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Resumo  

Aproximadamente 2.500 espécies são conhecidas por produzirem borracha natural e a 

seringueira, [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg.], espécie nativa da 

Amazônia e pertencente ao gênero Hevea, é a maior fonte de borracha natural do mundo. A 

borracha natural é matéria prima para fabricação de mais de 40.000 produtos tendo importância 

fundamental na indústria de pneus. Apesar de a região Amazônica oferecer condições climáticas 

adequadas para seu crescimento e desenvolvimento, esta área também possui condições 

favoráveis à ocorrência do mal-das-folhas (Microcyclus ulei P. Henn v. Arx), doença também 

conhecida como mal sulamericano das folhas (South American Leaf Bligth – SALB). Dessa 

maneira, a heveicultura se expandiu para áreas de escape que propiciam novas condições de 

estresse, limitando o seu crescimento e a produção de látex. O melhoramento genético vem 

buscando cultivares adaptados a estas regiões de escape, porém o ciclo de melhoramento da 

seringueira é longo e não permite o rápido desenvolvimento de novos cultivares. O 

desenvolvimento de ferramentas na biologia molecular permite o melhor entendimento da 

espécie e pode diminuir o tempo gasto nos ensaios de campo. O presente trabalho desenvolveu 

novos marcadores microssatélites (SSRs) a partir de bibliotecas enriquecidas em microssatélites. 

A caracterização destes marcadores mostrou a alta variabilidade alélica dentro de H. brasiliensis 

e o teste de transferibilidade dos SSRs em outras seis espécies do gênero Hevea mostrou alelos 

exclusivos para as mesmas e taxas de amplificação superior a 80%. Com o objetivo desenvolver 

novos marcadores SSRs e single nucleotide polymorphisms (SNPs) em larga escala, foi 

sequenciado na plataforma Illumina GAIIx o transcriptoma de painel de dois cultivares 

importantes para a heveicultura (GT1 e PR255). A montagem e a caracterização do 
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transcriptoma permitiu o melhor entendimento da dinâmica do transcriptoma em H. brasiliensis 

e identificou novos transcritos para a espécie. As sequências do transcriptoma foram 

submetidas à busca de SSRs e SNPs. No transcriptoma, foram identificados 1.709 novas 

sequências contendo SSRs para seringueira, a uma frequência de um SSR a cada 2,8 kb. Já a 

busca de SNPs identificou 404.114 SNPs com frequência de um SNP a cada 125 pb. Através da 

anotação no Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), foram identificadas 

sequências anotadas a todas as enzimas referentes às duas vias de síntese de látex (mevalonato - 

MVA e C-metileritritol 4-fosfato -MEP). Apesar de as vias MVA e MEP serem muitos 

estudadas, esta foi a primeira vez que SNPs foram identificados e validados. Os marcadores 

SSRs e SNPs foram então mapeados em uma população segregante F1. O mapa genético obtido 

contém 383 marcadores mapeados em 20 grupos de ligação. Neste trabalho foram desenvolvidos 

52 SSRs e 51 SNPs do total de marcadores mapeados. Como o número de grupos de ligação 

esperado é 18 (2n=36), conclui-se que o mapa genético obtido mostra que ainda há uma 

cobertura incompleta do genoma. Devido à alta frequência de SNPs no genoma, o 

desenvolvimento de novos marcadores poderá saturar o mapa de forma homogênea, permitindo o 

agrupamento dos marcadores nos 18 grupos de ligação esperados. 
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Abstract 

Approximately 2.500 species are known to produce natural rubber. Hevea brasiliensis 

(Willd. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg. also known as rubber tree is a species native to the Amazon 

rainforest and is the largest source of natural rubber in the world. Natural rubber has been used in 

more than 40,000 products and has great importance in the tire industry. Although the Amazon 

rainforest offers optimal conditions for growth and rubber yields due to its warm and humid 

climate, this region also provides optimal conditions for the fungus Microcyclus ulei P. Henn v. 

Arx which causes the South American Leaf Blight (SALB) disease. Thus, rubber tree plantations 

have expanded to escape areas that provides new stress conditions limiting their growth and latex 

production. The rubber tree breeding is trying to create a new cultivar that is resistant to these 

new conditions but the rubber tree cycle breeding is long and does not allow a rapid cultivar 

development. Thus, molecular biology techniques could provide a greater knowledge of H. 

brasiliensis genetic and could optimize field evaluation and, thus, reduce the time and area 

required for experiments. The present work developed new microsatellites (SSRs) markers for 

rubber tree from genomic enriched libraries. The new microsatellites were characterized and 

demonstrated a high allelic variability within H. brasiliensis genotypes. The transferability rate 

in other six species of the genus Hevea was greater than 80%. To develop new SSRs and single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) markers, the panel transcriptome from two important cultivars 

(GT1 and PR255) was sequenced in Illumina GAIIx platform. The transcriptome obtained 

allowed a better knowledge about H. brasiliensis transcriptome and identified new transcripts for 

rubber tree public database. The sequences were submitted to a SSR and SNP search. The SSR 

frequency was one SSR each 2.8 kb and it was identified 1,709 new SSRs in new sequences for 
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rubber tree database. A total of 404,114 putative SNPs were detected with a frequency of one 

SNP every 125 bp. Through Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) annotation, it 

was identified contigs corresponding to all the enzymes of mevalonate (MVA) and -C-methyl-D-

erythritol 4-phosphate (MEP). Despite MVA and MEP pathways are being very well studied, 

since they are directly involved to rubber biosynthesis, this is the first time that molecular 

markers have been developed for such important pathways. The SSRs and SNPs developed were 

mapped in a full-sib population. The genetic linkage map has 383 molecular markers distributed 

in 20 linkage groups. This project contributed with 52 SSRs and 51 SNPs of the total mapped 

markers. Although the expected number of linkage groups are 18 (2n=36), the new genetic 

linkage map still has an incomplete coverage of the genome. Due to the high frequency of the 

SNPs in the genome, the development of new markers can saturate this map homogeneously. 
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Organização da tese  

O presente trabalho está apresentado no formato de capítulos e as diferentes etapas 

desenvolvidas são apresentadas no formato de artigos científicos. 

Inicialmente, será apresentada uma introdução geral e uma revisão bibliográfica que 

compreende os seguites tópicos: (1) Gênero Hevea, (2) Contexto da Cultura da Seringueira, (3) 

Marcadores Moleculares, (4) RNA-seq e (5) Mapeamento Genético, seguido dos objetivos gerais 

e específicos do trabalho.  

O capítulo I apresenta o artigo “Microsatellite marker development for the rubber tree 

(Hevea brasiliensis): characterization and cross-amplification in Hevea wild species.” que foi 

publicado na revista BMC Research Notes (5: 329,2012). Este capítulo relata o desenvolvimento 

e caracterização de marcadores microssatélites para H. brasiliensis e a transferibilidade dos 

mesmos para outras espécies do gênero Hevea. 

No capítulo II apresentamos a montagem do transcriptoma de seringueira a partir do 

método de novo. Este trabalho teve como objetivo montar e caracterizar o transcriptoma de 

painel, por ser o tecido onde se localizam os vasos latíceferos que são responsáveis por produzir 

e estocar látex, bem como contribuir para o conhecimento do conjunto de genes e sua expressão 

em seringueira. Pela primeira vez foram identificados e validados marcadores SNPs em genes 

envolvidos nas vias de síntese de látex. Os resultados obtidos foram relatados no artigo intitulado 

“De novo assembly and transcriptome analysis of the rubber tree (Hevea brasiliensis) and SNP 

marker development for rubber biosynthesis pathways” publicado na revista Plos One (9 

(7):e102665). 

O capítulo III ainda não submetido à publicação, mas também apresentado no formato de 

artigo, apresenta o mapa genético-molecular da população de mapeamento PB217xPR255 

saturado com marcadores SNPs desenvolvidos a partir de sequências ESTs e do transcriptoma 

apresentado no capítulo II e microssatélites.  

Os resultados obtidos e apresentados nos capítulos I, II, III serão discutidos nas 

Considerações Finais, seguida das Conclusões e Perspectivas. 
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Em anexo apresenta-se o mapa genético que foi publicado na revista Plos One (8: 

e61238.2013) no artigo intitulado “QTL Mapping of Growth-Related Traits in a Full-Sib Family 

of Rubber Tree (Hevea bradiliensis) Evaluated in a Sub-Tropical Climate” para o qual o trabalho 

desenvolvido durante esta tese contribuiu com 52 marcadores SSRs apresentados no capítulo I. 
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A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg.] espécie nativa da 

Amazônia, pertencente ao gênero Hevea e à família Euphorbiaceae, sendo ela a principal fonte 

de borracha natural do mundo. A borracha é matéria-prima de grande importância em diversos 

setores industriais devido à sua qualidade superior ao produto similar sintético (CORNISH, 

2001). 

Apesar de o Brasil ser centro de origem e diversidade da seringueira, o país responde 

por apenas 1,5% da produção mundial, de modo que no ano de 2013 precisou importar 53,2% da 

borracha natural consumida no país (IRSG 2014).    

A bacia Amazônica oferece condições ótimas para o cultivo da seringueira, porém a 

baixa produção da borracha natural no Brasil em regiões de clima quente e úmido se deve ao 

desenvolvimento do fungo Microcyclus ulei, causador do mal-das-folhas, principal doença da 

cultura, diminuindo bruscamente a produção do látex e limitando a produção da borracha nestas 

regiões (PUSHPARAJAH, 2001). Dessa forma, a heveicultura no Brasil tem se expandido para 

áreas de escape como, por exemplo, a região do planalto sul. As áreas de escape propiciam 

condições de estresse como baixas temperaturas, altitude elevada, vento e outras pragas. Devido 

a estes estresses existentes, o melhoramento genético vem buscando clones adaptados às regiões 

de escape por propriciarem novas condições de cultivo (PUSHPARAJAH, 1983). 

Como o ciclo de melhoramento genético da seringueira leva de 20 a 30 anos para se 

concretizar (GONÇALVES et al., 1999) existe a necessidade de desenvolver novas técnicas de 

avaliação precoce, que possibilitem diminuir e otimizar as avaliações para essa cultura. As 

ferramentas desenvolvidas pela biologia molecular são de grande importância para o 

melhoramento genético da cultura. Elas podem facilitar o trabalho e diminuir o tempo gasto nas 

avaliações de novos clones, possibilitando a expansão do cultivo da seringueira em áreas de 

escape, e assim, aumentar a produtividade da seringueira no Brasil 

Devido ao longo ciclo de melhoramento, a construção de mapas genéticos e o 

mapeamento de Quantitative Trait Loci (QTLs) buscam associar marcas genéticas a 

características fenotípicas. Desta forma, os mapa genéticos podem auxiliar na seleção de 

genótipos superiores, reduzindo o tempo dos programas de melhoramento da seringueira. Dessa 

forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver marcadores moleculares do tipo 
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microssatélite e single nucleotide polymorphisms (SNPs) a partir de sequências gênicas e 

genômicas para serem utilizados na saturação de um mapa genético. O desenvolvimento destas 

ferramentas também proporcionaram novos conhecimentos genéticos e genômicos sobre a 

seringueira.  

O presente trabalho teve como colaboradores o Centro de Seringueira do Instituto 

Agronômico de Campinas (IAC), a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), 

o Departamento de Genética da ESALQ/USP, a Unidade de Pesquisa Amélioration Génétique et 

Adaptation des Plantes do CIRAD em Montpellier-França e a empresa Michelin Ltda do Brasil. 
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Gênero Hevea 

O gênero Hevea é membro da família Euphorbiaceae que inclui outros importantes 

gêneros de culturas tropicais, tais como Ricinus (mamona) e Manihot (mandioca). De acordo 

com Bouychou (1963), a primeira descrição de uma espécie pertencente ao gênero Hevea data de 

1749 pelo botânico Fusée Aublet que descreveu o gênero Hevea, e dentro deste, a espécie Hevea 

guianensis (Aublet) .  

Em 1824, Jussieu publicou o binômio Siphonia brasiliensis, sob autoria de Willdenow. 

Como o nome Siphonia não estava de acordo com o Código Internacional de Nomenclatura, o 

gênero Hevea foi restabelecido em 1865 por Müller, que propôs para a seringueira a combinação 

conhecida hoje como Hevea brasiliensis (PIRES; SECCO; GOMES, 2002). Os mais recentes 

estudos taxonômicos foram conduzidos por Baldwin (1947), Seibert (1947), Pires (1973) e 

Schultes (1977). Baldwin (1947), baseado no levantamento acurado de “Heveas” nativas da 

Amazônia, combinando as observações citológicas, chegou à conclusão que o gênero possuía 

nove espécies. No Peru, Seibert (1947) reconheceu 8 espécies. Os estudos de Schultes (1977) 

levaram-no a reconhecer nove espécies e quatro variedades, e finalmente Pires (1973) 

reconheceu 11 espécies com a inclusão no grupo da mais nova espécie, a H. carmagoana, 

encontrada na Ilha de Marajó.   

As 11 espécies que compões os gênero são: H. benthamiana (Muell- Arg.), H. 

brasiliensis, H. carmagoana (Pires), H. camporum (Ducke), H. guianensis (Aublet), H. 

microphylla, H. nitida (Mart. ex-Muell-Arg.), H. pauciflora (Spruce ex-Benth), H. rigidifolia 

[(Spruce ex-Benth) Muell-Arg.,] H. spruceana [Benth. Muell.-Arg. Sin. H.discolor (Spruce ex-

Benth.) Muell.-Arg.] e H.paludosa (Ule) (PRIYADARSHAN; GONÇALVES, 2003), dentre as 

quais destaca-se a H. brasiliensis por apresentar maior capacidade produtiva de látex. 

Na região da bacia Amazônica, sete espécies são encontradas no alto Rio Negro, sendo 

esta região considerada o centro de origem do gênero. Já outras cinco espécies incluindo H. 

brasiliensis são encontradas mais ao sul da bacia Amazônica no alto Rio Madeira, que se localiza 

fora do centro de origem (SAHA; PRIYADARSHAN, 2012). O gênero Hevea ocorre no Brasil, 

Bolívia, Peru, Equador, Venezuela, Guiana Francesa, Suriname e Guiana. De todas as espécies 
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que compõem o gênero, apenas H. microphylla (Ule) não ocorre no Brasil (PRIYADARSHAN; 

GONÇALVES, 2003).  

O gênero é pertence a classe das dicotiledôneas e possuem como características serem 

monoicas com flores unissexuadas, apétalas, pequenas, amarelas e dispostas em racemo. As 

folhas são longamente pecioladas e repartidas em três folíolos. O fruto é uma cápsula trilocular 

grande que geralmente apresenta três sementes (PAIVA, 1992).  

Com a exceção de um clone triploide de H. guianensis (2n=54) e da existência de um 

genótipo de H. pauciflora com 18 cromossomos (BALDWIN, 1947), todas as espécies possuem 

36 cromossomos (2n=36). Apesar de o gênero Hevea se comportar como um organismo diplóide, 

acredita-se que sua origem seja anfidiplóide (2n=36; x=9) e se estabilizou durante o curso da 

evolução (ONG, 1975). Estudos de hibridização in situ revelaram dois locos distintos 18S-25S 

de rDNA e um loco 5S rDNA sugerindo a perda de 1 loco 5S rDNA durante a evolução, 

sugerindo que o gênero tenha origem alotetraplóide  (LEITCH et al., 1998).  

O gênero apresenta muita variabilidade morfológica, com uma grande amplitude de 

ambientes ecológicos, variando de florestas altas a florestas arbustivas. As espécies  H. 

guianensis e a H. brasiliensis são as mais altas do gênero, podendo atingir até 50m, enquanto H. 

camargoana e H. camporum são relatadas como árvores de porte baixo e arbustivo 

(SCHULTES, 1970). Já as espécies H. spruceana e H. microphylla estão localizadas em igapós 

ou pântanos muito encharcados, possuem troncos ventricosos na base e são vulgarmente 

designadas de “seringa” barriguda. Estas espécies são as únicas que não possuem deiscência 

explosiva e látex em todas as partes da planta (SCHULTES, 1970). 

Apesar das diferenças fenotípicas, todas as espécies podem ser cruzadas 

interespecificamente, sendo considerado um complexo de espécies devido à falta de barreira 

reprodutiva (SAHA; PRIYADARSHAN, 2012). 

  Dentre as 11 espécies do gênero, a H. brasiliensis desperta maior interesse econômico por 

apresentar maior capacidade produtiva e látex de alta qualidade; H. benthamiana, H. pauciflora 

também são espécies interessantes para os programas de melhoramento por apresentarem 

resistência ao fungo Microcyclus ulei (GONÇALVES, 2008) causador do mal-das-folhas, 
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principal doença que acomete a cultura no Brasil e uma ameaça permanente para plantações da 

Ásia e África.  

 

Contexto da Cultura da Seringueira 

Não se sabe exatamente quando a borracha foi descoberta. Os primeiros registros sobre a 

borracha datam da viagem de Cristóvão Colombo à América, quando seu uso parecia ser bastante 

difundido entre os nativos do Continente (POLHAMUS, 1962).  

