UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

CURSO DE LICENCIATURA PLENA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

X

DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE MARCADORES MOLECULARES TIPO
MICROSSATELITES A PARTIR DO TRANSCRIPTOMA DE Vigna unguiculata (L.)
Walp.

WILSON DIAS DE OLIVEIRA

RECIFE

2019



WILSON DIAS DE OLIVEIRA

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES TIPO
MICROSSATELITES A PARTIR DO TRANSCRIPTOMA DE Vigna unguiculata (L.)
Walp.

Monografia apresentada ao Curso de
Licenciatura Plena em Ciéncias
Biolégicas/lUFRPE como requisito parcial
para obtencdo do grau de Licenciado em

Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Dr.2 Ana Maria Benko Iseppon
Co-orientadoras: Dr.2 Flavia Czekalski de Araujo

Ma. Mitalle Karen da Silva Matos

RECIFE
2019



Dados Internacionais de Cataloga¢éo na Publicagao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

048d Oliveira, Wilson Dias de.
Desenvolvimento e validagdo de marcadores moleculares
tipo microssatélites a partir do transcriptoma de Vigna unguiculata
(L.) Walp. / Wilson Dias de Oliveira. — Recife, 2019.
65 f.: il

Orientador(a) : Ana Maria Benko Iseppon.
Coorientador(a) : Flavia Czekalski de Araujo,

Mitalle Karen da Silva Matos.
Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacéo) — Universidade

Federal Rural de Pernambuco, Departamento em Ciéncias
Bioldgicas, Recife, BR-PE, 2019.
Inclui referéncias.

1. Bioinformatica 2.Déficit hidrico 3. Estresse 4. Genética
5. Molecular 6. Virus I. Iseppon, Ana Maria Benko, orient. Il. Araujo,
Flavia Czekalski de, coorient. Ill. Matos, Mitalle Karen da Silva,
coorient. V. Titulo
CDD 574




WILSON DIAS DE OLIVEIRA

DESENVOLVIMENTO E VALIDA(;AO DE MARCADORES MOLECULARES TIPO
MICROSSATELITES A PARTIR DO TRANSCRIPTOMA DE Vigna unguiculata (L.)
Walp.

Comissao Avaliadora:

Prof.2 Dr.2 Ana Maria Benko Iseppon — UFPE

Orientadora

Dr.2 Carolline de Jesus Pires— UFPE

Titular

Dr. José Ribamar Costa Ferreira Neto — UFPE

Titular

Ma. Artemisa Nazaré Costa Borges — UFPE

Suplente

RECIFE
2019



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a minha mae Luzimar Dias, pelo
apoio incondicional e por me fazer sentir que, mesmo enfrentando tantos problemas
na vida, sempre teremos um lar para encontrar os melhores sentimentos e o

progresso espiritual que precisamos.

Aos meus irmédos queridos, Jodo Guilherme, Wesley Victor e Wilka Dias,

pela certeza que temos aquilo que se chama de amor.

A minha Orientadora Prof2 Dr.2 Ana Maria Benko Iseppon, que me
acompanha desde meu primeiro contato com a pesquisa cientifica e merece todo o
meu agradecimento, por me fortalecer durante todos esses anos. Serei eternamente
grato pela compreenséo, dedicacao e pela oportunidade de crescimento profissional

e pessoal.

As Professoras Lidiane Amorim e Valesca Pandolfi, por acreditarem no
meu potencial e no ano de 2014, por terem proporcionado meu ingresso no

Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegeta (LGBV) da UFPE.

A todos que fazem parte do Laborat6rio de Genética e Biotecnologia Vegetal -
estudantes, mestrandos, doutorandos e professores. Por se tratar de uma equipe
grande, é dificil citar nomes sem esquecer alguém que de alguma forma teve um
papel importante nesta caminhada. Assim, o melhor € pular esta etapa de citacdo e
guardar todos no coracgdo, fazendo parte da minha memodria e respeito. Atencéo
especial para os amigos queridos que fiz durante essa jornada: Artemisa Borges,
Ayug Lemos, Bruna Piereck, Bruna Rafaelle, Carolline Pires, Carlos André,
Emanuelle Vasconcelos, Jéssica Barbara, Jodo Pacifico, Livia Vilela, Livia do
Vale, Marx Lima, Rodrigo César, Silvany Araujo, Paulo Vitor, e Geyse Santos,

por estarem sempre por perto quando precisei de ajuda.

Ao colega Thialisson Caaci, pela paciéncia, ajuda e conhecimentos

compartilhados nos ultimos anos.

Aos grandes amigos que fiz na graduacdo: Amanda Maria, Daniele Oliveira
e Eric Rocha, pelo acolhimento durante meu periodo de adaptacdo apoés

transferéncia de Universidade e pelos incriveis momentos de descontracdo e



felicidades nos finais de tarde na UFRPE, serei grato eternamente pelo carinho

recebido.

Aos queridos amigos, Elenilson Souza, Joelson Crispim e Ruana Carolina,
pelo companheirismo, apoio, conselhos e auxilios, me incentivando e ndo deixando
o desanimo me tomar por completo. Pelas saidas memoraveis e pela certeza de que

o que foi construido aqui, perdurara.

As amigas Vanessa Souza e Jaysa Araljo, por estarem sempre presente
nos momentos felizes e dificeis. A nossa aproximacdo ocorreu no meio desta

caminhada, trazendo momentos de muito aprendizado e carinho.

A minha amiga Any Caroliny, por se preocupar, me apoiar e torcer por mim e

que me acompanha desde a época do colégio.

Meu carinho, admiragcdo e agradecimento a Flavia Czekalski e Mitalle
Matos, que sdo as responsaveis direta pelo meu crescimento profissional e pessoal,
gue sempre acompanharam de perto todo o meu trabalho. Depois de tantos anos de
convivéncia é natural saber que tivemos momentos de turbuléncia, porém o mais

importante € sentir que elas sempre torceram por mim.

A Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco
(FACEPE) pela concessédo da bolsa de Iniciacdo Cientifica durante os quatros anos

da graduacéo.

A todos do Departamento de Genética, em especial a Dona Zizi e a Romildo,

pessoas que batalham e dedicam-se muito pelo bem do préximo.

A todos, muito obrigado.



Dedicatéria
A minha querida mé&e, Luzimar Correia Dias,

pelo incentivo, forca e admiragao.



SUMARIO

1.FUNDAMENTAGCAO TEORICA .....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeseesevesees s sssssn e 16
1.1. Familia FADACEAE..........cccueeeieieeceseetceetee ettt st s eneas 16
1.2. A cultura dO fEIJEO-CAUPI......eotiieiiierieetee et 17

1.2.1. Importancia socioecondmica do felJA0-CaUPI.......cevererererieierierienereeerenes 18
1.2.2. Estresses bidticos que acometem a CUltura ..........cccceveveeenineniecenenicneeeen, 19
1.2.3. Estresses abioticos que acometem a Cultura ..........ccceeveeevenieneeenenieneeeneen. 21
1.3. Programas de melhoramento genético do feijao-caupi.........cccccveeeveevieiiesieennene 22
1.4. Desenvolvimento de marcadores MOIECUIAres..........ccoceveeeeeeienieneneseseseeeenes 24
1.4.1. Tipos de marcadores MOIECUIAIES ..........cccecvevieciecieceecece e 24
1.4.2. Marcadores microssatélites: importancia e aplicacdo............cceevvevververreenens 25
1.5. Ferramentas de bioinformatica no desenvolvimento de marcadores................ 28

2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt issssssssssssssssssssssessssssesssncs 29

3. INTRODUGAOD ...ttt ettt s s snaes 39

4. MATERIAIS E METODOS .......ootiiieiseseeeteste ettt sttt st sse st sessens 40
4.1 Bioensaio dos estresses e obtengcdo dos transcriptomas.........ccccceeeveeeecveerieennee 40
4.2 Andlise e selecdo dos microssatélites para o desenho dos primers .................. 42
4.3 Obtencéo de material vegetal e extragcdo de DNA............cccoeeeeeeceeieeee e, 42
4.4 Validacao por PCR CONVENCIONA .......cceevieuieiieiecieseeie ettt 44

5. RESULTADOS E DISCUSSAO ......oovoieeeeeeeteeeeeeseeeteessss s ses s ssses s s sssansans 44
5.1 Mineracao doS MICIOSSAtEIItES .........ccoveeieriieiieiecieceee e 44
5.2 Selecéo in silico dos microssatélites polimorfiCos..........ccocvveveeveeceececeeceeeeee, 47
5.3 Validacdo dos microssatélites polimoOrfiCoS.........covvivieriniinieiieeesesese e 50
5.4 Transferibilidade dOS MICrOSSAtEIITES ........ccveveieierieerereeeee e 51

B. CONCLUSOES. ...ttt sttt sttt 53

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt issssessss s sssssss st ssessnes 53

8. MATERIAL SUPLEMENTAR ... .ottt 57



LISTA DE TABELAS

Tabela 01: Relacdo dos iniciadores baseados nas sequéncias do transcriptoma do

feijdo-caupi. F: Forward; R: Reverse; GC: guanina/Citosina...............cceeceeeeieeeeeeeenn. 45

Tabela suplementar 01: Relagdo dos transcritos que apresentam sequéncias de

microsatelites formados por motivos do tipo dinucleotidio...................cccooiinel. 54

Tabela suplementar 02: Relacdo dos transcritos que apresentam sequéncias de

microssatelites polimorficos , usados para o desenho dos primers..................... 65



LISTA DE FIGURAS
Figura 01: llustracdo botanica de exsicata de feijao-Caupi.........ccceeeeeeeeeereeerieeeeninnnnns 15
Figura 02: Morfologia do feijdo-caupi inoculado com CABMV.........ccccccccevininiinninnnns 18

Figura 03: Acessos do feijao-caupi com 15 dias de idade. BR 14-Mulato (A), IT 85F-
2687 (B), Pingo de Ouro (C), Santo Inacio (D), V. unguiculata subsp. sesquipedalis
(E) € FEIJAO MUNGO (F).rrruitiiiiiiiie ittt s e e e e e e e e e et e e e e e e e aaeeaes 40

Figura 04: Integridade das amostras de DNA dos acessos BR 14-Mulato (01), IT
85F-2687 (02), Pingo de Ouro (03), Santo Inacio (04), V. unguiculata subsp.
sesquipedalis (05) e Feijao MUNQGO (06) ......coeieeeeieeiiieiiieeiies e e 41

Figura 05: Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% dos marcadores
microssatélites. M: marcador ladder de 100pb. Acessos: BR 14-Mulato (1), IT
85F2687 (2), Santo Inacio (3) € PiNg0 de OUI0 (4)......ueuveeiiiiiiiieeiee i 47

Figura 06: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, dos marcadores desenvolvidos a
partir do transcriptoma do feijdo-caupi aplicados em V. radiata. M: Marcador ladder
(0 =T 010 o] o TP PP PPPPPPPPPPI 48

Figura 07: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, dos marcadores desenvolvidos a
partir do transcriptoma do feijdo-caupi aplicados em V. unguiculata subsp.

sesquipedalis. M: Marcador molecular de 100pb........ccccoeeeeiiiieiiiiiiiiiieeee, 49



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Item

AFLP

BLAST

CABMV

CGMV

CMV

CpGC

CPSMV

DNA

EMBRAPA

EST

FAO

ITA

ISSR

Definicao

Amplified Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo de

Comprimento de Fragmento Amplificado)

Basic Local Alignment Search Tool (Ferramenta de Busca por
Alinhamento Local)

Cowpea Aphid-born Mosaic Virus (Virus do Mosaico do Feijao-
caupi Transmitido por Afideos)

Golden Mosaic Virus of Cowpea (Virus do Mosaico Dourado do
Feijao-caupi)

Cucumis mosaic virus (Virus do Mosaico do Pepino)

Cowpea Genome Consortium (Consorcio do Genoma do
Caupi)

Cowpea Severe Mosaic Virus (Virus do Mosaico Severo do

Feijao-caupi)

Deoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico)

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Expressed SequenceTag (Etiqueta de Sequéncia Expressa)

Foodand Agriculture Organization of the United Nations
(Organizacdo das Nagbes Unidas para Alimentagdo e

Agricultura)
Instituto Internacional de Agricultura Tropical

Inter Simple Sequence Repeats (Inter Sequéncias Simples



LGBV

MISA

PCR

QTL

RAPD

RFLP

RNA

RNA-Seq

SNP

SSR

STRs

SuperSAGE

Taq

TBE

Repetidas)
Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal

MicroSAtellite identification tool (Ferramenta de Identificacdo de

Microssatélites)
Pares de base

Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da

Polimerase)
Quantitative Trait Loci (Locos de Caracteristicas Quantitativas)

Random Amplified Polymorphic (Amplificacdo Aleatdria de DNA

Polimorfico)

Restriction Fragment Lenght Polymorphisms (Polimorfismo no

Comprimento de Fragmento de Restricao)
Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)
RNA Sequencing (Sequenciamento de RNA)

Single Nucleotide Polymorphisms (Polimorfismo de Nucleotideo
Simples)

Single Sequence Repeats (Repeticdes de Sequéncia Simples)
Short Tandem Repeats (Repeticbes Curtas em Tandem)

Serial Analysis of Gene Expression (Analise Serial da

Expressao Génica)
Thermus aquaticus

Tris-base, EDTA



TE Tris-EDTA

Te DR Transcriptoma do experimento de desidratacao radicular

TelV_CABMV Transcriptoma do experimento de infecgéo viral pelo CABMV

TelV_CPSMV Transcriptoma do experimento de infecg&o viral pelo CPSMV



RESUMO

O melhoramento genético de plantas tem potencializado ganhos continuos na
produtividade de diversas culturas. Neste contexto, marcadores moleculares se
destacam como uma ferramenta promissora, que possibilita o acesso direto ao
genadtipo do individuo, diferenciando-se, assim, dos marcadores morfolégicos. Os
microssatélites (SSR), sdo marcadores codominantes e figuram entre os mais
utilizados para esta finalidade. Assim, o presente trabalho objetivou desenvolver e
validar marcadores SSR para uso em programas de melhoramento genético do
feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.]. Para isso, foram analisados trés
transcriptomas da espécie, oriundos de experimentos por infeccdo pelo CPSMV
(Cowpea Severe Mosaic Virus), CABMV (Cowpea Aphid-born Mosaic Virus) e
desidratacéo radicular. Um pipeline computacional foi usado para identificacdo e
anotacdo dos SSRs. A selecdo dos candidatos para o desenvolvimento dos
marcadores foi realizada considerando o polimorfismo de tamanho entre os motivos,
seguindo para o desenho dos primers utilizando a ferramenta SnapGene. Foram
identificadas 45.776 sequéncias contendo SSRs, dentre os quais prevaleceram 0s
motivos di- e trinucleotideos, representando conjuntamente um total de 60% das
sequéncias identificadas. Destas, 3.493 sequéncias estiveram presentes nos trés
transcriptomas analisados, onde 160 foram selecionadas com base na diferenca de
tamanho mais significativa (12-42) entre os motivos, seguindo para o desenho de 30
marcadores SSRs. Na etapa de PCR convencional, foi observado que 73% dos
marcadores confirmaram polimorfismo entre os acessos BR 14-Mulato e IT85F-
2687, enquanto que 57% foram polimérficos entre Pingo de Ouro e Santo Inacio. Um
total de 23 marcadores foram transferiveis para a V. unguiculata subsp.
sesquipedalis e 16 para V. radiata (L.). Por fim, a analise permitiu a identificacdo dos
SSRs nos transcriptomas do feijdo-caupi, submetido a estresses bidticos e abidticos,
revelando polimorfismos entre diferentes acessos. Os dados identificados,
analisados e validados irdo contribuir com estudos de diversidade genética e pré-

melhoramento, visando ampliar a base genética disponivel do feijdo-caupi.

Palavras-chave: Bioinforméatica; Estresse; Genética; Molecular; Virus.



ABSTRACT

Genetic improvement of plants has potentiated continuous gains in the productivity of
several crops. In this context, molecular markers stand out as a promising tool, which
allows direct access to the genotype of the individual, thus differentiating it self from
the morphological markers. Microsatellites (SSR) are codominant markers and are
among the most used for this purpose. Thus, the present work aimed to develop and
validate SSR markers for use in genetic improvement programs of cowpea [Vigna
unguiculata (L.) Walp.]. For this, three transcripts of the species, from experiments by
CPSMV (Cowpea Severe Mosaic Virus), CABMV (Cowpea Aphid-born Mosaic Virus)
and root dehydration were analyzed. A computational pipeline was used to identify
and annotate SSRs. The selection of the candidates for the development of the
markers was performed considering the polymorphism of size between the motifs,
followed for the design of the primers using the SnapGene tool. 45,776 sequences
containing SSRs were identified, among which the di- and trinucleotide motifs
prevailed, together representing a total of 60% of the sequences identified. Of these,
3,493 sequences were present in the three transcripts analyzed, where 160 were
selected based on the most significant difference in size (12-42) among the motifs,
followed by the design of 30 SSRs. In the conventional PCR step, it was observed
that 73% of the markers confirmed polymorphism between the BR 14-Mulato and
IT85F-2687 accessions, while 57% were polymorphic between Pingo de Ouro and
Santo Inacio. A total of 23 markers were transferable to V. unguiculata subsp.
sesquipedalis and 16 for V. radiata (L.). Finally, the analysis allowed the identification
of SSRs in the transcriptomes of cowpea, submitted to biotic and abiotic stresses,
revealing polymorphisms between different accessions. The data identified, analyzed
and validated will contribute to studies of genetic diversity and pre-breeding, aiming

to broaden the available genetic base of cowpea.

Keywords: Bioinformatics; Stress; Genetics; Molecular; Virus.
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1.FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, também conhecida popularmente como leguminosa,
destaca-se entre 0s grupos vegetais por figurar como a terceira maior familia entre
as fanerbgamas, em numeros de representantes, ficando atrds apenas das
Orchidaceae e Asteraceae (COWPEA GENOMICS, 2008). Na atualidade séo
reconhecidos 727 géneros, além de um total de 19.325 espécies (LPWG, 2017).
Sendo um dos grupos mais diversificados da flora mundial, com distribuicdo
cosmopolita e espécies nativas em todos os continentes, a excecao da Antartida
(LEWIS et al., 2005). As espécies pertencentes a familia Fabaceae sdo distribuidas
em seis subfamilias: Faboideae, Duparquetioideae, Caesalpinioideae, Cercidoideae,
Detarioideae e Dialioideae (LPWG, 2017). Essa classificagcdo € atribuida a

diferencas morfoldgicas entre as espécies da familia (JUDD et al., 2008).

