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RESUMO GERAL

No Brasil, esforcos de pesquisa estdo sendo conduzidos para tentar transformar o grdo-de-bico
em opcdo comercial viavel para atender tanto o mercado interno quanto o mercado exterior.
Esses esforcos envolvem a selecdo e desenvolvimento de cultivares adaptadas as condigdes
brasileiras para plantio durante o inverno com suplementacdo de irrigagcdo. Uma alternativa de
interesse seria utilizar o grdo-de-bico no sistema de “safrinha” e em plantios de sequeiro. No
entanto, somente o desenvolvimento de cultivares com niveis elevados de toleréncia ao déficit
hidrico viabilizaria o cultivo do grao-de-bico no sistema “safrinha”. As estimativas dos niveis
de tolerdncia ao estresse hidrico demandam andlises de multiplos parametros
morfoagrondmicos, especialmente em condi¢Ges de campo. Neste contexto, o presente trabalho
objetivou avaliar uma colecdo de diferentes acessos grdo-de-bico em relagdo a aspectos
relacionados ao rendimento sob condi¢Bes impostas de déficit hidrico. O experimento a campo
foi conduzido na area experimental da Embrapa Hortalicas — Distrito Federal, no periodo de
marco de 2022 a agosto de 2022. Apds as avaliacdes, os acessos de grdo-de-bico foram
agrupados de acordo com diferentes classes fenotipicas, incluindo tolerancia e intolerancia ao
déficit hidrico, bem como arquitetura da planta expressa pela presenca de acessos com
estruturas foliares eretas, semieretas ou prostradas. Apesar de amplamente utilizada, a triagem
de materiais genéticos para tolerancia a seca baseada exclusivamente no fen6tipo ndo permite
a precisdo necessaria na selecdo devido a plasticidade fenotipica inerente as plantas.
Atualmente, marcadores moleculares geneticamente associados a caracteristicas de interesse
sdo essenciais para aumentar a precisdo da selecdo de plantas superiores em programas de
melhoramento. No grdo-de-bico, o desenvolvimento de marcadores moleculares de DNA foi
favorecido pela disponibilizacdo de trés genomas completos de Cicer arietinum no “Pulse Crop
database”. Nesse contexto, o objetivo da analise laboratorial do presente trabalho foi amplificar
via PCR e identificar polimorfismos em genes candidatos previamente descritos em associacdo
com tolerancia a seca no genoma de seis acessos contrastantes de grao-de-bico avaliados e
classificados no experimento a campo. Polimorfismos em um ou mais dos seis acessos
contrastantes de gréo-de-bico foram observados em onze regides gendmicas: SNF1-related
protein kinase; aminoaldehyde dehydrogenase; abscisic acid stress and ripening — ASR; CAP2
(apetala 2) promoter; Dehydrin; Dehydrin responsive element binding protein; Cicer arietinum
gene Erecta; Cicer arietinum Erecta Promoter; Sucrose phosphate synthase — SPS; Sucrose
Synthase — SuSy e o gene Tiller angle control (TAC). Polimorfismos exclusivos foram
detectados para diferentes acessos e diferentes classes fenotipicas, podendo ser explorados
como marcadores moleculares em populagcdes segregantes para validar a correlacdo com
fenotipo de arquitetura vegetal e tolerancia a seca.

Palavras-chave: grdo-de-bico, parametros morfoagrondmicos, tolerancia a seca, déficit
hidrico, marcadores moleculares



GENERAL ABSTRACT

In Brazil, research efforts are being conducted to try to convert chickpeas into a viable
commercial option for both the domestic and foreign markets. These efforts involve the
selection and development of cultivars adapted to Brazilian conditions for planting during
winter with irrigation supplementation. An alternative of interest would be to use chickpeas in
the “safrinha” system and in rain-fed plantings. However, only the development of cultivars
with high levels of tolerance to water deficit would make the cultivation of chickpea in the
“safrinha” system feasible. Estimates of the tolerance levels to water stress require analyses of
multiple morphoagronomic parameters, especially under field conditions. In this context, the
present work aimed to evaluate a collection of different chickpea accessions regarding yield-
related aspects under imposed water deficit conditions. The field experiment was conducted in
the experimental area of Embrapa Vegetable Crops — Distrito Federal, in the period from March
2022 to August 2022. After the evaluations, the chickpea accessions were grouped according
to different phenotypic classes, including tolerance and intolerance to water deficit, as well as
plant architecture expressed by the presence of erect, semi-erect or prostrate foliage. Although
widely used, screening genetic materials for drought tolerance based solely on phenotype does
not allow the necessary precision in selection due to the phenotypic plasticity inherent in plants.
Currently, molecular markers genetically associated with traits of interest are essential to
increase the accuracy of selection of superior plants in breeding programs. In chickpea, the
development of DNA molecular markers was greatly favored after the availability of three
complete genomes of Cicer arietinum in the “Pulse Crop database”. In this context, the
objective of the laboratory analysis of the present work was to amplify via PCR and identify
polymorphisms in candidate genes previously described in association with drought tolerance
in the genome of six contrasting chickpea accessions evaluated and classified in the field
experiment. Polymorphisms in one or more of the six contrasting chickpea accessions were
observed in eleven genomic regions viz. SNF1-related protein kinase; aminoaldehyde
dehydrogenase; abscisic acid stress and ripening — ASR; CAP2 (apetala 2) promoter; Dehydrin;
Dehydrin responsive element binding protein; Cicer arietinum gene Erecta; Cicer arietinum
Erecta Promoter; Sucrose phosphate synthase — SPS; Sucrose Synthase — SuSy and the Tiller
angle control (TAC) gene. Unique polymorphisms were detected for different accessions and
different phenotypic classes and can be exploited as molecular markers in segregating
populations to validate the correlation with the traits of plant architecture and drought tolerance.

Keywords: chickpea, morphoagronomic parameters, drought tolerance, water deficit,
molecular markers.
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1 INTRODUCAO GERAL

A vulnerabilidade das plantas frente as mudancas climaticas € um problema que
representa uma enorme ameaca a producdo mundial de alimentos. Ao longo do ciclo produtivo,
as plantas podem sofrer diferentes tipos de estresses, como salino, altas temperaturas,
deficiéncias ou excessos de nutrientes, entre outros. Entretanto, o estresse por seca representa
isoladamente o maior potencial de danos as plantas. A seca € um fendmeno caracterizado pela
interacdo entre a reducdo da precipitacdo e a diminuicdo do lencol freatico associado ao
aumento de temperaturas (SANTINI, 2022). O aquecimento global tem sido responsavel por
afetar diretamente as temperaturas e precipitagdes mundiais, evidenciando o potencial de
agravamento das severidades das secas nos proximos anos. Adaptar as plantas cultivadas aos
novos desafios climaticos, é de extrema importancia para assegurar a producao de alimentos do
futuro (CAMPOS; SANTOS; NACARATH, 2021).

O gréo-de-bico € uma leguminosa rica em proteinas, apresentando grande producdo em
paises em desenvolvimento. Caracteriza-se como a segunda leguminosa mais consumida no
mundo, ficando atras apenas da soja (NASCIMENTO et al., 2016). A india é o maior produtor
e consumidor mundial de grdo-de-bico, porém, apesar do destaque em producdo, o pais ndo é
considerado autossuficiente, necessitando de importacbes para atender a necessidade do
mercado (ICRISAT, 2019). No Brasil, a producéo de grao-de-bico ainda é insuficiente para
atender a demanda nacional (AVELAR et al., 2018). Entretanto, a producéo de grdo-de-bico
tem aumentado no pais, e o Cerrado brasileiro tem se mostrado de extrema importancia no
cenario de expansdo do cultivo, visto que as produtividades da cultura apresentadas neste
bioma, estdo acima das produtividades mundiais (QUEIROGA, 2021).

O cultivo grédo-de bico no Brasil é realizado em plantio sequeiro, ou seja, a semeadura
é realizada logo apds o periodo chuvoso, sendo a umidade do solo a principal fonte de dgua
disponivel para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Neste sistema de plantio, se a
ocorréncia de chuvas for insuficiente para manter o nivel adequado de umidade do solo, a planta
passara por estresse hidrico ao longo do seu desenvolvimento. O estresse hidrico quando afeta
o cultivo de grdo-de-bico no estagio de florescimento e enchimento de grdos, promove perdas
significativas na produtividade podendo variar entre 40 e 50% da producdo (VARSHNEY et
al., 2014). Apesar do grdo-de-bico ser considerado uma cultura tolerante a seca, € preciso, por

meio do melhoramento genético, aumentar os niveis de tolerancia da planta, para sustentar a



produtividade sob condicdo déficit hidrico e fortalecer a cultura como opcéo de diversificacéo
de cultivo no Brasil (QUEIROGA, 2021).

A selecdo de gendtipos grdo-de-bico baseados na triagem de caracteristicas
morfoagrondmicas, vem sendo adotada pelos programas de melhoramento da cultura,
selecionando plantas que apresentam melhor desenvolvimento e produtividade em condic¢des
de déficit hidrico. Porém, a selecdo de plantas baseadas apenas no fenotipo, é um processo
oneroso e que pode ser aperfeicoado com o uso de marcadores moleculares (NADEEM et al.,
2018). A adocdo de marcadores no processo de melhoramento otimiza o tempo e a eficiéncia
de selecdo de plantas tolerantes ao estresse hidrico, visto que um marcador molecular é
detectavel em qualquer estagio de desenvolvimento da planta.

Em condicdo de estresse, as plantas desenvolvem mecanismos de sobrevivéncia que
podem ser de ordem morfolodgica, fisiologica, biogquimica e molecular (OSAKABE et al., 2014).
Através da elucidacdo dos mecanismos moleculares, é possivel identificar marcadores ligados
ao DNA associados a caracteristica de tolerancia da planta ao estresse. Os marcadores
moleculares representam um gene ou uma sequéncia de DNA com localiza¢do cromossémica
conhecida que controla (ou se encontra associada) com uma determinada caracteristica
fenotipica (NADEEM et al., 2018).

O grao-de-bico apresenta uma enorme variabilidade genética para tolerancia a seca, o
que permite a utilizacdo de genes em programas de melhoramento a fim de melhorar a
adaptabilidade da cultura (JING et al., 2010). Neste contexto, o desenvolvimento de cultivares
de grdo-de-bico adaptadas as novas condi¢fes ambientais se faz necessario, direcionado para
tal estudos sobre os mecanismos genéticos envolvidos nas respostas de tolerancia ao déficit

hidrico e/ou que apresentem maior eficiéncia no uso da agua.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar uma colecdo de acessos e cultivares de gréo-de-bico, quanto a tolerancia e
intolerancia ao estresse hidrico, através da avaliacdo de caracteristicas morfoagrondmicas e
aspectos relacionados ao rendimento, sob condi¢éo de déficit hidrico. Posteriormente, submeter
um subconjunto de materiais genéticos contrastantes (classificados como tolerantes e
suscetiveis) a validagdo de marcadores moleculares derivados de genes candidatos a tolerancia

a seca na cultura.
2.2 Objetivos especificos
I.  Awvaliar caracteristicas morfoagrondmicas e aspectos relacionados ao rendimento de
diferentes genotipos e cultivares comerciais de grao-de-bico sob condicdo de déficit

hidrico

Il.  Validar marcadores moleculares para a tolerancia a déficit hidrico
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Grao-de-bico

O gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) € uma leguminosa originaria da regido sudeste da
Turquia, pertencente a familia Fabaceae (IBPGR, 1985). Caracteriza-se como uma planta
herbacea, de ciclo anual, que apresenta melhor desempenho de producdo em condigdes
subtropicais e temperadas, sendo, entretanto, adaptada a uma ampla variabilidade climatica e
estando atualmente presente em mais de 56 paises (QUEIROGA, 2021). A cultura possui
grande importancia econdmica por se tratar da segunda leguminosa mais consumida no mundo,
atras apenas da soja (NASCIMENTO et al., 2016; VIEIRA, 2001). A india é o maior produtor
e consumidor mundial de grdo-de-bico, porém, apesar do destaque em producdo, o pais ndo é
considerado autossuficiente pois necessita de importacdes para atender a necessidade do
mercado seu mercado interno (ICRISAT, 2019).