Em 1743, La Condamine escreveu (“Relation abrégée d'un voyage fait dans l'intérieur de 

l'Amérique Méridionale”) a respeito de uma resina de uma árvore que os nativos de Quito e das 

beiras do rio Marañón usavam para fazer garrafas, calçados e bolsas. Estes objetos chamavam 

atenção pela sua impermeabilidade e elasticidade. Atualmente, a borracha natural é utilizada para 

a produção de mais de 40.000 produtos, incluindo mais de 400 dispositivos médicos, além de ter 

importância fundamental na indústria de pneus (CORNISH, 2001).  

Sabe-se que aproximadamente 2.500 espécies são conhecidas por sintetizar borracha, mas 

poucas espécies como Hevea brasiliensis, Parthenium argentatu e Taraxacum koksaghyz 

produzem borracha natural de alta qualidade com peso molecular superior a 1 milhão de daltons. 

A composição química da borracha consiste no alto peso molecular de cis-polisoprene 

(SAKDAPIPANICH, 2007) formado pela condensação sequencial de isopentenyl difosfato (IPP)  

(CHOW et al., 2007). Devido a esta composição química, ela é e possuidora de elasticidade, 

resistência ao desgaste, plasticidade, impermeabilidade para líquidos e gases e propriedades 

isolantes de eletricidade e não pode ser integralmente substituída pela borracha sintética 

(CORNISH, 2001). 

Dentre todas as espécies que produzem látex de boa qualidade, a H. brasiliensis é a maior 

fonte fornecedora de borracha natural, sendo cultivada em aproximadamente 11,3 milhões de 

hectares em todo o mundo. O Sudoeste Asiático é responsável por 92% da produção, seguido da 

África com 6% e América Latina com 2% (SAHA; PRIYADARSHAN, 2012). 

De acordo com dados do IRSG (2014), em 2013, a produção mundial de borracha natural 

atingiu 12,04 milhões de toneladas, das quais o Brasil contribuiu com apenas 173 mil toneladas, 
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cerca de 1,5% do total produzido no mundo, sendo São Paulo o maior estado produtor com 

53,2%. Nesse mesmo ano o consumo nacional foi de 395 mil toneladas, ou seja, importou-se 

56% da borracha consumida no país. 

Apesar da bacia Amazônica oferecer condições ótimas para o crescimento e desenvolvimento 

da cultura, nesta região também é área de ocorrência do fungo Microcyclus ulei causador do 

SALB (South American Leaf Bligth) ou mal-das-folhas que devastou plantações na região norte 

do Brasil como aconteceu nas plantações de Henry Ford no início do século XX e até hoje é 

considerado uma ameaça permanente para a indústria da borracha (PUSHPARAJAH, 2001). Por 

isso, a heveicultura tem se expandido para áreas de escape como o norte da Índia, Vietnã, sul da 

China e o planalto sul do Brasil (RAJ et al., 2005) Além das novas condições para o 

desenvolvimento da cultura, essas novas áreas propiciam condições de estresse como baixas 

temperaturas, altitude elevada e vento, que limitam a produção de borracha (PRIYADARSHAN; 

GONÇALVES, 2003). 

Desta forma o melhoramento genético em seringueira vem buscando clones que são bons 

produtores e tolerantes às condições de estresse impostas por estas áreas de escape 

(PRIYADARSHAN; GONÇALVES, 2003). Por ser uma árvore perene, seu ciclo de vida longo 

dificulta avanços no melhoramento genético. São necessários de 20 a 30 anos para se obter a 

avaliação total em testes de campo de novos genótipos oriundos de cruzamentos. Dessa forma, 

técnicas de biologia molecular podem possibilitar a diminuição e otimização das avaliações para 

essa cultura. 

 

Marcadores Moleculares 

Estudos na variação das sequências de DNA são de suma importância para estudos genéticos. 

Neste contexto, marcadores moleculares são ferramentas altamente poderosas para auxiliar 

programas de melhoramento, uma vez que podem ser usados na discriminação de acessos 

duplicados em bancos de germoplasma, em estudos de diversidade genética do material 

pertencente a estes bancos, na caracterização de variedades comerciais, na construção de mapas 

genéticos e na identificação de genes de interesse econômico, em estudos de mapeamento 
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associativo e  na seleção assistida por marcadores moleculares (SAM) (VARSHNEY; GRANER; 

SORRELLS, 2005).  

Existe uma variedade de marcadores moleculares disponíveis na literatura, como Restriction 

Fragment Length Polymorphisms (RFLPs), Random Amplification of Polymorphic DNAs 

(RAPDs), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLPs), Simple Sequence Repeats 

(SSRs) ou microssatélites e Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) sendo os dois últimos 

amplamente empregados em programas de melhoramento devido ao caráter codominante e alta 

reprodutibilidade (VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005). 

Os marcadores microssatélites são combinações de 1 a 6 pares de bases repetidas em tandem 

e a natureza de sua variação é o número de repetições das unidades repetidas que o compõem por 

processos de inserção ou deleção ocasionada por slippage no processo de replicação 

(LEVINSON; GUTMAN, 1987). Os SSRs apresentam como características principais: (1) alta 

reprodutibilidade via reações em cadeia da polimerase (PCR-Polymerase Chain Reaction), (2) 

padrão de herança Mendeliana do tipo codominante, (3) abundância no genoma e alto nível de 

polimorfismo.  

Podemos subdividir os microssatélites em duas categorias: (1) microssatélites genômicos 

e (2) microssatélites de sequências expressas (EST-SSRs). Os EST-SSRs apresentam menor 

polimorfismo comparado aos microssatélites genômicos por estarem em regiões gênicas e sofrer 

maior pressão de seleção. Estes marcadores possuem grande interesse nos programas de 

melhoramento, justamente por se encontrarem dentro de genes e possivelmente estarem 

relacionados à variação fenotípica de uma característica de interesse (VARSHNEY; GRANER; 

SORRELLS, 2005). Os marcadores microssatélites também podem ser testados quanto a sua 

transferibilidade em espécies do mesmo gênero e entre gêneros, a fim de facilitar e elucidar 

mecanismos envolvidos na divergência populacional e especiação.  

Os marcadores SNPs são variações genéticas de uma única base e são comumente 

encontradas no genoma. A partir de dados de transcriptoma, a frequência de SNPs em 

Eucalyptus grandis foi de 1 SNP a cada 195 pb (NOVAES et al., 2008), em maçã foi de 1 SNP a 

cada 149 pb (CHAGNÉ et al., 2012) e em uva 1 SNP a cada 117 pb (LIJAVETZKY et al., 2007).  
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Na literatura, os SNPs são classificados como marcadores bi-alélicos, ou seja, apenas 

duas das quatro possíveis variantes são normalmente encontradas em pelo menos 1% da 

população (WANG et al., 1998). Os SNPs localizados em sítios regulatórios de genes podem 

afetar as taxas de transcrição e mudar a expressão das proteínas correspondentes a estes sítios, 

enquanto SNPs encontrados em regiões codificadoras podem ser divididos em duas classes: SNP 

sinônimo e SNP não-sinônimo.   

O SNP é considerado sinônimo quando a mudança da base não afeta a sequência do 

aminoácido e portanto, não afeta a estrutura da proteína, porém podem modificar a estrutura e a 

estabilidade do RNA mensageiro (KWOK, 1999). Já o SNP classificado como não-sinônimo 

indica alteração no aminoácido da proteína e pode consequentemente alterar sua estrutura e 

funcionalidade. Estes marcadores se baseiam na alteração de uma única base nitrogenada no 

DNA em uma região específica do genoma. As mutações mais recorrentes são as do tipo 

transição, em que há troca de purina por outra purina (A↔G) ou de uma pirimidina por outra 

pirimidina (C↔T). As transversões são menos frequentes e acontecem quando há troca de uma 

purina por uma pirimidina, ou vice-versa (C↔G, C↔ A, T↔ G ou T↔ A). 

Low et al. (1996) descreveram pela primeira vez marcadores microssatélites 

desenvolvidos em seringueira através de uma busca em banco de dados de sequências gênicas. A 

primeira construção de bibliotecas enriquecidas em SSRs para H. brasiliensis foi descrita por 

Atan et al. (1996) e posteriormente outros trabalhos utilizando esta metodologia foram 

publicados (ROY; NAZEER; SAHA, 2004; SOUZA et al., 2009; LE GUEN et al., 2011b; 

MANTELLO et al., 2012) 

O desenvolvimento de marcadores microssatélites é fundamental para o entendimento da 

diversidade genética e fluxo gênico em seringueira, além de auxiliar programas de melhoramento 

genético na construção e saturação de mapas-genéticos e identifição de marcadores ligados a 

locos responsáveis por características de interesse econômico. Diversos trabalhos foram 

publicados em seringueira com o desenvolvimento e marcadores microssatélites genômicos 

(ROY; NAZEER; SAHA, 2004; LE GUEN et al., 2011; MANTELLO et al., 2012;) e EST-SSRs 

(FENG et al., 2008; LI et al., 2012; TRIWITAYAKORN et al., 2011), que foram utilizados para 

mapeamento genético (LE GUEN et al., 2011a; LESPINASSE et al., 2000a; 
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TRIWITAYAKORN et al., 2011; SOUZA et al., 2013;), mapeamento de QTLs (LE GUEN et 

al., 2011a; LESPINASSE et al., 2000b; SOUZA et al., 2013) e estudos populacionais (LE GUEN 

et al., 2009). Apesar dos marcadores SNPs apresentarem maior frequência quando comparados 

aos microssatélites, este marcador foi pouco explorado em seringueira. Até o momento, um total 

de 225 SNPs foram descritos para seringueira (POOTAKHAM et al., 2011; SALGADO et al., 

2014; SILVA et al., 2014). 

 

RNA-seq  

Nos últimos anos, o sequenciamento pelo método de Sanger tem sido substituído por 

sequenciadores de nova geração (NGS) para obtenção de transcriptomas, genomas e epigenomas 

que necessitam de grande volume de dados para suas análises (HAMILTON; BUELL, 2012). O 

rápido avanço das plataformas NGS associado ao barateamento dos custos desta tecnologia tem 

permitido sequenciamentos em larga escala com alta qualidade das bases, proporcionando uma 

alta relação custo-benefício (WEI et al., 2011). Dentre as diversas plataformas disponíveis no 

mercado, os sequenciadores Roche/454 e Illumina têm sido os mais citados na literatura e 

utilizam a metodologia de sequenciamento por síntese (EGAN; SCHLUETER; SPOONER, 

2012).  

A plataforma Roche 454 utiliza a técnica de pirosequenciamento para detectar as bases, 

enquanto a plataforma Illumina utiliza nucleotídeos terminadores marcados com diferentes 

fluoróforos, assim como o sequenciamento em Sanger (MOROZOVA; MARRA, 2008). A 

diferença entre as plataformas Roche/454 e Illumina não se restringe apenas em como as bases 

são detectadas, mas também na quantidade de dados gerados por sequenciamento e tamanho dos 

fragmentos sequenciados. A tecnologia do Roche/454 sequencia fragmentos maiores, variando 

de 200 até 800 pb e produz aproximadamente 700Mb enquanto a plataforma Illumina sequencia 

fragmentos menores (36-150 pb), porém com maior profundidade, produzindo até 540-600 Gb 

de dados (CARVALHO; SILVA, 2010). 

As plataformas NGS permitem rápida obtenção de dados, porém as sequências obtidas 

nestas plataformas NGS são pequenas. Dessa maneira, faz-se necessário montar e reconstruir 
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sequências que possam dar informações a serem interpretadas (MARTIN; WANG, 2011). A 

montagem de genomas ou transcriptomas a partir de pequenas sequências possui muitos desafios 

na bioinformática, por isso ao longos dos últimos anos, novos algoritmos e novas ferramentas de 

bioinformática foram desenvolvidas e/ou aprimoradas. 

Apesar do barateamento do custo de sequenciamento em plataformas NGS, a montagem 

de genomas é extremamente complexa, principalmente porque informações como tamanho do 

genoma, ploidia da espécie e a porcentagem de regiões repetitivas são de extrema importância e 

determinam a complexidade destas montagens (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). 

Recentemente, foi publicado um draft do genoma de seringueira utilizando diferentes 

plataformas NGS (Roche/454, Illumina e SOLiD) onde estão disponíveis em banco de dados 

públicos 1.1 Gb dos 2.1 Gb do genoma haplóide estimado. Como aproximadamente 78% do 

genoma da seringueira possui sequências repetitivas de DNA, a montagem do seu genoma é 

extremamente complexa. Os autores acreditam ser possível estruturar o genoma em 

cromossomos associando o sequenciamento em plataformas NGS, Bacterial Artificial 

Chromossomes (BACs) e mapas genéticos bem saturados como foi feito para a montagem do 

genoma da cevada, que possui um genoma de 5.1 Gb com 84% de sequências repetitivas 

(RAHMAN et al., 2013). 

Montar transcriptomas utilizando sequências provenientes de sequenciadores NGS têm 

sido amplamente difundido na literatura por serem menos complexas quando comparadas a 

montagens de genomas. Entender a dinâmica do transcriptoma é essencial para entender e 

interpretar elementos funcionais do genoma, revelando os constituintes moleculares de células e 

tecidos (WANG; GERSTEIN; SNYDER,  2009). O objetivo chave na obtenção do transcriptoma 

é catalogar transcritos, descobrir splicing alternativo, quantificar mudanças na expressão gênica 

de cada transcrito durante um estágio de desenvolvimento específico e/ou sob diferentes 

condições fisiológicas, além de oferecer resolução de base única que detecta diferenças de uma 

única base para subsequente identificação e desenvolvimento de marcadores SNPs em regiões 

expressas (GANAL; ALTMANN; RÖDER, 2009; LANGMEAD B, TRAPNELL C, POP M, 

2009; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009)  
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A montagem de transcriptomas sem ter um genoma de referência pode ser feita pela 

estratégia de montagem de novo (WARD; PONNALA; WEBER, 2012). Dentre os métodos 

computacionais disponíveis para o de novo, o grafo de Bruijn é o método mais difundido na 

literatura. No grafo, cada read é dividido em um comprimento fixo de k nucleotídeos (k-mer) 

onde k-1 deve se sobrepor a k de forma a montar os transcritos (GRABHERR et al., 2011; 

WARD; PONNALA; WEBER, 2012). Programas de montagem como o Trinity (GRABHERR et 

al., 2011), Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008), Oases (SCHULZ et al., 2012) e CLCBio são 

amplamente utilizados na literatura e usam o grafo para o de novo (WARD; PONNALA; 

WEBER, 2012). Os transcritos obtidos na montagem de novo são classificados e anotados em 

bancos de dados públicos como por exemplo o Gene Ontology (GO), onde suas funções são 

classificadas em três grandes categorias: (1) função molecular; (2) processos biológicos; (3) 

componentes celulares; ou o Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) onde são 

atribuídas funções biológicas e interações em vias bioquímicas (KANEHISA; GOTO, 2000; 

KANEHISA et al., 2008). Esta caracterização dos transcritos prevê suas prováveis funções e é o 

ponto de partida para outros estudos na espécie de interesse. Dessa maneira, o RNA-seq tem 

contribuído de forma significativa na transcriptômica, principalmente em estudos de organismos 

não-modelo onde não existe um genoma de referência e geralmente existe pouca ou nenhuma 

informação disponível em banco de dados como, por exemplo, a batata doce (Ipomoea batatas) 

(WANG et al., 2010) e chá (Camellia simensis) (SHI et al., 2011).  

As plataformas NGS têm provocado um impacto muito grande nos programas de 

melhoramento, principalmente pela possibilidade de desenvolver milhares de marcadores 

moleculares (microssatélites e SNPs) localizados em genes. Estes marcadores podem ser usados 

para saturação de mapas genéticos-moleculares em diversas espécies de interesse econômico, 

permitindo associar marcadores moleculares ligados a regiões de QTLs para seleção assistida por 

marcadores (SAM). 

Com o advento das tecnologias de sequenciamento NGS, em 2011 foi publicado o primeiro 

RNA-seq em seringueira, que obteve a descrição geral dos transcriptomas de látex e folha (XIA 

et al., 2011). Neste mesmo ano, Triwitayakorn et al. (2011) publicaram um transcriptoma do 

meristema apical, com objetivo de buscar e desenvolver marcadores EST-SSRs para a 

construção de uma mapa genético e, mais recentemente, Li et al. (2012) descreveram o 
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transcriptoma de painel e Salgado et al. (2014) decresveram o transcriptoma geral com diversos 

tecido. A partir destes trabalhos foram desenvolvidos e caracterizados marcadores EST-SSRs (LI 

et al., 2012) e SNPs (SALGADO et al., 2014). 

 

Mapeamento Genético 

              Muitas características importantes na agricultura, como produção de grãos, altura da 

planta e teor de proteína têm natureza quantitativa e são controladas por vários genes. Regiões 

cromossômicas que controlam caracteres com padrão contínuo de variação fenotípica são 

chamadas de QTLs (Quantitative Trait Loci) (FALCONER; MACKAY, 1996; LIU, 1998; 

LYNCH; WALSH, 1998). Para identificação destas regiões é de fundamental importância que 

sejam construídos mapas genéticos.  