No Brasil, a familia apresenta-se como o0 grupo vegetal mais rico em
diversidade de espécies. Sao registrados cerca de 211 géneros e aproximadamente
2.700 espécies de leguminosas, distribuidas em todos os dominios fitogeogréaficos
do pais (LPWG, 2017). Estima-se que o Cerrado seja 0 bioma que abriga a maior
diversidade de espécies ja descritas (28,68%), seguido pela Amazbnia (27,57%),
Mata Atlantica (23,25%), Caatinga (15,28%), Pampa (2,69%) e Pantanal (2,54%)
(LIMA et al., 2012). Os representantes desta familia botanica possuem diversos
hébitos de crescimento, sendo arvores de pequeno, médio e grande porte, ervas
anuais ou perenes, arbustos e lianas, entre outros (SOUZA; LORENZI, 2005;
SOUZA; SOUZA, 2011). A maioria das espécies desse grupo sao bem adaptadas a
primeira colonizacao e exploragcdo de ambientes abertos e perturbados, devido suas
associacbes com bactérias fixadoras de nitrogénio do género Rhizobium, que
possuem 0 mecanismo de converter nitrogénio atmosférico em amonia, sendo tais
leguminosas extremamente valiosas como fornecedoras de adubos naturais
(ESPINDOLA et al., 2005).

O cultivo das leguminosas proporciona grandes beneficios ao sistema de

producao, pois contribui com a diversificacdo das pastagens e possibilita o cultivo,
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mesmo em solos mais pobres (GAMA, 2013). Entre as espécies mais utilizadas com
a finalidade de adubacao verde, deve-se mencionar as da familia Fabaceae. Uma
das importancias no emprego das leguminosas esta relacionado ao fato de que,
eventualmente, os grdos e a parte aérea servem, respectivamente, para a
alimentacdo humana e animal (BEVILAQUA et al., 2016).

1.2. A cultura do feijdo-caupi

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], também conhecido como feijao
verde, feijdo de corda ou feijdo macassar, € um vegetal da ordem Fabales,
subfamilia Faboidea, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolina, género Vigna, seccao
Catyang, espécie Vigna unguiculata e subespécie unguiculata (VERDCOURT, 1970;
MARECHAL, MACHERPA, STAINER, 1978) (Figura 01).

Figura 01: llustracdo botanica de exsicata
de feijdo-caupi (DULTRA et al., 2007).

A espécie V. unguiculata foi dividida em quatro cultigrupos, sendo eles,
unguiculata, sesquipedalis, biflora e textilis (PADULOSI e NG, 1997). Dentro do
cultigrupo unguiculata, o Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA) detém a
maior cole¢cdo mundial e possui mais de 15 mil acessos de feijdo-caupi coletados em
mais de 80 paises, dentro dos quais 12 mil ja foram caracterizados
(MAHALAKSHMI, LAWSON e ORTIZ, 2007). No Brasil, apenas os cultigrupos

unguiculata e sesquipedalis sdo cultivados, porém, damos destaques para o
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unguiculata, que representa quase a totalidade das cultivares tradicionais e
melhoradas no nosso pais (FREIRE FILHO et al., 2011).

Quanto a origem e domesticacdo do feijdo-caupi, estes dois pontos ainda sédo
grandes fontes de divergéncia entre os pesquisadores. Ng e Maréchal (1985),
descreveram a Africa Ocidental sendo o ponto de origem da espécie em questio,
precisamente das regides semiaridas da Nigéria, Sul do Niger, Burkina Faso, Norte
do Benim, Togo e Norte de Camarbes. Essa mesma afirmacdo também foi
defendida por Padulosi e Ng (1997), através de estudos arqueoldgicos e tendo como
base a datacao realizada com o carbono-14 no feijao-caupi. Acredita-se que o exato
local de origem e domesticacdo da espécie ainda ndo tenha sido totalmente
elucidado, em razdo do seu limitado pool génico, apesar de exibir uma ampla gama
de fendtipos entre as cultivares (EHLERS; HALL, 1997).

No Brasil, ha fortes evidéncias que a introducao do feijao-caupi foi realizada
pelos colonizadores portugueses, muito provavelmente no estado da Bahia (FREIRE
FILHO, 1988). A partir de entdo, foi estabelecido o processo de cultivo e
melhoramento daqueles gendétipos mais adaptados e mais aceitos nas diferentes

regides brasileiras, sempre acompanhando a colonizacdo (NEVES et al., 2011).

1.2.1. Importancia socioecondmica do feijao-caupi

A literatura mostra que o teor de proteina desta leguminosa varia de 22% a
25%, a depender da cultivar (SANTOS et al.,, 2012). A grande maioria dessas
proteinas é representada por globulinas (65% a 80%) e albuminas (4% a 12%), do
total encontrado na semente (NUGDALLAH; TINAY, 1997). A espécie apresenta
guase todos os aminoacidos essenciais, carboidratos (62%), minerais e vitaminas,
além da sua grande quantidade de fibras e baixos teores de gordura,
desempenhando assim um papel importante na nutricio humana (ANDRADE
JUNIOR et al., 2002). Além disso, este vegetal possui altos teores de &cido folico e
vitamina B, que sdo necessarios durante a gestacdo das mulheres para prevenir
defeitos na calota craniana, bem como na coluna vertebral do feto (OGUNMODEDE
e OYENUGA, 1970).

A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations ou

Organizagdo das NagOes Unidas para Alimentagdo e Agricultura) estima que
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aproximadamente cinco milhdes de toneladas de feijdo-caupi sdo produzidas
anualmente, em 10 milhdes de hectares em todo mundo (FAO, 2019). Desta
producdo, 70% encontra-se em zonas secas da Africa Ocidental e Central. O Brasil
€ o terceiro maior produtor mundial de feijdo-caupi, respondendo por
aproximadamente 586,2 mil toneladas (CONAB, 2016), atras da Nigéria, com 2,1

milhdes de toneladas, e Niger, com 1,6 milhdes de toneladas (FAO, 2019).

No Brasil, o feijdo-caupi é cultivado principalmente nas regides semiaridas do
Norte (4,4 mil hectares) e Nordeste (425,5 mil hectares) e atualmente esta em
expansao para a regido Centro-Oeste, afim de atender trés segmentos de grande
relevancia do mercado, que sdo: grdos secos, feijdo verde (vagem e grdos) e
sementes. A regido Nordeste, responsavel por abrigar a maior area de cultivo do
feijdo-caupi, tem uma participacdo pouco expressiva na producdo da espécie,
guando comparado com a regido Centro-Oeste, 0 que certamente esta atrelado a
baixa produtividade na regido - cerca de 374 kg ha' (CONAB, 2016). As condicdes
edafocliméatica nas regides Norte e Nordeste, na maioria das vezes ndo sao
satisfatérias para o cultivo desta espécie, entretanto, constitui uma das principais
fontes de renda na agricultura familiar (TEOFILO et al., 2008). Dessa forma, o cultivo
do feijao-caupi tem se expandindo dos ecossistemas de Caatinga para as areas de
Cerrado das regides Centro-Oeste e Centro-Sul, como nova opc¢ado de cultura de
entressafra a ser explorada em uma grande diversidade de sistemas de producéo e
niveis tecnoldgicos (FREIRE FILHO et al., 2011). Nessas regides, sdo registradas
médias de produtividade de até 1.430 kg.hl. Esse elevado nivel, é reflexo da
introducdo de gendtipos jA melhorados geneticamente, além da mé&o de obra
mecanizada (CONAB, 2016).

1.2.2. Estresses bidticos que acometem a cultura

Dentre os principais virus que infectam o feijao-caupi no Brasil, destacam-se o
CABMV (Cowpea Aphib Borne Mosaic Virus ou Virus do Mosaico do Feijao-caupi
transmitido por afideos) e o CPSMV (Cowpea Severe Mosaic Virus ou Virus do
Mosaico Severo do Feijao-caupi) (BASTOS, 2016). O CABMV pertence a familia
Potyviridae e ao género Potyvirus, que reine mais de 100 espécies virais capazes

de infectar inUmeros vegetais (LIMA et al., 2005).
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Quando infectadas com o CABMV, as plantas passam a desenvolver
pequenas lesBes necroticas (Figura 02), que podem surgir nos ramos afetados,
ocasionando a morte das folhas. J& os frutos afetados ndo se desenvolvem
adequadamente, ou seja, ficam pequenos, deformados e muitas vezes apresentam
o endurecimento do pericarpo, provocado pela lignificacdo das paredes internas.
Além disso, devido a reducdo do espaco interno do fruto, ocorre a reducdo da
quantidade de polpa (VIANA, 2007).

Figura 02: Morfologia do feijdo-caupi inoculada com
CABMV (BORBOZA, 2012).

A sua transmissdo ocorre rapidamente (em torno de segundos) e os vetores
sdo, em sua maioria, pulgdes (Aphiscracivora e Myzuspersicae) e afideos, que
transmitem através de “picadas de prova” - transmissdo ndo persistente — ou em
alguns casos por meio das sementes (PIRONE, 1991; GRAY, 1996; BASTOS,
2016).

O CPSMV pertence a familia Comoviridae, género Comovirus e apresenta
uma forma isomérica, de aproximadamente 28 nm de didmetro, comum genoma
bipartido, apresentando um total de 9,73 kb. Seu surgimento no Brasil é datado em
meados da década de 40 (PIO-RIBEIRO et al., 2005) e, atualmente, encontra-se em
praticamente todas as regides produtoras do pais. O virus do CPSMV abrange
também os Estados Unidos, Trinidad e Tobago, Porto Rico, El Salvador, Venezuela,
Costa Rica, Suriname e Peru (PIO-RIBEIRO et al., 2005).
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Ao serem infectadas com o CPSMV, as plantas apresentam intenso nanismo,
ainda no inicio do ciclo, ocasionando perdas significativas na producao, que podem
chegar a aproximadamente 80% de toda colheita, variando de acordo com a idade
em que a planta foi infectada (BASTOS, 2016).

Para enfrentar tais desafios, o melhoramento genético conta com novas
descobertas e tecnologias, que maximizam o uso eficiente dos recursos naturais,
bem como o lancamento de cultivares tolerantes ao estresse bidtico
(ABDELRAHMAN et al., 2018). A busca por novas cultivares, que rednam o maior
namero de caracteristicas de interesse agronémico e sejam mais tolerantes as
situacbes de estresse, sdo fundamentais para evitar perdas na producdo. A
obtencdo de variedades com ciclo de maturacdo mais precoce, porte ereto da
planta, grdos mais adequados as exigéncias do mercado (cor, textura e tempo de
cozimento, etc.), resisténcia a doencas (CPSMV e CABMV, por exemplo), maior
produtividade, adaptabilidade e a estabilidade da producéo, estdo entre os principais
caracteres de interesse no melhoramento genético do feijao-caupi (FREIRE-FILHO,
2011; ROCHA et al., 2013).

Uma maior compreensdo das respostas moleculares das plantas, sob
condicBes de estresse, € essencial para a melhoria das espécies e langcamento de
novas cultivares cada vez mais adaptadas (NONGPIURET al., 2016; JOSHIET al.,
2018).

1.2.3. Estresses abidticos que acometem a cultura

O estresse abittico é definido como condigbes ambientais que reduzem o
crescimento e a producdo de culturas abaixo dos niveis 6timos (CRAMER et al.,
2011). Quando tais estresses abidticos ocorrem, varias respostas bioquimicas e
fisiologicas sé@o induzidas nas plantas, de forma a propiciar a tolerancia ou aumentar
as chances de sobrevivéncia as condi¢cdes adversas (BENKO-ISEPPON et al.,
2011). Alteragbes climaticas afetam diretamente no desenvolvimento e
sobrevivéncia dos vegetais, neste sentido estudos que envolvem condicbes de
estresse sao utilizados para testar o potencial de resposta das plantas em relacao a
esses fatores estressantes, como variacao termal, falta de agua e seu excesso. No

ambiente, onde muitas vezes a seca apresenta-se durante o periodo de crescimento
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da planta, os individuos adaptados conseguem sobreviver e completar seu ciclo de
crescimento (WALTER et al., 2013).

Como organismos sésseis, as plantas estdo mais vulneraveis a uma seérie de
estresses abidticos, tais como: variagbes de temperatura, intensidade da luz,
inundacoes, seca, salinidade e presenca de metais pesados no solo (RODRIGUES,
2018). Dentre os fatores ambientais, a agua € o recurso fundamental para
crescimento e desenvolvimento vegetal. A diminuicdo da disponibilidade de agua no
solo leva ao déficit hidrico. Segundo Ferreira (2017), este déficit pode causar
desbalanco nutricional, redu¢céo do potencial hidrico, da absorcédo de agua do solo e
da fotossintese. Este elemento compde a maior propor¢cdo do volume celular nas
plantas, além de representar um fator fundamental na producdo vegetal
(BITTENCOURT; SILVA, 2018). Segundo Bittencourt e Silva (2018), uma diminui¢ao
da disponibilidade hidrica tem um efeito deletério no crescimento da planta,
influenciando seu ciclo de vida e, por consequéncia, com efeitos evidentes em todos

0s estagios fenolbgicos de crescimento.

Algumas plantas desenvolveram mecanismos capazes de diminuir os efeitos
da falta de 4gua no solo, tais como: aumento do sistema radicular, reducédo da area
foliar, ajuste osmatico e fechamento estomatico (TAIZ; ZEIGER, 2009). A tolerancia
a seca € uma resultante de vérias caracteristicas que se expressam, dependendo da
severidade e da taxa de imposicdo do déficit hidrico, da idade e das condi¢cbes
nutricionais da planta, do tipo e da profundidade do solo, da carga pendente de
frutos, da demanda evaporativa e da face de exposicdo do terreno (MATOS et al.,
2014).

Quando exposta a baixa disponibilidade de agua, um dos primeiros eventos
gue ocorre na planta é o fechamento estomatico, o que provoca uma reducao na
disponibilidade de dioxido de carbono (CO2) para as folhas, inibindo a fixagdo de
carbono, com consequente reducdo das taxas fotossintéticas (LISAR et al., 2012;
OSAKABE et al., 2014).

1.3. Programas de melhoramento genético do feijdo-caupi

Os programas de melhoramento genético do feijado-caupi tém avancado para

beneficiar a sustentabilidade da sua producdo, uma vez que os beneficios da
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relacdo simbidtica entre as leguminosas e bactérias se estendem para outros
vegetais, promovendo o0 crescimento e aumentando a produtividade de outras
plantas em consorcio ou em cultivos seguintes (YANNI e ABD EL-FATTAH, 1999).
Devido a isso, a habilidade de fixar N2 tem recebido merecida importancia,
especialmente pelo baixo custo, reducdo dos danos ambientais e uma crescente

demanda da qualidade nutricional do feijao-caupi (DAKORA et al., 2015).

O programa de melhoramento da Embrapa Meio-Norte atualmente é
conduzido em rede, envolvendo 15 unidades da Embrapa, 16 universidades, quatro
empresas estaduais de pesquisa, um centro tecnolégico de ensino, empresas de
sementes e agricultores. Ele esta estruturado em quatro planos de acao: gestédo da
rede de melhoramento, pré-melhoramento, melhoramento, pos-melhoramento e

validacéo e transferéncia de cultivares (ROCHA, et al 2013).

Durante 30 anos, o programa de melhoramento genético do feijdo-caupi da
Embrapa lancou, em parceria com outras instituicbes de pesquisa, 71 cultivares de
varios tipos comerciais (branco liso, branco rugoso, fradinho, marrom tipo sempre
verde, marrom tipo mulato, marrom tipo canapu, manteiga e verde) (FREIRE FILHO
et al., 2011). Os maiores ganhos obtidos pelo melhoramento genético foram para:
ciclo de maturacdo mais precoce; resisténcia ao CPSMV, CABMV, CMV (Cucumis
mosaic virus ou Virus do Mosaico do Pepino) e CGMV (Golden Mosaic Virus of
Cowpea ou Virus do Mosaico Dourado do Feijdo-caupi); arquitetura de planta mais
moderna (porte semiereto a ereto); grdos mais adequados as exigéncias do
mercado atual; produtividades de grdos secos acima de 1.000 kg.ha?, em condicdes
de sequeiro, e 1.500 kg.ha? em condicdes irrigadas, com ampla adaptabilidade e
alta estabilidade a diversos ambientes de cultivo e; obtencdo de gendtipos mais

adequados ao mercado de vagens e graos imaturos (ROCHA, et al 2013).

Segundo Singh et al. (2002) e Freire Filho et al. (2011), o feijao-caupi por sua
plasticidade, adaptagdo a uma ampla faixa de ambientes nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, alto valor nutritivo, por ser um alimento basico em mais de
65 paises, e ainda diante das mudancas climaticas e da necessidade de alimento
em todo o mundo, é uma cultura de grande potencial atual e estratégico, com

excelente perspectiva no mercado internacional.
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1.4. Desenvolvimento de marcadores moleculares

Os marcadores moleculares s&o utilizados com o objetivo de detectar
variagbes no genoma, auxiliando assim na analise genética e, consequentemente,
permitindo a selecdo de caracteres desejaveis em programas de melhoramento de
plantas (BOREM; CAIXETA, 2009). Um marcador molecular pode ser denominado
de marcador genético, uma vez que seu comportamento esteja de acordo com as
leis basicas da heranca mendeliana (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A deteccdo e o rastreamento das variacdes alélicas dentro de um genoma
podem ser realizados por diferentes tipos de marcadores genéticos (LATEEF, 2015).
A aplicacdo desses marcadores tem sido impulsionada principalmente pelo método
de producao, custo de deteccdo, bem como pelo seu bom nivel de reprodutibilidade
(LUCAS et al., 2011). De acordo com o método de deteccdo e rendimento, 0s
marcadores moleculares podem ser divididos em trés grupos principais: (I)
marcadores baseados na hibridacdo, de baixo rendimento, tais como Polimorfismo
no Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLPs — Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms); (II) marcadores baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction ou
Reacdo da Polimerase em Cadeia), de médio rendimento, que englobam a
Amplificacdo Aleatéria de DNA Polimérfico (RAPD —Random Amplified Polymorphic),
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP —-Amplified
Fragment Length Polymorphism), Repeticbes de Sequéncia Simples (SSR - Single
Sequence Repeats), e; (Ill) baseado em sequéncia de marcadores: Polimorfismo de
Nucleotideo Simples (SNP-Single Nucleotide Polymorphisms) (BERNARDO, 2008).
Podemos afirmar que essas técnicas moleculares facilitaram as analises das
estruturas do genoma das plantas e sua evolucao, incluindo as relacbes entre as
leguminosas, como o feijao-caupi (CHOI et al., 2004; YAN et al., 2004; GEPTS et al.,
2005).