O gréao-de-bico é uma planta autdgama, diploide (2n = 2x = 16), apresentando variacao
no tempo para a floracdo, podendo ocorrer de 24 a 80 dias ap6s a semeadura a depender do
genotipo (QUEIROGA, 2021; SAJJA; SAMINENI; GAUR, 2017). As cores das flores podem
ser utilizadas para diferenciar os tipos de grdo-de-bico e sdo normalmente de cor purpura ou
branca. Geralmente as vagens comecam a aparecer seis dias apés a fertilizacdo, e demoram
cerca de quatro semanas para completar o ciclo de produgédo da semente, apresentando uma ou
duas sementes por vagem (AUCKLAND; VAN DER MAESEN, 1981). As sementes podem
apresentar formato angular, cilindrico ou arredondado com a superficie enrugada ou lisa e 0
peso de 100 sementes pode variar de 8 a 75 gramas (NASCIMENTO et al., 2016).

Séo cultivados dois principais grupos distintos de gréo-de-bico, os tipos “Desi” e
“Kabuli”. As cultivares do tipo “Desi” correspondem a cerca de 85% da produgdo da cultura e
sdo caracterizados por possuir sementes coloridas com tonalidades e combinagfes de marrom,
amarelo, verde e preto (AUCKLAND; VAN DER MAESEN, 1981). Além disso, apresentam
sementes pequenas e angulares com superficie rugosa protegidas por um espesso tegumento, as
flores sdo normalmente de cor purpura, além disso, as plantas apresentam presenca de pigmento
antocianina nas hastes (QUEIROGA, 2021; SAJJA; SAMINENI; GAUR, 2017). Os de tipo
“Kabuli” apresentam sementes grandes, de cor brancas ou beges com tegumento fino e liso e
formato de cabeca de carneiro (IBPGR, 1985). As flores sdo brancas e as plantas apresentam

auséncia de pigmentos do grupo das antocianinas.
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Distintas caracteristicas da planta de grdo-de-bico que podem condicionar melhor
adaptacdo as condi¢des de déficit hidrico. Dependendo do &ngulo de insercdo dos ramos e a
projecdo do solo, a planta pode assumir o habito de crescimento ereto, semi-inclinado, inclinado
ou prostrado (NASCIMENTO et al., 2016). A arquitetura da planta é uma caracteristica
agrondmica afetando substancialmente o rendimento de grdos, principalmente devido a sua
grande influéncia na densidade da planta (WANG et al. 2022). Essa familia de genes também
pode apresentar um efeito indireto no rendimento das plantas sob estresse hidrico uma vez que
0 posicionamento ereto da folhagem reduz consideravelmente a incidéncia direta dos raios
solares nos limbos foliares (GONZALES-ARCOS et al., 2019). Essa angulagéo foliar reduz,
desta forma, os efeitos oxidativos negativos sobre a fotossintese das plantas, especialmente nas
horas mais quentes do dia quando o sol se encontra no chamado “zenith angel” (BRAGHIERE
et al. 2020). Como mecanismo de controle de evapotranspiracdo e de defesa contra pragas, a
planta apresenta pelos glandulares e ndo glandulares, em toda sua extensdo, exceto nas pétalas
das flores (SAJJA; SAMINENI; GAUR, 2017). Os pelos glandulares secretam uma substancia
acida contendo uma mescla de acidos oxalico, malico e citrico. As folhas podem ser simples ou
compostas, contendo de 6 a 7 pares de foliolos opostos ou alternados com formato oval ou
eliptico e com margens serrilhadas. O gréo-de-bico possui um sistema radicular robusto,
composto por uma raiz principal (que pode chegar a 3 metros de profundidade) e varias raizes
secundarias. A profundidade atingida pelas raizes favorece a sobrevivéncia da planta em
condicdes de déficit hidrico (SHARMA et al., 2013).

Além da importancia econdmica, o grdo-de-bico possui grande importancia nutricional,
apresentando de 25,3 a 28,9% de proteina, além de aminoacidos essenciais, célcio, fosforo,
ferro e vitaminas (SAJJA; SAMINENI; GAUR, 2017). A producdo de grdo-de-bico no Brasil,
ainda é pequena e insuficiente para atender o mercado nacional, necessitando importar produto
do México e da Argentina (AVELAR et al., 2018). A demanda pelo consumo desta leguminosa
no pais tem aumentado, em substituicdo a proteina da soja, na medida que aumenta 0 nimero
de consumidores adeptos a estilos de vida mais saudaveis e naturais. Além do consumo “in
natura”, o grao-de-bico apresenta grande versatilidade de usos, podendo ser empregado na
fabricacdo de hamburgueres, na produgéo de cervejas, como farinha na fabricagdo de paes, entre
outros (NASCIMENTO et al., 2016).

De acordo Nascimento et al., (2016) no Brasil, o grdo-de-bico tem se mostrado como
uma excelente opgéao de cultivo de segunda safra verdo (“safrinha”). Grande parte da producéo

de grdo-de-bico no pais encontra-se na regido sul, devido ao clima ameno. Porém, cultivares
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adaptadas as condigdes do “Cerrado” vem sendo desenvolvidas e algumas apresentam
produtividade acima das médias mundiais (QUEIROGA, 2021). Sendo assim, 0 grao-de-bico
possui grande potencial de em pouco tempo se tornar uma nova opcao de cultivo para o cerrado
brasileiro (QUEIROGA, 2021). O aumento da producdo da cultura no pais deve visar atender
ndo somente a demanda nacional, como também a internacional, pois o grdo-de-bico é um
importante produto de exportaco, ja que como mencionado, a india necessita importar grao-

de-bico de outros paises para atender a demanda de consumo da populacéo.

4.2 Déficit hidrico

Estresse abidtico € definido como qualquer influéncia do ambiente sob o
desenvolvimento das plantas que ndo a permitam expressar inteiramente o seu potencial
genético (BOREM; RAMALHO, 2022). Ao longo do ciclo de producio, as plantas podem
passar por diversos estresses abidticos como o hidrico (seca), salino e altas temperaturas e
estresses por deficiéncias ou excessos de nutrientes (nitrogénio, fosforo, aluminio, além de
metais pesados). Dentre estes, 0 estresse hidrico é o que apresenta maior potencial de danos as
producdes agricolas, pois a &gua estd envolvida em diversos processos fisiologicos
fundamentais a sobrevivéncia, desenvolvimento e perpetuacdo das plantas (TAIZ et al., 2017).
Sendo assim, a auséncia dessa substancia simples desencadeia uma série de desordens que
afetam desde processos fisioldgicos como a fotossintese até a produtividade dos cultivos.

Atualmente observa-se variag6es climaticas rigorosas ocorrendo no Brasil e no mundo.
Nunca antes tinha sido observado tantas ocorréncias de mudancas nos periodos climaticos no
ano, nem tanta severidade de chuvas, secas prolongadas, geadas inesperadas e calor intenso. O
relatorio IPCC (“The Intergovernmental Panel on Climate Change”) intitulado “Climate
Change and Land” divulgado pela ONU, trata sobre as mudancas no clima em todo o mundo
e, nos traz o alerta de que alteracGes nas temperaturas globais influenciam diretamente a
mudanca na sazonalidade das chuvas, a disponibilidade de &gua doce e coloca em risco a
biodiversidade microbiana, vegetal e animal. Além disso, as ocorréncias de periodos de secas
prolongadas sdo responsadveis por acarretar grandes prejuizos as producgdes agricolas
(CAMPOS; SANTOS; NACARATH, 2021).

De acordo Santini et al., (2022), a seca esta diretamente relacionada aos impactos na
produtividade de culturas em escala global. Compreender tais danos torna-se uma questéo de

seguranca alimentar, visto que tem se observado um aumento da ocorréncia de secas em todo o
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mundo. O déficit hidrico tem sido responsavel por influenciar a producéo de diferentes cultivos
como os de feijdo-caupi (NASCIMENTO et al., 2011), algoddo (DE ALMEIDA et al., 2017),
milho (SILVA et al., 2021), sorgo e trigo (SANTINI et al., 2022), grdo-de-bico (PANG et al.,
2017), soja (GAVA et al., 2015), entre outras culturas.

E de fundamental importancia o desenvolvimento de plantas adaptadas as novas
condi¢des ambientais a fim de minimizar os prejuizos a producéo agricola. Diante do aumento
da ocorréncia de oscilagdes climaticas, e a ocorréncia de maiores periodos de estiagem, diversos
institutos de pesquisas tém surgido e outros tém direcionado suas linhas de pesquisas a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta de defesa vegetal, bem como ao
desenvolvimento de plantas tolerantes ao déficit hidrico e/ou que apresentem maior eficiéncia

no uso da agua.

4.3 Resposta das plantas ao déficit hidrico

A percepcao pela planta de um estresse desencadeia uma cascata de respostas. As
plantas possuem a capacidade de se adequar a diferentes condi¢cdes ambientais por meio de
adaptacbes morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas, além de mecanismos moleculares
(OSAKABE et al., 2014). Fatores como severidade, frequéncia e duracdo do estresse
influenciam a resposta da planta e o nivel de danos causados, independente do estresse imposto.
Entretanto, se tratando do estresse por déficit hidrico, a severidade dos danos também estdo
relacionados a fatores como a estrutura do solo e capacidade de retencdo de agua, taxa de
evapotranspiracao da cultura, precipitacdo média e nivel de suscetibilidade do genétipo (WERY
etal., 1994).

Na literatura existe uma confusdo que leva a associacao entre os termos tolerancia e
eficiéncia no uso dos recursos. Entretanto, ambos tratam de defini¢des distintas e que possuem
fundamental importancia no desenvolvimento de cultivares quando se trata de déficit hidrico.
A tolerancia se refere a capacidade da planta em sobreviver a condi¢fes ndo favoraveis ao seu
desenvolvimento, e ainda assim deixar descendentes. J& a eficiéncia no uso dos recursos, trata
da relagdo entre produtividade por unidade de recurso disponivel a planta (PATERNIANI,
GUIMARAES; BERNINI, 2022). Diante disso, é notadamente mais efetivo para um programa
de melhoramento, trabalhar no desenvolvimento de plantas eficientes no uso da agua do que

com a tolerancia propriamente dita.
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Ou seja, plantas eficientes no uso da &gua, podem proporcionar menores prejuizos a
producdo em condicdes de déficit hidrico, pois conseguem aproveitar de forma plena e eficaz,
cada m® de 4gua disponivel no solo, expressando seu méaximo em produtividade por unidade de
recurso (PATERNIANI; GUIMARAES; BERNINI, 2022). E quando em condicbes de
fornecimento da demanda hidrica ideal (= conforto hidrico), a mesma planta é capaz de
expressar incrementos em seu potencial produtivo, conhecido como plasticidade fenotipica
(PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING, 2006). Ja plantas tolerantes, em condicdo de
estresse severo, apresentam diminuicdo da produtividade pois, concentram sua energia na
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie (FRITSCHE-NETO; CAVATTE; DO VALE, 2022).
Portanto, para o produtor, existe uma maior vantagem na adogdo de cultivares que sejam
eficientes no uso da agua.