Um mapa genético é uma sequência linear de marcadores dispostos em grupos de ligação, 

indicando as regiões do genoma em que estes marcadores se encontram. Atualmente, marcadores 

moleculares como AFLPs, RFLPs, RAPDs, microssatélites e SNPs são amplamente utilizados 

em estudos de mapeamento genético, de modo a proporcionar uma ampla cobertura do genoma 

e, consequentemente, gerar mapas genéticos saturados. A partir de um mapa genético bem 

construído pode-se realizar o mapeamento de QTLs, permitindo, então, estudos sobre a 

arquitetura genética de caracteres importantes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; SIBOV et 

al., 2003a, 2003b).  

              O princípio básico para o mapeamento genético foi desenvolvido por Sturtevant (1913), 

o qual utiliza a porcentagem de recombinantes como indicador quantitativo da distância linear 

entre dois genes na construção de mapas genéticos. Os mapas desta época mostravam que a 

posição dos genes correspondia à sua ordem linear nos cromossomos (GARDNER; SNUSTAD, 

1986; GRIFFITHS et al., 1998). Dessa forma, marcadores que possuem uma frequência de 

recombinação maior que 50% podem pertencer a cromossomos diferentes ou estarem ligados ao 

mesmo cromossomo, mas muito distantes um do outro. De modo contrário, quanto menor a 

frequência de recombinação entre os marcadores, maior a proximidade entre os mesmos. 

Baseando-se neste princípio, os marcadores são ordenados e suas frequências de recombinação 
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são transformadas em distância através do mapeamento, sendo as funções de Haldane 

(HALDANE, 1919) e a de Kosambi (KOSAMBI, 1944) as mais utilizadas.  

A função de Haldane admite que a ocorrência de permuta se dá de modo independente 

(ausência de interferência), seguindo uma distribuição de Poisson, enquanto a função de 

Kosambi admite a ocorrência de permutas próximas como eventos não independentes (presença 

de interferência). Assim, a função de Haldane assume a interferência completa entre regiões 

arbitrariamente próximas, sendo decrescente para locos mais distantes e iguais a zero para locos 

independentes (LIU, 1998; WEIR, 1996).  

 

            Para a construção de um mapa de ligação torna-se fundamental a escolha de uma 

população segregante onde os genitores desta população possuam características 

agronomicamente contrastantes. As populações de mapeamento mais utilizadas são F2, 

retrocruzamentos e RILs entretanto, estas populações são originárias de linhagens endogâmicas, 

as quais não estão disponíveis para todas as espécies. Em espécies arbóreas como a seringueira, 

há uma grande dificuldade na obtenção de linhagens endogâmicas devido ao longo ciclo de vida 

e por sofrerem depressão por endogamia. Dessa forma, Grattapaglia & Sederoff (1994) 

propuseram a utilização de uma estratégia, denominada de pseudo-testcross, que permite a 

construção de mapas de ligação com base na progênie F1 de genitores heterozigotos. Nessa 

abordagem, a fase de ligação não é conhecida a priori, mas é inferida a posteriori com base na 

segregação da progênie. Esta estratégia apresenta a desvantagem de utilizar apenas marcadores 

com segregação 1:1, ou seja, apenas marcadores que sejam polimórficos em um dos genitores.  

A construção de mapas integrados é de extrema importância, pois muitos dos efeitos 

genéticos interessantes para o melhoramento de plantas (dominâncias e epistasias) só são 

possíveis de serem estimados com metodologias que construam um mapa único da população. 

Dessa maneira, Wu et al. (2002) propuseram estimar a fração de recombinação e a fase de 

ligação em marcadores genéticos moleculares em uma população F1 segregante utilizando o 

método de máxima verossimilhança. Por isso, marcadores codominantes classificados neste 

artigo como marcadores do tipo A, B e C, ou seja, marcadores com segregação 1:1:1:1, 1:2:1 e 

3:1 respectivamente são considerados mais informativos por apresentarem polimorfismo nos dois 

genitores e são essenciais para a integração dos mapas.  
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Em seringueira, Lespinasse et al (2000a) publicaram o primeiro mapa genético para 

seringueira utilizando a estratégia duplo pseudo-testcross. O mapa sintético contém 717 marcas, 

dentre as quais 301 eram marcadores RFLPs, 388 AFLPs, 18 microssatélites e 10 isoenzimas que 

foram distribuídos em 18 grupos de ligação.  

Mais recentemente, Triwitayakorn et al (2011) e Le guen et al (2011a) publicaram novos 

mapas genéticos para seringueira. Le Guen et al (2011a) obtiveram um mapa sintético com 110 

microssatélites, 1 sequence target site (STS) e 2 AFLPs distribuídos em 18 grupos de ligação. Já 

Triwitayakorn et al (2011) obteve um mapa sintético com 23 grupos de ligação obtidos com 97 

marcadores SSRs. O número de grupos de ligação obtidos por Triwitayakorn et al (2011) excede 

o número haplóide de grupos de ligação esperado (n=18). Como este trabalho utilizou 

marcadores microssatélites também utilizados por Le Guen et al. (2011a), foram encontrados 

grupos de homologia, sugerindo que maior saturação deste mapa genético poderá unir os grupos 

de ligação que estão separados.   

Souza et al (2013) publicaram um mapa integrado de H. brasiliensis. Este mapa foi 

construído com 284 marcadores microssatélites, dentre os quais 138 (48,6 %) apresentaram 

segregação 1:1, 31 (10,9 %) a segregação 1:2:1 e 115 (40,5 %) a segregação 1:1:1:1. Este mapa 

apresentou um comprimento total de 2668.8 cM distribuídos em 23 grupos de ligação, mesmo 

número encontrado por Triwitayakorn et al. (2011). O autor sugere que outros tipos de 

marcadores sejam usados para poder saturar o mapa e poder unir grupos de ligação e chegar em 

18 grupos de ligação. 
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Objetivo Geral 

 Este projeto teve como objetivo contribuir para o conhecimento genético e genômico da 

seringueira por meio do desenvolvimento de um mapa genético-molecular com marcadores 

gênicos e funcionais. 

 

Objetivos Específicos  

• Construir bibliotecas enriquecidas e desenvolver marcadores microssatélites  

• Caracterizar os locos de microssatélites com relação a otimização das condições de 

amplificação, tipo de repetição, número e tamanho dos alelos amplificados; 

• Montar e caracterizar o transcriptoma de painel de seringueira 

• Identificar SNPs e SSRs no transcriptoma  

• Desenvolver e validar marcadores SNPs em acessos de H. brasiliensis;  

• Saturar o mapa genético-molecular da população de mapeamento PB217 x PR255 
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Additional file 1 – Characterization of all of the developed SSR markers.  
SSR 
locus 

Gene bank 
acession nº Primer sequence (5’-3’) 

predicted 
product 
size (bp) 

Repeat motif TAb(ºC) NAc 
size 

range 
(bp) 

He
d Ho

e PICf 

HB 31a JQ655710 CCACTGTTTGTGTCATTTGGA 174 (GGAA)3 60 6 173-182 0,8083 1 0,7234 

  TGGACAAGCAAAACAGCCTA  
 

      
HB 32a JQ655711 TCCCATTCCATTCCATTCA 238 (CT)6 CC (CT)6 58,8 4 236-242 0,7059 0,2222 0,6072 

  AAACCGATAGCAAGCACCTC  
 

      
HB 33a JQ655712 GATAATTGCTTCCTGGTCA 188 (ATG)3(ATGA)5 50 6 181-188 0,7917 0,3750 0,7133 

  AATGCCTTCTTTCCCTAAC  
 

      
HB 34a JQ655713 TGGGGGATATCACAACACCT 195 (GAT)6 60 1 195 0 0 0 

  CAGCCGATCTCGATTCATAAC  
 

      
HB 35a JQ655714 ACGCGTGAGTCTTGAGTAAAT 157 (TCC)6 60 2 156-159 0,2941 0,3333 0,2392 

  AGTGGCCAAGAAAGAATAAAA  
 

      
HB 36a JQ655715 TACTACCCATCCACCAACCTAA 230 (AG)18 60 4 217-239 0,6732 0,6667 0,5652 

  TCTCTGCAACGATAATGAACG  
 

      
HB 37a JQ655716 AGTATTCATCAGCTTCGCACAT 155 (GAA)8 47,5 3 154-161 0,6333 0,0000 0,5112 

  TTTATCATCATCACCATCATCC  
 

      
HB 39a JQ655625 GAGGCCTTCGAAATGATGG 204 (ATC)10 60 1 204 0 0 0 

  ATGAATGGTTGCTTGGTGAAT  
 

      
HB 41 JQ655599 AACCAGCCACTCTTTTGACCT 173 (AC)23 56 5 141-173 0,6732 0,5556 0,5995 

  TCCTTGCATGTTGATTTCTGTT  
 

      
HB 42 JQ655600 AAATTGGCAGCTTGTTCTTG 214 (TG)10C(GT)6 56 5 203-214 0,5556 0,6667 0,4966 

  TCGGTTGGATATGGTGTCA  
 

      
HB 43 JQ655601 TTGTCTCCCCTTAATTCTGCTCTT 214 (TC)18 56 6 221-259 0,7320 0,6667 0,6597 

  GTGATCTGCCCATAACTACTCCAT  
 

      
HB 45 JQ655602 GTCAGAAGCAACCCACAAAC 170 (AG)16 56 7 156-201 0,7647 0,6667 0,6803 

  ATGCTTACCCAAAAATCAATG  
 

      
HB 47 JQ655603 ATCCTTGCATTCACTTCTCT 170 (TC)8 60 3 152-185 0,5817 0,2222 0,489 

  ATCCCACTATAATTTGTTTTCTC  
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HB 48 JQ655604 CGGGAATCGACGACTGAAATGG 223 (GT)5 60 1 215 0 0 0 

  CGCCGCGTATGCACCTGAAC  
 

      
HB 50 JQ655605 TCCTTGACCCAGAAACATTG 210 (GT)10 52 3 196-210 0,3072 0,3333 0,2686 

  TGTTCTTTTCGGCAGGCTAT  
 

      
HB 51 JQ655606 AACCATCGCTACCTTCTGCTA 214 (TG)14 52 2 196-201 0,5385 0,1429 0,375 

  TTTGGTTAATGTTCGTGCTCA  
 

 
 

 
  

 
HB 52 JQ655607 ACCCTACTATCCTATCGTCTTG 207 (TC)21 60 6 176-202 0,8235 1 0,7429 

  AAAATCGTAGCTTCTTCATCAG  
 

      
HB 53 JQ655608 CCAGCTTGAGGGAGAGTGTT 216 (TG)11 64 6 204-223 0,8170 0,8889 0,7368 

  TAGCAAGGAGGGAGAAAAGAG  
 

      
HB 54 JQ655609 AAAAAGAAGAAAAGAAAGAAGAGA 176 (AG)13 60 4 168-183 0,6405 0,4444 0,5501 

  ATATCCGAGTTTGAAGAGGTAGGT  
 

      
HB 55 JQ655610 AGATGGGCATGTTTTCGTTGTA 171 (GA)15 60 6 174-192 0,7451 0,5556 0,6611 

  TTTTTGCCCCTCCCTTATCA  
 

      
HB 56 JQ655611 TTGAATTGAGAAGAAGGTGAA 257 (AG)5 56 1 255 0 0 0 

  CCGACAACTGGAACTAATACT  
 

      
HB 57 JQ655612 AGCCTGCGATCACAACAAT 174 (AG)16 60 5 147-174 0,6000 0,7500 0,525 

  TGCCTCACACCCTCACCT  
 

      
HB 58 JQ655613 GCAGAGATGAGAAGGCAAGTAG 189 (TC)12 60 5 161-187 0.6928 0.7778 0,6035 

  AACCCAATAACGTCAACAAATC 
        HB 60 JQ655614 TGCTTCTTCTCTTCATAACCTCAT 164 (CT)13 52 2 151-161 0,1250 0,1250 0,1103 

  AGCAGCCAACAATTCTCAGTG  
 

      
HB 61 JQ655615 AACACATTTTGACCTGACTTCT 171 (GA)14 56 4 150-172 0,5948 0,7778 0,5117 

  AGGTGCTTAGCTTACATTTTTC  
 

      
HB 62 JQ655616 CTAGGCTGGCTGGGAAATCAAA 130 (TCT)6 60 3 122-112 0,3417 0,1250 0,2944 

  CCAGGCACAAGGGGAAAAA  
 

      
HB 63 JQ655617 AGGTTACGTCTTGGGATAGTTG 253 (TG)9(GA)11 60 5 198-236 0,7059 0,5556 0,6213 

  TTTTTCACCCAGGTCAGCATAA  
 

      
HB 64 JQ655618 AATCCACCCAGCCTTACAG 174 (AG)17 60 7 146-199 0,7451 0,8889 0,6789 

  AATTGGTGAGCTTCGTTTTT  
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HB 66 JQ655619 TATGGGAAATGGTAAGACACA 270 (TTC)5 60 3 273-279 0,5033 0,4444 0,4035 

  AAAGAATATTGCAAAAACAGG  
 

      
HB 68 JQ655620 GTTATTTTCCCCATCCTTTGA 148 (CT)15 60 6 152-167 0,8105 0,5556 0,7297 

  CTCCGCATTTGTTTTCTGTG  
 

      
HB 69 JQ655621 CGTTATTCCCAGGGTAAGATG 162 (CT)23 56 5 155-172 0,6667 0,7500 0,586 

  GCCTAATCCGGTAGCTGTCA  
 

      
HB 70 JQ655622 CAGCAGATGAGTCCGCAGTT 168 (CTG)7 56 3 161-167 0,5686 0,2222 0,4408 

  TCCAAGAATGATCCCAAGAGC  
 

      
HB 71 JQ655623 ATTTGCTAGAGTTTGGTTGTGA 187 (CA)7 54 2 186-188 0,1111 0,1111 0,0994 

  ATGTTATGGGATCTCGTATTC  
 

      
HB 73 JQ655624 ATTGCCCATAAAACCCTTCC 226 (AC)10 60 3 206-228 0,5686 0,4444 0,4408 

  AACCCCAGATGCACTTCAGAT  
 

      
HB 77 JQ655626 ACTAGCGGCACAAGAGGTTTTT 150 (CT)18 60 3 140-153 0,6209 0,4444 0,5174 

  TTGGGGGTTTATGCAGTGTTCA  
 

      
HB 78 JQ655627 CCATAGGGAAAGAAAAGAAAAA 200 (TC)9 56 7 186-210 0,8497 1,0000 0,7777 

  TCAACCTGTCCAAAAGAGAAG  
 

      
HB 79 JQ655628 CTGGTGTGAAAACGGTAGAA 184 (ATT)5 56 1 176 0 0 0 

  AGAATAGAAAAAGCCTCAAAAT  
 

      
HB 80 JQ655629 AGTTTCCTGGCATCTTCTGA 188 (AT)5 (GT)8 56 1 177 0 0 0 

  TTTGCATGTCTGTTACTGTTGT  
 

      
HB 81 JQ655630 CAAAAACCTTGCCCCAGTAA 165 (AG)20 60 4 187-212 0,7167 0,8750 0,6116 

  GTGCTTTGTGTGCATGTGTG  
 

      
HB 82a JQ655631 ATATGCACGTGCTTGAATGT 166 (CCA)4 (CCT)6 56 4 168-175 0,7000 1,000 0,5945 

  AAGCGACTAGTGTTATGAAATC  
 

      
HB 83a JQ655632 AAGAAACGAAAAAGGAGATAAT 180 (AAAG)4 60 3 165-181 0,5033 0,6667 0,4035 

  TAACCCTAATAATGTGCCAATG  
 

      
HB 85a JQ655633 GCTGATCTAACTTTGTTACTCG 195 (GAG)7 56 1 195 0 0 0 

  GAATCAACCGTGGACTCAT  
 

      
HB 86a JQ655634 AGTGGCCAAGAAAGAAAAAG 148 (GGA)4 56 1 169 0 0 0 

  TGTGTAAATGTATGCGTGAGTC  
 

      



36 
 
 