1.4.1. Tipos de marcadores moleculares

Os marcadores RFLPs foram o0s mais utilizados na genética molecular
vegetal, devido a sua alta reprodutibilidade e codominédncia (TANKSLEY et al.,
1989). Porém, devido a deteccéo desse tipo de marcador molecular ser um processo

demorado, trabalhoso, caro e principalmente por ndo serem passiveis de
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automacao, esses marcadores se tornaram obsoletos. Com a descoberta da
tecnologia da PCR, a nova geracdo de marcadores RAPD, AFLP e SSR passou a

ser mais empregada no estudo de varios vegetais (BUSO et al., 2003).

Os marcadores RAPDs possuem a capacidade de detectar simultaneamente
locos polimérficos em varias regibes de um mesmo genoma (DHANASEKAR;
DHUMAL e REDDY, 2009). No entanto, eles sédo aleatérios, o que torna o nivel de
sua reprodutibilidade muito baixo, devido a ligacdo ndo especifica de primers.
Embora os marcadores AFLPs também sejam aleatdrios, esses apresentam um
nivel de reprodutibilidade e sensibilidade muito alto, tornando-se populares na
pesquisa com genética molecular em culturas com pouca ou nenhuma referéncia,
principalmente em que a sequéncia do genoma nao esta disponivel (RIDOUT e
DONINI, 1999; ZHANG et a., 2011). Porém, os marcadores AFLPs ndo apresentam
aplicacdo generalizada, devido ao método empregado de deteccdo ser longo e
laborioso, e também por ndo ser passivel de automacao, com excecdo dos AFLPs
fluorescentes semiautomaticos (CHERIYEDATH et al., 2018).

Os marcadores SSR, também conhecidos como microssatélites, eliminaram
alguns dos inconvenientes das tecnologias dos marcadores de DNA acima
mencionados. Eles sdo altamente reprodutiveis, apresentam bons niveis de
polimorfismo, além de serem acessiveis a automacédo. Apesar do custo de deteccgéo
permanecer alto, os marcadores SSR ainda séo utilizados em todas as areas de
genética molecular, principalmente em vegetais (LIU e CORDES, 2004).

Inicialmente encontrado no genoma humano, o SNP provou ser universal,
bem como as formas mais abundantes das variagfes genéticas entre individuos da
mesma espécie (GHOSH et al.,, 2002). Os SNPs sao marcadores menos
polimorficos do que os marcadores SSR, devido a sua natureza bialélica (AA, Aa,
aa), eles compensam facilmente esse problema por sua alta frequéncia, facilidade
de automacéo e estabilidade do loco SNP comparado com o loco SSR (GUPTA e
PRASAD, 2001).

1.4.2. Marcadores microssatélites: importancia e aplicacao

Os microssatélites sdo conhecidos como SSR ou Repeticbes Curtas em

Tandem (STRs - Short Tandem Repeats). Esses marcadores representam uma
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classe de sequéncias repetitivas amplamente distribuidos em todos os genomas. Os
microssatélites sdo constituidos de sequéncias curtas, de 1 a 6 nucleotideos,
repetidas em linha (tandem) que sé&o, respectivamente, designados como repeticbes
de mono, di, tri, treta, penta ou hexanucleotideo (GROVER; SHARMA, 2014). Os
SSRs possuem distribuicdo ao longo de todo o genoma, principalmente na
eucromatina de organismos eucariotos e no DNA organelar, tanto na regiao

codificantes como nas regides nao codificantes (PHUMICHAI et al., 2015).

No geral, pode-se afirmar que a ocorréncia de sequéncias microssatélites seja
menor nas regides codificadoras, por possuirem uma taxa de mutacdo muito
elevada, a qual pode comprometer a expressdo génica (CAIXETA et al., 2009).
Pesquisas indicam que em regides codificantes podem ser observada uma
predominéncia de microssatélites com motivos do tipo tri e hexanucleotidico, os
quais sdo resultados da pressdo de selecdo que alteram o quadro de leitura
(ZHANG et al., 2004; XU et al., 2013). A distribuicdo preferencial dos microssatélites
nas regioes nao codificadoras protege-os da acdo da selecdo natural, tornando-os
seletivamente neutros e bastante Uteis para estudos de genética de populacbes
(EISEN, 1999).

Os polimorfismos — para os marcadores genéticos refere-se a mais de uma
forma que um alelo pode apresentar — observados a partir dos microssatélites, sao
decorrentes de um mecanismo de mutacdo causado pelo deslizamento da DNA
polimerase, chamado de slippage, durante a replicacdo do DNA ou até mesmo por
erros de recombinacdo (crossing-over). Este processo, causado pelo pareamento
errdbneo destas sequéncias durante os eventos de quiasma, resulta na geracédo de
novos alelos com numeros diferentes de unidades repetitivas, seja tanto pelo
aumento como pela diminuicéo de tais unidades. Os microssatélites apresentam alta
taxa de mutacéo, variando de 10 a 10 por geracéo (EISEN, 1991). Quanto maior a
repeticdo, maior sera a frequéncia de mutacao e, por consequéncia, repeticées mais
curtas tera uma menor frequéncia de mutacdo (WEBER; MAY, 1989; VIEIRA et al.,
2016).

Os marcadores do tipo microssatélites podem ser classificados de acordo
com o motivo presente, como: (I) perfeito, se for composto apenas de repeticdes de

um unico motivo; (Il) imperfeito, se conter um par de bases ndo pertencente ao
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motivo entre repeticdes; (lll) interrompido, se uma sequéncia de alguns pares de
bases € inserida no motivo, ou; (IV) composto, se formado por multiplos motivos
adjacentes repetitivos (OLIVEIRA et al., 2006; MASON, 2015).

Os microssatélites sdo considerados os marcadores moleculares ideais para
estudos em plantas, por possuirem diversas caracteristicas desejaveis, tais como:
abundéancia em genomas vegetais, faceis de serem utilizados, universais,
codominantes, loci multialélicos, resultados confiaveis e reprodutiveis, entre outros.
Os padroes de polimorfismo exibidos pelos marcadores microssatélites sao
considerados maiores do que em qualquer outro sistema de marcador ja
desenvolvido (GROVER; SHARMA, 2014).

O desenvolvimento dos marcadores do tipo microssatélites proporcionou uma
elevada demanda do uso consistente de marcadores moleculares, pelo fato de
apresentarem elevado contetdo informativo por loco génico dentro de todas as
outras classes de marcadores (FOSTER et al., 2010). Os microssatélites podem ser
avaliados rapidamente em um grande nimero de individuos para um grande numero
de loci em pouco tempo (WU; TANKSLEY, 1993; NAZARENO et al.,, 2011). Os
marcadores microssatélites sao facilmente reprodutiveis através da técnica de PCR,
uma vez desenvolvidos, podem ser compartilhados entre centros de pesquisas
(NAZARENO et al., 2009).

Eles séo ideais para estudos de genética de populagbes, constituindo, assim,
uma ferramenta indispensavel na analise populacional, de paternidade, construcao
de mapas genéticos, fluxo génico, estudos ecoldgicos e biologia da conservacéo
(BRESSAN et al., 2012). Em patrticular, os marcadores microssatélites sédo Uteis para
estudos em espécies selvagens, visando identificar a diversidade genética, estimar o
fluxo de genes e taxas de cruzamento, e também em estudos evolutivos (KALIA et
al., 2011). Por outro lado, ndo se pode esquecer que para plantas cultivadas, os
microssatélites sdo usados para mapeamento de loci envolvidos em Tragos
Quantitativos (QTL — Quantitative Trait Loci ou locus de caracteristicas
guantitativas), estimativa do grau de parentesco entre genotipos e na MAS (Marker
Assisted Selection ou Selecao Assistida por Marcadores) (JONAH et al., 2011).



28

Nas ultimas décadas, a utilidade pratica dos microssatélites foi revisada por
varios autores (JARNE; LAGODA, 1996; SCHLOTTERER, 1998; BUSCHIAZZO;
GEMMELL, 2006; GUICHOUX et al., 2011; GEMAYEL ET AL., 2012; SENAN et al
2014; MASON, 2015). De acordo com uma pesquisa feita por Vieira e colaboradores
(2016), este tipo de marcador molecular continua a ser utilizado com alta relevancia,
na analise genética de plantas. Por outro lado, os marcadores SNPs chegam muito
perto dos microssatélites em trabalhos desta natureza. Entretanto, seu destaque,
quando comparado com 0s marcadores existentes, os microssatélites ainda deverao

ser aplicaveis em futuros estudos genéticos de plantas.

1.5. Ferramentas de bioinformatica no desenvolvimento de marcadores

A bioinformatica refere-se a um campo totalmente interdisciplinar da ciéncia
que trata do desenvolvimento e aplicacdo de novas abordagens e ferramentas
computacionais, objetivando facilitar a andlise e principalmente a interpretacdo e
processamento dos diversos dados biolégicos gerados por diferentes grupos de
pesquisas (LESK, 2008). Esta campo pode ser dividido em suas grandes vertentes,
sendo a primeira: Bioinformatica classica — a qual aborda diversas questdes
relacionadas a sequéncias de nucleotideos e aminoacidos; e a segunda:
Bioinformética estrutural — que abrange questdes bioldégicas do ponto de vista
tridimensional, utilizando técnicas apoiadas pela quimica computacional ou até

mesmo pela modelagem molecular (VERLI et al., 2014).

A combinacdo de vérias areas do conhecimento associada a ferramentas
computacionais tem possibilitado avancos significativos em estudos relacionados a
construgcdo de programas analiticos e sistemas direcionados para o entendimento e
exploracdo das informacdes genéticas, bem como para a manipulacdo e
armazenamento de dados genéticos. Neste campo, também pode-se citar a
construcdo de marcadores moleculares, os quais estdo sendo empregados nos
programas de melhoramento genético, estudos de diversidade e outros campos da
pesquisa genética em vegetais (CATTLEY e ARTHUR, 2007; ARAUJO et al., 2008;
LESK, 2008).

O emprego de estratégias computacionais no estudo de caracteristicas

genéticas se deu principalmente com o desenvolvimento dos projetos de
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sequenciamento de genomas e transcriptomas de diferentes organismos, que
geraram um volume robusto de sequéncias, cujas relacdes evolutivas e funcionais
precisariam ser elucidadas (ARAUJO et al., 2008; VERLI et al., 2014). Com isso, 0
uso da bioinformatica se tornou fundamental para ordenar os resultados gerados por
essas iniciativas, além de abrir novas fronteiras para a aplicacdo de suas inimeras

ferramentas.
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3. INTRODUCAO

No Brasil, a produgéo do feijdo-caupi [Vignha unguiculata (L.) Walp] esteve por
muito tempo concentrada nas regides Norte e Nordeste, porém na ultima década
tem se estabelecido na regido Centro-Oeste e se expandido para a regidao Sul
(EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2017). Sua producao representa, aproximadamente,
18% do feijao que é produzido no Brasil (CEPA/EPAGRI, 2011), exibindo-se como
um dos principais componentes na dieta da populacdo, além de configurar como
uma boa fonte geradora de empregos e renda (RAMOS, 2011). Os graos dessa
leguminosa possuem bons teores de proteinas, carboidratos, fibras, aminoacidos
essenciais e vitaminas, além de possuirem baixa quantidade de gordura e nao
conter colesterol (NEVES; XAVIER, 2010).

Apesar do feijdo-caupi possuir uma boa adaptacdo em solos pobres em
nutrientes e com baixa disponibilidade hidrica, as condicbes ambientais
desfavoraveis podem afetar seu desenvolvimento e sobrevivéncia (MUCHERO et al.,
2009). Alem disso, a planta ainda pode sofrer interferéncias no seu ciclo de vida e
afetar diretamente o rendimento produtivo da espécie (VALDEZ et al., 2012). No
ambito regional, podemos destacar o déficit hidrico como o fator abiético que mais
influencia na perda da produtividade do feijdo-caupi (RIBEIRO, 2015), enquanto que
as viroses [Virus do Mosaico Severo do Feijao-Caupi — CowpeaSevereMosaicVirus
(CPSMV) e Virus do Mosaico Transmitido por Afideos — CowpeaAphib Borne
MosaicVirus (CABMV)] destacam-se entre o0s estresses bidticos que mais
influenciam negativamente a espécie no Brasil (BASHIR et al., 2002; BOOKER et al.,
2005).

O avango do desenvolvimento biotecnologico tem auxiliado no aumento da
produtividade dos organismos através da aplicacdo de novas ferramentas, de modo
a garantir que o crescimento alimentar siga o ritmo do crescimento populacional. O
surgimento de técnicas usando marcadores moleculares ajudou acelerar os métodos
convencionais de melhoramento, como a selecao assistida por marcadores (SAM) e
0 mapeamento genético, diminuindo o tempo de liberagcdo de materiais, o tamanho
da populacéo analisada e os custos para avaliacdo (DULTRA FILHO et al., 2013).
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O desenvolvimento de marcadores do tipo SSR ou microssatélites, por muitas
vezes, € a melhor opcdo para investigar polimorfismos de populacdes (FOSTER et
al., 2010). Esse tipo de marcador molecular é bastante Util em estudos de
diversidade e mapeamento genético, pois nhdo geram apenas loci especificos, mas
também um grande numero de alelos por locus, além de apresentar um carater
codominante e possibilitar a distincdo entre genoétipos proximamente relacionados,
permitindo assim uma maior eficiéncia e orientagdo em futuros cruzamentos,
estudos genéticos e na SAM (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Nos ultimos anos, as técnicas de biologia molecular tém alcancado destaque
no melhoramento de plantas, bem como na conservacdo e uso doS recursos
genéticos vegetais (JANGARELLI et al., 2010). Neste contexto, o uso de marcadores
moleculares (associado as técnicas de clonagem e sequenciamento de DNA)
representa um avanco no acumulo de informacdes, especialmente sobre a estrutura
do genoma do feijdo-caupi, devido a precisdo e a rapidez na manipulacdo da
variabilidade genética (FALEIRO, 2007). Os marcadores moleculares apresentam
algumas vantagens quando comparados com os marcadores morfolégicos, uma vez
gue sdo neutros fenotipicamente, podendo ser utilizados em qualquer fase do
desenvolvimento da planta e gerar uma grande quantidade de dados, além de serem
isentos de influéncia do meio ambiente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver marcadores
microssatélites do tipo génico a partir de transcriptoma do feijao-caupi, colaborando

para a otimizacdo dos programas de melhoramento.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Bioensaio dos estresses e obtencéo dos transcriptomas

O conjunto de dados analisado foi proveniente de dois experimentos
referentes aos estresses bidtico (infeccdo viral) e abidtico (desidratacao radicular).
No primeiro experimento, dois acessos do feijao-caupi (BR 14-Mulato e IT85F-2687)
foram expostos as infecgcbes pelo CPSMV e pelo CABMV, respectivamente. O
acesso IT85F-2687 apresenta suscetibilidade a infeccdo pelo CPSMV e imunidade

ao CABMV, enquanto o acesso BR 14-mulato apresenta suscetibilidade a infeccao
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pelo CABMV e resisténcia moderada ao CPSMV. As folhas foram coletadas apos 60
minutos e 16 horas da inoculacdo, bem como seus respectivos controles. Para o
segundo experimento, foi utilizado um acesso do feijdo-caupi (Pingo de ouro) com
caracteristicas de tolerancia a desidratacao radicular. As plantas foram submetidas a
desidratacdo radicular e tiveram suas raizes coletadas apés 75 e 150 minutos do
inicio do estresse, assim como o controle. Os tecidos coletados em cada
experimento seguiram para extragdo do RNA total, separacdo do RNA mensageiro
(RNAm) pela cauda poli-A e sequenciamento pela tecnologia de RNA-Seq, utilizando
o sequenciador Illumina Hi-seq 2500, pelo método paired-end. A montagem foi
realizada por uma abordagem de novo, utilizando o software Trinity. Por fim, foram
obtidos trés transcriptomas da espécie submetidos a infec¢des virais e desidratacdo
radicular, onde os dois primeiros contém apenas as sequéncias provenientes do
experimento de estresse bidtico (TelV_CABMV — Transcriptoma do experimento de
infeccdo viral pelo CABMV; TelV_CPSMV - Transcriptoma do experimento de
infeccéo viral pelo CPSMV) e o segundo transcriptoma contendo as sequéncias do
experimento de desidratacao radicular (Te_DR — Transcriptoma do experimento de

desidratacéo radicular) (Fluxograma 01).

Construgao dos I
bancos

",
.

