94 ** T C
11 7@305.0 3 2220266 LG8 [T/C] 9,65 565 ** C T
12 7@3325 3 1242097 LG8 [C/T] 2,66 467 * T C
13 8@127.5 731 3422 Un [C/T] 22,00 12,89 ** C T PROD_27
14 8@360.0 195 376088 Un [T/C] 233 409 * C T 2013

%Var (porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligagdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

Os QTLs FE_4 2@350.0, FE_8 4@154.9 e FE_13 8@127.5
explicando 22,28, 23,22 e 22,0% da variagcdo fenotipica observada foram
considerados QTLs de efeito principal para a caracteristica firmeza externa de
frutos. Foi constatado que o SNP 1380 1407 _Un associado ao QTL
FE 3 1@1125 (%Vvar = 3,19) também estd associado aos QTLs
TSS 1 1@113.2 (%Var = 6,50) e PROD_2_1@113.2 (%Var = 0,34). A firmeza
externa € correlacionada negativamente com o teor de sélidos solaveis e
positivamente com a producdo de frutos (Quintal, 2009). O SNP
163 297115 LG4 associado ao QTL de efeito principal FE_4 2@350.0 (%Var =
22,28) também esta associado ao QTL PESO 3 2@346.0 (%Var = 4,62).
Segundo Quintal (2009), a correlacédo genotipica entre firmeza externa e peso de
frutos é média (R? = 0,58). A caracteristica firmeza externa apresentou um
segundo QTL correlacionado com a producao, sendo o SNP 731_3422_Un que
estd associado ao QTL de efeito principal FE_13 8@127.5 (%Var = 22,0) e ao
QTL PROD_27 8@127.5 (%Var = 0,87). Alem disso, foi identificado que o SNP
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195 376088 Un associado ao QTL FE_14 8@360.0 (%Var = 2,33) também esta
associado aos QTLs ESP_13 8@347.5 (%Var =5,04) e NFT_16_8@342.5 (%Var
= 1,81). A firmeza externa de frutos possui correlacdo genotipica forte com a
espessura da polpa (R? = 0,72) e média, porém, negativa com o nimero de frutos
totais (R? = -0,50) (Quintal, 2009).

A caracteristica espessura da polpa (ESP) apresentou 16 QTLs
(Tabela 7), que explicaram 81,01% da variacdo fenotipica total observada. A
variacao fenotipica explicada por cada QTL individual variou de 1,37 a 20,03% e o
LOD de 2,59 a 26,74. Os grupos de ligacdo 7, 8 e 9 apresentaram dois QTLs
cada, enquanto os grupos de ligacdo 1, 2 e 3 apresentaram apenas um QTL
cada. Foram identificados sete QTLs em grupo de ligacdo desconhecido (Tabela
7).

Tabela 7 — QTLs e SNPs associados a caracteristica espessura da polpa com
respectivas %Var, LOD, significancia (F), genétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F P1L P2 _°N°
comum
1 1@347.4 129 404685 LG2 [A/G] 17,36 2412 A G *
2 4@1125 1183 495 Un [C/A] 20,03 2674 A C ** PROD_16
3 5@14.8 46_1453648 LG7 [T/C] 7,82 12,81 C T *= [958
4 5@79.0  1287_9981 Un [T/G] 11,12 17,12 T G **
5 5@171.1 61 369004 LG7 [A/G] 3,36 605 A G *=
6_5@262.5 46171 471 Un [A/G] 191 356 A G *
7 5@295.4 530 13431 Un [C/T] 6,07 1029 C T =
8_6@57.5 139 478290 LG9 [C/T] 10,87 16,80 C T *
9 6@386.3 19 1324850 LG9 [C/T] 6,68 11,19 C T =
10 7@117.5 17 537051 LG8 [A/C] 3,58 641 C A *
11 7@340.0 3 754190 LG8 [C/T] 137 259 C T *
12 8@153.4 9 2470312 LG5 [T/C] 6,32 10,67 C T =
13_8@347.5 195376088_Un [T/C] 504 875 C T == B4
14 9@0.0 64 778855 LGl [T/C] 6,00 1019 T C **  DF .18
15 10@67.5 3022 1150 Un [T/C] 11,76 17,90 C T *=
16 10@87.5 170 320831 Un [T/C] 154 290 C T *

%Var (porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).
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Essa caracteristica apresentou dois QTLs de efeito principal, sendo
eles os QTLs ESP_1 1@347.4 e ESP_2 4@112.5, explicando 17,36 e 20,03%
da %Var, respectivamente. O SNP 1183 495 Un associado ao QTL
ESP 2 4@112.5 também foi identificado para o QTL PROD_16 4@105.0 (%Var
= 0,35). Segundo Quintal (2009), essas duas caracteristicas possuem correlacéo
genotipica forte (R? = 0,69) e fenotipica média (R? = 0,47). Foi observado que o
SNP 46 1453648 LG7 esta associado aos QTLs ESP_3 5@14.8 (%Var = 7,82),
TSS 8 5@17.5 (%Var = 11,26) e COMP_6 5@17.5 (%Var = 3,01). A espessura
da polpa possui correlagdo genotipica forte e positiva com o comprimento do fruto
(R?=0,82) e correlacdo forte, mas negativa, com o teor de sélidos soltveis (R? = -
0,85) (Quintal, 2009).

A espessura da polpa de frutos de mamé&o possui correlacado
genotipica forte com a firmeza externa (R? = 0,72), onde foi observado que o SNP
195 376088 Un esta associado aos QTLs ESP_13 8@347.5 (%oVar = 5,04) e
FE 14 8@360.0 (%Var = 2,33). Esse mesmo SNP também estd associado ao
QTL NFT_16 _8@342.5 (%Var = 1,81), no entanto, a correlacdo entre espessura
da polpa e numero de frutos totais é considerada fraca (Quintal, 2009). Este
mesmo autor constatou que a correlacdo genotipica entre a espessura da polpa e
o diametro do fruto é altissima (R? = 0,91), assim, pode-se observar que o SNP
64 778855 LG1 tem associacdo com os QTLs ESP_14 9@0.0 (%Var = 6,0) e
DF_18 10@5.0 (%Var = 13,84).

A caracteristica diametro de fruto (DF) apresentou 18 QTLs (Tabela
8), que explicaram 97,43% da variacdo fenotipica total observada. A porcentagem
da variacdo fenotipica individual dos QTLs variou de 0,41 a 20,86% e o LOD de
5,54 a 82,13. Os grupos de ligacdo 1, 2, 3, 5, 6 e 9 apresentaram dois QTLs cada,
enguanto que os grupos de ligacdo 7, 8 e 10 apresentaram apenas um QTL cada.
Foram identificados trés QTLs em grupo de ligacdo desconhecido. O SNP
7 457029 LG7 associado ao QTL DF_10 5@283.0 ndo teve nenhum alelo
compativel com o genoma de referéncia e, assim, nao foi utilizado para o desenho

de primers (Tabela 8).
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Tabela 8 — QTLs e SNPs associados a caracteristica diametro de fruto com
respectivas %Var, LOD, significancia (F), genoétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F P1 p2 oNP
comum
1 1@146.0 296 98549 LG2 [A/G] 1,60 17,98 * A G
2 1@211.7 1749 9182 Un [G/A] 2,14 22552 ** G A
3 1@295.5 6 3167356 LG2 [C/T] 6,65 47,49 ** C T
4 2@281.1 258 27643 Un [A/G] 1,96 21,07 ** A G
5 2@552.5 17 1911513 LG8 [C/T] 055 7,26 ** T C
6_3@241.6 20 480105 LG3 [A/T] 3,66 32,91 ** A T
7 3@331.6 426 10821 LG3 [C/T] 11,31 62,69 *** T C
8 4@185.5 44 753691 LG6 [G/C] 2,94 2837 *** C G
9 4@208.0 165 169795 LG6 [T/C] 3,76 3352 ** C T
10 5@283.0 7 457029 LG7 [A/G] 14,90 71,24 ** A G
11 5@357.5 152 255842 LG10 [C/A] 041 554 * C A
12 5@433.5 3148 6446 Un [A/G] 20,86 82,13 ** A G COMP.9
13 6@432.8 53 1002396 LG9 [G/C] 12,24 65,09 *** G C PROD_23
14_6@443.7 53 491984 LG9 [G/A] 9,02 5599 *** G A
15 8@111.4 9 332853 LG5 [G/A] 3,95 3461 *** G A
16_8@292.5 10 2655097 LG5 [A/G] 11,52 63,25 ** G A
17 9@125 286_11712 LG1 [CT] 951 5755 = C T AR27.
18 10@5.0 64 778855 LGl [T/C] 13,84 68,90 ** T C ESP 14

%Var (porcentagem da variagdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

Conforme Quintal (2009), a correlacdo genotipica entre o diametro e o
comprimento do fruto é forte. Desta forma, foi observada a associagdo do SNP
3148 6446 Un com os QTLs DF 12 5@433.5 (%var = 20,86) e
COMP_9 5@433.5 (%Var = 7,97); e do SNP 286_11712 LG1 com os QTLs
DF_17 9@12.5 (%Var = 9,51) e COMP_13 9@15.0 (%Var = 7,16), indicando a
forte associacao entre essas duas caracteristicas. A correlacdo genotipica entre o
diametro do fruto e a producdo de frutos é forte (R? = 0,65), explicando a
presenca de um QTL em comum entre as caracteristicas, onde o SNP
53 1092396 LG9 esta associado aos QTLs DF 13 6@432.8 (%Var = 12,24) e
PROD_23 6@432.5 (%Var = 0,35). Por outro lado, Silva et al. (2007), estudando
uma populacéo de retrocruzamento obtida do cruzamento entre uma linhagem do
grupo heterotico solo e o gendtipo dioico Cariflora, observou baixa correlacao
entre didmetro de fruto e producdo. O SNP 64 778855 LG1 associado ao QTL
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DF_18 10@5.0 (%Var = 13,84) também esta associado ao QTL ESP_14 9@0.0
(%Var = 6,0). A correlagdo genotipica entre o didmetro do fruto e a espessura da
polpa é considerada fortissima (R? = 0,91) (Quintal, 2009).

Blas et al. (2012) identificaram dois QTLs associados ao diametro de
frutos de maméo, sendo um QTL no GL2 (%Var = 17,0) e o outro no GL3 (%Var =
18,2). Conforme a Tabela 8 pode-se observar que dos 18 QTLs para o diametro
de fruto, dois QTLs estiveram localizados no GL2 e outros dois no GL3, no
entanto, ndo foi possivel determinar se os QTLs identificados por Blas et al.
(2012) sado os mesmos deste estudo.

A caracteristica comprimento do fruto (COMP) apresentou 15 QTLs
(Tabela 9), que explicaram 81,94% da variacdo fenotipica total observada. A
variacao fenotipica individual dos QTLs variou de 1,9 a 13,35 e 0 LOD de 3,47 a
14,29.

Tabela 9 — QTLs e SNPs associados a caracteristica comprimento do fruto com
respectivas %Var, LOD, significancia (F), genétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F p1 p2 NP
comum
1 1@232.0 29 1104499 LG2 [T/G] 1,90 6,09 * T G
2 1@238.7 29 1010038 LG2 [G/A] 6,95 7,44 ** G A  PROD_S
3 1@337.5 26343 5685 LG2 [C/G] 3,17 10,20 ** C G
4_1@345.6 129 433326 _LG2 [GIT] 7,24 7,75 ** G T
5 2@252.3 5 1385482 LG4 [G/T] 9,36 10,03 ** G T
6.5@17.5 46 1453648 LG7 [T/C] 301 9,67 ** C T  [>>F
7 5@107.5 61 1220909 LG7 [C/T] 13,35 1429 ** C T B
8 5@190.0 28 2458136 Un [C/T] 564 6,04 ** C T
9 5@433.5 3148 6446 Un [A/G] 7,97 853 ** A G  DF._12
10 6@112.5 65 485044 Un [G/A] 6,24 668 ** G A  NNSF6
11 6@263.3 2 1101645 LG9 [A/G] 10,84 11,60 ** A G
12 7@353.2 2 192678 LG8 |[A/C] 8,82 944 ** C A
13 9@15.0 286 11712 LGl [C/T] 7,16 7,66 ** C T =7
14 9@140.0 24415 38221 Un [G/A] 7,52 806 ** A G bS=l>
15 10@51.3 796 17418 Un [A/G] 3,25 347 * G A -

%Var (porcentagem da variagdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).
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Foram identificados quatro QTLs no GL2, dois QTLs no GL7. Os
grupos de ligacdo 1, 4, 8 e 9 apresentaram apenas um QTL cada. Foram
identificados cinco QTLs em grupo de ligacdo desconhecido (Tabela 9).

Segundo Quintal (2009), o comprimento do fruto possui correlagéao
genotipica alta (R? = 0,78) com a producéo. Foram identificados dois QTLs em
comum entre essas caracteristicas, onde o SNP 29 1010038 LG2 esta
associado aos QTLs COMP_2 1@238.7 (%Var = 6,95) e PROD_5 1@238.7
(Var = 1,08); e o SNP 24415 38221 Un estd associado aos QTLs
COMP_14 9@140.0 (%Var = 7,52), PROD_29 9@138.6 (%Var = 11,05) e
NFC_15 9@138.6 (%oVar = 11,64). A caracteristica comprimento de fruto possui
correlacédo genotipica alta (R? = 0,82) com a espessura da polpa e alta (R? = -
0,78), porém negativa, com o teor de sélidos solluveis, explicando a presenca de
um QTL em comum entre as caracteristicas, onde o SNP 46 1453648 LG7 esta
associado aos QTLs COMP_6 5@17.5 (%Var = 3,01), ESP_3 5@14.8 (%Var =
7,82) e TSS 8 5@17.5 (%Var = 11,26).

Foi observada a associacdo do SNP 3148 6446 _Un com os QTLs
COMP_9 5@433.5 (%Var = 7,97) e DF_12 5@433.5 (%Var = 20,86); e do SNP
286 11712 LG1 com os QTLs COMP_13 9@15.0 (%var = 7,16) e
DF 17 9@12.5 (%Var = 9,51). Segundo Quintal (2009), as caracteristicas
comprimento e diametro do fruto possuem correlacéo genotipica alta (R? = 0,88),
indicando uma forte associacdo entre essas duas caracteristicas. O SNP
286 11712 LG1 também estd associadoao QTL AP 27 9@17.5 (%Var =
1,36), no entanto, conforme Silva et al. (2007), ndo existe correlacdo entre o
comprimento do fruto e a altura de planta.

O SNP 65 485044 Un possui associacdo com o0s QTLs
COMP_10 6@112.5 (%Var = 6,24) e NNSF_6_6@105.0 (%Var = 21,85), sendo o
QTL de maior relevancia para a caracteristica. De acordo com Silva et al. (2007),
o comprimento de fruto possui correlacdo genotipica média com o0 numero de
flores estéreis (R? = 0,63), sendo que essa caracteristica estd diretamente
associada ao numero de nés sem fruto, pois é esse tipo de flor que néo gera fruto,
causando falhas no cacho de frutos. Nao foi identificado nenhum QTL de efeito

principal (%Var = 15) para a caracteristica comprimento de fruto (Tabela 9).
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A caracteristica peso de frutos (PESO) apresentou 12 QTLs (Tabela
10), que explicaram 64,92% da variacdo fenotipica total observada. A
porcentagem da variacao fenotipica individual explicada por cada QTL variou de
2,58 a 11,13% e o LOD de 2,64 a 10,23. Foram identificados trés QTLs no GL3,
dois QTLs no GL6 e os grupos de ligacdo 2, 7 e 9 apresentaram um QTL cada.
Quatro QTLs estiveram localizados em grupo de ligacdo desconhecido (Tabela
10).

Tabela 10 — QTLs e SNPs associados a caracteristica peso de frutos com
respectivas %Var, LOD, significancia (F), genoétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %Var LOD F p1 p2 SV
Comum
1 1@3625 55 31450 LG2 [C/T] 620 604 *
2 2@2575 5 1518720 LG4 [GIA] 830 7.88 **
3 2@346.0 163 297115 LG4 [C/T] 4.62 460 *= FE 4

4 2@373.3 189 11933 LG4 [A/G] 4,25 4,25
5 4@182.5 44 618459 LG6 [G/A] 8,29 7,87 ***
6_4@206.0 567 33615 LG6 [A/C] 11,10 10,21 ***
7 5@120.0 554 1631 Un  [C/T] 11,13 10,23 ***
8 5@211.1 82 503394 Un [T/C] 2,58 264 *
9 5@461.2 93 977357 LG7 [G/T] 4,62 4,59 ***
10 6@135.0 2126 2822 Un [C/T] 5,71 5,60 ***
11_6@155.0 81 481869 LG9 [G/C] 3,02 3,06 **
12 10@65.0 108 526839 Un [T/C] 7,19 6,92 **

OO0OHdO00O0Z22>2000
40440 -4> 004> 4

%Var (porcentagem da variagéo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

Foi identificado apenas um SNP associado a QTL de outra
caracteristica para peso de frutos. O SNP 163 297115 LG4 esta associado aos
QTLs PESO_3 2@346.0 (%Var = 4,62) e FE_4 2@350.0 (%Var = 22,28).
Conforme Quintal (2009), a correlagdo genotipica entre o peso de frutos e a
firmeza externa é média (R? = 0,58). N&o foi identificado nenhum QTL de efeito

principal (%Var = 15) para a caracteristica peso de frutos.
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5.1.2. Caracteristicas relacionadas a produtividade

A caracteristica numero de frutos totais (NFT) apresentou 20 QTLs
(Tabela 11), que explicaram 98,30% da variacdo fenotipica total observada. A
porcentagem da variagdo fenotipica individual explicada pelos QTLs variou de
1,09 a 5,33% e o LOD de 18,37 a 52,75. Foram identificados quatro QTLs no
GL4, trés no GL1, dois em cada GL2 e GL7 e nos grupos de ligacdo 5, 8 e 9
apenas um QTL em cada.

Tabela 11 — QTLs e SNPs associados a caracteristica nimero de frutos totais
com respectivas %Var, LOD, significancia (F), genoétipo dos parentais P1 (Sekati)
e P2 (JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %Var LOD F p1 p2 NP
comum
1 1@150 42631 636_Un [A/T] 4,65 4896 > T A  AP1
2 1@98.3 97 390208 LG2 [G/A] 1,30 21,13 ** G A
3 1@100.0 77 19179 LG2 [A/G] 4,87 5023 *** A G  NFC_2
4 2@190.0 92 457409 LG4 [T/C] 3,85 4398 = T C oo
5 2@260.0 3597 1273 Un [G/IA] 5,33 52,75 ** G A B
6 2@287.4 33536 1801 Un [T/C] 4,07 4539 ** C T
7 2@296.7 33 2029472 LG4 [C/G] 2,22 31,05 ** C G
8 2@414.9 125 457510 LG4 [C/T] 3,38 40,66 *** T C  DC_3
9_3@350.6 60_794585 LG3 [T/A] 3,04 3808 ** A T &'
10 5@22.5 46_1774448 LG7 [TIC] 1,44 22,77 ** T C B
11 5@32.7 450 36153 LG7 [A/G] 1,09 1837 ** A G
12 5@147.8 28 1952843 Un [A/G] 4,83 50,02 *** A G  NFC_10
13_6@407.5 19 35645 LG9 [A/G] 3,09 3847 *** A G
14_7@300.0 3 2400812 LG8 [T/C] 4,15 4591 ** C T  NFC_11
15 8@237.5 11 45623 LG4 [T/A] 3,96 44,69 ** A T
16_8@342.5 195 376088 Un [T/C] 181 2699 ** C T [
17_8@467.5 9_2671463_LG5 [G/C] 3,13 3883 ** C G 'ayme
18 9@83.1 26 970480 LGl [G/C] 3,17 39,12 ** C G B
19 9@118.9 64 1099827 LGl [C/T] 1,39 22,17 ** C T
20 9@142.4 49 185647 LG1 [C/T] 1,83 27,12 ** T C

%Var (porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).
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Foram identificados cinco QTLs em grupo de ligagdo desconhecido
para numero de frutos totais e néo foi identificado nenhum QTL de efeito principal
(%Var = 15) para o numero de frutos totais (Tabela 11).

Silva et al. (2007) constataram uma correlacdo genotipica fortissima
(R? = 0,99) entre o nimero de frutos totais e comerciais, estudando uma
populacdo de retrocruzamento obtida do cruzamento entre uma linhagem do
grupo heterético solo e o gendtipo dioico Cariflora. Essa forte associacdo explica
o grande numero de QTLs em comum entre as duas caracteristicas. O SNP
77 19179 LG2 esta associado aos QTLs NFT_3 1@100.0 (%Var = 4,87) e
NFC 2 1@101.2 (%Var = 20,06); o SNP 60 794585 LG3 esta associado aos
QTLs NFT_9_3@350.6 (%Var = 3,04) e NFC_7_3@347.5 (%Var = 5,67); o SNP
28 1952843 Un esta associado aos QTLs NFT_12 5@147.8 (%oVar = 4,83) e
NFC_10 5@147.5 (%Var = 8,38); o SNP 3 2400812 LG8 estad associado aos
QTLs NFT_14 7@300.0 (%Var = 4,15) e NFC_11 7@300.0 (%Var = 8,32); e por
altimo, o SNP 9 2671463 LG5 esta associado aos QTLs NFT_17 8@467.5
(%Var = 3,13) e NFC_13_8@465.0 (%Var = 5,29).

O numero de frutos totais possui correlacdo genotipica média (R? =
0,50) com a altura de plantas (Silva et al., 2007), no entanto, os autores
realizaram essa analise em populacfes distintas da populacdo utilizada para a
analise de QTLs. Foi identificado o SNP 42631 636 _Un associado aos QTLs
NFT_1_1@15.0 (%Var = 4,65) e AP_1_1@15.0 (%Var = 1,47); e, também, o SNP
9 2671463 LG5 associado aos QTLs NFT 17 8@467.5 e AP 26 8@470.0
(%Var = 3,93).

O SNP 92 457409 LG4 esta associado aos QTLs NFT_4 2@190.0
(%Var = 3,85) e PROD_7_2@190.0 (%Var = 2,74); e o SNP 60_794585 LG3
associado aos QTLs NFT_9 3@350.6 e PROD_14 3@357.5 (%Var = 1,48).
Estes QTLs em comum podem ter efeitos opostos, pois, as caracteristicas
namero de frutos totais e produgdo possuem correlagdo genotipica média e
negativa (lde, 2008; Quintal, 2009). Silva et al. (2007) constataram uma
correlacdo genotipica forte entre as caracteristicas niamero de frutos totais e o
diametro do caule. Desta forma, pode-se observar a associacdo do SNP
92 457409 LG4 com os QTLs NFT_4 2@190.0 e DC_2 2@187.5 (%Var =
13,90); e do SNP 125 457510 LG4 com os QTLs NFT_8 2@414.9 (%Var
3,38) e DC_3 2@414.9 (%Var = 4,86).
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A caracteristica numero de frutos comerciais (NFC) apresentou 16
QTLs (Tabela 12), que explicaram 91,56% da porcentagem da variagédo fenotipica
total observada. A porcentagem da variacao fenotipica individual explicada pelos
QTLs variou de 1,66 a 20,06% e o LOD de 6,68 a 45,18. Os grupos de ligacédo 2 e
4 apresentaram trés QTLs cada, dois QTLs foram identificados no GL1, enquanto
que os grupos de ligacédo 3, 5, 6, 7 e 8 apresentaram apenas um QTL cada.
Foram identificados trés QTLs em grupo de ligacdo desconhecido (Tabela 12). O
SNP 35659 3030 _Un associado ao QTL NFC_12 8@255.3 esta localizado a 93
pb do final da sequéncia desse contig, assim, ndo foi possivel desenhar os

marcadores SNAPSs.

Tabela 12 — QTLs e SNPs associados a caracteristica namero de frutos
comerciais com respectivas %Var, LOD, significancia (F), genétipo dos parentais
Pl (Sekati) e P2 (JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras
caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F P1 p2 NP
comum
1_1@20.0 80 _138781_LG2 [G/A] 2,54 9,78 ** A G
2 1@101.2 77_19179_LG2 [A/G] 20,06 4518 ** A G  NFT_3
3_1@126.6 25_1307799_LG2 [C/T] 866 2621 ** C T
4 2@319.6 120_548508_LG4 [G/A] 9,60 2819 ** G A  AP_7
5_2@376.0 260_178192 LG4 [C/T] 166 668 ** C T
6_2@417.0 125_680537_LG4 [C/T] 7,85 24,42 ** T C
7.3@347.5 60_794585 LG3 [T/A] 567 19,07 ** A T L5
8_4@307.6 16_2867072_LG6 [G/A] 9,63 2827 ** A G B
9 5@46.6 95 267264 LG7 [A/G] 6,38 20,89 ** A G  AP_14
10_5@147.5 28_1952843_Un [A/G] 8,38 2561 ** A G  NFT_12
11_7@300.0 3_2400812 LG8 [T/C] 832 2547 ** C T  NFT_14
12_8@255.3 35659_3030_Un [G/A] 7,71 24,10 ** A G
13_8@465.0 9 2671463 LG5 [G/C] 529 18,07 ** C G oo
14 9@21.6 26_790256_LG1 [G/A] 539 1834 ** G A  AP_28
15 9@138.6 24415_38221_Un [G/A] 11,64 32,19 = A G SoVF-12
16 9@169.5 36 1367348 LGl [C/G] 7,92 2458 ** C G PROD_30

%Var (porcentagem da variagdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).



44

Como apresentado para a caracteristica numero de frutos totais,
Silva et al. (2007) constataram uma correlacdo genotipica muito alta (R? = 0,99)
entre 0 numero de frutos totais e comerciais, explicando a presenca de cinco
QTLs em comum entre as caracteristicas (Tabela 12).

Foi identificado o SNP 60 794585 LG3 associado aos QTLs
NFC_7 3@347.5 (%Var = 5,67) e PROD 14 3@357.5 (%Var = 1,48); o SNP
24415 38221 Un associado aos QTLs NFC_15 9@138.6 (%Var = 11,64) e
PROD 29 9@138.6 (%Var = 11,05); e o SNP 36 1367348 LG1 associado aos
QTLs NFC_16 9@169.5 (%Var = 7,92) e PROD_30 9@169.5 (%Var = 5,88).
Conforme Silva et al. (2007), as caracteristicas numero de frutos comerciais e a
producdo possuem correlagdo genotipica média (R? = 0,38). Essa correlacédo é
contraria aos resultados obtidos por Ide (2008), que constatou uma correlacdo
média, porém, negativa (R? = -0,39) para as mesmas caracteristicas.