 
HB 87a JQ655635 TCACTGAGAGGGAGGGGAAGAG 183 (AGG)4 56 1 181 0 0 0 

  GGCCAAACCATCGCAAACA  
 

      
HB 89a JQ655636 AAAGAAAAGCAATATCCAGTCA 133 (GAT)8 56 1 133 0 0 0 

  TCCTCTTCATCTTTCTTTCATC  
 

      
HB 91a JQ655637 TGGACATAAAGCAAATAAAAGA 160 (TGA)5 56 1 158 0 0 0 

  GAGAAGCTAGATGAGGAGGAAG  
 

      
HB 92a JQ655638 TTTTCCTTTTGTCTTTTTCTTT 182 (GTTTT)3 ...(CCT)7 TD- 3 4 233-255 0,7516 0,7778 0,6571 

  ACCCACATAACCTTCATCACAT  
 

      
HB 94a JQ655639 TGGGGGATATCACAACACC 185 (GAT)6 TD- 3 1 185 0 0 0 

  CGATTCATAACGAGATTCAGA  
 

      
HB 95a JQ655640 TGGAATTCGCAAAAGAGCAC 219 (CTC)6 60 2 225-245 0,4706 0,2222 0,3457 

  GAATGATCGAGGGAAAATGGA  
 

      
HB 98a JQ655641 CTTGTGGTCGCCTTTCTT 184 (CAT)6 TD- 3 3 190-180 0,3072 0,3333 0,2686 

  TGATTGTGCTTTGATTCTATTC         
HB 99a JQ655642 GTAATGAATGGTTGCTTGGTGA 195 (GAT)6 TD- 3 1 195 0 0 0 

  GAGGCTTCGAAATGATGGAG  
 

      
HB 100a JQ655643 AGCTGCATTGACTTTTGTTC 218 (CTT)9 60 6 214-250 0,8170 0,8889 0,7368 

  GCGTGGGTTAATCATCAG  
 

      
HB 101a JQ655644 TCTTCATCCTTCTTCATCAACT 144 (CAT)9 60 2 132-142 0,2092 0,2222 0,178 

  TACGTCACAGCTAAAAAGAAAA  
 

      
HB 102a JQ655645 TTCCGAATGCATGTTTCTTG 195 (CTC)6 56 2 157-195 0,1111 0,1111 0,0994 

  AATAAATAAGGCGGCAGCAG  
 

      
HB 103a JQ655646 AATATGGATCAGGCAAAGCAG 165 (GAG)5 56 2 161-164 0,2092 0,2222 0,178 

  ATTCTCTTCCTCCGCTCCTC  
 

      
HB 104a JQ655647 TGACTTGCTGCCAATATGAA 158 (ATA)5...(GGAT)5 TD- 3 4 156-173 0,6923 0,5714 0,5849 

  CCATAGCCTCTCCCCTCTCT         
HB 105a JQ655648 CTACGGTGGGCATTGGTAAT 200 (GA)19 (GAT)4 56 9 176-224 0,8954 1,0000 0,8291 

  GCCAAGTATTTGCATCTTCG  
 

      
HB 106 JQ655649 GGGTGACAGCTTGGTTTCAT 235 (CA)16  (CA)10 56 4 214-230 0,6993 0,4444 0,6111 

  CCAATAAGAAGAGAGGGGAACA  
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HB 109 JQ655650 CTAACTAGAGCCTCCGTATGTC 192 (CATAAA)3 60 3 190-198 0,2037 0,2157 0,1939 

  TGCCACCCAGTTCAGTAAG  
 

      
HB 110 JQ655651 ATGCAGCGATGTAGATAAAAGA 285 (GC)5(CA)5...(GA)14 56 7 260-273 0,8562 0,7778 0,782 

  TCAAGATGTAAGCACCAGAACT  
 

      
HB 111 JQ655652 TTCCTTCCAAACCTCAATACT 149 (TCTG)3 56 1 147 0 0 0 

  AAAACTAATCAAAGCAAATCTG  
 

      
HB 115 JQ655653 ATCTGCATCCCAAGGGACTA 219 (GA)14 56 0 212 0 0 0 

  AAGCATCAACCCTCTCTTCATC  
 

      
HB 117 JQ655654 CATAGCCTCACGCTACCTCA 197 (GT)22 60 6 161-190 0,7647 0,8889 0,6868 

 
 TGGGTGAGTGGATGTTGTTC 

        HB 118 JQ655655 GCACAAGCAATCACATCC 177 (AC)5(AG)16 TD -1g 5 195-208 0,6732 0,3333 0,5995 

 
 TCTCTTCTTAACTCAACATCAA 

        HB 121 JQ655656 GCTACTGGGCTGTGACTATGG 212 (TG)15 TD -1g 4 218-245 0,7124 1,0000 0,6132 

 
 ATTTTGGTTTTGCAGATGACG 

        HB 122 JQ655657 TCTCGGAATTTTGCCTCTC 170 (CA)5...(TC)9(TG)6 TD -1g 3 188-200 0,5917 0,5000 0,4555 

  
AAGCGAAGCGGTTTATTGA 

        HB 123 JQ655658 GGGCCAACATGACAACAG 170 (TC)19…(AT)5 TD -1g 7 175-205 0,8170 0,8889 0,744 

  
TGAAGCGAGATCTACAAACACT 

        HB 127 JQ655659 ACCTACGTCAACTACCAAAAAC 215 (CT)15 TD -1g 4 241-260 0,3987 0,3333 0,354 

  
AAACATCAAATTCCAAACAGA 

        HB 128 JQ655660 CGTGTAAAGTGTTAGCCAAA 216 (AC)12…(AG)17 TD -1g 2 202-235 0,5033 0,5556 0,3623 

  
AGGGTTGCAATATTCTCCTT 

        HB 132 JQ655661 AATTGGGATCTTAGTGTTTTT 20 (CT)10…(CT)8 TD -1g 2 265-270 0,3660 0,2222 0,2859 

  
TTTTCTGGAGCTAGTTGTGTAA 

        HB 133 JQ655662 GCGCTGCAGTTCCTCTTC 225 (TC)16 TD -1g 5 234-243 0,7712 0,6667 0,6844 

  
TCTCATCAATACAAACCCACTC 

        HB 134 JQ655663 AAAGTTCTACAAAATGGACACA 231 (CA)22 TD -1g 1 231 0 0 0 

  
CAGATGACACTCGGGTATGA 

        HB 135 JQ655664 CAACTCTCCACCCTTCTTTCTA 225 (TC)17(CA)19 TD -1h 6 222-250 0,8627 0,7778 0,7891 

  
AATCGCTGTTTCATCTGTCAA 
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HB 137 JQ655665 CTCCCCTTATTTTGGCTTCC 208 (TC)28…(CT)5…(TC)23 TD -1g 1 208 0 0 0 

  
TGTGTCATGACCGTATTTCTG 

        HB 139 JQ655666 CAAAATGGAGGGATAAATAAAT 238 (GA)15 TD -1h 4 232-260 0,6417 0,3750 0,5471 

  
ACTAGGAGGTACCCATCTTCAG 

        HB 140 JQ655667 GATGGCAGGGGAGAGTTC 199 (TAT)4 TD -1g 1 212 0 0 0 

  
CCAAAAGTCGCAAAATAGG 

        HB 141 JQ655668 AGGGCCTTCAAGtACAATCT 188 (GT)9 TD -1g 5 190-205 0,7386 0,3333 0,65 

  
GCTTCTTTTAGCAGTGTGGT 

        HB 142 JQ655669 CCTGTTGACAATTACTGTCTTG 204 (AGAC)3 TD -1g 1 204 0 0 0 

  
ATCTCTCGCTGGCGATACTA 

        HB 144 JQ655670 ATTTGGAGCACTCACACACT 178 (TG)5,15 TD- 2 3 185-200 0,3922 0,4444 0,3402 

  
TGACTCTCTCATTTGGGATT 

        HB 148 JQ655671 ATAAGGATCATGTCCCAGTG 164 (AC)18 TD -1g 1 160 0 0 0 

  
TGATGAAACTGTTGTGGATG 

        HB 149 JQ655672 CCCACTTCATTCTCTTCTCA 205 (CT)18 TD -1g 2 205-233 0,4706 0,4444 0,3457 

  
CTTTTGCAGGAACATAGACC 

        HB 150 JQ655673 AATGGACACACACACATCAG 222 (CA)22 TD -1g 4 231-248 0,7417 0,1250 0,6357 

  
GATCAGATGACACTCGGGTA 

        HB 151 JQ655674 ACCTTTTGATGAGAGTGTGC 177 (TC)10(CA)11(CG)6 TD -1g 7 186-220 0,8497 0,6667 0,7758 

  
CTCTTTGTTGAGCGTGTGT 

        HB 152 JQ655675 TATTTTGGAGCTTTGGGTGTTC 197 (CT)17(CA)7 TD -1g 7 190-224 0,8562 0,6667 0,7858 

  
CTGAGAGCGTTGTATGGGTGTG 

        HB 154 JQ655676 GACCATTTCCACTGCTCAA 245 (TC)5 TD -1g 1 245 0 0 0 

  
GGAAAAAGAAAAACCCAAGAAT 

        HB 155 JQ655677 AACAAGACATAGCAAAAAGAAT 258 (TG)11(GA)20 TD -1g 4 248-258 0,7582 0,6667 0,6658 

  
TTAAAGAACCCAAGGAAATG 

        HB 156 JQ655678 TTCTAATACCTTTGGGGACTC 258 (CA)7 TD -1g 1 258 0 0 0 

  
AACAAAAGAATCGAAGGAAGA 

        HB 157 JQ655679 TGGCATTCGAGGCAAAAA 245 (TG)11(TGTC)3 TD- 2 1 245 0 0 0 

  
TTAAATGGAAGGAAAGGAAGG 

        



39 
 
 

 
HB 158 JQ655680 CAACCATGGTCAATGACTCG 241 (AAC)4 TD -1g 1 241 0 0 0 

  
ACTGTGATCCTGCACGTGTT 

        HB 160 JQ655681 TTGGGTTTAGTGATGCCTATTC 163 (TG)10 TD -1g 5 173-188 0,4052 0,4444 0,3677 

  
GCCACAGCTAAATTGCCTAAA 

        HB 161 JQ655682 GAGCCATGAACACCAAACAA 221 (AG)8...(AG)7 TD -1g 3 213-234 0,2157 0,2222 0,1939 

  
GTGCTTTCAATCCCCGATAG 

        HB 162 JQ655683 TGACTACTCTCTTCCCGTCTCT 188 (TGCA)3 TD -1g 1 205 0 0 0 

  
ATTTGCCTGCTCTCTTCACC 

        HB 163 JQ655684 CTCTATTTGCTGAGAAAGTCCA 250 (TG)22 TD -1h 4 237-265 0,7333 0.8000 0.6102 

  
CCATCAAACGTCAGCAAGA 

        HB 164 JQ655685 TCTGCATAAGATGGTGAGGGTA 178 (TG)20 TD- 2 1 178 0 0 0 

  
TGATCCTGGCTCCATACATTC 

        HB 166 JQ655686 CTGGACCCATTTCGTGCTA 186 (GA)18 TD- 2 6 182-205 0,6275 0,4444 0,5664 

  
GGATATCCTACCCGTTACCC 

        HB 167 JQ655687 ATGCAGACTAATTAACAAGAGC 225 (AC)6...(GA)14 TD- 2 4 228-240 0,7059 0,4444 0,6072 

  
TTAAACAATGAACAATGGACAC 

        HB 168 JQ655688 CATTTAACTAGGATTGCTTGTG 177 (GT)9 TD -1g 2 180-190 0,1111 0,1111 0,0994 

  
CATACTGCCCTGATTGACC 

        HB 170 JQ655689 GCTTCAGCTATGGACTACCC 141 (AC)18 TD -1g 7 262-290 0,8627 0,7778 0,79 

  
TTGATGAAACTGTTGTGGATG 

        HB 171 JQ655690 TAGGCCCTGACTTGCTCTGATA 169 (AC)18 TD- 2 1 169 0 0 0 

  
AATTGCCCACTCTTGCTTACG 

        HB 172 JQ655691 TTTCAGCTCACTCAACAATAAG 130 (AC)11 TD -1g 2 140-150 0,5033 0,3333 0,3623 

  
ACAGCAGATAGTAGATGAACCT 

        HB 173 JQ655692 CTCCCTCCCGCATTATCTGT 190 (TG)20 TD -1g 3 192-200 0,5033 0,6667 0,4035 

  
TATCCTACCTTGAAGCACTGAA 

        HB 174 JQ655692 TTCAGTGCTTCAAGGTAGGAT 138 (TTC)11 TD -1g 7 138-165 0,7386 0,8889 0,6695 

  
GAACAGGGAATATAAACGAACA 

        HB 176 JQ655693 GAATGGAGGAATTGCGATTTAC 229 (GT)15 TD -1g 5 245-270 0,8333 0,8333 0,726 

  
TTTTTGCATGCCCATATGTC 
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HB 177 JQ655694 TCTCTTTACTAATTTGCTTTGA 161 (AC)13 TD- 2 6 177-190 0,8417 0,5000 0,7588 

  
ACCACCTCCACTATTCTATCTG 

        HB 178 JQ655695 GGTTTCTGCTCCTTGACAC 265 (CT)20 TD -1g 6 260-285 0,7843 0,7778 0,699 

  
AACTTTTCCTATTGACCCATTA 

        HB 179 JQ655696 TTATTTGCCTTGGGGAACT 189 (AC)7 TD -1g 4 210-228 0,7124 0,5556 0,6119 

  
GTGGATGGGCAGGACAGG 

        HB 182 JQ655697 TGCAGGGCCAAGAAGAGATG 164 (TC)20 TD- 2 5 170-180 0,7333 0,2500 0,6533 

  
TACAAAGCAAGGGGGATGACC 

        HB 183 JQ655698 TCTAATGCCTTTGGGACTCT 164 (CA)7 TD -1g 3 176-183 0,4510 0,5556 0,3709 

  
TTCAAAATAGCTAGGGTGTTC 

        HB 185 JQ655699 TAGGACCATATCAGAAAAGAAC 173 (GA)17 TD- 2 3 180-200 0,5229 0,2222 0,4377 

  
TTAAACCAGAGGAAACTATCA 

        HB 186 JQ655700 CTCTCCCTTTCTCTTGTTTTT 264 (TC)19 TD- 2 5 250-270 0,7190 0,7778 0,6402 

  
TTAGTATTGATCCTCGGCTGAA 

        HB 188 JQ655701 ATGACATAACCCTAGAGCAACC 249 (TG)7 TD- 2 1 249 0 0 0 

  
TAGGGAGATGAAATGAAGGAAC 

        HB 189 JQ655702 AACTGGATTTGGTCATCTCT 225 (AC)9 TD- 2 3 220-230 0,3072 0,3333 0,2686 

  
TTCAGAAGAACACACAGTGA 

        HB 190 JQ655703 TTAGGTATTCTACGGGATCA 157 (CT)12(TC)15 TD -1g 9 178-299 0.9150 0.7778 0,8496 

  
AGCCCATTAAAACCTTACTC 

        HB 192 JQ655704 CTGATAAATTAGGGTTCCAC 183 (TC)20 TD -1g 4 166-190 0,6601 0,4444 0,5567 

  
ATTGAGATTAGCTGAAGAGC 

        HB 194 JQ655705 CGTGACTCACAACTTTCTTT 222 (CT)11 TD -1g 4 210-240 0,6863 0,5556 0,5917 

  
AGGAGCCATTTTTGAGAG 

        HB 195 JQ655706 CACCGTGTGACATAACTTACTC 161 (AC)10…(CT)5 TD -1g 4 162-167 0,6340 0,6667 0,5392 

  
CACTAGCAGGCTTGGGAAA 

        HB 197 JQ655707 GGAGGGTGAATGTTCCACA 213 (AG)20 TD -1g 7 206-238 0,8170 1,000 0,744 

  
TAGGCTCCATTTGCTTCGAT 

        HB 198 JQ655708 TCGAAAGTGCTCAGACCAGA 158 (TC)20(CA)13 TD -1g 5 152-174 0,4837 0,2222 0,434 

  
CCGAACTTAGGGTGTTACAGAg 
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HB 199 JQ655709 ACTTGGAGCACTCACACACC 186 (AT)5…(GT)15(GA)19 TD -1g 1 186 0 0 0 

  
AGAAAGTCCGGCTGAGTTGA 

 
 

       

 

 
 
 
 

a-primer pairs developed by trinucleotide enriched library 
b-annealing temperature 
c-allele number 
d-expected heterozygosity 
e-observed heterozygosity 
f-polimorphism information content 
g- 55ºC to 50ºC (-0.5ºC per cycle) 
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Supporting Information  
Table S1. Genotypes of H. brasiliensis used for SNP validation and characterization. 

Clone number Clone Genealogy (1) 
1 RRIM 600 Tjir 1 x PB 86 
2 RRIM 606 Tjir 1 x PB 49 
3 RRIM 701 44/553 x RRIM 501 (Pil A 44 x Lun N) 
4 RRIM 728 GT 1 x RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) 
5 RRIM 729 RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) x Fx 25 (F 351 x AVROS 49) 
6 RRIM 805 RRIM 628 (selfed) 
7 RRIM 809 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) x RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) 
8 RRIM 913 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) 
9 RRIM 915 RRIM 605 (Tjir 1 x PB 49) x PB 5/51 (PB 56 x PB 24) 

10 RRIM 937 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 703 (RRIM 600 x RRIM 500) 
11 RRII 105 Tjir 1 x Gl 1 
12 PB 217 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB 69 
13 PB 233 PB S/15 x PB 5/63 (PB 56 x PB 24) 
14 PB 235 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB S/78 
15 PB 260 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB 49 
16 PB 311 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) x PB 235 [PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB S/78)] 
17 PB 346 PB 235 (PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB S/78) x PB 218 
18 PC 140 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 703 (RRIM 600 x RRIM 500) 
19 RRIC 100 RRIC 52 x PB 86 
20 IAC 306 AVROS 49 x RRIM 509 (Pil A 44 x Lun N) 
21 IAC 307 AVROS 1328 (AVROS 214 x AVROS 317) x PR 107 
22 IAC 309 RRIM 626 (Tjir 1 x RRIM 600) x Fx 25 (F 351 x AVROS 49) 
23 IAC 313 RRIM 511(Pil A 44 x Pil B 16) x AVROS 1518 (AVROS 214 x AVROS 

256) 24 IAC 318 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) x Fx 3899 (F 4542 x AVROS 363) 
25 IAC 500 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) ill. 
26 IRCA 27 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) 
27 IRCA 209 GT 1 x RRIM 605 (Tjir 1 x PB 49) 
28 IRCA 230 GT 1 x PB 5/51 (PB 56 x PB 24) 
29 IRCA 707 PB 235 [PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB S/78] x RO 38 
30 IRCA 1159 PB 260 (PB 5/51 x PB 49) x RO 38 
31 GT 1* Primary clone 
32 PR 255* Tjir 1 x PR 107 
33 RO 38 Primary clone 
34 Fx 4098 PB 86 x FB 110 
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35 PMB 104 Primary clone 
36 PMB 114 Primary clone 

 

Table S3. The 10 longest contigs obtained via de novo assembly. 