A compreensdo sobre os mecanismos e reacfes das plantas sob condicbes de déficit
hidrico é de extrema importancia para o desenvolvimento de cultivares tolerantes e/ou eficientes
no uso da &gua. Apesar dos avancos em conhecimentos sobre este estresse, as informacées
ainda sdo incipientes, havendo a necessidade de mais estudos principalmente, no que tange a

regulacao génica envolvida na resposta de defesa.

4.4 Mecanismos de defesa ao estresse hidrico em plantas

Diante da percepcdo do inicio do estresse hidrico, a planta busca alternativas de
sobrevivéncia conhecidas como escape, retardo e tolerancia (ABOBATTA, 2019). No escape,
h& uma antecipacdo do ciclo de vida pelas plantas, para evitar o periodo de estresse mais severo,
onde h& maior comprometimento de funcdes fisiologicas. Sendo assim, reduzem o periodo
vegetativo, e produzem flores mais precocemente, a fim de deixar descendentes (TAIZ et al.,
2017). No retardo, as plantas buscam manter um equilibrio hidrico favoravel ao seu
desenvolvimento, retendo dgua em seus tecidos, sendo que esta retencdo se da tanto pelo
aumento da absorcdo de agua por raizes mais profundas e eficientes, quanto pelo fechamento
estomatico reduzindo a perda por transpiracdo (TAIZ et al., 2017). E por altimo, a tolerancia
permite a planta suportar o baixo teor de agua nos tecidos, mantendo seu metabolismo atraves
de alternativas como a acumulacgéo de solutos, modificacdo das paredes celulares, proteinas,

entre outros mecanismos protetores (ASATI et al., 2022).

4.5 Mecanismos fisiologicos e bioquimicos

16



Segundo Dos Santos; Felicio; Domingues (2022), para que exista a expressdo
morfoldgica de uma resposta de defesa, a planta ativa respostas fisioldgicas, como: a producao
de espécies, reativas de oxigénio (EROs), regulacdo hormonal, ajuste osmatico, fechamento
estomatico, inibicdo fotossintética, abscisdo foliar, desestabilizacdo de membranas e proteinas,
reducdo de atividades celulares e metabdlicas, abscisdo foliar, morte celular, entre outros.

As espécies reativas a oxigénio (EROs), fazem parte da defesa antioxidante da planta e
atuam como mensageiros na ativacdo de outros mecanismos de defesa, pois possuem grande
capacidade de reagir com diversos constituintes celulares, e oxida-los (NADEEM et al., 2019;
TAIZ et al., 2017). As formas mais comuns encontradas nas células sob estresse hidrico, sdo
como peroxido de hidrogénio (H203), radical hidroxila (OH"), anion superéxido (O2") e oxigénio
singleto (*O2) (TAIZ et al., 2017). A producgdo e acumulacdo EROs sdo responsaveis por
danificar macromoléculas e a estrutura celular (TAIZ et al., 2017). Dentre as formas
encontradas, o peroxido de hidrogénio (H202) é uma forma moderadamente reativa que se
difunde facilmente entre as membranas, sendo considerado como importante nas vias de
sinalizacdo intracelular. O H20> induz processos como fechamento estomatico, expresséo de
genes de resposta a estresse ambiental, controle do ciclo celular, entre outros (KUMAR SINGH
et al., 2019). A eliminacdo de EROs ¢ realizada por compostos antioxidantes como glutationa
reduzida (GSH), ascorbato (AsA), vitaminas e pigmentos carotenoides, em conjunto com a agao
de enzimas antioxidantes como, superoxidase dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX),
glutationa redutase (GSH) e catalase (CAT) que sdo responsaveis pela conversdo da forma
toxica, para a ndo tdxica nos tecidos da planta (DOS SANTOS; FELICIO; DOMINGUES,
2022). De acordo com Saglam et al., (2011), cultivares resistentes de feijdo comum e capim
cavalo apresentaram aumento nas atividades de SOD, APX, GR sob déficit hidrico. O aumento
da atividade antioxidantes em leguminosas ajuda na tolerancia a seca, protegendo do estresse
oxidativo (NADEEM et al., 2019).

Os fitohormonios como giberelinas, citocininas, auxinas, ABA e etileno estdo
envolvidos na tolerancia a seca e fazem parte da regulacdo hormonal vegetal (NADEEM et al.,
2019). Sob déficit hidrico, a concentragdo de hormdnios como giberelinas, citocininas e auxina
diminui enquanto etileno e ABA tendem a aumentar. A superexpresséo de genes induzidos pelo
ABA pode ser uma alternativa para melhorar a tolerancia ao déficit hidrico em plantas
(ESTRADA-MELO et al., 2015; VERMA et al., 2019). O &cido jasmo6nico também esta
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relacionado com a tolerancia a seca por estar envolvido em processos como fechamento
estomatico, eliminacdo de EROs e desenvolvimento de raizes (ULLAH et al., 2018)

Em condicéo de estresse hidrico, a célula vegetal pode reduzir seu potencial osmatico
atraves de um processo conhecido como ajuste osmotico, considerado o principal mecanismo
adaptativo de toleréncia a seca em plantas (KUMAR SINGH et al., 2019; OZTURK et al.,
2021). Neste processo, ha a preservacao do turgor celular através da acumulacéo de solutos
(TAIZ et al., 2017). Estes solutos sdo compostos de hidroxila como oligossacarideos, polidis e
sacarose ou compostos contendo nitrogénio como aminoacidos e proteinas, poliaminas e
compostos amino (BLUM, 2017). A medida que o potencial hidrico da planta diminui, o
acumulo de solutos se intensifica.

Outra resposta de defesa da planta sob condicdo de déficit hidrico é a regulacdo
estomatica. Segundo Le et al., (2011), na evolucéo vegetal, o desenvolvimento estomatico é um
dos marcos mais importantes pois, 0s estomatos funcionam como portas de entradas controladas
pelas plantas, que permitem a transpiracéo e a absor¢do de CO> atmosférico, importantes em
processos como a fotossintese, resfriamento celular e absor¢do de nutrientes. A regulacao
estomatica é considerada a resposta mais rapida e importante de defesa vegetal em situacao de
seca, para evitar a queda do potencial hidrico do xilema a niveis impossiveis de serem
suportados pelas plantas (TOMBESI et al., 2015). Com o fechamento estomaético, ha também
a diminuicdo na assimilagdo de CO: pela planta, acarretando prejuizo a diversos processos
fisiolégicos que demandam essa absorcdo. Sendo assim, o fechamento estomatico é realizado
em condicdes em que os beneficios da retencdo de agua sejam maiores que os efeitos negativos
provocados por ela (AGURLA et al., 2018). O hormdnio de estresse ABA é conhecido por sua
importancia para plantas sob déficit hidrico pois, induz o fechamento estomatico. Em condicdo
de estresse, a sintese de ABA ¢ intensificada nos tecidos vasculares das folhas e posteriormente
0 horménio é transportado para as células guardas, ocasionando a perda de turgor e
desencadeando o fechamento estomético (PIRASTEH-ANOSHEH et al., 2016). Em
decorréncia da redugdo da difusdo de CO2 o funcionamento da enzima ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase (Rubisco) é comprometido influenciando diretamente todo o aparato
fotossintético acarretando na diminuigdo da eficiéncia da fotossintese (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009).

4.6 Mecanismos moleculares
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O déficit hidrico desencadeia uma série de respostas a nivel molecular para modular a
quantidade de &gua presente no solo com a requerida pela cultura (TAIZ et al., 2017). Diante
da condicdo de estresse, varios genes de resposta a seca tém sua transcricdo regulada
negativamente ou positivamente por meio de uma complexa rede de transcritoma. Segundo
Bauer et al., (2013), a planta submetida a condicGes de escassez hidrica, apresenta a expressao
de genes de tolerancia relacionados ao acimulo de osmdlitos, reducdo da taxa de transpiracéo,
aumento da acao de enzimas antioxidantes, entre outros.

A tecnologia baseada nas ciéncias “Omicas” tem sido usada para descobrir genes
responsaveis por caracteristicas desejadas e sua funcdo especifica (NADEEM et al., 2019). O
desenvolvimento da biotecnologia possibilitou o avanco no desenvolvimento de cultivares
tolerantes a diversos estresses abidticos, incluindo o déficit hidrico, com o uso de abordagens
moleculares que incluem a genémica, transcritbmica, protedmica e metabolémica, auxiliando
0 mapeamento de regibes no genoma responsaveis por determinadas caracteristicas fenotipicas,
conhecidos como, QTLs (BASHIR et al., 2021). Elucidar as funcGes de genes, proteinas e
metabolitos envolvidos na sensibilidade e tolerancia de leguminosas a seca € de fundamental
importancia para o desenvolvimento de plantas tolerantes ao déficit hidrico.

A complexa rede regulatéria envolvida na toleréncia a déficit hidrico em plantas, ainda
ndo é bem definida, entretanto, os estudos ja existentes apontam que a resposta molecular para
este estresse ocorre a partir da percepcdo do estimulo do estresse pela planta através de
diferentes sensores presentes na membrana das células (BASHIR et al., 2021). A traducéo do
sinal é feita por intermédio de mensageiros secundarios como ions de calcio, 6xido nitrico,
acucares, ROS, entre outros (KAUR; ASTHIR, 2017). A fosforilagcdo e desfosforilagédo de
proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo € feita por proteinas quinases e fosfatases.

De acordo Nakashima; Yamaguchi-Shinozaki; Shinozaki, (2014), a expressao de genes
de resposta ao déficit hidrico envolve proteinas envolvidas na sinalizacdo e regulacdo da
transcricdo (como proteinas quinases, fosfatases e fatores de transcricdo), proteinas funcionais
que protegem as membranas celulares e outas proteinas como antioxidantes, osmotina e
proteinas envolvidas no transporte de &gua, ions e agucar.

Os genes responsivos a seca podem ser classificados como dependentes e independentes
de ABA (KIM, 2014). De acordo Sah; Reddy; Li, (2016) Os genes expressos durante o déficit
hidrico, desempenham papel crucial na expresséo de enzimas responsaveis pelo funcionamento

da via biossintética do acido abscisico.
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Os fatores de transcricdo atuam como reguladores da transcricdo génica e da sua
expressdo, além disso, sdo conhecidos por desempenhar papel importantes nas plantas sob
estresse hidrico sendo diferentes subfamilias ja foram caracterizadas como envolvidas na
regulacao da resposta da planta em situacao de estresse, como os fatores MY B, AP2/ERF, bZIP
e NAC (RIECHMANN et al., 2000). As proteinas do tipo “zinc-finger”, por exemplo, séo
fatores de transcrigdo dependentes do acido abscisico e compdem uma grande familia com 75
membros anotados no genoma de Arabidopsis (KAUR; ASTHIR, 2017).