Observou-se a presenca de quatro QTLS em comum entre as
caracteristicas namero de frutos comerciais e altura de planta, onde o SNP
120 548508 LG4 esta associado aos QTLs NFC 4 2@319.6 (%Var = 9,60) e
AP_7 2@320.0 (%Var = 0,65); o SNP 95 267264 LG7 esta associado aos QTLs
NFC_ 9 5@46.6 (%Var = 6,38) e AP_14 5@46.6 (%Var = 0,75); o SNP
9 2671463 LG5 estd associado aos QTLs NFC_13 8@465.0 (%Var = 5,29) e
AP_26 8@470.0 (%Var = 3,93); e 0 SNP 26_790256 LG1 esta associado aos
QTLs NFC_14 9@21.6 (%Var = 5,39) e AP_28 9@27.5 (%Var = 1,37). Silva et
al. (2007) constataram uma correlacdo genotipica média (R? = 0,40) entre nimero
de frutos comerciais e altura da planta, enquanto que, Ide (2008) observou
correlacéo baixa e negativa (R? = -0,24) entre as caracteristicas.

Segundo Silva et al. (2007), o nimero de frutos comerciais possui
correlacdo genotipica forte e negativa (R? = -0,79) com o comprimento de fruto,
justificando a presenca de um QTL em comum entre as caracteristicas, onde o
SNP 24415 38221 Un estid associado aos QTLs NFC_15 9@138.6 (%Var =
11,64) e COMP_14 9@140.0 (%Var = 7,52).

A caracteristica numero de frutos deformados (NFD) apresentou
quatro QTLs (Tabela 13), que explicaram 39,55% da variacdo fenotipica total
observada. A porcentagem da variacao fenotipica individual explicada pelos QTLs
variou de 4,21 a 7,69% e o LOD de 2,50 a 4,45. Foram identificados dois QTLs no
GL1, um QTL no GL4 e um QTL em grupo de ligacdo desconhecido.
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Tabela 13 — QTLs e SNPs associados a caracteristica namero de frutos
deformados com respectivas %Var, LOD, significancia (F), genotipo dos parentais
Pl (Sekati) e P2 (JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras
caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F p1 p2 9oNP
comum

1 2@383.2 189 279526 LG4 [C/T] 553 325 * C T AP 9
2 7@16.0 37453 445 Un [TIC] 4,28 254 * T C
3 9@175.0 21 1338327 LG1 [T/C] 421 250 * C T

T

4 10@4.0 14 561074 LG1 [C/T] 7,69 4,45 ** C NNSF_11

%Var (porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligagdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

Para a caracteristica numero de frutos deformados néo foi
identificado QTLs de efeito principal. O SNP 189 279526 LG4 associado ao QTL
NFD_1 2@383.2 (%Var = 5,53) € o mesmo identificado para o QTL
AP_9 2@382.5 (%Var = 1,17). A contagem de numero de frutos deformados em
mamao depende do numero de frutos carpeloides e pentandricos observados
durante a avaliacdo. Sendo assim, Silva et al. (2007) constataram correlacéo
genotipica baixa e negativa entre a altura de plantas com o numero de frutos
carpeloides (R? = -0,18) e o numero de frutos pentandricos (R? = -0,24).

Outra associacdo que podemos fazer € com o nimero de nos sem
fruto, que depende principalmente, do nimero de flores estéreis produzidas pelo
mamoeiro. Desta forma, Silva et al. (2007) constataram que nado existe correlacao
entre o numero de flores estéreis com as caracteristicas associadas ao niumero
de frutos deformados. No entanto, observou-se, neste trabalho, a presenca de um
QTL em comum entre numero de frutos deformados e nimero de nds sem fruto
(Tabelas 13 e 14), onde o SNP 14 561074 LG1 estd associado aos QTLs
NDF_4 10@4.0 (%Var = 7,69) e NNSF_11_10@5.0 (%Var = 15,38).

A caracteristica namero de nos sem fruto (NNSF) apresentou 13
QTLs (Tabela 14), que explicaram 72,12% da variacdo fenotipica total observada.
A porcentagem da variacdo fenotipica individual explicada pelos QTLs variou de
3,3a21,85% e o LOD de 4,15 a 21,49.
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Tabela 14 — QTLs e SNPs associados a caracteristica numero de nés sem fruto
com respectivas %Var, LOD, significancia (F), genétipo dos parentais P1 (Sekati)
e P2 (JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %Var LOD F P1 p2  oNP
comum
1 1@1425 741 3553 Un__ [C/T] 20.76 2066 ** C T
2 1@303.8 79 225223 LG2 [C/A] 16,38 17.16 ** C A
3 5@30.0 97 24339 LG2 [C/T] 7.25 859 ** C T
4 5@44.7 11 244485 LGA [GIA] 427 529 ** G A
5 5@442.7 93 1017294 LG7 [GIT] 3.30 415 * G T
6 6@105.0 65 485044 Un [G/A] 21,85 21,49 ** G A COMP_10
7 6@120.0 139 488424 LG9 [C/T] 894 1033 ** C T
8 7@212.5 4 553194 LG8 [G/A] 905 1044 ** A G
0 8@172.5 18 137553 LG5 [G/C] 812 049 ** G C
10_8@227.5 18 1663218 LG5 [G/A] 16,23 17,04 ** A G
11 10@5.0 14 561074 LG1 [C/T] 1538 1631 ** C T  NFD 4
12 10@27.5 70 885771 Un [C/T] 953 1092 ** C T
13 10@35.0 360 23065 Un [AIG] 7.02 834 ** G A

%Var (porcentagem da variagdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligagdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

Os grupos de ligagao 2 e 5 apresentaram dois QTLs cada, enquanto
gue os grupos de ligacdo 1, 4, 7, 8 e 9 apresentaram apenas um QTL cada.
Foram identificados quatro QTLs em grupo de ligacdo desconhecido (Tabela 14).
Para a caracteristica niumero de nés sem fruto foram identificados cinco QTLs de
efeito principal, sendo eles os QTLs NNSF 1 1@142.5, NNSF_2 1@303.8,
NNSF_6_6@105.0, NNSF_10 8@227.5 e NNSF_11 10@5.0, que explicaram
20,76, 16,38, 21,85, 16,23 e 15,38% da porcentagem da variacdo fenotipica
observada, respectivamente.

Foi observada a associacdo do SNP 65 485044 _Un com os QTLs
NNSF_6_6@105.0 (%Var = 21,85) e COMP_10_6@112.5 (%Var = 6,24). De
acordo com Silva et al. (2007), o comprimento de fruto possui correlacdo
genotipica média com o numero de flores estéreis (R?> = 0,63). A caracteristica
namero de flores estéreis esta diretamente associada ao numero de nds sem
fruto, pois é esse tipo de flor que ndo gera fruto, causando falhas no cacho de

frutos.
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A caracteristica diametro do caule (DC) apresentou oito QTLsS
(Tabela 15), que explicaram 64,08% da variacdo fenotipica total observada. A
porcentagem da variacdo fenotipica individual explicada pelos QTLs variou de
4,86 a 24,38% e 0 LOD de 4,71 a 19,24.

Tabela 15 — QTLs e SNPs associados a caracteristica diametro do caule com
respectivas %Var, LOD, significancia (F), genétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %var LOD F P1 p2 NP
comum
1 1@3525 129 437317 LG2 [GIA] 9,17 844 ** A G
2 2@187.5 92 457409 LG4 [T/C] 13,90 12,15 ** T C o l=%
3 2@414.9 125 457510 LG4 [C/T] 4,86 471 * T C  NFT.8
4 3@275.8 213 15704 Un [T/C] 559 537 ** C T
5 3@367.5 0 4584375 LG3 [C/T] 581 557 ** T C
6_4@152.5 157 169542 LG6 [T/C] 17,65 14,84 ** C T  TSS_7
7 5@285.0 27 92703 LG7 [GIC] 24,38 1924 *** G C
8 8@132.5 9 1340872 LG5 [A/C] 7,41 696 ** C A

%Var (porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligagdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).

Foram identificados dois QTLs no GL4, enquanto que 0s grupos de
ligacdo 2, 3, 5, 6 e 7 apresentaram apenas um QTL cada. Foi identificado um QTL
em grupo de ligacdo desconhecido (Tabela 15). Foi identificado para a
caracteristica diametro do caule dois QTLs de efeito principal. Os QTLs
DC 6 4@152.5 e DC 7 5@285.0 apresentaram 17,65 e 24,38 da %Var,
respectivamente.

Segundo Silva et al. (2007), o diametro do caule possui correlagéao
genotipica forte com o nimero de frutos totais (R? = 0,67), onde pode-se observar
a associagdo do SNP 92 457409 LG4 com os QTLs NFT_4 2@190.0 e
DC 2 2@187.5 (%Var = 13,90); e do SNP 125 457510 LG4 com os QTLs
NFT_8 2@414.9 (%Var = 3,38) e DC_3 2@414.9 (%Var = 4,86). O SNP
92 457409 LG4 também esta associado ao QTL PROD_7 2@190.0 (%Var =
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2,74). Silva et al. (2007) constataram uma correlacédo forte (R?> = 0,84) entre o
diametro do caule e a producéo.

O SNP 157_169542_LG6 associado ao QTL DC_6_4@152.5 (%Var
= 17,65) também foi identificado para o QTL TSS 7 _4@151.8 (%Var = 2,34). No
entanto, ndo foi possivel identificar na literatura se existe correlagédo entre essas
duas caracteristicas.

A caracteristica altura da planta (AP) apresentou 31 QTLs (Tabela
16), que explicaram 99,02% da variacdo fenotipica total observada. A
porcentagem da variagdo fenotipica individual explicada pelos QTLs variou de
0,29 a 22,02% e o LOD de 9,7 a 117,18. O grupo de ligagédo 2 apresentou o maior
namero de QTLs (5), seguido pelo GL4 (4) e GL5 (3). Os grupos de ligacdo 1, 7 e
8 apresentaram dois QTLs cada, enquanto que os grupos de ligacdo 5 e 6
apresentaram apenas um QTL cada. Foram identificados nove QTLs em grupo de
ligagéo desconhecido (Tabela 16). Apenas o QTL 15 5@230.6 foi considerado de
efeito principal por explicar 22,02% da variacao fenotipica.

A altura de plantas possui correlacdo genotipica média (R? = 0,50)
com o numero de frutos totais (Silva et al.,, 2007). Foi identificado o SNP
42631 636_Un associado aos QTLs NFT_ 1 1@15.0 (%Var = 4,65) e
AP_1 1@15.0 (%Var = 1,47); e, também, o SNP 9 2671463 LG5 associado aos
QTLs NFT_17_8@467.5 e AP_26_8@470.0 (%Var = 3,93).

Observou-se a presenca de quatro QTLS em comum entre as
caracteristicas namero de frutos comerciais e altura de planta, onde o SNP
120 548508 LG4 esta associado aos QTLs NFC 4 2@319.6 (%Var = 9,60) e
AP_7 2@320.0 (%Var = 0,65); o SNP 95 267264 LG7 esta associado aos QTLs
NFC 9 5@46.6 (%Var = 6,38) e AP_14 5@46.6 (%Var = 0,75); o SNP
9 2671463 LG5 esta associado aos QTLs NFC_13 8@465.0 (%Var = 5,29) e
AP_26 8@470.0 (%Var = 3,93); e 0 SNP 26_790256 LG1 estd associado aos
QTLs NFC_14 9@21.6 (%Var = 5,39) e AP_28 9@27.5 (%Var = 1,37). Silva et
al. (2007) constataram uma correlacédo genotipica média (R? = 0,40) entre nimero
de frutos comerciais e altura da planta, enquanto que, Ide (2008) observou
correlacdo baixa e negativa (R? = -0,24) entre as caracteristicas.

O SNP 189 279526 LG4 associado ao QTL NFD_1 2@383.2
(%Var = 5,53) é o mesmo identificado para o QTL AP_9 2@382.5 (%oVar = 1,17).
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Tabela 16 — QTLs e SNPs associados a caracteristica altura da planta, %Var
com respectivas LOD, significancia (F), genétipo dos parentais P1 (Sekati) e P2
(JS-12), e SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %vVar LOD F P1 p2 NP
comum
1 1@150 42631 636 Un [AT] 147 3404 ** T A NFT_1
2 1@827 284 27184 LG2 [G/A] 0,68 1967 ** G A
3 1@90.9 12 2607980 LG2 [A/IC] 242 4616 ** C A
4 1@97.7 97366390 LG2 [T/A] 4,43 6342 ** A T
5 1@180.0 180 469206 LG2 [C/T] 1,21 29,80 ** C T
6_1@437.5 29 1208046 LG2 [T/C] 225 4435 ** T C
7 2@320.0 120 548508 LG4 [G/A] 0,65 1889 ** G A NFC.4
8 2@325.0 54 1497499 LG4 [G/A] 0,77 2158 ** G A
9 2@3825 189 279526 LG4 [C/T] 1,17 2913 ** C T NFD.1
10 2@435.1 228 265003 LG4 [G/C] 0,68 1956 ** C G
11 3@432.5 235 178341 LG3 [G/A] 3,31 5480 ** A G
12 3@4425 119 631513 LG3 [T/C] 3,03 5234 ** C T
13 4@463.4 44 770181 LG6 [C/T] 075 3402 ** C T
14 5@46.6 95 267264 LG7 [A/G] 0,75 21,20 ** A G NFC9
15 5@230.6 126 371146 Un [C/T] 22,02 117,18 ** C T
16 6@197.9 2 3303661 LG9 [C/T] 4,18 61,68 ** C T
17 6@502.5 53 157623 LG9 [G/T] 041 1291 ** G T  FL_10
18 7@1025 173 31614 LG8 [C/A] 163 3637 ** A C
19 7@1450 2686 1623 Un [T/C] 052 1572 ** C T PROD_25
20_7@157.5 2002 6551 Un [C/T] 053 1587 ** C T
21 7@367.5 107 123159 LG8 [G/T] 098 2573 ** G T
22_8@90.0 146 12453 Un [C/G] 0,49 1513 ** G C
23 8@110.0 35704 145 Un [A/C] 2,14 4303 ** C A
24 8@217.5 18 1247802 LG5 [C/T] 029 9,70 * T C
25 8@285.0 10 1817047 LG5 [T/C] 1,30 3145 ** C T
26_8@470.0 9 2671463 LG5 [G/C] 393 5986 ** C G . -
ek DF_17
27 9@17.5 286_11712 LGL [C/T] 136 32,38 C T covpis
28 9@27.5 26 790256 LGl [G/A] 1,37 3250 ** G A NFC_14
29 10@20.1 31195679 Un [C/T] 197 4088 ** T C
30_10@32.5 70875557 Un [C/T] 175 3810 ** C T
31 10@117.5__ 818 11197 Un__[C/T] 620 7397 ** C T

%Var (porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).
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A contagem de numero de frutos deformados em maméo depende
do numero de frutos carpeloides e pentandricos observados durante a avaliacao.
Sendo assim, Silva et al. (2007) constataram correlacdo genotipica baixa e
negativa entre a altura de plantas com o nimero de frutos carpeloides (R? = -0,18)
e 0 numero de frutos pentandricos (R? = -0,24). O SNP 53 157623 LG9
associado ao QTL AP_17 6@502.5 (%Var = 0,41) também esta associado a QTL
FI_10 6@465.0 (%Var = 13,50). Conforme Silva et al. (2007), a altura de planta e
a producédo possuem correlacéo genotipica média (R? = 0,44), onde foi observada
a associagao do SNP 2686_1623 Un com os QTLs AP_19 7@145.0 (%Var =
0,52) e PROD_25 7@155.0 (%Var = 1,82). Foi observada a associacdo do SNP
286 11712 LG1 com os QTLs AP_27 9@17.5 (%Var = 1,36), DF_17 9@12.5
(%Var = 9,51) e COMP_13 9@15.0 (%Var = 7,16). No entanto, Silva et al. (2007)
constataram que ndo existe correlacdo entre a caracteristica altura de planta com
o diametro e o comprimento de fruto.

A caracteristica producdo (PROD) apresentou 30 QTLs (Tabela 17),
gue explicaram 99,33% da variacdo fenotipica total observada. A porcentagem da
variacdo fenotipica individual explicada pelos QTLs variou de 0,13 a 11,05% e o
LOD de 6,65 a 106,14. Os grupos de ligacdo 2 e 4 apresentaram cinco QTLsS
cada. Os grupos de ligacdo 6 e 9 apresentaram trés QTLs cada. Foram
identificados nos grupos de ligacdo 1 e 3 dois QTLs cada, enquanto que nos
grupos de ligacdo 7 e 8 foram identificados um QTL para cada. Foram
identificados oito QTLs em grupo de ligagdo desconhecido (Tabela 17). O SNP
415 39913 LG9 associado ao QTL 21 _6@167.5 esta localizado 73 pb do fim da
sequéncia desse supercontig, assim, ndo foi possivel desenhar os marcadores
SNAPs. Todos os QTLs identificados para essa caracteristica foram considerados
de baixo efeito.

O SNP 1380_1407_Un associado ao QTL PROD_2 1@113.2 (%Var
= 0,34) também esta associado ao QTL FE_3 1@112.5 (%Var = 5,60) e ao QTL
TSS 1 1@113.2 (%Var = 6,50). Além disso, o0 SNP 6 2014486 LG2 associado
ao QTL PROD_6_1@392.5 (%Var = 0,76) também foi identificado para o QTL
TSS 2 1@421.1 (%Var = 10,60). De acordo com Quintal (2009), as
caracteristicas producéo e teor de sélidos soluveis possuem correlacdo genotipica
considerada média e negativa (R? = -0,54) e a producéo com a firmeza externa, a

correlacéo é forte (R? = 0,64).
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Tabela 17 — QTLs e SNPs associados a caracteristica producédo com respectivas
%Var, LOD, significancia (F), gendtipo dos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12), e

SNPs comuns associados a QTLs de outras caracteristicas

QTL SNP ID SNP %Var LOD F P1 p2 oNP

comum

1 1@110.0 1878 7074 LG2 [CIA] 7.4 92,47 ** A C

2.1@113.2  1380_1407_Un [A/G] 034 1540 ** A G =>4

3 1@117.1 77 1344566 _LG2 [A/G] 0,13 665 * A G -

4_1@220.0 67218441 LG2 [T/A] 2,56 5831 ** T A

5 1@238.7 29 1010038 LG2 [G/A] 1,08 3569 ** G A COMP_2

6_1@392.5 6 2014486 LG2 [C/T] 0,76 28,09 ** C T  TSS.2

7_2@190.0 92 457409 LG4 [T/C] 274 6029 *> T c '[1F

8 2@212.5 104 218 LG4 [CIA] 2,35 5578 ** C A -

9 2@222.5 104 144428 LG4 [C/T] 085 30,33 ** C T

10 2@250.2 5 916349 LG4 [T/A] 035 1544 ** T A

11 2@267.3 5 2424137 LG4 [G/T] 8,94 9879 ** G T

12 2@438.2 3370 683 _Un [T/C] 2,37 56,08 ** C T

13 3@337.2 72 26362 LG3 [C/T] 069 2633 ** T C

14 3@357.5 60_794585 LG3 [T/A] 148 4324 =+ A T 19

15 4@40.0 58 39617 LG6 [C/T] 0,46 19,33 ** T C B

16_4@105.0 1183 495 Un [C/A] 0,35 1570 ** A C  ESP.2

17_4@1475 157 292256_LG6 [G/A] 2,99 62,94 ** A G

18 4@350.0 52 200146 LG6 [T/C] 2,08 52,33 ** C T

19 5@186.5 61 214386 _LG7 [T/C] 1,86 4925 ** T C

20 6@80.0 65 1189099 Un [G/A] 1,10 3595 ** G A

21 6@167.5 415 39913 LG9 [G/A] 151 4367 *** G A

22 6@173.7 112 654 LG9 [A/G] 1,04 34,77 ** A G

23 6@432.5 53 1092396 LG9 [G/C] 0,35 1577 ** G C  DF_13

24 7@135.0 17 1312447 LG8 [A/G] 2,33 5554 ** G A

25 7@155.0 2686 1623 Un [T/C] 1,82 4867 ** C T  AP_19

26_8@102.5 146 267983 _Un [T/A] 225 5454 ** T A

27 8@127.5 731 3422 Un [C/T] 087 30,87 ** C T  FE_13

28 9@110.3 26 1614923 LGl [T/C] 0,60 23,77 ** T C

20 9@138.6 24415 38221 Un [G/A] 11,05 10614 ** A G S

30 9@169.5 36 1367348 LG1 [C/G] 588 8453 ** C G NFC_16

%Var (porcentagem da variagdo fenotipica explicada pelo QTL); P1 (Sekati) e P2 (JS-12);
LG (Grupo de ligacdo); Un (Grupo de ligacdo desconhecido); F (*significante a P < 0.05;
**significante a P < 0.01; ***significante a P < 0.001).
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Além disso, observou-se que o SNP 731 3422 Un associado ao
QTL PROD 27 8@127.5 (%Var = 0,87) também esta associado ao QTL
FE 13 8@127.5 (%Var = 22,0). Segundo Quintal (2009), o comprimento do fruto
possui correlacdo genotipica forte (R?> = 0,78) com a produgdo. Foram
identificados dois QTLs em comum entre essas caracteristicas, onde o SNP
29 1010038 LG2 esta associado aos QTLs COMP_2 1@238.7 (%oVar = 6,95) e
PROD 5 1@238.7 (%oVar = 1,08); e 0 SNP 24415 38221 Un esta associado aos
QTLs COMP_14 9@140.0 (%Var =7,52) e PROD_29 9@138.6 (%Var = 11,05).

O SNP 92 457409 LG4 esta associado aos QTLs NFT_4 2@190.0
(%Var = 3,85) e PROD_7_2@190.0 (%Var = 2,74); e o SNP 60_794585 LG3
associado aos QTLs NFT_9 3@350.6 e PROD_14 3@357.5 (%Var = 1,48).
Estes QTLs em comum podem ter efeitos opostos, pois as caracteristicas niumero
de frutos totais e producédo possuem correlacdo genotipica média e negativa (lde,
2008; Quintal, 2009). O SNP 92 457409 LG4 também estad associado ao QTL
DC 2 2@187.5 (%Var = 12,15). Silva et al. (2007) constataram uma correlacéo
forte (R? = 0,84) entre o didmetro do caule e a producéo.

Foi identificado o SNP 60 794585 LG3 associado aos QTLs
NFC_7_3@347.5 (%Var = 5,67) e PROD_14 3@357.5 (%Var = 1,48); o SNP
24415 38221 Un associado aos QTLs NFC_15 9@138.6 (%Var = 11,64) e
PROD 29 9@138.6 (%Var = 11,05); e o SNP 36 1367348 LG1 associado aos
QTLs NFC_16 9@169.5 (%Var = 7,92) e PROD_30_9@169.5 (%Var = 5,88).
Conforme Silva et al. (2007), as caracteristicas numero de frutos comerciais e a
producdo possuem correlacdo genotipica média (R? = 0,38). Essa correlacéo é
contraria aos resultados obtidos por Ide (2008), que constatou uma correlacao
média, porém, negativa (R? = -0,39) para as mesmas caracteristicas.

O SNP 1183 495 Un associado ao QTL PROD_16_4@105.0 (%Var
= 0,35) também foi identificado para o QTL ESP_2 4@112.5 (%Var = 20,03).
Segundo Quintal (2009), essas duas caracteristicas possuem correlacdo
genotipica forte (R? = 0,69) e fenotipica média (R? = 0,47).

A correlacdo genotipica entre o diametro do fruto e a producédo de
frutos é forte (R? = 0,65) (Quintal, 2009), explicando a presenca de um QTL em
comum entre as caracteristicas, onde o SNP 53 1092396 LG9 esta associado
aos QTLs DF_13 6@432.8 (%Var = 12,24) e PROD_23 6@432.5 (%Var = 0,35).
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Conforme Silva et al. (2007), a altura de planta e a producao
possuem correlacdo genotipica média (R? = 0,44), onde foi observada a
associacdo do SNP 2686 1623 Un com os QTLs AP_19 7@145.0 (%Var = 0,52)
PROD_25 7@155.0 (%Var =1,82).

5.2. Desenvolvimento dos marcadores moleculares SNAPs

Foram utilizados 225 QTLs associados a 14 caracteristicas
importantes para o melhoramento do mamoeiro (Tabelas 4-17). No entanto, com
a presenca de SNPs associados a mais de um QTL em diferentes caracteristicas
obteve-se um total de 186 SNPs, que foram submetidos ao desenho de primers.
Foi possivel desenhar primers para os marcadores SNAPs para 181 SNPs, sendo
que trés SNPs apresentaram ambos os alelos incompativeis com o genoma de
referéncia, ndo sendo usados para desenho de primers, e dois SNPs
apresentaram sequéncia gendmica muito pequena para desenho dos primers.
Desta forma, foram desenhadas sequéncias de primers para 362 alelos, que
totalizaram 724 sequéncias individuais de primer.

A Figura 5 sumariza a temperatura de melting (Tm) de 724
sequéncias de primers desenvolvidas neste trabalho. Aproximadamente 65% dos
primers possuem Tm entre 50 a 59° C e apenas 1,52% dos primers tiveram Tm
acima de 65° C.

O genoma do mamoeiro possui relativamente menos CG (39%) do
que AT (61%) (Ming et al., 2008). Essa caracteristica faz com que, na maior parte
dos casos, os primers tenham Tm mais baixa, devido a natureza quimica dos
nucleotideos Adenina e Timina, que se mantém estaveis com apenas duas
ligagbes de hidrogénio, enquanto que, Citosina e Guanina necessitam de trés
ligacdes para ficarem estaveis. Além disso, a Tm € a temperatura em que metade
dos primers estéo ligados ao DNA molde. Assim, SNPs em regides ricas em CG
geram primers alelo-especificos com alta Tm. Esse tipo de primer ndo € desejado,
pois ha uma grande dificuldade de encontrar os primers complementares com Tm

compativel.
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264 210

149
57
* em I W 2L

40-44° 45-49° 50-54° 55-59° 60-64° >65°

H Faixas de Tm

Figura 5 — Classificacdo de 724 sequéncias de primers por faixas de temperatura
de melting (Tm).

Em todos os casos buscou-se a maxima compatibilidade entre os
primers. Além disso, a escolha das melhores combinacdes de primers teve o
auxilio da ferramenta NetPrimer que verifica a existéncia de estruturas
secundarias intramoleculares, como: a) Grampos ou hairpin loop — essa estrutura
é formada quando o primer dobra-se em torno de si mesmo, mantendo-se ligado
por ligacdes intramoleculares; b) Dimero ou self dimer — um dimero é formado
guando uma regido de homologia esta presente dentro da sequéncia do primer.
Isto resulta na ligacdo de dois primers, aumentando a producdo de artefatos do
tipo dimeros e diminuindo a eficiéncia da PCR; ou intermoleculares, como: c)
Dimero cruzado ou cross dimer — esse tipo de estrutura é observado quando
sequéncias homologas estdo presentes nos forward e reverse primers, resultando
em ligacao dos primers e, consequentemente, na diminuigcdo da eficiéncia da PCR
(PREMIER Biosoft, 2018).

Essas interacdes afetam o anelamento de primers ao DNA molde e,
consequentemente, a amplificacdo. Elas também diminuem a disponibilidade de
primers durante a PCR. A forca dessas estruturas € expressa pela energia livre de
Gibbs (AG), dada por valores negativos, onde quanto mais baixo o valor mais
estavel é a estrutura secundaria e mais dificiimente ela ird se desfazer. Em
contrapartida, estruturas com AG mais préximas de zero sdo mais fracas e terédo
pouca influéncia sobre a reagédo (PREMIER Biosoft, 2018).