 Best blast hit acession number Contig length 
Contigs 
Contig_Hb_93134 Auxin transport protein (BIG) isoform 2 EOY03819.1 13,266 
Contig_Hb_90294 conserved hypothetical protein XP_002520949.1 12,166 

Contig_Hb_90326 vacuolar protein sorting-associated protein, 
putative XP_002519289.1 11,429 

Contig_Hb_90470 conserved hypothetical protein XP_002516857.1 11,019 

Contig_Hb_20993 vacuolar protein sorting-associated protein, 
putative XP_002517515.1 9,405 

Contig_Hb_20366 heat shock protein binding protein, putative XP_002515568.1 8,455 
Contig_Hb_90348 nucleotide binding protein, putative XP_002523320.1 8,439 
Contig_Hb_95512 no hit - 8,4 
Contig_Hb_106925 protein binding protein, putative XP_002527141.1 7,996 
Contig_Hb_95005 hypothetical protein RCOM_1407450 XP_002523571 7,992 

 



61 

 

Table S4. The 137 pathways annotated in KEGG database. 

1. Metabolism 
 

  1.1 Carbohydrate Metabolism 
 Glycolysis / Gluconeogenesis 192 

Citrate cycle (TCA cycle) 93 
Pentose phosphate pathway 124 
Pentose and glucuronate interconversions 132 
Fructose and mannose metabolism 93 
Galactose metabolism 143 
Ascorbate and aldarate metabolism 76 
Starch and sucrose metabolism 451 
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 154 
Pyruvate metabolism 166 
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 127 
Propanoate metabolism 71 
Butanoate metabolism 59 
C5-Branched dibasic acid metabolism 11 
Inositol phosphate metabolism 96 

  1.2 Energy Metabolism 
 Photosynthesis 7 

Carbon fixation in photosynthetic organisms 133 
Carbon fixation pathways in prokaryotes 88 
Methane metabolism 233 
Nitrogen metabolism 163 
Sulfur metabolism 64 
Oxidative phosphorylation 122 

  1.3 Lipid Metabolism 
 Fatty acid biosynthesis 58 

Fatty acid elongation 19 
Fatty acid metabolism 107 
Synthesis and degradation of ketone bodies 11 
Cutin, suberine and wax biosynthesis 5 
Steroid biosynthesis 35 
Primary bile acid biosynthesis 3 
Steroid hormone biosynthesis 66 
Glycerolipid metabolism 146 
Glycerophospholipid metabolism 142 
Ether lipid metabolism 40 
Sphingolipid metabolism 65 
Arachidonic acid metabolism 70 
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Linoleic acid metabolism 78 
alpha-Linolenic acid metabolism 71 
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 53 

  1.4 Nucleotide Metabolism 
 Purine metabolism 501 

Pyrimidine metabolism 238 
Caprolactam degradation 10 

  1.5 Amino Acid Metabolism 
 Alanine, aspartate and glutamate metabolism 100 

Glycine, serine and threonine metabolism 117 
Cysteine and methionine metabolism 147 
Valine, leucine and isoleucine degradation 92 
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 39 
Lysine biosynthesis 20 
Lysine degradation 87 
Arginine and proline metabolism 139 
Histidine metabolism 30 
Tyrosine metabolism 84 
Phenylalanine metabolism 191 
Tryptophan metabolism 107 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan 
biosynthesis 109 

  1.6 Metabolism of Other Amino Acids 
 beta-Alanine metabolism 63 

Taurine and hypotaurine metabolism 26 
Phosphonate and phosphinate metabolism 4 
Selenocompound metabolism 48 
Cyanoamino acid metabolism 91 
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 3 
D-Arginine and D-ornithine metabolism 3 
D-Alanine metabolism 5 
Glutathione metabolism 100 

  1.7 Glycan Biosynthesis and Metabolism 
 N-Glycan biosynthesis 69 

Various types of N-glycan biosynthesis 53 
Mucin type O-Glycan biosynthesis 1 
Other types of O-glycan biosynthesis 2 
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin 
sulfate 48 
Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan sulfate 60 
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Glycosaminoglycan biosynthesis - keratan sulfate 1 
Glycosaminoglycan degradation 33 
Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor 
biosynthesis 6 
Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and 
neolacto series 6 
Glycosphingolipid biosynthesis - globo series 21 
Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series 33 
Lipopolysaccharide biosynthesis 9 
Peptidoglycan biosynthesis 8 
Other glycan degradation 64 

  1.8 Metabolism of Cofactors and Vitamins 
 Thiamine metabolism 156 

Riboflavin metabolism 59 
Vitamin B6 metabolism 29 
Nicotinate and nicotinamide metabolism 51 
Pantothenate and CoA biosynthesis 47 
Biotin metabolism 6 
Lipoic acid metabolism 5 
Folate biosynthesis 16 
One carbon pool by folate 41 
Retinol metabolism 55 
Porphyrin and chlorophyll metabolism 66 
Ubiquinone and other terpenoid-quinone 
biosynthesis 28 

  1.9 Metabolism of Terpenoids and Polyketides 
 Terpenoid backbone biosynthesis 83 

Monoterpenoid biosynthesis 21 
Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis 4 
Diterpenoid biosynthesis 31 
Carotenoid biosynthesis 16 
Zeatin biosynthesis 12 
Limonene and pinene degradation 20 
Geraniol degradation 17 
Biosynthesis of ansamycins 4 
Tetracycline biosynthesis 15 
Polyketide sugar unit biosynthesis 8 
Biosynthesis of siderophore group nonribosomal 
peptides 2 
Biosynthesis of vancomycin group antibiotics 3 

  1.10 Biosynthesis of Other Secondary Metabolites 
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Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol 
biosynthesis 10 
Flavonoid biosynthesis 144 
Flavone and flavonol biosynthesis 31 
Anthocyanin biosynthesis 51 
Isoflavonoid biosynthesis 24 
Indole alkaloid biosynthesis 33 
Isoquinoline alkaloid biosynthesis 77 
Tropane, piperidine and pyridine alkaloid 
biosynthesis 61 
Caffeine metabolism 41 
Betalain biosynthesis 6 
Glucosinolate biosynthesis 13 
Penicillin and cephalosporin biosynthesis 3 
Streptomycin biosynthesis 34 
Butirosin and neomycin biosynthesis 9 
Novobiocin biosynthesis 23 
Phenylpropanoid biosynthesis 145 

  1.11 Xenobiotics Biodegradation and 
Metabolism 

 Benzoate degradation 21 
Aminobenzoate degradation 112 
Fluorobenzoate degradation 8 
Chloroalkane and chloroalkene degradation 18 
Chlorocyclohexane and chlorobenzene 
degradation 10 
Toluene degradation 11 
Ethylbenzene degradation 4 
Styrene degradation 18 
Atrazine degradation 3 
Naphthalene degradation 6 
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 67 
Drug metabolism - cytochrome P450 83 
Drug metabolism - other enzymes 106 
Steroid degradation 9 

  2. Genetic Information Processing 
 2.2 Translation 
 Aminoacyl-tRNA biosynthesis 122 

  3. Environmental Information Processing 
 3.2 Signal Transduction 
 Phosphatidylinositol signaling system 139 
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mTOR signaling pathway 27 

  5. Organismal Systems 
 

  5.1 Immune System 
 T cell receptor signaling pathway 459 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.genome.jp/kegg/pathway/hsa/hsa04660.html
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Table S5. The 20 most expressed genes in the GT1 and PR255 genotypes. 

Contig ID Best Blast Hit Acession number E-value RPKM 
GT1 

    contig_128988 phenylalanine ammonia-lyase 2 [Manihot esculenta] AF383152_1 0.0 11,384.20 
contig_145874 histone H1 [Populus trichocarpa]  XP_002306824.1 6E-19 8,934.83 
contig_141892 short chain alcohol dehydrogenase, putative [Ricinus communis]  XP_002511516.1 5.14E-149 4,696.00 
contig_107930 Populus trichocarpa* AC214596.1 2E-66 3,718.00 
contig_55145 o-methyltransferase, putative [Ricinus communis]  XP_002518739.1 7.47E-68 3,254.80 
contig_137860 unknown [Lotus japonicus] AFK46472.1 1.86E-80 2,366.00 
contig_137257 adenosylmethionine synthase Q6GV10.1 6.73E-77 1,917.60 
contig_129071 acireductone dioxygenase, putative [Ricinus communis]  XP_002517071.1 8.34E-122 1,598.20 
contig_126321 Stem-specific protein TSJT1, putative [Ricinus communis]  XP_002517179.1 5.65E-133 1,352.00 
contig_29474 cytochrome P450, putative [Ricinus communis]  XP_002531094.1 8.93E-171 1,305.40 
contig_129012 unnamed protein product [Vitis vinifera] CBI34163.3 5.56E-74 1,164.70 
contig_129021 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase [Hevea brasiliensis]  AAP41850.1 4.71E-141 1,095.90 
contig_109083 conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  XP_002534082.1 7.39E-98 1,059.90 
contig_129010 cyclophilin [Hevea brasiliensis] ADV04050.1 7.81E-111 973.90 

contig_129603 
eukaryotic translation initiation factor 5A isoform I [Hevea 
brasiliensis]  AAQ08191.1 3.58E-91 947.30 

contig_113920 unknown [Glycine max] ACU20582.1 9.98E-55 866.00 
contig_98355 NADPH cytochrome P450 reductase [Citrus maxima] ACP43317.1 8.17E-101 830.60 
contig_125764 rubber peroxidase 1 [Hevea brasiliensis] ABG46370.1 0.0 826.50 
contig_116514 eukaryotic translation initiation factor 1Aa [Hevea brasiliensis]  ADV04051.1 2.65E-57 824.70 
contig_146607 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate, putative [Ricinus communis]  XP_002525709.1 2.78E-89 779.50 
PR255 

    contig_137296 carbonic anhydrase, putative [Ricinus communis]  XP_002529418.1 9.01E-57 2,823.80 

contig_129198 chalcone synthase [Camellia grijsii] 
 
AAO43487.1 5.36E-89 1,862.01 

contig_146189 glycine-rich RNA-binding protein [Ricinus communis] CAC80549.1 9.28E-49 1,270.50 
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contig_129318 beta-1,3-glucanase [Manihot esculenta] ABK58141.1 2.82E-111 1,158.10 
contig_129134 aldo/keto reductase AKR [Manihot esculenta] AAX84672.1 7.53E-146 963.50 
contig_118893 AF457210_1ascorbate peroxidase [Hevea brasiliensis] AF457210_1 3.57E-107 958.50 
contig_129036 chalcone synthase 2 [Camellia chekiangoleosa]  ADW11243.1 8.35E-116 897.20 
contig_129017 unknown [Medicago truncatula] AFK40462.1 2.76E-18 756.70 
contig_145914 predicted protein [Populus trichocarpa]  XP_002331829.1 4.73E-111 733.90 
contig_57137 Hevea brasiliensis * AY247789 0.0 733.50 
contig_129099 predicted protein [Populus trichocarpa]  XP_002337967.1 1.45E-125 712.20 
contig_129415 predicted protein [Populus trichocarpa]  XP_002322207.1 1.23E-38 711.10 
contig_129138 phosphoglycerate kinase, putative [Ricinus communis]  XP_002513352.1 1.16E-166 664.60 
contig_55146 hypoia-responsive family protein 1 [Hevea brasiliensis] ADR30790.1 3.43E-47 661.10 
contig_129095 putative polyol transported protein 2 [Hevea brasiliensis] CAP58707.1 0.0 651.90 

contig_137875 
serine-threonine protein kinase, plant-type, putative [Ricinus 
communis]  XP_002527489.1 1.64E-91 628.00 

contig_109047 PREDICTED: isoflavone reductase homolog [Vitis vinifera]  XP_002283921.1 9.74E-77 616.00 
contig_143735 beta-1,3-glucanase [Manihot esculenta] ABK58141.1 7.59E-69 609.90 
contig_129074 chalcone synthase  [Dictamnus albus]  CAH61575.1 0.0 592.80 
contig_129209 homocysteine methyltransferase, putative [Ricinus communis]  XP_002525709.1 9.35E-140 559.70 
*Information provided from BLASTn NCBI EST database 
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Table S6. Characterization of all developed SNP marker. 

  Sequence name 
Primer sequence (5’-3’) best blast hit 

predicted 
product 
size (bp) 

observed 
product 

size (bp)b TA(ºC)c 
HB_SNP_01 Contig_Hb_31012 TAATAGTTTGCTCTGGAACCTG acetyl-CoA C-acetyltransferase 150 850 65,6 
    CAATGTTATTCAGTCCCTCTCC         
HB_SNP_02a Contig_Hb_31012  CACTCACCAGAACCAAAGCA acetyl-CoA C-acetyltransferase 230 1650 65,6 
    TATTGCTGCCCAAGACAGTG         
HB_SNP_06a Contig_Hb_95577 AAATGGTAAGTATGGGGTTGC acetyl-CoA C-acetyltransferase 235 1200 58 
    CGTACAATCTCATGCAAATACG         

HB_SNP_09 Contig_Hb_55576 AGCATTCGCATCCCTACTTC 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
synthase 238 850-1000 63 

    TCGATGCTCCATTAGCTTCA         

HB_SNP_10a Contig_Hb_107134  TTTACTGTGAAGGAGGGATGC 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
synthase 247 850 60,4 

    GGTGTTCAATGACTTTGTGAGG         

HB_SNP_11 Contig_Hb_110355  CAGAGTCAACGCCTTCAATG 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
synthase 229 900 65 

    GGTCTTGGACAGGATTGCAT         

HB_SNP_12a Contig_Hb_27098  ATTTGCCACGTCCTTCAATC 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
reductase (NADPH) 581 1000 63 

    CTTGCCAGTAGAAGGGTTCG         

HB_SNP_13 Contig_Hb_27703 GCAGGGGAGCTGTCTCTTAT 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
reductase (NADPH) 300 200-300 62,7 

    CAGTCTCACATGGCTCTGGA         

HB_SNP_15 Contig_Hb_34469 TGAAAACAACGGCAATGGTA 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
reductase (NADPH) 285 300 60 

  
 

ATTGTTGCTGGATGGAAAGG 
 

      
HB_SNP_17 Contig_Hb_109288  GAGGGAATACGAAGGGGTAG hydroxymethylglutaryl-CoA 498 500 62,7 
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reductase (NADPH) 

    GCTTCACCGTCTTCTTTTGG         

HB_SNP_18 Contig_Hb_115905  TCACAGCTGCAGGCTTCTTA 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
reductase (NADPH) 792 850 65 

    AAGCAATGGACCCTATCGTG         

HB_SNP_19 Contig_Hb_125027  GAAGGAATGGAGCCAGAGACT 
hydroxymethylglutaryl-CoA 
reductase (NADPH) 226 200-300 70 

    CTAGAGCTTCCACCGATTCC         

HB_SNP_23 Contig_Hb_96672  CAGTTACAGAGGATTGCTTCC 
diphosphomevalonate 
decarboxylase 249 250 58 

    AAGATGCCCCAAGGTACAAA         

HB_SNP_26 Contig_Hb_126367  GCGAATCCCCTGACTAAGAC 
diphosphomevalonate 
decarboxylase 207 200 62,7 

    CGAGGATTCCGAAATTGAAG         

HB_SNP_27a Contig_Hb_127741  CCACAAGCCCTCAAATCTTC 
diphosphomevalonate 
decarboxylase 300 300 65,6 

    TCTGCGCAGTCACCATTATC         

HB_SNP_29 Contig_Hb_30967  AACAAAGGAACCCCACTTGA 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 364 550 65 

    TTTGGTCTTGAGGTGATCCA         

HB_SNP_30 Contig_Hb_31077  TGGGAGACATGAGAGCTGAA 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 243 250 65 

    TGGCAAGGGAAGAATCCTAA         

HB_SNP_31 Contig_Hb_31402  GAGAGCAGGAACCAAAGCAC 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 526 700 65 

    ATTGCCTCATATGCCTGTCC         

HB_SNP_32 Contig_Hb_91529  AAATGGGCAACATGAGATCC 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 250 250 65 

    AGGTTGGAAAAGGCAGGATA         
HB_SNP_33 Contig_Hb_96040  GCATTTCGTCCTCCATACAAA 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 828 1200 63 
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synthase 

    GGCCTAAAACCTTTCTGTGC         

HB_SNP_34 Contig_Hb_96040  TGGAACAAATTAAGCCCTGTG 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 691 900 65 

    GTGGGGAAGGACAATCATGT         

HB_SNP_35 Contig_Hb_96638 TTGTCTCTTCTCCCAGTCAGG 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 497 1200 65 