4.7 Abordagem molecular para o desenvolvimento de plantas tolerantes

Caracteristicas fisioldgicas como eficiéncia no uso da agua (AMEDE; KITTLITZ,
SCHUBERT, 1999), crescimento de raizes (RIBEIRO et al., 2019) e discriminacédo de is6topos
(A3C) de carbono e temperatura foliar (KHAN et al., 2010), podem ser utilizadas p triagem de
tolerancia a seca. O melhoramento genético vegetal visando a obtencdo de cultivares tolerantes
ao déficit hidrico, possui dificuldades que envolvem a base genética quantitativa das
caracteristicas de tolerancia e o conhecimento das bases fisioldgicas da resposta do rendimento
das culturas sob estresse (PATERNIANI; GUIMARAES; BERNINI, 2022). A baixa
herdabilidade de algumas caracteristicas devido as interacfes genotipo x ambiente, também é
um fator importante a ser considerado. No processo de melhoramento genético de plantas, o
uso de marcadores que auxiliam a triagem das caracteristicas de interesse na progénie é de suma
importancia. Marcadores morfologicos e fisioldgicos apresentam certa eficacia na triagem de
plantas, entretanto marcadores moleculares baseados em DNA, s&o mais efetivos por serem
estaveis, inalterados por fatores ambientais e detectaveis em qualquer estagio de
desenvolvimento da planta (FALEIRO, 2011).

Marcador genético caracteriza-se por um gene ou uma sequéncia de DNA com uma
localizacdo cromossémica conhecida que controla (ou esta associada) a expressao de uma
caracteristica (NADEEM et al., 2018). Os marcadores moleculares podem ser investigados
através do polimorfismo presente entre as sequéncias nucleotidicas de diferentes individuos.
Um marcador de DNA ideal deve ser codominante, distribuido uniformemente por todo o
genoma, altamente reprodutivel e com capacidade de detectar maior nivel de polimorfismo
(MONDINI; NOORANI; PAGNOTTA, 2009).

De acordo FAROOQ; HUSSAIN; SIDDIQUE (2014), as caracteristicas morfoldgicas e

fisiologicas que influenciam a tolerancia a seca sdo de heranga quantitativa. Sendo assim, a
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identificacdo de QTLs relacionados a essa tolerancia é uma abordagem promissora usando a
selecéo assistida por marcadores (SAM). O uso de marcadores moleculares tem sido utilizado

na melhoria de plantas para tolerancia a seca em leguminosas (NADEEM et al., 2018).

4.8 Melhoramento para toleréncia ao déficit hidrico em gréo-de-bico

Os principais estresses abidticos que afetam o grao-de-bico sao o frio, calor e seca, sendo
0 Ultimo o mais importante. Segundo Varshney et al., (2014), a seca na fase de florescimento e
enchimento de grdos em grdo-de-bico é extremamente prejudicial a cultura e reduz a
produtividade drasticamente. Uma analise global sobre o rendimento de culturas leguminosas
sob seca, destacou que entre as 13 culturas mais afetadas em producao, o grdo de bico ocupa a
sétima posicdao (DARYANTO; WANG; JACINTHE, 2015). Em estudo realizado por Pang et
al., (2017), verificou-se reducdo de 85% do rendimento de sementes em plantas de gréo-de-
bico submetidas a seca terminal em estégio inicial de producéo de vagem.

Uma estratégia utilizada para driblar o efeito do déficit hidrico na cultura € a selecdo de
gendtipos que apresentem melhor desenvolvimento e produtividade em condi¢des de escassez
hidrica. Entretanto, somente a estratégia de selecdo por produtividade ndo é suficiente para
selecdo de variedades tolerantes a seca (BLUM, 1996). No melhoramento do grao-de-bico, tem-
se utilizado abordagens como a introducdo, hibridacdo, inducdo de mutacdes, reproducao
assistida por marcadores e técnicas “0micas” (GAUR et al., 2019).

Segundo Li et al., (2018) o uso de mapeamento de associacdo permite a triagem de
modificacGes genéticas associadas determinadas caracteristicas, aumentando a eficiéncia da
selecdo. O estudo da associacdo gendmica ampla, permite a identificacdo de QTL s associados
a tolerancia a seca e o desenvolvimento de marcadores especificos para esta caracteristica.

A tolerancia a seca € uma caracteristica quantitativa que envolve varios genes. Em
condicdo de estresse, a expressdo de varios genes € regulada positivamente ou negativamente.
A compreensdo sobre quais genes estdo envolvidos na resposta de tolerancia da cultura é de
extrema necessidade para o desenvolvimento de cultivares adaptadas as condigdes de déficit
hidrico. Segundo Magbool; Aslam; Ali (2017), em plantas de grdo-de-bico sobre estresse
hidrico, foi observado regulacdo positiva de genes envolvidos no metabolismo do &cido
abscisico. Genes que codificam as subunidades da enzima Rubisco e proteinas de ligagcdo da
clorofila a e b também foram regulados em resposta ao estresse (MAQBOOL; ASLAM; ALL,

2017). Em estudo sobre a dissecacdo genética da tolerancia a seca e calor em grdo-de-bico foi
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descoberto um total e 18 SNPs de cinco genes (ERECTA, ASR, DREB, Promotor CAP2 e
AMDH), associados a diferentes caracteristicas de tolerancia a seca na cultura (THUDI et al.,
2014). Esses genes sao promissores para o desenvolvimento de marcadores moleculares de

tolerancia a déficit hidrico na cultura.
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CAPITULO I - AVALIACAO DE COMPONENTES
MORFOAGRONOMICOS E DE RENDIMENTO EM ACESSOS DE
GRAO-DE-BICO (Cicer arietinum L.) SOB CONDICOES DE DEFICIT
HIDRICO
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RESUMO

No Brasil, esforcos de pesquisa estdo sendo conduzidos para tentar transformar o grdo-de-bico
em opcdo comercial viavel para atender tanto o mercado interno quanto o mercado exterior.
Esses esforcos envolvem a selecdo e desenvolvimento de cultivares adaptadas as condigdes
brasileiras para plantio durante o inverno com suplementacéo de irrigagcdo. Uma alternativa de
interesse seria utilizar o grdo-de-bico no sistema de safrinha e em plantios de sequeiro. No
entanto, somente o desenvolvimento de cultivares com niveis elevados de tolerancia ao déficit
hidrico viabilizaria o cultivo do grdo-de-bico no sistema safrinha. As estimativas dos niveis de
tolerancia ao estresse hidrico demandam analises de multiplos pardmetros morfoagronémicos,
especialmente em condic¢des de campo. Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar
uma colecdo de diferentes acessos grdo-de-bico em relacdo a aspectos relacionados ao
rendimento sob condi¢Ges impostas de déficit hidrico. Para aspectos produtivos, os materiais
que mais se destacaram como os mais resistentes as condi¢6es de déficit hidrico foram: FLIP10-
321, FLIP10-324, FLIP10-326, FLIP10-328, FLIP10-329, FLIP10-347, FLIP10-348, FLIP10-
352, FLIP10-362, FLIP10-370, FLIP10-381, FLIP11-25, FLIP11-179, FLIP11-203, FLIP11-
206, FLIP11-207, Cicero, BRS Cristalino, Jamu. Na analise de Componentes Principais 0s
gendtipos mais divergentes foram os acessos ILC 3279, Cicero, Jamu. O presente trabalho
representa uma etapa primordial no sentido de identificar materiais genéticos mais promissores
para 0s programas de melhoramento visando tolerancia ao déficit hidrico. Estes materiais sdo,
portanto, promissores para as proximas etapas de selecdo para o programa de melhoramento de
grdo-de-bico visando a liberacdo de cultivares com mais ampla adaptacdo aos diferentes

sistemas de cultivo empregados nas condicdes brasileiras.

PALAVRAS-CHAVE: Déficit hidrico, Grao-de-bico, Rendimento, Sequeiro, Tolerancia a

Seca
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ABSTRACT

In Brazil, research efforts are being conducted to convert chickpeas into a viable commercial
option for production to both the domestic and foreign markets. These efforts involve the
selection and development of cultivars adapted to Brazilian conditions for winter planting with
supplemental irrigation. A novel alternative of interest would be to employment of chickpeas
in the off-season system and in rainfed plantations. However, only the development of cultivars
with high levels of tolerance to water deficit would enable the cultivation of chickpeas in the
off-season system. Estimates of water stress tolerance levels require analyzes of multiple
morphoagronomic parameters, especially under field conditions. In this context, the present
work aimed to evaluate a collection of different chickpea accessions taking into account aspects
related to crop production under imposed conditions of water deficit. For yield components, the
accessions that stood out as the most resistant to water deficit conditions were: FLIP10-321,
FLIP10-324, FLIP10-326, FLIP10-328, FLIP10-329, FLIP10-347, FLIP10-348, FLIP10 -352,
FLIP10-362, FLIP10-370, FLIP10-381, FLIP11-25, FLIP11-179, FLIP11-203, FLIP11-206,
FLIP11-207, Cicero, BRS Cristalino, and Jamu. In the Principal Component Analysis, the most
divergent genotypes were accessions ILC 3279, Cicero, Jamu. The present work represents a
primordial step in the sense of identifying more promising genetic materials for breeding
programs aimed at tolerance to water deficit. These materials are, therefore, promising for the
next stages of selection for the chickpea breeding program aiming at releasing cultivars with

greater adaptation to the different cultivation systems used in Brazilian conditions.

KEYWORDS: Water deficit, Chickpea, Yield, Rainfed, drought tolerance
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1 INTRODUCAO

O gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) € um dos mais importantes componentes da
alimentacdo humana nas regifes aridas e semiaridas do mundo (KHAMSSI et al., 2011). Os
sdo ricos em proteina e carboidratos, sendo também importantes fontes de minerais, fibras e
vitaminas. Nos principais paises produtores, o grdo-de-bico € tradicionalmente cultivado
durante o imediatamente apds a estacdo das chuvas. Neste segundo cenario, o estresse de hidrico
é a principal limitacdo a produtividade (KHAMSSI et al., 2011). O Cerrado Brasileiro tem sido
a regido preferencial para o cultivo de grdo-de-bico no pais (ARTIAGA et al., 2015;
NASCIMENTO et al., 2016). Esse bioma se caracteriza pela alternancia das estacGes chuvosas
e secas. Em geral, as temperaturas ndo sdo fatores limitantes nessa regido, favorecendo o
crescimento e desenvolvimento das culturas o ano todo. A precipitacdo media da regido varia
entre 1200 mm e 1700 mm. No entanto, as precipitacdes sdo desuniformes durante o ano.
Precipitacfes minimas inferiores a 20 mm podem ocorrer no periodo compreendido entre 0s
meses de maio e setembro.

No Brasil, esforcos de pesquisa estdo sendo conduzidos para tentar transformar o gréo-
de-bico em opg¢do comercial vidvel para atender tanto o mercado interno quanto o enorme
potencial que representa 0 mercado exterior. Esses esforcos envolvem a selecdo e
desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢des brasileiras para plantio durante o inverno
com suplementacdo de irrigacdo (ARTIAGA et al., 2015; MARIANO, 2020). No entanto, uma
das opcOes alternativas mais interessantes seria utilizar essa cultura no sistema de safrinha e em
plantios de sequeiro. Baixos niveis de tolerancia ao déficit hidrico tem sido um dos principais
fatores que limitam a utilizacdo de culturas durante a safrinha. Nesse sistema, cultivares de
milho e soja superprecoces sdo semeadas nas primeiras chuvas de modo a permitir uma segunda
safra (geralmente de milho ou sorgo) com disponibilidade mais limitada de agua (SPEHAR,;
PEREIRA; SOUSA, 2011). O grdo-de-bico, por apresentar tolerédncia a seca, poderia
potencialmente participar deste sistema como opgdo de leguminosa para plantio na segunda
safra de verdo na regido do Cerrado. Para tal se faz necessario selecionar materiais genéticos
adaptados, o que envolve, necessariamente, a identificacdo de acessos com niveis mais elevados
de toleréncia ao déficit hidrico. A literatura reporta uma enorme variabilidade no germoplasma
de grdo-de-bico para tolerancia a seca (KHAMSSI et al., 2011).