Analise dos bancos T
Bibliotecas de Validagdo (PCR
SSR convencional )

MIEK

Desenho de
primers

Selecdo dos
polimorficos

Fluxograma 01: Esquema metodoldgico das etapas seguidas pelo

presentem trabalho.
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4.2 Andlise e selecdo dos microssatélites para o desenho dos primers

De posse dos dados referentes aos transcriptomas da espécie, a identificacao
dos microssatélites génicos foi realizada com o programa MISA (MicroSAtellite
identification tool; Ferramenta de Identificacdo de Microssatélites), um script escrito
em PERL, o qual foi utilizado contra as sequéncias de cada transcriptoma gerado e
depositado no banco de dados do CpGC (Cowpea Genome Consortium; Consorcio
do Genoma do Caupi), de uso exclusivo do nosso grupo de pesquisa (Fluxograma
01). Os microssatélites minerados foram analisados quanto a sua classificagdo e
tamanho nas sequéncias identificadas em cada transcriptoma. Foram selecionadas
as sequéncias contendo SSR’s constituidos por motivos di e trinucleotideos para a
construcéo das trés bibliotecas de SSR’s (SSR_CABMV; SSR_CPSMV e SSR_DR),
uma vez que estes sao 0s motivos que apresentam uma maior tendéncia a serem
polimérficos nos vegetais (GALVAO et al., 2015). Posteriormente, foi realizado um
BLASTn local (Basic Local Alignment Search Tool ou Ferramenta béasica de
pesquisa de alinhamento local) usando a ferramenta BioEdit (HALL, 1999), a fim de
se obter similaridade entre cada transcrito de acordo com as trés bibliotecas. As
sequéncias andalogas foram verificadas quanto ao tipo do motivo e tamanho do
microssatélite presente, a fim de identificar os possiveis polimorfismos. Os
microssatélites polimorficos identificados in silico seguiram para o desenho de
primers, baseando-se nas regides que flanqueiam tais sequéncias. Para tal
finalidade, foi utilizado a ferramenta SnapGenel.1.3, seguindo os parametros pré-
determinados pelo programa, exceto: Tm: Temperatura de melting estabelecida com
minimo de 50 °C, étimo de 60 °C e maximo de 62 °C. Para as concentracfes de CG:
Minimo de 40%, 6timo de 50% e maximo de 60%.

4.3 Obtencao de material vegetal e extracdo de DNA

Para esta etapa, foram utilizados cinco gendétipos de feijdo-caupi, sendo 0s
acessos BR 14-Mulato, IT85F-2687, Pingo de Ouro, Santo Inacio (sensivel a seca) e
as espécies V. unguiculata subsp. sesquipedalis e feijdo-mungo (Vigna radiata L.).
As sementes de todos os acessos foram disponibilizadas pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria da Regidao Norte do Brasil - EMBRAPA Meio-Norte. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do LGBV - Laboratério de Genética
e Biotecnologia Vegetal (Figura 03).
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Figura 03: Acessos do feijao-caupi com 15 dias de idade.
BR 14-Mulato (A), IT 85F-2687 (B), Pingo de Ouro (C),
Santo Inacio (D), V. unguiculata subsp. sesquipedalis (E) e
Feijdo-mungo (F).

Para obtenc@o do material genético foi realizado a extracdo de DNA, partindo
da etapa de coleta das amostras e selecdo das folhas mais jovens e livres de
qualquer comprometimento a saude do vegetal. Apds coletadas, as amostras foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para conservar a integridade do
DNA genbmico, seguindo o método de Weising et al., (1995). O DNA extraido foi
entao ressuspendido em 500 uL de solugéo TE (10 mM de Tris e 1 mM de EDTA, pH
8,0). As concentracbes do DNA foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose a 1,2%, utilizando quantidades conhecidas de A-DNA como referencial. A
integridade do DNA extraido foi verificado em gel de agarose a 1,5% (Figura 04).

Figura 04: Integridade das amostras de DNA dos acessos BR
14-Mulato (01), IT 85F-2687 (02), Pingo de Ouro (03), Santo
Inécio (04), V. unguiculata subsp. sesquipedalis(05) e Feijéo-
mungo (06).
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4.4 Validagéo por PCR convencional

Para as reacfes de PCR foram utilizados 30 ng de DNA gendémico, 200 uM de
dNTP-mix; 2,5 yM MgClz; 0,1 U de DNA polimerase e 10 yM de cada primer (direto e
reverso), completando com &gua Milli-q ultrapura para o volume final de 20 pL. Os
fragmentos foram amplificados em termociclador sob as seguintes condicdes
térmicas: 94 °C por 3 min para desnaturacao inicial, seguido de 36 ciclos de 94 °C
por 20 s, 30 s, a 50-60 °C para anelamento, 40 s a 72 °C e 5 min a 72 °C para a
extensao final. Os produtos das rea¢fes foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% ndo desnaturante, corados com nitrato de prata (Ceste et al.,
2001). O polimorfismo foi detectado por analise comparativa do tamanho dos

fragmentos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Mineracéo dos Microssatélites

No geral, foram analisadas 390.303 sequéncias oriundas do banco CpGC,
onde 97.673 pertenciam ao banco TelV_CABMV, 98.987 ao TelV_CPSMV e
193.643 ao Te_DR (Gréfico 01). Destas, 45.762 sequéncias foram identificados com
regides contendo SSR. Zhangying e colaboradores (2011), relataram a identificacao
de 8.294 SSR de EST (Expressed Sequence Tags ou Etiquetas de Sequéncia
Expressa) ao investigar 181.615 sequéncias génicas de Ipomoea batatas (L.). O
sucesso da obtencdo de altos valores de sequéncias contendo regides de SSR
apresentado pelo presente estudo pode estar relacionado a alta eficiéncia e

sensibilidade da técnica de RNA-Seq aqui utilizada (JI et al., 2013).
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Grafico 01: Relacdo quantitativa do nimero de sequéncias analisadas e o valor de SSR encontrados

em casa banco.

Foram mineradas 13.321 e 12.987 sequéncias contendo SSR nos bancos
TelV_CABMV e TelV_CPSMV, respectivamente, para a formagdo das bibliotecas
SSR_CABMV e SSR_CPSMV, correspondendo a 13,4% do total de sequéncias
expressas no feijao-caupi, sob infeccéo viral. Deste total, foi observado que os SSRs
formados pelos motivos di e trinucleotideos mostraram-se como 0S mais
abundantes, correspondendo a 5.070 (38%) e 5.978 (45%) dos transcritos para a
biblioteca SSR_CABMV e, 4.853 (37,4%) e 5.895 (45.4%) para SSR_CPSMV,
respectivamente. Por outro lado, os motivos tetra, penta e hexanucleotideos foram
0s menos frequentes nas sequéncias mineradas e analisadas, que, em conjunto,
representaram apenas 17% (SSR_CABMV) e 17,2% (SSR_CPSMV) dos SSR
identificados (Gréfico 02).

Em contrapartida, o banco do Te DRfoi apresentou um total de 19.454
sequéncias com regides de microssatélites, que foram depositadas na biblioteca
SSR_DR. Os SSRs formados pelos motivos di e trinucleotideos também se
mostraram como 0s mais prevalentes, assim como observado nas bibliotecas ja
descritas. Tais motivos representam 82,1% das sequéncias encontradas, sendo
7.352 (37,8%) e 8.628 (44,3%) correspondentes as sequéncias di e trinucleotidicas,

respectivamente. Da mesma forma, os tetra, penta e hexanucleotideos foram os
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motivos menos frequentes nas sequéncias mineradas e analisadas, representando

17,9% dos microssatélites obtidos (Grafico 02).
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Grafico 02: Relagdo quantitativa dos microssatélites encontrados nas bibliotecas oriundas dos dados

do transcriptoma do feijdo-caupi, submetido a infec¢fes virais e desidratacéo radicular.

7

A predominancia de sequéncias dinucleotidicas € comum em vegetais e
também foi relatada em Zeamays (L.), perfazendo 60% das sequéncias (2.019.602)
analisadas (VETTORAZZI, 2015). Em pesquisa realizada com leguminosas, foram
comparadas as regifes codificantes e nao codificantes quanto a presenca dos
SSRs, observando-se que as frequéncias de di e trinucleotideos tendem a se
duplicar nas regides codificantes, possivelmente como resultado de pressédo de
selecdo (SANTOS et al., 2013). Isso pode explicar a predominancia desses tipos de
motivos identificadas no presente trabalho, uma vez que se trata de sequéncias
expressas no feijao-caupi sob condicbes ambientais adversas. No presente estudo,
0os motivos dinucleotidicos foram os que apresentaram a maior quantidade de
repeticdes, variando de seis a 23 vezes (Tabela suplementar 01). Para o desenho de
iniciadores, esta informacdo é de grande valia, pois quanto maior a variacdo de
repeticdbes, maior sera o potencial polimérfico do iniciadores desenvolvidos

(GALVAO et al., 2015).

O elevado numero de motivos do tipo di e trinucleotideo encontrado e
analisado pelo presente estudo, possibilitou um universo maior de sequéncias

candidatas ao desenho dos primers, o que facilitou a selecdo das sequéncias que
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apresentavam bons niveis de polimorfismo, considerando o numero de repeticdes
dos motivos. E interessante destacar a importancia do desenvolvimento desse tipo
de marcador (oriundo de regides génicas), uma vez que podem estar associados a
caracteristicas de interesses agrondmicos, tanto para estresse abidtico quanto

biotico.
5.2 Selecdo in silico dos microssatélites polimorficos

Apoés a construcdo das bibliotecas SSR_CABMV, SSR_CPSMV e SSR_DR,
foram removidas as sequéncias redundantes presentes em cada biblioteca, e obtive-
se, ao final, um universo de 37.776 transcritos, dos quais 11.048, 10.748 e 15.980
pertenciam as bibliotecas SSR_CABMV,SSR_CPSMV e SSR_DR, respectivamente,

e 3.493 (9,2%) sequéncias foram comuns as trés bibliotecas (Diagrama 01).

SSR_CABMV SSR_CPSMV

Sl

11.048 _10.748

249
./a—r.)J

/5121 4884

15.980

SSR_DR

Diagrama 01: Diagrama de Venn mostrando o
guantitativo de microssatélites com motivos di e
trinucleotideos nos trés transcriptoma, e o quantitativo
de sequéncias compartiihadas nas trés bibliotecas
(SSR_CABMV, SSR_CPSMV e SSR_DR).

As 3.493 sequéncias de microssatélites comuns entre as bibliotecas foram
analisadas quanto ao tamanho das repeticdes di e trinucleotidicas. Assim, foi
selecionado um conjunto de 160 sequéncias com diferengas entre os tamanhos das
repeticbes, sendo 90 referentes aos motivos dinucleotidicos e 70 aos
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trinucleotidicos. Para o desenho dos iniciadores foram selecionadas 30 sequéncias

com base na maior diferenca de tamanho entre os motivos (Tabela Suplementar 02).

A percentagem meédia de GC dos primers desenhados (Tabela 01) foi de
52,2%. Esse resultado foi superior ao encontrado por Santos e colaboradores (2013)
que, em 41 pares de iniciadores SSR, também para a espécie Vigha unguiculata
(L.), obtiveram iniciadores com porcentagem média de GC de 47,56%. As altas
porcentagens de guanina e citosina caracterizam regides mais conservadas, o que
consequentemente favorecerd o desenvolvimento de iniciadores especificos (LIU et
al., 2015).

Tabela 01:Relacdo dos iniciadores baseados nas sequéncias do transcriptoma do feijdo-caupi.

F:Forward; R: Reverse; GC: Guanina/citosina.

Sequéncia Tamanho Tamanho . GC Amplicon
Nome i i Motivo
5-3 (Primer F)  (Primer R) (%) (pb)
F:ACCCCTTTCTTCATCATTCCT
VUSSR-1 21 18 CTT 46 219
R:AAGCCAGTATGGCATCCT
F:AAGAAGGACACAATGAAGGG
VuUSSR-2 20 22 TCA 45 226

R:GGGAGTATGTAGAAGATGGAGA

F:AACTTCCCACAGTTCTCAACA
VUSSR-3 21 22 GAT 44 226
R:CACAACAACTCATGACCCAATC

F:CTGGAGAAGAATCGGAAGATG
VuUSSR-4 21 22 TGA 42 220
R:TTTTCTGCTTGAACATTTCACC

F:CGCTGCCACATTCCATCACT
VUSSR-5 20 20 TGA 55 270
R:ACCCAGTTGGTGCATCGTTC

F:GTGAGTAGCTGAAGGATACTTG
VUSSR-6 22 22 GAA 43 309
R:CCTCTTAAACAGACCACATCAT

F:GAATCTCGCTGTAGTGGTT
VUSSR-7 20 19 TC 51 223
R:ACGAAGAAGCTGCCTATGG

F: AAAACCACCTCAGAACTCCG
VuUSSR-8 20 20 TC 50 228
R:ATGCACCTGGAGGAAGAGTA

F:CCAGGACACACTAAGTCTTCAT
VUSSR-9 22 23 AG 42 230
R:TGGTTTAAGGTGAATTGAGGTGA

F:CTATCACCTTCTCTCTCTTCCC
VUSSR-10 22 18 CT 53 217
R:AGGCCATGTAGCTGAGAG

F:GGTGGATGGTGAAACAAAGAAA
VUuSSR-11 22 22 CT 45 245
R:GAGAGAGGGATTGAGAGAGAGA

F:AAATGCCAACACAACCAC
VUSSR-12 18 22 CT 42 268
R:GAAGAAGTTCTTTTCTCATCGG

VUSSR-13 F:TCTTTTCAGTTCCAATTGCAAC 22 20 TC 40,5 213
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TGAAGCGAGTAAGAAGGTTC
F:AAAATTGAAAACGTCACCTTC

VuSSR-14 21 24 TC 33 230
R:CGAAAGGAACAAATTGAGATATAC
F:AAAATTGAAAACGTCACCTTCT

VuUSSR-15 22 18 TC 41 289
R:GGGTTTTTAGAGCGAAGC
F:GAGAAGAAGTAAGAGAAACGGCAA

VUSSR-16 24 20 TC 46 244
R:CCTCTCCGGCAGAAACAAAA
F:ACCGACTGAACCCTTCAC

VuUSSR-17 18 21 TA 49 236
R:CTTTCCAAACATGCGCATACA
F:GACATAATCTATTGGGTGACAC

VUSSR-18 22 20 CT 40 279
R:ACTTAGAAAACCCCAAGTGT
F:GAAAACCCTTCTAAGTTAATCC

VuSSR-19 22 18 AT 40 256
R:TCTTCAAATCTGGCTAGC
F:GGGTCCTCTTCACTGATTAC

VUSSR-20 20 20 TA 47 247
R:TGTTAGTGAAGAAGTGGTGG
F:CAGCAGTGTGAGCCATGAAATG

VuSSR-21 22 20 TC 52 226
R:CGAGAAAGATCGCGTCGGAA
F:CTGTGTTATGTTATGCACGTG

VuSSR-22 21 23 CT 41 205
R:AATTCTAACTTCCCAACTCTCTG
F:CCCTGTCATACCAAAATCTGG

VuSSR-23 21 21 TA 48 220
R:GACTGAATTACGTTCCTGCTC
F:GCACCCCAGTTCAGGATGA

VUSSR_24 20 23 CT 49 223
R:ATTTGCGAACTTGTTCATGTGGG
F:GCCGTCAACACATAAAACCTC

VuSSR-25 21 24 TC 47 236
R:CCTAGAGGATAAATGTCACCGTAG
F:CGACCCTGGAAACTTTTGACC

VUSSR-26 21 20 AT 51 257
R:CATCTCGGATTCGGAACACG
F:ATGAAGGCCTCATTGGTTGC

VUSSR-27 20 22 AT 50 230
R:GTCCTCAGCTGTTCAACATGTG
F:GGTATGCTCTGATCCAGTAATT

VUSSR-28 22 20 AT 43 224
R:CCCAAAAGGAAGATGGAAGA
F:TTGACTTCAAGCCGGCAATG

VUSSR-29 20 21 AG 53 235
R:CCGTTACCTCTCTTCCCTCAC
F: GCCGTCAGTTGCAAAAGG

VUSSR-30 18 20 GT 53 232

R:GGGTGCAGGATTCAGGTTTT
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5.3 Validac&o dos microssatélites polimorficos

O polimorfismo de tamanho dos marcadores SSR foi analisado entre acessos
contrastantes para 0s estresses de natureza bidtica (conforme descrito na sesséo
materiais e métodos) e abidtica (Pingo de ouro — tolerante, e Santo In4cio — sensivel,
a seca). Para os gendtipos contrastantes ao estresse bidtico, foi possivel observar
que, dos 30 marcadores moleculares avaliados, 22 (73%) foram capazes de detectar
polimorfismo entre os acessos de BR 14-Mulato e IT85F2687. Em paralelo, 17 (57%)
do total de marcadores avaliados, mostraram-se polimorficos entre os acessos Pingo

de Ouro e Santo Inacio, contrastantes ao estresse de natureza abidtica. (Figura 05).

Figura 05: Eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) dos 30 marcadores microssatélites génicos. M:
marcador ladder de 100pb. Acessos BR 14-Mulato (1), IT 85F2687 (2), Santo In4cio (3) e Pingo de
QOuro (4).
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Sousa e colaboradores (2013), ao realizarem um estudo onde foram
avaliados 34 marcadores do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeats ou Inter
Sequéncias Simples Repetidas) oriundos de regides ndo codificantes do DNA,
analisou seu polimorfismo entre 20 acessos de feijdo-caupi e observaram que 24
(70,59%) marcadores detectaram polimorfismo entre os genoétipos avaliados. Nosso
ultimo resultado mostram-se inferior quando comparado com os dados encontrados
por Sousa e colaboradores (2013). Esta diferenca existente entre a taxa aqui
relatada, pode ser entendida quando consideramos a origem dos marcadores aqui
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utilizados, tendo em vista que séo regides codificantes e tendem a ser mais
conservadas (CASTRO et al., 2011). E importante ressaltar que os marcadores
microssatélites do tipo génico, apresentam um valor agregado mais elevado para os
programas de melhoramento genético de plantas, uma vez que podem estar

relacionados a caracteristicas de interesse agronémico (CAMARGO et al., 2017).

5.4 Transferibilidade dos microssatélites

Entende-se por transferibilidade a capacidade que os iniciadores (primers)
desenvolvidos para uma espécie tém em, também, amplificar segmentos de DNA em
outras espécies (CHAGNE et al., 2018). Todos os primers aqui testados foram
avaliados quanto a sua capacidade de amplificar produtos em espécies proximas,
caracterizando sua transferibilidade. Verificamos que dos 30 marcadores que foram
desenhados para V. unguiculata, 13 (43,3%) apresentaram produto de amplificacao

em acesso de V. radiata (Figura 06).