    CCCGTTGGTTCTCTATTTGC         

HB_SNP_36 Contig_Hb_97000  AGAGGGTTGATCCAGAACCA 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 661 1450 65 

    CTGCGGTCCGATGTTATTTT         

HB_SNP_37 Contig_Hb_97616  GCAGTTGCAAGGGACCTAC 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 600 700 65 

    GAAAGTGTAGGGGATTTTGG         

HB_SNP_38 Contig_Hb_97616  TTGAGATTGGGAAAGGGAGA 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 482 1000 57 

    TGGCTTTTGCTATTCCTGAGA         

HB_SNP_39 Contig_Hb_107075  TTTTGGCTTTGTTCTCTGAGG 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 247 250 65 

    GCACTTGATGGACAGCTTGA         

HB_SNP_42 Contig_Hb_111903  GGACCATCAGACCCTACCAA 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 382 400 60 

    TGCAGGAAGGTTCATTTGTG         

HB_SNP_44a Contig_Hb_111947  GTGGCAACCATGTGAAAAAG 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
synthase 298 350 62 

    TTGATGTTGGAATAGCGGAAC         

HB_SNP_47 Contig_Hb_129382  TGAAAGTCTTCACCTGATCTGC 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
reductoisomerase 391 850 58 

    CCTGCTTTTACTTTGCTGCAT         
HB_SNP_48a Contig_Hb_143021  GGCACGAGACTATGCTGCTA 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 390 400 62 
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reductoisomerase 

    TCGTCTGAGAAGCCTAAGAAAA         

HB_SNP_54 Contig_Hb_28561  TAATCCTCGTGAAAGCGTCA 
2-C-methyl-D-erythritol 2,4-
cyclodiphosphate synthase 358 400 60 

    TCTTTTGAAGACCCATCTCACA         

HB_SNP_55 Contig_Hb_97044  TAATTGCCCTGAAAGCATGT 
2-C-methyl-D-erythritol 2,4-
cyclodiphosphate synthase 583 700 65 

    GGAAACTTGGATGCCACCT         

HB_SNP_62 Contig_Hb_146058 CAGAAACAGAGCAAAAGCTCAA 
(E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-
enyl-diphosphate synthase 483 500 65 

    GGTATGTTGGTGGTGCTCCT         

HB_SNP_63a Contig_Hb_97647  GGTTTGGAATACTGTTGAGA 
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl 
diphosphate reductase 459 1200 58 

    ATAAGATCCAACTTCTCCTC         

HB_SNP_64a Contig_Hb_97900  TGTGCTTCTCAACAGTATTCCA 
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl 
diphosphate reductase 698 1400 60 

    AGCTCCACACTTTAGCTTTTCT         
a- locus that amplified in few genotypes; b- observed product size in agarose 1,5%; c- annealing temperature. 

 



72 

 

Table S7. Validation of the SNP markers. 

Primer Sequence name SNP 
Reference 
position PICa Heb Hoc Allelic variant 

HB_SNP_01 Contig_Hb_31012 HB_SNP_01_58 58 0.3192 0.409 0.45 A/C 

  
HB_SNP_01_122 122 0.3338 0.4329 0.5217 C/T 

HB_SNP_09 Contig_Hb_55576 HB_SNP_09_85 85 0.2392 0.2874 0.2 C/T 
HB_SNP_11 Contig_Hb_110355 HB_SNP_11_226 226 0.3589 0.4787 0.3333 A/G 
HB_SNP_13 Contig_Hb_27703 HB_SNP_13_720 720 0.2392 0.2825 0.3333 T/A 

  
HB_SNP_13_740 740 0.3615 0.3892 0.3226 A/G/C/T 

  
HB_SNP_13_881 881 0.234 0.275 0.3226 T/A 

HB_SNP_15 Contig_Hb_34469 HB_SNP_15_137 137 0.2859 0.3556 0.1111 A/G 
HB_SNP_17 Contig_Hb_109288 HB_SNP_17_396 396 0.3589 0.4762 0 C/T 

  
HB_SNP_17_505 505 0.4208 0.5394 0.3226 T/A 

  
HB_SNP_17_687 687 0.3544 0.4678 0.2188 A/G 

  
HB_SNP_17_756 756 0.3589 0.4762 0.4375 A/G 

HB_SNP_18 Contig_Hb_115905 HB_SNP_18_1559 1559 0.2818 0.3452 0.2333 G/C 

  
HB_SNP_18_1466 1466 0.2174 0.2522 0.2903 C/A 

HB_SNP_19 Contig_Hb_125027 HB_SNP_19_157 157 0.2298 0.2882 0.3429 G/A 

  
HB_SNP_19_219 219 0.2437 0.2687 0.3429 C/T 

HB_SNP_23 Contig_Hb_96672 HB_SNP_23_442 442 0.3528 0.4672 0.375 A/G 
HB_SNP_29 Contig_Hb_30967 HB_SNP_29_389 389 0.293 0.363 0.3214 C/T 

  
HB_SNP_29_440 440 0.2265 0.3429 0.2857 A/T 

  
HB_SNP_29_446 446 0.2265 0.2655 0.3077 C/T 

  
HB_SNP_29_452 452 0.375 0.5098 0.6154 C/T 

  
HB_SNP_29_460 460 0.1948 0.2227 0.25 A/G 

  
HB_SNP_29_463 463 0.3478 0.4565 0.5357 A/G 

  
HB_SNP_29_509 509 0.2559 0.3214 0.3929 C/T 
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HB_SNP_29_519 519 0.2805 0.3279 0.3571 A/G 

  
HB_SNP_29_599 599 0.2659 0.3214 0.3929 C/T 

  
HB_SNP_29_635 635 0.3047 0.3818 0.5 A/C 

  
HB_SNP_29_636 636 0.2002 0.2299 0.2593 A/C 

HB_SNP_30 Contig_Hb_31077 HB_SNP_30_73. 73 0.3748 0.5067 0.9167 A/G 

  
HB_SNP_30_205 205 0.3748 0.5067 0.9167 C/T 

HB_SNP_31 Contig_Hb_31402 HB_SNP_31_263 263 0.3047 0.3846 0.2 A/G 

  
HB_SNP_31_298 298 0.3633 0.4857 0.6429 C/T 

HB_SNP_32 Contig_Hb_91529 HB_SNP_32_411 411 0.1948 0.2222 0.25 C/T 

  
HB_SNP_32_442 442 0.1948 0.1726 0.1875 A/T 

  
HB_SNP_32_496 496 0.1948 0.1726 0.1875 C/T 

  
HB_SNP_32_453 453 0.1948 0.2222 0.25 A/C 

  
HB_SNP_32_455 455 0.1948 0.2222 0.25 A/C 

  
HB_SNP_32_457 457 0.1948 0.2222 0.25 T/G 

  
HB_SNP_32_508 508 0.2125 0.2455 0.2813 C/T 

HB_SNP_33 Contig_Hb_96040 HB_SNP_33_483 483 0.0499 0.0526 0.0526 C/T 

  
HB_SNP_33_785 785 0.0948 0.1024 0.1053 T/G 

HB_SNP_34 Contig_Hb_96040 HB_SNP_34_1282 1282 0.0555 0.0579 0.0588 A/C 

  
HB_SNP_34_1412 1412 0.329 0.4214 0.4118 A/G 

  
HB_SNP_34_1418 1418 0.0555 0.0579 0.0588 T/G 

  
HB_SNP_34_1609 1609 0.0555 0.0579 0.0588 C/T 

  
HB_SNP_34_1674 1674 0.0286 0.0294 0.0294 C/G 

  
HB_SNP_34_1796 1796 0.0555 0.0579 0.0588 A/G 

HB_SNP_35 Contig_Hb_96638 HB_SNP_35_210 210 0.3398 0.444 0.0909 A/G 
HB_SNP_36 Contig_Hb_97000 HB_SNP_36_664 664 0.3676 0.4647 0.4074 C/T 
HB_SNP_37 Contig_Hb_97616 HB_SNP_37_195 195 0.4402 0.487 0.2903 A/G/C/T 

  
HB_SNP_37_255 255 0.2118 0.2457 0.28 A/T 
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HB_SNP_37_261 261 0.0624 0.0655 0.0667 A/T 

  
HB_SNP_37_264 264 0.2688 0.3265 0.4 C/T 

  
HB_SNP_37_384 384 0.1889 0.2155 0.24 A/G 

  
HB_SNP_37_604 604 0.0688 0.0727 0.0741 A/G 

HB_SNP_38 Contig_Hb_97616 HB_SNP_38_1250 1250 0.1948 0.2244 0.15 A/G 

  
HB_SNP_38_1301 1301 0.1364 0.1502 0.16 A/T 

  
HB_SNP_38_1303 1303 0.1364 0.1502 0.16 C/T 

  
HB_SNP_38_1366 1366 0.2453 0.2919 0.3462 C/T 

  
HB_SNP_38_1393 1393 0.2453 0.2919 0.3462 A/G 

  
HB_SNP_38_1450 1450 0.2327 0.2743 0.32 C/T 

  
HB_SNP_38_1453 1453 0.2058 0.2376 0.2692 C/T 

  
HB_SNP_38_1469 1469 0.1833 0.2081 0.2308 A/C 

  
HB_SNP_38_1519 1519 0.1638 0.1846 0.2 A/G 

  
HB_SNP_38_1547 1547 0.1638 0.1846 0.2 A/C 

  
HB_SNP_38_1612 1612 0.1638 0.1846 0.2 A/G 

  
HB_SNP_38_1625 1625 0.1638 0.1846 0.2 A/G 

HB_SNP_39 Contig_Hb_107075 HB_SNP_39_255 255 0.3411 0.4442 0.4286 G/T 

  
HB_SNP_39_377 377 0.3638 0.4592 0.4483 A/C/G 

HB_SNP_42 Contig_Hb_111903 HB_SNP_42_847 847 0.375 0.5111 0.5652 C/T 
HB_SNP_47 Contig_Hb_129382 HB_SNP_47_469 469 0.3478 0.4565 0.5357 C/T 
HB_SNP_54 Contig_Hb_28561 HB_SNP_54_148 148 0.3285 0.4217 0.4483 T/G 
HB_SNP_55 Contig_Hb_97044 HB_SNP_55_482 482 0.2567 0.3068 0.3143 A/G 

  
HB_SNP_55_534 534 0.3648 0.487 0.4571 A/T 

  
HB_SNP_55_354 354 0.3695 0.4965 0.3824 A/T 

  
HB_SNP_55_472 472 0.3732 0.5035 0.4 C/T 

  
HB_SNP_55_623 623 0.373 0.5035 0.3824 C/T 

HB_SNP_62 Contig_Hb_146058 HB_SNP_62_439 439 0.3476 0.4553 0.4839 A/C 
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Figure S1. Overview of the workflow for investigating the contribution of novel 

transcripts in the H. brasiliensis database. 
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Figure S2. Glycolysis/ gluconeogenesis KEGG pathway. The annotated contigs are 

indicated in yellow. 
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Figure S3. Pyruvate metabolism KEGG pathway. 
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Figure S4. MVA and MEP KEGG pathways. 
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Figure S5. Digital gene expression analysis. 

 

 

 

Figure S6. Distribution of putative microsatellite types. 
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Figure S7. Distribution of putative SNPs that were identified. 
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Resumo 
Hevea brasiliensis é uma espécie nativa da floresta Amazônica e é a principal produtora de 

borracha natural no mundo. Apesar de a região Amazônica oferecer condições ideais para o 

crescimento da seringueira, nesta área ocorre o desenvolvimento do fungo Microcyclus 

ulei, causador do mal-das-folhas e é considerada como a principal doença da cultura. Dessa 

maneira, as plantações de seringueira se expandiram para áreas de escape que oferecem 

novas condições de estresse como baixa temperatura e umidade. O melhoramento genético 

vem buscando clones adaptados a estas áreas de escape, porém como o ciclo do 

melhoramento genético é longo, o desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular, 

como marcadores moleculares e mapas genéticos, podem diminuir o tempo gasto nas 

seleções do clones.  

Este trabalho apresenta um mapa genético integrado saturado com 51 marcadores single 

nucleotide polymorphisms (SNPs). Este mapa contém 383 marcadores distribuídos em 20 

grupos de ligação. O comprimento total do mapa é 3.137,6 cM com densidade média de um 

marcador a cada 8,12 cM. O maior grupo de ligação (LG10) tem 266,2 cM e o menor grupo 

de ligação (LG19) tem 10,3 cM. Este é o primeiro mapa genético-molecular saturado com 

marcadores SNPs e representa um avanço para o melhoramento genético de seringueira por 

ser uma ferramenta que auxilia a identificação de Quantitative Trait Loci (QTLs) 

relacionados a caracteres de importância econômica com maior precisão. 
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Introdução  

A seringueira é uma árvore perene, pertencente ao gênero Hevea e à família 

Euphorbiaceae. O gênero é composto por 11 espécies, sendo todas monoicas, alógamas e 

originadas da floresta Amazônica. [1]. Dentre todas as espécies do gênero Hevea, H. 

brasiliensis é a principal fonte produtora de borracha natural do mundo, sendo responsável 

por 98% da produção mundial [2].  

A região Amazônica oferece condições climáticas ótimas para o desenvolvimento e 

crescimento da seringueira, porém esta é a área de ocorrência do fungo Microcyclus ulei, 

causador do mal-das-folhas que é principal doença que acomete a heveicultura na América. 

No início do século XXI este fungo, que causa a queda prematura das folhas, dizimou 

plantações na região norte do Brasil, incluindo as plantações de Henry Ford no estado Pará 

e até hoje é considerado uma ameaça permanente para indústria da borracha [3]. Dessa 

maneira, o cultivo da seringueira se expandiu para regiões de escape, como o planalto sul 

do Brasil. Países asiáticos que cultivam a seringueira também expandiram seu cultivo para 

regiões de escape como o norte da Índia, Vietnã, sul da China com o objetivo sair das zonas 

de ocorrência de outras doenças que atacam os seringais nestes países [4].  

As regiões de escape proporcionam novas condições de estresse como baixa 

temperatura e umidade, limitando o crescimento da seringueira e a produção de látex. 

Dessa forma, o melhoramento genético de seringueira não está buscando apenas genótipos 

resistentes ao fungo, mas também genótipos que consigam associar boa produtividade e 

tolerância às novas condições de estresse impostas por estas áreas de escape [5]. 

O ciclo do melhoramento genético da seringueira é longo, tem duração aproximada 

de 20 a 30 anos e requer grandes áreas experimentais [6]. Dessa maneira, o 

desenvolvimento de marcadores moleculares e a construção de mapas genéticos-

moleculares são ferramentas de grande importância para os programas de melhoramento e 

podem ser um ponto de referência para entender a base genética de variações fenotípicas.  

Nos últimos anos, o desenvolvimento de marcadores Single Nucleotide 

Polymorphisms (SNPs) tem tido um grande interesse no melhoramento genético [7]. As 
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plataformas de sequenciamento de nova geração permitiram um avanço na identificação e 

desenvolvimento de milhares de marcadores SNPs que devido à sua natureza bialélica, têm 

se mostrado uma ferramenta poderosa para análises genéticas nos programas de 

melhoramento [8]. Os SNPs desempenham um papel importante nas variações fenotípicas, 

pois a posição de um SNP pode afetar a expressão de um gene ou até mesmo pode provocar 

mudança na conformação de uma proteína quando há uma mutação não-sinônima dentro de 

um gene [9]. Quando comparados a outros marcadores, os SNPs podem ser genotipados em 

média ou larga escala e têm apresentado alta relação custo-benefício [8].  

A construção de mapas genéticos bem saturados permite mapear locos que 

controlam características quantitativas (QTLs – Quantitative Trait Loci) e proporcionam o 

conhecimento sobre a posição de um gene e sua região adjacente com maior precisão [10]. 

O desenvolvimento de linhagens homozigotas para construção de mapas de ligação 

tradicionais (populações F2, RILs) são impraticáveis para seringueira devido ao seu longo 

ciclo de vida e por sofrer depressão por endogamia. Por isso, o primeiro mapa publicado 

para seringueira [11] adotou a estratégia de duplo pseudo-testcross [12], utilizando uma 

população segregante F1. Este mapa contém 717 marcas sendo, em sua maioria, RFLPs e 

AFLPs distribuídos em 18 grupos de ligação [11]. Em 2011, foram publicados dois mapas 

de ligação para seringueira utilizando a mesma estratégia (duplo pseudo-testcross) com 

marcadores microssatélites [13] e SSRs e AFLPs [14]. 

Recentemente, Souza et al. (2013) [15] publicaram um mapa genético integrado 

para seringueira utilizando o software OneMap [16] que utiliza a análise multiponto 

baseado na cadeia oculta de Markov resultando em um mapa genético mais acurado. Um 

total de 284 marcadores microssatélites foram mapeados em 23 LGs. O comprimento total 

do mapa de ligação foi de 2688,8 cM com densidade de um marcador por 9,83 cM. Neste 

mapa foram detectados 18 QTLs para crescimento durante períodos de verão e inverno. 

Mais recentemente este mapa foi saturado com 46 marcadores microssatélites de 

sequências expressas (EST-SSRs) [17] obtendo um mapa com 22 grupos de ligação e 

comprimento total de 3068,9 cM.  

