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Abstract 

Rubber tree (Hevea brasiliensis), native species of the Amazon, is world’s major 

source of natural rubber. Rubber tree breeding programs have been fundamental for the 

selection of desirable traits. However, the breeding cycle is time consuming (around 30 

years), which makes the development of new techniques for early evaluation a necessity. 

cDNA libraries and Expressed Sequence Tags (ESTs) are very important tools in molecular 

biology: they enable the identification of genes preferentially expressed in tissues or 

cellular types and are also a valuable resource of polymorphic markers, powerful 

instruments for genotyping and molecular mapping. The use of EST-derived markers 

allows the construction of functional maps, wherein expressed genes or regions near genes 

are positioned. This type of mapping is important for gene-trait association studies and 

candidate genes identification. 

The present study aimed at the construction of cDNA libraries from different tissues 

(panel, latex and leave) and treatments (cold exposure and Microcyclus ulei controlled 

infection) of rubber tree for the development of EST sequences and gene-targeted 

molecular markers, to raise the saturation of a microsatellite-based integrated genetic map 

previously constructed in our laboratory, in which 18 quantitative trait loci (QTLs) related 

to growth traits were identified.  

Sequencing of 10,464 clones generated 8,551 high quality ESTs that were clustered 

into 5,211 unigenes. Among these, 3,582 (68.7%) showed similarity to a hypothetical or 

expressed protein. A total of 173 EST-SSR and 43 SNP markers were developed for 

H. brasiliensis. 150 SSRs (87%) could be associated with functional genes, and 98.8% 

were transferred to other Hevea species, suggesting that the genus is a complex 

formed by different species. SNP markers were identified in 13 ESTs that showed
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similarity to stress response, development and latex biosynthesis proteins. Six 

sequences were highly abundant in the cold exposure libraries and expression analyses 

demonstrated that five sequences were up-regulated during the exposure, with emphasis 

to two sequences with more than 70-fold increase in expression. 

From the developed EST-SSRs, 46 were genotyped in the segregating F1 population 

comprised of 270 plants. These markers were added to the genetic map, which know 

contains a total of 330 markers. The OneMap software was used for the map construction 

that now has 3,068.9 cM and 22 linkage groups. Five loci were mapped into QTLs, and 

transcripts of three of them present similarity to proteins involved in stress response and 

developmental processes. These loci may be candidate genes for studies related to rubber 

tree growth traits. 

To our knowledge, this is the first work in rubber tree that combines analyses of 

ESTs from different tissues and treatments, and to analyze sequences under cold stress, 

in several H. brasiliensis genotypes. The new positioned markers may help in 

the identification of genes of interest and QTLs for other agronomic important traits. 

The several gene-targeted markers developed here will be used in the mapping and 

positioning of possible genes in other mapping populations that are now being evaluated 

at Genetics and Molecular Analysis Laboratory. 
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Resumo 

A seringueira (Hevea brasiliensis), espécie nativa da Amazônia, é a maior fonte de 

borracha natural do mundo. Programas de melhoramento genético da seringueira têm sido 

cruciais para a obtenção de caracteres desejáveis. Entretanto, o ciclo de melhoramento da 

seringueira é muito longo (cerca de 30 anos), tornando-se essencial o desenvolvimento de 

novas técnicas de avaliação precoce. As bibliotecas de cDNA e Expressed Sequence Tags 

(ESTs) são ferramentas muito importantes em biologia molecular: possibilitam identificar 

genes preferencialmente expressos em tecidos ou tipos celulares e também são valiosas 

fontes de marcadores polimórficos, instrumentos poderosos para genotipagem e 

mapeamento molecular. O uso de marcadores derivados de ESTs permite construir mapas 

funcionais, nos quais são posicionados genes transcritos ou regiões próximas aos genes. 

Este tipo de mapeamento é importante para estudos de associação gene-característica, e 

identificação de genes candidatos. 

 Este trabalho objetivou a construção de bibliotecas de cDNA de diferentes tecidos 

(painel, látex e folha) e tratamentos (exposição ao frio e infecção controlada por 

Microcyclus ulei) de seringueira para desenvolver sequências EST e marcadores 

moleculares gene-direcionados a partir destas sequências, para aumentar a saturação de um 

mapa integrado baseado em microssatélites, no qual identificaram 18 quantitative trait loci 

(QTLs) para características de crescimento, construído previamente em nosso laboratório. 

Foram sequenciados 10.464 clones, gerando 8.551 ESTs de alta qualidade que 

agrupadas formaram 5.211 unigenes. Destes, 3.582 (68,7%) apresentam similaridade com 

uma proteína hipotética ou expressa. Foram desenvolvidos 173 marcadores EST-SSR e 43 

marcadores SNP para H. brasiliensis. 150 EST-SSRs (87%) podem estar associados a 

ix 



genes funcionais, e 98,8% foram transferidos para outras espécies de Hevea, sugerindo que 

o gênero seja um complexo formado pelas diferentes espécies. Os SNPs foram

identificados em 13 ESTs similares a proteínas de resposta a estresse, desenvolvimento e 

síntese de látex. Seis sequências foram abundantes nas bibliotecas de exposição ao frio e 

análises de expressão demonstraram que a expressão de cinco sequências aumentou durante 

o experimento, principalmente a expressão de duas sequências que foi aumentada mais de

70 vezes. 

Dos EST-SSRs desenvolvidos, 46 foram genotipados na população segregante F1 

com 270 indivíduos, e estes marcadores foram adicionados ao mapa genético de 

seringueira, totalizando 330 marcadores. O programa OneMap foi usado para a construção 

do mapa que possui 3.068,9 cM de extensão e 22 grupos de ligação (LGs). Cinco locos 

foram mapeados em regiões QTL, e os transcritos de três são similares a proteínas de 

resposta a estresse e desenvolvimento. Estes locos podem ser genes candidatos para estudos 

relacionados a características de crescimento em seringueira. 

Até o momento, este é o primeiro trabalho em seringueira que combina análises de 

ESTs de diferentes tecidos e tratamentos, e análises sobre a exposição a baixas 

temperaturas, em vários genótipos de seringueira. Os novos marcadores adicionados ao 

mapa poderão auxiliar na identificação de genes de interesse e de QTLs para outras 

características de importância agronômica. Os vários marcadores gene-direcionados 

desenvolvidos serão utilizados para mapeamento e posicionamento de possíveis genes em 

outras populações de mapeamento que estão sendo avaliadas no Laboratório de Análise 

Genética e Molecular. 
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Estudar, e buscar pela verdade e beleza, é uma esfera de 

atividade na qual nos é permitido continuar 

crianças por toda a vida. 

(Albert Einstein) 
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Introdução 

A seringueira (Hevea brasiliensis), espécie nativa da Amazônia, pertence à família 

Euphorbiaceae e é a maior fonte de borracha natural do mundo, matéria-prima de grande 

importância em diversos setores industriais. Ao contrário da maioria das plantas cultivadas, é 

uma espécie que ainda está sendo domesticada, e sua história é tão curta que quase não mudou o 

seu aspecto de árvore nativa encontrada na Amazônia. Apesar de o Brasil ser o centro de origem 

e de diversidade da espécie, e principal produtor e exportador de borracha no final do século 

XIX, o Brasil é importador dessa matéria prima desde o início do século passado. Em 2012, a 

produção mundial de borracha natural atingiu 11.327.000 toneladas, das quais o Brasil 

contribuiu, apenas, com 171.500 toneladas (1,5%). Nesse ano o consumo nacional foi de 343.400 

toneladas, ou seja, o Brasil importou a maior parte da borracha consumida no país. 

A grande limitação para o cultivo da seringueira em sua região de origem é a ocorrência 

do mal-das-folhas, causada pelo fungo Microcyclus ulei, que é favorecida pela alta temperatura e 

umidade características da Amazônia. Desta maneira, o cultivo da seringueira se estendeu a áreas 

de diferentes características climáticas, denominadas regiões de escape, criando a necessidade de 

novos cultivares adaptados a essas áreas. A expansão do cultivo da seringueira no Brasil está 

diretamente ligada à identificação de clones adaptados às áreas de escape. Programas de 

melhoramento genético da seringueira têm sido fundamentais para a obtenção de caracteres 

desejáveis. A seringueira por ser uma cultura perene, tem um longo ciclo de melhoramento, 

sendo necessários cerca de 30 anos para obter-se uma variedade melhorada. Com o intuito de 

maximizar a seleção e reduzir esse período, mudanças que possam ser efetuadas sem 

comprometer o ganho genético, pode resultar em um programa mais eficiente.  
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 As ferramentas da biologia molecular podem ser a chave para tornar mais eficiente e 

rápida a obtenção de novos cultivares. A geração de marcadores moleculares e mapas genéticos 

podem possibilitar a detecção precoce de um genótipo de interesse a partir de seleção assistida 

(MAS) e seleção genômica ampla (GWS), assim reduzindo o tempo e os custos. O uso de 

técnicas moleculares em seringueira teve um início bastante tímido, e somente nos últimos anos a 

utilização dessas técnicas se tornou mais abrangente. 

 Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de Expressed 

Sequence Tags (ESTs) de diferentes tecidos e tratamentos em seringueira e o desenvolvimento de 

marcadores gene-direcionados a partir destes ESTs, com a finalidade de aumentar a saturação e 

posicionar possíveis genes em um mapa genético molecular de seringueira construído em nosso 

laboratório. Para tanto, foi necessária a construção de sete bibliotecas de cDNA, o 

sequenciamento e análise dos reads, e a identificação de polimorfismos em sequências que 

apresentavam similaridade com proteínas. 

 A adição dos novos marcadores, juntamente com uma maior saturação do mapa, abre 

novas possibilidades para a identificação de genes envolvidos em características agronômicas de 

interesse, QTLs e para realizar MAS e GWS. Os marcadores desenvolvidos podem ser usados em 

diferentes populações de mapeamento, assim como na caracterização de germoplasma, estudos 

sobre variabilidade genética e estrutura populacional em H. brasiliensis e em outras espécies de 

Hevea. Além disso, as sequências EST obtidas podem ser usadas para auxiliar na análise de 

outras bibliotecas de cDNA e, por serem longas, na montagem de transcriptomas de seringueira.   

 Este trabalho foi desenvolvido em colaboração com o Centro de Seringueira do Instituto 

Agronômico de Campinas (IAC), Departamento de Genética da ESALQ/USP e a empresa 

Michelin do Brasil. 
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Revisão bibliográfica 

O contexto e a importância da cultura da seringueira 

A seringueira (Hevea spp.) é uma das principais espécies florestais nativas do Brasil, é 

perene, pertence à família Euphorbiaceae e a classificação atual do gênero Hevea conduz a 11 

espécies intercruzáveis (Pires et al. 2002; Gonçalves et al. 1990). As espécies conhecidas são: H. 

benthamiana Müll-Arg., H. brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg., H. camargoana 

Pires, H. camporum Ducke, H. guianensis Aubl., H. microphylla Ule, H. nitida Mart. ex Müll-

Arg., H. paludosa Ule, H. pauciflora (Spruce ex Benth.) Müll-Arg., H. rigidifolia (Spruce ex 

Benth.) Müll-Arg., e H. spruceana (Benth.) Müll-Arg (Gonçalves et al., 1997). O rio Negro, na 

confluência com o rio Amazonas, é o centro primário de diversidade genética do gênero Hevea, 

sendo as áreas nas proximidades do município de Borba, no baixo rio Madeira, o centro 

secundário (Wycherley, 1977). A ocorrência natural das espécies de Hevea está circunscrita à 

região Amazônica, sendo encontradas no Brasil, Bolívia, Peru, Colômbia, Equador, Guianas, 

Suriname e Venezuela (Webster e Paardekooper, 1989; Priyadarshan e Clement-Demange, 2004) 

(Fig. 1). 

A seringueira é uma dicotiledônea monóica, as flores são unissexuadas, pequenas, 

amarelas e dispostas em racimo. As folhas são longamente pecioladas e repartidas em três 

folíolos. O fruto é uma cápsula grande que geralmente apresenta três sementes (Paiva, 1992). A 

polinização da seringueira é entomófila, sendo que pequeninos insetos da família 

Ceratopogonidae (Heleidae) são os principais responsáveis pela polinização natural, operando em 

curtas distâncias para polinização cruzada (IPEF, 2007), e as sementes são dispersas pelos rios. 

Estudos sobre o gênero tiveram início em 1775, com a descrição de H. guianensis por 

Aublet (Priyadarshan e Clement-Demange, 2004). Em decorrência da sobreposição geográfica 

das espécies em sua área natural de ocorrência, a hibridização é frequente devido à falta de 

5 





observações possam sugerir uma origem a partir de duas espécies ancestrais, nenhum ancestral 

diploide com 2n = 18 foi encontrado (Lespinasse et al., 2000a). 

. Dentre as espécies de seringueira se destaca a H. brasiliensis por ser a principal fonte de 

borracha natural existente. A borracha natural é matéria-prima estratégica para mais de 40 mil 

produtos, sendo possuidora de elasticidade, resistência ao desgaste, plasticidade, 

impermeabilidade para líquidos e gases e propriedades isolantes de eletricidade (Mooibroek e 

Cornish, 2000). De acordo com dados do International Rubber Study Group (IRSG, 2013), em 

2012 a produção mundial de borracha natural atingiu 11,327 milhões de toneladas para um 

consumo de 11,005 milhões de toneladas. Deste montante, o Brasil contribuiu apenas com 171,5 

mil toneladas (1,5%), enquanto o consumo nacional interno foi de 343,4 mil toneladas (IRSG, 

2013), ou seja, o país importou a maior parte da borracha natural que consumiu, e as projeções de 

consumo para 2030 no Brasil ultrapassam a marca de um milhão de toneladas (Cortez, 2005). 

Embora a bacia Amazônica ofereça ótimas condições climáticas para o desenvolvimento 

da cultura, a ocorrência de uma doença causada pelo fungo Microcyclus ulei, o mal das folhas 

também chamada de SALB (South American leaf bligtht), limita a produção de borracha nessa 

região (Pushparajah, 2001). Por consequência, a produção de borracha natural tem se expandido 

para áreas de escape. Entre os locais proeminentes dessa expansão encontra-se o norte da Índia, 

Vietnã, sul da China e o planalto sul do Brasil. Além das novas condições de desenvolvimento da 

cultura, essas novas áreas possuem condições de estresse como baixas temperaturas, altitude 

elevada, vento e outras doenças (Pushparajah, 1983; Priyadarshan e Gonçalves 2003). O 

melhoramento genético vem buscando clones adaptados a essas novas áreas de escape 

(Priyadarshan e Gonçalves 2003). Entretanto, o ciclo de melhoramento genético da seringueira, 

que vai do cruzamento até o final da produção leva de 20 a 30 anos para se concretizar. Além do 

longo ciclo de vida, da falta de sincronismo no florescimento dos genitores e o baixo sucesso na 
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polinização controlada em seringueira, as progênies passam por testes precoces de produção, 

vigor e tolerância a doenças para serem testados em Experimentos de Avaliação em Pequena 

Escala (EAPEs), seguidos por Experimentos de Avaliação em Grande Escala (EAGEs) (Fig. 2) 

(Gonçalves e Fontes, 2012). Sendo assim, o desenvolvimento de novas técnicas de avaliação 

precoce que possibilitem diminuir e aperfeiçoar as avaliações para seringueira é extremamente 

necessário. Neste ponto, as técnicas de biologia molecular podem auxiliar na obtenção de novos 

cultivares de maneira mais rápida e eficiente. 

Bibliotecas de cDNA e Expressed Sequence Tags 

A clonagem de cDNA é uma das mais importantes ferramentas em biologia molecular. 

Grande parte do nosso conhecimento sobre a natureza de transcritos e de proteínas se deve à 

capacidade de preparação de cópias de cDNA a partir de RNA e da criação de bibliotecas de 

cDNA com a clonagem dessas cópias. As bibliotecas de cDNA são derivadas, em sua maior 

parte, de um pool de RNAs mensageiros (mRNAs) originário de diferentes tecidos ou até de uma 

única célula. Geralmente a síntese de cDNA se inicia pelas caudas poli(A), na extremidade 3’, 

por primers oligo(dT) contendo de 12 a 18 repetições de timina. Os primers oligo(dT) ainda 

podem conter sítios de restrição para endonucleases, facilitando a clonagem dos cDNAs através 

da digestão dos fragmentos (revisado em Harbers, 2008). Para a síntese da segunda fita de cDNA 

é necessária a criação de um sítio de iniciação na extremidade 5’ do cDNA, tendo várias técnicas 

sido desenvolvidas para este fim (Kato et al., 1994; Maruyama e Sugano, 1994; Vettore et al., 

2001). Os cDNAs dupla-fita são clonados em plasmídios (Vettore et al., 2001; Tobias et al., 

2005) ou bacteriófagos (Lin et al., 2005), e os clones são propagados usualmente em Escherichia 

coli. 