Primers que pudessem formar essas estruturas foram evitados, no
entanto, isso nem sempre foi possivel e a escolha dos melhores primers teve
como base no Rating, que calcula a maxima eficiéncia dos primers com base na
presenca de self dimer e hairpin. A Figura 6 sumariza o Rating de 724 sequéncias

de primers desenvolvidas neste trabalho. A maior frequéncia de primers com alto
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Rating demonstra a boa qualidade das sequéncias, pois quanto mais alto for o

Rating maior sera a eficiéncia do primer.

496
184

38 6

90-100%  80-89% 70-79% <70%
BRating

Figura 6 — Classificacdo de 724 sequéncias de primers com base no Rating.

Os primers que apresentaram Rating mais baixos sdo na maior parte
por conta das estruturas do tipo self dimer, que foram mais frequentes e mais
fortes em relacdo as estruturas do tipo hairpin. A Figura 7 demonstra a

classificacdo de 724 sequéncias de primers com base na formacdo dessas

estruturas.
AG =<-12 21

AG =-10,0 a-11,0 46
AG = -8,0 a -9,0 38
AG = -6,0 a -7,0 89
AG = -4,0a-5,0 162
AG=-0,1a-3,0 . 150

AG=0 . 559
m Hairpin = Self dimer

Figura 7 — Classificacdo de 724 sequéncias de primers conforme a presenca de
self dimer (barras tracejadas) e hairpin (barras sélidas). AG (energia necessaria
para quebrar a estrutura secundaria, expressa em kcal/mol).

As figuras 8 e 9 mostram exemplos de self dimer e hairpin,

respectivamente.
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Total Found = 2
1. AG = -4.54 kcal/mol (3' Dimer)
5" GAAAGCATCATACCCTTCGC 3!

] i i P
3" CGCTTCCCATACTACGAAAG 5"
2. AG = -4.52 kcal/mol (3' Dimer)

5' GAAAGCATCATACCCTTCGC 3!
P Lo

3' CGCTTCCCATACTACGAAAG 5'

Figura 8 — Exemplo de self dimer formado pela sequéncia de primer
(F:GAAAGCATCATACCCTTCGC) especifica para o alelo C associado ao QTL
FE_8 4@154.9. Estao apresentados dois self dimers com AG muito proximos.

Total Found = 1
1. AG = -0.34 kcal/mol (3' Hairpin)

rCTACGAAAG 5'
A | [ 1]
LTacccTTCGe 3!

Figura 9 — Exemplo de hairpin formado pela sequéncia de primer
(F:GAAAGCATCATACCCTTCGC) especifica para o alelo C associado ao QTL
FE_8 4@154.9.

Outro aspecto importante na escolha dos melhores primers foi a
presenca de cross dimer, estrutura esta, que diminui a eficiéncia da PCR pela
presenca de sequéncias complementares presentes entre os primers forward e
reverse. A Figura 10 sumariza 0 numero de SNAPs que apresentaram Cross
dimer. A Figura 11 demostra trés cross dimers formados pelo SNAP
FE_8 4@154.9_C. O cross dimer 1 € o mais forte dos trés, pois, sua energia (AG

= -6,69 kcal/mol) &€ mais baixa, exigindo mais energia para a sua quebra.
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AG =-9,0a-10,0 8

AG=-7,0a-8,0 47

AG=-5,0a-6,0 117

AG=-3,0a-4,0 91
AG=0 99

m Cross Dimer

Figura 10 — Classificacdo de 362 marcadores SNAPs conforme a presenca de
cross dimer (estrutura formada pelos primers forward e reverse de cada SNAP).
AG (energia necesséria para quebrar a estrutura secundéaria, expressa em
kcal/mol).

Total Found = 3
1. AG = -6.69 kcal/mol

5' GAAAGCATCATACCCTTCGC 3'

EEERN
3' ACCCTTCCTCTTTATCGTGT 5'

2. AG = -5.46 kcal/mol

5' GAAAGCATCATACCCTTCGC 3!

BEN
3' ACCCTTCCTCTTTATCGTGT 5'

3. AG = -4.52 kcal/mol (3' C.D.)
5'" GAAAGCATCATACCCTTCGC 37

3' ACCCTTCCTCTTTATCGTGT 5'

Figura 11 — Cross dimer formado pelas sequéncias de primer
(F:GAAAGCATCATACCCTTCGC e R:TGTGCTATTTCTCCTTCCCA) especificas
para o alelo C associado ao QTL FE_8 4@154.9. Estdo apresentados trés cross
dimers, onde o primeiro é mais dificil de ser quebrado em relacao ao terceiro.

SNPs localizados em regides repetitivas do genoma do mamoeiro
foram mais trabalhosos para o desenho dos SNAPs devido a presenca de
multiplos sitios de ligagdo (MSL) dos primers. A ligagcdo de um primer a MSL pode

diminuir significativamente a reacao, pois, a quantidade de primer que ir4 se ligar



58

ao sitio alvo é menor, podendo até mesmo, impossibilitar que ela ocorra. Outro
problema com este tipo de primer € a grande chance de formar bandas
inespecificas no gel, dificultando a interpretacéo dos resultados.

Primers com MSL proximos ao sitio alvo sdo ainda mais
indesejados, pois, em uma PCR a molécula que sintetiza as novas copias da
sequéncia alvo, Taqg DNA polimerase, consegue sintetizar fragmentos de até 5
kpb a uma velocidade de 0,9-1,2kpb/minuto. Se o primer possuir um sitio de
ligacdo indesejado muito préximo do sitio alvo as chances de formar bandas
inespecificas sdo enormes.

A Tabela 18 demonstra a presenca de MSL em primers alelo-
especificos. O primer especifico para o alelo A do SNP 796 17418 Un possui
quatro sitios de ligacao indesejados, sendo o primeiro a quatro bases e o ultimo a
6.119 em relacdo ao sitio alvo. Para o primer especifico do alelo T do SNP
42631 _636_Un foram observados quatro sitios indesejados, sendo o primeiro a
uma base e o Ultimo a 25 bases do sitio alvo. Para o SNP 2002_6551 _Un o
primer alelo-especifico para o alelo C possui um sitio indesejado a 1.361 bases do
SNP. O primer especifico para o alelo G do SNP 19 35645 LG9 possui um sitio
indesejado a 69 bases do sitio alvo. Esses primers tém grande chance de
insucesso, pela gquantidade e distancia dos sitios de ligacdes indesejados em
relacdo ao sitio alvo. Os outros alelos apresentados na Tabela 18 tém chances de
amplificarem normalmente, devido a menor quantidade e maior distancia dos
MSL.
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Tabela 18 — Primers alelo-especificos que apresentaram multiplos sitios de
ligacdo (MSL), quantidade de MSL e as distancias do primeiro e o Ultimo sitio em

relacdo ao sitio alvo.

QTLs SNP Alelo Quant. Dist. 1 Dist. 2
TSS 7.DC_7 157 169542 LG6 T 1 296.833
Fl.2 77 790129 LG2 T 1 447.839
Fl 11 4 1693602 LG8 G 1 7.048
FI_14 14 1604543 LG1 C 1 1.153.606
FE 11 32220266 C 1 145801
DF 1 296 98549 LG2 G 1 8.187
DF 2 1749 9182 Un A 1 5.262
COMP_15 796 17418 Un A 4 4 6.119
AP 1;DC 1.NFT 1 42631 636 Un T 4 1 25
C 1 198.494
AP_3 12_2607980_LG2 4 1.213.286 1.930.929
AP _4 97 366390 LG2 T 1 277.353
AP 11 235 178341 LG3 G 1 20.673
AP_15 126 371146 Un T 2 81.076  139.886
AP 20 2002 6551 Un  C 1 1.361
DC_2: NFT 4:
SROD 7 92 457409 LG4 C 2 174901 235.452
NFC_7: NFT_O: T 3 128621 688.247
PROD_14 60_794585 LG3 6 26654  707.439
’|\|\|FFCT:112 28 1952843 Un A 1 229293
NFC_16; PROD 30 36 1367348 LGl G 1 1.202.597
NFT 2 97 390208 LG2 A 2 155200 269.282
NFT 13 19 35645 1G9 G 1 69
PESO 7 554 1631 Un T 1 16.403
PESO 11 81 481869 LG9 G 2 217.636 336.773
PESO 12 108 526839 Un T 2 9.053  82.432
PROD_9 104 144428 1G4 T 1 375554
NFD 4:NNSF 11 14 561074 LG1 C 1 520727
NNSF_8_ 4553194 LG8 A 1 391.665

Quant. = quantidade de sitios de ligacdo adicionais; Dist. 1 = distancia do primeiro sitio de
ligagdo em pares de base em relagédo ao sitio alvo; Dist. 2 = distancia do ultimo sitio de
ligacdo em pares de base em relagdo ao sitio alvo.
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A Figura 12 apresenta a quantidade e as posi¢cdes dos MSL em
relacdo aos primers desenvolvidos para o SNP 60 794585 LG3 associado aos
QTLs NFC_7_3@347.5; NFT_9 3@350.6; e PROD_14 3@357.5. O primer
especifico para o alelo T apresenta trés sitios adicionais, sendo o primeiro a
128.621 e o ultimo a 688.247 bases do sitio alvo, enquanto que o primer
especifico para o alelo A apresenta seis sitios adicionais, sendo o primeiro a
26.654 e o ultimo a 707.439 bases do sitio alvo. Os primers alelo-especificos
desse SNP foram os que mais apresentaram MSL por estar em uma regido

repetitiva do genoma.

(1,502,303 .. 1,502,317) A especifico
(1,250,532 .. 1,250,548) A especifico
(923,467 .. 923,481) T especifico

1 A especifico
1 T reverse
A especifico
especifico |
(794, 794,746) Areverse | |
) Vo
(566,641 .. 566,6538) T especifico v
|
1) A especifico
) A especifico.
A especifica |

(355,813 .. 355,82

(106,581 .. 106,599) T especifico

SNP

supercontig_60
1,505,695 bp

Figura 12 — Exemplo de primers alelo-especificos que possuem multiplos sitios
de ligacdo. Foi utilizado o SNP 60 794585 LG3 associado aos QTLs
NFC_7 3@347.5; NFT_9 3@350.6; e PROD_14 3@357.5.

Foi desenvolvida uma planilha contendo as sequéncias de 362
marcadores SNAPs incluindo todos os parametros de qualidade referentes a cada
sequéncia de primer (APENDICES A-N). Esse banco de marcadores associados
as caracteristicas de qualidade e produtividade de frutos dara suporte para

programas de melhoramento assistido por marcadores na cultura do mamoeiro.
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5.3.Validacdo dos marcadores SNAPs

A validacdo dos marcadores SNAPs é uma etapa essencial para a
sua utilizagéo efetiva em estudos na cultura do mamoeiro. Esse tipo de marcador
ja foi desenvolvido para algumas culturas, como soja (Kim et al., 2005), arroz (Kim
et al., 2016), coqueiro (Pesik et al., 2017). No entanto, ndo ha relatos da utilizacao
dos SNAPs em mamao, além disso, a utilizacdo deste marcador molecular, neste
trabalho, é pioneira na UENF. Para isto, foram sintetizados 12 SNAPs referentes
aos alelos de seis SNPs (Tabela 19).

A temperatura Otima de amplificacdo dos marcadores foi
determinada através de gradiente de temperatura. Cada SNAP foi testado em
pelo menos trés diferentes temperaturas (Tabela 3) que, em grande parte dos
casos, foi suficiente para determinar a melhor. A Tabela 19 mostra as melhores

temperaturas de anelamento dos SNAPs com base nas imagens do gel.



Tabela 19 — Sequéncia e parametros de qualidade dos SNAPSs utilizados para a validacao.

Parental TP Parametros de qualidade

SNAP Sequéncia dos SNAPs Especifico (pb) Ta Rat. Self Hairpin Cross

Dimer Dimer

TS5 1180 F, [TAoorAceeTCCACeTA o e gm0 %0 s
rs 11 @m0 ) | ACOOMATIATOTCTIARCHS e I
FLiensm L ASISRSACToTeoAT S I
s 00175 1) FATOMTACNTOONTATCCS 2w 200 T
e s apisaom § TOCOTOAASTONTACCTAM s 52 98 g
e s apiseo o) f SAMASCATCATACOCTTCCC e Bt 9
cop 1 igwna | SISCSCTETACSCOth | S e
cop_1igna o) AATTTOMATCOATTACTCC RN
or 12 5045358 F; RAIOCORTICCASO A s 788
or iz sauss o] LOCIACIOMCICACMCS o s 240 g
cowr._7_sa1075.10) [ AIATCACATIACCTERTSTS SN
COMP_7_5@1075 [T ! CAAGTGAGACACOAAGAGA P2 184 50y 0 T

TP (Tamanho do produto de PCR); Ta (Temperatura de anelamento em °C); Rat. (Rating); P1 (Sekati); P2 (JS-12).

29
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A temperatura de amplificacdo ideal para o0 SNAP
TSS 11 8@50.0_[G] foi a 52 °C, no entanto, para o outro alelo, o SNAP
TSS 11 8@50.0 _[T], os resultados do gradiente ndo foram satisfatorios, pois, as
bandas no gel se mostraram fracas e inconsistentes (Figura 13). Assim, o0 SNAP
TSS 11 8@50.0_[T] foi testado em temperaturas diferentes (Figura 14), onde a
temperatura de 52 °C foi determinada como a melhor.

1000 pb —>
500 pb =3

236 pb ==
203 pb ===

13
1

10

o>
55
w

(=]
hel
o
.
H
l in

Marcador °21° 53° 5%° 48° 50° 52° 46°  48° 50° 46°  48° i 50°
100 pb TSS_11_8@50.0_[T] TSS_11_8@50.0_[G] FI_14_10@17.5_[T] FI_14_10@17.5_[C]

Figura 13 — Gradiente de temperatura para SNAPs TSS_11 8@50.0_[T] (51, 53
e 55 °C), TSS_11 8@50.0_[G] (48,50 e 52 °C), FI_14 10@17.5_[T] (46, 48 e 50
°C) e Fl_14 10@17.5_[C] (46, 48 e 50 °C). f. = poco quebrado do gel que nao foi
aplicado produto. Setas sélidas indicam o tamanho real da banda de acordo com
o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o tamanho do produto esperado
para cada alelo.

Marcador 48°  50° 52  50° 520 540 BI° 5@ 540 B 56 58
100pb  COMP_7.5@107.5.[T] COMP_75@107.5[C]  TSS_11.8@50.0.[T]  DF 12 5@4335 [A]

Figura 14 — Gradiente de temperatura para SNAPs COMP_7_5@107.5_[T] (46,
48 e 50 °C), COMP_7_5@107.5_[C] (50, 52 e 54 °C), TSS_11 8@50.0_[T] em
nova configuracao (50, 52 e 54 °C) e DF_12 5@433.5_[A] (54, 56 e 58 °C). Setas
sélidas indicam o tamanho real da banda de acordo com o marcador de 100 pb;
setas pontilhadas indicam o tamanho do produto esperado para cada alelo.
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Para os SNAPs FI_14 10@17.5 [T] e Fl_14 10@17.5 [C], a
temperatura de 48 °C foi considerada ideal (Figura 13). A temperatura de
amplificacéo ideal para o SNAP COMP_7 5@107.5 [T] foi a 50 °C. No entanto,
para o outro alelo, o SNAP COMP_7 5@107.5 [C], formaram-se bandas
inespecificas no gel (Figura 14), mas essas, nitidamente ficaram mais fracas com
0 aumento da temperatura. Desta forma, o SNAP COMP_7_5@107.5_[C] foi
analisado a 57 °C. Para os SNAPs DF_12 5@433.5 [A] e DF_12 5@433.5_[G]
todas as temperaturas testadas foram Otimas (Figuras 14 e 15). Assim, foram
selecionadas as temperaturas de 54 e 52 °C para 0s marcadores
DF_12 5@433.5 [A] e DF_12 5@433.5 [G], respectivamente.

1000 pb
500 pb
339 pb ===+,
100 pb =——>
Marcador 48°  50° 52°
100 pb DF_12_5@433.5_[G]

Figura 15 — Gradiente de temperatura para SNAP DF_12 5@433.5_[G] (48, 50 e
52 °C). Setas soélidas indicam o tamanho real da banda de acordo com o
marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o tamanho do produto esperado
para cada alelo.

Os SNAPs FE_8 4@154.9 [T] e FE_8 4@154.9 [C] foram testados
nas temperaturas de 51, 53 e 55 °C, onde, para todas as reacdes podem ser
observadas, com clareza, as bandas no gel (Figura 16). Assim, a temperatura de

52 °C foi determinada como a melhor.
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1000 pb =—>

500 pb =—>
278 pb ===>

145 pb ===

100 pb —>

Marcador 51° 53°  55°  51° 530  55°
100pb  FE_8_4@1549_[T] FE_8 4@154.9_[C]

Figura 16 — Gradiente de temperatura para SNAPs FE_8 4@154.9 [T] (51,53 e
55 °C) e FE_8 4@154.9 [C] (51, 53 e 55 °C). Setas solidas indicam o tamanho
real da banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
tamanho do produto esperado para cada alelo.

O SNAP ESP_1 1@347.4_[G] especifico para o alelo G amplificou
com sucesso nhas trés temperaturas testadas e foi selecionada a temperatura de
50 °C (Figura 17).

1000 pb —3,
475 pb
500 3b =3

100 pb =—>

Marcador 46°  48° 50°
100pb  ESP 1 1@347.4 [G]

Figura 17 — Gradiente de temperatura para SNAP ESP_1 1@347.4_[G] (46, 48
e 50 °C). Setas solidas indicam o tamanho real da banda de acordo com o
marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o tamanho do produto esperado
para cada alelo.

O SNAP ESP_1 1@347.4 [A] ndao amplificou com sucesso em
alguns testes e novos testes foram realizados aumentando-se a concentragéo de
MgCl2 de 1,92 mM para 2,88 mM. O MgCl2 € um cofator da enzima Taq
polimerase e aumenta a produtividade da mesma. Desta forma, foi determinado
que 60 °C seria o ideal para o SNAP ESP_1 1@347.4_[A] (Figura 18) com esse

acréscimo de MgClz. Esse problema foi possivelmente devido as caracteristicas
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dos primers F e R do SNAP, que apresentaram diferenca de Tm de 4,8 °C e cross
dimer de -7,2. Além disso, o primer F apresentou Rating de 66%, sendo

considerada uma sequéncia de baixa qualidade (Tabela 19).

Marcador 96° 958°  60° 62°  64°
100 pb ESP_1_1@347.4_[A]

Figura 18 — Gradiente de temperatura para o SNAP ESP_1 1@347.4 [A] (56,
58, 60, 62 e 64 °C). Setas solidas indicam o tamanho real da banda de acordo
com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o tamanho do produto
esperado para cada alelo.

Os 12 SNAPs desenvolvidos foram testados seguindo as melhores
temperaturas de amplificacdo determinadas pelo gradiente de temperatura. Cada
SNAP foi testado primeiramente em singleplex para validar a eficiéncia dos
marcadores nesse sistema. Utilizou-se o DNA gendmico dos parentais P1 (Sekati)
e P2 (JS-12) e do bulk de 10 gendtipos F2. Apenas 0s SNAPs
DF_12 5@433.5 [G] e DF_12 5@433.5_[A] ndo foram alelo-especificos, sendo
que os outros 10 SNAPs se mostraram eficientes em discriminar os alelos dos
SNPs. Os resultados obtidos foram utilizados para validar os marcadores em
multiplex e apenas os SNAPs Fl_14 10@17.5_[T] + FI_14_10@17.5_[C] e
FE 8 4@154.9 [T] + FE_8_4@154.9_[C] foram eficientes nesse sistema. Essa
estratégia era mais interessante para a validacdo, pois, em uma Unica reacao
poderiam ser detectados os diferentes alelos do SNP e os esforgcos para a
genotipagem seriam reduzidos pela metade.

A reacdo de PCR utlizando os marcadores SNAPs realiza a
amplificagéo preferencial do alelo-especifico em relagdo ao alelo ndo especifico.
Assim, um SNAP pode produzir falsos positivos, pois nestes casos o0 alelo nao
especifico possui um nucleotideo incompativel naturalmente na extremidade 3’ do

primer ndo especifico e outro nucleotideo incompativel entre as quatro bases
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proximas ao SNP. Em certos casos, essas duas bases incompativeis ndo sao
suficientes para inibir a producéo de banda para o alelo ndo especifico (Drenkard
et al., 2000). Segundo o autor, uma maneira de minimizar esse problema é
diminuindo os ciclos de PCR. Desta maneira, o SNAP especifico para um alelo
ainda sera eficiente na sua amplificacdo, mas ndo amplificard bandas quando o
alelo alternativo estiver presente (falsos positivos).

Kim et al. (2005), utilizando marcadores SNAP em soja, constataram
esse problema quando as reacdes de PCR foram realizadas com 35 ciclos. Ao
realizar as reagcbes com 28 ciclos de amplificagdo os autores demonstraram que
todos os SNAPs foram alelo-especificos, por ndo produzirem falsos positivos.
Assim, as reacOes para validagdo em singleplex e multiplex foram realizadas
utilizando 30 ciclos de amplificacdo, onde nao foi detectada a presenca de falsos
positivos, exceto para os SNAPs DF 12 5@433.5 [A] e DF_12 5@433.5 _[G].
Serao descritos, com detalhes, os resultados obtidos em relagdo a cada SNAP a
seqguir.

Os SNAPs FE_8 4@154.9 [T] e FE_8 4@154.9 [C] desenvolvidos
com base no SNP 157 123015 LG6_ [C/T] associado ao QTL FE_8 4@154.9,
com produtos de PCR de 145 e 278 pb, respectivamente, foram validados com
sucesso (Figura 19a). O parental P1 (Sekati) € homozigoto para este locus,
possuindo o alelo C, enquanto que o parental P2 (JS-12) é homozigoto para o
outro alelo (T). Desta forma, era esperado que em singleplex o SNAP
FE_8 4@154.9 [T] amplificasse apenas para o P1 e ndo amplificasse para o P2.
Contrariamente, o SNAP FE_8 4@154.9 [C] deveria produzir banda apenas para
0 P2 e n&o deveria amplificar para o P1. O DNA do bulk F2 foi utilizado como uma
fonte de heterozigotos. Assim, era esperado que ambos SNAPs produzissem as
bandas de tamanhos especificos (145 e 278 pb), de acordo com a imagem do gel
(Figura 19a).
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1000 pb

500 pb
278 pb =e-

145 pb =+

100 pb ==

E’ Marcador P1 P2 Buk P1 P2 Buk
100pb  FE_8_4@154.9_[C] FE_8_4@154.9_[M

1000 pb =
500 pb —»

278 pb ===

145 pb =¥
100 pb=—>

P1 P2 Bulk
100 pb FE_8_Multiplex

Marcador

Figura 19 — a) Validacdo singleplex dos SNAPs FE 8 4@154.9 [T] e
FE 8 4@154.9 [C] nos parentais P1 (Sekat)) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geracdo F2. b) Validagdo multiplex dos SNAPs
FE_8 4@154.9 [T] e FE_8 4@154.9 [C] (FE_8 4@154.9 [M]) nos parentais P1
(Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10 individuos segregantes da geracao F2, Setas
sélidas indicam o tamanho real da banda de acordo com o marcador de 100 pb;
setas pontilhadas indicam o tamanho do produto esperado para cada alelo.

Em seguida, os dois SNAPs foram testados em multiplex, onde para
cada reacdo, os dois eram colocados juntos. Foram obtidos resultados
satisfatorios com a reproducdo exata dos trés gendtipos utilizados (Figura 19b).
Apenas o SNAP FE 8 4@154.9 [C] amplificou para o P1 e apenas o SNAP
FE 8 4@154.9 [T] amplificou para o P2. Foi detectada, no bulk, a presenca das
duas bandas especificas (145 e 278 pb referentes aos alelos T e C,
respectivamente).

E esperada, na reacdo em multiplex, a presenca de uma banda
comum em todos 0s genotipos. Esta banda € gerada pelos primers reverse_1 e
reverse_2, pois neste momento sdo utilizados dois pares de SNAPs por reacéo, e
seu tamanho é praticamente a soma do produto das duas bandas especificas,
conforme a Figura 20. Além disso, pode-se observar que a banda comum é muito
mais forte que as bandas especificas (Figura 19b), isto € possivelmente devido a
auséncia de estruturas secundarias formadas pelos primers reversos 1 e 2

(Rating = 100) dos SNAPs, enquanto que, o0s primers especificos
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FE 8 4@154.9 [T]_ F e FE_8 4@154.9 [C]_F apresentaram Rating igual a 82 e
91, respectivamente (Tabela 19). Desta forma, € sugerida a utilizacdo desses

marcadores em multiplex por reduzir o numero de reacdes para a genotipagem.

(123,015 .. 123,036) T allele
(122,996 .. 123,015) C allele SNP
22,892 .,122,911) Reverse T ‘ Reverse C (123,253 ., 123,272)

e e e
122,5007 123,000 —— 123,100f 123,200! %,300'

X145 pb

=278 pb

=381 pb

supercontig_157
467,639 bp

Figura 20 — Representacdo esquematica da reacdo em multiplex. A seta de =
145 pb representa o produto de PCR esperado para o alelo T. A seta de = 278 pb
representa o produto esperado para o alelo C. E a seta de = 381 pb representa o
produto esperado produzido pelos primers reversos T e C, sendo a banda comum
presente em todos as amostras em multiplex.

Os SNAPs desenvolvidos para o SNP 14 1604543 LG1 [T/C]
associados ao QTL FI_10@17.5 foram validados com sucesso. O parental P1
(Sekati) € homozigoto para este locus (genétipo T/T), possuindo o alelo T,
enquanto que o parental P2 (JS-12) é homozigoto para o outro alelo (genétipo
C/C). O SNAP FI_14 10@17.5 _[T] especifico do parental P1 gerou banda (133
pb) apenas neste parental e no bulk (genétipo T/C) (Figura 21a). No outro alelo, o
SNAP FI_14 10@17.5 _[C] apresentou banda (203 pb) apenas no P2 que ele é
especifico e também no bulk.

Esses SNAPs foram validados em multiplex, onde para o P1 apenas
o SNAP Fl _14 10@17.5 [T] amplificou e para o P2 apenas o SNAP
FI_14 10@17.5_[C] gerou banda (Figura 21b). Foi observada a presenca das
duas bandas especificas para os alelos T e C no bulk, demonstrando a boa
eficiéncia dos marcadores em discriminar os alelos do SNP. A banda comum nas

trés amostras possui tamanho aproximado de 298 pb.
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Marcador P1 P2 Buk  P1 P2  Buk
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500 pb =3 we—

203pb ... 3 ~—

S
133 pb ===>» =l —
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Marcador P1 P2 Bulk
100 pb FI_14_Multiplex

Figura 21 — a) Validacdo singleplex dos SNAPs Fl 14 10@17.5 [T] e
FI_14 10@17.5_[C] nos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geracdo F2. b) Validagdo multiplex dos SNAPs
FI_14 10@17.5 [T] e FI_14 10@17.5_[C] (FI_14 10@17.5_[M]) nos parentais
P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10 individuos segregantes da geracao Fo.
Setas sdlidas indicam o tamanho real da banda de acordo com o marcador de
100 pb; setas pontilhadas indicam o tamanho do produto esperado para cada
alelo.