Figura 06: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, dos 30 marcadores
desenvolvidos a partir do transcriptoma do feijdo-caupi aplicados na

espécie V. radiata. M: Marcador ladder de 100pb.
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Em paralelo, 23 (77%) dos marcadores foram transferiveis para V. unguiculata subs

p. sesquipedalis (Figura 07).
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Figura 07: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, dos 30 marcadores
desenvolvidos a partir do trasncriptoma do feijdo-caupi aplicados na

subespécie sesquipedalis. M: Marcador ladder de 100pb.
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Avaliando a transferibilidade de 48 marcadores microssatélites ndo génicos
de soja (G. max) para o feijdo-caupi, Nascimento e colaboradores (2013) relataram
uma taxa de transferéncia de 41,6% dos marcadores. Taxa essa inferior a
encontrada no presente trabalho. Em outro estudo realizado com o cacau
(Theobroma cacao L.), um total de 181 marcadores moleculares do tipo
microssatélites de regides ndo codificantes foram avaliados quanto a sua
amplificacdo em outra espécie pertencente ao mesmo género (Theobroma
grandiflorum L.). Esses resultados apontaram uma taxa de transferabilidade de
43,09% dos marcadores avaliados (NASCIMENTO et al., 2016). Nossos dados
apontam uma maior eficiéncia na transferabilidade dos marcadores SSR entre feijao-
caupi, V. unguiculata subsp. sesquipedalis e feijao-mungo, do que o reportado pelos
autores supracitados. As altas taxas de transferéncia dos marcadores encontradas
no presente trabalho séo explicadas pelo alto nivel de conservacdo que tem as
regides flanqueadoras dos marcadores moleculares, permitindo assim o anelamento

dos iniciadores e possibilitando uma possivel amplificacéo.
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6. CONCLUSOES

A analise in silico permitiu a identificacdo dos motivos SSR nos
transcriptomas do feijao-caupi, submetido a estresses bidticos e abioticos, revelando
significativas sequéncias com potencial polimorfico entre diferentes acessos do

feijdo-caupi.

A tecnologia do RNA-Seq proporcionou uma identificacdo eficiente das
sequéncias contendo regides de SSR, facilitando a identificacdo de possiveis

polimorfismos entre os acessos avaliados.

A validacdo biologica dos marcadores polimérficos identificados in silico
contribuira para a saturacdo do mapa genético do feijdo-caupi, o qual sera de grande
valia quando finalizado e disponibilizado aos programas de melhoramento genético
da espécie.

Os marcadores que foram transferiveis, poderéo ser utilizados para aplicacao
em estudos de diversidade, bem como na selecdo de acessos dessas culturas,
visando ao mapeamento genético, especialmente aqueles com alto poder

discriminatorio para o feijao-caupi.

Por fim, os nossos dados de identificacdo, andlise e validacdo de marcadores
de tipo SSR podera vir a contribuir em estudos de diversidade genética e pré-

melhoramento, visando ampliar a base genética disponivel do feijao-caupi.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BASHIR, M.; AHMAD, Z.; GHAFOOR, A. Cowpea aphid-borne mosaic potyvirus: a
review. International Journal of Pest Management, n. 4, v. 8, p. 155-168,
2002.

BOOKER, H. M.; UMAHARAN, P.; MCDAVID, C. R. Effect of Cowpea severe mosaic
virus on Crop Growth Characteristics and Yield of Cowpea. Plant Disease, n. 8,
v. 9, p. 515-520, 2005.

CAMARGO, N. G. et al. Caracterizacdo de marcadores microssatélites em plantas

nativas do Cerrado brasileiro. Multi-Science Journal, v. 1, n. 6, p. 41-47, 2017.



54

CEPA/EPAGRI. Sintese Anual da Agricultura de Santa Catarina - 2009/2010.
Florianopolis/SC. Disponivel em: http://www.epagri.sc.gov.br/page id=7473.
Acessadoem 04 Fev.2019. EPAGRI/CEPA, p. 315, 2011.

CHAGNE, D. et al. Simple sequence repeat (SSR) markers for New Zealand manuka
(Leptospermum scoparium) and transferability to kanuka (Kunzea spp.). New
Zealand Journal of Crop and Horticultural Science, v. 45, n. 3, p. 216-222,
2017.

DULTRA FILHO, J. A. et al. Utilizacdo de marcadores moleculares RAPD e EST’s
SSR para estudo da variabilidade genética em cana-de-aclUcar. Revista
Ciéncia Agrondmica, n. 44, v. 1, p. 141-149, 2013.

EMBRAPA ARROZ E FEIJAO. Dados conjunturais da produc&o de feijio-comum
(Phaseolus vulgaris L.) e caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) no Brasil
(1985 a 2016): area, producdo e rendimento. Santo Antbnio de Goias:

Embrapa Arroz e Feijao, 2017. Disponivel em: http://www.cnpaf.embrapa.br/

socioeconomial/index.htm. Acesso em 04 de Fev. de 2019.

FALEIRO, F. G. Marcadores genético-moleculares aplicados a programa de
conservacao e uso de recursos genéticos. Planaltina, DF: Embrapa
Cerrados, 2007.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducdo ao uso de marcadores
moleculares em andlise genética. 32 Ed. Brasilia: Embrapa/CENARGEN, n. 1,
v. 2. 3, p. 220-232, 1998.

FOSTER, J.T. et al. Single nucleotide polymorphisms for assessing genetic diversity

in castor bean (Ricinus communis). BMC Plant Biology, n.10, v. 7, 2010.

GALVAO, K. S. C. et al. Functional molecular markers (EST-SSR) in the full-sib
reciprocal recurrent selection program of maize (Zea mays L.). Genetics and
Molecular Research, n. 14, p. 7344-7355, 2015.

HALL, T.A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series, n. 41, p.
95-98, 1999.



55

JANGARELLI, M. et al. Analise de agrupamento de diferentes densidades de
marcadores no mapeamento genético por varredura genémica. Revista Ceres,
n. 2,v.57, p. 695-705, 2010.

JI, H.et al. Transcriptional analysis through RNA sequencing of giant cells induced by
Meloidogyne graminicola in rice roots. Journal of Experimental Botany, n. 12,
v. 64, p. 3885-3898, 2013.

LIU, J. et al. The use of DNA barcoding as a tool for the conservation biogeography
of subtropical forests in China. Diversity and Distributions, n. 2, v. 21, p. 188-
199, 2015.

MUCHERO, W. et al. Mapping QTL for drought stress induced premature
senescence and maturity in cowpea. Theoretical and Applied Genetics, n.
118, v. 5, p. 849-863, 2009.

NASCIMENTO, A. S. et al. Transferibilidade e Mapeamento in silico de Marcadores
Microssatélites Entre Theobromacacao e T. grandiflorum. Anais XXI Engene,
v.1,n.21,p. 132, 2016.

NASCIMENTO, A. T. B. et al. Transferibilidade de marcadores moleculares de soja
para aplicacdo no melhoramento do feijdo caupi. Anais Xlll Jornada de

ensino, pesquisa e extensao, v. 1, n. 13, 2013.

NEVES JUNIOR, E. S.; AVIER, F. L. Avaliacdo do desenvolvimento do feijéo
(Vigna unguiculata (L.) Walp) cultivado em trés texturas de solo na regido
de Imperatriz no estado do Maranho. 2010. Monografia de Conclusdo de
Curso (Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade de Ensino Superior

do Sul do Maranh@, Imperatriz.

RAMOS, H. M. M. Caracteristicas produtivas, fisiolégicas e econdémicas do
feijdo caupi para graos verdes sob diferentes regimes hidricos. 2011.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Federal do Piaui,

Teresina.



56

RIBEIRO, C. A. G. Identificacdo de regibes gendmicas relacionadas a seca e a
deficiéncia de fésforo via analise de ligacdo e mapeamento associativo

em milho tropical. Vigosa, MG, 2015.

SANTOS, R. et al. Mineracdo de motivos SSR em sequéncias expressas de feijao-
caupi contendo TAGS SuperSAGE diferencialmente expressas sob
desidratacéo radicular. [l CONAC, Recife, p. 459-464, 2013.

VALDEZ, V.et al. Adaptation of grain legumes to climatic change: A review.
Agronomy for Sustainable Development, n. 32, v. 1, p. 31-44, 2012.

VETTORAZZI, J. C. F. Selecao recorrente reciproca em milho (Zea mays 1.)
monitorada por marcadores SSR-EST’s associados a produtividade.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e melhoramento de plantas) -
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO,
Rio de Janeiro. 2015.

ZHANGYING, W. et al. Caracterizacdo e desenvolvimento de marcadores SSR
derivados de EST em batata-doce cultivada. BMC PlantBiology, n. 11, v. 1, p.
139-148, 2011.



8. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 01: Relacdo dos transcritos que apresentam sequéncias de microssatelites formados por motivos do tipo dinucleotidio.
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TRANSCRITO ssr  TAMANHO TRANSCRITO ssr  TAMANHO TRANSCRITO ssr  TAMANHO