8 





evidências biológicas para centenas de genes preditos e como fonte para a descoberta de novos 

genes ou de transcritos alternativos. Apesar de a técnica de clonagem de cDNA ser usada há 

muitos anos, os projetos em larga escala provavelmente ainda não possuem todos os transcritos 

representados nas bibliotecas. A fração do genoma ativamente transcrita é muito maior do que se 

esperava com base nas anotações de genomas totais (Carninci, 2007; Kapranov et al., 2007). 

As bibliotecas de cDNA proporcionam recursos para estudos funcionais de novos 

transcritos, a descoberta de novos genes e para análises de transcriptoma (Harbers, 2008), que em 

seringueira começaram a ser realizados apenas nos últimos anos (Xia et al. 2011; Triwitayakorn 

et al. 2011; Li et al. 2012; Salgado et al., 2014; Mantello et al., in press). A produção de ESTs 

em larga escala cria a possibilidade de identificação de genes envolvidos em diferentes processos 

celulares levando a um melhor entendimento dos mecanismos moleculares atuantes. Em plantas 

de interesse agronômico, é possível a identificação de genes relacionados com características 

fisiológicas e bioquímicas economicamente importantes, podendo-se  fazer uma ligação direta 

entre fenótipo e genótipo. Além disso, as bibliotecas de cDNA são uma valiosa fonte de 

marcadores moleculares polimórficos baseados em PCR, os quais são instrumentos poderosos 

para genotipagem e mapeamento molecular. 

Marcadores moleculares desenvolvidos a partir de ESTs 

As variações encontradas nas sequências de DNA são uma das mais importantes 

características para estudos genéticos em qualquer espécie, e os marcadores moleculares se 

apresentam como ferramentas convenientes para se examinar essas variações genéticas. Em 

plantas, os marcadores são usados na pesquisa básica e em melhoramento para caracterização de 

germoplasma, isolamento de genes, para acompanhar a introgressão de alelos favoráveis e 

proteção da variabilidade (revisado em Andersen e Lübberstedt, 2003). Vários marcadores foram 

10 



desenvolvidos em diferentes espécies de plantas [Restriction Fragment Lenght Polymorphisms 

(RFLPs), Variable Number of Tandem Repeats (minissatélites ou VNTR), Amplified Fragment 

Length Polymorphisms (AFLPs), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs)], sendo os 

microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) e os SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) os mais utilizados (Borém e Caixeta, 2006). 

Os marcadores moleculares foram primeiramente desenvolvidos a partir de sequências 

genômicas anônimas (RDMs – Random DNA Markers), sendo fenotipicamente neutros, e têm 

sido usados com sucesso em vários estudos de caracterização genética (revisado em Andersen e 

Lübberstedt, 2003). Entretanto, a ligação genética entre um RDM específico e o loco de um 

alelo-alvo pode ser quebrada por recombinação, o que limita o uso destes marcadores como uma 

ferramenta diagnóstica (Rafalski e Tingey, 1993). 

A caracterização funcional de genes, os ESTs e os projetos de sequenciamento de 

genomas facilitam o desenvolvimento de marcadores moleculares de regiões transcritas do 

genoma (Varshney et al., 2005a). Os SSRs (Varshney et al., 2005b) e os SNPs (Rafalski, 2002) 

são os marcadores mais importantes e populares que podem ser desenvolvidos a partir de ESTs. 

Os ESTs que deram origem aos marcadores podem ser submetidos a buscas por homologia 

(BLASTX) nos bancos de dados de proteínas (i.e.: SWISSPROT), podendo-se deduzir suas 

prováveis funções. Estes marcadores são chamados gene-direcionados (GTMs – Gene Targeted 

Markers) por se encontrarem dentro dos genes, mas não estarem relacionados com características 

fenotípicas. Quando estão envolvidos com a variação fenotípica de uma característica, são 

chamados de marcadores funcionais (FMs – Functional Markers) (Andersen e Lübberstedt, 

2003). Se um marcador FM estiver geneticamente associado a uma característica de interesse, é 

provável que ele afete diretamente a característica. Além disso, os ESTs que apresentam 

homologia com genes candidatos podem ser utilizados de forma específica para o mapeamento 
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genético (Cato et al. 2001).  Vários possíveis FMs têm sido desenvolvidos para diferentes 

espécies de plantas (Liu et al., 2012; Xia et al., 2012; Azmach et al., 2013).  

A utilização de marcadores moleculares derivados de ESTs permite a construção de 

mapas funcionais, nos quais são posicionados genes transcritos, que podem apresentar associação 

significativa com características agronômicas de interesse. Em longo prazo, o desenvolvimento 

de marcadores alelo-específicos para os genes que controlam características de valor agronômico 

será um avanço para o melhoramento vegetal. 

1. EST-SSRs

Os microssatélites, ou SSRs, representam uma sequência de DNA composta por pequenos 

motivos de 1 a 6 pares de bases repetidos em tandem. O número de repetições do microssatélite 

pode variar, sendo que sua sequência adjacente costuma ser conservada entre indivíduos 

diferentes da mesma espécie ou de espécies próximas. Estes marcadores são altamente 

polimórficos e abundantes, apresentando grande reprodutibilidade, herança codominante e boa 

cobertura do genoma, sendo ideais para estudos de genética e melhoramento em plantas (Powell 

et al., 1996). Os microssatélites também são usados para a integração de mapas genéticos e 

físicos em plantas, fornecendo meios para se associar variações fenotípicas a variações 

genotípicas (revisado em Varshney et al., 2005b). Em função das vantagens que esse marcador 

apresenta, ele se tornou o marcador genético mais utilizado nos diferentes estudos genéticos para 

os quais são utilizados marcadores moleculares (Schlotterer, 2000). 

Os marcadores microssatélites, desenvolvidos a partir de bibliotecas genômicas, podem 

pertencer a qualquer região do genoma, transcrita ou não, e raramente há informações disponíveis 

quanto às suas funções. Em contraste, os EST-SSRs geralmente possuem funções putativas e são 

marcadores gene-direcionados, com o potencial de se tornarem FMs, caso os polimorfismos dos 

12 



motivos repetidos afetem a função do gene no qual ele se encontra (Andersen e Lübberstedt, 

2003; Varshney et al., 2005b). São encontrados em alta densidade nas regiões expressas, sendo 

estimado em média um SSR a cada 6Kb em plantas (Varshney et al., 2002). Em comparação com 

os SSRs genômicos, os EST-SSRs apresentam níveis de polimorfismo inferiores, devido à maior 

pressão seletiva contra mutações nas regiões expressas, entretanto a qualidade de definição e as 

taxas de transferibilidade entre diferentes espécies são maiores (Varshney et al. 2005b; Varshney 

et al. 2005c; Feng et al. 2009). 

2. SNPs

Os SNPs são muito abundantes no genoma e, devido à sua frequência e distribuição, 

surgem como importantes marcadores genéticos para a obtenção de mapas de alta resolução 

(Rafalski, 2002; Andersen and Lübberstedt 2003; Gaur et al. 2012) e para estudos de associação 

baseados em genes candidatos ou possivelmente em genomas completos (Rafalski, 2002). SNPs 

são trocas de bases únicas que ocorrem em uma posição específica do genoma. Por definição, o 

alelo menos frequente tem uma abundância de 1% ou mais, caso contrário é referido como uma 

mutação (Brookes, 1999). Os SNPs apresentam natureza bialélica (em diploides) e podem ser 

encontrados tanto em regiões expressas quanto em não-expressas (Borém e Caixeta, 2006). Estão 

espaçados, em média, a cada 500-1000 bases em humanos (Tost e Gut, 2002). Em espécies de 

plantas, essa distância pode ser bem menor: em amendoeira, pode ser encontrado um SNP a cada 

114pb (Wu et al. 2008), e em eucalipto, há um SNP a cada 192pb (Novaes et al. 2008). Também 

há as inserções/deleções (indels) de bases únicas que, apesar de não serem estritamente SNPs, 

elas são quase sempre incluídas nessa definição (Brookes 1999). 

Em plantas, os SNPs podem ser usados como marcadores genéticos para muitas 

aplicações em melhoramento, estudos populacionais, fingerprint de germoplasma, mapeamento 
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genético, associações genótipo/fenótipo e para estudos de clonagem posicional. Tais marcadores 

têm sido fundamentais para análise de genes e para o entendimento das bases genético-molecular 

de importantes características vegetais. O desenvolvimento de marcadores SNPs identificados a 

partir de sequências de ESTs representa um valioso sistema de marcadores no mapeamento de 

genes candidatos e na identificação da base genética de QTLs de características de importância 

agronômica. 

Mapeamento genético 

A base para a construção de mapas genéticos é o conceito de ligação gênica, que leva à 

percepção de que a frequência de recombinação pode ser usada como medida de distância entre 

dois genes (Sturtevant, 1913; Coelho e Silva, 2002). O entendimento desta característica e a 

disponibilidade de marcadores moleculares, aliados a métodos estatísticos, tem possibilitado a 

construção de mapas genéticos para várias espécies de plantas de interesse econômico, incluindo 

as que apresentam longo ciclo de vida (Carneiro e Vieira, 2002). Os mapas genéticos são 

considerados uma das aplicações de maior impacto dos marcadores moleculares para a análise 

genética e no melhoramento genético vegetal. Os mapas permitem a análise de genomas, 

desmembrar as características complexas nos vários genes que as determinam, localizar regiões 

genômicas que afetam caracteres agronômicos e quantificar seus efeitos na característica de 

interesse. Para programas de melhoramento genético, a inclusão desses dados é de extrema 

importância (Cruz e Silva, 2009). Três pontos são extremamente importantes para a construção 

de um mapa de ligação: a população de mapeamento, a seleção de marcadores polimórficos e a 

análise de ligação entre os marcadores. 

Para a população de mapeamento, a escolha dos genitores é o principal passo: quanto mais 

próximos geneticamente forem os indivíduos, mais difícil será a identificação de polimorfismos 
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(Paterson et al., 1981). Para maximizar a probabilidade de detecção de locos polimórficos, o ideal 

é que os genitores não possuam pais em comum e, no caso de espécies com autofecundação, 

pode-se fazer uso de cruzamentos interespecíficos (Tanksley, 1993). Em mapeamento, a 

utilização de populações segregantes com alto desequilíbrio de ligação é muito importante, uma 

vez que a principal causa do desequilíbrio é a ligação física dos locos. Este desequilíbrio é 

bastante pronunciado em populações de cruzamentos controlados, desta maneira a detecção de 

ligação entre dois locos fisicamente próximos também é elevada (Tanksley, 1993; Falconer e 

Mackay, 1996; Lynch e Walsh, 1998). 

As populações mais usadas para a construção de mapas de ligação são gerações F2, 

populações de retrocruzamentos e cruzamentos entre heterozigotos e linhagens duplo-haploide 

(Tanksley, 1993).  Entretanto, para espécies de ciclo longo, como a seringueira, a obtenção dessas 

linhagens é inviável. Para possibilitar o mapeamento genético nessas espécies, diferentes 

estratégias foram desenvolvidas, sendo o duplo pseudo testcross uma delas. A estratégia consiste 

na construção de dois mapas individuais para cada genitor com base em marcadores que 

segregam em um pai, mas não no outro. Esta técnica foi utilizada, por exemplo, na construção de 

mapas genéticos para duas espécies de eucalipto (Grattapaglia e Sederoff, 1994) e álamo (Zang et 

al., 2004). Outra estratégia, considerada mais efetiva, faz uso de métodos de máxima 

verossimilhança para estimar simultaneamente a ligação e as fases de ligação (Wu et al., 2002). 

Este método foi utilizado com sucesso no mapeamento em cana-de-açúcar (Garcia et al., 2006; 

Oliveira et al., 2007; Palhares et al., 2012) e maracujá (Oliveira et al., 2008). 
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Marcadores moleculares e mapeamento em seringueira 

1. Marcadores moleculares

Marcadores do tipo minissatélites (Besse et al., 1993a), RFLPs (Besse et al., 1993b), 

mtDNA RFLPs (Luo et al., 1995), RAPDs (Venkatachalam et al., 2001) e AFLPs (Lespinasse  et 

al., 2000a) foram desenvolvidos e utilizados em Hevea. Low et al. (1996) descreveram pela 

primeira vez marcadores do tipo microssatélite em seringueira, através de pesquisas em bancos 

de dados de algumas sequências do gênero, e esses marcadores demonstraram o alto nível de 

polimorfismo em várias espécies de Hevea. Os trabalhos seguintes se basearam na construção de 

bibliotecas enriquecidas em sequências repetitivas, levando à identificação de um grande número 

de marcadores microssatélites (Atan et al., 1996; Seguin et al., 2003; Roy et al., 2004; Saha et 

al., 2005; Souza et al., 2009; Le Guen et al., 2010; Mantello et al., 2012). Yu et al. (2011) 

desenvolveram marcadores SSR através de um biblioteca genômica construída pelo método SAM 

(Selectively Amplified Microsatellite), que gera fingerprints de SSR multi-loco e as bandas 

obtidas são sequenciadas para a detecção de regiões microssatélite. 

Feng et al. (2009) desenvolveram os primeiros marcadores EST-SSR para seringueira a 

partir de bancos de dados de domínio público. Estes marcadores, além de terem amplificado em 

diferentes espécies de Hevea, também apresentaram transferibilidade para outros gêneros. Após a 

publicação deste trabalho, novos marcadores EST-SSR para seringueira foram desenvolvidos 

apenas a partir de 2012 (Li et al., 2012; Cubry et al., 2014), provavelmente devido ao número 

limitado de sequências EST disponíveis nesse período. 

Pootakham et al. (2011) relataram o primeiro trabalho de desenvolvimento de marcadores 

SNP em seringueira, onde um total de 5.883 supostas posições polimórficas foram descobertas 

em sequências EST, e apenas dez  marcadores  SNP  bialélicos  foram  validados. Depois deste 
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trabalho, foram necessários três anos para que novos marcadores SNP para H. brasiliensis fossem 

desenvolvidos (Salgado et al., 2014; Silva et al., 2014; Mantello et al., in press).  

2. Mapeamento

A construção de um mapa genético em Hevea requer metodologia específica devido à alta 

heterozigozidade da cultura e seu ciclo de vida. O cruzamento entre dois parentais heterozigotos 

em Hevea pode produzir informação sobre quatro alelos, que segregaram futuramente. O 

primeiro mapa genético de ligação molecular de Hevea brasiliensis foi formulado com a ajuda de 

marcadores RFLPs, AFLPs, microssatélites e isoenzimas (Lespinasse et al., 2000a).  

Os genitores usados foram PB 260 (PB 5/51 x PB 49) e RO 38 (F 4542 x AVROS 363), e 

um duplo pseudo testcross foi realizado, resultando na construção de mapas individuais para cada 

genitor. Os marcadores homólogos que segregaram em ambos os pais foram usados para 

construir um único mapa. O mapa sintético de F1 possui 717 marcas distribuídas entre 18 grupos 

de ligação (LGs): 301 RFLPs, 388 AFLPs, 18 microssatélites e 10 enzimas. O tamanho genético 

dos 18 cromossomos foi razoavelmente homogêneo, sendo de 120 cM o tamanho médio por 

cromossomo. Foi observado o agrupamento de muitos marcadores AFLP em determinadas 

regiões, o que pode ser consequência de reduzida frequência de recombinação nestas áreas. 

Contudo, os marcadores RFLP foram bem distribuídos entre os 18 LGs. Uma vez que o clone PB 

260 é suscetível e o clone RO 38 é resistente à infecção por M. ulei, esta população de 

mapeamento e os mapas construídos foram utilizados para a detecção de QTLs de resistência a 

SALB: oito QTLs para tolerância foram identificados (Lespinasse et al., 2000b) e um grande 

QTL (M13-lbn) responsável por 36 a 89% da variância fenotípica para resistência foi localizado 

no LG 13 do mapa de RO 38 (Le Guen et al., 2003). 
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Em 2011, dois novos mapas genéticos foram construídos para seringueira, e a estratégia 

de pseudo testcross foi utilizada para a construção dos mapas. Le Guen et al. (2011), com o 

intuito de mapear QTLs para resistência a M. ulei, desenvolveu um mapa genético para o 

cruzamento entre os clones PB 260 e MDF 180 (resistente ao fungo), utilizando marcadores SSR 

e AFLP. O mapa sintético possui 18 LGs contendo 383 marcas no total, e 2.441 cM de tamanho. 

Em MDF 180, um gene qualitativo (M15md) foi localizado no LG 15 e quatro QTLs menores 

foram identificados, sendo que dois deles apresentam interação epistática com o gene. O segundo 

mapa foi construído por Triwitayakorn et al. (2011) para uma população resultante do 

cruzamento entre os clones RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) e RRII 105 (Tjir 1 x Gl 1). O mapa possui 

97 marcadores SSR distribuídos em 23 LGs, e tamanho total de 842,9 cM. 