Foram desenvolvidos marcadores SNAPs especificos para os alelos
[T/G] do 9 366188 LG5 associado ao QTL TSS 11 8@50.0. O SNAP
TSS 11 8@50.0 [T] com produto de PCR de 118 pb e especifico para o alelo T
gerou banda apenas para o parental P1 (genétipo T/T) que ele é especifico e no
bulk (gendtipo T/G). Para o outro alelo, o SNAP TSS 11 8@50.0_[G] especifico
para o alelo G foi obtida a banda de tamanho especifico (236 pb) apenas para o
P2 (gendtipo G/G) e para o bulk (Figura 22).
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1000 pb —>) -
500 pb —>|
-
236pb = aeEmy Sws
118 pb -+ - —
100 pb —>|
Marcador P1 P2 Buk _ P1 P2 Buk
100 pb TSS_11_8@50.0 [T]  TSS_11_8@50.0_[G]

Figura 22 — Validacdo singleplex dos SNAPs TSS_ 11 8@50.0_[T] e
TSS 11 8@50.0 [G] nos parentais P1 (Sekati)) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geracdo F2. Setas solidas indicam o tamanho real da
banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
tamanho do produto esperado para cada alelo.

A utilizacao dos SNAPs TSS 11 8@50.0_[T] e
TSS 11 8@50.0_[G] pode discriminar nitidamente os alelos do SNP, no entanto,
devem ser realizadas PCRs individuais para cada SNAP e, desta forma, sdo
necessarias duas reacdes por amostra para definir o SNP. Nos testes realizados
em multiplex foi detectada apenas a banda comum para os trés genaotipos e a
banda especifica para o alelo G, além disso, essa banda se mostrou fraca e
inconsistente. Uma possivel justificativa para esse resultado pode ser o fato dos
primers  alelo-especificos dos SNAPs TSS 11 8@50.0 [T] (F1) e
TSS 11 8@50.0 [G] (F2) apresentarem Rating de 79 e 77%, respectivamente.
Assim, esses baixos valores de qualidade em relacdo aos primers alelo-
especificos poderiam interferir significativamente na reacdo em multiplex. Além
disso, Kim et al. (2016) desenvolveram marcadores SNAPs e descrevem que
alguns marcadores foram validados em multiplex e outros ndo, demonstrando
certa instabilidade nesse sistema. Os autores escolheram por utilizar os SNAPs
apenas em singleplex.

Os SNAPs referentes aos alelos [C/T] do SNP 61 1220909 LG7,
associado ao QTL COM_7_5@107.5 foram validados com sucesso no sistema de
singleplex. O SNAP COMP_7 5@107.5 _[T] produziu a banda especifica (184 pb)
apenas no P2 (gendétipo T/T), que ele é especifico e no bulk (gendtipo T/C). O
SNAP COMP_7 5@107.5 [C] especifico para o P2 (gendtipo C/C) amplificou
com sucesso e gerou a banda especifica (334 pb) nesse parental e no bulk
(Figura 23).
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100 pb COMP_7_5@107.5_[T]  COMP_7_5@107.5_[C]

Figura 23 — Validacdo singleplex dos SNAPs COMP_7 5@107.5 [T] e
COMP_7_5@107.5_[C] nos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geragdo F2. Setas solidas indicam o tamanho real da
banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
tamanho do produto esperado para cada alelo.

N&ao foi possivel a validacdo desses SNAPs em multiplex, onde nos
testes realizados foi detectada, com clareza, apenas a banda comum para os trés
genotipos. Pesik et al. (2017) discutem que na reacdo em multiplex o balanco
ideal entre as concentragfes de todos os primers € fundamental para que ocorra
a reacao de forma esperada, sendo que esse balanco pode variar de acordo com
as condicbes de PCR, como o tipo de sequéncia de primer, amostras de DNA,
concentracdes de sais, concentracao de Tag polimerase, etc.

Para o QTL ESP 01 1@347.4, foram desenvolvidos SNAPs
especificos para os alelos [A/G] com base no SNP 129 404685 LG2. Os SNAPs
ESP_1 1@347.4 [G] e ESP_1 1@347.4_[A] produziram produtos de PCR de
339 e 229 pb, respectivamente. O SNAP ESP_1 1@347.4 [G] produziu a banda
especifica apenas no parental P2 (genétipo G/G) e no bulk (genétipo GA),
enquanto que o SNAP ESP_1 1@347.4_[A] gerou banda apenas no P1 (gendtipo
A/A) e no bulk (Figura 24). Ambos SNAPs foram precisamente alelo-especificos e
podem ser utilizados para discriminar os alelos desse SNP em reacoes
separadas. As reacbfes em multiplex com esses SNAPs ndo produziram
resultados satisfatorios, pois, apenas a banda comum entre os trés genotipos foi
detectada. Esse fato, deve-se possivelmente pelas caracteristicas dos dois
primers alelo-especificos dos SNAPs, que apresentaram diferenca de Tm de 10

°C, além disso, esses primers mostraram Rating muito baixo (Tabela 19).
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Figura 24 — Validacdo singleplex dos SNAPs ESP 1 1@347.4 [G] e
ESP_1 1@347.4_[A] nos parentais P1 (Sekati) e P2 (JS-12) e no bulk de 10
individuos segregantes da geragdo F2. Setas solidas indicam o tamanho real da
banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
tamanho do produto esperado para cada alelo.

Foram desenvolvidos SNAPs especificos para os alelos [A/G] com
base no SNP 3148 6446 _Un associado ao QTL DF_ 12 5@433.5. Os SNAPs
DF 12 5@433.5_[G] (475 pb) e DF_12 5@433.5_[A] (221 pb) nao foram alelo-
especificos, por apresentarem bandas independentemente do gendétipo testado
(Figura 25).

Marcador P1 P2 Bulk P1 P2 Bulk
100 pb DF_12_5@433.5_[G] DF_12_5@433.5_[A]

Figura 25 — Padrdo de amplificacdo indesejado, apresentado pelos SNAPs
DF 12 5@433.5 [G] e DF_12 5@433.5 _[A]. Setas sdlidas indicam o tamanho
real da banda de acordo com o marcador de 100 pb; setas pontilhadas indicam o
tamanho do produto esperado para cada alelo.
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O SNP 3148 6446_Un apresentou segregacdo mendeliana
distorcida na geracao F2 (gendtipos A/A, G/IG e A/G com frequéncia de 90,2%,
6,5% e 3,7%, respectivamente). Chen et al. (2007) observaram distor¢cdo da
segregacao de marcadores SSR localizados na regiao MSY (male-specific Y) no
GL1 do mamoeiro, causada por selecdo pds-zigotica, abortando embrides YY. O
mesmo autor também observou marcadores com segregacao distorcida no GL6,
onde ndo foi possivel determinar a causa da distorcdo. Apesar de o SNP
3148 6446 _Un estar localizado em grupo de ligacdo desconhecido, o mesmo
pode estar localizado no GL1 ou GL6. Além disso, era esperado que uma
pequena por¢cdo dos SNAPs nédo funcionassem corretamente, sendo que, iSso &
esperado para qualquer outro marcador molecular.

De acordo com Kim et al. (2005), se existe um marcador SNP ligado
a uma certa caracteristica de interesse que sera utilizado em algum programa de
SAM, os melhoristas de plantas deveriam, preferencialmente, considerar métodos
simples, com requisitos basicos, com baixo custo e alta reprodutibilidade. Assim,
a utilizacado dos marcadores alelo-especificos SNAPs satisfazem todos os pontos

acima citados.

5.4. Anotagéo de genes candidatos

A utilizacdo de mapas genéticos saturados permite, através da
analise de QTLs, identificar marcadores localizados em genes associados a uma
caracteristica de interesse ou em regides proximas a esses genes. As
caracteristicas estudadas aqui sdo todas de natureza quantitativa. Essas
caracteristicas sdo multifatoriais e influenciadas por diversos genes polimorficos e
condi¢Bes ambientais, assim, um ou muitos QTLs podem influenciar um fenatipo.
Além disso, uma variacdo fenotipica pode ser causada por fatores ambientais
independentes do genaotipo ou por interagcbes gene-ambiente (Complex Trait
Consortium, 2003).

A identificacdo dos possiveis genes associados as caracteristicas de
interesse para o0 melhoramento genético do mamoeiro, num primeiro momento,
torna-se uma boa estratégia para aumentar o entendimento sobre como ocorre a
expressdo dessas caracteristicas e possibilita o desenvolvimento de outros

estudos, visando uma caracterizacdo mais profunda desses genes.
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A anotacdo génica é o primeiro passo para identificacdo de genes
candidatos associados as caracteristicas de interesse para o melhoramento do
mamoeiro. O genoma do mamoeiro € relativamente pequeno, contendo cerca de
20 mil genes que estao disponiveis para estudo na base de dados de genes do
NCBI. Desta forma, foram anotados todos os genes em uma regido de
aproximadamente 400 kpb (representando aproximadamente 4 cM de acordo com
0 mapa genético utilizado como base para este estudo) para cada um dos 186
SNPs associados a QTLs de 14 caracteristicas quantitativas (Tabelas 4-17). No
entanto, a presenca de SNPs em contigs e supercontigs menores que 400 kpb
tornou a anotacdo limitada ao tamanho da sequéncia. Além disso, alguns SNPs
estavam proximos uns dos outros (<400 kpb) e foram anotados em conjunto, onde
toda a regido entre os marcadores, mais 200 kpb a esquerda do primeiro SNP e
200 kpb a direita do segundo SNP foram anotadas. O numero total de genes foi
de 3.596 em uma regido de 46.486,7 kpb (Tabela 20). Esse nimero de genes
representa 18,22% dos genes ja identificados em mamao, disponivel na base de
dados de genes e expressdo génica do NCBI, e a regido total analisada
representa cerca de 12,50% do genoma.

Essa base de dados possui uma pipeline automatizada de anotacéo
génica de genomas, baseada em dois componentes principais: 1) alinhamento de
transcritos e proteinas depositados na base, atraveés das ferramentas Splign e
ProSplign, que permitem identificar com alta resolu¢édo os sitios de splicing 2) e
predicdo ab initio de genes pela ferramenta Gnomon, que utiliza alinhamentos de
evidéncias experimentais e modelos gerados pelo algoritmo HMM (Hidden Markov
Model).

O SNP 26_1614923 LG1 associado ao QTL PROD_28 9@110.3 foi
0 que apresentou 0 maior numero de genes associados (67) na regido de 400
kpb. Nao foi possivel identificar nenhum gene em 12 SNPs localizados em contigs
e supercontigs com sequéncias muito pequenas. O SNP 46171 471 Un
associado ao QTL ESP_6_5@262.5 esteve localizado no menor contig (1,23 kpb)
e foi identificado apenas um gene associado a esse SNP. O supercontig 80
apresentou trés SNPs proximos (80138781 LG2, 80 351371 LG2,
80_724758 LG2) e a anotacdo génica foi feita em conjunto, sendo que em uma

regido total de 924 kpb foram identificados 86 genes.
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Quarenta e sete SNPs (25,27%) estiveram localizados em grupo de
ligacdo desconhecido (Unknown) e apenas 11,01% dos genes totais estiveram
associados a esses SNPs. O GL2 foi 0 que apresentou 0 maior numero de SNPs
associados (29) e, consequentemente, foi o GL que apresentou 0 maior nimero
de genes e a maior regidao acessada (Tabela 20). O GL7 foi 0 que apresentou a
menor porcentagem de genes (5,73%) e a menor densidade de genes por
100/kpb. A maior densidade de 10,31 genes/ 100 kpb foi observada para o GL1. A
menor regido acessada foi em relacdo ao GL6. A Figura 26 ilustra a relacao entre
a porcentagem de genes, porcentagem da regido analisada e densidade de
genes/100 kpb por grupo de ligacao.

Tabela 20 — Numero de genes totais distribuidos por grupo de ligacdo e
densidade de genes em 100 kpb

G_rupoNde NUmero Numero Tam:anho % Genes % Regio Genes/

ligacdo de SNPs de genes da regiao (kpb) 100 kpb
GL1 12 381 3.696,01 10,60 7,95 10,31
GL2 29 617 7.165,75 17,16 15,41 8,61
GL3 11 222 3.639,23 6,17 7,83 6,10
GL4 20 375 5.643,93 10,43 12,14 6,64
GL5 12 330 3.903,26 9,18 8,40 8,45
GL6 14 256 3.107,92 7,12 6,69 8,24
GL7 13 206 3.911,09 573 8,41 5,27
GL8 14 438 5.266,65 12,18 11,33 8,32
GL9 + GL10 14 375 4.301,63 10,43 9,25 8,72
Unkown 47 396 5.851,23 11,01 12,59 6,77

Total 186 3.596 46.486,7 100 100

Unknown (Grupo de ligagdo desconhecido)
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Anotacao génica

...... % Genes = = % Regido Genes/100 kpb

Unknown (Grupo de ligagdo desconhecido)

Figura 26 — Porcentagem de genes totais, porcentagem da regido total analisada
e densidade de genes a cada 100 kpb de acordo com o grupo de ligagao (GL).

O total de genes para cada caracteristica pode ser observado na
Tabela 21. O maior numero de genes identificados em relacdo a Tabela 20 é
devido a presenca de SNPs associados a mais de um QTL em diferentes
caracteristicas. Os genes associados a esses SNPs foram contabilizados em
todas as caracteristicas que eles estiveram associados. Por exemplo, o SNP
65 485044 Un associado aos QTLs COMP_10 6@112.5 e NNSF_6 6@105.0
apresentou 43 genes na regido de 400 kpb, assim, esses genes foram
contabilizados em ambas as caracteristicas.

A caracteristica altura da planta que apresentou 0 maior niamero de
QTLs (31) também apresentou o maior nimero de genes e a maior regiao
acessada (Tabela 21). Em contrapartida, a caracteristica numero de frutos
deformados que apresentou o menor numero de QTLs também apresentou o

menor nimero de genes e a menor regido acessada.
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Tabela 21 — Numero de QTLs, quantidade de genes e tamanho da regido
gendmica acessada para cada caracteristica.

Caracteristicas Numero Numero Tam:amho
de QTLs de genes da regiao (kpb)

TSS 14 455 4.833,6
é FI 14 390 5.138,3
“z FE 14 455 4.815,3
o ESP 16 406 4.835,4
§ DF 18 443 5.423,3
cg; COMP 15 265 4.346,8
PESO 12 290 4.389,8
NFT 20 609 7.051,8
o NFC 16 450 6.368,8
8 NFD 4 08 1.123,5
% NNSF 13 291 4.573,8
3 DC 8 252 3.230,6
. AP 31 758 9.295,0
PROD 30 710 8.123,6

Total 225 5.872 73.549,6

Royaert et al. (2016) investigaram com detalhes todos os genes em
uma regiao de 300 a 700 kpb (2 a 3 cM) associados a QTLs de maior efeito para
a identificacdo de genes candidatos associados com a resisténcia da doenca
vassoura de bruxa em cacau. Os autores identificaram varios genes candidatos,
pesquisando por termos especificos (baseado em genes de resisténcia as
doencas disponiveis na literatura) e confirmaram a expresséo diferenciada de
alguns através de RNA-seq. Os resultados obtidos sdo de grande importancia,
pois, permitird0 a criacdo e selecdo de materiais vegetais mais
tolerantes/resistentes para essa doenca.

A ampla anotacdo génica associada as caracteristicas de interesse

para o melhoramento do mamoeiro permitira a identificacdo de genes candidatos.
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O desenvolvimento de estudos com base nessa anotacdo génica permitira um
melhor entendimento sobre como € a interacdo desses genes ha expressao de
caracteristicas quantitativas na cultura do mamoeiro. Para isso, foram inclusos,
nesse trabalho, todos os genes associados aos QTLs de efeito principal.

Foram identificados 51 genes em uma regiao de 434 kpb em relac&o
ao SNP 9 366188 LG5 associado ao QTL TSS 11 8@50.0 (APENDICE 0). O
SNP 163 297115 LG4 associado ao QTL FE_4 2@350.0 apresentou 19 genes
em uma regido de 400 kpb (APENDICE P). Para o0 SNP 14 1604543 LG1
associado ao QTL FI_14 10@17.5 foram identificados 29 genes em uma regiédo
de 400 kpb (APENDICE Q). Em relacdo ao SNP 731_3422_Un associado ao QTL
FE_13 8@127.5 foram identificados apenas trés genes (APENDICE R). O SNP
1183 495 Un associado ao QTL ESP_2 4@112.5 apresentou apenas trés genes
em uma regido de 18,5 kpb (APENDICE S). Para o SNP 77_19179 LG2
associado ao QTL NFC_2 1@101.2 foram identificados 17 genes em uma regiao
de 219 kpb (APENDICE T). Foram identificados 56 genes em uma regido de
467,6 kpb em relacdo ao SNP 157 123015 LG6 associado ao QTL
FE_8 4@154.9 (APENDICE U). Para o SNP 18_1663218_LG5 associado ao QTL
NNSF_10 8@227.5 em uma regido de 400 kpb foram identificados 16 genes
(APENDICE V). Em relacdo ao SNP 129 404685 LG2 associado ao QTL
ESP 1 1@347.4 foram identificados 41 genes em uma regido de 433 kpb
(APENDICE W). O SNP 79 225223 LG2 associado ao QTL NNSF_2 1@303.8
apresentou oito genes em uma regido de 400 kpb (APENDICE X). Foram
identificados 27 genes para o SNP 14 561074 LG1l associado ao QTL
NNSF_11 10@5.0 em uma regido de 400 kpb (APENDICE Y). Em relacédo ao
SNP 65 485044 Un associado ao QTL NNSF_6_6@105.0 foram identificados 43
genes em uma regido de 400 kpb (APENDICE Z). Para o SNP 157_169542_LG6
associado ao QTL DC_6_4@152.5 foram identificados 56 genes em uma regiao
de 467,6 kpb (APENDICE AA). O SNP 27 92703 LG7 associado ao QTL
DC_7 5@285.0 apresentou 23 genes em uma regido de 292 kpb (APENDICE
BB). O SNP 126 371146 _Un associado ao QTL AP_15 5@230.6 apresentou 26
genes em uma regido de 400 kpb (APENDICE CC). NZo foi possivel identificar
genes para 0s SNPs 3148 6446 Un e 741 3553 Un associados aos QTLs
DF 12 5@433.5e NNSF_1 1@142.5, respectivamente.
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Devido a grande quantidade de genes identificados em relagdo a
todos os SNPs, a planilha com a descricdo dos mesmos sera disponibilizada

como material suplementar em formato digital.
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6. CONCLUSOES

Todos o0s SNPs fortemente associados a cada QTL foram
identificados e com base nesses SNPs foram desenvolvidos primers de alta
qualidade para os marcadores SNAPs, visando a implementacdo da selecéo
assistida por marcadores na cultura do mamoeiro.

A validagao dos SNAPs mostrou que os marcadores foram eficientes
em relacdo ao custo de aplicacdo, rapidez para obtencdo dos dados e facilidade
de manuseio, podendo discriminar nitidamente os alelos do SNP.

A anotacdo génica associada aos QTLs utilizados neste estudo
permitird um melhor entendimento da expressdo das caracteristicas estudadas.
Além disso, uma andlise mais detalhada dos genes anotados ira permitir
identificar genes candidatos associados as caracteristicas de interesse para o
melhoramento genético do mamao.

O atlas desenvolvido neste trabalho dara suporte a outros trabalhos
gue visem a selecdo assistida por marcadores desenvolvidos na UENF e em

outras instituicOes de pesquisa.
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APENDICE A — SNAPs para QTLs identificados em populacéo segregante (F2) de mamao para teor de solidos soltveis (TSS)

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
G F: AGGCTCAAATCTTGATGAGGG 157 58,43 86 -6,1 -2,0 i
1 1@113.2 1380 1407 Un R: AGTGTGAACAGGTGGGTCGT 57,06 100
PROD_2; FE_3 - - A F: CTTCAAAATGGATGGTGAAGAGTT 295 59,58 83 -7,1 -2,8 48
R: GAGGCTCTGTTATCAACAAAGCA 59,19 89 -5,7 - '
c F: ATGAGATCTTGGCAGGCG 107 56,26 85 -7,8 - )
2 1@421.1 6 2014486 LG2 R: ACAACCCAGTCAGCACCC 55,40 100 - -
DF_3; PROD_6 - - T F: GAGCCACGCTAACGAGCT 173 56,08 85 -7,3 -1,2 i
R: TGGGGCGAAGAGGACTATT 57,02 100 - -
T F: GACAATAGGAATTCGTTGTAT 184 49,04 81 -8,5 -1,9 -6,2
R: ATCCATCAAACAAAGACAAT 49,13 100 - - CDF
8 HEIE Ll Sona e HEE A F: AAGAACACTTCAAATGGCT 295 49,30 100 - - 6.0
R: AGTAAAAATCCCAAAATGTG 49,85 100 - - '
G F: TGTATAGTTAGTGACTCTTGCG 112 50,57 93 -3,4 - -6,1
R: ATTTTGTATCAACCAGAAGATG 51,67 92 -4,0 - CDF
4.3@381.2 43_1670432_LG3 A F: CAGAACCACGTGCTTATCT 216 50,39 81 -10,2 - 42
R: CTATGCTCCCAATCTCAG 47,46 100 - - '
C F: AAAAAGTATGACCACGTGGTAC 161 54,00 56 -20,0 -5,4 -7,4
SBQ R:CGTTTGTGTGTGTGGGAT 51,49 100 - - CDF
& SEkine ve akeiists [ICE T F: CGTAGTGCTGACAGGAACA 275 51,78 100 - - 43
R: TTAAGGGGGGAGAGTTGTA 52,07 91 -4.8 - '
=
T
6_4@2.5 567_34739_LG6 R
Al G F
R

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE A, Cont.

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T F: TTAGATTCATGGGCAACCAA 297 56,40 87 -6,0 -1,5 -9,6
7 4@151.8 157 169542 LG6 MSL R: TCCCATCCTTAATCGTTTCA 5554 91 -4.8 - CDF
DC_7 - — C F: ACATTCTTGTTACCAGGTGAGC 119 56,19 100 - - -6,9
R: TGGGAATGATAAGCTTGTGG 55,94 81 -10,2 - CDF
T F: ATGGTTTGAATCATTGTGACCT 259 56,13 89 -54 -0,2 58
8 b@17.5 46 1453648 LG7 R: GGGTGCCAAAACACATAAAGT 56,93 100 - - '
COMP_6; ESP_3 - - c F: AAATAAGGCAACACAGCATAGG 397 56,96 100 - - 54
R: GGGATTTTTTTTTTGGGACA 57,00 100 - - '
C F: TCCTTGTCTATCAGGACACG 310 52,87 85 -6,2 -2,1 50
R: TCCGATGCTTTTGATTCTAA 53,66 100 - - '
o I@RE e e T F: TTTTGGGGTTTTAGAAAAAGAT 195 55,41 82 -6,8 -3,9 i
R: ATGGGATTGAAGAATAGGAGAG 54,76 100 - -
G F: CTGTAATAGAAAAACAGTACC 115 44,27 90 -4,9 -0,7 33
R: CTAGTATGTATGAATAAGGAAA 44,77 92 -4,2 - '
10_7@349.2 3_282658_1G8 T F: TCCTATCAGATTTTGACTT 193 43,64 91 -4,5 -0,1 58
R: ATGGGAAAAATGTAATAGTA 44,70 100 - - '
T F: TTAGCAAGGGTGCACGTA 118 52,84 79 -10,7 -0,6 57
R: TTTTATGGGCAGTGTTCCTA 53,50 100 - - '
L BEsit o) eleleplete) [Hexe G F: GACGCAAATTATGTGTTAACAG 236 53,37 77 -12,4 - 43
R: GGGTTTCGTTACCATCTTCT 53,46 100 - - '
C
12 8@252.5 184 102693 LG5
Al A

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE A, Cont.

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
A F: ATAATGAAAAAGAGTGTCACAA 041 49,70 91 -4.5 -0,3 49
Tml R: AGTGGTTGATAAGGCAGGAC 53,98 100 - - '
Lo pozatie BB gutnzs Ln o F:TGATGGCACGTGGGTCTC 4g; 5724 8L 102 ; 7.5
R: AGAACCCCTGATGGTTACTAAA 55,37 85 - - CDF
T F: TTAGATTCATGGGCAACCAA 195 56,40 87 -6,0 -1,5 56
R: CGTTTCACATTCATCTACCGA 56,09 100 - - '
14_10@53.3 108_734372_Un c F: ACATTCTTGTTACCAGGTGAGC 137 56,19 100 - - -6,6
R: TTCCTGTGGCTGACCATACT 55,08 99 - -0,5 CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE B — SNAPs para QTLs identificados em populacio segregante (F2) de mamao para firmeza interna ou da polpa (FI)

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C  F: ACGGACGAGATCAAAGGC e, 5524 91 46 X 72
R: GTTGCCCTGCGAAGAGAT 5545 100 - i CDF
11@75.0 12 1519363 LG2 . F:GAATCTCGTCCGTTCAGCA 00 5637 100 - i 78
R: AGTCAGCAGCCACAGTGAAC 5545 91  -45  -02  CDF
T  F CAGGTTGTGGTGTAGTGCTT sy 5304 100 - i 8.7
MSL R: TGTTTGTTCTCTGACACCGT 5311 100 - i CDF
2_1@1056  77_790129_LG2 o F:ATCAACCTTGGAGACTTTGG s 5397 90 49 04
R: CATTTAGGCGTGAGACAGG 5366 100 - i !
o F:GACTGTAACCAGGAAAAATCGC g 5848 100 - i a9
R: AAGAGGGAAGAAGAAATGTCGG 5047 100 - i !
3 1@133.1 25 759834 LG2 o F:AACTGATCCAATGTTTCCAAGC o5 854 91 46 i 7.0
R: GTTTTGGCTCTTCTTTCACCTG 5857 100 - i CDF
o F:GCAGCACGCACAAAAGGG o5 6058 100 - i o
R: CACCTTATATCTGTGGTTGGCA 5788 92 -39  -01 !
4 3@207.5 371312392 |G3 ¢ F TGGACTGATTATTTGTGTACTG e, 5050 91 46 i 6,5
R: GAGTGGAGACAGTCTCACGA 5209 89  -6.1 i CDF
o F: TGCATAGACAGAACTCGATAG o1 5050 86 78 i 4a
R: GTAGACTGAGGTTTTTGTGG 4937 100 - i !
5_4@210.0 59 910583 _LG6 ¢ F:AATCCATGAAGTAATCTCTCTG a5 5065 90 54 i ]
R: TCAATCAAATAATCTGAAACAA 5076 100 - i
. F:CGTACTAAACTATGCGACCACA 73 5610 93 36 i 4a
6 5@224.9 69 44613 Un R: CATTTTGATAGCCAAGAAGTGA 5522 100 - i !
_ : _44613_ o F:ATCCCGCTCCACTAAACAC g 5468 100 - i 71
R: AAGTCTCTGACGATGGGTTG 5452 100 - i CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).