(SSR_CABMV) (pb) (SSR_CPSMV) (pb) (SSR_DR) (pb)
VUCPSMV_DN921 _c1 gl i3 (AC)6 12 VUPOTY_DN11034 c0 gl i1  (AC)6 12 VUSECA_DN1837_c0_g2_i4 (AC)6 12
VUCPSMV_DN10832 ¢c0 g2 il  (AC)6 12 VUPOTY_DN11977 c0 gl i2  (AC)6 12 VUSECA_DN5486_c0_g1_i5 (AC)6 12
VUCPSMV_DN38866_c0_g1 il  (AC)6 12 VUPOTY_DN17062_cO gl i1 (AC)6 12 VUSECA_DN150928 c0 g1 il (AC)6 12
VUCPSMV_DN5375_c0_gl il0  (AC)6 12 VUPOTY_DN3066_c2 gl il  (AC)6 12 VUSECA DN51856 c0O gl i1 (AC)6 12
VUCPSMV_DN18939 c0 gl i1  (AC)6 12 VUPOTY_DN5893 c0 g1 i2  (AC)6 12 VUSECA_DNB8359 c0_gl_i2 (AC)6 12
VUCPSMV_DN332_c0_g1_i2 (AG)6 12 VUPOTY_DN16478 c0_gl i3  (AG)6 12 VUSECA_DN14539 c0 gl i8  (AG)6 12
VUCPSMV_DN332_c0_gl_i3 (AG)6 12 VUPOTY_DN16478 cO gl i7  (AG)6 12 VUSECA_DN14539 c0 gl i7  (AG)6 12
VUCPSMV_DN10598 ¢c0 gl i1  (AG)6 12 VUPOTY_DN18492 c0 gl i1  (AG)6 12 VUSECA_DN36306_c0 gl i5 (AG)6 12
VUCPSMV_DN16479 c0 gl i1  (AG)6 12 VUPOTY_DN20594 c0 gl i1 (AG)6 12 VUSECA_DN36793 c0 gl i2  (AG)6 12
VUCPSMV_DN1768_c0_g1_il (AG)6 12 VUPOTY DN2536_c1 gl i2  (AG)6 12 VUSECA_DN18688 c0 gl i1  (AG)6 12
VUCPSMV_DN1155 _c0_gl_i4 (AG)6 12 VUPOTY DN2831 c0 gl il  (AG)6 12 VUSECA_DN2090_c0_g1 il (AG)6 12
VUCPSMV_DN1155 _c0_gl_i2 (AG)6 12 VUPOTY DN2831 c0 g1 i3  (AG)6 12 VUSECA_DN2090_c0_g1_i2 (AG)6 12
VUCPSMV_DN2161_c0_gl_il (AG)6 12 VUPOTY_DN2908 c0 g1 i5  (AG)6 12 VUSECA_DN4636_c0_g1_i2 (AG)6 12
VUCPSMV_DN2161_c0_gl_i8 (AG)6 12 VUPOTY_DN2908 c0 g1 i7  (AG)6 12 VUSECA_DN4636_c0_g1_il (AG)6 12
VUCPSMV_DN4751 c0_gl_i4 (AG)6 12 VUPOTY DN3199 c0 g1 i5  (AG)6 12 VUSECA_DN3804 c0_g1_i6 (AG)6 12
VUCPSMV_DN39718 c0 g1 i1  (AG)6 12 VUPOTY_DN39585 c0 gl i1  (AG)6 12 VUSECA DN11575 c3 gl i1 (AG)6 12
VUCPSMV_DN24082 c0 g1 i1  (AG)6 12 VUPOTY_DN51621_c0 gl i1 (AG)6 12 VUSECA_DN101026_c0 gl il (AG)6 12
VUCPSMV_DN599_c0_g1_i12 (AG)6 12 VUPOTY_DN526_c0_gl_i5 (AG)6 12 VUSECA_DN6882_c0_g1_i4 (AG)6 12
VUCPSMV_DN8165_c0_gl_i2 (AG)6 12 VUPOTY DN7519 c0 g1 il  (AG)6 12 VUSECA_DN22697 c0 gl i4  (AG)6 12
VUCPSMV_DN463 c0_gl il (AG)6 12 VUPOTY_DNB816_c0_g2_i1 (AG)6 12 VUSECA_DN1954 c0_g1_i4 (AG)6 12
VUCPSMV_DN7011 _c0_gl_i4 (AT)6 12 VUPOTY DN11152 cO gl i1 (AT)6 12 VUSECA DN5886_c0_g1_il (AT)6 12
VUCPSMV_DNB8425_c0_gl_i8 (AT)6 12 VUPOTY DN11232 cO gl i1 (AT)6 12 VUSECA DN10817 c0 gl i19 (AT)6 12
VUCPSMV_DNB8425_c0_gl_i2 (AT)6 12 VUPOTY_DN11232_c0 gl i10 (AT)6 12 VUSECA DN10817 cO gl i15 (AT)6 12
VUCPSMV_DNB8425 c0 gl i1l  (AT)6 12 VUPOTY DN11232 c0 gl i2  (AT)6 12 VUSECA DN10817 cO gl i8  (AT)6 12
VUCPSMV_DN8425_c0_gl_i9 (AT)6 12 VUPOTY DN11232_cO gl i4  (AT)6 12 VUSECA_DN10817 _cO gl i4  (AT)6 12
VUCPSMV_DN9902_c0_g1_i2 (AT)6 12 VUPOTY_DN12857 _cO gl i1 (AT)6 12 VUSECA_DN23951 c0 gl i1 (AT)6 12
VUCPSMV_DN9902_c0_g1_il (AT)6 12 VUPOTY_DN12857 cO gl i2  (AT)6 12 VUSECA_DN23951 _c0 gl i3  (AT)6 12
VUCPSMV_DN14957 c0_gl_i4  (AT)6 12 VUPOTY_DN12963 c0 gl i2  (AT)6 12 VUSECA_DN7136_c0_g1_i4 (AT)6 12
VUCPSMV_DN1368_c0_g2_i2 (AT)6 12 VUPOTY DN1310 c0 gl il  (AT)6 12 VUSECA DN7726 c0 gl i13  (AT)6 12
VUCPSMV_DN7778_c1 gl il (AT)6 12 VUPOTY DN1478 c0 g1 il  (AT)6 12 VUSECA_DN4493 c0_gl_i4 (AT)6 12
VUCPSMV_DN18152 c0 gl i2  (AT)6 12 VUPOTY DN15205 c1 gl i1  (AT)6 12 VUSECA DN29714 c0 gl i1 (AT)6 12
VUCPSMV_DNB8916_c0_gl il (AT)6 12 VUPOTY DN16704 cO gl i1  (AT)6 12 VUSECA_DN7743 c0_gl i3 (AT)6 12
VUCPSMV_DN8916_c0_gl_i2 (AT)6 12 VUPOTY_DN16704_cO gl i2  (AT)6 12 VUSECA_DN7743_c0_g1_il (AT)6 12
VUCPSMV_DN14838 c0 gl il (AT)6 12 VUPOTY DN16816 cO gl i2  (AT)6 12 VUSECA DN17913 c0 g1 i1 (AT)6 12
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12
VUCPSMV_DN13741 ¢c0_gl_i1  (AT)6 12 VUPOTY_DN17507_c0 gl i2  (AT)6 12 VUSECA DN51072 c0 gl i1 (AT)6
VUCPSMV_DN26414 c0_gl_i1  (AT)6 12 VUPOTY_DN21001_cO gl i1  (AT)6 12 VUSECA_DN47427 c0 gl i1 (AT)6 12
VUCPSMV_DNB8000 c0 gl i1l  (AT)6 12 VUPOTY DN2602 c0 gl i2  (AT)6 12 VUSECA_DN2870_c0_g1_i9 (AT)6 12
VUCPSMV_DN20995 c0 gl i1  (AT)6 12 VUPOTY_DN26175 c0 gl i1  (AT)6 12 VUSECA_DN108097 c0 g1 il (AT)6 12
VUCPSMV_DN7275_c0_gl_i9 (AT)6 12 VUPOTY_DN3769 c0 gl il0  (AT)6 12 VUSECA DN5795 c0_gl_il2  (AT)6 12
VUCPSMV_DN7275_c0_gl_i25  (AT)6 12 VUPOTY DN3769 cO g1 i4  (AT)6 12 VUSECA DN5795 c0 gl i21  (AT)6 12
VUCPSMV_DN15266 _c0_gl_i1  (AT)6 12 VUPOTY_DN37917 c0 gl i1 (AT)6 12 VUSECA _DN22727 c0 gl i1 (AT)6 12
VUCPSMV_DN53544 c0 gl il (AT)6 12 VUPOTY_DN37980_c0 gl i1  (AT)6 12 VUSECA_DN153302 c0 g1 il (AT)6 12
VUCPSMV_DN3385_c0_gl_il (AT)6 12 VUPOTY_DN4011 c0 gl il  (AT)6 12 VUSECA_DN7768_c0_g1_i2 (AT)6 12
VUCPSMV_DN3385_c0_gl_i6 (AT)6 12 VUPOTY_DN4011 c0 g1 i2  (AT)6 12 VUSECA_DN7768_c0_g1_il (AT)6 12
VUCPSMV_DN11755 c0 g1 il  (AT)6 12 VUPOTY DN4771 ¢l gl i2  (AT)6 12 VUSECA_DN23871 c0_gl i10 (AT)6 12
VUCPSMV_DN2850_c0_g1 i3 (AT)6 12 VUPOTY_DN4873 c0 g1 i3 (AT)6 12 VUSECA_DN6712_c0_gl_i8 (AT)6 12
VUCPSMV_DN2850_c0_gl_i4 (AT)6 12 VUPOTY _DN4873 c0 g1 i5  (AT)6 12 VUSECA_DN6712_c0_g1_i6 (AT)6 12
VUCPSMV_DN52332 c0 g1 il  (AT)6 12 VUPOTY_DN51961 _c0 gl i2  (AT)7 14 VUSECA_DN14450 c0 gl i1 (AT)6 12
VUCPSMV_DN48182 c0 gl i1 (AT)6 12 VUPOTY_DN55609 _cO gl i1 (AT)6 12 VUSECA DN86183 c0 gl i1 (AT)6 12
VUCPSMV_DN7050_c0_gl il (AT)6 12 VUPOTY DN6492 c1 gl i6  (AT)7 14 VUSECA_DN1584 c1 gl il (AT)8 16
VUCPSMV_DNB8444_c0_gl_i5 (AT)6 12 VUPOTY _DN8252 c0 gl i2  (AT)6 12 VUSECA_DN9719 c0_g1_i2 (AT)6 12
VUCPSMV_DNB8444_c0_gl_i7 (AT)6 12 VUPOTY_DN8252 c0 gl i4  (AT)6 12 VUSECA_DN9719 c0_gl_i4 (AT)6 12
VUCPSMV_DN8444_c0_gl_i8 (AT)6 12 VUPOTY DN8252 c0 g1 i5  (AT)6 12 VUSECA_DN9719_c0_g1_i6 (AT)6 12
VUCPSMV_DN50898 c0 g1 il  (CA)6 12 VUPOTY_DN346_c1 gl i1 (CA)6 12 VUSECA_DN120747 c0 g1 il (CA)6 12
VUCPSMV_DN17281 c0 g1 il  (CA)6 12 VUPOTY_DN40504 c0 gl i1 (CA)6 12 VUSECA_DN24125 c0 gl i1 (CA)6 12
VUCPSMV_DN11243 c0_g1 i3  (CA)6 12 VUPOTY _DN5612_c0 gl il  (CA)6 12 VUSECA_DN5962_c0_g1_i2 (CA)6 12
VUCPSMV_DN11243 c0_g1_i2  (CA)6 12 VUPOTY _DN5612_c0 g1 i3 (CA)6 12 VUSECA_DN5962_c0_g1_i4 (CA)6 12
VUCPSMV_DN4269 _c0_gl i3 (CA)6 12 VUPOTY_DN6201 c0 g1 il0  (CA)6 12 VUSECA DN5040 c0 gl i24  (CA)6 12
VUCPSMV_DN4269 c0_gl_i5 (CA)6 12 VUPOTY_DN6201 cO gl i12  (CA)6 12 VUSECA_DN5040_c0_g1_i2 (CA)6 12
VUCPSMV_DN4269_c0_gl_i4 (CA)6 12 VUPOTY_DN6201 cO gl il4  (CA)6 12 VUSECA_DN5040_c0_g1_i7 (CA)6 12
VUCPSMV_DN4269 _c0_gl_i6 (CA)6 12 VUPOTY_DN6201 c0 gl il5 (CA)6 12 VUSECA_DN5040 c0 gl i1l  (CA)6 12
VUCPSMV_DN4269 _c0_gl_i8 (CA)6 12 VUPOTY_DN6201 cO g1 i2  (CA)6 12 VUSECA_DN5040_c0_g1_i8 (CA)6 12
VUCPSMV_DN4269 _c0_gl_i2 (CA)6 12 VUPOTY_DN6201 cO g1 i4  (CA)6 12 VUSECA_DN5040_c0_g1_il7  (CA)6 12
VUCPSMV_DN10541 c1 g1 il  (CA)6 12 VUPOTY_DN778 c3 gl i1 (CA)6 12 VUSECA_DN168_c0_gl_i3 (CAY7 14
VUCPSMV_DN10541_c1 g1 _i10 (CA)6 12 VUPOTY_DN778 c3 gl _i2 (CA)6 12 VUSECA_DN168_c0_g1_i18 (CAY7 14
VUCPSMV_DN2014_c0_gl il (CA)6 12 VUPOTY DN7894 c0 g1 i3  (CA)7 14 VUSECA_DN6618_c0_g1_i5 (CA)6 12
VUCPSMV_DN2686_c0_gl_i3 (CG)6 12 VUPOTY_DN7839 c0 g1 i3  (CG)6 12 VUSECA_DNB8330_c0_g1_il (CG)6 12
VUCPSMV_DN760_c0_gl_i2 (CT)6 12 VUPOTY DN10617 c0 gl i1 (CT)6 12 VUSECA_DN10000 _c0 gl i7  (CT)7 14
VUCPSMV_DN7145 _c0_g4 i3 (CT)6 12 VUPOTY DN11390 c0 g2 i1  (CT)6 12 VUSECA_DN484 c0 g1 i1 (CT)6 12
VUCPSMV_DN7145_c0_g4 il (CT)6 12 VUPOTY_DN11390 c0 g2 i3  (CT)6 12 VUSECA_DN484_c0_gl_i4 (CT)6 12
VUCPSMV_DN11871 c0 g1 i1  (CT)6 12 VUPOTY_DN13844 c0 gl i1 (CT)6 12 VUSECA_DN23370 c0 gl i4  (CT)6 12
VUCPSMV_DN3572_c0_g1_i2 (CT)6 12 VUPOTY_DN14433 c0 gl i2  (CT)6 12 VUSECA_DN20780_c0 gl i2  (CT)6 12
VUCPSMV_DN38283 ¢c0 gl i1  (CT)6 12 VUPOTY_DN15645 c0 gl i1 (CT)6 12 VUSECA_DN29758 c1 gl i1 (CT)6 12
VUCPSMV_DN30632_c0 gl i1  (CT)6 12 VUPOTY DN1717 ¢0 gl il  (CT)6 12 VUSECA DN21519 c0 gl i5 (CT)6 12
VUCPSMV_DN2747_c2 gl il (CT)6 12 VUPOTY DN17906 c0 gl i1  (CT)6 12 VUSECA DN84775 c0 gl i1 (CT)6 12
VUCPSMV _DN43737 c0 g1 i1 (CT)6 12 VUPOTY DN37855 c0 gl i1 (CT)6 12 VUSECA DN8480 c0 gl i5 (CT)6 12
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12
VUCPSMV_DN9398_c0_gl_i2 (CT)6 12 VUPOTY_DN4337 c0 gl il  (CT)6 12 VUSECA_DN3126_c0_g2_i2 (CT)6
VUCPSMV_DN9398_c0_gl_il (CT)6 12 VUPOTY_DN4337 c0 g1 i3  (CT)6 12 VUSECA_DN3126_c0_g2_il (CT)6 12
VUCPSMV_DN6974_c0_gl_i5 (CT)6 12 VUPOTY DN4898 c0 g1 i34 (CT)6 12 VUSECA_DN7416_c0_g2_i3 (CT)6 12
VUCPSMV_DN6974_c0_gl i12  (CT)6 12 VUPOTY_DN4898 c0 g1 i37 (CT)6 12 VUSECA_DN7416_c0_g2_il (CT)6 12
VUCPSMV_DN6974_c0_gl i1l  (CT)6 12 VUPOTY_DN4898 c0 g1 i43  (CT)6 12 VUSECA_DN7416_c0_g2_i4 (CT)6 12
VUCPSMV_DN31061 c0 g1 i1  (CT)6 12 VUPOTY DN51792 c0 gl i1 (CT)6 12 VUSECA _DN65544 c0 gl i1 (CT)6 12
VUCPSMV_DN7712_c0_gl_i4 (CT)6 12 VUPOTY_DN5289 c0 gl i2  (CT)6 12 VUSECA DN21951 c0 gl i8  (CT)6 12
VUCPSMV_DN7712_c0_gl_il (CT)6 12 VUPOTY_DN5289 c0 g1 i3  (CT)6 12 VUSECA_DN21951 c0 g1 i9  (CT)6 12
VUCPSMV_DN8510_c1_gl_il (CT)6 12 VUPOTY_DN53811 c0 gl i1 (CT)6 12 VUSECA_DN22434 c0 gl i3  (CT)6 12
VUCPSMV_DN4149 c0_gl_i9 (CT)6 12 VUPOTY_DN6042_c0 gl i13  (CT)6 12 VUSECA_DN4243 c0_gl_i7 (CT)6 12
VUCPSMV_DN4149 c0_gl_i4 (CT)6 12 VUPOTY DN6042 c0 g1 i5  (CT)6 12 VUSECA_DN4243 c0_g1_i2 (CT)6 12
VUCPSMV_DN12973 c0 g1 il  (CT)6 12 VUPOTY _DN6202 c0 g1 il (CT)6 12 VUSECA_DN15340 c0 gl i1 (CT)6 12
VUCPSMV_DN12973 c0_gl_i4  (CT)6 12 VUPOTY_DN6202 c0 g1 _i4  (CT)6 12 VUSECA_DN15340 c0 gl i2  (CT)6 12
VUCPSMV_DN7047_c0_gl_i2 (CT)6 12 VUPOTY_DN642_c0_gl_i6 (CT)6 12 VUSECA_DNB8386_c0_g1 i3 (CT)6 12
VUCPSMV_DN5197_c0_gl_i2 (CT)6 12 VUPOTY_DN6434 c0 g1 il0  (CT)6 12 VUSECA_DN5064 c0_g1_i6 (CT)6 12
VUCPSMV_DN5197 c0_gl_i4 (CT)6 12 VUPOTY DN6434 c0 g1 i7  (CT)6 12 VUSECA_DN5064_c0_g1_i2 (CT)6 12
VUCPSMV_DN4375_c0_gl_i2 (CT)6 12 VUPOTY DN9351 c0 g1 i3  (CT)6 12 VUSECA_DN4814 c0_gl_i4 (CT)6 12
VUCPSMV_DN4375_c0_gl_i3 (CT)6 12 VUPOTY _DN9351 c0 g1 i4  (CT)6 12 VUSECA_DN4814 c0_g1_i3 (CT)6 12
VUCPSMV_DN1733_c0_gl_i2 (GA)6 12 VUPOTY_DN12955 c0 gl i2  (GA)6 12 VUSECA_DN121670 c0 gl i2 (GA)6 12
VUCPSMV_DN2620_c0_gl_il (GA)6 12 VUPOTY DN1494 c0 g2 i1  (GA)6 12 VUSECA_DN3095_c0 g3 i17  (GA)6 12
VUCPSMV_DN5743 c0 gl i11  (GA)6 12 VUPOTY DN2232 c0 g1 i7  (GA)6 12 VUSECA_DN7466_c0_g1_i18 (GA)6 12
VUCPSMV_DN14808 c0 g1 i3  (GA)6 12 VUPOTY_DN23219 c0 gl i1  (GA)6 12 VUSECA_DN32836 _c0 gl i2  (GA)6 12
VUCPSMV_DN4877_c0_g1 il (GA)6 12 VUPOTY_DN24740 c0 gl i1 (GA)6 12 VUSECA_DN8268_c0_gl_i2 (GA)6 12
VUCPSMV_DN4877 c0_gl_i4 (GA)6 12 VUPOTY_DN24740 cO gl i2 (GA)6 12 VUSECA _DN8268_c0_g1_il (GA)6 12
VUCPSMV_DN1201_c0_gl_i4 (GA)6 12 VUPOTY DN2494 c0 g2 i1 (GA)6 12 VUSECA_DN24420 c0 gl i3  (GA)6 12
VUCPSMV_DN45985 c0 gl i1  (GA)6 12 VUPOTY_DN25090 c0 gl i1  (GA)6 12 VUSECA DN51366 _c0 gl i1 (GA)6 12
VUCPSMV_DN43980 c0 gl i1  (GA)6 12 VUPOTY_DN36951 cO gl i1 (GA)6 12 VUSECA DN71685 c0 gl i1 (GA)6 12
VUCPSMV_DN5369_c0_g1_i3 (GA)6 12 VUPOTY DN3942 c0 gl il (GA)6 12 VUSECA_DN120749 c0 gl il (GA)6 12
VUCPSMV_DN3856_c1_gl_il (GA)6 12 VUPOTY_DN428_c0_g2_i2 (GA)8 16 VUSECA_DN7839 _c1 g1 il (GA)8 16
VUCPSMV_DN30563 c0 g1 i1  (GA)6 12 VUPOTY_DN43684_c0 gl i1 (GA)6 12 VUSECA_DN131094 c0 gl il (GA)6 12
VUCPSMV_DN23072_c0 g1 i1  (GA)6 12 VUPOTY_DN44065 c0_gl i1 (GA)6 12 VUSECA_DN3389_c1_g1_il (GA)6 12
VUCPSMV_DN17209 c0 gl i1  (GA)6 12 VUPOTY DN5015 c0 g1 i3  (GA)6 12 VUSECA _DN6829 c0_g2_il (GA)6 12
VUCPSMV_DN2695 c0_gl il4  (GA)6 12 VUPOTY DN5455 c1 g1 i3 (GA)6 12 VUSECA_DN1199 c0 g1 il (GA)6 12
VUCPSMV_DN2695 c0_gl i16  (GA)6 12 VUPOTY DN5455 c1 gl i4  (GA)6 12 VUSECA_DN1199 c0_g1_i7 (GA)6 12
VUCPSMV_DN3772_c0_gl il (GA)6 12 VUPOTY DN6247 c0 gl il (GA)6 12 VUSECA_DNB8567 c0_g1_il (GA)6 12
VUCPSMV_DN3772_c0_gl_i6 (GA)6 12 VUPOTY_DN6247 c0 gl i2  (GA)6 12 VUSECA_DNB8567_c0_gl_i4 (GA)6 12
VUCPSMV_DN3772_c0_gl_i4 (GA)6 12 VUPOTY_DN6247 c0_gl_i4  (GA)6 12 VUSECA_DNB8567 c0_g1_i3 (GA)6 12
VUCPSMV_DN6803_c0_gl_il (GA)6 12 VUPOTY_DN8105 c0 gl il  (GA)6 12 VUSECA_DN14176 _c0 gl i9  (GA)6 12
VUCPSMV_DN6338_c0_gl_i2 (GA)6 12 VUPOTY_DN8212 c0 gl i7  (GA)6 12 VUSECA_DN6749_c0_gl_i7 (GA)6 12
VUCPSMV_DN23715 c0 gl i1  (GT)6 12 VUPOTY DN11479 c0 gl i1  (GT)6 12 VUSECA DN5385_c0_g1 il (GT)6 12
VUCPSMV_DN12833 c0 gl i1  (GT)6 12 VUPOTY DN11876 _cO gl i1  (GT)6 12 VUSECA DN11166 c0 gl i3  (GT)6 12
VUCPSMV _DN12833 c0 gl i2  (GT)6 12 VUPOTY DN11876 cO gl i2  (GT)6 12 VUSECA DN11166 c0 gl i2  (GT)6 12
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VUCPSMV_DN12634 c0_gl_i2  (GT)6 12 VUPOTY_DN12436_c0_gl i1  (GT)6 12 VUSECA_DN3106_c0_g1_il (GT)6
VUCPSMV_DN5244_c0_gl_il (GT)6 12 VUPOTY_DN14052_cO gl i1  (GT)6 12 VUSECA_DN8003_c0_g1_i5 (GT)6 12
VUCPSMV_DN1795_c0_g2_i8 (GT)6 12 VUPOTY_DN3036_c0_gl i1l  (GT)6 12 VUSECA_DN8807 c0_g1_il (GT)6 12
VUCPSMV_DN1612_c0_gl il (GT)6 12 VUPOTY_DN520 c0 gl i1 (GT)6 12 VUSECA_DN579 ¢c0 gl il (GT)6 12
VUCPSMV_DN1612_c0_gl_i4 (GT)6 12 VUPOTY_DN520_c0_gl_i2 (GT)6 12 VUSECA_DN579 c0_gl_i2 (GT)6 12
VUCPSMV_DN11149 c0 g1 i1  (GT)6 12 VUPOTY DN6523 c0 gl i2  (GT)7 14 VUSECA_DN38448 c0 gl i1  (GT)6 12
VUCPSMV_DN18028 c0_gl_i2  (TA)6 12 VUPOTY_DN10086_cO gl i1  (TA)6 12 VUSECA DN3813 c0 gl i23  (TA)6 12
VUCPSMV_DN4583_c0_gl_i5 (TA)6 12 VUPOTY_DN11156_c0 g2 i1  (TA)6 12 VUSECA_DN2724 c0_g2_il (TA)6 12
VUCPSMV_DN4583_c0_gl_i9 (TA)6 12 VUPOTY_DN11156_c0 g2 i2  (TA)6 12 VUSECA_DN2724 c0_g2_i5 (TA)6 12
VUCPSMV_DNB8430_c0_gl_i2 (TA)6 12 VUPOTY_DN11668_cO gl i3  (TA)6 12 VUSECA DN18218 c0 gl i3  (TA)6 12
VUCPSMV_DN12101 c0 g1 il  (TA)6 12 VUPOTY_DN13776_cO gl i1 (TA)6 12 VUSECA_DN4936_c0_g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN12101 c0 gl i2  (TA)6 12 VUPOTY_DN13776_cO gl i2  (TA)6 12 VUSECA_DN4936_c0_g1_i2 (TA)6 12
VUCPSMV_DN3880_c0_g2_il (TA)6 12 VUPOTY_DN14564_c0 gl i3  (TA)6 12 VUSECA_DN24324 c0 gl i7  (TA)6 12
VUCPSMV_DN12271 c0 g1 i6  (TA)6 12 VUPOTY DN1572_¢c0 g2 i2  (TA)6 12 VUSECA_DN2209 c0_g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN14980 c0 gl i1  (TA)6 12 VUPOTY_DN16803 cO gl i1  (TA)6 12 VUSECA DN18721 c0 gl i1 (TA)6 12
VUCPSMV_DN25637 c0 gl i1  (TA)6 12 VUPOTY_DN18804 cO gl i1  (TA)6 12 VUSECA DN145371 c0 g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN15155 c0_gl_ il  (TA)6 12 VUPOTY_DN23534 c0 gl i1 (TA)7 14 VUSECA DN17169 c0 gl i2  (TA)6 12
VUCPSMV_DN18401_c0_gl_i2  (TA)6 12 VUPOTY_DN28089 c0 gl i2  (TA)7 14 VUSECA_DN30998 cO gl i1 (TA)6 12
VUCPSMV_DN3235_c0_gl_i5 (TA)6 12 VUPOTY DN2931 c0 g1 i8  (TA)6 12 VUSECA_DN6115_c0_g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN6304_c0_gl_il (TA)6 12 VUPOTY_DN3365_c0 g1 i3  (TA)6 12 VUSECA_DN7788_c0_g1_i3 (TA)6 12
VUCPSMV_DN11719 c0 g1 i5  (TA)6 12 VUPOTY _DN3703 c0 gl i2  (TA)6 12 VUSECA_DN16595 c0 gl i2  (TA)6 12
VUCPSMV_DN9027_c0_g1_i3 (TA)6 12 VUPOTY_DN4008_c0 gl il  (TA)7 14 VUSECA_DN10937 c0 gl i2  (TA)8 16
VUCPSMV_DN9027_c0_gl_i2 (TA)6 12 VUPOTY_DN4008_cO g1 i6  (TA)7 14 VUSECA_DN10937 c0 gl i1 (TA)8 16
VUCPSMV_DN1287_c0_g2_i2 (TA)6 12 VUPOTY DN4112 c0 g1 i10  (TA)6 12 VUSECA_DN698_c0_g2_i2 (TA)6 12
VUCPSMV_DN17502 c0 gl i6  (TA)6 12 VUPOTY DN4198 c0 g1 i7  (TA)6 12 VUSECA_DN2627 c0_g1_i3 (TA)6 12
VUCPSMV_DN5015_c0_gl_i2 (TA)6 12 VUPOTY DN4227 c0 g1 il  (TA)6 12 VUSECA_DN3582_c0_gl_i4 (TA)6 12
VUCPSMV_DN1682_c0_gl_i7 (TA)6 12 VUPOTY DN4236_c0 g2 i5  (TA)6 12 VUSECA DN10524 c0 gl i11 (TA)6 12
VUCPSMV_DN2185_c0_g2_i2 (TA)6 12 VUPOTY_DN442_c0_g2_i2 (TA)6 12 VUSECA_DN5580_c0_g1_i8 (TA)6 12
VUCPSMV_DN6180_c0_gl_i5 (TA)6 12 VUPOTY_DN4548 c0 gl i2  (TA)6 12 VUSECA_DN9275_c0_g2_i2 (TA)6 12
VUCPSMV_DN51375 c0 g1 il (TA)6 12 VUPOTY_DN51151_c0 gl i1 (TA)6 12 VUSECA_DN125102_c0 g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN43887 c0 g1 il  (TA)6 12 VUPOTY_DN51169 c0 gl i1 (TA)6 12 VUSECA_DN32683 c0 gl i1 (TA)6 12
VUCPSMV_DN7706_c0_gl il (TA)6 12 VUPOTY DN5476 c0 gl il  (TA)6 12 VUSECA _DN6309_c0_g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN36907 c0 gl i1  (TA)6 12 VUPOTY DN6506_c1 g1 il  (TA)6 12 VUSECA DN123737 c0 g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN15042 c0 gl i2  (TA)6 12 VUPOTY DN6557 c0 g1 il  (TA)6 12 VUSECA DN5386_c1 g1 il (TA)6 12
VUCPSMV_DN5526_c0_gl_i9 (TA)6 12 VUPOTY DN8437 c0 g1 il  (TA)6 12 VUSECA_DN9800_c0_g1_i3 (TA)6 12
VUCPSMV_DN3847_c0_gl_i2 (TA)6 12 VUPOTY_DN8686_c0_g2_ il  (TA)6 12 VUSECA_DN10242 c0 gl i1 (TA)6 12
VUCPSMV_DN9613_c0_gl_i2 (TC)6 12 VUPOTY_DN10482_c0 gl i3 (TC)6 12 VUSECA_DN4828 _c1_gl_i2 (TC)6 12
VUCPSMV_DN9613_c0_gl_il (TC)6 12 VUPOTY_DN10482_c0 gl i4  (TC)6 12 VUSECA_DN4828_c1_g1_il (TC)6 12
VUCPSMV_DN11415 c0 g1 i1  (TC)6 12 VUPOTY_DN10540 _c0 gl i1  (TC)7 14 VUSECA_DN5564_c0_g1_i8 (TC)6 12
VUCPSMV_DN286_c0_g1 il (TC)6 12 VUPOTY DN1297 ¢0 gl i2  (TC)6 12 VUSECA DN534 ¢c0 gl i5 (TC)6 12
VUCPSMV_DN7935 _c0_gl il (TC)6 12 VUPOTY DN15166 _c0 gl i2  (TC)6 12 VUSECA_DN59068 c0 gl i1 (TC)6 12
VUCPSMV _DN15373 ¢0 g1 i1 (TC)6 12 VUPOTY DN15409 c0 gl i3  (TC)6 12 VUSECA DN28987 c0 gl i2  (TC)6 12
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VUCPSMV_DN1094_c0_g1_il (TC)6 12 VUPOTY_DN222_c0_gl_i2 (TC)6 12 VUSECA DN1288_c1_g2 il (TC)6
VUCPSMV_DN2147_c0_gl_i13  (TC)6 12 VUPOTY_DN2249 c0 g1 i3  (TC)6 12 VUSECA_DN1279_c0_g2_il (TC)6 12
VUCPSMV_DN3233_c0_g2_i2 (TC)6 12 VUPOTY DN2709 c0 g1 i8  (TC)9 18 VUSECA_DN414 c0_gl_i10 (TC)9 18
VUCPSMV_DN1885_c0_g2_i6 (TC)6 12 VUPOTY _DN2779 c0 g2 i1l  (TC)6 12 VUSECA_DN2151 c2_g1_il (TC)6 12
VUCPSMV_DN15226 c0 gl i1  (TC)6 12 VUPOTY _DN37529 c0 gl i1  (TC)8 16 VUSECA_DN4826_c1 gl _i3 (TC)8 16
VUCPSMV_DN4186_c0_g1 il (TC)6 12 VUPOTY DN4493 c0 gl i2  (TC)6 12 VUSECA_DN4031_c0_g1_i8 (TC)6 12
VUCPSMV_DN4186_c0_gl_i7 (TC)6 12 VUPOTY_DN4493 c0 g1 i6  (TC)6 12 VUSECA_DN4031_c0_g1_i9 (TC)6 12
VUCPSMV_DN4186_c0_gl_i2 (TC)6 12 VUPOTY_DN4493 ¢0 g1 i7  (TC)6 12 VUSECA_DN4031_c0_g1_i5 (TC)6 12
VUCPSMV_DN11536 c0 gl _i2  (TC)6 12 VUPOTY_DN4746_c0 g1 il  (TC)6 12 VUSECA_DN9263_c0_g1_i2 (TC)6 12
VUCPSMV_DN11536 c0_ gl i1  (TC)6 12 VUPOTY _DN4746_c0 gl i2  (TC)6 12 VUSECA_DN9263 c0_g1_i3 (TC)6 12
VUCPSMV_DN5158_c0_gl_i6 (TC)6 12 VUPOTY DN5281 c0 g1 i3  (TC)6 12 VUSECA DN17232 c0 gl i1 (TC)6 12
VUCPSMV_DN5158 cO gl i1l  (TC)6 12 VUPOTY DN5281 c0 g1 i4  (TC)6 12 VUSECA_DN17232_c0 gl i2  (TC)6 12
VUCPSMV_DN11995 c0 g1 i2  (TC)6 12 VUPOTY_DN6035_c0 g2 i3 (TC)6 12 VUSECA_DN7882_c0_gl_i4 (TC)6 12
VUCPSMV_DN877 c0_g1_i4 (TC)6 12 VUPOTY DN6314 ¢l g5 i1 (TC)7 14 VUSECA_DN3579_c0_g2_i3 (TC)7 14
VUCPSMV_DN1369_c0_gl_i2 (TC)6 12 VUPOTY_DN639_c0_g2_i3 (TC)6 12 VUSECA_DN5556_c0_g1_i3 (TC)6 12
VUCPSMV_DN4519 _c0_gl_i9 (TC)6 12 VUPOTY DN6574 c0 gl i2  (TC)6 12 VUSECA_DN7887 c0_g1_il (TC)6 12
VUCPSMV_DN4519 c0_gl_i4 (TC)6 12 VUPOTY_DN6574 c0 g1 i3  (TC)6 12 VUSECA_DN7887_c0_gl_i4 (TC)6 12
VUCPSMV_DN4519 _c0_gl_i7 (TC)6 12 VUPOTY_DN6574 c0 g1 i5  (TC)6 12 VUSECA_DN7887 c0_g1_i3 (TC)6 12
VUCPSMV_DN11890 c0 g1 i5  (TC)6 12 VUPOTY DN8490 c0 g1 il  (TC)6 12 VUSECA_DN7614 c0_g1_i9 (TC)6 12
VUCPSMV_DN11890 c0 g1 i3  (TC)6 12 VUPOTY_DN8490 c0 g1 i5  (TC)6 12 VUSECA_DN7614 c0_g1_i8 (TC)6 12
VUCPSMV_DN11890 c0 gl _i4  (TC)6 12 VUPOTY_DN8490 c0 g1 i6  (TC)6 12 VUSECA_DN7614 c0 gl i18  (TC)6 12
VUCPSMV_DN14202 c0 g1 il  (TG)6 12 VUPOTY_DN8244 c0 g1 i3  (TG)6 12 VUSECA_DN10340 c0 gl i2  (TG)6 12
VUCPSMV_DN52300 _c0 g1 i1 (AG)7 14 VUPOTY_DN10864 _c0 gl i1  (AG)7 14 VUSECA_DNB8372_c0_gl_i2 (AG)7 14
VUCPSMV_DN4976_c0_gl_i4 (AG)7 14 VUPOTY_DN11027 c0 gl i1 (AG)7 14 VUSECA DN21801 cO gl i4  (AG)7 14
VUCPSMV_DN4976_c0_gl_i5 (AG)7 14 VUPOTY_DN11027 c0 gl i2  (AG)7 14 VUSECA DN21801 c0 gl i3  (AG)7 14
VUCPSMV_DN3983_c0_gl_i2 (AG)7 14 VUPOTY_DN13000 cO gl i1  (AG)7 14 VUSECA _DN10957 c0 gl i7  (AG)7 14
VUCPSMV_DN3983_c0_gl_il (AG)7 14 VUPOTY_DN13000_cO gl i3  (AG)7 14 VUSECA_DN10957 c0 gl i10 (AG)7 14
VUCPSMV_DN1002_c0_gl_i4 (AG)7 14 VUPOTY DN1376 c0 gl il  (AG)7 14 VUSECA_DN4152_c1_gl il (AG)7 14
VUCPSMV_DN16908 c2 g1 i1  (AG)7 14 VUPOTY_DN23578 c0 gl i1 (AG)7 14 VUSECA_DN38957 c1 gl i1 (AG)7 14
VUCPSMV_DN838_c0_g1_i7 (AG)7 14 VUPOTY DN3724 c1 g2 i2  (AG)6 12 VUSECA_DN2345_c0_gl_i7 (AG)7 14
VUCPSMV_DN2894 c1_g1 il (AG)7 14 VUPOTY_DN415 c2 gl i2 (AG)7 14 VUSECA_DN3547 c0_g2_i2 (AG)7 14
VUCPSMV_DN6719 _c0_gl_i2 (AG)7 14 VUPOTY DN4430 c0 g1 i3  (AG)7 14 VUSECA DN10417 c0 gl i4  (AG)7 14
VUCPSMV_DN6719_c0_gl il (AG)7 14 VUPOTY _DN4430 c0 g1 i4  (AG)7 14 VUSECA DN10417 c0 gl i3  (AG)7 14
VUCPSMV_DNB8600_c0_gl il (AG)7 14 VUPOTY DN4441 c0 gl il  (AG)7 14 VUSECA DN18955 c0 gl i3  (AG)7 14
VUCPSMV_DNB8600_c0_gl_i2 (AG)7 14 VUPOTY DN4441 c0 gl i4  (AG)7 14 VUSECA DN18955 c0 gl i2  (AG)7 14
VUCPSMV_DN6216_c0_gl_il (AG)7 14 VUPOTY DN5871 c0 g1 il (AG)7 14 VUSECA_DN11516_cO gl i4  (AG)7 14
VUCPSMV_DN6216_c0_gl_i5 (AG)7 14 VUPOTY_DN5871_c0 g1 i3 (AG)7 14 VUSECA_DN11516_c0 gl i3  (AG)7 14
VUCPSMV_DN6216_c0_gl_i2 (AG)7 14 VUPOTY_DN5871_c0 gl i4  (AG)7 14 VUSECA_DN11516_cO gl i6  (AG)7 14
VUCPSMV_DN1092_c0_g2_il (AG)7 14 VUPOTY_DN589 c0 gl i1 (AG)7 14 VUSECA_DN97_c0_g2_i2 (AG)6 12
VUCPSMV_DN5112 c0_gl i3 (AG)7 14 VUPOTY DN6491 c0 gl i2  (AG)8 16 VUSECA_DN6525_c0_g1_i9 (AG)7 14
VUCPSMV_DN10657 c0 gl i2  (AG)7 14 VUPOTY DN7109 c0 g1 i5  (AG)7 14 VUSECA DN34061 cO gl i1 (AG)7 14
VUCPSMV_DN417 c0 g1 i8 (AG)7 14 VUPOTY DN9010 c0 gl il (AG)7 14 VUSECA DN16489 c0 gl i2  (AG)7 14
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VUCPSMV_DN417 c0_g1_i2 (AG)7 14 VUPOTY_DN9010 c0 gl i2  (AG)7 14 VUSECA DN16489 cO gl i1  (AG)7