Em 2013, Souza et al. construíram um mapa genético integrado de uma população F1 

segregante resultante do cruzamento de PB 217 (PB 5/51 x PB 69) e PR 255 (Tjir 1 x PR 107), 

utilizando a estratégia de análise multiponto que permite a avaliação conjunta de diferentes tipos 

de marcadores com diferentes padrões de segregação. O mapa possui 284 locos microssatélite, 

distribuídos em 23 LGs com tamanho total de 2.792,8 cM e densidade de um marcador a cada 9,8 

cM. O mapa foi, então, utilizado para a identificação de QTLs envolvidos com caracteres de 

crescimento (altura e circunferência) em dois diferentes períodos: inverno e verão. Foram 

identificados 18 QTLs para altura e circunferência, sendo que os QTLs detectados durante o 

verão eram diferentes dos QTLs detectados durante o inverno, o que sugere a presença de 

regulação gênica diferencial entre as estações. Este trabalho foi o primeiro a identificar QTLs em 

seringueira para características não relacionadas à resistência ao M. ulei. 
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Capítulo II 
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Objetivos 

Geral:  

Construção de um mapa funcional em seringueira (H. brasiliensis) para auxiliar na localização de 

genes e regiões que controlam características de interesse ao melhoramento genético da 

seringueira. 

Específicos: 

 Construção de bibliotecas de cDNA a partir de diferentes tecidos e tratamentos;

 Sequenciamento de, pelo menos, 10.000 clones para geração de um banco de sequências

EST de seringueira;

 Análise e anotação das sequências EST obtidas;

 Identificação de SSRs e SNPs nas sequências expressas presentes nas bibliotecas de

cDNA;

 Desenvolvimento de marcadores EST-SSRs e SNPs gene-direcionados;

 Caracterização dos marcadores SNPs e EST-SSRs através da genotipagem de clones

divergentes fenotipicamente e os genitores da população de mapeamento;

 Genotipagem da população F1 segregante;

 Construção do mapa funcional para H. brasiliensis.
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Table S1 – Hevea brasiliensis genotypes used for the characterizations of EST-SSR and SNP markers 

Genotypes1/markers Parental Origin 
SNPs
RRIM 600 Tjir 1 x PB 86 Malaysia 
RRIM 606 Tjir 1 x PB 49 Malaysia 
RRIM 729 RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) x Fx 25 (F 351 x AVROS 49) Malaysia 
RRIM 805 self pollination of RRIM 628 [Tjir 1 x RRIM 527 (Pil B 50 x Pil B 84)] Malaysia 
RRIM 915 RRIM 605 (Tjir 1 x PB 49) x PB 5/51 (PB 56 x PB 24) Malaysia 
RRIM 937 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 703 [RRIM 600(Tjir 1 x PB 86) x RRIM 500 (Pil B 84 x Pil A 44)] Malaysia 
PB 260 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB 49  Brazil 
PB 346 PB 235 [(PB 5/51(PB 56 x PB 24) x PB S/78] x PB 218  Brazil 
Fx 4098 PB 86  x FB 110 Brazil 
RO 38 Primary clone Brazil 
CMB 104 IRCA 109 [PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 600((Tjir 1 x PB 86)] x PFB-5  Brazil 
CMB 114 IRCA 109 (PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 600((Tjir 1 x PB 86)] x PFB-5 Brazil 
IAC 307 AVROS 1328 (AVROS 214 x AVROS 317) x PR 107  Brazil 
IAC 309 RRIM 626 (Tjir 1 x RRIM 600) x Fx 25 (F 351 x AVROS 49) Brazil 
IAC 500 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) Brazil 
IRCA 230 GT 1 x PB 5/51 (PB 56 x PB 5/78) Ivory Coast 
IRCA 707 PB 235 [PB 5/51(PB 56 x PB 24) x PB S/78)]  x MDF 38 Ivory Coast 
IRCA 1159 PB 260 [(PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB 49] x RO 38 Ivory Coast 
EST-SSRs and SNPs 
GT 1 Primary clone Indonesia 
PB 235 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB S/78  Brazil 
PB 217 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) (PB 56 x PB 24) x PB 69 Brazil 
PB 233 PB S/15 x PB 5/63 (PB 56 x PB 24) Brazil 
PB 311 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) x PB 235 [PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB S/78] Brazil 
PC 140 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 703 [RRIM 600 (Tjir 1 x PB 24) x RRIM 500 (Pil B 84 x Pil A 44) Malaysia 
PR 255 Tjir 1 x PR 107 Indonesia 
RRIM 701 44/553 x RRIM 501(Pil A 44 x Lun N) Malaysia 
RRIM 809 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) x RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) Malaysia 
RRIM 728 GT 1 x RRIM 623((PB 49 x Pil B 84) Malaysia 
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RRIM 913 PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) Malaysia 
RRII 105 Tjir 1 x Gl1 India 
RRIC 100 RRIC 52  x PB 86 Sri Lanka 
IAC 306 AVROS 49 x RRIM 509 (Pil A 44 x Lun N) Brazil 
IAC 313 RRIM 626 [Tjir 1 x RRIM 600(Tjir 1 x PB 86)]  x Fx 25 (F 351 x AVROS 49) Brazil 
IAC 318 RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) x Fx 3899 (F 4542 x AVROS 363) Brazil 
IRCA 27 F 4542  x AVROS 363 Ivory Coast 
IRCA 209 GT 1  x RRIM 605 (Tjir 1 x PB 49) Ivory Coast 
EST-SSRs 
Hevea guianensis Wild species Brazil 
Hevea. rigidifolia Wild species Brazil 
Hevea nítida Wild species Brazil 
Hevea pauciflora Wild species Brazil 
Hevea benthamiana Wild species Brazil 
Hevea camargoana Wild species Brazil 

(1)IAC – Instituto Agronômico de Campinas; IAN: Instituto Agronômico do Norte; F: Ford (clone primário); Fx:  Ford cross; AVROS: Algemene Veriniging Rubberplanters Oostkust Sumatra; Tjir: 
Tjirandji; RO: Rondônia; RRIM: Rubber Research Institute of Malaysia; Pil: Pilmor; Lun: Lunderston; PB: Prang Besar; GT: Godang Tapen; PR: Proesfstation voor Rubber; RRII: Rubber Research 
Institute of India; RRIC: Rubber Research Institute of Ceylon; FB: Ford Belém; F: Ford; Gl: Glenshield; IRCA: Institut des Recherches sur e Caoutchouc; PC: Promotion Clone; CMB - Cirad Michelin 
Brasil; PFB: Pé Franco de Belterra. 
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Table S2 – Quantitative RT-PCR primer sequences. 

Primer Primer Sequence (5’ – 3’) 
Amplicon 

Length 
(bp) 

CF0 
F - ATTGATTTCTGCCGCTTCC 

121 
R - GGGTTGTCTTGCGATACCTTC 

HYPOT 
F - TGGAAGGCTAGGGGTTATAGTC 

101 
R - TTCCATAAAGGAGCCGAATG 

PsbR 
F - ATATGGAGCCAACGTGGATG 

109 
R - CACTGCCCATATTGCCAAAC 

NADH 
F - GTTCTTTACTTGGGCGGTTG 

100 
R - CAATTGTTGTTCCAAAGACTCC 

ARG2-1 
F – AACTGCGGAGGAGAAGATTG 

93 
R – TCCTCCGCTAAATTCTCTGG 

ARG2-2 
F - TGGCTCGCTCTTTCTCAAAC 

112 
R - AGGCTGGACACAACTCCTTG 

GAPDH 
F - AGTGCACCGATGTTTCTTCC 

143 R - CTTGCTGGCTACCAAATGAG 

CF0 - ATP synthase CF0 C subunit, HYPOT - hypothetical protein, PsbR - chloroplast photosystem II 10 kDa polypeptide,  NADH - 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H, ARG2-1 e 2 - indole-3-acetic acid-induced proteins. 

Table S3 – Summary statistics of the EST sequences generated 

Numbers 

Total number of clones sequenced 10,080 

Number of high-quality EST sequences 8,263 (82%) 

Redundancy of ESTs 41%* 

Contigs 816 

Number of ESTs in contigs (range) 2 – 162 
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Total number of ESTs in contigs 4,054 (49.1%) 

Average number of ESTs per contig 4.97 

Average contig length (bp) 826 

Singletons 4,209 (50.9%) 

Singleton average length (bp) 696 

Total unigene sequences 5,025 

Redundancy of unigenes 1.5%* 

* “No-hit” sequences were excluded from the analysis.

Table S4 – The most highly represented sequences in the cDNA libraries. 

Contig 
N° of 
ESTs 

Length 
(bp) 

Sequence description (BlastX)
E-

value 
% 

identity 

98 162 803 
hypothetical protein M569_00588, partial 
[Genlisea aurea] 

2e-14 82 

130 88 913 
Rubber elongation factor protein [H. brasiliensis] 
(sp|P15252.2|REF_HEVBR) 

6e-91 100 

66 78 2364 

Photosystem I assembly protein Ycf4 (H. 

brasiliensis); 

Photosystem I subunit VIII (H. brasiliensis) 

1e-93; 
3e-13 

99; 100

127 74 665 
Chloroplast photosystem II 10 KDa polypeptide 
(Jatropha curcas) 

2e-65 82 

101 58 883 
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase small 
subunit (H. brasiliensis) 

4e-122 99 

52 54 1040 
Pro-hevein [H.  brasiliensis]  
(P02877.2|HEVE_HEVBR) 

2e-144 99 

348 50 2646 

ATP Synthase CF0 A subunit [H. brasiliensis] 
(ADO33548.1) 

ATP synthase CF0 C subunit [Nicotiana 
tabacum] (NP_054483.1) 

6e-127 

4e-28 

99 

100 
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81 47 1094 
Indole-3-acetic acid induced protein ARG2,
putative [Ricinus communis] (EEF39286.1) 

7e-31 70 

364 47 2344 

Photosystem II protein K (Camellia sinensis); 

Photosystem II protein I (Magnolia 

kwangsiensis) 

3e-20; 
3e-18 

91; 88

366 47 1194 Manihot esculenta EST (DB938126.1) 0 
92 

(BlastN) 

152 46 2585 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H
[Medicago truncatula] (AES86356.1) 

7e-148 90 

246 44 2724 
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit 
[H. brasiliensis] (ADO33581.1) 

3e-57 97 

126 39 655 
Metallothionein [Hevea brasiliensis] 
(ACT68013.1) 

9e-27 98 

284 37 1190 
ATP Synthase CF0 C subunit [Nicotiana 

tabacum] (NP_054483.1) 
3e-28 100 

60 36 1028 
Small rubber particle protein [H. brasiliensis]
(sp|O82803.1|SRPP_HEVBR) 

2e-138 100 

491 35 606 
Probable non-specific lipid-transfer protein
AKCS9-like [Glycine Max] (XP_003555069.1) 

6e-25 61 

177 34 1953 
Ribossomal protein L16 [Ximenia americana] 
(ADD30329.1) 

9e-38 67 

144 34 1904 

NADH dehydrogenase subunit I [Manihot 

esculenta] (YP_001718490.1); 

NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 
[Medicago truncatula] (XP_003621687.1) 

3e-111 99 

4e-57 62 

185 33 2126 

Ribossomal protein L33 (H. brasiliensis); 

Photosystem I subunit IX (Populus trichocarpa) 

Ribosomal protein S18 [Ricinus communis] 
(AEJ82577.1) 

2e-35; 
1e-14 100; 100

3e-39 97 

288 31 435 
metallothionein 3-like protein [Hevea

brasiliensis] (ADR30789.1) 
1e-24 91 

71 30 850 REF-like stress related protein 2 [H. brasiliensis] 1e-61 99 
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Table S5 – The most abundant KEGG pathways represented by the annotated 

unigenes 

Pathways 
N° of 

sequences 
N° of 

enzymes 

1 Carbohydrate metabolism 158 81 
2 Purine metabolism 51 18 
3 Carbon fixation in photosynthetic organisms 45 18 
4 Nitrogen metabolism 40 12 
5 Oxidative phosphorylation 34 7 
6 Phenylpropanoid biosynthesis 29 4 
7 Pyrimidine metabolism 27 11 
8 Phenylalanine metabolism 27 10 
9 Flavonoid biosynthesis 26 13 
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BLASTX species distribution for the analyzed sequences 

Figure S2 – BLASTX species distribution for the analyzed sequences 
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10 Cysteine and methionine metabolism 22 10 
11 Glycerolipid metabolism 20 12 
12 Glycrophospholipid metabolism 19 12 
13 Arginine and proline metabolism 18 10 
14 Glutathione metabolism 15 7 
15 Glycine, serine and threonine metabolism 15 8 
16 Thiamine metabolism 15 5 

Table S6 – The frequency of the identified SSR motifs. 

Motif N° of SSRs Total (%) 

AG/CT 167 28.4 

AT/TA 107 18.2 

AAG/CTT 82 13.9 

AAT/ATT 50 8.5 

AC/TG 27 4.6 

ATC/GAT 24 4.1 

AAAT/ATTT 23 3.9 

AGC/GCT 18 3.1 

AGG/CCT 11 1.9 

AAAAT/ATTTT 11 1.9 

ACC/GGT 8 1.4 

AAAAG/CTTTT 7 1.2 

AAAG/CTTT 5 0.9 

AATT/TTAA 5 0.9 

AAC/TTG 5 0.9 

AAAC/GTTT 4 0.7 
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AAAAAT/ATTTTT 4 0.7 

CCG/CGG 3 0.5 

AACTC/GAGTT 3 0.5 

AAATT/AATTT 3 0.5 

ACG/CGT 2 0.3 

ACT/AGT 2 0.3 

AATCGG/CCGATT 2 0.3 

CG/GC 1 0.2 

AACC/GGTT 1 0.2 

ATAG/CTAT 1 0.2 

ATCTC/GAGAT 1 0.2 

AAAAC/GTTTT 1 0.2 

AAAGG/CCTTT 1 0.2 

AATCAC/GTGATT 1 0.2 

AGAGGC/GCCTCT 1 0.2 

AAAAAG/CTTTTT 1 0.2 

AAAAGG/CCTTTT 1 0.2 

AATGGC/GCCATT 1 0.2 

ACCTCC/GGAGGT 1 0.2 

AATTCC/GGAATT 1 0.2 

AGCTCC/GGAGCT 1 0.2 

AATTAT/ATAATT 1 0.2 
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Online Resource 2 

Primer Motif Primer sequences (5' - 3') 
Ta 

(°C) 
Expected 

length (bp) 

Observed 
length 

(range, bp) 

N° of 
alleles He Ho PIC 

Cross-species 
amplification 

Analysis 
method BLASTX hit 

EHBp-1 (CA) 7 

F - GCATCCTCAATCTCTCAAAG 

60 210 208-215 4 0.6578 0.4 0.607 all Acrilamide 

no hit 

R - AGTGTAGCAGCTGTAGCAAGT 

EHBp-2 (TAAT) 4 
F - CACGACGTTGTAAAACGACCATAAAAATGAATCACACTCACG     
R - ACCACCATCCTCCACAACTC 

TD1 209 209-220 3 0.3711 0.4667 0.3227 all Fluorescence 
Cucumber peeling 

cupredoxin 

EHBp-3 (CT) 6 
F -  CACGACGTTGTAAAACGACCTTGTTTATTTGCCGCTGCT  
R - TGTTCTGCCAACCCACTGTA 

TD1 242 250-255 2 0.4911 0.3333 0.3705 H. gui Fluorescence 
S-adenosylmethionine 

synthase 2 

EHBp-4 (GAT) 7 
F - GGTTATGGGTGTTTTGCAAGT    
R - CCAACTACACCCACCAACAA 

63 236 236-239 2 0.51 0.5 0.3737 all Acrilamide no hit 

EHBp-5 (CT) 8 
F - GGGTGTAGATGAGGACAGCAA      
R - GCAACCGTGCAAGGATTTAT 

63 225 219-231 3 0.63 0.67 0.541 
H. gui, H. nit, 
H. rig, H. pau, 

H. bent 
Acrilamide no hit 

EHBp-6 (AG) 14 
F - GATACCCACCCCAAGAACAA     
R - TGCCAAAGCTGATGGTTTTA 

63 225 209-229 7 0.83 0.76 0.7852 all Acrilamide hypothetical protein 

EHBp-7 (TTC)5 
F - CAGGTCCAGATCTGCTGACA    
R - CAAAAAGGATCGGAATTGGA 

63 228 230-233 2 0.06 0.06 0.0526 all Acrilamide no hit 

EHBp-8 (GAA) 7 
F - CCACCAGGTGCAACTTGATA    
R - CCATTGCTTCAGACATAGCA 63 248 245-257 4 0.55 0.67 0.4438 all Acrilamide 

predicted protein (LIGHT 
SENSITIVE 

HYPOCOTYLS 3) 
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EHBp-9 (AAAG) 6 
F - GTCTCAAGCTCAATAGGAGAAT                                                            
R - GCGCAAATCATGAAAGAAG 