APENDICE B, Cont.

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
< F:CICIGTTCGAGCTTCTGCC oo 5552 87 68 X 0.2
R: TTGGCATGTAGGCAAGAATAA 5638 90 -54 i CDF
7-5@2005 7 2H3087LGT B ATATGCATGTCCCACAACCA g 5645 82 100 - _
R: GGAACTCAACCACCATCTAAAA 5629 100 - i
c F:GAGAGTGAAAGAGAAGCGG g 5L9S 100 - i 6,1
R: TTCTGTAAACTCTGTAATCCG 5009 100 - i CDF
8.5@3018 271084946 LG7 A F: TTCAACCACCTACTCTCTCACT s 5318 100 - i _
R: GGATTCAGATTCAGACTCCAA 5394 89 56  -0.4
. FTGCCTCTTCAGGTGTTAATTGA g 5771 88 64 03 .
R: TTTGAAATTGACATGGTTGCTC 5703 90 -54 i :
9 5@4125 152 478513 | G10 c F:CTAAGGTCAGAGGGCTTAGGC s 5789 8 71 29 67
R: TGGGATACAAGCTGGTCAAA 5629 88  -6.3 i CDF
o F:GTGAAATGAGTATAATGGAATG los 4961 93 34 i e
10_6@4650 oo 1s7eos Lo R: CAAACTCGTAGCAAATACAA 4924 94 33 i !
AP_17 — _ . F:TCTGAATAATCGATGCACTA a5 4883 82 97 i n
R: AATTTGCCAAGAAGAATCT 4895 90 54  -01 :
G F:GGCTTGATTTTGTGAGCC 4, 5320 177 88 45
MSL R: TTAACAACTTGATTCCAGGG 5275 01  -48 i !
L dezeze A dsenkiz LER . F: AACAAGGCAAGCATATCATTAT o 5425 92 39 i _
R: GAACCCCTCACTTTATTTCC 5311 91  -45 i
o F:GCGTTGTAACTTGAATCTTCGC jos 5960 83 77 16
R: CTCCAGTTGGCCTCTGCTCTC 6132 83 -93 i :
12 8@339.8 103 104445 LG5 . FATCAGGTTGCCTCGGGCAT s, 6238 77 92 40 61
R: AAGACCATAGCGGAGCAGCA 6080 100 - i CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE B, Cont.

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C F: CAGTGTCTGTCAACTTTCTGAC 101 5191 87 -5,9 -1,6 45
13 9@70.0 286 3391 LG1 R: TTTTACTTTCATACTTGCCGT 52,76 100 - - '
— - - T F: AAACCCTCCAAATGCAGTA 180 52,88 85 -8,0 - -6,2
R: TAAAAGACGAGAGGCAGAA 50,71 100 - - CDF
T F: AGATGATGACTGAAATGGAT 133 48,37 100 - - C6D|5:
R: CTTTCTCTCTTTGTTTTTCTT 48,37 100 - -
14_10@17.5  14_1604543_LG1 C F: ATCAATACATGCATATCCG 203 48,52 82 -10,0 - 40
MSL R: GATTCTTCATCCTCTTCACTA 48,42 100 - - '

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE C — SNAPs para QTLs identificados em populagio segregante (F2) de mamé&o para firmeza externa ou do fruto (FE)

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T R TTOGAACTGAAAGCATACCC 176 egts 10 . .
L1l@275 SOSSISTLLGZ - AGTAATACTCAAAGGCACCCAG s 5590 92 -39 i 9.1
R: TGGGAACAGTTATTCAATCTCA 55,01 100 - - CDF
T F: GGGGGATATCTCTATGTACACT 124 52,11 84 -8,5 - 34
2 1@52.5 12 113370 LG2 R: TTCCAAAAAACAACCTATGA 50,95 100 - - ’
- - - C F: CCTACTTACTAGAACCCCAAG 219 50,90 91 -4,5 - 54
R: AACAGAGTATTGAGACGGTG 49,48 100 - - ’
G F: AGGCTCAAATCTTGATGAGGG 157 58,43 86 -6,1 -2,0 i
3_1@112.5 1380 1407 Un R: AGTGTGAACAGGTGGGTCGT 57,06 100 - -
PROD_2; TSS_1 - - A F: CTTCAAAATGGATGGTGAAGAGTT 295 59,58 83 -7,1 -2,8 48
R: GAGGCTCTGTTATCAACAAAGCA 59,19 89 -5,7 - ’
c F: GCATAACAACAAAGAAAAAATG 100 53,04 92 -4.4 - 55
4 2@350.0 163 297115 LG4 R: ACTTTCAACCTTACCAATGTC 51,19 100 -45 - ’
PESO_4 - - T F: GTTGTCTCTCTTCTCAGGTGAT 294 52,39 91 -4,5 - 43
R: TCTAAAACCCTAACTAACAGCC 53,53 100 - - ’
C F: GAATTTACCAAAGAGTTCATG 162 49,49 88 -6,4 - 60
R: ATAAAGCACACACATTCAAA 48,74 100 - - ’
S AAGRA L CS888 ) LEE, T F: CTGAGAGAACTGCATCTTACT 213 48,65 87 -7,0 - 46
R: TCTGCGAATAGATAATGGTA 48,56 100 - - ’
T F: GACTATATGCATGAGTCTACCT 202 48,24 81 -10,0 -0,3 36
6 2@567.6 521 82654 Un R: ATCAGAGCACGATTTTAGG 49,99 100 - - ’
- - - A F: CGGATCAAGCAGAGTTTT 102 50,33 91 -4,6 - 45
R: ATTACCGTTTGTAGCACTTT 49,77 100 - - ’
Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ ©

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).



APENDICE C, Cont.

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T R TGCTCCAACAATCTCATTCTCA T I
[A@1z25 - BATAIWILEE R TTCATCCGCAAACATGACC g 5702 8 64 19
R: ATGGTAGACAACAGGGAAATGG 58,28 100 - - '
T F: CTTGCGTGAAGTGATACGTAAA 145 56,23 82 -9,2 -0,8 39
R: GACTCGGTTGTGTTATTGCC 55,33 100 - - '
8_4@154.9 157_123015_LG6 C F: GAAAGCATCATACCCTTCGC 278 57,40 91 -4,5 -0,3 -6,7
R: TGTGCTATTTCTCCTTCCCA 55,60 100 - - CDF
G F: TTCAGAGTCCCAATCATTTTG 286 55,18 90 -4,9 -0,5 50
R: TCCCATTTGATACCTTCCAG 54,87 100 - - '
8 @Rl LO0E LA o A F: AAATAAGTTCAGGCCACCCT 196 55,71 81 -9,3 -1,2 -7,1
R: ATGGGAAAAGAGATGCGA 53,16 100 - - CDF
C F: CTGAATGAGACTCTACATTTTC 153 48,62 85 -6,4 -2,3 -8,4
R: AGAAAGATTGGGAAAAAGTT 50,46 100 - - CDF
10_7@72.5 166_320487_LG8 T F: CAGTAACATGCACCGCTA 102 50,24 87 -7,0 - 45
R: CCCATTTTCCTCTCTGAT 48,71 100 - - ’
T F: AGTACCAGAATGGAGAATCGT 104 52,99 93 -3,6 - 56
11 7@305.0 3 2220266 R: ATCCTACCTGATGCTTCCCT 55,27 100 - - '
- C F: CTCTAATTTTCTCATGGAGGG 469 53,60 90 -5,4 - -6,6
MSL R: TCTTTATCCACAGATTTCACCA 55,01 100 = = CDF
C F: CTTGAGGAGTCTTACAACTTAG 266 48,59 92 -3,9 - 56
12 7@332.5 3 1242097 LG8 R: ATCAAATCAGATAGTCCGA 46,81 100 - - ’
DF_20 - - T F: TTGGAGTTGATGCATTACT 100 47,96 82 -10,0 - 39
R: TTTGTTAGAGGTGGGACT 46,46 100 - - '

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

©
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena). ®©



APENDICE C, Cont.

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
c F: TGCTTTGGTACATTTTGGGGC 135 62,44 93 -3,6 - -7,2
13_ 8@127.5 731 3422 Un R: TGCCGATGGATTACTGCGTTT 62,95 100 - - CDF
PROD_28 — - T F: TGCCATGCATCCAGGCAA 216 61,95 75 -10,0 -5,0 -7,2
R: GGTAGCCCCAATACGAAGTCCA 62,96 100 - - CDF
C F: CAGAAGTTTAAACCGCTGC 145 53,67 91 -4.5 - 59
14 8@360.0 195 376088 Un R: AAAACCATTTACCTCTTTCCAG 55,33 100 - - ’
NFT_16; ESP_13 - - T F: TTATCTAACCATCCCGAATGA 371 55,04 91 -4.4 - -7,7
R: AGTAGGGACTTCAACTATGGGG 57,01 100 - - CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE D — SNAPs para QTLs identificados em populacdo segregante (F2) de mamao para espessura da polpa (ESP)

Pardmetros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. Self Hairpin Cross
Dimer Dimer
SBAQ F: GTGCCCCTCTAGCGGGCA 999 Sl Y A it 7,2
1 1@347.4 129 404685 LG2  Tmi R: TCACAGAGCATTCAAAAGCCA 59,20 100 - - CDF
G F: AAATTTCAAAATGCATTAGTCC 339 9400 70 139 -3,4 N
Tml  R: TCCTTCCGTTGCTGTTTCTTT 59,30 100 - - ’
A F: GAAGAGCACATATATATGTGTA 138 4519 52 -203 7,7 59
2 4@1125 1183 495 Un SBQ R: TGTGATGGTATGAGGTTT 44,55 100 - - :
TSS_8;: PROD_17 —TI - c  F: TGGCTGAGAATGATTTAG 014 4543 92 44 - 49
R: CACAGACAAAACACACAA 43,40 100 - - ’
+  FATGGTTTGAATCATTGTGACCT osg 5613 89 54 -0,2 53
3 5@14.8 5 R (LT R: GGGTGCCAAAACACATAAAGT 56,93 100 - - :
TSS 10; COMP_6 = = c  F:AAATAAGGCAACACAGCATAGG 397 9696 100 - - 54
R: GGGATTTTTTTTTTGGGACA 57,00 100 - - ’
G F:CACCTAACTCCTTATCGTTGGC 406 D855 92 -43 -0,2 6.0
4 5@79.0 1287 9981 Un R: GCAAGTCGGTTTACCCCAG 57,85 100 - - ’
- =75 +  FATGGTTGGGAGAGCGAGAAT ogp 9851 100 - - -8,3
R: CACACTTTCGCCTATTTGGG 58,28 100 - - CDF
A  F:GAGTGACGGTAAAGAGTACGT oqq 5L24 84 73 -1,6 -6,4
R: AACAGAGACTCCTTTATCAGAA 50,50 100 - - CDF
9 S S lenbits, Lo g FiCGTAACTACGAGATAAGTGTTG 447 5030 82 59 -4,9 49
R: ACTCCTAAGAACTGAACCAAT 50,08 100 - - ’
G F:CTTCTACTTTCCTTACAGAGCC 447 5289 92 42 - -8,2
Tml  R: AAGGAGGACTGCGAACGAC 57,26 100 - - CDF
6_5@262.5 46171 47L.Un A" F TACCGCAAGGCACCTGCAA oy 0318 82 80 20
Tml  R: GACAAGCCCAATCATCAACAA 58,27 100 - -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE D, Cont.

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C F: AGAACTTATCCTGCTGCTC 214 49,00 100 - - 49
7 5@295.4 530 13431 Un R: CTCCCACTAACAGTTGAAGA 49,71 100 - - ’
— — - T F: AGCTAATTCAAGTTCTCGATAA 487 51,58 86 -7,8 - 43
R: CGTCACGGAAAATGTAAC 48,63 100 - - ’
C F.: CGCCGGTGACGGTCGTTG 259 66,05 79 -9,7 -2,2 -9,6
8 6@57.5 139 478290 Tml  R: GGAAATTCAAAGCGACCACATT 60,91 90 -54 - CDF
- - T F: AAGAAAAAGAAAACCACCATTT 139 55,08 90 -4,9 -0,8 i
R: GACGACGACTGAGAGAGACG 54,96 100 - -
C F: CACTATCGCTCCCACGCG 388 60,53 74 -11,4 -3,4 )
R: TCCGACTTCCTCTTTGCTGCT 61,58 100 - -
£ @RS S T F: GCCAGGTGCATTGCAAGTTT 254 60,97 80 -10,9 - i
R: GTTGGGCATTGGATTTTACGG 61,90 100 - -
C F: AATCACGCTATAAAAGGG 332 47,72 93 -3,4 - -7,3
R: CTGGATTTATACAGAGCATAT 46,92 91 -4,9 - CDF
10_7@117.5 17_537051_LG8 A F: TACAAGTTAGTATCGAATTTAA 156 45,73 88 -6,4 - 49
R: GAACCGACTTTACTTATCC 46,17 100 - - ’
T F: CAATAATGCATCCCAATT 161 48,44 81 -10,0 -0,3 -7,7
R: AGAGGGAGTAAGTGATAGAGA 47,34 100 - - CDF
L (@B & frendEl e C F: GAGAGATAAGGTCACTGTTAG 256 4555 92 -3,9 - -7,6
R: GACCTCCCACATCTAAGTA 46,23 100 - - CDF
R: ATACAGATATTTT T : -3, - ’
12_8@153.4 92470312 LGS C F: CATTATCTTAGCTAAATGTGCC 127 52,40 76 -12,1 -1,1 i
R: CTCCCTTTCTTTTCTTCCAG 53,57 100 - -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).

TO



APENDICE D, Cont.

Parametros de qualidade

QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs TP (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
c F: CAGAAGTTTAAACCGCTGC 145 53,67 91 -4,5 - 59
13 _8@347.5 195 376088 Un R: AAAACCATTTACCTCTTTCCAG 55,33 100 - - ’
FE_14; NFT_16 - - T F: TTATCTAACCATCCCGAATGA 371 55,04 91 -4.4 - -7,7
R: AGTAGGGACTTCAACTATGGGG 57,01 100 - - CDF
c F: CACATGGAACACACAGTC 307 4493 90 -5,4 - )
14 9@0.0 64 778855 LG1 R: ACAAAGGTAACGTGATAGTC 46,47 88 -6,3 -
DF_18 - - T F: GTTACTTAGATTTCAGGAAAA 188 46,65 81 -6,5 -4,9 -7,9
R: GACACCTAAAAATAAAATCG 47,58 100 - - CDF
C F: CAAAGACACAAAAGGAAGGTAG 479 54,09 100 - - )
15 10@67.5 3022 1150 Un R: TTCACATGGATATGAGAGAAAC 51,85 90 -5,4 -
DF_29 - - T F: TCACTGTTGTGCACATCGT 300 52,32 75 -13,6 - -7,5
R: ACGAGAGAGAGGTTAGAGCC 52,68 100 - - CDF
c F: CTCCACCTACTAACCTCGGATC 260 57,39 89 -5,6 -0,4 56
R: TCATTGGTCCCTTTCTCCTC 56,26 100 - ’
16_10@87.5 170_320831_Un T F: ATGCTAATACGGGAGGTGGA 167 57,13 100 - - -8,0
R: TGAAGTATGTCCGTGCCAAT 56,10 100 - - CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (mdultiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).

coT



APENDICE E — SNAPs para QTLs identificados em populacéo segregante (F2) de mamao para diametro do fruto (DF)

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
A F: CTTTTCTCGGACCTAAGAAA 169 51,87 79 -8,1 -4,0 45
1 1@146.0 296 98549 LG2 R: CTAGACCTGACTGAGGAACA 49,20 92 -4,2 -0,3 ’
- ’ - - G F: CATTGTTTGATAACTTCTTACC 359 49,42 92 -3,9 - i
MSL R: GCTACTTACTGGATTAGGCA 50,11 93 -3,6 -
G F: TCATCGCGATCTAATCTTTGC 200 58,24 70 -16,5 - -6,2
2 1@211.7 1749 9182 Un R: GTCAGTAGCCCCGACGAAC 57,59 100 - - CDF
- - - A F: GATTTGAATGCGATTGGAAGA 267 57,84 100 - - -6,2
MSL R: TTACCTCTTTTGGCAGTCGG 57,97 100 - - CDF
C F: AGAGTCTCATACCTTGTAATCG 471 50,91 100 = = 44
R: ATTTTTGGTGGTTGTTATTGTT 53,96 100 = = '
e o clloreiie (e T F: CCTCCAATCCATGCTCGT 308 55,85 90 -5,4 - 54
R: ATTTCACCCATATTGCTCTG 52,57 92 -3,9 = '
A F: CAGTGGTTTTATTAGACAAAA 316 48,09 83 -6,8 -2,7 45
4 2@281.1 258 27643 Un R: GGCTTCCCTTATTCTCTGTA 51,49 100 - - ’
- - - G F: CACCCCAAGGAGACAAAC 299 52,47 100 - - -6,2
R: AAGAAGACCACCCTGTTTAC 50,76 100 - - CDF
C F: TAGTTCGACTTGTATCACATC 296 47,33 87 -6,8 - i
R: ATATTTTTTCCATAAGGCTC 48,93 92 -3,9 -
5 8925 N T F: CGATATGAGACTATTCAGGA 205 47,16 91 -4,5 -0,2 -7,2
R: TCTTCTATCTTTTCTCCTCC 47,80 100 = = CDF
A F: CéGgAéGéégéGéGTGATéAGCAT 100 52,13 188 - - 45
R: CTCTGA TCTAAATGTT 54,4 1 - - '
0302416 20480105163 F GATCTGGGCCGAACACTT a1 5503 83 93 . _
R: TCGCACCAAACTCTAACACT 53,08 100 - -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).

€0t



APENDICE E, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) ™m Rat. S_elf Hairpin Cross
Dimer Dimer
< F: ACCATATAGCATCAAGAAAC 10 4680 92 39 2 i
R: TTTAAGGTGGAATCAGTAAC 47,04 91  -48 . ’
ISR Al ea HEE . F:TCATATTGGTTTGGGTTA 09 4599 92 39 . a9
R: ACGAAAAGATATATTTGAGACT 4808 88 63 . ’
« FACGCTGAGAAGAACAGAGAGCG 10 644 77 93 a1 _
R: GAACAGAATAGGCAAGCAACCA 5972 100 - i
8 4@1855 44 753691 LG6 o F:CTTTGTCCGGACGGTGTACG s04 6113 71 156 : a9
R: AAGTTTTCACGGTGAGGGTCG 6148 91  -49 . ’
. F:GTTGGCAAAGATCAAGGTCAA Ly 5771 91 49 . _
R: GCGAAGTTAGGCAGGGTAAAG 5887 92  -3.9 .
402080 165169795166 F ACAGGAGCTCGGATCATGAC s 5692 82 95 . 5
R: AGGGTTCCAAAAAAGAAGGCT 5919 100 - : :
F:
A .
10 s@2830  T-457029_LG7 R
Al F:
G
o F:CATGTTTGAGAAGTTCACTAGC 13 5215 90 54 . _
R: CTGATTGGGAGACAAGGAT 5146 100 - .
15@3575 152255842 LG10  F ATCCAAAGGAGAGATGGTTAT g 5235 98 - 0.8 _
R: AGTCCCAAATGTCCAGAGTA 51,57 100 - :
n  FTTACTCCGATTCCAGGAAAA ,p, 5504 84 76 15 _
R: ACTGATGCTCTGCCTTGACT 5438 100 - :
12 5@433.5 3148 6446 _Un < F:CTGTCACCTAGAACACACAACC 109 5450 92 43 . 4
R: CCCTAGTAGCCCTCAAGAATG 56,16 92 -4.2 : ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE E, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. D?r(re]tfer Hairpin CD:IIrrc:]sesr
o F: TTTCGGGCTATAACAGACAG 5 5322 93 34 : o1
R: TCATCTCTGGTTCTTCTCCTT 5296 100 - i !
13.6@4328 53 1092396.LG9 R ATACCCTCTCCCTTGCTG 430 5L76 100 - . 5
R: TTTCTTTGGAAGCTCTTACACT 5362 88  -6,3 i !
«  F:ATGCACGTATAAACACGCC g3 5431 8 70 16 ]
R: CCCACACTAACAACTTGTCAAA 5551 90 52 i
14_6@443.7  53_491984_LG9 A Fi CAAAAATATCACATGGTCCAAA 5 5561 89 60 i 7.8
R: AAMTGGCAAATGGTGTGAGT 5514 100 - i CDF
c  FAATTGACGGAGACCATAAACAC sg 5612 90 54 i 6,0
R: TAATAATAATCGGGCTGGGC 57.44 100 - i CDF
e Henala 8 Senied Lok n  F TGGCCCAGTTCGACAGAA s5 5740 83 93 i o
R: TGTGCTGACCATCCACTGTA 5467 100 - i !
A FAACTCTGGTGTGAAGACA 5o 4382 92 43 01 .
R: TATTCTTTTCAAGCATTTC 4539 100 - : :
16_8@292.5  10_2655097_LG5 c  FATGTTACAAGTAACTCTAGCC o 4618 83 56 42
R: ATCTTGATTACACTAGACACAT 4567 92 -42 i :
o F:AATCCTTATCTGAAACAACCAC 153 5316 100 - i 64
R: AGTGATTGTCTTTTGGGTGT 5149 100 - i !
L BeaS s Sl (el . FACTTGAAGTTTCTCCGCA sog3 5062 9L 49 i 6,2
R: AAAAAAAAAAAGCAAAACGA 5335 100 - i CDF
«  F: CACATGGAACACACAGTC w7 4493 90 54 i ]
R: ACAAAGGTAACGTGATAGTC 4647 88  -6.3 i
18_10@5.0  64_778855_LG1 . F:GTTACTTAGATTTCAGGAAAA g 4665 81 65 49 79
R: GACACCTAAAAATAAAATCG 4758 100 - ) CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE F — SNAPs para QTLs identificados em populacédo segregante (F2) de mamao para comprimento do fruto (COMP)

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T R AGAAGAAACCAGACTATGAG U8 eeo w00 o . 44
L L@ 2L i R G F: GTTGAACATTACATTTTACG 261 45,89 100 - - 45
R: ACATGGTTTTTATCTCTTTC 46,13 90 -5,4 - ’
G F: AGGACAGAGTGTATATTTCCTG 207 50,70 84 -7,2 -2,0 57
2 1@238.7 29 1010038 LG2 R: CTGATGCTCTACTTTGACCT 49,06 100 - - ’
PROD_5 - - A F: CCTTTTCAGTTTACTGCAAT 316 50,03 80 -8,0 -3,5 -6,6
R: AAGGAGAATGTGGTAGCC 48,95 100 - - CDF
C F: TTCAAATCTCTCCGGGTAATAC 200 55,82 82 -9,7 = 55
R: CCTGAAAATGGTGGCAAAAG 58,23 100 - - ’
8 Lgsere Apeel Bt 16 G F: CTGGCGAAACCCAGACCAC 329 60,83 84 -6,6 -2,3 i
R: GATATGCGAACAGTTCAACGAA 58,15 91 -4,9 -
G F: TTTGTTTTATGCAATTCGC 429 52,52 87 -7,0 - 58
R: TGAAAATGTAGTGTCACGGTA 51,43 100 - - '
4.1@345.6 129_433326_LG2 T F: ACAAACTATAAACGAACGCAT 214 52,57 93 -3,4 - -7,3
R: CAAATGGAGACTTTTATGGG 52,46 100 - - CDF
T F: CCATCCCAGTCACCTAGT 201 48,92 90 -5,2 - i
R: CTTCATTGTCTTTTTGCC 48,13 100 - -
°_2@252.3 SIS85482 LG4 F TGAAAGCTATCAGAAACTACTC o 4903 88 63 : e
R: GTCGTTCTTGCCACTTAC 47,55 100 - - ’
T F: ATGGTTTGAATCATTGTGACCT 259 56,13 89 -5,4 -0,2 58
6 5@17.5 46 1453648 LG7 R: GGGTGCCAAAACACATAAAGT 56,93 100 - - ’
TSS 10; ESP_3 - - c F: AAATAAGGCAACACAGCATAGG 397 56,96 100 - - 54
R: GGGATTTTTTTTTTGGGACA 57,00 100 - - ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).

90T



APENDICE F, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C R TTTTOARGGACTACGACTG B e w0 o - 39
1S@1075 611220909 LG F TGATATCAAATATGGGTCCT s 4933 80 110 : a9
R: CAAGTGAGACACCAAGAGA 47,27 100 - : '
. F:GCTGGTTGGTAGGCGTTG 05 5693 100 - : 4o
6 5@1900 28 2458136 Un R: AAAAGGCAGACACATCAAGACA 5741 100 - : ’
- - - . FACATTGTGGGAGCTGGTCGT 43 5988 88 63 : 6.4
R: CATCCAAAGAAAAAAGGAATGC 5868 91 -44  -03  CDF
o F: TTACTCCGATTCCAGGAAAA ,,, 5504 84 76 15 ]
9.5@4335 4.0 eass Un R: ACTGATGCTCTGCCTTGACT 5438 100 - :
DF_12 -6446_ o F:CTGTCACCTAGAACACACAACC 0o 5450 92 43 : "
R: CCCTAGTAGCCCTCAAGAATG 56,16 92 4.2 : '
n  Fi CACCCAGTCATGGCCACA 5s 5809 73 142 05 ]
10 6@1125 o Locoas Un R: GGCACTAAACTCATAGCCTTGT 5604 98 - 1.3
NNSF_6 3 R c  FiACTCACAGGGAGGAGATCAAC 4, 5523 89 56 : ]
R: CTTCAGGAGCCCAGTAGGTA 5448 100 - :
n  F:TGGTTGTCCTGCTTAGGT s, 5022 88 57 12 .
R: CATCAAGTTCTTCACACACA 4858 100 ’
11.6@2633 2 HOIBAS LG F AGATTACCATCCCTAACATTAG g 5061 85 55 36 .
R: AATAGGACGCTTTGTGATAG 4989 100 - : ’
p  FAGAATTTCTGGCATGACCATCA e 950 B 60 16 g
R: AAGTCTGGCGTGTCAGTTT 59.15 1 : : ’
12 7@3532 2 192678 LG8 o F:GCGGAGAGGCAAGGAGAG ,ay 5778 100 - : ]
R: AAGCCCAGAAGATCACATCACA 5050 91  -4,6 :

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE F, Cont.