As estimativas dos niveis de tolerancia ao estresse hidrico demandam analises de

multiplos parametros morfoagronémicos, especialmente em condi¢es de campo (KHAMSSI
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et al., 2011). Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar uma colecdo de parametros
morfoagrondmicos e aspectos relacionados ao rendimento sob condi¢fes impostas de déficit
hidrico empregando uma colecédo de diferentes acessos e cultivares de grédo-de-bico. O objetivo
primordial é identificar materiais genéticos promissores para 0s programas de melhoramento
visando uma mais ampla adaptacdo aos diferentes sistemas de cultivo empregados nas
condicdes brasileiras.
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2 MATERIAIS & METODOS

2.1 Localizacao do experimento

O experimento foi conduzido em condic¢des de campo, no periodo de margo a agosto de
2022, na area experimental da Embrapa Hortalicas, localizado em Brasilia — DF sob as
coordenadas: 15° 55" 54" S, 48° 08"35" W e altitude de 1012 m. De acordo a classificacdo
climatica de Koppen, o clima da regido € classificado como tropical semiumido (AW),
caracterizando-se por apresentar periodos secos do final de abril ao final de outubro e, periodos
chuvosos do final de outubro até meados de abril (ALVARES et al., 2013). A regido apresenta
temperatura média anual entre 20° a 24°C, com umidade relativa do ar de 50% e precipitacdo
média de 1300 a 1700 mm.

2.2 Materiais utilizados

Para avaliacdo de tolerancia ao déficit hidrico foram utilizados 34 gendtipos
disponibilizados pelo Centro Internacional de Pesquisa Agricola em Areas Secas (ICARDA),
um teste suscetivel e 6 variedades comerciais disponibilizados pela Embrapa Hortaligas, como

descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Lista de gendtipos e cultivares comerciais de grdo-de-bico utilizados no
experimento

Genotipos Teste suscetivel
N° Denominagdo N° Denominagdo N° Denominagdo N° Denominagéo
1 FLIP10-316 13 FLIP10-342 25 FLIP11-157 35 ILC3279
2 FLIP10-319 14 FLIP10-346 26 FLIP11-161
3 FLIP10-321 15 FLIP10-347 27 FLIP11-179 Cultivares comerciais
4 FLIP10-322 16 FLIP10-348 28 FLIP11-182 N° Denominacéo
5 FLIP10-323 17 FLIP10-349 29 FLIP11-187 36 BRS TORO
6 FLIP10-324 18 FLIP10-352 30 FLIP11-203 37 CICERO
7 FLIP10-326 19 FLIP10-362 31 FLIP11-206 38 ALEPPO
8 FLIP10-327 20 FLIP10-370 32 FLIP11-207 39 CRISTALINO
9 FLIP10-328 21 FLIP10-381 33 FLIP11-213 40 KALIFA
10 FLIP10-329 22 FLIP10-383 34 FLIP11-224 41 JAMU
11 FLIP10-330 23 FLIP11-25
12 FLIP10-341 24 FLIP11-97
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2.3 Implantagéo e conducgéo

O plantio foi realizado em marco (21/03/2022) e adotado o sistema de plantio direto.
Com base nos dados da analise de solo (tabela 2), e interpretacédo baseada no descrito por Sousa;
Lobato, (2004) , foi calculada a recomendacdo de adubacdo da area. Os sulcos foram abertos
na profundidade de 10 cm e aplicados 57 kg de superfosfato triplo (P20s) e 5,8 kg de Cloreto
de potéssio (K20) no plantio e, 2,64 kg de ureia como adubagdo cobertura seguindo a
recomendacdo descrita por Nascimento et al., (2016). As sementes foram tratadas com
fungicida recomendado para a cultura do feijdo, composto por 10g/L Metalaxil-M + 25¢g/L
Fludioxonil na dosagem de 100 mL p.c / 100 Kg de sementes.

Para recomendacéo de adubacdo foi realizada analise do solo da area. Foram coletadas
amostras aleatdrias na profundidade de 0-20 cm e 20-40 cm e enviadas ao laboratdrio de analise
de solo da Embrapa Hortalicas para avaliacdo quimica e fisica. A analise granulométrica
indicou textura de solo argiloso (58% de argila, 35 % de silte e 7 % areia) (tabela 2). Testes
de laboratério mostraram que o solo do local possui densidade média aparente (Da) de 1,1

glem®,

Tabela 2 — Atributos quimicos do solo da area anterior a instalacdo do experimento e textura
fisica do solo

Analise quimica

H Matéria
Amostra (I—FI)zO) P K Na ~ Ca Mg Al H+Al Organica
------ mg dm3--------  ---eeeeeeee--Cmol dM3--------=-------  gdm3
0-20cm 63 21 180 24 24 18 0,1 3,0 27,9
20-30cm 59 53 345 32 26 17 0,2 4,6 39,0
Anélise quimica Granulometria
Cu Fe Mn Zn S Argila Silte Areia
Amostra
------------------ O ——
0-20cm 004 13 383 238 12 195 580 350 7

20-30cm 0,05 18 583 422 30 113

Fonte: Laboratorio de Fertilidade do Solo — Brasilia (DF).

O delineamento adotado foi em blocos casualizados, no esquema 3 x 41. Cada parcela
experimental foi composta de 5 linhas de plantio com 1,5 metros e espagamento de 10 cm entre
plantas e 50 cm entre linhas, com total de 10 sementes viaveis por metro linear. A semeadura
foi feita de forma manual. Durante a conducdo do experimento, foi feito o manejo de plantas

daninhas com adoc¢éo de capina manual periodica e aplicacdo de inseticida a base de lambda-
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cialotrina na dosagem de 30 mL p.c./ha, recomendado para a cultura, na fase de enchimento de
grdos para combater a lagarta-das-vagens (Helicoverpa armigera).

Devido a auséncia de chuva, houve a necessidade de irrigar o experimento para
proporcionar condicdo de germinacdo das sementes e de desenvolvimento inicial das plantas.
Foram aplicadas 11 irrigag0es em 30 dias com duragdo de 1 hora cada. A intensidade de
aplicacdo foi de 5,20 mm/h com espagcamento entre aspersores de 12 x 12. A ultima irrigacao
foi aplicada dia 25/04/2022.

Para monitorar a umidade do solo, foram realizadas coletas de amostras de solo com
auxilio de um trado. Ao total, foram realizadas 11 coletas de solo, sendo 4 durante o periodo de
irrigacdo, um dia apos a aplicacdo e, 7 coletas ap6s a suspensdo da irrigacdo, com periodos
espacados ao longo da duracéo do experimento. A profundidade de coleta adotada foi de 0-20
cm. Para o monitoramento do conteido de dgua do solo foi utilizado o método gravimétrico e
também calculada a umidade volumétrica.

As amostras de solo coletadas foram colocadas em recipiente aluminio com tampa para
evitar a evaporacdo do contetdo de &gua na amostra, durante o transporte até o local de pesagem
e armazenagem. No laboratério de irrigacdo, as amostras foram previamente pesadas em
balanca de precisdo e levadas a estufa de secagem a 105° C por 48 horas seguindo as normas
do método analise de solo descritos por Viana; Teixeira; Donagemma, (2017). Ap0s este
periodo, foi realizada a pesagem da amostra seca e do recipiente aluminio para retirada da tara,
para o calculo da umidade gravimétrica.

A umidade gravimétrica (%), é a relacdo do conteudo de agua e de sélidos contidos em
uma amostra e solo. O célculo para obtencéo do teor de umidade em cada amostra foi realizado
utilizando a formula:

(Pu—ps)

- ] x 100

Ug o) =|

Onde: Ug — Umidade gravimétrica (%);
PU — Peso umido da amostra (g);
PS — Peso seco da amostra (Q);
T — Peso do recipiente

A umidade volumétrica do solo também foi calculada utilizando a formula:

Uv (%) = (Ug x Ds) x 100
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Onde: Uv — Umidade volumétrica (%);
Ug — Umidade gravimétrica (%);

Ds — Densidade do solo (g/cm?®);

2.4 AvaliagOes experimentais

Para as avaliagdes, foram utilizadas cinco (5) plantas coletadas nas linhas centrais de
plantio, em cada parcela. Foram avaliadas as seguintes variaveis:
(01) Altura da planta (cm) — comprimento da base do nivel do solo até a ponta da planta na
maturidade;
(02) Peso por planta (g) — peso total da planta, incluindo vagens e sementes;
(03) Peso de sementes por parcela (g) — peso total da producao de sementes por parcela
(04) Peso (massa) de vagem (g) — peso de vagens por planta;
(05) NUmero de ramos primarios;
(06) Numero de ramos secundarios;
(07) Produtividade planta individual (g) — producéo por unidade de planta;
(08) Peso (massa) de 100 sementes (g) — peso em gramas de 100 sementes;
(09) Indice de colheita (%) — razdo entre o peso das sementes em gramas pelo peso da
biomassa de plantas em gramas;
(10) Produtividade (kg hat) — conversdo do rendimento por parcela em sementes por hectare;
(11) Eficiéncia do uso da agua na produtividade — produtividade do gendtipo por mm de
agua aplicado;
(12) Matéria seca (kg) — matéria seca produzida por hectare;
(13) Eficiéncia do uso da dgua na producdo de matéria seca — producdo de matéria seca por
mm de agua aplicado;
(14) Dias para 50% da floracédo — nimero de dias desde o plantio até o estagio em que 50%
das plantas da parcela estiverem em florescimento;
(15) Dias até a maturacdo — numero de dias do plantio até o estdgio em que 90% das plantas
produzam vagens fisiologicamente maduras;
(16) Peso (massa) de sementes por parcela (g) — peso total das sementes em cada parcela;
(17) Altura da primeira vagem (cm) — comprimento da base da planta até a insercdo da
primeira vagem;

(18) Arquitetura de plantas — angulo de insercdo dos ramos.
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2.5 Analise de dados

A analise dos dados foi realizada utilizando software estatistico Genes (CRUZ, 1997).
Os dados foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade da variancia. Para atender
0s pressupostos de homogeneidade e normalidade da variancia, a maioria das varidveis foram
transformadas utilizando (raiz quadrada de x + 0.5) com excecdo da varidvel eficiéncia no uso
da agua na matéria seca, transformada utilizando (log de x + 1). As variaveis que se adequaram
aos pressupostos da estatistica paramétrica foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA)
e em seguida ao teste de agrupamento de médias Scott Knott (p < 0,05). Ao final, foi realizada
analise de correlagdo das variaveis e analise multivariada através da anélise dos componentes
principais (PCA) utilizando o software estatistico R, a fim de compreender a relagdo entre as

variaveis e 0os materiais em estudo.

37



3 RESULTADOS & DISCUSSAO

A agua é responsavel por manter processos vitais a planta e desempenha papel essencial
durante todo desenvolvimento vegetal. O fornecimento de agua abaixo do requerimento da
cultura pode desencadear uma cascata de reacGes fisiologicas que comprometem desde a
germinacdo das sementes até a produtividade de um cultivo (TAIZ et al., 2017). Apesar do
plantio ter sido realizado na época recomendada, durante o experimento, o regime de chuva foi
insuficiente para o desenvolvimento inicial das plantas. Da data de semeadura (18/03/2022) até
0 inicio da floracdo (22/04/2022), o volume pluviométrico registrado foi de 68,2 mm. Como
aplicacdo suplementar, foi necessario a montagem de irrigagcdo que forneceu ao experimento o
total acumulado de 57,2 mm. Ao todo, a cultura recebeu 125,4 mm de &gua, o equivalente a
1.254 m¥/ha.