63 170 170-176 3 0.38 0.22 0.3402 all Acrilamide rapid alkalinization factor 
1 

EHBp-
10 (AATT) 5 

F - GCATCAAGTGCCACGAGTT                                                                     
R - CAAAAGGCCAAGGCACTAAT 63 231 231-239 3 0.16 0.06 0.1494 

H. gui, H. rig, 
H. nit, H. 

bent, H. cam 
Acrilamide no hit 

EHBp-
11 (TAAAAA) 4 

F - TGATGCAACGTTAACACACG                                                                  
R - TGGAAGATAAAGGGCAAATCA 63 238 238 1 0 0 0 

H. gui, H. rig, 
H. nit, H. bent Acrilamide 

conserved hypothetical 
protein 

EHBp-
12 (CAC) 6 

F - TCACTGCCTTCCAATTCTCC                                                                    
R - CATCCTTGCCCTTTTTCAAG 62 206 200-209 2 0.36 0.22 0.2859 all Acrilamide 

probable plastid-lipid-
associated protein 4, 

chloroplastic 

EHBp-
13 

(TTTA) 4 
F - CGGAACTACTTCCAAAACTTGA                                                             
R - GAATTCCCAATAGCGTTTCG 

63 240 240-244 2 0.29 0.22 0.2392 all Acrilamide Lipoxygenase 1 

EHBp-
14 

(ACT) 5 
F - CCTTCCATCTCCAGCATAACA                                                                
R - CTTCGATTCCCCGAGATACA 

63 247 247-253 3 0.64 0 0.5443 all Acrilamide no hit 

EHBp-
15 

(AG) 13 
F - TGCAAGTGAGAAAGCAAAGAA                                                             
R - GAAACGGCGAAATATTGCAT 

57 201 199-213 5 0.7 0.89 0.6352 all Acrilamide acyl-carrier-protein 

EHBp-
16a 

(TC) 12 
F - GCGAAAATTGGTTTTTGGTT                                                                   
R - TCAAGCTACACACAGAGAGAAA 

55 204 206-228 4 0.41 0.33 0.3538 
H. gui, H. nit, 

H. pau, H. 
bent, H. cam 

Acrilamide 

no hit 

EHBp-
16b 

(TAT) 5 
F - AAAAAGGAAGCTTTTGCTTAGT                                                            
R - CAAGGAAACAGTTCATGCAAA 

63 215 215 1 0 0 0 all Acrilamide 

EHBp-
17 

(TCT)5   
F - CCTCCTCAAAACCCCTCAA                                                                     
R - ATGGAAAGGGAGCGAAAGAT 

63 202 204-216 4 0.68 0.76 0.5972 all Acrilamide 
60S ribosomal protein 

L34 
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EHBp-
18 

(TC) 13 
F - GGACCAAACGCTCACTGTCT                                                                  
R - GGGAGAAAATGCAGATCCAA 

63 212 204-224 5 0.73 1 0.66 all Acrilamide vesicle-associated 
membrane protein 

EHBp-
19 (ATA) 6 

F - TGTGCAACACATACAAGCTGA                                                               
R - TTGGACATTTGGCGTTGTTA 63 179 179 1 0 0 0 all Acrilamide no hit 

EHBp-
20 (GCT) 5 

F - CACGACGTTGTAAAACGACGGACAGAGCAAAGTGGGATG 

TD3 169 300-303 2 0.0556 0.0556 0.0526 all Fluorescence acyl-CoA-binding protein 

R - TTTTGAACACAAGGAACCTACAG 

EHBp-
21 

(TC) 7 

F - CACGACGTTGTAAAACGACTTCATCTTCTCAGGCCAAAA 

TD2 207 207-223 6 0.7077 0.2353 0.6419 all Fluorescence 
Jasmonate-zim-domain 

protein 3, putative 
isoform 1 

R - ACTGAAACCCACCTCACCAA 

EHBp-
22 

(TAT) 6 

F - CACGACGTTGTAAAACGACGCAATTAAGGATGGCAAGGA 

TD2 171 171-174 2 0.4365 0.3889 0.3343 
H. gui, H. nit, 

H. pau, H. 
bent, H. cam 

Fluorescence pathogenesis-related 
protein STH-2 

R - CAATTGAAATCAAATGAACCA 

EHBp-
23 (TTTG) 4 

F - CACGACGTTGTAAAACGACTTTCATTGGAGCACTTGCAG 

TD2 267 

263-267 
3 0.5952 0.4444 0.5056 

all Fluorescence aquaporin 

R - AAAGAGTCATCATCATAATCCTCTCA 229-239 
4 0.6175 0.6111 0.5576 

EHBp-
24 

(AAG) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACATTCCTGCAAGAGGCTGAGA TD2 210 207-210 
2 0.0556 0.0556 0.0526 

all Fluorescence AUX/IAA transcriptional 
regulator family protein 

isoform 1 
 

  R- TCCAGGTTTTTCTTCGTGG       
        

    

EHBp-
25 

(CAG) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACTCCAAGTTCCATTCCCAAAC TD2 253 248-263 
3 0.5952 0.0556 0.496 

all Fluorescence 
WRKY transcription 

factor 
    R - TAACGGTGTCAGCCAATGAA       

        
    

EHBp-
26 

(ATT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACCCCTCCTATGTTTGCAGAAG TD2 257 257 1 0 0 0 all Fluorescence 
eukaryotic translation 

initiation factor 2 
    R - TCGGAACAGATATATTCTCACAATTC                   

EHBp-
27 

(AAG) 7   
F - TCTTCAAAGCTTCAACAGCAAC                                                             
R - CTTCGCTCCAAAAACTCCAT 

63 249 240 - 286 10 n/a n/a n/a all Acrilamide 
probable beta-D-
xylosidase 5-like 
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EHBla-1 (ATT) 5 
F - CTTTCAGCCAAGTTGCATCA    
R - ATCTCGTCGGCATCAACTTC 63 172 172-175 2 0.11 0 0.0994 all Acrilamide 

NADH dehydrogenase 
[ubiquinone] 1 alpha 
subcomplex subunit 1 

EHBla-2 (AAT) 17 
F - CGACTGCTGCTGTGACAAAT       
R - CAGGAACACAACGTCTTCTTTT 63 212 182-218 8 0.73 0.88 0.6734 

H. gui, H. nit, 
H. pau, H. 

bent 
Acrilamide 

conserved hypothetical 
protein 

EHBla-3 (GAT) 5 
F - TGGTTAATCCCATGATGCAA     
R - CCTGAGCCATATGGATGGAC 

60 220 220 1 0 0 0 all Acrilamide 
putative clathrin assembly 

protein At5g35200 
isoform 1 

EHBla-4 (GA) 7 
F - CGGCAAATCATTTTGGTCTT    
R - AACTGGTGGAGGATTTGCAC 

63 245 386-392 2 0.51 0 0.3719 all 
Capillary 

Electrophoresi
s 

ENTH/VHS/GAT family 
protein isoform 1 

EHBla-
5a 

(CT) 8 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCAAAGCCTTAAACGCAAAG TD2 123 123-135 3 0.1603 0.0556 0.1494 all Fluorescence 

NC domain-containing 
protein-related 

R - CCTTCTCTCTTCTTCTGGGCTA 

EHBla-
5b (GAA) 12 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCCCAGAAGAAGAGAGAAGGA TD2 127 115-136 6 0.7094 0.8235 0.636 all Fluorescence 

R - CCCTGGCTTCAACTCATCTC 

EHBla-6 (AAG) 10 F - CACGACGTTGTAAAACGACTTGATGGCCAATTATCAGCA TD2 223 214-238 
6 0.7016 0.7778 0.6283 H. gui, H. rig, 

H. nit, H. cam 

Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein 
R - CTTTCTTCGTCGTTGCCTTC 

EHBla-7 (TC) 12 
F - 
CACGACGTTGTAAAACGACGCAAAGACAAATTAACaATCAACG 

TD2 166 154-166 4 0.7206 0.8889 0.6457 all Fluorescence 
membrane-anchored 

ubiquitin-fold protein 3 
R - AAAGGAAAATCGCTGGATCA 

EHBla-8 (AT) 8 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGATTGGGGGAGAGAAAACT TD2 177 174-180 2 0.4365 0.1667 0.3343 H. gui, H. rig, 
H. nit, H. pau, 

H. bent 

Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein 
R - CAAAGCCTTCATCTTCCGACT 

EHBla-9 (AG) 10 C(GA) 10 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGGGGCATGAAAAAGCTATC TD2 151 131-157 5 0.6349 0.6667 0.5572 all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein 
R - AAGGTATTGCGTGCCATTTC 

EHBla-
10 

(CTT)6 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCCATGGCAGCAACATACTA TD2 196 190-217 
4 0.554 0.2778 0.4438 

all Fluorescence 2-methyl-6-
geranylgeranylbenzoquin
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    R - TGACCACACAGGTGGAAACT       
        

    
one methyltranferase 

EHBla-
11 

(AT) 8 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGACAGATCTGGAGGATTCG TD2 213 217-229 5 0.4952 0.3333 0.446 
H. gui, H. rig, 
H. nit, H. pau 

Fluorescence 
CSL zinc finger domain-

containing protein 
    R - AACCAAGTTTTAAAGCAATTG                 

EHBla-
12 

(AATT) 4 
F - 
CACGACGTTGTAAAACGACTGTGACAAATCTTTTCAAATTTCACT 

TD2 245 325 1 0 0 0 H. gui, H. rig, 
H. nit, H. pau, 

H. bent 

Fluorescence 
EG45-like domain 

containing protein-like 
    R - TCTTGTCGGAAACTGCCTTT                 

EHBla-
13 

(AG) 7 F - CACGACGTTGTAAAACGACAGCAAAAAGAATTTTCAGTCTCT TD2 204 202-204 
2 0.5127 0.3889 0.3742 

all Fluorescence 
VAMP-like protein 

YKT61-like 
    R - TTCTTTGACGCTGGACCTCT       

        
    

EHBla-
14 

(AG) 12 F - CACGACGTTGTAAAACGACCAACTCACCAGTTGCTGTCG TD2 167 157-167 3 0.2079 0.2222 0.19 H. gui, H. nit, 
H. pau, H. 

bent, H. cam 

Fluorescence 
balbiani ring 1-related 

family protein 

  
R - TGAATCAAAACCAGGAGGTG 

        

EHBla-
15 (GA) 13 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCTGCTTGAACACGAAACTG TD3 227 227-239 

4 0.5444 0.6667 0.456 
all Fluorescence 

conserved hypothetical 
protein 

    R - ACAGCGGATTCTCTTGGAAA       
        

    

EHBla-
16 

(AGC) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACCAGGGGCAGGAAATCATCTA TD2 282 273-282 
3 0.6365 0.3889 0.5462 

all Fluorescence 
ATP binding protein, 

putative 

  
R - CTGAAATGCGCCTTCTCTTC 

     

EHBla-
17 

(TC) 8 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCCGCTACAAGCAATAGAGC TD2 157 157-163 3 0.5095 0.3333 0.3972 all Fluorescence 
Signal recognition particle 

14 kDa protein 
    R - CATGATTGAGCGTTGGATTG                   

EHBla-
18 

(GT) 7 F - CACGACGTTGTAAAACGACCCGTCAACAGCTTCTTCACA  TD3 223 223-227 
3 0.2656 0.1765 0.2364 

all Fluorescence B12D protein 

  
R - AACCCATTTCCACCTTTATTTT 

      

EHBla-
19 (TA) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACAATGAAGCACGGGGAAGTTA TD2 179 179-181 

2 0.0556 0.0556 0.0526 
all Fluorescence 

mannan endo-1,4-beta-
mannosidase 7 

    R - ATGTTGCCAGGGACAATACA       
        

    

EHBla-
20 

(GCTGGA) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGCTTGTCTTGATGCCTTTG TD2 151 139-157 4 0.6254 0.5 0.5411 all Fluorescence 
Werner-syndrome like 

protein 
    R - GGAAGAGCCACCAAAACTC                   
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EHBc-
1a (CT) 6 

F - CACGACGTTGTAAAACGACGAAGGGACCTGTGGGAAAAC            
R - GCAAGAGCAAGGATCGCTAA TD1 245 239-245 2 0.5 1 0.375 all Fluorescence 

chlorophyll a-b binding 
protein CP26, 

chloroplastic-like 

EHBc-
1b (AATT) 4 

F - CACGACGTTGTAAAACGACTCACCTATCCATCTCCTTTCTCA        
R - CCACTAAACAAAATCCCCTAACC TD1 206 206 1 0 0 0 all Fluorescence 

EHBc-2 (GAAA) 4 
F - 
CACGACGTTGTAAAACGACCACAAACAAAAGAATAACCAATCTG    
R - TTATTGGCTCGAGGCTCTTG 

TD1 264 264 1 0 0 0 all Fluorescence 
bifunctional nuclease in 
basal defense response 1 

EHBc-3 (AT) 6 
F - CACGACGTTGTAAAACGACTTGCAAGCAGAATGATGGAG             
R - TGCAATATAAGCCATACAACATCC 

TD1 174 174 1 0 0 0 H. bent Fluorescence 
NDH dependent flow 6 

isoform 1 

EHBc-4 (GAT) 6 
F - GCAACTCAAAGAAGGGTCCA                                                                 
R - TGAGGAGCCTTCTGCCTTTA 

63 269 269-275 3 0.45 0 0.3957 all Acrilamide predicted protein 

EHBc-5 (TCA) 8 
F - CCGGAGACTTCTTTGCTGAC                                                                  
R - CGAGGAAGAAAGGCAATGTC 

63 246 146-246 6 0.71 0.72 0.6466 all Acrilamide 
eukaryotic translation 

initiation factor 

EHBc-6 (TTC)10 
F - GCTGGGTCGATGAGATCTGT                                                                   
R - CACCAAATAATCACCGTCCA 

62 169 169-193 5 0.57 0.33 0.5015 all Acrilamide no hit 

EHBc-7 (TTC)6 
F - GAGCGTGATGAGATGGATCA                                                                 
R - GGGAGGGGATGCATAGAT 

60 168 168 1 0 0 0 all Acrilamide 
ubiquitin-like modifier-
activating enzyme 5-like 

EHBc-8 (TCT)5 
F - GAGAGGGTGCTTCTTTGTGC                                                                  
R - CCAAACCCAAAAACCAGAAA 

60 187 187-208 5 0.69 0.61 0.6099 all Acrilamide no hit 

EHBc-9 (GA) 10 
F - TGCCGGACACACTTGTAGTT                                                                   
R - GGGAATGACGTGGACTTGTT 

63 221 227-233 3 0.16 0.17 0.1495 all Acrilamide conserved hypothetical 
protein 
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EHBc-
10 

(CTT)5 
F - AGGGGGACACAAAAACCAG                                                                   
R - TGGACCGCTATGAGAAACAA 

63 220 205-226 3 0.51 0.44 0.3972 all Acrilamide no hit 

EHBc-
11 (TTC)6 

F - GGAGGTCGTCCATAAGGTAGC                                                              
R - CCTTCCTCTTCTGCCTTGAA 63 201 201-228 5 0.6 0.5 0.5296 all Acrilamide CTP synthase 1a 

EHBc-
12 (TTG)6 

F - TGGATGAGTGCCTTTACTCG                                                                   
R - GACGTACCAACGTGGGATAAA 63 158 161-170 4 0.54 0.56 0.4561 all Acrilamide no hit 

EHBc-
13 (AT) 8 

F - TGCATGAGTAGGGAATGGTG                                                                 
R - ATTCCGTCAACCAATGATCC 57 240 238-242 3 0.41 0.06 0.3633 all Acrilamide no hit 

EHBc-
14 

(AT) 12 
F - AGAGAGGTGGTGAAGCTGGA                                                                 
R - AAACAAGTGCCGGAATTCAT 

63 182 174-184 4 0.36 0.24 0.3165 all Acrilamide 
CBL-interacting protein 

kinase 16 

EHBc-
15 

(CCTCTG) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACCTGCTCACACAAGTGGCA TD2 270 264-276 3 0.4902 0.1765 0.3872 all Fluorescence 
negative cofactor 2 
transcriptional co-
repressor, putative 

    R - TGGGGCTTGCGTACTTTTAC                   

EHBc-
16 (AAGAA) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGGACTGGGCCTTAATGTTT TD2 218 218-228 2 0.1079 0.1111 0.0994 all Fluorescence F-box protein PP2-A12 

