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O pessegueiro (Prunus persica L. Batsch) é uma das espécies frutiferas de maior relevancia em regi-
Oes de clima temperado e subtropical. Atualmente, é considerada a espécie arborea frutifera geneticamente
melhor caracterizada e é utilizada como modelo de referéncia em estudos genémicos (THE INTERNATIONAL
PEACH GENOME INITIATIVE, 2013).

Com o sequenciamento completo do genoma do pessegueiro e o crescente avango do conhecimen-
to sobre genémica, métodos de reducdo da complexidade gendmica, utilizando enzimas de restri¢do, vem
sendo utilizadas com resultados promissores para estudos de GWAS (Genome Wide Association Studies).
Dentre estas metodologias, a Genotipagem por Sequenciamento (GBS) apresenta grande aplicabilidade no
melhoramento genético, permitindo a descoberta simultdnea de marcadores SNPs e genotipagem, além
de apresentarbaixo custo por amostra e alta qualidade de SNPs gerados (ELSHIRE et al., 2011). No Brasil, o
germoplasma de pessegueiro ainda é pouco explorado em nivel de DNA.

Trabalhos anteriores de caracterizacdo, principalmente morfoldgica e fenoldgica, evidenciaram
grande variabilidade entre os acessos disponiveis, os quais possuem origens diversas. Diante do exposto,
visando explorar este germoplasma de pessegueiro conservado no Banco Ativo de Prundideas da Embrapa,
um painel associativo com 220 genotipos foi selecionado baseado em fenétipos contrastantes para diferen-
tes caracteres, como resisténcia a bacteriose e a podriddo parda, assim como tolerdncia a fatores abidticos, a
exemplo, baixa exigéncia em frio hibernal e toleréncia ao calor na floragdo com o intuito de obter marcadores
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), através de redu¢do da complexidade genomica via GBS.

O objetivo deste trabalho consistiu na analise e filtragem dos dadosgendmicos obtidos por GBS para
detectar e selecionar marcadores SNPs, quando comparado o alinhamento de sequencias contra as duas
versdes do genoma disponiveis: versdo inicial (Peachv1.0) e a versdo mais recente (Peachv2.0az1), utilizando
este painel associativo de 220 genotipos de pessegueiro. O DNA genomico foi isolado a partir de folhas lio-
filizadas de acordo com protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983), com modifica¢des. Posteriormente,
as amostras de DNA foram normalizadas para 10ng/ul e digeridas com a enzima de restricdo ApeK/ para
construgao das bibliotecas gendmicas, de acordo com o protocolo de GBS descrito por Elshire et al. (2011).

As bibliotecas obtidas foram sequenciadas utilizando a plataforma llluminaHiSeq2000.Dados bru-
tos foram processados utilizando GBS pipeline parametros implementados no software TASSEL 4.0 (BRA-
DBURY et al., 2007) e, posteriormente, reads sequenciados foram alinhados asduas versdes do genoma de
referéncia disponiveis Peachvi.o e Peach v2.0 a1 (www.rosaceae.org). Quando a versdo inicial (Peachvi.o) foi
utilizada como genoma de referéncia para alinhamento dos reads sequenciados, foram identificados 94.358
locos SNPs.

Marcadores SNPs que apresentavam uma porcentagem maior que 20% de dados faltantes foram re-
movidos da analise (call rate>80%), contabilizando 33.568 SNPs (33K) polimdrficos com distribui¢do unifor-
me ao longo dos oito principais scaffolds do genoma, com variagdo entre 3.212 no scaffolds e 6.926 SNPsno
scaffold1. Deste total de 33KSNPs, 44% apresentaram frequéncia alélica inferior a 5%.
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A proporcao de alelos heterozigotos por gendtipo variou de 7,65% a 26,58%. Com a versao mais re-
cente (Peachv2.0a1) disponibilizada com o intuito de melhorar varios problemas anteriormente detectados,
como a escala na montagem dos cromossomos e anota¢ao dos genes e sequencias repetidas, foram detec-
tados 85.023 locos SNPs. Quando filtrados considerando-se um call rate>80%, foram selecionados 28.598
SNPs (28K) polimarficos, com uma amplitude de cobertura variando de 2.759 no scaffold8 até 6.027 SNPs no
scaffold1. Deste total de 28KSNPs, 48,4% apresentaram frequéncia alélica inferior a 5%.

A propor¢ao de alelos heterozigotos encontrada variou entre 8,08% e 25,29%. A versdo inicial (Pe-
achvi.o) foi melhorada usando grande quantidade de dados de mapeamento molecular permitindo a inte-
gragao de regides previamente ndo-mapeadas dentro dos oito grupos de ligagao, assim como dispor corre-
tamente a orientacdo de outros scaffolds e fixar regides posicionadas incorretamente ao longo destes oito
grupos de ligagao.

Como resultado destes esforcos de mapeamento, a versao Peachv2.0a1tem agora uma abrangéncia
de 99,2% de sequéncias mapeadas com 97,9% da ordenagao dos nucleotideos confirmada, proporcionando
um excelente recurso para o entendimento dos aspectos genéticos, estruturais e funcionais,além de facilitar
a conexdo entre gendtipo e fendtipo para associagdo de caracteres de grande relevancia para o melhora-
mento genético desta espécie.

Os marcadores SNPs de alta qualidade obtidos via GBS permitirao uma melhorcompreenséo e co-
nhecimento do germoplasma disponivel. As analises de dados em desenvolvimentovisam determinar a es-
trutura genética deste painel associativo assim como, em combinagdo com dados fenotipicos,servirdo de
base para estudos de mapeamento associativo (GWAS).
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