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
c F: AATCCTTATCTGAAACAACCAC 153 53,16 100 - - 54
13 9@15.0 286 11712 LG1 R: AGTGATTGTCTTTTGGGTGT 51,49 100 - - '
AP 27 — — T F: ACTTGAAGTTTCTCCGCA 493 50,62 91 -4,9 - -6,2
R: AAAAAAAAAAAGCAAAACGA 53,35 100 - - CDF
F: AATCGGTTAGTGGGGGACGTC 62,58 81 -10,4 -
1%%%%%‘9 pna1s 38291 Un G R AAGCGAACATCATTCCAAAGGC 305 6320 100 - i -
NEC 15 ’ — — A F: CCGCTGGAGGAGCCCTAACTA 176 63,35 99 - -0,3 -7.8
— R: AGGAGGCTTTCTGGGTGGAAG 62,21 91 -4,5 -0,3 CDF
G F: CCGTGTGCATGCATCTGGTCC 397 66,49 71 -15,6 - -6,6
R: TGATCTCGCTTCCGCATTTGA 63,93 91 -4,6 - CDF
15_10@51.3 Jele Lillg LU A F: AGATGCACGCGCACGGCCA 204 71,01 80 -10,4 -0,6 6.0
MSL R: TGTGGTCAGGTGTGGGTGGGGT 68,73 100 - - '

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE G — SNAPs para QTLs identificados em populacéo segregante (F2) de maméo para peso de frutos (PESO)

Parametros de qualidade

~ TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T F: TGGAGAAAAAAAATCTTTT 47,13 331 80 -6,8 -4.9 i
R: CACTGCTTTACATACATCAA 46,43 100 - -
1 1@362.5 on SLesdl G2 C F: AAAGCTTGAGACAGTGTATAG 46,66 138 81 -10,2 - 55
R: CTCATTTCAACTCCCTATT 46,22 100 - - ’
G F: ATTCATATTTTTAATCATACCC 48,73 416 91 -4,8 - i
R: ATCTTATTCTTTTCCTTCTTGT 49,78 100 - -
2_2@257.5 5_1518720_LG4 A F: TGGAATTAGGGTATGCGA 51,72 116 90 -5,4 - 4.4
R: TTCATATCTGTCGAATAGCTT 49,78 86 -7,3 - '
C F: GCATAACAACAAAGAAAAAATG 53,04 100 92 -4.4 - 55
3 2@346.0 163 297115 LG4 R: ACTTTCAACCTTACCAATGTC 51,19 100 -45 - ’
FE 4 = = T F: GTTGTCTCTCTTCTCAGGTGAT 52,39 224 91 -4.5 - 43
R: TCTAAAACCCTAACTAACAGCC 53,53 100 - - '
G F: GTGTATGCATGTACGTGTCTC 50,70 481 82 -10,0 - i
R: AACCAAAAATGTTCTTCTCTTG 53,70 91 -4.9 -
4 2@373.3 189_11933 LG4 A F: CTGGTCGGAGGAATCACA 53,67 378 100 - - i
R: CCGCCATAGCCATACATACT 55,48 100 - -
G F: AAATTGTGCAATCTGTTGAC 50,50 108 82 -7,0 -3,4 4.2
R: CACCAAAAGAGTGTAAAGGAT 51,46 100 - - '
5 _4@182.5 A _BLRER LEE A F: TATCACCAGTAGTTGGGTGTA 50,41 268 82 -7,4 -3,3 i
R: TATGAAATGCTATTGACGCT 51,24 100 - -
A F: GTCTGATGCATGAACTCGT 50,21 367 82 -10,0 - 45
R: ATAGATGAGTGTGCTGGAGAG 51,50 100 - - !
6_4@206.0  567_33615 LG6 o FATTTATTGGGAGAAGGAAGTC 52,38 .. 100 ; i 8,3
R: GGTTTACTTCTCTCTCGTGG 51,34 100 - - CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE G, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
- F- CTGCATGCCACAACGTTCG aa 6L37 79 117 : 6.1
U R: AAGTCACATGGTCCTGCCGA 60,84 90 54 i CDF
- S T F: TTGTCCGCCTGCATGCTAGT 07 OLSL 79 -1L7 i ]
MSL R: TACGCTTGTGTGCCCTTCCA 6221 100 - i
T F: TTGGGTCAGCATTTTTGA sao 5228 9L 45 04 65
R: GCTCAGAATGTCCTGTCAAT 51.83 100 - i CDF
8.5@211.1 82 503394_Un . F: ATCTAGAATAGCTCAGGGTGC g 5329 86 73 i 7.4
R: AAGGCACTGAGAAAAAACAA 5273 100 - i CDF
e F: AGGGCAAAAATTAATTCTTTC g 5342 77 117 08,
R: CCGACAGAGTGTTTCCAATAC 5468 100 - i !
§LpEAELE B STTEsT [Le . F: GCCATGGGGAATGAGCAT g, 5836 78 115 02 77
R: CGTCTTTATGGAGGAATTGCTA 5699 90 54 i CDF
. F: CGGGATGCGATCTGAGACG s 6LO1 91 46 i 1
10 6@135.0 2126 2822 Un R: CCACATCAGCAGCAATGACGA 6257 91 -45 -0, :
= 2822_ . F: CCATGTGTCAGCGAATCCCAT g 6276 90 54 i ]
R: CGCCGCCCCTCTTCTTTATC 63.62 100 - i
G F: TATCATGTGCCAGGGGGCCC g 6712 66 164 27 103
SBQ: MSL  R: CCAAACGAACAATAGTGGGGCA 6456 99 ) 01  CDF
L 6@l I aslEsy Mk c F: CAGAGAATCAGATCAATCACGTC . 5642 86  -7.3 i 56
R: AGTTGGTATGCTATCTGCTGCT 56.45 100 - i CDF
C R TCTOCOOTOTGOTTGOAG 7 o4 100 L A9
R: TCT TCTGCTTTGGA 5821 1 : i :
12_10@65.0  108_526839_Un T F: CCCGTGTGGAATGCAGGT 99 5923 8 80 i ]
MSL R: CGAGCCCAGAATTTAGGTTAGG 6025 90 -54 :

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE H — SNAPs para QTLs identificados em populacéo segregante (F2) de mamé&o para nimero de frutos totais (NFT)

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T F: AGAGAGAGAGAGAGAGTGA 230 40,61 100 - - i
1 1@15.0 42631 636 Un MSL R: CCTGAAGAAGATTGTTTA 41,90 100 - -
AP_1;DC_1 - = A F: GGAAATATGTAAACACTCA 364 42,11 92 -3,9 - 59
R: ATAAACTTCTGTTGAAAAAT 43,85 100 - - ’
G F: AAACATCAAAAAGCTGGCAGAC 453 58,99 88 -6,3 - 58
2 1@98.3 97 390208 LG2 R: TCTGTTAGACATTTGGTCCTGG 56,91 100 - - ’
- ' - - A F: CAGTTGCTTTGGGTGTTTGA 212 56,80 100 - - -8,9
MSL R: ATAGCCAAAACACTCCGAAAAT 57,92 100 - - CDF
A F: TCAATAGAAAGATTGCCAA 277 48,75 88 -5,4 -1,1 36
3_1@100.0 77 19179 LG2 R: ATAAAACACACACTCTGTCCTA 49,30 100 - - ’
NFC_2 - - G F: CCATTAGATGAGCTAACAGAC 125 49,31 88 -6,3 -0,1 -6,5
R: TCAAAGACGATGGATAGAA 47,97 100 - - CDF
C F: ATCAGAGCATGAGCTTGTCG 347 55,88 88 -6,3 -0,2 43
4 2@190.0 92 457409 LG4 MSL R: AAGAAAAAACAGCACCTAACGG 58,56 100 - - ’
DC_3; PROD_7 - - T F: ACGGCTTTGATTCAGCGTAT 156 57,59 87 -5,9 -1,0 45
R: TTTGATTTCGCATTTCAGTCA 56,87 91 -4,5 - ’
G F: AGCACCTTGTGCTACACCTCC 478 59,20 81 -8,0 -2,8 -6,2
R: AAACACCAAGTCCAACTCCACA 59,39 100 - - CDF
°_2@260.0 SIALISUN - F TGTTGCAGAGTGTGGCGA 105 5652 87 70 . 4o
R: AATAAGTTAAGGGCACTTGGG 56,01 86 -5,9 -1,8 ’
C F: EAGSATGSCATSA(;TAEAGC%A&GG 491 55,?)5 7060 -13,1 - 57
R: GTTCAAACCTCTGTTGGA 54,04 1 - - ’
0-2@2874  3/IMBOLUN £ AGGTGAGGGGGGTTAGGT i3 5525 100 - . e
R: TAATGTCGCCACAATTTCAG 54,50 90 -5,4 - ’
Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ =

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE H, Cont.

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C RTGGGTTITGCTTACMMATACAT 2% cise &7 58 13  COF
7.2@296.7 392029472 L84 F CTTGTAATAGGTCCAACCATC se 5LOL 89 54 02
R: ATGTTCATTGATGTCCTTTTT 51,49 100 - - ’
c F: TTTTGTTTAGACTAATGGC 254 4549 91 -4,5 - -7,4
8 2@414.9 125 457510 LG4 R: GAAAACAGATGGCTAAAT 44,24 100 - - CDF
DC_4 - - T F: GGTTCAGATTCATTCCTA 457 43,87 100 - - i
R: GGTTATCCTATACAGAAAAAG 46,31 93 -3,4 -
T F: GATAGAGAGAGAGAGAGAGGGT 291 50,33 100 - - 47
9 3@350.6 60 794585 LG3 MSL R: ATTCCTTCTCATTTCTTTCC 50,32 100 - - ’
NFC_7; PROD_14 - - A F: ACACATACACACACACGCT 138 48,42 100 - - i
MSL R: AATCCTTCTAACGCAAATAA 50,22 100 = =
C F: ACCTTCCATTCGACAGTC 266 49,00 87 -6,8 - i
R: TCTCCGTTCTATCTCGTTATT 51,41 100 - -
10_5@22.5 46_1774448_LG7 T F: GGTAGACCTTTATGCATACCGA 119 56,66 76  -11,9 -1,5 i
R: ACCACTGTAAGCCACTTTGTTC 56,34 100 - -
A F: ATAAAGGTCTTACTTGGTACA 300 46,56 91 -4,6 - -7,8
R: TCAAGTAGCATTGTTTCTAA 46,01 93 -3,6 - CDF
ekl SRR C G F: GGGAAGTTGTTCTCTCTC 487 44,95 100 - - -7,5
R: GTTTTTCCATTCTTTACTTC 46,32 100 - - CDF
A F: GCTGCTCGGTTTAGTTGA 269 51,47 100 - - -6,7
12 5@147.8 28 1952843 Un MSL R: ATTCTCGTAGCACTATTCGG 52,39 100 - - CDF
NFC_10 - - G F: AGATGAGGAGAGGAAGAACC 408 52,00 100 - - 51
R: CTTTCTATGAAGCCTGGGT 51,71 100 - - ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).

AN



APENDICE H, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
MSL R ACAACGATCAGTCACEACT 8 ia0 100 . . 5O
13_5@407.5 195645 169 T R TCCCAGCTCTGCAAAGACAA s 5904 87 70 . n
R: ATCCTAGCCACTTGATTACCTC 5492 92  -4.2 !
¢ F:GATGGCGGTTGCAGCTGC o 6298 68 175 i _
14 7@3000 4 ,u00815 Las R: CCAAACGGCGTCGGATTCG 66,65 100 - i
NFC_11 — - . FAAGTCCACCGCCTGACCGGCA o 7134 75 107 34 98
R: ATATGGGCGTGCGTGTCTGTGC 6759 92 -39 : CDF
n  F: TTACAGGAAATCTCCACGAT b0 5201 92 40 01 o
R: ACTGAAGTCCCAACTTTACC 50,76 90  -49  -0.4 !
e BEAsTE R . F:GGACTAAATACATAGCCGCT 3 5195 89 57 : _
R: GGAAAAAAAAAGACAGGAGA 5155 100 - i
c F:CAGAAGTTTAAACCGCTGC s 5367 91 45 i 5o
16_8@342.5 105 376088 Un R: AAMMACCATTTACCTCTTTCCAG 5533 100 - i :
FE_14: ESP 13 = - . F:TTATCTAACCATCCCGAATGA 4y 5504 9L 44 i 7.7
R: AGTAGGGACTTCAACTATGGGG 5701 100 - i CDF
o F TTACAAGAGACTAAAATTGTCC sop 4907 8 62 19 68
17 8@467.5 o ser1aea Lo R: TTTCTCATTGCCTTTTGT 4813 100 - : CDF
NFC 13; AP 26 - - o FTATTAGATTTTCAATGCAAGC o 5091 85 80 i _
R: AATGATAGCAGACCCAAG 4713 100 - i
C  F: TGCGCTTGAGATTCCCGG 6o 6252 80 107 i _
Tml  R: GCAAATACAAACGCTCTGTTGA 5845 90  -49  -0,8
18 9@83.1 26_970480_LG1 o FACTGAAGGCAACTTATTTCTCG ,y 5620 91 45 02 61
R: CGGAGAGGATGGAAAGAATG 5702 100 - : CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE H, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C F: TGTTGTACCAGAGCAGCC 318 51,49 93 -3,6 - 49
R: CTCAATGTACGGACCAAGTT 52,35 93 -3,6 - ’
e . F:CGAAGAGAAACTACAGCATCA o5 5318 100 - ; 6,5
R: GACAGGCTACTCTCCTTTCC 52,97 99 - -0,6 CDF
T F: TGCGGCACTGCGTCATCA 120 63,16 100 - - i
R: AATCGGAAACCGGGGGTCG 66,29 80 -9,7 -1,5
20_9@1424 49_185647_1G1 C F: GTGTCGCGTGGCAGTGTAC 218 57,54 81 -10,4 - i
R: GGGAGTGAATCTGGACCGTTC 60,63 91 -45 -0,3

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE | — SNAPs para QTLs identificados em populagéo segregante (F2) de mamé&o para nimero de frutos comerciais (NFC)

Parametros de qualidade

N TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
A F: TTTAGCACCTTCGTGTTTTCTT 460 56,76 100 - - 59
1 1@20.0 80 138781 LG2 R: ATGCGGGGATTTTTTACG 56,05 100 - - ’
— - - G F: TGTTTGCACATGCATAAACTG 125 55,55 74 -10,0 -5,1 )
R: TTAAAAGATCAAGAAGGGAATC 53,10 91 -4,8 -
A F: TCAATAGAAAGATTGCCAA 277 48,75 88 -5,4 -1,1 36
2 1@101.2 77 19179 LG?2 R: ATAAAACACACACTCTGTCCTA 49,30 100 - - ’
NFT_3 - - G F: CCATTAGATGAGCTAACAGAC 125 49,31 88 -6,3 -0,1 -6,5
R: TCAAAGACGATGGATAGAA 47,97 100 - - CDF
C F: ATGGTTGTCTACGTAGTAGTG 304 46,88 79 -11,4 - )
R: ATTTTGTTTTGTTTTTGTTT 47,66 100 - -
SRl R T F: GATGTCAAAAGTCTGGGT 151 46,06 100 - - 58
R: GCAGTTGGGTTTTATTATTA 48,16 100 - - ’
G F: GAGACCCTTTATCTCATG 237 43,24 86 -6,4 -1,6 55
4 2@319.6 120 548508 LG4 R: TTCTTCATAAAAAGTCACA 42,83 100 - - ’
AP_7 - - A F: CTATACAGAGAATAAAAAGTTT 329 43,89 91 -4,9 - i
R: CACCTTAGTAGTAAGCAGTT 44,14 91 -4.5 -
T F: TATTGTCCGTCCAATTTCA 483 51,63 87 -6,4 -1,1 -6,5
R: GGCAAAAGTGAGAAAAATAA 50,41 100 - - CDF
&A@ AN EeRs e C F: CAGATGCATTTTCTCTTTATAC 300 49,63 82 -10,0 - i
R: TTTTACTTTTTTTGGTGGTC 50,19 100 - -
T F: GGé:é:AgAAGCGACégA((;:C(;:ET . 176 54,22 8030 -9,3 - 54
R: ATCCACTATCAACGA A 54,5 1 - - ’
6_2@417.0 125_680537_LG4 C F: TGCTTTTGTTTTTGCCTAAAG 454 55,98 85 -6,5 -2,0 49
R: AACTGTTTCGGACACGGTAT 54,49 100 - - ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE I, Cont.

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T F: GATAGAGAGAGAGAGAGAGGGT 291 50,33 100 - - 47
7_3@347.5 60 794585 LG3 MSL R: ATTCCTTCTCATTTCTTTCC 50,32 100 - - ’
NFT_9; PROD_14 - - A F: ACACATACACACACACGCT 138 48,42 100 - - )
MSL R: AATCCTTCTAACGCAAATAA 50,22 100 - -
G F: AGAGTAAAGGGGAGAGGTGTTC 442 56,20 100 - - )
R: AAAAAAAAGGATGCTACGGAA 56,71 100 - -
8_4@307.6 16_2867072_LG6 A F: AAGGCTTGCGACAAGTCA 170 54,31 86 -6,5 -1,3 -7,0
R: GTGTCATCGGCAAAAAATAAA 55,92 100 - - CDF
A F: TCATCAGTGCCCACCGCA 281 61,78 86 -6,1 -1,7 )
9 5@46.6 95 267264 LG7 R: GCCAATCCATCCCTGTCAATCA 64,21 100 - -
AP_14 - - G F: AAAAAAGCTGCAGTGCCCGC 194 65,08 81 -10,2 - i
R: TTCCGCATCGCTGGTCTCA 62,99 100 - -
A F: GCTGCTCGGTTTAGTTGA 269 51,47 100 - - -6,7
10 5@147.5 28 1952843 Un MSL R: ATTCTCGTAGCACTATTCGG 52,39 100 - - CDF
NFT_12 - - G F: AGATGAGGAGAGGAAGAACC 408 52,00 100 - - 51
R: CTTTCTATGAAGCCTGGGT 51,71 100 - - ’
C F: GATGGCGGTTGCAGCTGC 160 62,98 68 -17,5 - i
11 7@300.0 3 2400812 LG8 SBQ R: CCAAACGGCGTCGGATTCG 66,65 100 - -
NFT_14 — — T F: AAGTCCACCGCCTGACCGGCA 100 71,34 75 -10,7 -3,4 -9,8
R: ATATGGGCGTGCGTGTCTGTGC 67,59 92 -3,9 - CDF
F:
A
35659 3030 _Un R:
12_8@255.3 SMP =
G R:

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE I, Cont.

Parametros de qualidade

A . TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
G F: TTACAAGAGACTAAAATTGTCC 406 49,07 86 -6,2 -1,9 -6,8
13 8@465.0 9 2671463 LG5 R: TTTCTCATTGCCTTTTGT 48,13 100 - - CDF
NFT_17; AP_26 — — c F: TATTAGATTTTCAATGCAAGC 150 50,91 85 -8,0 - i
R: AATGATAGCAGACCCAAG 47,13 100 - -
G F: ATCAAATAAAATTAACTTAATC 447 44,28 86 -7,3 -0,2 -7,3
14 9@21.6 26 790256 LGL1 R: ATTTTCTGAGGATTGACTTT 48,10 100 - - CDF
AP_28 — — A F: GGAATTCATCCATGCAAA 188 51,45 84 -8,5 -0,2 54
Tml R: GTACTCAAAATTGTCAAAGC 47.41 90 -5,4 - '
F: AATCGGTTAGTGGGGGACGTC 62,58 81 -10,45 -
12—%%%?)16 oaa15 38291 Un G R AAGCGAACATCATTCCAAAGGC 305 6320 100 - i )
COMP 1 4’ — — A F: CCGCTGGAGGAGCCCTAACTA 176 63,35 99 - -0,34 -7,81
= R: AGGAGGCTTTCTGGGTGGAAG 62,21 91 -4,54 -0,34 CDF
C F: TGCTGTTTGTAATGTTCGC 279 52,59 100 - - )
16 9@169.5 36 1367348 LG1 R: TGTAAATCTATGGTTGGGGT 52,05 100 - -
PROD_30 — — G F: TGGATGTATGCACACATAGAC 461 51,09 89 -5,39 -0,89 564
MSL R: CTCAACTGCTTATGCTCCTT 52,33 100 - - '

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (mdultiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE J — SNAPs para QTLs identificados em populagio segregante (F2) de mamé&o para nimero de frutos deformados (NFD)

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C F: ATCTTTCGTTTCAATTTCTGAC 300 53,48 90 -5,4 -0,1 -6,4
1 2@383.2 189 279526 LG4 R: GGATGTTGATTGTCATTGCT 52,73 100 - - CDF
AP_9 — - T F: AGACGCTTGTGTTCTGCA 190 52,06 85 -8,0 - )
R: GATATGGTCCAACTGGGATAT 53,13 88 -5,6 -1,2
T F: GTTAGCTGAATCCATTAAGCA 124 52,89 86 -6,3 1,4 -6,4
2 7@16.0 37453 445 Un R: ACTAAGGACTAAGGTTCAATGC 52,97 100 - - CDF
- ' - = C F: CCATGTCCAAGTTTGGAC 253 50,37 67 -10,9 -8,9 -6,6
SBQ R:GTGGATCTTATTGTTCAGCAT 51,85 91 -4,6 - CDF
T F: GATGGACGATCCAGAGTT 271 48,76 86 -6,6 -1,4 )
R: TATAGGTGTAGGGAGGTTCA 49,57 93 -3,4 -
8 el Al dSeey e C F: TTTAGACTGATCACATGTTCG 470 50,86 83 -9,1 - 59
R: TAACACCTGAGTCCAAAAAT 49,64 100 - - '
C F: TTGATGAGTTTGTCATTGAGGC 297 57,72 90 -5,0 -0,6 54
4 10@4.0 14 561074 LG1 MSL R: TTCGGAAAATGTTTGTGAGAGG 59,55 100 - - '
NNSF_11 - - T F: CACTTGTGCGAGCAGGGA 200 58,08 100 - - 43
R: GTTGACAGGCAGGAGGTGAA 57,97 100 - - '

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (mdultiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE K — SNAPs para QTLs identificados em populacdo segregante (F2) de mam&ao para namero de nos sem fruto (NNSF)

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. S_elf Hairpin Cross
Dimer Dimer
C F: TTAGAAGGAGATTACCTGAACC 302 52,80 99 - -0,4 i
R: AAAGACAAGCGTAGGAAGTG 52,31 100 - -
Ll@1425 7413553 _Un . FTATCGGGGTGGTTACTTAATA 43y 5250 89 58 : 43
R: AAATGGTGAAGCAAAAAACT 52,08 100 - - '
C F: GCTCAGATTCCAGGAGAG 127 48,92 89 -5,6 - i
R: TCGCATATTTTGGTACATTT 51,24 92 -3,9 -
2_1@3038 79225223 1 G2 A F: TGTCACCTGGAATACACATAA 218 51,01 92 -4,3 - a5
R: ACACAATAGGCACGACTTC 50,09 100 - - '
T F: AGTGTGTCGGCTACCCCA 363 56,25 100 - - i
R: GCCTATAAGTCCAAGCAGTTGA 56,87 90 -4,9 -0,4
@S0l S_hss L2 C F: ATCACTTGGGTAAGGGACAC 206 53,57 100 - - i
R: TCAGCGGACTGAACTTCATT 55,42 87 -6,5 -0,6
G F: GCTATGCATACTCGAGTCTTCC 127 56,26 77 -12,6 - i
R: TGATCGGTGTCTGTCCTGA 54,04 91 -4,6 -
4_5@44.7 11_244485_LG4 A F: AACAGCCCACCACTCTCATA 203 55,08 100 - - 47
R: TCGGAGATAATTCTTCGCCT 56,78 90 -5,4 - '
G F: GCCTGTTGTCGAGCATATC 494 53,36 87 -6,8 - 49
R: CACATTTCCAAAACTCATCAA 53,55 100 - - '
L RGRA Y eIz, L T F: CATGCTTGTGGCAGTTGT 315 52,22 89 -5,4 -0,7 -6,1
R: ATAGGAAAAGGACTCGCAAA 54,56 100 - - CDF
A F: CACCCAGTCATGGCCACA 154 58,09 73 -14,2 -0,5 i
6_6@105.0 65 485044 Un R: GGCACTAAACTCATAGCCTTGT 56,04 98 - -1,3
COMP_10 - - G F: ACTCACAGGGAGGAGATCAAC 372 55,23 89 -5,6 - i
R: CTTCAGGAGCCCAGTAGGTA 54,48 100 - -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE K, Cont.

Parametros de qualidade

N TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C  RCeTCTTITICTACGACTICC | 20 eres e - o8
i eezne L gith s, e T F: ATGCATGCAACAAAAAACTA 175 52,01 71 -15,6 - )
R: AACTCCCCTTATGGATTCA 51,60 99 - -0,3
G F: AATAGTTGAAAACCCATGATTG 109 54,17 90 -54 - 49
8 7@212.5 4 553194 LGS R: TAAAGGAATGACCAAACAGG 52,75 100 - - ’
- ' - - A F: GGTTGTGAGTAGGGTAGTGCT 433 53,53 100 - - 57
MSL R:CTTTGATTGAGTTTCCTTCCT 53,20 100 - - ’
G F: TTTATTTCATTGACTTAATG 299 43,32 85 -6,4 -2,0 45
R: GTTGCTAATATAGTCCCAC 44,16 92 -3,9 - ’
2| penize Tl L9 HE c F: TTTGTTTTAGTCATGTGG 409 43,15 88 -6,4 - 60
R: TAGTAATTTTGCCATTTG 44,05 90 -54 -0,1 ’
G F: AGTCCCTCTTCTTGTACCTG 295 50,60 91 -4,6 - 33
R: ATGCAATTTCTAGCGTATCA 51,24 87 -7,0 - ’
10_8@227.5 18_1663218_LGS A F: TTGTTTTTCACTGGAAAATATT 411 52,08 80 -8,8 -2,9 -6,2
R: AAAATCTCTGCCCAATAAAC 51,62 100 - - CDF
C F: TTGATGAGTTTGTCATTGAGGC 297 57,72 90 -5,0 -0,6 54
11 10@5.0 14 561074 LG1 MSL R: TTCGGAAAATGTTTGTGAGAGG 59,55 100 - - ’
NFD_9 = - T F: CACTTGTGCGAGCAGGGA 200 58,08 100 - - 43
R: GTTGACAGGCAGGAGGTGAA 57,97 100 - - ’
c F: GACGTACATGACACTTGTATAC 283 47,11 85 -7,1 -1,2 44
12 10@27.5 20 885771 Un R: CTCAACTAACTGATTCCATT 46,47 100 - - ’
- — — T F: AAGAGAAATTATTGATTCCA 473 46,74 89 -54 -0,4 49
R: ACAAAGTTTAGAACACAAGC 47.11 100 - - ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE K, Cont.