    R - GGTCCAATGACCCAGAGAAA                     

EHBc-
17 (TCC) 7 F - CACGACGTTGTAAAACGACCCCGGCGAATCTATGTCT TD3 271 271 1 0 0 0 all Fluorescence WD repeat domain 

phosphoinositide-
interacting protein 

  
R - ATAGCATGGCCACAAGGAAG 

         

EHBc-
18 

(AGA) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACTAAGCTCCGCTTGCAGTACA TD2 162 162 1 0 0 0 all Fluorescence 
isomerase peptidyl-prolyl 

cis-trans isomerase 

  R - AAGAAGGTGGGTTTTCCTCTG          

EHBc-
19 

(GAA) 7 F - CACGACGTTGTAAAACGACCAAAAATGGTGGAAGGGAGA TD2 140 137-140 
2 0.1079 0 0.0994 

all Fluorescence photosystem II 
stability/assembly factor 
HCF136, chloroplastic-

like   R - CAAGTTTGCCATTAGGTATTAAA      

EHBc-
20 

(CT) 17 F - CACGACGTTGTAAAACGACTCCCTTTCTCAAGGTGCTTC TD2 230 220-238 
5 0.7937 0.6111 0.7327 

all Fluorescence histidine-containing 
phosphotransfer protein 1 
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R - CCCATGTTCTCTGCATCTGA 
isoform 1 

EHBc-
21 (CT) 9 F - CACGACGTTGTAAAACGACTTCATCTTCCTCCTCTCTCCTG TD2 223 219-227 5 0.4286 0.3333 0.393 all Fluorescence xyloglucan 

endotransglucosylase/hyd
rolase protein 9 R - GCTGAGAAGCTCTCCATCGT 

EHBc-
22 

(TAT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACAAACCACATTCCGACTCCTG TD2 268 244-268 3 0.2656 0.2941 0.2364 
H. gui, H. rig, 
H. nit, H. pau 

Fluorescence 
RING-H2 finger protein 

ATL48-like 
R - GGATGCTTACTGACGCACAA 

EHBc-
23 

(CCAATT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACCCGTTTCTCTCCGTCTTTGT TD2 250 254-266 3 0.4381 0.4444 0.3709 all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein 

R - TTGGGTAATAGTCCGCTTGG 

EHBc-
24 

(GAG) 7 F - CACGACGTTGTAAAACGACGAAATCGCCGGTAAGTTTGA TD2 200 194-200 
3 0.1603 0.1667 0.1494 

all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein 
R - ATCCATTGGGATTCAAGCAA 

EHBc-
25 (GAT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACACTCCTCCAGCTGCTGATTC TD2 125 380 1 0 0 0 all Fluorescence 

Elongation factor 1-delta 
2 

R - CGTTCTTCTGCAGCCTTCTT 

EHBc-
26 

(TTTTAT) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACTCCCCAGGCTCAAATGATTA TD2 236 236 1 0 0 0 all Fluorescence 
ABC transporter C family 

member 2 isoform 2 
R - AACTCTCGTTTTCGCACTCAA 

EHBc-
27 

(AG) 19 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGCCACTTCCAAGAGCTACC TD2 180 158-192 
7 0.7698 0.7222 0.7173 

all Fluorescence 
senescence-associated 

family protein 
R - ACACCCATTTTCCCTTTCCT 

EHBc-
28 

(TC) 6 
F - CACGACGTTGTAAAACGACGAGTCTTTTTGATTGTTTGTCTGC  
R - GGCAATTGCATTGATTCTGA 

TD1 212 330 1 0 0 0 all Fluorescence GroES-like family protein  

EHBc-
29 

(AAAT) 4 
F - CACGACGTTGTAAAACGACGATCAAAGGAAGGTGGCAAT   
R - AAGCCCAAGTCCCAAACATA 

TD1 196 160; 196 2 0.42 0.3333 0.3318 
H. gui, H. rig, 
H. nit, H. pau, 

H. bent 
Fluorescence no hit 

EHBc-
30 

(GGGT) 4 
F - CACGACGTTGTAAAACGACAAAATCTCCTGCGATGCAAT   
R - TGCTCTGAACCCACCTTACC 

TD1 250 250 1 0 0 0 all Fluorescence conserved hypothetical 
protein 
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EHBc-
31 

(TTC)5 
F - CACGACGTTGTAAAACGACCCTCAGAGGAGGCAATTCAC              
R - CCCATCGATTTAGCCTCTCA 

TD1 246 246-260 3 0.1267 0.1333 0.1228 all Fluorescence patellin-6  

EHBc-
32 (TAT) 6 

F - TTGGCTACCTACCCAGATGC                                                                  
R - ATGTTCCTTGTGCTCCCAAC 63 225 225-258 7 0.76 0.61 0.6986 all Acrilamide 

conserved hypothetical 
protein 

EHBc-
33 (TTA) 9 

F - TCCTGCAACAGAACAACACC                                                                  
R - ATGAAAACAATGCACCCACT 63 248 236-248 3 0.56 0.5 0.4813 all Acrilamide no hit 

EHBc-
34 

(CT) 10 F- ATTCTGGTGGAAATCGAACG 63 236 234-270 6 0.66 0.61 0.5758 all Acrilamide metallothionein 

  R - AAGGCGAGCAAGAAAACTGT           

EHBc-
35 

(CT) 6  - (AG) 12 F- GTGAGAAGTGGGATAACG 57 190 190-196 2 0.16 0.17 0.1411 all Acrilamide 
R3H domain-containing 

protein  

  
R - TCGTACAAAATCTTCTCGTG 

         

EHBc-
36 (GAA) 6 F - GCCCAAAGAGGAAAATGAGA 63 198 198-207 2 0.11 0.11 0.0995 all Acrilamide no hit 

  
R - TATGCAACCAATGGGCTTTT 

          

EHBc-
37 (AGA) 9 F - CAGAAGGGGATTTTGATTGG 63 250 250-259 3 0.43 0.33 0.3491 all Acrilamide 

conserved hypothetical 
protein 

  
R - CCGTGGAAGAAAAGAACGAG 

         

EHBc-
38a 

(ATAA) 4 -(CT) 6 F - GCGAAAATTGGTTTTTGGTT 58 191 191-199 5 0.76 0.11 0.69 all Capillary 
Electrophoresi

s 

no hit 
  R - TCAAGCTACACACAGAGAGAAA         

EHBc-
38b 

(GTTTT)4 F - AAAAAGGAAGCTTTTGCTTAGT 58 169 169-174 2 0.06 0.06 0.0526 all Capillary 
Electrophoresi

s 
  

R - CAAGGAAACAGTTCATGCAAA 
        

EHBc-
39 (AT) 7 F - GCATTAAGATAGGTGCGATTAC 60 214 212-235 10 0.89 0.94 0.8512 all Capillary 

Electrophoresi
s 

photosystem II core 
complex proteins psbY, 

chloroplast precursor 
  

R - AAGTGAAATTGCCGTGATTG 
        

EHBc-
40 

(GGC) 5 F - CACCTTGCGGAATTTAGGAT 62 195 186-192 3 0.64 0.06 0.5455 
H. gui, H. rig, 

H. pau 
Capillary 

Electrophoresi
serine/threonine-protein 

kinase HT1-like  
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R - CTGCTGCTGCTCATTTTCTG 

       

s 

EHBc-
41 (AT) 7 F - GCCAAAGCCAAATATTAACCA 60 274 274-286 8 0.82 0.67 0.7631 all Capillary 

Electrophoresi
s 

Lactoylglutathione lyase  

  
R - TGATCCGGATGGTAATGGAT 

        

EHBc-
42 

(ACAA) 4 F - ATTTGGGCAAAGTGATGAAA 63 193 189-201 4 0.62 0 0.5393 all Capillary 
Electrophoresi

s 

lycopene epsilon cyclase, 
chloroplastic  

  
R - TGATCCAACTGGAGCAACTATG 

        

EHBc-
43 

(GAA) 5 F - ACCTTCAAGCGTCGAACAAT 63 222 367-394 7 0.51 0.44 0.4797 H. gui, H. rig, 
H. pau, H. 

bent, H. cam 

Capillary 
Electrophoresi

s 

conserved hypothetical 
protein  

  
R - AAGGATTTCCATCGGACAAA 

       

EHBc-
44 

(AATA) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACCTGCATTTCCTTGGGAGAA TD2 193 190-193 2 0.0556 0.0556 0.0526 all Fluorescence 
60S ribosomal protein 

L34, putative  

  
R - GAGCACGACTAATAACAAATCGAA 

         

EHBc-
45 

(ATT) 11 F - CACGACGTTGTAAAACGACATGCCACCACCCTTCAAGTA TD3 289 280-310 
8 0.7841 0.7778 0.7292 

all Fluorescence predicted protein  

  
R - TGAGGGGACAAAAATTCCAA 

   
      

EHBc-
46 

(TG) 9 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGCTAATGATGCTGGTGGAC TD2 225 211-229 5 0.5921 0.5556 0.5031 H. gui, H. rig, 
H. nit, H. pau, 

H. bent 

Fluorescence guanosine-3',5'-
bis(diphosphate) 3'-

pyrophosphohydrolase, 
putative   

R - CATCATGCGTGCCATAAAAT 
        

EHBc-
47 

(TGC) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACATTTTGTGGGATGCTGTGC TD2 190 190 1 0 0 0 all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein  

  R - GCCTCAGGCCTAAAACTCTACA           

EHBc-
48 

(CT) 14 F - CACGACGTTGTAAAACGACTCACCGAAGTTCATCGACAG TD3 272 266-280 
5 0.7576 0.5294 0.6889 

none Fluorescence Tetraspanin family 
protein 

  
R - TTCCATTGATTGAGCATCCA 

      

EHBc-
49 

(CAC) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGGATTGATGCTAGCTGTGG TD3 196 187-196 
2 0.5 0.5 0.368 

all Fluorescence transcription activator 
GLK1-like  

  
R - GGCAACATATCCCCATCATT 

      

EHBc-
50 (TCT)11 F - CACGACGTTGTAAAACGACCAATAATGGATGCAATCAGC TD2 245 230-245 

6 0.8079 0.8333 0.7507 
all Fluorescence 

rhodanese-like domain-
containing family protein 

  
R - TTTGTTGCTGCACTCAGGAC 
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EHBc-
51 

(TA) 8 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGCAGACCTCATTTCCTTTG TD2 215 210-245 
5 0.369 0.2941 0.3439 

all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein  

  
R - ACAACAAATGCAAAACAAGC 

      

EHBc-
52 

(TTTC) 5 F - TTTTGTTCTTTCCGTTTCTGG 56 151 155 1 0 0 0 all Acrilamide RNA-binding protein 

  R - CAAGCGATGCAGGAGAAAA           

EHBc-
53 

(CTT)6 F - CTTTGTCGGATCCGCATTAC  62 184 177-180 
2 0.4365 0.1667 0.3343 

all Acrilamide 
LMBR1 domain-

containing protein 2 
homolog A-like 

  
R - CAACGTCAAAATCACCATGC 

     

EHBc-
54 (TATT) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACACCGTTGTGCTTGTGGATA TD2 210 210 1 0 0 0 all Fluorescence Rhomboid-related 

intramembrane serine 
protease family protein, 

putative isoform 1   
R - TTGCTGCTGGATTTTCTTCA 

         

EHBc-
55 

(GAT) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACGAAGAAACGGCCAAGAAGAA TD2 181 157-181 
3 0.1603 0.166 0.1494 

all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein 

  
R - CATCTCTTGAAAATGCCGAAA 

      

EHBc-
56 

(GAA) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGGTAGCCTTTGCCTAAACC TD2 173 173 1 0 0 0 all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein  

  
R - GGTGGTGATCCCTCTTCTT 

          

EHBc-
57 

(AG) 16 F - CACGACGTTGTAAAACGACACCTTCCCGGCTTTAATTG TD2 284 276-294 6 0.6532 0.6875 0.5661 all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein 

  R - GAGAGGGAGATGATGGGTGA            

EHBc-
58 

(TAT) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACACAACCCTGTGGCTGTGACT TD2 186 186-189 
2 0.0556 0.0556 0.0526 

all Fluorescence 
homeobox-leucine zipper 

protein HAT14-like 

  
R - CATGTGCCCTTCTTGTGAGA 

     

EHBc-
59 

(TC) 12 F - CACGACGTTGTAAAACGACCTCGCGCTCTCTGAATCTTT TD2 216 216-226 
4 0.2587 0.0556 0.2412 

all Fluorescence nudix hydrolase 25-like 

  
R - GGCCTTATTGAAACCCAACA 

      

EHBc-
60 

(AG) 13 
F - CACGACGTTGTAAAACGACGAGAGGTAGATAGGCGGGAAA         
R - GGGTGATCCCAGAAACAGAA 

TD1 267 267-280 4 0.5933 0.4 0.5362 none Fluorescence conserved hypothetical 
protein  
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EHBc-
61 

(TTC)5 
F - CACGACGTTGTAAAACGACGGAGTTGAATCGGGTTTCTG              
R - GGAAGCATGGGATTGAAAAA 

TD1 231 231 1 0 0 0 all Fluorescence Lorelei-like-gpi-anchored 
protein 1 

EHBc-
62 (CT) 10 

F - CACGACGTTGTAAAACGACTTCTTTGGTGGAATAGTTGGTTT        
R - TGCAAGAGGGAGGAAGACTC TD1 213 213-215 2 0.4978 0.5333 0.3739 all Fluorescence pectin acetylesterase  

EHBc-
63 (GA) 6 

F - CACGACGTTGTAAAACGACCTCAGTGGAGAGCGAAAATTG          
R - GCAATATCACATCCGTCATCC TD1 253 253 1 0 0 0 all Fluorescence 

PPPDE peptidase domain-
containing protein 

EHBc-
64 

(GAA) 6 F - TCTCCACTGCGGAGTCTTTT 63 264 264-270 3 0.66 0.22 0.5675 H. gui, H. rig, 
H. pau, H. 

bent, H. cam 

Acrilamide 
GATA domain class 
transcription factor  

  R - ACCCCTAGGACCTGGTCAGT         

EHBc-
65 

(AC) 7 (AT) 6 F - CCCCCTTCAGCCTTCAATA 60 241 241-249 3 0.53 0.33 0.4264 
H. gui, H. rig, 

H. nit 

Acrilamide 
cysteine-type peptidase, 

putative  

  
R - TCCCCACTTCTCAAACAAGC 

       
  

EHBc-
66 

(ACA) 5 G(CAG)
5 

F -  ACTTCTTGACCCACCCTCCT 63 250 250-259 3 0.63 0.89 0.5267 H. gui, H. nit, 
H. pau, H. 

bent, H. cam 

Capillary 
Electrophoresi

s 

TCP domain class 
transcription factor  

 
R - GGCATCCTTATCCTCCTTCC 

       

EHBc-
67 

(CGATTC) 7   F - TCGGACGGATGAAAAAGTTC 63 241 217-241 4 0.61 0.67 0.5122 all Acrilamide 
BTB and TAZ domain 

protein 2 isoform 2 

  
R - CAGGGTCATTTCCGTCATTT 

         

EHBc-
68 

(ATT) 8 F - GTTGCGTTTTCTCGCAATTT 55 234 234-237 2 0.49 0 0.3624 
H. gui, H. 

bent, H. cam 

Acrilamide no hit 

    R - AGCCAAACAAGCACAGGAAT                   

EHBc-
69 (AT) 7 (AG) 11 G(

GA) 8   

F - AAAAAGGGAAAAATTTAGCAA 55 177 177-201 6 0.76 0.5 0.7011 all Acrilamide Hydroxyproline-rich 
glycoprotein family 

protein 
 

R - TCGCTTCAGTTCATCTGGTG 
         

EHBc-
70 (CTT)10 F - GGGGACGAGAAGCAAACATA 60 162 150-171 4 0.63 0.61 0.5517 all Acrilamide no hit 

  
R -  CACCCTTTTGAAAGCGAAAT 

          

EHBc-
71 (ATG) 6   F - CCACTGGCTCCAATCAAAAT 63 264 332-359 4 0.53 0 0.4846 all 

Capillary 
Electrphosresi

exocyst complex 
component SEC3A 
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R - CAGCCTTGCTGTCATTCTCA 

        

s isoform 1 

EHBc-
72 (AACC) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACTTGCTCTCCCTCTACACCTACA  TD2 266 266 1 0 0 0 all Fluorescence 

conserved hypothetical 
protein  

  
R - AAGCGTTTGTCGTCTCCAAG 

          

EHBc-
73 

(AG) 9 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCATTTCCCTCAGAAAAAGTAGA TD2 228 224-238 3 0.5524 0.4444 0.4408 all Fluorescence CASP-like protein  

  
R - GCATGAGGACTAGGGCTGAG 

          