VUCPSMV_DN417 c0_g1_i7 (AG)7 14 VUPOTY_DN9010 c0 g1 i4  (AG)7 14 VUSECA_DN16489 c0 gl i3  (AG)7 14
VUCPSMV_DN16795 c0 gl i2  (AT)7 14 VUPOTY_DN10691 cO gl i2  (AT)10 20 VUSECA DN13621 c0 gl i3  (AT)7 14
VUCPSMV_DN16795 c0 gl il  (AT)7 14 VUPOTY_DN10691 cO gl i4  (AT)10 20 VUSECA DN13621 c0 gl i2  (AT)7 14
VUCPSMV_DN4761_c0 gl il0  (AT)7 14 VUPOTY DN1263 c0 gl i6  (AT)8 16 VUSECA_DN2080_c1_g1 il (AT)7 14
VUCPSMV_DN6874_c0 gl _il4  (AT)7 14 VUPOTY_DN12883 c0 gl i1  (AT)10 20 VUSECA_DN2200_c0_g1_i4 (AT)10 20
VUCPSMV_DN6874_c0_gl_i5 (AT)7 14 VUPOTY_DN12883_c0_gl_i12 (AT)10 20 VUSECA_DN2200_c0_g1_i7 (AT)10 20
VUCPSMV_DN6874_c0_gl_i10  (AT)7 14 VUPOTY_DN12883 c0_gl i2  (AT)10 20 VUSECA_DN2200_c0_g1_i5 (AT)10 20
VUCPSMV_DN6874_c0_gl_i12  (AT)7 14 VUPOTY_DN12883_c0_gl i8  (AT)10 20 VUSECA_DN2200_c0_g1_i6 (AT)10 20
VUCPSMV_DN52111 ¢c0 gl i1 (AT)7 14 VUPOTY_DN19954 cO gl i1 (AT)7 14 VUSECA DN16648 cO gl i2  (AT)7 14
VUCPSMV_DN1093_c0_g2_i3 (AT)7 14 VUPOTY_DN245_c0_g1 i1 (AT)7 14 VUSECA DN11848 c0 g2 i4  (AT)7 14
VUCPSMV_DN1093_c0_g2_il (AT)7 14 VUPOTY_DN245 c0_gl_i2 (AT)7 14 VUSECA_DN11848 c0 g2 i1 (AT)7 14
VUCPSMV_DN1093_c0_g2_i6 (AT)7 14 VUPOTY_DN245_c0_gl_i3 (AT)7 14 VUSECA_DN11848 c0 g2 i3  (AT)7 14
VUCPSMV_DN1093_c0_g2_i5 (AT)7 14 VUPOTY_DN245_c0_gl_i6 (AT)7 14 VUSECA_DN11848 c0 g2 i2  (AT)7 14
VUCPSMV_DN18347 c0 gl i1  (AT)7 14 VUPOTY_DN39040 c0 gl i1  (AT)7 14 VUSECA DN14901 c0 gl i1 (AT)7 14
VUCPSMV_DN19126 c0 gl i1  (AT)7 14 VUPOTY_DN43885 c0 gl i1  (AT)7 14 VUSECA DN37129 c0 gl i1 (AT)7 14
VUCPSMV_DN50978 c0 gl il (AT)7 14 VUPOTY_DN50714 cO gl i1 (AT)7 14 VUSECA_DN18780 _c0 gl i2  (AT)11 22
VUCPSMV_DN48617 c0 gl il  (AT)7 14 VUPOTY_DN50932_c0 gl i1 (AT)7 14 VUSECA DN43520 c0 gl i1 (AT)7 14
VUCPSMV_DN1355_c0_gl_i8 (AT)7 14 VUPOTY_DNB820_c0_g2_i6 (AT)7 14 VUSECA_DN10396 cO gl i9  (AT)7 14
VUCPSMV_DN4517_c0_gl_i3 (AT)7 14 VUPOTY _DN9337 c0 g1 il  (AT)7 14 VUSECA_DN2829 c0_g1 i3 (AT)7 14
VUCPSMV_DN4517_c0_gl_il (AT)7 14 VUPOTY_DN9337 c0 g1 i6  (AT)7 14 VUSECA_DN2829_c0_g1_i4 (AT)7 14
VUCPSMV_DN7994_c0_g1 i3 (CA)7 14 VUPOTY DN1143 c0 gl il (CA)7 14 VUSECA_DN13343 c0 gl i4  (CA)7 14
VUCPSMV_DN7994_c0_gl_i2 (CA)7 14 VUPOTY DN1143 c0 gl i2  (CA)7 14 VUSECA_DN13343 c0 gl i1 (CA)7 14
VUCPSMV_DN7994 c0_gl il (CA)7 14 VUPOTY DN1143 c0 gl i4  (CA)7 14 VUSECA DN13343 c0 gl i3  (CA)7 14
VUCPSMV_DN37427 c0 gl i1 (CA)7 14 VUPOTY_DN23491 c0 gl i1  (CA)10 20 VUSECA_DN21997 c0 gl i2  (CA)7 14
VUCPSMV_DN26794 c0 gl i1  (CT)7 14 VUPOTY DN12447 c0 gl i4  (CT)7 14 VUSECA_DN101003 c0 gl il (CT)7 14
VUCPSMV_DN27004 c0 g1 i1 (CT)7 14 VUPOTY_DN21300 c0 gl i1 (CT)7 14 VUSECA_DN110775_c0 gl il (CT)7 14
VUCPSMV_DN50454 c0 g1 il (CT)7 14 VUPOTY_DN29574 c0 gl i1 (CT)7 14 VUSECA_DN1103_c0_g1_i6 (CT)7 14
VUCPSMV_DN3410_c0_g1_i2 (CT)7 14 VUPOTY DN3198 c0 g1 i4  (CT)6 12 VUSECA_DN736_c1 gl i2 (CT)7 14
VUCPSMV_DN3630_c1_gl il (CT)7 14 VUPOTY_DN42053 c0 gl i1  (CT)21 42 VUSECA_DN59680 c0 gl i1  (CT)12 24
VUCPSMV_DN3321_c0_gl_i6 (CT)7 14 VUPOTY _DN4868 c0 g2 il  (CT)7 14 VUSECA_DN15020 _c0 gl i7  (CT)7 14
VUCPSMV_DN7869 _c0_gl il (CT)7 14 VUPOTY DN7082 c0 g1 il  (CT)7 14 VUSECA _DN5630_c0_g1 il (CT)7 14
VUCPSMV_DN7869_c0_gl_i2 (CT)7 14 VUPOTY DN7082 c0 g1 i4  (CT)7 14 VUSECA_DN5630_c0_g1_i2 (CT)7 14
VUCPSMV_DN11401 c0 g1 i3  (CT)7 14 VUPOTY DN7539 c0 g1 il  (CT)7 14 VUSECA DN12761 c0 gl i4  (CT)7 14
VUCPSMV_DN11477 ¢0 g1 i1 (CT)7 14 VUPOTY DN9280 c0 g1 i2  (CT)7 14 VUSECA DN16358 c0 gl i1 (CT)7 14
VUCPSMV_DN1352_c1_gl_i5 (CT)7 14 VUPOTY_DN9708 c0 g1 i2  (CT)7 14 VUSECA_DN13896_c0 gl i8  (CT)7 14
VUCPSMV_DN1352_c1_gl_i4 (CT)7 14 VUPOTY_DN9708_c0 g1 i7  (CT)7 14 VUSECA_DN13896_c0 gl i2  (CT)7 14
VUCPSMV_DN10333 c0 g1 i1  (GA)7 14 VUPOTY_DN10423 c0 gl i1  (GA)8 16 VUSECA_DN3069_c0_g1_i2 (GA)8 16
VUCPSMV_DN10333 c0_gl_i2  (GA)7 14 VUPOTY_DN10423 c0 gl i2  (GA)8 16 VUSECA_DN3069_c0_g1_il (GA)8 16
VUCPSMV_DN55599 c0 gl i1  (GA)7 14 VUPOTY DN34464 c0 gl i1 (GA)7 14 VUSECA DN76881 cO gl i1 (GA)7 14
VUCPSMV_DN792_c0 g1 _i17 (GA)7 14 VUPOTY DN4344 c0 gl il0  (GA)7 14 VUSECA DN15533 c0 gl i1 (GA)7 14
VUCPSMV_DN792 c0 gl i14 (GA)7 14 VUPOTY DN4344 c0 gl i12  (GA)7 14 VUSECA DN15533 c0 gl i7  (GA)7 14
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VUCPSMV_DN616_c0_g1_i3 (GA)7 14 VUPOTY_DN53553 c0 gl i1 (GA)7 14 VUSECA DN148544 c0 gl il (GA)7