Este estudo teve como objetivo saturar o mapa genético de Souza et al. (2013) [15] 

e Silva (2014) [17] com marcadores SNPs utilizando a mesma metodologia proposta por 
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Souza et al. (2013) [15]. Pela primeira vez um mapa genético saturado com marcadores 

SNPs está sendo apresentado para seringueira. Este mapa representa um avanço importante 

para o melhoramento e para estudos genéticos na espécie.  

 

Material e Métodos 

População de mapeamento e extração de DNA 

A população de mapeamento neste estudo é a mesma utilizada por Souza et al 

(2013) [15]. Esta população foi gerada através do cruzamento entre os clones PB217, 

considerado um bom produtor de látex e PR255 que apresentou tolerância ao frio. A 

progênie foi obtida através da polinização controlada dos dois genitores (PB 217 e PR255) 

e cada indivíduo da progênie F1 foi propagado no campo experimental por enxertia 

utilizando o clone GT1 como porta-enxerto. A população de mapeamento é composta por 

270 indivíduos e foi plantada em 2006 na fazenda Edouard Michelin em Itiquira, Mato 

Grosso, Brasil (17° 23’ 59.60’’ S e 54° 44’ 53.93’’ O, altitude 519 m), que é caracterizada 

por um clima sub-tropical com um período frio e seco que dura de maio a outubro. O 

delineamento experimental foi blocos ao acaso com 4 repetições, utilizando 4 plantas por 

repetição, totalizando uma área de 7,2 hectares. 

A extração de DNA da população de mapeamento e dos genitores foi realizada de 

acordo com Souza et al. (2013). O DNA foi quantificado com o Nanodrop (Thermo 

Scientific, Wilmington, DE) e QuantiFluor® dsDNA System (Promega, Madison, WI). 

Desenho de primers e análise dos marcadores  

Foram selecionados 119 sequências com 1 SNP por sequência, dentre os quais 33 

foram identificados a partir de bibliotecas de ESTs [18] e 86 identificados no transcriptoma 

obtido por Mantello et al (2014) [19].   

A genotipagem dos SNPs foi realizada através da técnica de espectrometria de 

massa na plataforma Sequenom MassaARRAY® (Sequenom, San Diego, CA). Para isto, as 

sequências com os SNPs devidamente identificados foram submetidas no software 
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MassARRAY® Assay Design. O desenho de primers foi feito utilizando os seguintes 

parâmetros: (1) High Plex preset com máximo de 24 SNPs por multiplex, (2) amplicons de 

no máximo 200 pb e (3) 10 iterações. Foram desenhados 119 pares de primers para a 

reação de caputra e 119 primers para a reação de extensão.  

As reações de genotipagem dos SNPs foram feitas em três etapas: (1) reação de 

captura partindo de 10ng/ul, (2) neutralização de dNTPs livres, (3) reação de extensão. O 

primer utilizado na reação de extensão se anela a região adjacente ao SNP e incorpora uma 

única base. A diferença de massa entre os produtos da reação de extensão permitem 

detectar a variação alélica. 

Os dados obtidos na genotipagem foram analisados no software SuperMASSA [20] 

que utiliza o método Bayesiano para calcular a probabilidade da dosagem alélica por loco 

por indivíduo.  

 Mapa de ligação 

O mapa de ligação foi construído com o programa OneMap [16] versão 2.0-1 que 

utiliza tecnologia multiponto baseada na cadeia de Markov oculta. Este programa permite a 

análise conjunta de marcadores segregando 1:1, 1:2:1, 3:1 e 1:1:1:1 e a construção de 

mapas genéticos integrados para populações segregantes F1. Os parâmetros utilizados para 

este mapa foram os mesmo descritos por Souza et al. (2013) [15], utilizando LOD score de 

4,5 e fração de recombinação de 0,4. A ordenação dos marcadores foi obtida através dos 

algoritmos compare (para grupos com até seis marcadores) e order (para grupos com mais 

de seis marcadores). As frequências de recombinação foram convertidas em distância 

genética (centiMorgans) através da função de Kosambi (1944) [21]. O teste de qui-

quadrado com correção de Bonferroni foi feito para testar a hipótese de segregação 

mendeliana dos marcadores. 

 

Resultados e Discussão  

Análise dos marcadores SNPs  
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Os 119 SNPs foram distribuídos em 3 plex com 24 SNPs cada e um plex com 23 

SNPs. Os dados obtidos na genotipagem foram submetidos individualmente na versão 

online do software SuperMASSA [20]. 

Do total de 119 SNPs, 53 (44,5%) são polimórficos entre os genitores da população 

de mapeamento, 29 (24,4%) são monomórficos, 22 (18,4%) falharam na amplificação e 15 

(12,6%) apresentaram dosagem alélica maior que dois. Os marcadores polimórficos entre 

os genitores da população de mapeamento estão listados na tabela S1. 

Por saber que a seringueira é um organismo de origem alotetraploide que se 

comporta como um diploide (2n=36; x=9), a probabilidade de dosagem alélica maior que 

dois calculada pelo software SuperMASSA é um indicativo de duplicação gênica. Estudos 

anteriores observaram duplicações de locos para marcadores do tipo RFLPs [11] e SSRs 

[22,23] em H. brasiliensis e esta é a primeira vez que foram observados indícios de 

duplicação para locos de SNPs em seringueira (Tabela 1).  

Tabela 1. Locos com marcadores SNPs com elevada probabilidade de duplicação 

a-Probabilidade da dosagem alélica ser maior que dois calculada pelo programa SuperMASSA; b- Anotação funcional 

das sequências no banco de dados non-redundant (nr)  

SNP Probabilidadea Anotação funcionalb 
Hb_seq_01 0.963 sp|P15252.2|REF_HEVBR - Rubber elongation factor protein 
Hb_seq_06 0,999 ref|XP_002262780.1| - membrane steroid-binding protein 2 [Vitis vinifera] 
Hb_seq_16 0,999 1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_45_2 0,999 ABC transporter C family member 3-like [Glycine max] 
Hb_seq_70 0,986 hypothetical protein 1 [Hevea brasiliensis] 
Hb_seq_85 0,796 chlorophyll A/B binding protein [Jatropha curcas] 
Hb_seq_131 1,0 Peroxidase 31 precursor, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_153 1,0 Rop guanine nucleotide exchange factor, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_160_3 1,0 no hit 
Hb_seq_174 1,0 cytochrome P450, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_177 0,718 (Di)nucleoside polyphosphate hydrolase, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_190_2 0,982 Ran GTPase binding protein, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_192 0,979 AMP deaminase, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_198 0,970 molybdopterin cofactor synthesis protein A, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_204 0,988 Reticuline oxidase precursor, putative [Ricinus communis]  
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Sabe-se que a duplicação gênica tem papel fundamental evolução adaptativa, com a 

criação de novas funções ou na regulação da expressão gênica [24]. Neste estudo, o SNP 

Hb_seq_01 anotado para a proteína rubber elongation fator protein e o SNP Hb_seq_16 

anotado para enzima 1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase estão diretamente ligados à 

maquinaria de síntese do látex e apresentaram elevada probabilidade da dosagem alélica ser 

maior que dois, ou seja, há indícios de duplicação nestes locos (Tabela 1). Todos os locos 

apresentados na Tabela 1 serão investigados para confirmar a hipótese de duplicação. A 

duplicação dos locos Hb_seq_01 e Hb_seq_16 associada ao polimorfismo encontrado 

nestes locos podem conferir características únicas que diferenciam a produção de látex 

entre os cultivares e torna a seringueira a maior produtora de borracha natural.  

Mapa de ligação  

Inicialmente, foi feito o teste do qui-quadrado nos 53 marcadores SNPs 

polimórficos e 20 marcadores, todos com segregação 1:2:1, apresentaram distorção na 

segregação. 

Dos 53 marcadores polimórficos entre os genitores, 51 foram mapeados no mapa 

publicado por Souza et al. (2013) e recentemente saturado com marcadores EST-SSRs por 

Silva (2014)[17]. Apesar de 20 marcadores terem apresentado distorção no padrão de 

segregação, estes foram mantidos por não distorcerem os grupos de ligação. Do total de 51 

marcadores SNPs, 21 (41%) apresentam segregação 1:2:1 e 30 (59%) a segregação 1:1. 

Além disso,dois marcadores EST-SSRs desenvolvidos por Silva et al.,(2014) [18] que 

haviam sido desconsiderados, nesta análise foram incorporados ao mapa.  

O mapa genético integrado contém 383 marcadores (332 SSRs e 51 SNPs) 

distribuídos em 20 grupos de ligação e um comprimento total de 3.137,6 cM. Dentre os 

grupos de ligação obtidos, LG10 foi o maior grupo com 266,2 cM e o LG19 o menor com 

10,3 cM (Tabela 2). 

Tabela 2. Distribuição dos marcadores entre os grupos de ligação. 

Grupo de Ligacao N° de marcadores Comprimento (cM) Densidade de marcadores 
LG1 28 167,9 5,99 
LG2a 17 109,4 6,43 
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LG2b 4 24,3 6,07 
LG3 20 178,0 8,9 
LG4 15 129,3 8,62 
LG5 24 194,7 8,11 
LG6 22 160,3 7,28 
LG7 25 163,8 6,55 
LG8 29 231,0 7.96 
LG9 18 144,8 8,04 

LG10 38 266,2 7,0 
LG11 9 160.8 17,86 
LG12 14 202,1 14,43 
LG13 20 178,4 8,92 
LG14 26 197,0 7,57 
LG15 17 155,1 9.12 
LG16 19 209.0 11,0 
LG17 15 114,6 7.64 
LG18 19 140,6 7,4 
LG19 4 10,3 2.57 

 

Assim como o mapa de ligação prévio [15] recentemente saturado por Silva [17], os 

grupos de ligação foram organizados de acordo com o mapa previamente obtido por 

Lespinasse et al (2000) [11] e com informações de outros mapas ainda não publicados.  

O mapa publicado por Souza et al., (2013) [17] obteve 23 grupos de ligação, já o 

mapa saturado por Silva [18] obteve 22 grupos. O mapa saturado com os marcadores EST-

SSRs descritos por Silva [18] aumentou a saturação do grupo de ligação LG11 e permitiu a 

integração entre os grupos LG11a e LG11b. Neste estudo, a saturação do mapa com 

marcadores SNPs, permitiu que os grupos de ligação previamente denominados como 

LG6a e LG6b e LG17a e LG17b se agrupassem e passaram a ser denominados como LG6 e 

LG17. Apesar deste novo mapa ter sido saturado com novos marcadores, os grupos de 

ligação LG2a e LG2b ainda se mantêm separados.   

Os marcadores utilizados por Souza et al [17] estão destacados em preto, os EST-

SSRs mapeados por Silva [18] estão em azul e os novos marcadores SNPs mapeados estão 

em vermelho (Figura 1). O número e a densidade de marcadores, assim como o tamanho de 

cada LG estão apresentados na Tabela 2. A densidade média de marcadores foi de um 

marcador a cada 8,12 cM e está maior quando comparado ao mapa publicado por Souza et 
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al. (2013) (1/9.8cM) [15] e Silva et al. (2014) (1/9,3) [17], porém esta densidade é menor 

quando comparada ao mapa publicado por Lespinasse et al. (2000) (1/3cM) [11]. 

Para seringueira, são esperados 18 grupos de ligação (2n=36, n=18) no mapa 

genético, entretanto, foram obtidos 20 grupos de ligação. Os grupos LG2b e LG19 se 

mantiveram com apenas 4 microssatélites cada. A saturação do mapa com novos 

marcadores SNPs permitiu a união de grupos de ligação que não se agruparam com 

marcadores SSRs e diminuiu a distância de regiões pouco saturadas (gaps) como nos 

grupos LG 10, LG13 e LG15. Apesar disso, algumas regiões pouco saturadas no mapa de 

Souza et al. (2013) [15] e Silva (2014) [17] se mantiveram, como observado nos grupos de 

ligação LG 3, LG11 e LG16, mostrando que ainda há uma cobertura incompleta do 

genoma.  

Mapas previamente publicados [11,14] utilizaram outros tipos de marcadores como 

AFLPs e RFLPs e demonstraram ser possível chegar em 18 grupos de ligação. Como os 

marcadores SNPs se apresentam em grande abundância no genoma e desempenham um 

papel importante na indução de variações fenotípicas [9] estes marcadores podem ser uma 

alternativa para saturação deste mapa genético e obter os 18 grupos de ligação na busca de 

novos QTLs. Técnicas de genotipagem de média e larga escala, como as plataformas 

Sequenom MassARRAY® (Sequenom, San Diego, CA), Golden Gate e Infinuim HD 

(Illumina, San Diego, CA) e Genotyping-by-Sequencing (GBS) [25] mostram uma 

alternativa rápida e eficiente para obter um mapa de ligação bem saturado.  
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Figura 2. Mapa genético saturado com 383 marcadores. 
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Material Suplementar  

Tabela S1. Lista dos marcadores SNPs polimórficos na população de mapeamento. 

SNP Segregação  variação 
alelica 

Anotação Funcional  

HB_seq_02_1 1:2:1 A/G copper chaperone [Jatropha curcas]) 
Hb_seq_04 1:2:1 G/T Pathogenesis-related protein 10.5 [Theobroma cacao]) 
Hb_seq_06_2 1:2:1 C/T membrane steroid-binding protein 2 [Vitis vinifera]) 
Hb_seq_11 1:1 A/G hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (NADPH) 
Hb_seq_19_1 1:1 A/G putative 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase 

[Hevea brasiliensis] 
Hb_seq_21 1:1 G/T 1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_44 1:1 C/T  (polyubiquitin 14 [Arabidopsis thaliana]) 
Hb_seq_49 1:1 C/T (universal stress protein A-like protein [Vitis vinifera]) 
Hb_seq_51_2 1:1 C/G (membrane family protein [Populus trichocarpa]) 
Hb_seq_54 1:1 A/G plastocyanin, chloroplastic [Solanum lycopersicum] 
Hb_seq_66 1:2:1 C/T metallothionein [Hevea brasiliensis] 
Hb_seq_76 1:2:1 A/T Stress-induced hydrophobic peptide [Theobroma 

cacao] 
Hb_seq_77_1 1:1 A/T plastocyanin, chloroplastic [Solanum lycopersicum] 
Hb_seq_79 1:2:1 A/C  predicted protein [Populus trichocarpa] 
Hb_seq_91 1:2:1 G/T no hit 
Hb_seq_95 1:1 G/C no hit 
Hb_Seq_105 1:1 T/C pentatricopeptide repeat-containing protein, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_106 1:2:1 A/C conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_107 1:1 A/G conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_112 1:1 C/T conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_121 1:1 C/T conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_132 1:2:1 G/C conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_133 1:1 G/C conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_135 1:1 A/T ATP binding protein, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_136 1:2:1 A/T amine oxidase, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_137 1:1 A/T pentatricopeptide repeat-containing protein, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_138 1:2:1 C/T predicted protein [Populus trichocarpa]  
Hb_seq_149 1:2:1 C/T conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_152 1:1 G/C predicted protein [Populus trichocarpa]  
Hb_seq_154 1:1 A/T hydroxypyruvate reductase, putative [Ricinus 

communis]  
Hb_Seq_156 1:1 A/G serine/threonine protein kinase, putative [Ricinus 

communis]  
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Hb_seq_157 1:1 A/G predicted protein [Populus trichocarpa]  
Hb_seq_161 1:2:1 A/G GTP binding protein, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_163 1:1 A/G associated receptor kinase 1 precursor, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_164 1:2:1 A/T FACT complex subunit SPT16, putative [Ricinus 

communis]  
Hb_seq_167 1:1 A/G conserved hypothetical protein [Ricinus communis]  
Hb_seq_171 1:2:1 A/G leucine-rich repeat-containing protein, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_172 1:1 C/T pentatricopeptide repeat-containing protein, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_173 1:1 C/T predicted protein [Populus trichocarpa]  
Hb_seq_175 1:1 G/T hypothetical protein RCOM_1407360 [Ricinus 

communis]  
Hb_seq_176 1:2:1 A/C transcription factor, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_187 1:2:1 A/G polycomb protein embryonic flower, putative [Ricinus 

communis]  
Hb_seq_188 1:2:1 C/T heat shock protein binding protein, putative [Ricinus 

communis]  
Hb_seq_189 1:1 G/C DNA (cytosine-5)-methyltransferase, putative [Ricinus 

communis]  
Hb_seq_191 1:2:1 A/G Inositol-tetrakisphosphate 1-kinase, putative [Ricinus 

communis]  
Hb_seq_193 1:1 A/C phospholipase A-2-activating protein, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_194 1:1 A/G pathogenesis-related protein 1 [Vitis hybrid cultivar]  
Hb_seq_195 1:1 A/G UDP-glucosyltransferase, putative [Ricinus 

communis]  
Hb_seq_203 1:1 A/G no hit 
Hb_seq_209 1:2:1 C/T protein phosphatase 2c, putative [Ricinus communis]  
Hb_seq_216 1:2:1 A/T pentatricopeptide repeat-containing protein, putative 

[Ricinus communis]  
Hb_seq_217 1:1 G/T mom (plant), putative [Ricinus communis] 

*Anotação funcional das sequências contra o banco de dados non-redundant (nr). 
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A seringueira é uma espécie nativa do Brasil e desperta um grande interesse 

econômico por ser a principal fonte produtora de borracha natural do mundo. Desde o 

início da sua domesticação, iniciada no final do século XIX até os dias atuais, a seringueira 

passou por dois a três ciclos de melhoramento e, por isso, do ponto de vista do 

melhoramento genético, a espécie encontra-se em seu estágio selvagem. Dessa forma, o 

desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular tem grande importância quando 

aliadas ao melhoramento genético clássico para obtenção de indivíduos superiores e 

diminuição do ciclo de seleção. 