EHBc-
74a 

(TCT)6 F - CACGACGTTGTAAAACGACCACAGCTCTTGTATCATCACAGC TD2 170 167-170 2 0.3222 0.2778 0.2642 all Fluorescence 

conserved hypothetical 
protein  

  R - CCTCTGGCCTCTTTCTTCCT          

EHBc-
74b 

(AAG) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACTCCTCTTCCCTCCTTTCCTC TD2 246 243-247 4 0.4905 0.5 0.4367 all Fluorescence 

  
R - GGCGACAAGGAGAAACTCTG 

         

EHBc-
75 (TCT)7 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGGGTGGCAGTTAATTCTGA TD2 226 223-229 3 0.1603 0.1667 0.1494 all Fluorescence 

conserved hypothetical 
protein  

  
R - CCCACTTGAGACTCCACAAA 

          

EHBc-
76 

(TTTG) 4 F - CGATCCTTGTCGAAGCAAA  62 208 208 1 0 0 0 all Acrilamide 
double-stranded RNA 

binding protein, putative  

  
R - ATCCATCGTCATCGTCATCA 

         

EHBc-
77 

(TA) 10 F - AAGCTTGCCGTTGAAAAGAA  62 256 246-252 
3 0.2556 0.1667 0.2335 

all Acrilamide 
ATP synthase subunit b', 

chloroplastic-like 

  R - GATCATTACATTGCCCATCAA        

EHBc-
78 

(GAA) 7 F - TCTTCACCTCGCCTTCTCTG  62 227 221-233 
3 0.1603 0.0556 0.1494 H. gui, H. rig, 

H. pau, H. 
bent 

Acrilamide 
chaperone protein dnaJ 

20, chloroplastic  

  
R - CCATTAAACCTGCATCAGCA 

    

EHBc-
79 (GCT) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACCAAGGGGCACAGATTCACTT TD2 136 136-145 

4 0.4905 0.2778 0.4067 
all Fluorescence DNA double-strand break 

repair rad50 ATPase, 
putative  

  
R - TATCCGAGGGCTACAAGCAC  

     

EHBc-
80 

(ATTTT)4 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCTCATCCCTGGAGACTCTG TD2 231 231 1 0 0 0 H. pau Fluorescence xyloglucan 
endotransglycosylase/hyd

rolase  
  

R - CCCCAAGAATTCAAAGTCCA 
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EHBc-
81 

(TGA) 5 F - TGTTCTGATCGATTCCTCCA  62 178 178-181 2 
0.1571 0.0556 0.1411 

all Acrilamide 
r3h domain containing 

protein, putative  

  
R - CACGCCCATTTCTGACTACA 

      

EHBc-
82 

(ATG) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACAGGGAGTGATGTTGCTCACC TD2 142 142 1 0 0 0 all Fluorescence leucine-rich repeat 
containing protein, 

putative  
  

R - TGAAGGAATCATGGGGAAGT 
         

EHBc-
83a 

(CTT)5 F - CACGACGTTGTAAAACGACCCCAAGAAAACAATCCAACC TD2 184 184 1 0 0 0 all Fluorescence 

predicted protein 
  

R - GCTAAAGCTTGATGTGGAAGATG 
         

EHBc-
83b (TTC)5 F - CACGACGTTGTAAAACGACACAAATTTGCACCCAGGTT TD2 232 232 1 0 0 0 all Fluorescence 

  
R - GTGGAAAAAGGGCAAAACAA 

       
    

EHBc-
84a 

(TCT)6 F - CACGACGTTGTAAAACGACGAAGTCTTCAGCAACATCATCTTC TD2 217 217-223 
2 0.0667 0.0667 0.0624 H. gui, H. rig, 

H. nit, H. pau 

Fluorescence 

conserved hypothetical 
protein  

    R - CAAGCACCAAAACCACCTTT       
         

EHBc-
84b 

(CTT)5 -(CAT) 7 

F - AAAGGTGGTTTTGGTGCTTG  62 154 151-160 
3 0.3794 0.4444 0.3368 

all Acrilamide 

 
R - GTCCATTCGCATGTGATGTC 

   
    

EHBc-
85 

(CT) 7 F - CACGACGTTGTAAAACGACAGTATCTCCCTCGCTCTG TD2 157 400 1 0 0 0 H. gui, H. rig, 
H. nit, H. 

bent, H. cam 

Fluorescence Monothiol glutaredoxin-4 

  
R - GCGATGCCCTTCAACATTAT 

         

EHBc-
86 (TTA) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACAAACAGCCTCTCTGCATGGT TD2 259 253-259 

2 0.1079 0 0.0994 
all Fluorescence 

ATP binding protein, 
putative  

  
R - AATTGCATTTGCCGTAAACC 

      

EHBc-
87 

(AGC) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACCCCTCTACATCTGGCTCTGC TD2 281 281-335 2 0.0556 0.0556 0.0526 all Fluorescence 
protein TIME FOR 

COFFEE-like  

  
R - TGTTGGGAAGTGACATGGAA 

          

EHBc-
88 

(TTATAA) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGGACCGCCTGTATAACTCC TD2 273 267-282 3 0.1095 0.1111 0.1037 all Fluorescence 
zinc finger protein, 

putative  

  
R - GACGCTAATTTACACCGACCA 

         
  

EHBc-
89 

(TC) 9 F  CACGACGTTGTAAAACGACAGGCAACAAATCACCGAATC TD2 228 228-246 
5 0.4698 0.5 0.434 

all Fluorescence 
probable ADP-

ribosylation factor 
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R - TATTGGCTCCAGCACCTCTT 

     

GTPase-activating protein 
AGD8-like 

EHBc-
90 

(TTC)7 F - CACGACGTTGTAAAACGACCAAGCCGATCAGATCCAAAT TD2 150 150-156 
3 0.6578 0.7059 0.5629 

all Fluorescence conserved hypothetical 
protein  

  
R - TTCTGAAGCTCTTCGAGATCC 

      

EHBc-
91 (TTG)5 F - CACGACGTTGTAAAACGACGATGTGGTTTGCCTCCTTGT TD2 283 283 1 0 0 0 all Fluorescence 

ABC transporter I family 
member 17  

  
R - CACAAGTTTCGTCTGCCAGT 

         

EHBc-
92 

(CT) 9 F - CACGACGTTGTAAAACGACTCGTTCATCCACCTCATCAA TD3 278 276-294 
5 0.4889 0.5 0.434 

all Fluorescence probable receptor-like 
protein kinase 

At5g15080-like 
  

R - GGAAGTCAGCTTACCGACCA 
     

EHBc-
93 

(GAAAAG) 4 F - CACGACGTTGTAAAACGACTTTCCTTCCCATCTCTTTCG TD2 192 186-192 2 0.5143 0.1111 0.375 all Fluorescence 
ras-related protein 

RABA6b  

  R - TTGATTTCCCAACAGCTGAA           

EHBc-
94 

(ATG) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGTGGCGGCTAATATGGTTA TD2 262 256-262 2 0.2857 0.2222 0.2392 all Fluorescence adenylate translocator  

  
R - CCCAGTCCAAAGGAACATTG 

       
      

EHBc-
95 

(AT) 11 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGCATTTCCCTCTCCTAAG TD2 202 200-218 4 0.527 0.4444 0.473 
H. gui, H. nit, 

H. pau 

Fluorescence sigma factor sigB 
regulation protein rsbQ 

isoform   
 

R - CGATACAAAGTCCCAATGGA 
        

EHBc-
96 (TC) 14 F - CACGACGTTGTAAAACGACCAAAGCAAGAGCAAGCCAGT TD2 183 177-193 7 0.7905 0.8333 0.7364 all Fluorescence 

conserved hypothetical 
protein  

  
 

R - GGCCTCAAAATCTCAGTACCC 
       

      

EHBc-
97 

(CT) 17 F - CACGACGTTGTAAAACGACACACAAGTGCCATCCTCTCC TD2 188 171-195 7 0.7556 0.3333 0.6902 H. gui, H. rig, 
H. nit, H. pau, 

H. bent 

Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein  

  
 

R - CTTGGGAATCAAACGATGCT 
    

  

EHBc-
98 

(TC) 19 (TA) 9 F - CACGACGTTGTAAAACGACCATTATCAAATCGCCGATCA TD3 278 274-298 5 0.7487 0.4706 0.6773 all Fluorescence BTB/POZ and TAZ 
domain-containing protein 

1-like 
   R - TCATTGCAAATCGAAAAGGA          

EHBc-
99 

(TTC)5 
F - 
CACGACGTTGTAAAACGACGAATCTAATATCCTACATTCTCATTC
C 

TD2 251 247-268 5 0.681 0.7222 0.6 all Fluorescence microtubule-associated 
protein RP/EB family 

member 1-like isoform 2  
  

R - CGTTTATGTGCTTCCCTGGT 
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EHBc-
100 

(ATT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACCGTTGGTGTCAATGTGAAGC TD2 274 274-277 2 0.4278 0 0.329 all Fluorescence 
conserved hypothetical 

protein  

  
R - TTCAATGAGTGATCTACATGCAA 

      

EHBc-
101 

(TA) 9 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGCACTTTCACTGATGCAAA TD2 175 169-175 3 0.5187 0.1765 0.4372 all Fluorescence predicted protein  

    R - TTTATTCACCCTTCAGCAGAT                     

EHBc-
102 

(TCG) 5 F - GAGTCGGTGTCGGAGTCATT  62 160 160 1 0 0 0 all Acrilamide 
reticulon-like protein B2-

like isoform 1  

  
R - GCCAAACATGCGATAAATCTT 

         

EHBc-
103 

(TC) 8TA(TC) 8 
F - CACGACGTTGTAAAACGACTTCTGCTTCAAAACCAAACAA           
R - GAGAGAGGTGGCAAAGAGGA 

TD1 212 180-210 6 n/a n/a n/a all Fluorescence 
F-box protein PP2-A13-

like  

EHBle-1 (AAAT) 4 F - CATATGCTCCCGGATAAAGG 63 194 194 1 0 0 0 all Acrilamide 
B3 domain-containing 

protein 

    R - CCTGCCCCTTTCCATTCTAT                     

EHBle-
2a (TTC)6   F - GGTGTTGAGGAATGCTGTTG 63 262 262-274 2 0.06 0.06 0.0526 all Acrilamide 

no hit 
  

R - TGTGTTTTGTTGGCCTTTTG 
         

EHBle-
2b 

(AAG) 6   F - CACACAGCCCTACATGCAAT 63 223 223-235 3 0.59 0.56 0.5095 all Acrilamide 

  
R - GGGGTTTGTTGTGCTGTTCT 

         

EHBle-3 (CT) 11 F - CACGACGTTGTAAAACGACTCTATCTAGATCATCCACACAACC TD2 103 103-113 
4 0.554 0.6111 0.4438 H. gui, H. rig, 

H. nit, H. 
bent, H. cam 

Fluorescence 
actin depolymerizing 

factor 4  

  R - TGGACGAGAACGAGAGAGAA       

EHBle-4 (AT) 7 F - GTGAGGTACGGCATGTAG  62 251 198-252 4 0.3209 0 0.2973 H. rig, H. bent Acrilamide probable 
pectinesterase/pectinester

ase inhibitor 
  

R - TGCAGATTAATTTTCCCATTGA 
      

EHBle-5 (GT) 11 F - CACGACGTTGTAAAACGACTGGCCTTGTCCATTGAACT TD3 219 215-223 
5 0.6881 0.7059 0.6228 

all Fluorescence Sulfiredoxin-1, putative  

    R - GAACTTTGCAGCGGATTGTT       
        

      

EHBa-1 (TGC) 7 F - AGGCCTGTATCAATGGCAAC 62 257 338-356 5 0.7 0.18 0.6519 all 
Capillary 

electrophoresi
Jasmonate-zim-domain 

protein 12, putative 
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    R - CTTGTACTGCTTTGCGGTGA                 
s isoform 1 

EHBa-2 (AG) 7 F - GCGACCTGTTCTCTCTCACC 60 261 261-265 3 0.11 0.06 0.1037 H. gui, H. rig, 
H. nit, H. 

bent, H. cam 

Acrilamide conserved hypothetical 
protein 

  
R - TGGAAGCTAAGGATCCAAATG 

         

EHBa-3 (TAA) 6 F - CACGACGTTGTAAAACGACCGCTTGCTTAGCAGATGATG 63 206 221-279 
5 0.2529 0.2 0.2378 

all Acrilamide predicted protein 

  
R - TGGAGCCAATGAATAAATTTC 

      

EHBa-4 (ATCT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACGCACGGTAAGGCTAGGGTTT TD2 104 111-119 3 0.5317 0.4444 0.4091 all Fluorescence 
wound-induced basic 

protein  

  
R - TGAGGAAGGAACGGAAGAGA 

          

EHBa-5 (GCT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACGGCAAATCAAAGGAACAAGC TD2 205 205-208 
2 0.0556 0.0556 0.0526 

all Fluorescence acyl-CoA-binding protein  

  
R - GAAACAACATTACACCACTCCAGA 

      

EHBa-6 (TAT) 5 F - CACGACGTTGTAAAACGACTTTGTTGAAGACGTCTGTTTTGA TD2 267 267-288 2 0.5143 0.5556 0.375 all Fluorescence 
stress-induced 

hydrophobic peptide  

    
R - AAAGAAATACCACCAAGATGACA 

                  

 

Primer pairs number followed by letters a and b - belong to the same EST; H. gui - Hevea guianensis, H. rig - Hevea rigidifolia, H. nit - Hevea nitida, H. pau - Hevea pauciflora, 
H. bent – Hevea benthamiana, H. cam - Hevea camargoana; n/a - not applicable  

p - panel library EST, la - latex library EST, c - cold-stressed library EST, le - leaf library EST, a - contig  
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Saturation of a Hevea brasiliensis microsatellite-based linkage 

map and identification of candidate genes for growth-related 

traits 

Hevea brasiliensis is a native species of the Amazon basin and world’s most important 

source of natural rubber. Although the Amazon region provides optimal conditions for 

rubber plantation, the occurrence of South American leaf blight (SALB) disease limits the 

rubber production in this region. Therefore, rubber plantation has been extended to 

suboptimal areas. Breeding programs have been searching for clones adapted to these 

suboptimal areas, but rubber tree breeding is time-consuming and expensive. The use of 

molecular markers and genetic maps in breeding programs can accelerate this process. In 

this work, novel microsatellite (EST-SSR) markers were added to a H. brasiliensis 

integrated genetic map. This new map consists of 330 markers distributed in 22 linkage 

groups (LG), with a total length of 3068.9cM and an average genetic distance of 9.3cM 

between adjacent markers. Groups LG11a and LG11b, in the previous map, were united 

into one group (LG11) with the addition of the new markers. The largest group covers a 

distance of 306.4cM (LG14) and the smallest covers 8.8cM (LG2b). Five loci were mapped 

into growth-related QTL regions and three of them had their transcripts annotated as 

proteins that are involved in stress responses. These loci could be candidate genes for the 

variation observed in the girth and height traits. The addition of new markers provided a 

denser rubber tree genetic map and the identification of loci that could be involved in 

growth traits. This new map may help the positioning of genes of interest; identification of 

QTLs related to other important agronomic characteristics and marker-assisted selection in 

the rubber tree program. 
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Introduction 

 Hevea brasiliensis [(Wild. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg.] is world’s most important 

rubber producing species and is a diploid (2n = 36) perennial tree. The Hevea genus 

comprises eleven inter-crossable species that are native to the Amazon basin and belongs to 

the Euphorbiaceae family (Pires et al., 2002; Gonçalves et al., 1990). Even though the 

Amazon provides optimal conditions for the rubber tree development, the presence of the 

fungus Microcyclus ulei (P. Henn) v. Arx, which causes the South American leaf bligtht 

(SALB) disease, restrains the rubber plantation in the region (Pushparajah, 2001). As a 

consequence, rubber production was extended to several suboptimal environments 

worldwide, in an attempt to evade the disease. Nevertheless these new areas present various 

climatic constraints, such as low temperatures and dry periods (Priyadarshan and 

Goncalves, 2003). Breeding programs have been searching for clones adapted to these 

suboptimal areas, but rubber tree breeding is time-consuming and expensive (Gonçalves 

and Fontes, 2012). 

 The development of molecular markers and molecular markers-based maps 

provided new tools for applied genetics and breeding programs. They allow the analysis of 

genetic diversity, characterization of genotypes, identification of quantitative trait loci 

(QTLs) and genes of interest (Besse et al., 1994; Lespinasse et al., 2000; Le Guen et al., 

2003; Saha et al., 2005; Souza et al., 2009; Feng et al., 2009; Le Guen et al., 2011; 

Mantello et al., 2012; Souza et al., 2013). The association of markers with characteristics of 

interest enables the application of marker-assisted selection (MAS); and high-density 
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genetic maps combined with phenotypic data allows the application of genome wide 

selection (GWS). Both thechniques are of great importance for perennial trees with a long 

life cycle, such as the rubber tree, since they could reduce breeding programs time and 

costs (Neale and Kramer, 2011; Heffner et al., 2009). 