VUCPSMV_DN11684 ¢c0_gl_i20  (GA)7 14 VUPOTY_DN5769 c0 gl i2  (GA)7 14 VUSECA_DN3554 c0_gl_ild  (GA)7 14
VUCPSMV_DN11684 c0_gl_i22 (GA)7 14 VUPOTY DN5769 c0 gl i4  (GA)7 14 VUSECA_DN3554 c0_g1_i3 (GA)7 14
VUCPSMV_DN6150_c0_gl_i2 (GA)7 14 VUPOTY_DN596_c0_gl i2 (GA)8 16 VUSECA_DN11046 c0 gl i3  (GA)8 16
VUCPSMV_DN5872_c0_gl_i2 (GA)7 14 VUPOTY DN6017 c0 gl il  (GA)7 14 VUSECA _DN13573 c0 gl i6  (GA)9 18
VUCPSMV_DN5872_c0_gl_i4 (GA)7 14 VUPOTY _DN6017 c0 g1 i3  (GA)7 14 VUSECA DN13573 c0 gl i2  (GA)9 18
VUCPSMV_DN5872_c0_gl_i3 (GA)7 14 VUPOTY_DN6017 c0 g1 i5  (GA)7 14 VUSECA DN13573 c0 gl i1 (GA)9 18
VUCPSMV_DN5872_c0_gl_il (GA)7 14 VUPOTY_DN6017 c0 g1 i6  (GA)7 14 VUSECA DN13573 c0 gl i5  (GA)9 18
VUCPSMV_DNB8087_c0_gl_i6 (GA)7 14 VUPOTY_DN9568 c0 gl i2  (GA)7 14 VUSECA_DN4904 c0_g1_i6 (GA)7 14
VUCPSMV_DN8315_c0_gl_i2 (GT)7 14 VUPOTY DN2870 c1 gl il (GT)7 14 VUSECA_DN1646_c0_g1_il (GT)7 14
VUCPSMV_DN8315 _c0_gl il (GT)7 14 VUPOTY DN2870 c1 gl i2  (GT)7 14 VUSECA_DN1646_c0_g1_i3 (GT)7 14
VUCPSMV_DN8944_c0_g1 il (GT)7 14 VUPOTY DN9221 c0 gl il  (GT)8 16 VUSECA_DN22339 c0 gl i2  (GT)9 18
VUCPSMV_DN7823_c0_gl_i3 (TAY7 14 VUPOTY_DN11233 c0 gl i4  (TA)7 14 VUSECA_DN99031 c0 gl i1 (TA)7 14
VUCPSMV_DN9921_c0_g1_il (TAY7 14 VUPOTY_DN11262_c0 gl i2  (TA)7 14 VUSECA_DN12705 c0 gl i1 (TA)7 14
VUCPSMV_DN11146 c0 gl i3  (TA)7 14 VUPOTY_DN14699 c0 g2 i1 (TA)7 14 VUSECA DN22540 c0 gl i2  (TA)7 14
VUCPSMV_DN50619 c0 gl i1 (TA)7 14 VUPOTY_DN15019 c0 gl i1 (TA)7 14 VUSECA_DN2163 c0_g1 il (TA)7 14
VUCPSMV_DN10473 c1 gl i1 (TA)7 14 VUPOTY_DN15307_c0_gl i2  (TA)11 22 VUSECA DN13631 c0 gl i1 (TA)7 14
VUCPSMV_DN30940 c0 gl i1 (TA)7 14 VUPOTY_DN26072_cO gl i1 (TA)7 14 VUSECA_DN49253 c0 gl i1 (TA)7 14
VUCPSMV_DN23261 c0 g1 il  (TA)7 14 VUPOTY_DN30224 c0 gl i1 (TA)7 14 VUSECA DN53351 c0 gl i1 (TA)7 14
VUCPSMV_DN2998_c0_g1_i6 (TAY7 14 VUPOTY_DN3240 c0 gl i4  (TA)7 14 VUSECA_DN4305_c0_gl_i5 (TA)11 22
VUCPSMV_DN2998_c0_g1_il (TAY7 14 VUPOTY_DN3240 c0 gl i7  (TA)7 14 VUSECA_DN4305_c0_g1_i4 (TA)11 22
VUCPSMV_DN3093_c0_g1_i3 (TAY7 14 VUPOTY DN3416_c0 g2 il  (TA)6 12 VUSECA_DN2955_c0_g1_i6 (TA)6 12
VUCPSMV_DN4190_c0_g1_i4 (TAY7 14 VUPOTY _DN5290 c0 gl il  (TA)7 14 VUSECA_DN18770 c0 gl i1 (TA)7 14
VUCPSMV_DN4190 _c0_gl_i8 (TA)7 14 VUPOTY DN5290 c0 g1 i3 (TA)7 14 VUSECA DN18770 cO gl i2  (TA)7 14
VUCPSMV_DN4190_c0_gl_i5 (TA)7 14 VUPOTY _DN5290 c0 g1 i6  (TA)7 14 VUSECA DN18770 c0 gl i3  (TA)7 14
VUCPSMV_DN9988_c0_gl_i2 (TA)7 14 VUPOTY DN5497 c0 gl il (TA)7 14 VUSECA DN14833 c0 gl i1 (TA)7 14
VUCPSMV_DN9988_c0_gl il (TA)7 14 VUPOTY DN5497 c0 gl i2  (TA)7 14 VUSECA DN14833 c0 gl i2  (TA)7 14
VUCPSMV_DN14295 c0 g1 i3  (TC)7 14 VUPOTY_DN10841 c0 gl i2  (TC)7 14 VUSECA_DN6035_c0_g1_i2 (TC)7 14
VUCPSMV_DN5690_c0_g1_il (TC)7 14 VUPOTY_DN13243 c0 gl i1 (TC)7 14 VUSECA_DN124 c1 gl il (TC)7 14
VUCPSMV_DN10337 c0 g1 il  (TC)7 14 VUPOTY_DN13608 c0 gl i1  (TC)7 14 VUSECA_DN3857 c1_g1_il (TC)7 14
VUCPSMV_DN15152 c0 gl il (TC)7 14 VUPOTY_DN14342_c0 gl i1 (TC)7 14 VUSECA_DN29289 c0 gl i1 (TC)7 14
VUCPSMV_DN15152_¢c0 gl _i2  (TC)7 14 VUPOTY DN14342 c0 gl i2  (TC)7 14 VUSECA DN29289 c0 gl i2  (TC)7 14
VUCPSMV_DN13209 c0 gl i1  (TC)7 14 VUPOTY DN16713 c0 gl i1 (TC)7 14 VUSECA DN523 c1 gl i5 (TC)9 18
VUCPSMV_DN1673_c0_gl_i4 (TC)7 14 VUPOTY_DN195 c0 g2 i2 (TC)9 18 VUSECA DN27748 c0 g2 i1 (TC)7 14
VUCPSMV_DN15025 c1 g1 i1 (TC)7 14 VUPOTY DN36549 c0 gl i1 (TC)7 14 VUSECA DN12473 c0 gl i4  (TC)7 14
VUCPSMV_DN1339_c2_gl_i2 (TC)7 14 VUPOTY_DN39409 c0 gl i1  (TC)6 12 VUSECA_DN125525 c0 g1 il (TC)7 14
VUCPSMV_DN46546_c0 g1 i1 (TC)7 14 VUPOTY DN5181 ¢0 gl i2  (TC)7 14 VUSECA_DN4587 c0_g1_i2 (TC)7 14
VUCPSMV_DN4642_c0_gl_i7 (TC)7 14 VUPOTY_DN6832_c0 g1 il (TC)7 14 VUSECA_DN2088_c1_g1_i8 (TC)7 14
VUCPSMV_DN4642_c0_gl_i16  (TC)7 14 VUPOTY_DN6832_c0_g1_il0  (TC)7 14 VUSECA_DN2088_c1_g1_il (TC)7 14
VUCPSMV_DN4642 c0 gl i14  (TC)7 14 VUPOTY DN6832 c0 gl ill  (TC)7 14 VUSECA_DN2088_c1 gl _i4 (TC)7 14
VUCPSMV_DN4642 c0 gl _i4 (TC)7 14 VUPOTY DN6832 c0 g1 i3 (TC)7 14 VUSECA DN2088 c1 gl i9 (TC)7 14
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Tabela suplementar 02: Relacdo dos transcritos que apresentam sequéncias de microssatelites polimorficos , usados para o desenho dos primers.

TRANSCRITO TAMANHO TRANSCRITO TAMANHO TRANSCRITO TAMANHO
(SSR_CABMV) SR (pb) (SSR_CPSMV) SR (pb) (SSR_DR) SR (pb)
VUCPSMV_DN377 c1 gl il  (CTT)7 21 VUPOTY_DN7529 c0 gl ill (CTT)6 18 VUSECA DN3849 cl1 g1 i2  (CTT)5 15
VUCPSMV_DN6728_c0_gl_il  (TCA)5 15 VUPOTY_DN45419 c0 gl i1 (TCA)6 18 VUSECA _DN59952 c0 gl i1 (TCA)7 21
VUCPSMV_DN864 c0 g2 i2  (GAT)6 18 VUPOTY_DN1729 c0 gl i2  (GAT)8 24 VUSECA DN23411 c0 g2 i1  (GAT)7 21
VUCPSMV_DN1480_c0_gl il  (TGA)7 21 VUPOTY_DN18144 c0 gl i1  (TGA)9 27 VUSECA DN1176 c1 gl il  (TGA)8 24
VUCPSMV_DN18959 c0 gl i2 (TGA)8 24 VUPOTY_DN5020 c1 gl il (TGA)10 30 VUSECA DN119560 c0_gl il (TGA)11 33
VUCPSMV_DN8619_c0_gl_i6 (GAA)6 18 VUPOTY_DN5986_c0 gl i2  (GAA)9 27 VUSECA DN15423 c0 gl i5 (GAA)S 24
VUCPSMV_DN16955 c0_gl_ i1 (TC)20 40 VUPOTY_DN7122 c0 g2 i2  (TC)7 14 VUSECA DN15440 c0 gl i2  (TC)9 18
VUCPSMV_DN4247 c0_gl_i4  (TC)16 32 VUPOTY_DN2364 c0 gl i2  (TC)9 18 VUSECA DN2946 c0 g5 il  (TC)13 26
VUCPSMV_DN11609_c0 gl i1 (AG)19 38 VUPOTY_DN9913 c0 gl il  (AG)13 26 VUSECA_DN33675 c0_gl i2  (AG)18 36
VUCPSMV_DN3170 c0 gl i1  (CT)12 24 VUPOTY_DN2136_c0_gl il5 (CT)7 14 VUSECA DN8494 c0 g1 i3  (CT)15 30
VUCPSMV_DN7419 c0 gl il  (TC)13 26 VUPOTY_DN10355 c0 gl i1 (TC)8 16 VUSECA DN10018 cO gl i4  (TC)5 10
VUCPSMV_DN45006_c0_gl i1 (CT)21 42 VUPOTY_DN31038 _c0 gl i1  (CT)18 36 VUSECA_DN109369 _c0 g1 il  (CT)3 6
VUCPSMV_DN17258 ¢c0_gl_ i1 (AG)20 40 VUPOTY_DN7147 c0 gl i4  (AG)18 36 VUSECA DN22024 c0 gl i2  (AG)19 38
VUCPSMV_DN23908 c0 g1 i1 (AT)11 22 VUPOTY_DN22664 c1 gl i1  (AT)9 18 VUSECA DN86337 c0 gl i1 (AT)7 14
VUCPSMV_DN44696_c0_gl i1  (AT)8 16 VUPOTY_DN44589 c0 gl i1  (AT)6 12 VUSECA DN48047 c0 gl i1 (AT)7 14
VUCPSMV_DN3965_c0_gl i1l  (AT)8 16 VUPOTY_DN7195 c0 gl il2  (AT)6 12 VUSECA DN27593 c0 gl i2  (AT)9 18
VUCPSMV_DN2425 ¢l gl il  (TC)l1 22 VUPOTY_DN15001 c1 gl il  (TC)9 18 VUSECA DN11538 c0 gl i1  (TC)10 20
VUCPSMV_DN8944 c0 gl i1  (GT)7 14 VUPOTY_DN9221 c0 g1 il  (GT)8 16 VUSECA DN22339 c0 gl i2  (GT)9 18
VUCPSMV_DN8027_c0_gl il  (TA)11 22 VUPOTY DN8728_cl1 gl i2  (TA)12 24 VUSECA_DN4378_c0_g1_i2 (TA)6 12
VUCPSMV_DN9027 c0 gl i3  (TA)6 12 VUPOTY_DN4008_c0 gl il  (TA)7 14 VUSECA DN10937 c0 gl i2  (TA)8 16
VUCPSMV_DN9027 c0 gl i2  (TA)6 12 VUPOTY_DN4008_c0 gl i6  (TA)7 14 VUSECA DN10937 c0 gl i1 (TA)8 16
VUCPSMV_DN3564_c0_g2_i4  (AT)9 18 VUPOTY_DN10645 c0 gl i3 (AT)11 22 VUSECA _DN26917 c0 gl i1  (AT)10 20
VUCPSMV_DN46994 c0 gl i1 (CT)10 20 VUPOTY_DN7098 c0 gl i8  (CT)12 24 VUSECA DN24221 cO gl i4  (CT)9 18
VUCPSMV_DN33324 ¢c0 gl i1 (TA)10 20 VUPOTY_DN40204 c0 gl i1 (AT)12 24 VUSECA DN126330 c0 g1 il  (AT)6 12



VUCPSMV_DN9056_c0_gl_i2
VUCPSMV_DN8343_c0_gl_i10
VUCPSMV_DNB8343_c0_gl_i4
VUCPSMV_DN16734 c0_gl_i2
VUCPSMV_DN16954 c0_g1 il
VUCPSMV_DN3630_c1_gl il

(TC)12
(TC)20
(TC)20
(TC)13
(CT)12
(CT)4

24
40
40
26
24

VUPOTY_DN1068_c2_g1_il
VUPOTY_DN3161_c1_ gl i10
VUPOTY_DN3161_c1_g1_i8
VUPOTY_DN50421_c0_gl il
VUPOTY_DN10456_c1 gl il
VUPOTY_DN42053 c0 g1 i1

(TC)14
(TC)22
(TC)22
(TC)18
(CT)18
(CT)21

28
44
44
36
36
42

VUSECA_DN40544 c0 g1 _i1
VUSECA_DN5302_c0_g1_i12
VUSECA_DN5302_c0_g1_i2
VUSECA_DN24346_c0_gl_i2
VUSECA_DN30978 c0 g1l i1
VUSECA_DN59680_c0_g1 i1

(TC)13
(TC)19
(TC)19
(TC)19
(CT)15
(CT)12

26
38
38
38
30
24
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