Para plantio sequeiro de grdo-de-bico, tem sido relatado volume pluviométrico de 305
mm (MOREIRA, 2020) e 319,5 mm (ARTIAGA et al., 2015), de margo a maio no bioma
cerrado, volumes superiores aos registrados neste trabalho. A irrigacdo suplementar foi
responsavel por fornecer 5,20 mm/h de 4gua em cada irrigacdo. A recomendacdo para a cultura
do grao-de-bico € de 15 mm/h até o 15° dia ap6s a emergéncia e 25 mm/h a partir de 16° dia
apds a emergéncia até a fase de florescimento e enchimento de grdos (NASCIMENTO et al.,
2016). Nestas condicOes, os acessos de grao-de-bico aqui avaliados, estavam sob forte estresse
hidrico desde o plantio.

A temperatura é um fator ambiental importante que regula o0 momento de floracéo e
consequentemente o rendimento de gréos (DEVASIRVATHAM et al., 2015). Durante o estudo,
foram registradas temperatura maxima de 30°C, minima de 11° C e umidade relativa média de
47% (figura 1). A radiacdo média registrada foi de 747,24 KJ/m? (figura 2).
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Figura 1. Ocorréncias climéaticas mensais e diarias de temperatura (°C) e umidade
média relativa do ar (%), durante os meses de margo a agosto de 2022. Fonte: Inmet

(2022)(http://www.inmet.gov.br/portal/)
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Figura 2 — Ocorréncias climaticas mensais e diarias de radiacdo solar (KJ/M?), durante os
meses de marco a agosto de 2022. Fonte: Inmet (2022)(http://www.inmet.gov.br/portal/)

O gréao-de-bico € sensivel a temperaturas abaixo de 15°C, principalmente durante a fase
de florescimento (TAYLOR et al., 2003). Temperaturas acima de 30°C, durante o estagio
reprodutivo acarretam no abortamento de flores e vagens comprometendo a produtividade

(MINCHIN et al., 1984; RANI et al., 2020).
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A umidade do solo foi monitorada durante 90 dias. Durante o periodo de irrigagédo (4
semanas), o solo apresentou umidade gravimétrica (Ug) de 30% (01/04), 24,88% (07/04),
30,94% (12/04) e 26,98% (26/04). Apos o corte da irrigacdo, a umidade gravimétrica do solo
diminuiu gradativamente, chegando a 16,81% na data da ultima analise (figura 3). A umidade
volumétrica (Uv) do solo durante as quatro semanas de irrigacdo, foi de 33,14%, 27,36%,
34,03% e 29,67% e, apo6s o corte de irrigacdo, foi observada na Gltima analise 18,49% de

Umidade volumétrica no solo (figura 4).
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Figura 3 — Umidade gravimétrica do solo na area experimental, durante os meses de abril a
junho de 2022,
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Figura 4 — Umidade volumétrica do solo na area experimental, durante os meses de abril a
junho de 2022.

A anélise de variancia demonstrou efeito significativo entre os tratamentos (p < 0,05)
para as caracteristicas avaliadas: altura, peso de planta, peso de vagem, nimero de ramos
primarios, niumero de ramos secundarios, produtividade por planta, peso de 100 sementes,
indice de colheita, produtividade por hectare, eficiéncia do uso da agua na produtividade,
matéria seca, eficiéncia no uso da dgua na producdo de matéria seca, dias para 50% da floracao,
dias para 90% da maturacdo (tabela 3). Para a caracteristica altura de primeira vagem, a analise
de variancia apresentou efeito ndo significativo (p < 0,05).

O coeficiente de variacdo experimental (CV), variou de 0,91 a 27,39% entre as
caracteristicas avaliadas. De acordo Ferreira (2018), o indice de variacdo até 30% é aceitavel.
Para Schmildt et al., (2017), é necessaria uma nova classificacdo de coeficiente variacdo que
leve em consideracdo ndo somente as espécies estudadas, mas também a natureza das variaveis

avaliadas e o tipo de experimentacdo aos quais 0s dados se referem.

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia dos caracteres ALTP — altura (cm), PP — peso de
planta (g), PSP — peso de sementes/parcela (g), PV — peso de vagem (g), ALTV — altura da
primeira vagem (cm), NRP —namero de ramos primarios, NRS — nimero de ramos secundarios,
PDV_P — produtividade por planta (g), P100 — peso de cem sementes (g), IC — indice de colheita
(%), PDV_HA — produtividade por hectare (kg ha "), EWA_PD — eficiéncia do uso da dgua na
produtividade (kg/mm), MS — matéria seca (kg), EWA_MS — eficiéncia do uso da agua na
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producdo de matéria seca (kg/mm), DFLOR - dias para floracdo (dias), DMAT - dias para

maturacao (dias).

Quadrados Médios

=\ GL ALTP PP PSP P\
Blocos 2 185,29 ns 341,30 ns 76902,07 157,87 ns
Tratamentos 40 123,67 ** 150,33** 30246,85 66,70 **
Residuo 80 23,10 39,76 5416,96 13,12
M édias 36,98 18,83 155,76 8,92
CV (206) 6,55 18,30 27,23 22,79
=\ GL ALTV N RP NRS PDV P
Blocos 2 149,61 ns 0,0159 ns 0,0983 ns 30,76 ns
Tratamentos 40 49,57 ns 0,1787 ** 2,48 ** 12,09 **
Residuo 80 28,11 0,0276 0,2915 2,16
M édias 22,46 2,10 3,59 3,12
CV (206) 14,91 3,08 6,45 21,29
=\ GL P100 1C PDV HA EWA PD
Blocos 2 76,29 ns 1029,57 ns 435962,19 ns 32,77 ns
Tratamentos 40 103,01 ** 392,55 ** 171466,18 ** 12,87 **
Residuo 80 34,8294 42,27 30707,87 2,30
M édias 31,62 27,04 370,85 3,21
CV (206) 13,33 16,64 27,39 21,41
=\ GL MS EWAMS DFLOR DMAT
Blocos 2 1438409,83 ns 107,99 ns 12,1301 ns 11,57 ns
Tratamentos 40 732392,30 ** 54,97 ** 101,00 ** 135,12 **
Residuo 80 205661,35 15,44 0,9967 1,11
M édias 1207,60 10,46 52,85 115,02
CV (206) 20,36 19,14 0,97 0,91

FV = fonte de variagdo, GL = grau de liberdade, ** significativo (p < 0,05) pelo teste de F

Os resultados referente ao agrupamento de médias estdo representados na tabela 4, para

as caracteristicas: altura de planta (ALTP), peso total da planta (PP), peso de vagens por planta

(PV), nimero de ramos primarios (NRP), nimero de ramos secundarios (NRS), produtividade

por planta (PDV_P), peso de 100 sementes (P100), indice de colheita (IC), produtividade por
hectare (PDV_HA), eficiéncia no uso da agua na produtividade (EWAPD), matéria seca (MS),

eficiéncia no uso da 4gua na producdo de matéria seca (EWAMS), dias para 50% da floracédo
(DFLOR), dias para 90% de maturacao das vagens (DMAT).
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Tabela 4 - Médias das variaveis agronémicas ALTP — altura (cm), PP — peso de planta (g),

PSP — peso de sementes / parcela (g), PV — peso de vagem (g), NRP — nimero de ramos

primarios, NRS — nimero de ramos secundarios, PDV_P — produtividade por planta (g), P100

- peso de cem sementes (g), IC - indice de colheita (%), PDV_HA — produtividade por hectare

(kg ha 1), EWA_PD — eficiéncia do uso da agua na produtividade por hectare (kg/hat/mm),

MS — matéria seca (kg hat), EWA_MS — eficiéncia do uso da agua na producdo de matéria

seca (kg/hal/mm), DFLOR — dias para floragdo (dias), DMAT — dias para maturago (dias).

N©° NOME ALTP PP PSP PV NRP NRS PDV P P100

1 FLIP10-316 40,13c 14,40b 67,88b 5,00b 2,00c 3,80b 1,36 c 34,44 Db
2 FLIP10-319 40,53c 10,93b 15,43c 2,18b 1,93c 3,53b 0,31 c 34,99Db
3 FLIP10-321 45,15b 27,80a 196,62a 11,74a 2,00c 4,20b 3,94a 28,11c
4 FLIP10-322 34,09c 12,13b 36,37c 3,31b 2,07c 3,40b 0,73c 19,11 c
5 FLIP10-323 38,33c 14,67b 54,60c 6,00b 2,13c 4,20b 1,09c 28,12c
6 FLIP10-324 55,93a 30,20a 234,98a 11,93 a 2,27c 3,73b 4,70a 33,00c
7 FLIP10-326 35,33 c 30,27 a 250,98 a 20,20a 2,13c 3,53b 5,02a 30,00c
8 FLIP10-327 37,20c 15,00b 83,29b 6,20b 2,00c 3,33b 1,67b 27,59c
9 FLIP10-328 37,53c 22,67 a 19556a 11,40a 2,00c 3,47b 3,91a 32,16c
10 FLIP10-329 36,13 c 20,67 a 158,75a 10,93 a 2,13c 3,53b 3,18 b 29,67 c
11 FLIP10-330 35,93c 12,93b 111,70b 6,13 b 2,07c 2,80c 2,23b 31,78c
12 FLIP10-341 38,30c 10,67b 28,67c 2,40b 2,13c 4,00b 0,57c 25,59c
13 FLIP10-342 30,07c 15,07 b 107,12b 5,80b 1,93c 3,07c 2,14b 31,49c
14 FLIP10-346 32,60c 19,40a 123,96 b 9,27a 2,00c 3,67b 2,48b 37,33 b
15 FLIP10-347 34,80c 20,13a 182,36 a 9,67a 2,00c 3,07c 3,65a 38,67b
16 FLIP10-348 43,47 b 37,27 a 403,92 a 19,87a 3,20a 6,93a 8,08a 32,33c
17 FLIP10-349 31,67c 11,00b 45,24c 3,67b 2,00c 2,27d 0,91 c 24,21c
18 FLIP10-352 46,00b 28,00a 209,87 a 13,00a 2,13c 4,00b 4,20a 36,00b
19 FLIP10-362 30,07c 27,80a 327,64 a 16,93a 2,87b 6,53a 6,55a 37,33 b
20 FLIP10-370 40,93 c 42,74a 241,43 a 11,07a 1,87c 3,60b 4,83a 30,33c
21 FLIP10-381 38,00c 23,07 a 228,37a 13,07a 2,00c 3,80b 4,57a 26,67c
22 FLIP10-383 38,60c 9,13b 20,53c 2,49b 2,13c 3,47b 0,41 c 30,58c
23 FLIP11-25 40,07 c 20,4a 247,01a 11,07 a 2,07c 3,47b 4,949a 38,67 b
24 FLIP11-97 40,87 c 20,20a 113,82b 8,60a 2,13c 4,33b 2,28b 28,40c
25 FLIP11-157 30,93c 17,60b 100,58b 8,47b 2,40c 3,73b 2,01 b 24,68c
26 FLIP11-161 34,10c 17,17 b 106,74b 7,82b 2,13c 3,77b 2,13b 26,00c
27 FLIP11-179 35,07 c 22,20a 256,32a 12,60a 2,20c 4,00b 5,12a 32,67c
28 FLIP11-182 32,93c 16,63 b 152,32b 9,13a 2,07c 2,73c 3,05b 30,33c
29 FLIP11-187 35,20c 17,93 b 119,07b 8,04b 2,07c 3,27b 2,38b 29,19c
30 FLIP11-203 37,27c 22,13 a 393,53a 13,67 a 1,80c 2,93c 7,87a 39,67b
31 FLIP11-206 34,13 c 17,73 b 268,58a 12,67a 1,93c 3,73 b 5,37a 34,33 b
32 FLIP11-207 38,60c 25,80a 277,08 a 15,33a 1,93c 3,67b 5,54a 30,00c
33 FLIP11-213 33,20c 8,73b 75,00b 4,09b 2,07c 2,60c 1,5b 29,54c
34 FLIP11-224 33,27 c 19,67 a 143,97b 7,27b 1,93c 3,67b 2,88b 29,00c
35 ILC3279 60,33a 27,13a 36,78c 4,47b 2,07c 3,93b 0,73c 25,11c
36 BRS TORO 30,53c 12,40b 84,88b 5,20b 2,00c 3,40b 1,70b 35,03 b
37 CICERO 32,07 c 12,87 b 184,06a 7,87b 1,93c 2,27d 3,68a 53,33 a
38 BRS ALEPPO 34,63c 10,13 b 57,08c 2,93b 2,00c 2,87c 1,14c 33,08c
39 BRS CRIST 33,93c 28,4a 232,05a 14,40a 2,00c 40b 4,64a 34,33 b
40 BRS KALIFA 31,33¢c 7,80b 36,73c 1,97b 2,20c 3,20b 0,71 c 23,90c
41 JAMU 26,80c 11,47 b 176,78 a 7,73b 2,00c 1,80d 3,53a 39,74 b