Due to H. brasiliensis extended juvenile period and inbreeding depression, the 

development of homozygous inbred lines is fairly difficult. As such, traditional methods for 

constructing linkage maps (i.e.: F2 population) are not suitable for rubber tree (Grattapaglia 

and Sederoff, 1994).  The first rubber tree genetic map was constructed using a double 

“pseudo-testcross” strategy, using a full-sib cross (or F1 population). The map contains 717 

markers, mostly RFLPs and AFLPs, distributed in 18 linkage groups (LGs) (Lespinasse et 

al., 2000). In 2011, another two genetic maps were constructed, both using the “pseudo-

testcross” strategy, with only SSR markers (Triwitayakorn et al., 2011) and SSR and AFLP 

markers (Le Guen et al., 2011). Souza et al. (2013) developed an integrated rubber tree 

map comprised of 284 SSR markers (226 genomic SSRs and 58 EST-SSRs), distributed in 

23 LGs, using OneMap software (Margarido  et  al.,  2007) and multipoint  analysis  based 

on  the  Hidden  Markov  Method (Mollinari et  al.,  2009). The map has a total length of 

2792.8cM with a density of one marker per 9.83cM. In addition, 18 QTLs for growth-

related traits during summer and winter periods were detected in 11 LGs. 

In this work, novel EST-SSR markers developed by Silva et al. (2014; unpublished 

data) were added to the integrated map of Souza et al. (2013) using the same methodology 

for the construction of the genetic map. Loci that were mapped into QTL regions could be 

candidate genes for the variation observed in the growth-related traits. 
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Methods 

Mapping population 

The mapping population was the same used by Souza et al. (2013): 270 individuals 

derived from a cross among clones PB 217 (high rubber yield potential) and PR 255 

(tolerant to injury and low temperatures). The progeny was obtained by controlled 

pollination and multiple replicates were generated by bud graffiting onto rootstocks (GT 1 

seedlings) for the field experiment. The  mapping  population  was  planted  in  the 

Edouard  Michelin  Plantation  (Mato Grosso state, Brazil, 17° 23’ 59.60’’ S and 54° 44’ 

53.93’’ W, altitude 519 m) in 2006. 

DNA extraction and Molecular marker analysis 

The mapping population DNA samples were the same used in the work by Souza et 

al. (2013). The polymorphisms from a total of 173 EST-SSR markers (Silva et al., 2014; 

unpublished data) were screened for both the PB217 and PR255 parents. Alleles were 

visualized by three alternative techniques: a 4300 DNA Analyzer (LI-COR Biosciences, 

USA), an Advance FS96 dsDNA Fragment Analyzer (Advanced Analytical Technologies 

Inc., USA) and 6% denaturing polyacrylamide gels with silver staining (Creste et al. 2001). 

All PCR reactions were performed according to Silva et al. (2014). 

Linkage Map 

A chi-square test was performed to verify the segregation of the markers. Linkage 

analysis was performed using the software OneMap (Margarido et al., 2007) and Hidden 

Markov Models-based multipoint technology (Wu et al., 2002). Cosegregation groups were 

determined with a 4.5 LOD score and a 0.4 recombination fraction. The markers order was 

established with algorithms compare (for groups with up to six markers) and order (for 
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groups with more than six markers) (Lander et al., 1987; Mollinari et al., 2009). The 

Kosambi map function was used to convert the recombination fractions between the 

markers to centiMorgan units (Kosambi, 1944). 

Results and Discussion 

Marker polymorphism and segregation analysis 

From the 173 EST-SSR markers developed by Silva et al. (2014; unpublished data), 

54 (31.4%) exhibited polymorphism between the parents of the mapping population. This 

percentage of EST-SSRs polymorphism among the parents was smaller than the observed 

for genomic microsatellite markers (54.5%) and a little smaller than EST-SSR markers 

(39%) (Souza et al., 2013). Although EST-SSR markers present a lower polymorphism 

level than genomic SSR makers, they have a higher probability of being inserted in 

functional gene sequences, creating the possibility of mapping and identifying candidate 

genes (Varshney et al., 2005). From the 54 polymorphic markers identified, a total of 46 

were selected to genotype the 270 individuals of the mapping population. 

A chi-squared test was performed on the genotyped loci and 28 (60.9%) presented a 

1:1 segregation ratio, six (13%) showed a 1:2:1 segregation ratio and 12 (26.1%) exhibited 

a segregation ratio of 1:1:1:1. Four markers (EHBp23b, EHBp17, EHBp15 and EHBc90; 

8.7%) showed distorted segregation (P ≤ 0.005, chi-squared test); however these markers 

did not caused distortions in the LGs. These four loci transcripts presented similarity to 

proteins aquaporin (EHBp23b), 60S ribosomal protein L34 (EHBp17), a nuclear-encoded 

mitochondrial acyl carrier protein (EHBp15) and a conserved hypothetical protein (Silva et 

al., 2014) bearing a mitochondrial ribosome subunit S26 domain (MRP-S26) (EHBc90). 

Three of them are reported to be related to important processes in plants. 
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Aquaporins are transmembrane channels involved in water transport (Chaumont et 

al., 2005), shown to be essential in leaf and petal movements (Azad et al., 2004; Siefritz at 

al., 2004), reproduction (Bots et al., 2005), seed germination (Vander Willigen et al., 

2006), and salt and drought stresses tolerance (Xu et al., 2014). The ribosomal protein L34 

presents a higher expression in stems and roots than in leaves and flowers (Gao et al, 1994), 

its promoter activity is higher in actively growing tissues and is enhanced in response to 

wounding and plant growth regulators (Dai et al., 1996). The mitochondrial acyl carrier 

protein is involved in the fatty acid biosynthetic process (Yasuno et al., 2004), which is an 

essential component of plant cellular membranes, cutin and suberin (Beisson et al., 2007). 

These skewed segregations detected may be the result of several biological factors, such as 

chromosome loss, locus duplication and gamete selection (Liebhard et al., 2003; Moyle and 

Graham, 2006). In the case of gamete selection, these loci, or possibly other loci linked to 

them, may be influencing pollen and zygotes viability. 

Linkage map  

Forty-six EST-SSR markers were used to enhance the coverage of the 

microsatellite-based rubber tree integrated genetic map constructed by Souza et al. (2013). 

The new map has 330 markers assigned to 22 LGs, spanning a total of 3068.9cM, which is 

276.1cM larger than the original map. Loci that presented similarity to proteins involved in 

response to stress (i.e.: EHBp13) and developmental processes (i.e.: EHBc20) (Silva et al., 

2014) are among the new mapped loci. The larger LG has 306.4cM in length (LG14) and 

the smallest presents a length of 8.8cM (LG2b). Groups LG11a and LG11b, in the previous 

map, were united into one group (LG11) with the mapping of marker EHBle3, that presents 

similarity to actin depolymerizing factor 4 protein, between markers A2535 and HBE30.  
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LG4 11 115.1 10.46 
LG5 22 193.7 8.8 
LG6a 14 82.1 5.9 
LG6b 3 38.9 13 
LG7 19 197.4 10.4 
LG8 25 194 7.8 
LG9 14 117 8.4 
LG10 33 252.8 7.7 
LG11 8 160.3 20 
LG12 12 201.8 16.8 
LG13 15 167.4 11.2 
LG14 25 306.4 12.3 
LG15 16 155.1 9.7 
LG16 18 209.3 11.6 
LG17a 7 54.5 7.8 
LG17b 5 23.4 4.68 
LG18 16 138.3 8.6 
LG19 4 10.3 2.56 

The LGs were classified from one to 19 and groups 2, 6 and 17 were still divided 

into subgroups “a” and “b”, although new markers were added to these groups. Markers 

density was slightly higher (1/9.3cM) than the original map (1/9.8cM); however it was 

lower than Lespinasse et al. (2000) map (1/3cM), which was saturated with several RFLP 

and AFLP markers. Nevertheless, although the LGs marker distribution was not uniform, 

the new markers were able to resolve three of the five gaps present in the Souza et al. 

(2013) map (LGs 11, 13 and 15). The two gaps that remained are in LG12 (66.3cM) and 

LG 16 (43.3cM) (Fig. 2). The gaps observed may be the result of low level of microsatellite 

polymorphisms in these regions, and could be associated with heterochromatic regions near 

the centromeres. In order to confirm this hypothesis in rubber tree, cytogenetics analyses 

need to be carried out to demonstrate this association. Another reason for the gaps is that 

the recombination events or mapped loci are not equally distributed through the genome.  
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The low marker density in some LGs may as well be due to highly homozygous regions 

subjected to lower recombination rates (Castiglioni  et  al., 1999). 

Eighteen linkage groups were expected for H. brasiliensis (2n = 36) linkage map, 

however this number was exceeded by four LGs. Since some LGs are small, this exceeding 

number can be due to incomplete coverage of the genome by the microsatellite loci. A 

similar result was obtained for a rubber tree linkage map by Triwitayakorn et al. (2011) that 

used only SSR and EST-SSR markers. Nevertheless Lespinasse et al. (2000) and Le Guen 

et al. (2011) showed that using several types of markers it is possible to obtain 18 linkage 

groups, indicating that different markers may be necessary to fill in the gaps between the 

groups. 

Although the new map most likely presents an incomplete coverage, it may help the 

positioning of genes of interest, the identification of QTLs related to other important 

agronomic characteristics and MAS. The addition of new markers to the genetic map and 

the phenotyping of the mapping population may possibilitate the use of GWS in the rubber 

tree program as well. 

Candidate genes for growth-related traits 

Souza et al. (2013) identified 18 QTLs in 11 linkage groups for height and girth 

growth during summer and winter periods. Among the 46 new loci mapped in this work, 

five were positioned into six QTLs regions: summer girth (SG) 1, total height (TH) 1, SG.2, 

total girth (TG) 1, TH.2 and summer height (SH) 6 (Fig. 3). SG.1 and TH.1 were identified 

in LG5 between markers a235 and a491 (Souza et al., 2013) and markers EHBmu5 and 

EHBla10 were mapped between those markers. 

85 



The transcript from which EHBmu5 primer pair was designed showed similarity to 

heat shock factor-binding protein (HSBP) 1-like (Silva CC, unpublished results). Heat 

shock proteins (HSP) are known to be an early adaptive response to several types of 

stresses (Wang et al., 2004) and hsps transcription is controlled by heat stress transcription 

factors (HSF) (Baniwal et al., 2004). HSBP1 acts as a negative regulator of the heat shock 

response by binding to HSF1 in humans (Satyal et al., 1998) and proteins similar to HSBP1 

were discovered in plants. In maize, a mutated empty pericarp 2 (emp2) gene, which 

encodes a HSBP-like protein, is embryo lethal and its lethality was attributed to the 

unattenuation of the heat shock response with up-regulation of hsp genes in the mutant (Fu 

et al., 2002) and the interaction of EMP2 protein with some HSFs was reported (Fu et al. 

2006). Similar results were reported for Arabidopsis thaliana AtHSBP protein: AtHSBP-

knockout lines presented seed abortion and AtHSBP negatively regulates the heat stress 

response (Hsu et al., 2010). The EHBmu5 locus product may be involved in the heat stress 

response in rubber tree, which is seemingly important during plant development. The 

positioning of this marker into a growth-related QTL region suggests that this locus could 

be considered a candidate gene for growth-related traits. 

The EHBla10 locus transcript showed similarity to 2-methyl-6-geranylgeranyl 

benzoquinone methyltranferase (MGGBQ-MT) (Silva et al., 2014), which is a protein from 

the vitamin E biosynthesis pathway (Farré et al., 2012). Vitamin E is a group of lipophilic 

antioxidants that are essential for seed longevity, by reducing the accumulation of lipid 

oxidation products, and are also involved in the protection of chloroplasts against 

photooxidative stress in A. thaliana (Sattler et al., 2004; Havaux et al., 2005).  The 

EHBla10 locus was mapped close to the EHBmu5 locus, and its product could also be 
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related to stress responses and developmental processes in rubber tree, therefore this locus 

could be a good candidate for growth-related traits further analyses. 

SH.6 was detected in LG9 between markers HBE77 and HB7 (Souza et al., 2013). 

Marker EHBp21 was mapped inside this QTL region and its transcript presented similarity 

to jasmonate-ZIM-domain (JAZ) protein 3 (Silva et al., 2014). Jasmonic acid (JA) is 

involved in regulation of plant secondary metabolites biosynthesis, response to wounding 

(i.e.: herbivory) and necrotrophic pathogens, reproductive organs development, leaf 

senescence and growth inhibition (Wasternack and House, 2013). JAZ proteins are negative 

regulators of the JA signaling pathway by interacting with transcriptional activators of JA-

responsive genes, which includes the JAZ genes (Chini et al., 2007; Yan et al., 2007; 

Chung et al., 2008). The feedback loop created by JA induction of JAZ genes transcription 

must serve to attenuate the transcriptional response soon after it is initiated, providing a 

mechanism for the adjustment of the expression of JA-responsive genes (Chini et al., 2007; 

Chung et al., 2008). JAZ proteins are redundant in their negative regulation functions, 

however mutations that prevent JAZ protein degradation and the overexpression of JAZ 

proteins lead to a jasmonate-insensitive phenotype (i.e.: repression of JA-mediated growth 

inhibition) (Chini et al., 2007; Yan et al., 2007). EHBp21 locus product may be involved in 

JA-mediated defense and developmental processes, therefore this locus may be related to 

growth-related traits in rubber tree as well. 

LG9 also bears QTL TH.2, present between markers A2532 and a90 (Souza et al., 

2013), and marker EHBc45 was mapped into that region. The EHBc45 locus product 

showed similarity to a predicted protein detected in several plants (Silva et al., 2014). 

Although this protein seems to be conserved among different plant species, there is no 

biological function attributed to it. A similar situation was presented by EHBp5 locus, 
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which was mapped in QTLs SG.2 and TG.1 present in LG6b among markers T2449 and 

HBE49. The EST from which EHBp5 primer pair was designed showed no similarity to 

any protein or EST sequence in the GenBank database, however this EST length is only 

217 bp. The target sequence length may affect the identification of similarity to known 

proteins or transcripts (Silva et al., 2014), as such it is possible that this short EST may 

belong to an untranslated region (UTR) of a known sequence. Even though both loci cannot 

be associated to known biological processes, they may be linked to genes that are involved 

in developmental processes in rubber tree. 

Quantitative traits, such as height and girth, are dependent on a combination of 

individual effects of several genes and are influenced by environment fluctuations as well 

(Griffing and Scholl, 1991; Neale and Kramer, 2011). The analysis of candidate genes has 

been a powerful approach to dissect the genetics of these complex traits (Neale and 

Kramer, 2011; Fabrini et al., 2012; Prunier et al., 2013; Celton et al., 2014). The loci 

identified here open new possibilities for further molecular investigations. These loci may 

be associated to height and girth growth in rubber tree by being physically close to the 

functional variant or even be the functional variant themselves. An analysis of these loci 

effects based on the population phenotypic data may help to implement the GWS approach 

into rubber tree breeding programs. 
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Resultados complementares 

  A necessidade de novos cultivares de seringueira (Hevea brasiliensis) 

adaptáveis a diferentes regiões ecológicas, denominadas de regiões de escape para o cultivo 

da H. brasilienses, constitui um ponto importantíssimo para o sucesso da heveicultura no 

Brasil e no mundo. O ciclo de melhoramento genético da seringueira, que vai do 

cruzamento para obtenção das progênies recombinantes até o final da produção, pode 

demorar aproximadamente 30 anos para se concretizar. Desta forma, torna-se fundamental 

o desenvolvimento de novas técnicas de avaliação precoce, que possibilitem diminuir e 

otimizar as avaliações para essa cultura. Neste contexto, o projeto tinha como objetivo a 

construção de bibliotecas de cDNA, a geração de sequências EST (Expressed Sequence 

Tag) e o desenvolvimento de marcadores microssatélites gene-direcionados, para saturar e 

posicionar possíveis genes em um mapa genético-molecular de uma população F1 de Hevea 

brasiliensis. 