TP Parametros de qualidade
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs ™m Self I~ Cross
(pb) Rat. . Hairpin )
Dimer Dimer
G F: AAAAAAGAATGACAGCAC 430 44,62 100 - - i
R: TGGTAAGTAAAAGGGTAAAT 46,87 100 - -
13100350~ 360.23065.Un F CGTTACACATATGCAGAA g 4415 85 80 : _
R: CTAAGGAGCCCATTAGAC 46,51 88 -5,5 -1,4

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE L — SNAPs para QTLs identificados em populacéo segregante (F2) de maméo para diametro do caule (DC)

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
A R AcTTTeeTerTecererar | 182 gne b ef 1 5o
1 1@352.5 129 ASISIILGZ - F AATGGCCTCCTCTAAGTTAG 73 5092 83 93 : _
R: ATGAAAGATCCAAAAAATGA 4984 91  -46 i
C  F: ATCAGAGCATGAGCTTGTCG s, 5588 88 63 02 .
2 2@187.5 o2 457400 Laa  MSL R AAGAAAAAACAGCACCTAACGG 58,56 100 - i :
NFT_4; PROD_7 = = . F:ACGGCTTTGATTCAGCGTAT l5g 5759 87 59 10 .
R: TTTGATTTCGCATTTCAGTCA 56.87 91  -45 } :
o FTTTTGTTTAGACTAATGGC es 4549 91 45 i 7.4
3 2@414.9 195 457510 LA R: GAAAACAGATGGCTAAAT 4424 100 - i CDF
NFT 8 = = . F:GGTTCAGATTCATTCCTA 4o, 4387 100 - i _
R: GGTTATCCTATACAGAAAAAG 4631 93 34 i
o F:CTTAGTCATATGATTAGTTCG 475 4489 80 110 i 7,0
R: ATTGTGGTAACTGTCATAGA 4436 100 - i CDF
4.3@275.8 213_15704_Un . FTTGGCTTATTGATAGTGTAT 03 4514 93 34 i e
R: CTAATCTAAACCAGAAAAGTAT 46,02 100 - i :
o FAAGCTGATAGTAGCCGAGATG ,ag 5435 87 63 04 70
R: GCTCACTCCTGCTACAAAGAC 5421 100 - i CDF
& ST UGl 1 . F:TTGAGCTTGCAACTTACTTCTT s 5460 80 -109 i 7,0
R: TCAAATCAGATTGCTTGGAG 5342 90 50  -0,6  CDF
T F: TTAGATTCATGGGCAACCAA gy 5640 87 60 15 96
6_4@152.5 157 16054 L MSL R TCCCATCCTTAATCGTTTCA 5554 91  -4.8 } CDF
TSS9 - - o FACATTCTTGTTACCAGGTGAGC 1o 5619 100 - i 6,9
R: TGGGAATGATAAGCTTGTGG 5594 81  -10,2 : CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE L, Cont.

Parametros de qualidade

o TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
c  FIAATCCCAACCAGCCTAACC lgg 56:40 100 - - ]
R: GTCGTCATCATCAAGTCCTCTT 5572 91  -45 -
7502850 27192103 LGT  F CAAGTAGTTCTTCCTGCTACGC 4 5675 90 49 07 .
R: AAGATAAGCCTTCATTGCCAG 56,73 100 - - ’
c  F:TGATTTTCTTATGGAGTCAAG 10 4982 91 45 -0,4 5
R: CTGTGTTCTGAAACGGTATC 50,03 100 - - '
8.8@1325  9_1340872 LG5 A FTTCTGTACAGCGTGTCGA ,g3 4993 80 107 - ]
R: CCTATTCTAAAACATTGGCA 50,95 100 - -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de ligacao); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).

ect



APENDICE M — SNAPs para QTLs identificados em populacdo segregante (F2) de mamé&o para altura de plantas (AP)

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T F- AGAGAGAGAGAGAGAGTGA o 4061 100 - - _
1 1@15.0 42631 636 Un MSL  R: CCTGAAGAAGATTGTTTA 4190 100 - ]
DC_1: NFT 1 B R F: GGAAATATGTAAACACTCA s 4211 92 39 ] 55
R: ATAAACTTCTGTTGAAAAAT 4385 100 - ] :
c F: CCTCTTCTCAATAAATCGCCG ,pg 5943 100 - ; _
R: CGTTAGCACAACATTCCACCC 6037 100 - ;
2_l@827 284_27184_LG2 R F: CGGCCGACCCTGTAGCTT a3 6079 70 165 ] 5
R: TCTACTCTGCGCTGTCTGGATG 6048 82  -9.0 ] :
c F: GTCGGTCACATCTCTTTTCGTC s 5873 100 - ; _
MSL  R: TTTCACCCTAGCAGCCCTCT 5002 92  -4.2 ]
3 1@909 12 2607980 LG2 A F: CCCTGATTTTGGTGGAACAGT s 5888 91 45 ] s
MSL  R: AGTCCGTCTGAGCGTTGATG 5822 100 - ] :
A F: ACTACTAAGCAAGTATTGATT 43 4372 91 49 ; "
Tml  R: TCTTCCTGGAGTAAAAATGG 5211 100 - ] :
4 1@97.7 97_366390_LG2 T F: CGCCTCGTGCGGAGCTAT L 6193 8 73 23 _
MSL: Tml R: AGGTTCACTTCTCGGTTCTA 5134 100 - -
. F: AGGCACAATTCCTGTTATC oy 4947 89 B4 06 g
R: TCCAGAGGGTGTAAAAGAG 4949 100 - h !
5_1@180.0 180 469206_LG2 . F: TGCATTATTCCTATAGTTGTCA g, 5089 87 70 ] _
R: ATTCTCAGGTTCACTTTGG 4918 100 - ]
. F: CGTGTTTAATCGCGACCGTAAA 5 6294 73 135 15
R: ACCGCATGGCAAGACACAAC 6141 90  -54 - :
6_1@437.5 29 1208046 LG2 . F: TCCCTCCTCAGATGCGCTC g 6064 80 109 ] 7.7
R: AGCTCCCTTCTTCGGCGACT 6285 88  -6.3 ] CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE M, Cont.

Parametros de qualidade

N TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
G F: GAGACCCTTTATCTCATG 237 43,24 86 -6,4 -1,6 55
7 _2@320.0 120 548508 LG4 R: TTCTTCATAAAAAGTCACA 42,83 100 - - '
NFC_4 - - A F: CTATACAGAGAATAAAAAGTTT 329 43,89 91 -4.9 - )
R: CACCTTAGTAGTAAGCAGTT 44,14 91 -4,5 -
G F: TTTATTAACCATCTAAGATAAG 132 44,81 89 -5,6 -0,5 -7,5
R: GTGTAACAAGAAACCTATGG 47,10 100 - - CDF
8_2@325.0 54_1497499_LG4 A F: TCTGGATCTTGGTCGGCT 327 55,48 91 -4,6 - i
R: GTAGTGCTACATTTGGAACTCA 52,49 89 -3,9 -2,3
C F: ATCTTTCGTTTCAATTTCTGAC 300 53,48 90 -5,4 -0,1 -6,4
9 2@382.5 189 279526 LG4 R: GGATGTTGATTGTCATTGCT 52,73 100 - - CDF
NFD_2 - - T F: AGACGCTTGTGTTCTGCA 190 52,06 85 -8,0 - i
R: GATATGGTCCAACTGGGATAT 53,13 88 -5,6 -1,2
C F: CGTCTTGGCTAATGCAACG 120 57,60 84 -8,0 -0,8 )
R: AATGAGAAGGCACTGGAGGAT 57,79 100 - -
10_2@435.1 228_265003_LG4 G F: GATTTAGCAGCCCTTAGTGGG 259 58,59 83 -7,1 -2,7 i
R: TTGTGGCATTTGGATCTTGA 56,98 91 -4,6 -
G F: TTTCTCTAATAAGTGTGATATG 295 44,88 91 -4,9 - -7,8
MSL R: AAAATTGCACTTACCAGT 44,53 87 -7,0 - CDF
L @Rz A8 fheiens, [HEE A F: GGATCAACCACAATTCTT 465 46,45 88 -6,4 - i
R: TTATTATTTCTACCAACCTTC 46,81 100 - -
T F: éAAAéAAGéACéTCéTAgA'(I;éTCA 150 4;32 801O -10,5 - 51
R: GTAGATTCAACTCTTCAGGA 46, 1 - - '
12_3@442.5 119_631513_LG3 c F: TATATGCATGTATATGGGC 273 46,46 82 -10,0 - 48
R: CAATAAGGGAAAACGATAC 47,42 100 - - '

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE M, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
& Lhevneicesreeeas . % e Gw o L A2
s algrsns an fililes LGE . F: GTCTTGGCAACATCCCGT b3y 5576 100 - i 8,0
R: TTCATAAGTTTCCTCTTGCGTC 5682 100 - i CDF
R F: TCATCAGTGCCCACCGCA g 6L78 8 61 -7 ]
14 5@466 oo oeroes Lo R: GCCAATCCATCCCTGTCAATCA 6421 100 - i
NFC_9 — - e F: AAAAAAGCTGCAGTGCCCGC los 6508 8L -102 i )
R: TTCCGCATCGCTGGTCTCA 6299 100 - i
. F: TGGTTCGAATCATATTATGTGG 4y 5551 80  -106 i 6,2
R: ATTGGGATGTTGTTGGCGAT 5904 100 - i CDF
15 5@230.6 126371146 Un T F: TCCGTGATGCCAGCCGCT o 6534 B9 47 i .0
MSL: Tml R: CCCCACACTCAGGGTAATCG 5997 97 - 22,0 !
- F: TTCAAGTACAAGAAAATAGCG 435 5093 93 36 i 6,8
R: TGCTTTCACTTGCTGTTATC 5123 100 - i CDF
16_6@197.9  2_3303661_LG9 . F: AAGATTTGGGAACTCGCT 177 5L75 100 - i 6.6
R: GCCATCATCTTTAGACATTTT 5162 100 - i CDF
e F: GTGAAATGAGTATAATGGAATG on 4961 93 34 i we
17_6@5025 o5 1e7603 Lao R: CAAACTCGTAGCAAATACAA 4924 94  -33 i !
FI_10 _ _ . F: TCTGAATAATCGATGCACTA s 4883 82 97 i .0
R: AATTTGCCAAGAAGAATCT 4895 90 54  -01 !
A F: ATG'(I;%%T%AA(\:CCCCE:TCCAQ ) 101 54,33 1900 - i 4o
R: ATAGGGAGACATCATTTGACA 51 1 -45 i :
18 7@1025 173 31614 LG8 . F: CAATATGACAGATCTATATAGG g, 4431 80 100 07 ]
R: GATGCTTGTAAGGAATGAC 4698 100 - i

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE M, Cont.

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
c F: ATTTTTTCCTATCGCATAC 179 47,35 93 -3,4 - -6,6
19 7@145.0 2686 1623 Un R: AGTTGACTTGGGAAGATAG 45,86 100 - - CDF
PROD_26 - - T F: CATATTACGATACCTGCAA 432 46,61 85 -8,0 - -6,1
R: GATACAAGCATAAAGACTCAC 46,65 100 - - CDF
C F: AGTGGCACATGCATTTATATCG 120 58,14 82 -10,0 - 39
MSL R: AGGGAAATGCTCTGGTGACTC 58,15 100 - - ’
20_7@157.5 2002_6551_Un T F: GTGCCCGTCCCATTCACT 419 58,23 92 -4,3 - -9,7
R: AGTGTTTGGGCGGGAATAGT 58,69 100 - - CDF
G F: CATGAAGCAAAGGGTTACTTAG 244 54,47 89 -5,4 -0,2 9,1
R: CATTTACCACCCTGATTGAA 53,22 100 - - CDF
=l @Rk RO _fakin) [HEE T F: AATGGTTCTCAGGTGATGAA 445 52,20 91 -4,5 -0,3 51
R: GCAGCAAAGAATGTCGTAA 51,91 100 - - ’
G F: GGTTGATATCCATTGACGG 206 52,96 87 -7,1 - 39
22 8@90.0 146 12453 Un R: GGGAAGTGGTCCTTTACATT 53,27 99 - -0,2 ’
- - - C F: TCTCCATTTAAGGCATAGAAGG 416 56,21 91 -4,8 - i
R: CCATAGACATTTGCGTTGAT 53,44 100 - -
C F: TTTCTAAAACATAATTTGACGC 348 52,95 90 -5,4 - 59
23 8@110.0 35704 145 Un R: TTTGAAAGAATAAAACTCGTG 50,67 100 - - ’
— - = A F: GACTGAGATGAGAAAAGGGT 20 50,25 100 - - 47
R: GCTTAATTTGCTCTCGATC 50,03 86 -7,8 - ’
T F: AGGGgTCéTAg'(I;ECAAAG%AAéAAT 171 52,23 9010 -4,5 - i
R: GAAGTAGTT TTAGGTGTT 51,24 1 - -
24_8@217.5 18_1247802_LG5 C F: TACTTTCGAGATGCAGGG 439 51,10 85 -8,0 - i
R: CTTGTATGGGGAGACTTTTG 52,26 100 - -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE M, Cont.

Parametros de qualidade

N TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C  RTTGGTCAGCMTCAAGMGTCA 21 8831 100 . - COF
25 Beeet LU SSE T e T F: ATGGACATTGCATGCCTA 411 51,91 77 -12,7 - )
R: ATTTGGAAAAGTGTACCGC 52,70 91 -4,6 -
G F: TTACAAGAGACTAAAATTGTCC 406 49,07 86 -6,2 -1,9 -6,8
26_8@470.0 9 2671463 LG5 R: TTTCTCATTGCCTTTTGT 48,13 100 - - CDF
NFT_17; NFC_13 - - C F: TATTAGATTTTCAATGCAAGC 150 50,91 85 -8,0 - i
R: AATGATAGCAGACCCAAG 47,13 100 - -
C F: AATCCTTATCTGAAACAACCAC 153 53,16 100 - - 54
27 9@17.5 286 11712 LG1 R: AGTGATTGTCTTTTGGGTGT 51,49 100 - - '
COMP_13 - - T F: ACTTGAAGTTTCTCCGCA 493 50,62 91 -4,9 - -6,2
R: AAAAAAAAAAAGCAAAACGA 53,35 100 - - CDF
G F: ATCAAATAAAATTAACTTAATC 447 44,28 86 -7,3 -0,2 -7,3
28 9@27.5 26 790256 LG1 R: ATTTTCTGAGGATTGACTTT 48,10 100 - - CDF
NFC_14 - - A F: GGAATTCATCCATGCAAA 188 51,45 84 -8,5 -0,2 54
Tml  R: GTACTCAAAATTGTCAAAGC 47,41 90 -54 - '
T F: TCCTTGTGAGTGAATAGGT 295 46,46 88 -5,7 -1,2 -8,0
R: GTGATGTCTCCTACCTACG 46,55 100 - - CDF
Zel @A Eite) Slomel L C F: CCGACTATAAGAGTCTAAAATG 109 49,18 91 -4,5 -0,1 i
R: GGGTGATGTAAAATGTTGTA 48,03 100 - -
C F: ATEC%ATA(;EGA%AG(‘I;@A%ATG 248 46,62 gg -7,2 - 39
R: ATGTGTTCCTACTTCCACT 45,5 -4, - '
30_10@32.5 70_875557_Un T F: GTCATGATGTCCCTTGTT 155 46,47 84 -8,5 - i
R: CTGAGTTGATCCAGAGAAT 45,75 91 -4,6 -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE M, Cont.

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. S_elf Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C F: TGGTGTGATGATGCCTAAG 183 51,57 100 - - 55
Tml R: CCCTTCCCAAATCTCTTACAG 55,92 100 - - ’
31_10@117.5 818 11197 Un . F:GGTCTGTTCACATAAAAGTCCT 57 5299 100 - i .
R: TAGTCCCTGAAACCGTCTTG 55,09 100 - - ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE N — SNAPs para QTLs identificados em populacéo segregante (F2) de mamé&o para producdo (PROD)

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
A R CCOTTCCACAMAATCTAA M2 g% o0 - . 39
11@H00 1878 7074162 R AATCAGTAAGCGGTAGAGCTC 1o 5365 79 <105 14 _
R: AGTGTGTGACATTTTTGGGT 52,16 100 - -
G FAGGCTCAAATCTTGATGAGGG 157 5843 86 61 -2,0 ]
2 1@113.2 1380 1407 Un R: AGTGTGAACAGGTGGGTCGT 57,06 100 - -
TSS 1;FE_3 — A F:CTTCAAAATGGATGGTGAAGAGTT ,o5 5958 8 71 -2,8 48
R: GAGGCTCTGTTATCAACAAAGCA 59,19 89  -57 - ’
A F: CCGCCATCAGTTCTGGGA 215 59,46 86 -6,0 -1,9 -7,1
R: CCAACAGTCAACCATACCCC 57,30 100 - - CDF
@A ASRREs e G F:GTCATCAATGTGATATGAAGGC 4g7 5462 89 50 -0,8 ]
R: ACAGCACCAAAAGGGGGT 57,20 88 54 -1,3
1 FGTAGTATCATCATGGCTCAA a5 4772 90 54 - 49
R: TGGCTTTTGTAGTTTTTTTA 49,01 100 - - ’
4.1@2200 672_18441_LG2 A F:CAAGTCATGTTTGTTGGA ,g3 4601 89 54 -0,6 49
R: TGACATTTATATGCGTTCTT 48,48 92 -39 - ’
G F:AGGACAGAGTGTATATTTCCTG ,07 5070 84 7.2 -2,0 =
5O@ZERT o quniings Len R: CTGATGCTCTACTTTGACCT 49,06 100 - - ’
COMP_2 - - A F:CCTTTTCAGTTTACTGCAAT a1 5003 80 80 -3,5 -6,6
R: AAGGAGAATGTGGTAGCC 48,95 100 - - CDF
c  F:ATGAGATCTTGGCAGGCG 107 5626 85 78 - ]
6_1@392.5 6 2014486 LG2 R: ACAACCCAGTCAGCACCC 55,40 100 - -
DF_3; TSS 3 = - T F: GAGCCACGCTAACGAGCT 173 56,08 85 -7,3 -1,2 i
R: TGGGGCGAAGAGGACTATT 57,02 100 - -

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE N, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C_ F ATCAGAGCATGAGCTTGTCG 5588 88 63 02
7—%%)130'0 op 457400 Laa  MSL R AAGAAAAAACAGCACCTAACGG 347 5856 100 - i 4,3
= i _ . F:ACGGCTTTGATTCAGCGTAT &g 5759 8 59 10 .
- R: TTTGATTTCGCATTTCAGTCA 5687 91  -45 i :
¢ FiAATATGGAGCTTTTCTTCCTTG 1o 5553 8 63 15 76
R: AAGAAGGGCGAGACTGATAA 5425 100 - i CDF
8_2@212.5 104 218 LG4 ,  F:CCTAGTGGTGATGCACCA 5o 5183 77 93 41 _
R: TTGTTTAATGCTTCTTGAACG 5387 91  -48 i
o  F:GGAAGGGAAATAAGGCGC s 5725 80  -10,9 i _
R: GGGAAATTAAATCGGAAAACG 5861 90 .54 i
92@2225 104144428 LG4 [ L {7CAACAACATCGACGGTTAA an 5670 87 68 02 .
MSL R: CGTGAGCAAAAGAATCCAACT 5723 100 - i :
A F:CTCCTTTCTTTCCATTTCAATA q 5392 92 44 i 7.4
R: CTATCCTTGAAGCAAAATCCT 5361 100 - i CDF
10_2@250.2  5.916349_LG4 . FAGCAGCAGGCAGATGTAA s 5L64 100 - i 6
R: CTGTTAGAATGGGAGAGCAA 5279 100 - i :
. F:TCCACCAACTAGATGTCATGGT o 5677 82 T4 29 o
R: GCAATGAATGAGATAAACGCTG 5797 100 - i !
e ¢ F:CTGGTACTGTATGCACCATGC s 5632 82 74 32
R: GCACACTGTCTCTTAGCCCA 5584 100 - i !
¢ FiGGACCGCCTAATCAGCATGC g 6278 77 127 i 7.6
R: CGCATTGATCTAGCCCATCCA 6322 91  -4.6 i CDF
12 2@438.2 3370_683_Un T  F CGCTCCGGTTCGTCCGA g 6322 77 97 33 79
Tml  R: ATGAATCTCTTGGAACCCTATTGGA 5584 100 - i CDF

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ
(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE N, Cont.

Parametros de qualidade

A TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (o) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
T F: GATGTCCTTTTTCAGCTAAATA 121 51,84 87 -6,3 -0,8 55
13 _3@337.2 72 26362 LG3 R: AACCCTCAAGAAAGATGTAGA 50,91 100 - - ’
DF_8 - — C F: CATAATGTGTGTTCCATGTTAC 259 50,58 90 -54 - 45
R: ACCACTTCCACTCTGAAATT 50,83 88 -6,4 -0,2 ’
T F: GATAGAGAGAGAGAGAGAGGGT 291 50,33 100 - - 47
14 3@357.5 60 794585 LG3 MSL R: ATTCCTTCTCATTTCTTTCC 50,32 100 - - ’
NFC_7; NFT_9 - - A F: ACACATACACACACACGCT 138 48,42 100 - - i
MSL R: AATCCTTCTAACGCAAATAA 50,22 100 - -
C F: TTAACTCAGGCTGGACTGTAAG 444 54,48 91 -4.8 - 45
15 4@40.0 58 39617 LG6 R: GGCTTGGGTTGTGTTCTAAT 54,31 100 - - ’
DF_9 - - T F: AGTCACATGTTTGGGTCCTT 308 53,89 85 -8,1 - -8,1
R: GTCTCTTTTCATCCCATTCC 53,36 100 - - CDF
A F: GAAGAGCACATATATATGTGTA 138 4519 52 -20,3 -7,7 59
16_4@105.0 1183 495 Un SBQ R: TGTGATGGTATGAGGTTT 44,55 100 - - ’
ESP_2; TSS_8 - 7= C F: TGGCTGAGAATGATTTAG 214 4543 92 -4,4 - 49
R: CACAGACAAAACACACAA 43,40 100 - - ’
A F: GCATCAGGAAAGCAGTCA 243 51,43 100 - - 39
R: CGGGAGTCGTAAGATCACTA 52,64 91 -4,6 - ’
L @ LSl sttty Sl G F: TCGAAAGAAACAGCTGGTC 104 53,17 79 -11,2 - 6.2
R: TTAATCACCTTTTGGTTTGC 53,26 91 -4.8 - ’
c F: Cg‘ETTTTACTTC(éCéCéCE%A&C 303 55,;3 1900 -8 - i
R: TGCTTTTAATAT T T 55, 1 -4, -
18_4@350.0 52_200146_LG6 T F: AAAGCAAGGTGAAAACATCAA 457 55,31 91 -4,5 -0,1 57
R: ACTCCACTACTCAAAGCCTCC 55,27 100 - - ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE N, Cont.

Parametros de qualidade

. TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
— F: ACACCTTGGCACACGCAT 0o 5717 100 - : oo
R: CGTCCGAGAGAAGGAGAAAGA 5871 99 - 05 ’
19501865 61 214386.LGT F GGGTTACGATGCTGAGAACAAG 433 5915 92 43 : _
R: AAGACTGGAGTGGTGAGGGC 58.65 100 - :
o FTGTGTATTGTTGGCGTGAC sop 5243 100 - : _
R: CATGGTGAAAGCCCTAGC 5341 90 54 :
20.6@800  65_1189099.Un = F CAGGTGCCATGAAACAAA 1o 5244 90 54 : _
R: TTCTCAAGGAGTATCAAACGG 5474 100 - :
F-
G
415_39913_LG9 R
21_6@167.5 o =
A
o F:CAGTGTTGCTCGTGATTC sos 4860 100 - : _
R: GTTTCAAAGGCTGTCCAT 4978 100 - :
22 6@173.7 112 654 1G9 A Fi CTCATGGATAACATTCCCA g 5066 8 60 18 .
R: AATCTGAGTACATTTCAAAAGC 5139 91  -4,9 - ’
o F TTTCGGGCTATAACAGACAG 5 5322 93 34 : 1
23 6@4325 o 1002306 LGS R: TCATCTCTGGTTCTTCTCCTT 52,96 100 - : ’
NDF_5 - - «  FATACCCTCTCCCTTGCTG 430 5L76 100 - : -
R: TTTCTTTGGAAGCTCTTACACT 5362 88 6,3 : ’
o F TCCACTCTCTGTTCAACAGAAC so 5413 79 94 23
R: GCATTGGCTGCTGTAGAAG 5403 99 - 0.7 ’
4T@1350 171312447 LG8 CTGGACAGAGAGTGGATGAAA 7 5472 100 - : _
R: CACGACCAAACGCATATTT 5431 90 49 06

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (multiplos sitios de liga¢do); Tml (Tm incompativel); SBQ

(SNAP de baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE N, Cont.

Parametros de qualidade

N TP
QTL SNP ID Alelo Sequéncia dos SNAPs (pb) Tm Rat. Self Hairpin C_ross
Dimer Dimer
C F: ATTTTTTCCTATCGCATAC 179 47,35 93 -3,4 - 66
25 7@155.0 2686 1623 Un R: AGTTGACTTGGGAAGATAG 45,86 100 - - ’
AP_19 - - T F: CATATTACGATACCTGCAA 432 46,61 85 -8,0 - 61
R: GATACAAGCATAAAGACTCAC 46,65 100 - - ’
T F: GAGCACGCGACAAAATCA 470 55,61 81 -10,4 - )
R: CCTTCACCAAAGAAACAAACCT 58,01 100 - -
26_8@102.5 146_267983_Un A F: CAGATGCATCGGTGATTCAA 243 57,26 76 -13,1 - 66
R: TGAAACCTAACACGCATACAGA 56,24 100 - - ’
C F: TGCTTTGGTACATTTTGGGGC 135 62,44 93 -3,6 - -7,2
27 8@127.5 731 3422 Un R: TGCCGATGGATTACTGCGTTT 62,95 100 - - CDF
FE_13 - - T F: TGCCATGCATCCAGGCAA 216 61,95 75 -10,0 -5,0 -7,2
R: GGTAGCCCCAATACGAAGTCCA 62,96 100 - - CDF
T F: CCGACCAGCCATTGTTTTA 56,80 100 - - )
R: GACCGTTTTGCTTGACACTG 56,28 100 - -
28_9@110.3 26_1614923_LG1 C F: TTTGTTGAGACTTGCAGAGGTC 57,10 87 -7,0 - 61
R: CCATAGAGTGTTGAAGCAGCC 57,50 100 - - ’
F: AATCGGTTAGTGGGGGACGTC 62,58 81 -10,4 -
29N_g?1135§.6 24415 38221 Un € R: AAGCGAACATCATTCCAAAGGC £ 63,20 100 - - i
COMP 1’4 - - A F: CCGCTGGAGGAGCCCTAACTA 176 63,35 99 - -0,3 -7,8
- R: AGGAGGCTTTCTGGGTGGAAG 62,21 91 -4,5 -0,3 CDF
C F: TGCTGTTTGTAATGTTCGC 279 52,59 100 - - i
30 9@169.5 36 1367348 LG1 R: TGTAAATCTATGGTTGGGGT 52,05 100 - -
NFC_16 - - G F: TGGATGTATGCACACATAGAC 461 51,09 89 -54 -0,9 56
MSL R: CTCAACTGCTTATGCTCCTT 52,33 100 - - ’

Tm (temperatura de melting); TP (pb) (tamanho do produto de PCR); Rat. (Rating); MSL (mdltiplos sitios de liga¢édo); Tml (Tm incompativel); SBQ (SNAP de

baixa qualidade); CDF (cross dimer forte); Al (alelos incompativeis) e SMP (sequéncia muito pequena).
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APENDICE O — Genes identificados em uma regido de 434 kpb em relacéo ao
SNP 9 366188 LG5, associado ao QTL TSS 11 8@50.0 (%Var = 15,30)
identificado em populacéo segregante F2 de mamao.