MEDIAS 36,98 19,33 155,8 8,92 2,1 4,47 2,99 31,62
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Continuagdo.

N©° NOME IC PDV_HA EWAPD MS EWAMS DFLOR DMAT
1 FLIP10-316 17,28c 161,61Db 1,40 c 853,12 b 7,39 b 51,67 f 111,67 f
2 FLIP10-319 7,03d 36,73 c 0,32 c 600,53 b 520b 50,67 f 105,67 i
3 FLIP10-321 28,74b 468,15a 4,06a 1534,48a 13,30a 59,00c 116,00e
4 FLIP10-322 11,33d 86,59c 0,75 c 666,46 b 578Db 51,00 f 112,00 f
5 FLIP10-323 21,69c 113,61 c 1,13 c 666,72 b 578b 57,67c 117,67d
6 FLIP10-324 26,99c 559,48a 4,85a 2048,36a 17,75a 48,679g 113,67 e
7 FLIP10-326 34,74b 597,58 a 5,18a 1689,84a 14,64 a 56,00d 120,00c
8 FLIP10-327 22,83c 198,30b 1,72b 789,11 b 6,84 b 53,00 f 117,00d
9 FLIP10-328 32,25b 465,61a 4,03a 1415,34a 12,26a 52,00f 117,00d
10 FLIP10-329 30,73 b 377,98 a 3,27a 1070,95b 9,28b 56,33d 113,33 f
11 FLIP10-330 23,12c 265,96b 2,30b 865,41b 7,50b 51,00 f 110,00 g
12 FLIP10-341 10,11d 68,26c 0,59 c 683,45 b 5,92b 54,00e 117,00d
13 FLIP10-342 26,71 c 255,04b 2,21 b 900,32b 7,80b 52,00f 116,00e
14 FLIP10-346 29,06b 295,14b 2,56b 1003,29b 8,70b 62,33 b 124,33 b
15 FLIP10-347 31,37 b 434,19 a 3,77a 1393,63a 12,08 a 51,67 f 112,67 f
16 FLIP10-348 41,05a 961,72 a 8,33a 2337,03a 20,25a 51,00f 112,00 f
17 FLIP10-349 11,29d 107,72c 0,93 c 623,02 b 540b 5567d 117,67d
18 FLIP10-352 27,82c 499,68a 4,33a 1749,00a 15,15a 51,33f 113,33 f
19 FLIP10-362 47,41 a 780,09 a 6,76 a 1605,99a 13,92a 49,67g 107,67 h
20 FLIP10-370 31,10b 574,83a 4,98a 1777,99a 1541a 54,33e 124,33 b
21 FLIP10-381 37,56b 543,73a 4,71a 1420,96a 12,31a 59,67c 115,67 e
22 FLIP10-383 9,49d 48,87c 0,42 c 443,67 b 3,85b 53,67e 114,67 e
23 FLIP11-25 36,53 b 588,12 a 5,09a 1576,65a 13,66a 51,33f 115,33 e
24 FLIP11-97 19,87 c 271,00b 2,35b 130542a 11,31a 57,00d 117,00d
25 FLIP11-157 24,96c 239,47b 2,07b 856,89b 7,43b 56,33d 115,33 e
26 FLIP11-161 22,02c 254,14b 2,20b 1101,63b 954b 49,00g 111,00 f
27 FLIP11-179 37,02b 610,29 a 529a 1667,13a 14,45a 55,67d 111,00f
28 FLIP11-182 26,32c 362,67b 3,14b 1137,05b 9,85Db 51,33f 115,33 e
29 FLIP11-187 23,74c 283,49b 2,46Db 1024,08b 8,87b 54,67e 115,33 e
30 FLIP11-203 44,43 a 936,96 a 8,12a 2078,72a 18,01a 55,33d 116,33 d
31 FLIP11-206 39,87a 639,49a 554a 1609,46a 13,95a 52,67 f 111,67 f
32 FLIP11-207 40,22a 659,72 a 572a 1599,34a 13,86a 48,33g 112,33 f
33 FLIP11-213 24,44c 178,58b 1,55b 735,26 b 6,37 b 58,67c 117,67 d
34 FLIP11-224 2291c 342,78b 2,97b 1346,34a 11,66a 49,33g 108,33 h
35 ILC3279 4,35d 87,57 c 0,76 c 1884,30a 16,33a 71,33 a 146,33 a
36 BRS TORO 22,55c¢c 202,10b 1,75b 694,54 b 6,02b 47,679g 114,67 e
37 CIiCERO 41,08 a 438,23 a 3,80a 1022,55b 8,86b 39,67h 115,67 e
38 BRS ALEPPO 17,91 c 13591c 1,18 c 703,37 b 6,09b 48,33g 117,33 d
39 BRSCRIST 31,50b 552,51a 4,79a 1737,11a 15,05a 51,33f 109,339
40 BRS KALIFA 14,22d 83,62c 0,70 c 487,53 a 4,23 b 52,67 f 116,67 d
41 JAMU 51,83a 420,89 a 3,65 a 805,53 a 6,98 b 33,6710 99,67

MEDIAS 26,96 370,45 3,21 1207,60 10,46 52,85 115,02

Meédias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scoot Knoot a 5%
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A comparagdo entre médias para a caracteristica altura de plantas variou de 26,80 cm
(JAMU) a 60,33 cm (ILC 3279), com valor total de média entre os tratamentos de 36,98 cm.
Os gendtipos FLIP10-324 e o teste suscetivel ILC 3279 apresentaram maior altura, em relacao
aos demais (p < 0,05, letra ‘a’ na coluna). Os genotipos FLIP10-321, FLIP10-348 e FLIP10-
352, apresentaram altura média (p < 0,05, letra ‘b’ na coluna). Os 28 gendtipos restantes e as 5
cultivares comerciais apresentaram médias de alturas inferiores (p < 0,05, letra ‘c’ na coluna),
com valores variando de 26,80 a 40,93 cm (tabela 4).

Este resultado é semelhante ao relatado por Artiaga et al., (2015), que ao avaliar
gendtipos de gréo-de-bico em cultivo sequeiro para o cerrado, em diferentes épocas de
semeadura, observou variacao de altura entre os gen6tipos de 26 cm a 83 cm, com médias totais
para cada época de semeadura de 67, 47 e 48 cm. A mecanizacdo é um obstaculo para a
expansdo da producdo de grdo-de-bico (BASHA et al., 2018). A altura de plantas ¢ um
importante parametro a ser considerado em um programa de melhoramento visando a colheita
mecanizada. Segundo Madhuri; Jayalakshmi, (2020), a média de altura para a cultura varia de
35a45 cm e, as cultivares favoraveis a mecanizacdo apresentam alturas de 30 a 40% superiores
as medias relatadas. Visando a selecdo baseada na altura para colheita mecanizada, os genotipos
que melhor se destacaram foram FLIP10-324, ILC 3279, FLIP10-321, FLIP10-348, FLIP10-
352.

O peso total de planta apresentou formacdo de dois grupos distintos com valores de
média variando de 7,80 g (BRS KALIFA) a 42,74 g (FLIP10-370). Dentre os 41 tratamentos,
19 genotipos e 1 cultivar comercial apresentaram médias de peso total estatisticamente
superiores (p < 0,05, letra ‘a’ na coluna), aos apresentados pelos outros 16 gendtipos e 5
cultivares comerciais (p < 0,05, letra ‘b’ na coluna) (tabela 4).

O peso de vagem por planta diferiu estatisticamente entre os tratamentos. Ao total, 19
genodtipos e uma cultivar comercial apresentaram médias superiores (p < 0,05, letra ‘a’ na
coluna), os demais gendtipos e as 5 cultivares comerciais restantes apresentaram médias
inferiores (p < 0,05, letra ‘b’ na coluna) variando de 1,97 g (BRS KALIFA) a 8,47 g (FLIP11-
157) (tabela 4).

Para o numero de ramos primarios, a comparagdo entre médias apresentou formagéo de
trés grupos estatisticamente distintos, com meédias variando de 1,80 (FLIP11-203) a 3,20
(FLIP10-348). O gendtipo FLIP10-348 apresentou maior numero de ramos primarios (p < 0,05,
letra ‘a’ na coluna), seguido do genotipo FLIP10-362 com média de 2,87 (p < 0,05, letra ‘b’ na
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coluna). Os demais genotipos, cultivares comerciais e o teste suscetivel apresentaram médias
de ramos primadrios estatisticamente inferiores (p < 0,05, letra ‘c’ na coluna) (tabela 4).

A caracteristica numero de ramos secundarios apresentou formacdo de quatro grupos
estatisticamente distintos. Os gendtipos FLIP10-348 e FLIP10-362 apresentaram maior numero
de ramos secundarios (p < 0,05, letra ‘a’ na coluna) (tabela 4). O segundo grupo formado por
25 genotipos, o teste suscetivel e trés cultivares comerciais ndo diferiram estatisticamente entre
si (p < 0,05, letra ‘b’ na coluna), apresentando intervalo de valores médios de 3,20 (BRS
KALIFA) a 4,33 (FLIP11-97) (tabela 4). Outros seis genotipos e uma cultivar comercial
formaram o terceiro grupo (p < 0,05, letra ‘c’ na coluna) com médias de 2,60 (FLIP11-213) a
3,07 (FLIP10-347). As cultivares Jamu, Cicero e o gen6tipo FLIP10-349 apresentaram 0s
menores valores médios de ramos secundarios, 1,80, 2,27 e 2,27 respectivamente, formando o
quarto grupo (p < 0,05, letra ‘d’ na coluna) (tabela 4).