 No período em que o projeto foi elaborado (agosto/2009), havia poucas sequências 

EST de seringueira depositadas em bancos públicos de sequências. Desta maneira, a 

construção de bibliotecas de cDNA de diferentes tecidos e tratamentos foi a estratégia 

escolhida para a geração de ESTs. Ao todo foram construídas sete bibliotecas de acordo 

com o tecido ou tratamento utilizado: “painel”, “látex”, “folha”, “frio-6h”, “frio-10h”, 

“frio-24h” e “M.ulei”. Os resultados obtidos para as bibliotecas, bem como os marcadores 

moleculares desenvolvidos a partir de suas sequências, com exceção de “M.ulei”, estão 

descritos no artigo presente no capítulo III. Apresentamos a seguir os resultados 

complementares deste trabalho sobre a biblioteca de cDNA “M.ulei”. 
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 Microcyclus ulei é um fungo ascomiceto que ataca os folíolos jovens de seringueira, 

causando perda das folhas e podendo acarretar em morte da planta. A disseminação dos 

conídios se dá através dos ventos e da chuva e as folhas infectadas ficam com aspecto de 

lixa (Gasparotto et al., 1990). Há cinco níveis principais na interação hospedeiro-patógeno: 

1) germinação e penetração, que acontece nas primeiras 24h após o contato dos esporos 

com os tecidos foliares jovens; 2) infecção inicial, que consiste na colonização dos tecidos 

adjacentes aos feixes vasculares pela hifa através de seu crescimento intercelular (24h-3 

dias); 3) colonização da folha, crescimento intercelular e ramificação da hifa acontecem nos 

próximos 3-5 dias pelo crescimento de hifas laterais perpendiculares à hifa principal; 4) as 

hifas laterais direcionam seu crescimento à superfície dos folíolos e, aproximadamente, 24h 

após sua formação, estas hifas saem pela superfície abaxial, formando conidióforos; e, em 

casos onde houve baixa incidência de infecção, 5) há a formação de estruturas estromáticas, 

como pseudotécios e ascósporos (Lieberei, 2007). 

 Um Ensaio de infecção controlada por Microcyclus ulei foi realizado, nas 

Plantações Michelin Bahia (Igrapiúna/BA), em plantas enxertadas dos clones Fx 2784, PFB 

5, FDR 5788 (resistência/tolerância ao M. ulei), RRIM 600 (suscetível ao M. ulei), F 4542 

(H. benthamiana) e PA 31 (H. pauciflora) (utilizadas no melhoramento da seringueira com 

intuito de introdução de genes de resistência em H. brasiliensis através de cruzamentos). 

Conídios do isolado PMB136 de M. ulei foram coletados de uma lesão, com a utilização de 

um pincel estéril, de uma folha previamente infectada de RRIM 600 aproximadamente 30 

minutos antes da infecção (Fig. 1A), e colocados em solução de Tween80 0,05%. Foi feita 

a contagem do número de esporos em câmara de Neubauer, sendo a concentração final 

230.000 conídios/mL. Uma alíquota da suspensão de conídios (50µL) foi plaqueada em 
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 Cinco ESTs contendo motivos SSR foram selecionados para o desenho de primers: 

três apresentaram similaridade com proteínas e dois apresentaram similaridade com 

sequências EST do banco de dados GenBank (Tabela 1). A definição da temperatura de 

annealing ótima para cada par foi feita através de PCR gradiente. O polimorfismo dos 

microssatélites desenvolvidos foi avaliado em 18 genótipos de H. brasiliensis, coletados em 

janeiro de 2008 e abril de 2009 no Centro Experimental de Votuporanga/SP (APTA/IAC), e 

a transferibilidade foi avaliada em seis espécies do gênero Hevea que foram cedidas pela 

Embrapa Ocidente situada em Manaus/AM (Tabela 2). 

  

TABELA 1 – Motivo das regiões SSR encontradas, tamanho esperado do produto de 
amplificação e anotação das sequências utilizadas para o desenho dos primers. 

Primer Motivo 
Tamanho 
Esperado 

Anotação 

EHBmu1 (AAG)5 203 H. brasiliensis EST (JG009018.1) 

EHBmu2 (TCT)5  259 
alcohol dehydrogenase, putative [Ricinus 

communis] (8258312 RCOM_1497750) 
EHBmu3 (AAG)7  110 Manihot esculenta EST (FG805548.1) 

EHBmu4 (AT)8  188 
ubiquitin-conjugating enzyme [Hevea 

brasiliensis] (AEH05974.1) 

EHBmu5 (CT)21  267 
 heat shock factor-binding protein 1-like 

[Glycine max] (XP_003520737.1) 
 

TABELA 2: Relação de genótipos coletados em Votuporanga-SP e Manaus-AM. 

Genótipos APTA/IAC Espécies / Manaus (AM) 

GT 1 PB 233  H. guianensis 
RRIM 701 PB 311  H. rigifolia 

PB 235 PC 140  H. nitida 

PB 217 RRIC 100  H. pauciflora 

PR255 IAC 313  H. benthamiana 

RRIM 809 IAC 318  H. camargoana 

RRIM 728 IRCA 27   

RRIM 913 IRCA 209   

RRII 105 IAC 306   
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 Os cinco pares de primers amplificaram bandas definidas com as Tas específicas 

utilizadas, mas o par EHBmu2 possuía amplicon de tamanho superior a 400pb, sendo por 

isso não caracterizado. O par EHBmu1 possui fragmento maior que o esperado (Tabela 3) e 

foi caracterizado no Advance FS96 dsDNA Fragment Analyzer (Advanced Analytical). Os 

pares EHBmu3, 4 e 5 apresentaram fragmentos nos tamanhos esperados (Tabela 3) e foram 

caracterizados em géis de acrilamida 6% corados com prata (Creste et al., 2001). O loco 

EHBmu3 foi monomórfico entre os genótipos avaliados. Os demais locos apresentaram 

heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho) que variaram de 0,06 a 0,76 e 0 a 0,5, 

respectivamente, e os valores do conteúdo de informação polimórfica (PIC) variaram entre 

0,0526 a 0,6912 (Tabela 3). 

 

TABELA 3 – Caracterização dos locos SSR em genótipos de H. brasiliensis. 

Primer 
Tamanho 
Esperado 

Tamanho 
do Alelo 

Nº de 
Alelos 

He Ho PIC 

EHBmu1 203 316-343 5 0,74 0 0,6667 
EHBmu3 110 114 1 0 0 0 
EHBmu4 188 173-175 2 0,06 0,06 0,0526 
EHBmu5 267 255-279 6 0,76 0,50 0,6912 

 

 A transferibilidade destes pares de primers para outras espécies de Hevea também 

foi avaliada. Todos os quatro marcadores EST-SSR apresentaram amplificação nas seis 

espécies de Hevea utilizadas. Novamente a alta transferibilidade indica que as regiões 

flanqueadoras aos microssatélites são conservadas entre as espécies de Hevea (Saha et al., 

2005; Feng et al., 2009; Mantello et al., 2012). Além disso, o gênero Hevea é considerado 

um complexo de espécies, não existindo uma barreira reprodutiva entre elas (Gonçalves e 

Fontes, 2012), o que explica a alta transferibilidade dos marcadores. Devido à resistência 
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que estas espécies apresentam ao M. ulei, elas são utilizadas em programas de 

melhoramento que buscam clones de H. brasiliensis resistentes ao fungo (Gonçalves e 

Fontes, 2012). Estes locos, juntamente com os marcadores desenvolvidos apresentados no 

capítulo III, podem ser usados para acompanhar a introgressão de genes, mapeamento 

comparativo e para estudos de estrutura populacional e análises genéticas destas espécies. 

 Para todos os genótipos avaliados, o par EHBmu1 apresentou amplicon maior que o 

esperado. Uma vez que o desenho dos primers foi feito usando um transcrito como molde e 

o template utilizado para as amplificações foi o DNA genômico dos acessos de Hevea, é 

possível que a região amplificada a partir do DNA genômico dos genótipos de Hevea 

utilizados possua um íntron, o que explicaria a diferença entre os tamanhos esperado e 

observado do amplicon. 

 A ocorrência de mal-das-folhas na região amazônica, e que tem se expandido para 

outras regiões como a Bahia (Gasparotto et al., 1990; Mattos et al., 2003), é a principal 

razão da necessidade de áreas de escape para o plantio de seringueira. Um melhor 

entendimento da doença, e de como selecionar clones mais tolerantes a ela, pode ser 

conseguido com análises das respostas moleculares da interação entre planta e patógeno. 

Uma análise completa da biblioteca de cDNA de tecidos infectados construída neste 

trabalho pode ajudar na obtenção de respostas sobre os fatores que garantem maior 

tolerância ao fungo, como a identificação de sequências que podem estar relacionadas com 

a tolerância ou a susceptibilidade  da seringueira ao M. ulei. 

 No capítulo III também foram apresentados os resultados das análises de expressão 

por PCR em tempo real das sequências mais abundantes nas bibliotecas de cDNA dos 

experimentos de exposição à baixas temperaturas. A seguir apresentamos resultados 

complementares a esta parte do trabalho. 
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 A expressão das sequências mais abundantes, que apresentaram similaridade com as 

proteínas NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H (NADH), chloroplast photosystem 

II 10 kDa polypeptide (PsbR), uma proteína hipotética (HYPOT), ATP synthase CF0 C 

subunit (CF0) e indole-3-acetic acid-induced protein (ARG2-1 e ARG2-2), foi avaliada por 

quantificação relativa com o uso dos genes glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) e eukaryotic translation initiation factor (eIF2) como genes referência para a 

normalização das análises. A escolha pela combinação destes genes como referência foi 

feita com base em resultados obtidos através da análise de oito genes candidatos: eIF2, 

YSL8, UBC2a, UBC4, 18SrRNA, RH2b, RH8 (Li et al., 2011) e GAPDH.  

 A expressão dos genes candidatos foi avaliada nas amostras de RNA total 

combinado e nas amostras de RNA total individuais. A estabilidade da expressão de cada 

gene foi analisada em duplas pelo software CFX Manager 2.1 (Bio-Rad Laboratories Inc., 

USA), e os genes GAPDH e eIF2 apresentaram os menores valores médios de coeficiente 

de variância (CV) e valor M (gene stability value), tanto para as amostras combinadas (CV 

= 0,0477; M = 0,1376) quanto para as amostras individuais (CV = 0,1515; M = 0,4394) 

(Hellemans et al., 2007). A estabilidade dos genes de referência depende das condições 

experimentais em que estes estão sendo utilizados (i.e.: genótipos diferentes) (Hellemans et 

al., 2007; Li et al., 2011); desta maneira, a diferença observada entre os valores de CV e M 

se deve às diferenças entre as amostras: as amostras de RNA total combinado dos genótipos 

resultou em uma condição mais homogênea que a das amostras individuais. 

 Para avaliar a eficiência e a especificidade dos pares de primers desenhados para as 

sequências, análises de curva padrão e de curva de melting foram realizadas. Todos os pares 

apresentaram eficiência de amplificação entre 90 e 110%, a grande maioria apresentou 

coeficiente de determinação (R2) igual ou superior a 0,99 e todos apresentaram apenas um 

105 

 





 Os resultados obtidos e descritos nos capítulo III sugerem que os clones de 

seringueira apresentam respostas diferentes quando submetidos ao mesmo tipo de estresse. 

Essas sequências podem agora ser também avaliadas em outros clones, e abrem a 

possiblidade para a avaliação de outros genes que estejam envolvidos nos mesmos 

processos biológicos. 

 No capítulo III também foram descritos dois pares de primer EST-SSR (EHBc103 e 

EHBp27) que amplificaram alelos duplicados em vários genótipos utilizados na 

caracterização dos marcadores. Mantello et al. (2012) também relataram a presença de 

alelos duplicados em seringueira. O par de primer EHBp27, em especial, apresentou um 

padrão de alelos similar ao de plantas poliploides, com genótipos contendo até seis marcas 

(Fig. 4). Outro par de primer que foi desenhado a partir de um EST que não se alinhou com 

a sequência molde de EHBp27 (identidade ≥ 80%), e no qual foi inserido a cauda M13, 

apresentou o mesmo tipo de amplificação e os mesmos alelos. Uma vez que H. brasiliensis 

é uma planta diploide e se comporta como um diploide (Bouharmont 1960; Majumder 

1964; Ong 1975), provavelmente três diferentes locos foram amplificados por EHBp27. Foi 

possível o mapeamento de dois locos, que foram posicionados no mesmo grupo de ligação 

e com apenas 0,8cM de distância entre eles (Cap. IV). As outras espécies de Hevea também 

apresentaram padrão poliploide para este primer. O par de primer EHBp23 também 

amplificou mais de um loco, sendo que, neste caso, eles eram bastante distintos (Fig. 5). 

Ambos os locos foram analisados na população de mapeamento (Fig. 6) e foram 

posicionados em grupos de ligação diferentes. 

 No capítulo IV, foi apresentado o novo mapa genético-molecular para seringueira 

com 330 locos mapeados. A população de mapeamento foi analisada com 54 novos 

marcadores microssatélites, entretanto oito locos foram descartados sendo mapeados 46 
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Conclusões 
 

 Apesar das bibliotecas de cDNA gerarem um número menor de sequências, quando 

comparadas a tecnologias Next Generation Sequencing (NGS), elas ainda são uma 

fonte rica em marcadores moleculares e podem revelar a existência de transcritos 

ainda não conhecidos. 

 A transferibilidade dos marcadores EST-SSR para outras espécies de Hevea atingiu 

quase 100%. Estes marcadores podem ser utilizados para avaliar a variabilidade 

genética e investigar a relação de parentesco entre as diferentes espécies. A alta 

transferibilidade sugere que o genoma das diferentes espécies ainda é extremamente 

parecido, o que explicaria o intercruzamento e a alta frequência de híbridos naturais. 

Estas espécies são importantes para o melhoramento genético de H. brasiliensis, e a 

introgressão de genes pode ser acompanhada através destes marcadores. 

 Utilizando apenas marcadores microssatélites, foi possível resolver um dos grupos 

que estava dividido (LG11) e três regiões com distâncias maiores que 40cM. Não 

descartando a necessidade de outros tipos de marcadores, é possível que a inclusão 

de novos marcadores SSR consiga resolver os gaps restantes e unir os grupos que 

ainda estão separados. 

 Os clones utilizados possuem diferentes repostas ao estresse por baixas 

temperaturas, com uma maior diferença para os genes ARG2, o que pode estar 

relacionado com a melhor tolerância às baixas temperaturas dos clones PR 255, GT 

1 e IAN 873 quando comparados com o clone PB 217. 
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 Os locos mapeados dentro de regiões QTL podem estar envolvidos com as 

características de crescimento analisadas, ou então ligados a genes que efetivamente 

influenciam o fenótipo. 
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Perspectivas 

 Nos últimos anos, a pesquisa em seringueira avançou consideravelmente, 

principalmente na área da biologia molecular. Entretanto, há muito ainda para ser feito com 

relação ao mapeamento de características agronomicamente importantes e para o 

entendimento das diferentes interações genéticas e moleculares da seringueira em resposta 

a diferentes situações ambientais e em relação ao seu próprio genótipo. Em vista disto, duas 

populações F1 de H. brasiliensis foram desenvolvidas em colaboração com o Programa 

Seringueira do IAC, em que o genitor materno (GT 1) é resistente ao frio e os dois 

genitores paternos (PB 235 e RRIM 701) apresentam alto potencial produtivo. As 

populações já estão sendo avaliadas quanto a diferentes características fenotípicas e 

também já estão sendo genotipadas com os marcadores desenvolvidos neste trabalho e 

outros marcadores desenvolvidos em nosso laboratório. O mapeamento e a fenotipagem 

levarão à identificação de novos QTLs envolvidos em importantes caracteres agronômicos 

em seringueira. 

 A população de mapeamento utilizada neste trabalho se encontra na cidade Itiquira, 

na antiga Plantações Edouard Michelin de Mato Grosso. No momento, análises fenotípicas 

com relação à produção estão sendo feitas na população, como também a genotipagem de 

SNPs por espectrometria de massa (Sequenom). Entretanto, em 2009, 80% da área 

explorada para plantação e pesquisa da seringueira foi vendida ao Grupo Maggi. Até o 

momento esta população é mantida através de um acordo entre o Grupo Maggi e a 

Michelin, por um período de alguns anos. Desta maneira, apesar da população ainda 

oferecer campo para maiores pesquisas e apresentar variabilidade para entrar em processo 

de seleção, ela ainda está ameaçada. 
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 Outras linhas de pesquisa em seringueira também estão sendo desenvolvidas em 

nosso laboratório. Trabalhos de sequenciamento e análise do trancriptoma de seringueira, 

tanto de H. brasiliensis quanto de outras espécies de Hevea; desenvolvimento de novos 

marcadores SNP, tanto genômicos quanto expressos; genotipagem, análise de diversidade 

genética e caracterização do desequilíbrio de ligação de germoplasmas ex situ presentes em 

diferentes centros de pesquisa; análises de expressão diferencial, por RNA-seq, de 

diferentes clones (mudas) de H. brasiliensis submetidos a baixas temperaturas. 

 Ao contrário da grande maioria das culturas, a seringueira é uma planta que ainda 

está sendo domesticada e, talvez por isto, trabalhos mais complexos sobre a estrutura do seu 

genoma e como este é expresso começaram a ser feitos relativamente há pouco tempo. Este 

cenário demonstra que muito ainda precisa ser feito para entender a seringueira, e que é 

possível que o trabalho nunca se esgote. 
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