Gene locus DESCRICAO

LOC110821437 protein dehydration-induced 19 homolog 4-like
LOC110821406 two-component response regulator ARR2
LOC110821366 COBRA-like protein 7
LOC110821204 extensin-3

LOC110821396 GATA transcription factor 15-like
LOC110821380 importin subunit alpha-2
LOC110821286 uncharacterized protein
LOC110821285 zinc finger protein 7-like
LOC110821284 uncharacterized protein
LOC110821465 transcription factor MYB111
LOC110821495 AMSH:-like ubiquitin thioesterase 3
LOC110821417 putative pentatricopeptide repeat-containing protein
LOC110821364 serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 3
LOC110821365 outer envelope pore protein 16-2, chloroplastic
LOC110821494 zinc finger CCHC domain-containing protein 10
LOC110821224 DNA-directed RNA polymerases I, IV and V subunit 9B
LOC110821283 bromodomain and WD repeat-containing protein 1
LOC110821246 basic leucine zipper 1-like
LOC110821245* bifunctional TENA-E protein
LOC110821244 nicotianamine synthase-like
LOC110821243 DELLA protein RGL2-like
LOC110821242 ubiquitin-conjugating enzyme E2 32
LOC110821241 INO80 complex subunit B
LOC110821534 universal stress protein PHOS32
LOC110821535 aldehyde dehydrogenase 22A1
LOC110821533 uncharacterized protein
LOC110821480 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP21-4
LOC110821282 probable N-acetyltransferase HLS1-like
LOC110821463 protein high chlorophyll fluorescent 107
LOC110821339 FIP1[ll1]-like protein
LOC110821281 TPD1 protein homolog 1-like
LOC110821217 receptor-like protein kinase ANXUR2
LOC110821552 uncharacterized protein
LOC110821399 ATP-citrate synthase beta chain protein 2
LOC110821280 phytochrome B-like
LOC110821369 probable serine/threonine-protein kinase DDB_G0282963
LOC110821219 huntingtin-interacting protein K
LOC110821279 glycine-rich cell wall structural protein-like
LOC110821536 putative ubiquitin-conjugating enzyme E2 38
LOC110821347 probable protein phosphatase 2C 42
LOC110821446 uncharacterized protein

* (SNP localizado na regido intrénica do gene).
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APENDICE O, Cont.

Gene locus DESCRICAO
LOC110821493 60S ribosomal protein L7a-1
LOC110821499 calmodulin
LOC110821498 DNA replication complex GINS protein SLD5
LOC110821524 transcription factor bHLH148-like
LOC110821391 40S ribosomal protein S21-2
LOC110821261 flowering time control protein FCA-like
LOC110821262 probable WRKY transcription factor 48
LOC110821264 LOW QUALITY PROTEIN: peroxidase 40
LOC110821453 probable prefoldin subunit 3
LOC110821453 probable prefoldin subunit 3

APENDICE P — Genes identificados em uma regido de 400 kpb em relacéo ao
SNP 163 297115 LG4, associado ao QTL FE_4 2@350.0 (%Var = 22,28)
identificado em populagéo segregante F2 de mamao.

Gene locus DESCRICAO

LOC110807708 protein NRT1/ PTR FAMILY 5.5

LOC110807709 lactosylceramide 4-alpha-galactosyltransferase-like
LOC110807710 RNA polymerase Il C-terminal domain phosphatase-like 2
LOC110807712 putative tRNA (cytidine(32)/guanosine(34)-2'-0O)-methyltransferase
LOC110807714 probable aquaporin PIP1-2

LOC110807715 sulfoquinovosyl transferase SQD2
LOC110807716 mitochondrial inner membrane protease subunit 2
LOC110807718 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 homolog A-like
LOC110807720 putative serine/threonine-protein kinase
LOC110807721 histone H2B-like

LOC110807724 uncharacterized acetyltransferase At3g50280
LOC110807725 uncharacterized LOC110807725
LOC110807726 josephin-like protein

LOC110807729 putative protein TPRXL

LOC110807731 uncharacterized LOC110807731
LOC110807732 type | inositol polyphosphate 5-phosphatase 8
LOC110807733 putative uncharacterized protein DDB_G0274405
LOC110807734 chlorophyll a-b binding protein CP29.1, chloroplastic
LOC110807735 glycerol-3-phosphate 2-O-acyltransferase 6
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APENDICE Q — Genes identificados em uma regido de 400 kpb em relacéo ao
SNP 14 1604543 LG1, associado ao QTL FI_14 10@17.5 (%Var = 17,89)
identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO
LOC110820225 probable galacturonosyltransferase 13
LOC110820303 membrane-anchored ubiquitin-fold protein 1
LOC110820125 chaperone protein ClpB3, chloroplastic-like
LOC110820126 pentatricopeptide repeat-containing protein
LOC110820127 uncharacterized protein
LOC110820264 EID1-like F-box protein 2
LOC110820128
LOC110820113 LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein
LOC110820114 uncharacterized protein
LOC110820266 uncharacterized protein
LOC110820129 cyclic nucleotide-gated ion channel 2-like
LOC110820270 cyclic nucleotide-gated ion channel 2
LOC110820224 phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and protein-
tyrosine-phosphatase PTEN1
LOC110820104 probable ubiquitin conjugation factor E4
LOC110820307 tRNA (guanosine(18)-2'-O)-methyltransferase
LOC110820223 probable mitochondrial saccharopine dehydrogenase-like
oxidoreductase
LOC110820222 pentatricopeptide repeat-containing protein
LOC110820134* serine/threonine-protein kinase STE7 homolog
LOC110820299
LOC110820115 uncharacterized protein
LOC110820221 transmembrane protein 230
LOC110820220 SNF1-related protein kinase catalytic subunit alpha KIN10
LOC110820090 ethylene-responsive transcription factor CRF6-like
LOC110820258
LOC110820149 glutamate receptor 2.5-like
LOC110820219 uncharacterized protein
LOC110820130 uncharacterized protein
LOC110820286 CSC1-like protein HYP1
LOC110820285 ARF guanine-nucleotide exchange factor GNOM-like

* (SNP localizado na regido exbnica do gene).



138

APENDICE R — Genes identificados em uma regido de 25,7 kpb em relacdo ao
SNP 731 3422 Un, associado ao QTL FE 13 8@127.5 (%Var = 22,00)
identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO
LOC110817639 LEC14B homolog
LOC110817659 pentatricopeptide repeat-containing protein At2g30780
LOC110817676 gibberellin receptor GID1B-like

APENDICE S — Genes identificados em uma regido de 18,5 kpb em relacdo ao
SNP 1183 495 Un, associado ao QTL ESP 2 4@112.5 (%Var = 20,03)
identificado em populacdo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO
LOC110812430 DNA excision repair protein ERCC-1
LOC110812438 E3 ubiquitin-protein ligase ATL6-like
LOC110812448 uncharacterized LOC110812448

APENDICE T — Genes identificados em uma regido de 219 kpb em relacéo ao
SNP 77_19179 LG2, associado ao QTL NFC_2 1@101.2 (%Var = 20,06)
identificado em populagéo segregante F2 de maméo

Gene locus DESCRICAO

LOC110812474 uncharacterized LOC110812474
LOC110812476 uncharacterized LOC110812476
LOC110812479 pathogen-related protein-like
LOC110812492 uroporphyrinogen decarboxylase 1, chloroplastic
LOC110812493 polynucleotide 3'-phosphatase ZDP
LOC110812494 protein DOG1-like 4
LOC110812495 anaphase-promoting complex subunit 6
LOC110812520 pathogen-related protein-like
LOC110812522 axial regulator YABBY 5-like
LOC110812535 protein LIGHT-DEPENDENT SHORT HYPOCOTYLS 7
LOC110812537 alpha-1,3/1,6-mannosyltransferase ALG2
LOC110812540 uncharacterized LOC110812540
LOC110812551 tubby-like F-box protein 7
LOC110812557 axial regulator YABBY 5-like
LOC110812558 multiprotein-bridging factor 1b
LOC110812569 EP1-like glycoprotein 2
LOC110812576 uncharacterized LOC110812576
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APENDICE U — Genes identificados em uma regi&o de 467,6 kpb em relacéo ao
SNP 157 123015 LG6, associado ao QTL FE_8 4@154.9 (%Var = 23,22)
identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO

LOC110807906 pentatricopeptide repeat-containing protein At4g14190, chloroplastic
LOC110807907 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807908 uncharacterized LOC110807908
LOC110807912 protein TIC 22-like, chloroplastic
LOC110807913 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2
LOC110807914 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP62-like
LOC110807915 15-cis-phytoene desaturase, chloroplastic/chromoplastic
LOC110807916 uncharacterized LOC110807916
LOC110807917 crocetin glucosyltransferase, chloroplastic
LOC110807918 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807920 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807921 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807922 protein transport protein SEC23
LOC110807923 protein TIC 22-like, chloroplastic
LOC110807924 protein PRD1

LOC110807928 selenium-binding protein 1-like
LOC110807929 adenosylhomocysteinase
LOC110807930 probable glucan endo-1,3-beta-glucosidase A6
LOC110807931 probable acyl-activating enzyme 16, chloroplastic
LOC110807932 protein RALF-like 24
LOC110807933 splicing regulatory glutamine/lysine-rich protein 1
LOC110807935 receptor-like kinase TMK4
LOC110807938 probable xyloglucan galactosyltransferase GT14
LOC110807940 flavonoid 3',5'-hydroxylase 2-like
LOC110807941 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807946 uncharacterized LOC110807946
LOC110807948 transcription factor bHLH78-like
LOC110807949 heat stress transcription factor A-5
LOC110807950 DNA topoisomerase 3-beta
LOC110807951 DNA repair protein RAD50
LOC110807952 serine hydroxymethyltransferase 4
LOC110807954 Werner Syndrome-like exonuclease
LOC110807955 UDP-glucuronate 4-epimerase 6
LOC110807956 glycine-rich RNA-binding protein 2, mitochondrial-like
LOC110807957* kinesin-like protein KIN-12B
LOC110807958 cysteine proteinase inhibitor B
LOC110807959 40S ribosomal protein S8-like
LOC110807961 calcium-dependent protein kinase 34
LOC110807962 pentatricopeptide repeat-containing protein At4g14050, mitochondrial
LOC110807966 probable xyloglucan galactosyltransferase GT14

* (SNP localizado na regido exonica do gene).
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Gene locus DESCRICAO
LOC110807967 rhodanese-like/PpiC domain-containing protein 12, chloroplastic
LOC110807968 histidine protein methyltransferase 1 homolog
LOC110807969 COP9 signalosome complex subunit 8
LOC110807971 splicing factor 3B subunit 6-like protein
LOC110807909 ABC transporter G family member 23
LOC110807911 uncharacterized LOC110807911
LOC110807925 hydroxyproline O-arabinosyltransferase 3-like
LOC110807926 uncharacterized LOC110807926
LOC110807934 rho GTPase-activating protein 7
LOC110807936 protein CLT1, chloroplastic
LOC110807939 uncharacterized LOC110807939
LOC110807942 annexin D8

LOC110807944 protein PATRONUS 2
LOC110807960 non-specific phospholipase C2
LOC110807964 protein SMG7
LOC110807965 AT-hook motif nuclear-localized protein 17-like

APENDICE V — Genes identificados em uma regi&o de 400 kpb em relacéo ao
SNP 18 1663218 LG5, associado ao QTL NNSF_10 8@227.5 (%Var = 16,23)
identificado em populacdo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO

LOC110819409 histone deacetylase complex subunit SAP18
LOC110819421 transcription factor TCP9
LOC110819447 lysophospholipid acyltransferase LPEAT2
LOC110819457 polygalacturonate 4-alpha-galacturonosyltransferase-like
LOC110819479 pentatricopeptide repeat-containing protein At2g44880
LOC110819494 CRS2-associated factor 1, mitochondrial
LOC110819528* SPX domain-containing membrane protein At4g22990-like
LOC110819531 peroxisome biogenesis protein 16
LOC110819559 subtilisin-like protease SBT4.14
LOC110819560 subtilisin-like protease SBT4.14
LOC110819561 maturase K-like

LOC110819563 extensin-3-like

LOC110819564 phospholipase D beta 1-like
LOC110819602 ATPase GET3

LOC110819614 subtilisin-like protease SBT1.1
LOC110819619 ubiquitin-related modifier 1 homolog 2

* (SNP localizado na regido exonica do gene).
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APENDICE W — Genes identificados em uma regido de 433 kpb em relacdo ao
SNP 129 404685 LG2, associado ao QTL ESP 1 1@347.4 (%Var = 17,36)
identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO

LOC110809025 COMPASS-like H3K4 histone methylase component WDR5A
LOC110809026 inactive LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase BIR2
LOC110809028 pentatricopeptide repeat-containing protein At3g49710
LOC110809029 uncharacterized protein At3g49720
LOC110809031 leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase
LOC110809036 tubulin alpha chain

LOC110809037 DUF21 domain-containing protein At2g14520-like
LOC110809040 probable sphingolipid transporter spinster homolog 2
LOC110809051 uncharacterized LOC110809051
LOC110809052 probable starch synthase 4, chloroplastic/amyloplastic
LOC110809053 probable sphingolipid transporter spinster homolog 2
LOC110809054 kinesin-like protein KIN-8B

LOC110809055 pentatricopeptide repeat-containing protein At3g24000
LOC110809056 transcription factor bHLH25-like
LOC110809057 probable hexokinase-like 2 protein
LOC110809058 uncharacterized LOC110809058
LOC110809060 protein CROWDED NUCLEI 4
LOC110809061 transcription factor RAX3-like

LOC110809062 GTP-binding protein At3g49725, chloroplastic
LOC110809063 AP2-like ethylene-responsive transcription factor ANT
LOC110809064 (E,E)-geranyllinalool synthase-like
LOC110809067 tRNA-dihydrouridine(20) synthase [NAD(P)+]-like
LOC110809068 protein RMD5 homolog A-like
LOC110809069 pentatricopeptide repeat-containing protein At3g49740
LOC110809070 putative pentatricopeptide repeat-containing protein At5g65820
LOC110809071 squalene epoxidase 3-like

LOC110809076 phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)-like
LOC110809077 uncharacterized LOC110809077
LOC110809078 EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-like protein 2
LOC110809080 probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 6
LOC110809083 dentin sialophosphoprotein-like
LOC110809084 cysteine desulfurase, mitochondrial
LOC110809086 malate dehydrogenase, glyoxysomal
LOC110809087 lysosomal Pro-X carboxypeptidase
LOC110809088 transcription factor bHLH25-like
LOC110809089 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 9-like
LOC110809090 branched-chain amino acid aminotransferase 2, chloroplastic-like
LOC110809098* cytochrome c oxidase subunit 6a, mitochondrial
LOC110809100 homeobox-leucine zipper protein HAT22-like
LOC110809101 E3 ubiquitin-protein ligase FANCL
LOC110809103 ubiquitin-conjugating enzyme E2 1-like

* (SNP localizado na regido intrénica do gene).
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APENDICE X — Genes identificados em uma regi&do de 400 kpb em relacéo ao
SNP 79 225223 LG2, associado ao QTL NNSF 2 1@303.8 (%Var = 16,38)

identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO

LOC110812349 uncharacterized protein At4g10930

LOC110812353 probable inactive ATP-dependent zin_c metalloprotease FTSHI 1,
chloroplastic

LOC110812357 uncharacterized LOC110812357

LOC110812358 protein ABIL2-like

LOC110812371 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase I, chloroplastic-like

LOC110812379 uncharacterized LOC110812379

LOC110812388 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8 homolog A

LOC110812392 uncharacterized protein slpl

APENDICE Y — Genes identificados em uma regifo de 400 kpb em relacéo ao

SNP 14 561074 LG1, associado ao QTL NNSF_11 10@5.0 (%Var =

16,31)

identificado em populacdo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO

LOC110820087 THO complex subunit 7A-like

LOC110820095 AAA-ATPase ASD, mitochondrial-like

LOC110820100 putative rRNA methyltransferase YIbH

LOC110820102 uncharacterized protein YtfP

LOC110820103 mitochondrial import inner memt;r?r;e translocase subunit PAM16 like
-like

LOC110820105 uncharacterized LOC110820105

LOC110820106* putative pentatricopeptide repeat-containing protein At3g28640

LOC110820119 probable serine/threonine-protein kinase PIX7

LOC110820136 uncharacterized LOC110820136

LOC110820137 AP2-like ethylene-responsive transcription factor At1g79700

LOC110820139 beta-glucuronosyltransferase GICAT14B-like

LOC110820145 auxin efflux carrier component 8

LOC110820152 protein CLP1 homolog

LOC110820155 serine/threonine-protein kinase D6PKL2

LOC110820171 uncharacterized WD repeat-containing protein alr3466-like

LOC110820202 probable pectate lyase 19

LOC110820203 plasma membrane ATPase 2-like

LOC110820204 pentatricopeptide repeat-containing protein At5g39980, chloroplastic

LOC110820207 probable prolyl 4-hydroxylase 7

LOC110820260 uncharacterized LOC110820260

LOC110820269 thioredoxin H2

LOC110820273 V-type proton ATPase subunit d2

LOC110820275 probable inactive receptor kinase At1g27190

LOC110820276 uncharacterized LOC110820276

LOC110820280 plant cysteine oxidase 2

LOC110820290 uncharacterized LOC110820290

LOC110820300 type IV inositol polyphosphate 5-phosphatase 7-like

* (SNP localizado na regido intrénica do gene).
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APENDICE Z — Genes identificados em uma regido de 400 kpb em relagéo ao
SNP 65 485044 Un, associado ao QTL NNSF 6 6@105.0 (%oVar = 21,85)
identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO

LOC110813331 uncharacterized LOC110813331
LOC110813339 transcription factor TCP19-like
LOC110813340 transcription factor PCF2-like
LOC110813341 transcription factor TCP21-like
LOC110813342 P-loop NTPase domain-containing protein LPA1 homolog 1
LOC110813343 acyl-acyl carrier protein thioesterase ATL3, chloroplastic-like
LOC110813345 acyl-acyl carrier protein thioesterase ATL3, chloroplastic-like
LOC110813346 uncharacterized LOC110813346
LOC110813347 uncharacterized LOC110813347
LOC110813348 chaperone protein dnaJd 15

LOC110813349 zinc finger protein BRUTUS-like
LOC110813370 RNA polymerase | termination factor
LOC110813371 phosphatidylinositol N-acetylglucosaminyltransferase subunit A
LOC110813381 ruBisCO large subunit-binding protein subunit alpha
LOC110813387 4-coumarate--CoA ligase-like 7
LOC110813388 lactoylglutathione lyase

LOC110813391 probable protein phosphatase 2C 15
LOC110813393 nicotinamide adenine dinucleotide transporter 1, chloroplastic
LOC110813396 uncharacterized LOC110813396
LOC110813401 uncharacterized LOC110813401
LOC110813402 universal stress protein A-like protein
LOC110813404 4-coumarate--CoA ligase-like 7
LOC110813405 high affinity nitrate transporter 2.6-like
LOC110813410 uncharacterized LOC110813410
LOC110813416 uncharacterized LOC110813416
LOC110813418 cell division cycle protein 48 homolog
LOC110813423 protein NtpR-like

LOC110813428 uncharacterized LOC110813428
LOC110813429 leaf rust 10 disease-resistance locus receptor-like protein kinase-like
LOC110813430 protein ROOT INITIATION DEFECTIVE 3
LOC110813431 protein-lysine methyltransferase METTL21D
LOC110813444 high affinity nitrate transporter 2.4
LOC110813445 transcription factor RAX2-like
LOC110813450 zinc finger protein GIS3

LOC110813455 transcription factor bHLH75
LOC110813459 probable leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At1g68400
LOC110813461 40S ribosomal protein S20-2
LOC110813470 transcription factor SPATULA
LOC110813471 reticulon-like protein B8

LOC110813472 pentatricopeptide repeat-containing protein At2g28050
LOC110813474 uncharacterized LOC110813474
LOC110813475* alpha-L-fucosidase 1

LOC110813476 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 42

* (SNP localizado na regido exonica do gene).
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APENDICE AA — Genes identificados em uma regido de 467,6 kpb em relacéo
ao SNP 157 169542 LG6, associado ao QTL DC 6 4@152.5 (%Var = 17,65)
identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO

LOC110807906 pentatricopeptide repeat-containing protein At4g14190, chloroplastic
LOC110807907 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807908 uncharacterized LOC110807908
LOC110807912 protein TIC 22-like, chloroplastic
LOC110807913 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2
LOC110807914 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP62-like
LOC110807915 15-cis-phytoene desaturase, chloroplastic/chromoplastic
LOC110807916* uncharacterized LOC110807916
LOC110807917 crocetin glucosyltransferase, chloroplastic
LOC110807918 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807920 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807921 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807922 protein transport protein SEC23
LOC110807923 protein TIC 22-like, chloroplastic
LOC110807924 protein PRD1

LOC110807928 selenium-binding protein 1-like
LOC110807929 Adenosylhomocysteinase
LOC110807930 probable glucan endo-1,3-beta-glucosidase A6
LOC110807931 probable acyl-activating enzyme 16, chloroplastic
LOC110807932 protein RALF-like 24
LOC110807933 splicing regulatory glutamine/lysine-rich protein 1
LOC110807935 receptor-like kinase TMK4
LOC110807938 probable xyloglucan galactosyltransferase GT14
LOC110807940 flavonoid 3',5'-hydroxylase 2-like
LOC110807941 non-specific lipid-transfer protein 1-like
LOC110807946 uncharacterized LOC110807946
LOC110807948 transcription factor bHLH78-like
LOC110807949 heat stress transcription factor A-5
LOC110807950 DNA topoisomerase 3-beta
LOC110807951 DNA repair protein RAD50
LOC110807952 serine hydroxymethyltransferase 4
LOC110807954 Werner Syndrome-like exonuclease
LOC110807955 UDP-glucuronate 4-epimerase 6
LOC110807956 glycine-rich RNA-binding protein 2, mitochondrial-like
LOC110807957 kinesin-like protein KIN-12B
LOC110807958 cysteine proteinase inhibitor B
LOC110807959 40S ribosomal protein S8-like
LOC110807961 calcium-dependent protein kinase 34
LOC110807962 pentatricopeptide repeat-containing protein At4g14050, mitochondrial
LOC110807966 probable xyloglucan galactosyltransferase GT14
LOC110807967 rhodanese-like/PpiC domain-containing protein 12, chloroplastic
LOC110807968 histidine protein methyltransferase 1 homolog
LOC110807969 COP9 signalosome complex subunit 8
LOC110807971 splicing factor 3B subunit 6-like protein
LOC110807909 ABC transporter G family member 23

* (SNP localizado na regido exdnica do gene).
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APENDICE AA, Cont.

Gene locus DESCRICAO
LOC110807911 uncharacterized LOC110807911
LOC110807925 hydroxyproline O-arabinosyltransferase 3-like
LOC110807926 uncharacterized LOC110807926
LOC110807934 rho GTPase-activating protein 7
LOC110807936 protein CLT1, chloroplastic
LOC110807939 uncharacterized LOC110807939
LOC110807942 annexin D8

LOC110807944 protein PATRONUS 2
LOC110807960 non-specific phospholipase C2
LOC110807964 protein SMG7
LOC110807965 AT-hook motif nuclear-localized protein 17-like

APENDICE BB — Genes identificados em uma regido de 292 kpb em relacéo ao
SNP 27_92703_LG7, associado ao QTL DC 7 5@285.0 (%Var = 24,38)
identificado em populagéo segregante F2 de maméo

Gene locus DESCRICAO
LOC110817752 homeobox-DDT domain protein RLT1
putative leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein

LOC110817776 kinase At2g14440
LOC110817779 probable ubiquitin-conjugating enzyme E2 24
LOC110817780 probable ubiquitin-conjugating enzyme E2 24
LOC110817806 protein E6-like
LOC110817807 uncharacterized LOC110817807
LOC110817808 protein NUCLEAR FUSION DEFECTIVE 6,

chloroplastic/mitochondrial-like
LOC110817810 triose phosphate/phosphate translocator TPT, chloroplastic
LOC110817824 vesicle-fusing ATPase
LOC110817834 uncharacterized protein At4g28440-like
LOC110817845 uncharacterized LOC110817845
LOC110817846 uncharacterized LOC110817846
LOC110817847 linoleate 13S-lipoxygenase 3-1, chloroplastic-like
LOC110817852 uncharacterized LOC110817852
LOC110817868 ethylene-responsive transcription factor 12
LOC110817902 uncharacterized LOC110817902
LOC110817911 pentatricopeptide repeat-containing protein At5g04780-like
LOC110817912* MACPF domain-containing protein NSL1
LOC110817922 TMV resistance protein N-like
LOC110817923 glycogen phosphorylase 1-like
LOC110817957 50S ribosomal protein L21, mitochondrial
LOC110817958 dnaJ protein homolog 1-like
LOC110817968 ethylene-responsive transcription factor 4

* (SNP localizado na regido intrénica do gene).
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APENDICE CC — Genes identificados em uma regido de 400 kpb em relacéo ao
SNP 126 371146 _Un, associado ao QTL AP_15 5@230.6 (%Var = 22,02)
identificado em populacéo segregante F2 de maméao

Gene locus DESCRICAO
LOC110809244 uncharacterized LOC110809244
LOC110809245 F-box/LRR-repeat protein 15
LOC110809246 small nuclear ribonucleoprotein E-like
LOC110809247 uncharacterized LOC110809247
LOC110809249 probable 28S rRNA (cytosine-C(5))-methyltransferase
LOC110809250 17.1 kDa class Il heat shock protein-like
LOC110809251 omega-amidase, chloroplastic
LOC110809254 uncharacterized LOC110809254
LOC110809258 thermospermine synthase ACAULIS5
LOC110809259 uncharacterized LOC110809259
LOC110809262 transcription factor MYB114-like
LOC110809263 cytokinin dehydrogenase 7
LOC110809264 protein BIG GRAIN 1-like B
LOC110809265 mechanosensitive ion channel protein 10
LOC110809271 transcription factor MYB114-like
LOC110809272 serine/threonine-protein kinase STY46-like
LOC110809273 uncharacterized LOC110809273
LOC110809274 probable WRKY transcription factor 50
LOC110809275 uncharacterized LOC110809275
LOC110809277 copper-transporting ATPase PAA2, chloroplastic
LOC110809278 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit U, chloroplastic
LOC110809279 peroxisome biogenesis factor 10
LOC110809280 ylmG homolog protein 2, chloroplastic
LOC110809282 40S ribosomal protein S3-3-like
LOC110809283 trihelix transcription factor GTL1-like
LOC110809284 17.1 kDa class Il heat shock protein-like