Os marcadores moleculares do tipo microssatélite apresentam natureza 

codominante, possuem ampla distribuição no genoma, alta reprodutibilidade e são 

ferramentas muito populares em estudos de mapeamento genético e estudos populacionais. 

No início deste trabalho, o número de marcadores disponíveis para seringueira era restrito, 

por isso com o objetivo de desenvolver novos marcadores SSRs para a espécie, foram 

construídas bibliotecas enriquecidas em microssatélites seguindo o protocolo proposto por 

Billote et al., (1999). As bibliotecas construídas utilizaram a estratégia de enriquecimento 

em microssatélites dinucleotídeos por saber que este tipo de SSR é abundante no genoma 

(MORGANTE; HANAFEY; POWELL, 2002) e em trinucleotídeos para tentar selecionar 

microssatélites em genes. 

O capítulo I descreve a construção destas bibliotecas enriquecidas utilizando sondas 

biotiniladas (CT)8 e (GT)8 para as bibliotecas enriquecidas em dinucleotídeos e (ATC)8 e 

(CCT)8 para as bibliotecas enriquecidas em trinucleotídeos. Os clones foram sequenciados 

em suas extremidades com objetivo de formar uma sequência consenso.   

No total, foram sequenciados 576 clones das bibliotecas enriquecidas em 

dinucleotídeos, dos quais 291 continham SSRs, e 288 clones das bibliotecas enriquecidas 

em trinucleotídeos, dos quais 62 continham SSRs. Quando é feita a comparação do 

rendimento dos dois tipos de bibliotecas, as bibliotecas enriquecidas em trinucleotídeos 

apresentaram baixo rendimento (21%) e é um indicativo de que este tipo de SSR encontra-

se em menor frequência no genoma. 
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Com as sequências de microssatélites devidamente identificadas, 121 pares de 

primers foram desenhados a partir das bibliotecas enriquecidas em dinucleotídeos e 32 das 

bibliotecas em trinucleotídeos, totalizando 153 pares de primers. Estes pares de primers 

desenvolvidos foram testados quanto a amplificação e polimorfismo em nove genótipos de 

H. brasiliensis que são genitores de cinco populações de mapeamento em estudo. Do total 

de 153 pares de primers, 119 apresentaram bom produto de amplificação e 90 foram 

polimórficos. Tendo em vista amostrar a variabilidade genética dos locos de 

microssatélites, foram escolhidos 46 locos, dentre os 90 que foram polimórficos, para 

serem caracterizados em 36 genótipos de H. brasiliensis. O número de alelos encontrados 

variou de 2 a 17 mostrando a grande variabilidade genética dentro de H. brasiliensis. 

Os 46 locos de SSRs que foram caracterizados nos 36 genótipos de H. brasiliensis 

também foram testados quanto a transferibilidade dos marcadores em outras seis espécies 

do gênero Hevea (H. benthamiana, H. nitida, H. guianensis, H. pauciflora, H. camargoana, 

H. rigidifolia) que foram gentilmente cedidas pela Embrapa Amazônia Ocidental. Os 

marcadores apresentaram taxa de transferibilidade superior a 80% para todas as espécies 

corroborando com os resultados encontrados por Souza et al. (2009).  

Segundo Barbará et al. (2007) a transferibilidade de marcadores microssatélites 

polimórficos dentro de gêneros tem taxa de êxito perto de 60% nas dicotiledôneas. Esta 

taxa de transferibilidade elevada dentro do gênero Hevea indica que as regiões 

flanqueadoras aos microssatélites são bem conservadas entre as espécies de Hevea e um 

indicativo de que o gênero Hevea é um complexo de espécies como propõe Pires (2002). 

Os locos de SSRs também foram avaliados quanto ao número de alelos presentes quando as 

6 espécies são incluídas na análise. O número de alelos observados aumentou, variando de 

2 a 21 e evidencia alelos exclusivos para estas espécies.  

Com a exceção de H. brasiliensis, as outras espécies do gênero Hevea são 

encontradas na forma de exemplares nos bancos de germoplasmas, sendo algumas destas 

espécies não representadas em coleções no Brasil. Estas espécies podem ser utilizadas 

como fonte de recursos genéticos para características importantes no melhoramento como, 

por exemplo, resistência a doenças. Dessa forma, faz-se necessário organizar novas 
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expedições para coletar estas espécies e representá-las nos bancos de germoplasma como 

fonte de recurso genético nos programas de melhoramento. 

Com o objetivo de desenvolver novos marcadores SSRs e SNPs em larga escala, o 

capítulo II descreve o sequenciamento do transcriptoma de painel na plataforma de 

sequenciamento de nova geração Illumina GAIIx. Este tecido foi escolhido para ser 

sequenciado por ter importância fundamental na seringueira, pois contém os vasos 

laticíferos que sintetizam e estocam o látex. Neste estudo, foram coletadas amostras de 

painel do clone GT1 por ser bom produtor de látex, tolerante ao frio e genitor de duas 

populações de mapeamento (GT1 x RRIM 701 e GT1 x PB235) desenvolvidas em parceria 

com o IAC, e do clone PR255 por ser tolerante ao frio e genitor da população de 

mapeamento PB 217 x PR255 devenvolvida pela empresa Michelin Ltda em parceria com o 

CIRAD.  

O transcriptoma foi montado através do método de novo. Nesta montagem, foram 

obtidos aproximadamente 152 mil contigs, dos quais um conjunto de sequências com 

tamanho mínimo de 400 pb foram selecionadas por apresentarem maior confiabilidade na 

anotação funcional. Aproximadamente 58 mil contigs haviam sido selecionados, porém 

neste conjunto de sequências foram identificadas sequências contaminantes, ou seja, 

sequências que apresentaram similaridade com outros organismos como, por exemplo, 

fungo. Após a remoção destas sequências, um conjunto de 50.384 contigs foram utilizados 

as análises subsequentes. 

 Os 50.384 contigs foram anotados em banco de dados como o nr, Gene Ontology e 

KEGG. Além disso, estes contigs foram comparados às sequências disponíveis para 

seringueira com o objetivo de investigar as contribuições deste estudo para a espécie. Para 

isto, foi montado um banco de dados com as sequências disponíveis dos trabalhos de RNA-

seq (XIA et al., 2011, TRIWITAYAKORN et al., 2011, LI et al., 2012, RAHAM et al., 

2013), com banco de ESTs do NCBI e com as sequências ESTs disponibilizadas por 

SILVA et al. (2014). Através da ferramenta BLASTn foram identificados 1.089 contigs que 

foram anotados no banco de dados do nr, porém não haviam sido catalogados para H. 

brasliensis.  
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Após a caracterização do transcriptoma, os 50.384 contigs foram submetidos à 

busca de microssatélites e SNPs. Na busca de SSRs, foram identificados 17.927 

microssatélites em 13.070 sequências, indicando a presença de mais de um microssatélite 

por sequência. Para identificar novos SSRs em seringueira, foi feito um BLASTn com o 

conjunto de 13.070 contigs contra o banco de dados de seringueira descrito anteriormente. 

Dentre os 13.070 contigs, foram identificados 1.709 contigs que não apresentaram 

similaridade com o banco de dados de seringueira contendo, portanto, novos microssatélites 

para a espécie. Apesar de os dados terem sido gerados por sequências expressas, os 

microssatélites dinucleotídeos foram predominantes (6.822; 38%), sendo o motivo AG/TC 

mais abundante (4.674; 68,5%) dentre os SSRs dinucleotídeos. Estes resultados corroboram 

com estudos anteriores realizados em H. brasiliensis, que haviam reportado que os SSRs 

dinucleotídeos representavam a maioria dos SSRs em sequências expresas (FENG et al., 

2009, TRIWITAYAKORN et al., 2011). Os SSRs dinucleotídeos representam a maioria 

dos SSRs genômicos de diversos organismos (MORGANTE; HANAFEY; POWELL, 

2002) incluindo a seringueira (POOTAKHAM et al., 2012), porém a representatividade 

deste tipo de SSR em sequências expressas de seringueira pode ser explicar o baixo 

rendimento das bibliotecas enriquecidas em trinucleotídeos apresentadas no capítulo I. 

Em espécies arbóreas, estima-se que a frequência média de SNPs no genoma é de 

um SNP a cada 100 pb (NEALE; KREMER, 2011). Apesar de ser conhecida a abundância 

deste tipo de polimorfismo, até o momento, poucos marcadores SNPs foram desenvolvidos 

para seringueira (POOTKHAM et al., 2011, SILVA et al., 2014, SALGADO et al., 2014). 

No transcriptoma estudado, foram identificados 404.114 SNPs putativos com frequência de 

um SNP a cada 125 pb. Quando foram associadas às sequências contendo SNPs com 

anotação do KEGG, foram identificadas sequências anotadas às seis enzimas da via do 

mevalonato (MVA) (25 contigs) e às sete enzimas da via C-metil-deritritol 4 fosfato (MEP) 

(40 contigs) contendo SNPs putativos.  

Apesar de as vias MVA e MEP serem muito conhecidas e estudadas por estarem 

diretamente envolvidas na síntese do látex, nenhum SNP havia sido identificado e validado. 

Para validar o maior número de SNPs nas sequências anotadas nas vias MVA e MEP, foi 

escolhido o sequenciamento pelo método de Sanger para sequenciar as regiões de interesse 

 



105 

 

em 36 genótipos de H. brasiliensis. Estes 36 genótipos também foram utilizados para 

caracterização dos locos de SSRs descritos no capítuo I.  

Inicialmente foram feitas reações de amplificação via PCR à partir do DNA 

genômico e os produtos de amplificação foram verificados quanto à qualidade em gel de 

agarose 1,5%. Todos os pares de primers que haviam sido desenhados apresentaram um 

bom produto de amplificação na agarose e foram sequenciados. Do total de 64 pares de 

primers, apenas 26 apresentaram boa resolução no sequenciamento e avaliados quanto a 

validação dos SNPs. Foram validados 78 SNPs, porém também foram observados SNPs e 

regiões de INDELs que não haviam sido preditos por não estarem representados nos clones 

PR255 e GT1 e, dessa forma, não foram contabilizados neste trabalho.  

O sequenciamento pelo método de Sanger das regiões de interesse apresenta como 

vantagem avaliar regiões de introns e exons e permite visualizar a grande variabilidade 

genética entre os genótipos de H. brasiliensis, porém esta técnica é custosa, apresentou 

baixo rendimento e dificuldades em sua execução devido à sensibilidade na detecção das 

bases do sequenciamento. Plataformas de genotipagem de SNPs como Sequenom 

MassARRAY® (Sequenom, San Diego, CA), Illumina GoldenGate e Illumina Infinium HD 

(Illumina, San Diego, CA) avaliam apenas o loco SNP e não permitem avaliar regiões com 

SNPs muito próximos, ou seja, regiões menores que 50 pares de bases que contenham mais 

de um SNP, porém apresentam boa relação custo-benefício devido ao baixo custo por SNP 

genotipado e maior rendimento quando comparado ao sequenciamento de Sanger. 

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram melhor entendimento e dinâmica do 

transcriptoma de seringueira e teve contribuição significativa para o banco de dados da 

espécie. Apesar das regiões gênicas sofrerem maior pressão de seleção, o sequenciamento 

de algumas destas regiões para a validação de SNPs mostrou que existe grande 

variabilidade genética em regiões gênicas e indica que a frequência predita de um SNP a 

cada 125 pb pode ser maior.  

O capítulo III encerra este trabalho apresentando pela primeira vez na espécie um 

mapa genético-molecular saturado com marcadores SNPs. Inicialmente foi publicado um 

mapa prévio e o mapeamento de 18 QTLs para crescimento na revista Plos One intitulado 
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“QTL Mapping of Growth-Related Traits in a Full-Sib Family of Rubber Tree (Hevea 

brasiliensis) Evaluated in a Sub-Tropical Climate” e apresentado no Anexo I. O mapa 

publicado contém 284 SSRs tendo este projeto de doutorado contribuído com 52 

marcadores SSRs desenvolvidos no capítulo I. Este mapa prévio é composto por 23 grupos 

de ligação, com comprimento total de 2688,8 cM e densidade de um marcador por 9,83 cM. 

Mais recentemente, este mapa foi saturado por Silva (2014) com 46 marcadores EST-SSRs, 

totalizando 330 microssatélites distribuídos em 22 grupos de ligação. A densidade média 

deste mapa após a saturação com os 46 SSRs é de um marcador por 9,3 cM e comprimento 

total de 3.068,9 cM. A saturação deste mapa com novos marcadores microssatélites 

permitiu a integração dos grupos de ligação LG11a e LG11b.   

No mapa apresentado no capítulo III, 51 marcadores SNPs desenvolvidos a partir de 

sequências ESTs (SILVA et al., 2014) e do transcriptoma apresentado no capítulo II e dois 

EST-SSRs desenvolvidos e genotipados por Silva (2014) foram mapeados. A genotipagem 

dos SNPs foi feita por espectrometria de massa na plataforma Sequenom MassARRAY® e 

os dados de genotipagem foram analisados no software SuperMASSA (SERANG et al., 

2012) que teve o prof. Dr. Augusto Franco Garcia- ESALQ como um dos colaboradores 

para seu desenvolvimento. 

A metodologia empregada para a construção deste mapa foi a mesma publicada no 

mapa prévio (SOUZA et al., 2013) apresentado em anexo. O mapa contém 383 marcadores 

distribuídos em 20 grupos de ligação, dos quais 51 são marcadores SNPs e 332 são 

microssatélites. Este novo mapa tem comprimento total de 3.137,6 cM e densidade de um 

marcador a cada 8,12 cM. Comparado ao mapa obtido por Silva (2014), a saturação deste 

mapa com marcadores SNPs permitiu a integração de outros dois grupos de ligação. Apesar 

de saturar este mapa com marcadores SNPs, ainda não há uma cobertura homogênea do 

genoma e, por isso, não foi possível obter os 18 grupos de ligação desejados.  

Já é conhecido que os SNPs estão presentes de forma abundante e através do estudo 

apresentado no capítulo II sabe-se que o SNPs são muito frequentes em regiões expressas 

na seringueira. O desenvolvimento de novos marcadores SNPs é uma ferramenta poderosa 

na construção e saturação de mapas genéticos e pode contribuir para um mapa mais 

homogêneo com 18 grupos de ligação e dete ctar QTLs com maior precisão. 
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Devido, até então, ao número restrito de marcadores moleculares disponíveis para 

H. brasiliensis, fez-se necessário desenvolver novos marcadores para a construção e 

saturação de um mapa genético molecular. O desenvolvimento desta ferramenta 

permitiu o maior conhecimento da genética de espécie e avaliar a elevada 

variabilidade genética dentro de H. brasiliensis evidenciada pelo número de alelos 

encontrados nos locos de microssatélites e pela frequência de SNPs em regiões 

gênicas.  

Por ser uma espécie perene, o processo de domesticação da seringueira é recente e a 

variabilidade genética encontrada em poucos acessos de H. brasiliensis utilizados 

neste estudo, revela que há um grande potencial genético a ser explorado nos 

programas de melhoramento. 

A porcentagem de transferibilidade dos marcadores SSRs superior a 80% nas outras 

espécies do gênero Hevea e o aumento no número de alelos quando os locos de 

microssatélites são avaliados incluindo estas espécies, mostra que os bancos de 

germoplasma devem colecionar acessos destas espécies como fonte de recursos 

genéticos. 
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O conjunto de marcadores SSRs e SNPs desenvolvidos são ferramentas moleculares 

importantes para programas de melhoramento e podem ser empregados na construção de 

novos mapas genéticos.  

O transcriptoma obtido neste estudo e sua caracterização abre novos horizontes e 

novas perspectivas no melhoramento genético, pois auxilia a identificação de genes 

relacionados à características de interesse para o melhoramento. Além disso, este 

transcriptoma permite a identificação e desenvolvimento de marcadores SNPs em genes de 

interesse e se tornou referência para futuros estudos de expressão gênica.   

O mapa genético apresentado será saturado com novos marcadores SNPs já 

desenvolvidos buscando obter uma cobertura mais homogênea do genoma. Dados 

fenotípicos para produção de látex já foram coletados e futuramente um mapa genético 

mais saturado será construído e, pela primeira vez na espécie, QTLs para produção serão 

mapeados. 
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Supporting Information 
 
Figure S1. The distribution and type of SSR and EST-SSR markers in the linkage 
groups. 
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Figure S2. Genotypic correlation coefficients and dispersion of the phenotypic data.  

  

 

Figura S3. The average temperatures and precipitation. 
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	Additional file 1 – Characterization of all of the developed SSR markers.