Pela anélise de variancia a produtividade por planta demonstrou efeito significativo
entre os tratamentos. Do total dos tratamentos, 15 gendtipos e as cultivares comerciais Cicero,
BRS Cristalino e Jamu apresentaram médias superiores aos demais (p < 0,05, letra ‘a’ na
coluna) (tabela 4), com valores variando de 3,53 g (Jamu) a 8,08 g (FLIP10-348). A cultivar
Toro e outros 12 genoétipos apresentaram média produtividade por planta (p < 0,05, letra ‘b’ na
coluna) (tabela 4), com intervalo de valores de 1,5 g (FLIP11-213) a 3,05 g (FLIP11-182). Os
demais gendtipos, duas variedades comerciais e o teste suscetivel ILC 3279, apresentaram
produtividade por plantas inferiores (p < 0,05, letra ‘c’ na coluna) (tabela 4).

Para a caracteristica peso de 100 sementes os valores variaram de 19,11 a 53,33 g, com
média total entre os tratamentos de 31,62 g. Estes valores sdo superiores aos relatados por
Madhuri; Jayalakshmi, (2020), que avaliando gen6tipos de grao-de-bico para alta produtividade
em cultivo sequeiro, relataram peso de 100 sementes em intervalos de 16 a 32,3 g. A cultivar
comercial Cicero apresentou o0 maior peso de 100 sementes em relacdo as demais (p<0,05, letra
‘a’ na coluna) . Outros 9 gendtipos e 3 cultivares comerciais, apresentaram valores
intermediarios (34,33 a 39,74 g), caracterizados, neste trabalho, como peso médio de 100
sementes (p<0,05, letra ‘b’ na coluna) (tabela 4). O gendtipo FLIP10-322 apresentou a menor
média entre os tratamentos (19,11 g), entretanto, ndo diferiu estatisticamente de outros 25
genotipos, o teste suscetivel e as cultivares comercias BRS Aleppo e BRS Kalifa (p<0,05, letra
‘c’ na coluna) (tabela 4).
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Avaliando diferentes genotipos em condi¢des de cerrado e déficit hidrico, Moreira,
(2020) observou variagdo no peso de 100 sementes de 21,80 (FLIP11-119) a 53,83 g (FLIP11-
161), resultado semelhante ao observado no presente trabalho.

O peso de 100 sementes é uma importante medida de rendimento e é considerado como
um indicador util no monitoramento e selecdo de genoétipos de interesse. De acordo Serraj et
al., (2004), esta caracteristica parece ser estavel ao longo do tempo e do ambiente, apresentando
menor interacdo gendtipo x ambiente (G x A).

No agrupamento entre médias para indice de colheita houve a formacdo de quatro
grupos estatisticamente distintos. Os tratamentos que apresentaram maior indice de colheita
(p<0,05, letra ‘a’ na coluna) (tabela 4) foram: Jamu (51,83), FLIP10-362 (47,41), FLIP11-203
(44,43), Cicero (41,08), FLIP10-348 (41,05), FLIP11-207 (40,22), FLIP11-206 (39,87). O
segundo grupo, formado por 10 gendtipos e a cultivar BRS Cristalino (p<0,05, letra ‘b’ na
coluna) (tabela 4), apresentaram valores entre 28,74 (FLIP10-321) e 37,56 (FLIP10-381). O
terceiro grupo ¢ formado por 14 gendtipos e duas cultivares comerciais (p<0,05, letra ‘c’ na
coluna) (tabela 4). Os demais tratamentos obtiveram indice de colheita inferiores, sendo o teste
suscetivel ILC 3279, o tratamento que apresentou o menor resultado (p<0,05, letra ‘d’ na
coluna) (tabela 4).

O indice de colheita no contexto agronémico € utilizado como indicativo de eficiéncia
produtiva (DURAES; MAGALHAES; OLIVEIRA, 2002). Gen6tipos que apresentam altos
indices de colheita, sdo mais promissores para utilizar no melhoramento para a tolerancia a seca
em grdo-de-bico, pois evidenciam a capacidade dos materiais em direcionar fotoassimilados
para a 6rgdos de rendimento econdémico. Os indices de colheita observados neste trabalho,
foram superiores aos encontrados por Artiaga et al., (2015), que avaliando gendtipos de gréo-
de-bico em condicdes similares as do presente trabalho, obteve variacdo para a caracteristica de
5,67 a 37,24%. Entretanto, Madhuri; Jayalakshmi, (2020), relatam indices de colheita
superiores aos aqui relatados para plantio em condi¢des de sequeiro.

Em relacdo a produtividade por hectare, 16 gendtipos e 3 variedades comerciais se
destacaram como as mais produtivas (p<0,05, letra ‘a’ na coluna) (tabela 4). Apesar de né&o
haver diferenca estatistica dentro deste grupo, foi observado intervalo de médias que variam de
377,98 kg ha a 961,72 kg ha. Dentre os tratamentos que se destacaram, 0s que apresentaram
maiores médias de produtividade foram: FLIP11-203 (961,72 kg ha*), FLIP10-348 (936,96 kg
hal) e FLIP10-362 (780,09 kg ha), médias de produtividade superiores as relatadas por
ARTIAGA et al., (2015), em condicéo de sequeiro.
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Outros 12 gendtipos e a cultivar BRS Toro, apresentaram produtividade média variando
de 161,03 kg ha' a 362,67 kg ha (p<0,05, letra ‘b’ na coluna) (tabela 4). O teste suscetivel
(ILC 3279), ndo diferiu estatisticamente de outros 5 genotipos e as cultivares BRS Kalifa e BRS
Aleppo, todos apresentando baixa produtividade (tabela 4). A produtividade média total,
apresentada neste trabalho de 370,45 kg hal, esta de acordo com a média mundial de producéo
de grdo-de-bico em plantio sequeiro. Entretanto, alguns materiais apresentaram produtividades
superiores a produtividade mundial para a cultura, em plantio com suplementacéo de irrigacdo
de 900 a 1200 kg ha . As temperaturas minimas registradas ao longo do experimento podem
ter afetado a produtividade de alguns genétipos, pois além do estresse hidrico sofrido, em alguns
dias as temperaturas ficaram abaixo de 10 °C. De acordo Taylor et al., (2003), O grdo-de-bico
é sensivel a temperaturas abaixo de 15 °C, principalmente durante a fase de florescimento.
Comparativamente, em condicdes de cerrado e cultivo sequeiro, os resultados obtidos neste
trabalho séo inferiores aos relatados por Moreira, (2020), porém, superiores aos descritos por
Artiaga et al., (2015), para a mesma época de plantio.

A produtividade € influenciada por fatores como manejo da area, qualidade da semente,
densidade de plantio, tratos culturais, entre outros. Praticas de cultivo adequadas como o
preparo correto do solo, adubagéo, uso de sementes com boa procedéncia e plantas adaptadas
as condicdes de cultivo, sdo responsaveis por promover incremento na producdo de grao-de-
bico, mesmo em condic¢des de sequeiro. Como o observado por Khan et al., (2003), que
adotando préaticas de cultivo ideias para a cultura, observou incremento de 27% na
produtividade, em relacdo ao plantio sem os devidos cuidados referidos acima.

Na eficiéncia do uso da agua na produtividade houve a formacéo de trés grupos com
médias entre os tratamentos variando de 0,32 a 8,33 kg/ha’t/mm, apresentando média geral de
3,21 kg/hat/mm. Dos 41 tratamentos, 19 apresentaram maior eficiéncia do uso da agua na
produtividade (p<0,05, letra ‘a’ na coluna) (tabela 4). Apesar de ndo haver diferenca estatistica
dentro deste grupo, os tratamentos que apresentaram maiores médias foram FLIP10-348 (8,33
kg/hat/mm), FLIP11-203 (8,12 kg/hat/mm) e FLIP10-362 (6,76 kg/ha/mm). Outros 12
tratamentos apresentaram eficiéncia intermediaria do uso da agua na produtividade (p<0,05,
letra ‘b’ na coluna) (tabela 4), com médias entre 1,55 e 3,14 kg/ha*/mm. O terceiro grupo
composto por 7 gendtipos, o teste suscetivel (ILC 3279) e os cultivares BRS Aleppo e BRS
Kalifa apresentaram as menores médias de eficiéncia (p<0,05, letra ‘c’ na coluna) (tabela 4).
A média geral observada neste trabalho para esta caracteristica, é inferior a relatada por Anwar;

Mckenzie; Hill, (2000) de 12,7 kg/ha/mm em plantio com suplementagdo de irrigacdo.
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Entretanto, esta de acordo com o observado por Zhang et al., (2000), que ao estudar a eficiéncia
do uso da agua por lentilha e grdo-de-bico por um periodo de 4 anos, observou média de
producio de 3,2 kg/ha’t/mm.

A eficiéncia trata da razdo entre o produto obtido e o recurso investido. Para Blum,
(2005), a eficiéncia do uso da agua é uma importante caracteristica genética capaz de melhorar
0 desempenho da cultura em condi¢des de estresse hidrico, e de promover incremento de
producdo em condic@es ideais de cultivo. Plantas suscetiveis a seca tendem a utilizar mais agua
na fase vegetativa, enquanto plantas tolerantes economizam agua na fase vegetativa e investem
maior quantidade na fase reprodutiva (ZAMAN-ALLAH; JENKINSON; VADEZ, 2011). A
selecdo de materiais com base nesta caracteristica € uma alternativa promissora a ser explorada
pelos programas de melhoramento. De acordo Kaloki; Trethowan; Tan, (2019), A herdabilidade
para esta caracteristica em condic¢des de sequeiro é de 71,3%.

Para a producdo de matéria seca, o teste suscetivel (ILC 3279), os cultivares comerciais
BRS Cristalino, BRS Kalifa, Jamu e, outros 16 gendtipos apresentaram médias superiores aos
demais tratamentos (p<0,03, letra ‘a’ na coluna) (tabela 4).

A cultivar BRS Cristalino, o teste suscetivel e outros 17 gen6tipos mostraram-se mais
eficientes na produgdo de matéria seca por mm de agua aplicado (p<0,05, letra ‘a’ na coluna)
(tabela 4), com valores variando de 11,31 kg/ha/mm (FLIP11-97) a 20,25 kg/ha/mm
(FLIP10-348). Os demais tratamentos apresentaram baixa eficiéncia (p<0,05, letra ‘b’ na
coluna) (tabela 4). A média geral entre os tratamentos foi de 10,46 kg/ha™t/mm, resultado
superior ao relatado por Zhang et al., (2000) de 8,7 kg/ha*/mm. Tratamentos como o teste
suscetivel (ILC 3279) e os genotipos FLIP11-97, FLIP11-224, apresentaram alta eficiéncia na
producdo de matéria seca, porém baixa produtividade, indicando que estes tratamentos se
ajustaram a condicado de estresse e direcionaram a maior parte da energia e da agua absorvida
do solo, para manter processos vitais a sobrevivéncia e desenvolvimento vegetativo, e pouca
energia a producdo de sementes.

Para a caracteristica dias para floracdo, houve variacdo de 33 a 71 dias (tabela 4). A
cultivar comercial Jamu foi caracterizada como a mais precoce, apresentando 50% do
florescimento em média 33 dias apds a semeadura (p<0,05, letra ‘i’ na coluna) (tabela 4).
Seguida do cultivar Cicero, apresentando 50% de florescimento em média 39 dias apés a
semeadura (p<0,05, letra ‘h’ na coluna) (tabela 4). 5 genotipos e as cultivares BRS Toro e BRS
Aleppo atingiram o mesmo nivel de floragao entre 47 a 49 dias ap6s o plantio (p<0,05, letra ‘g’

na coluna) (tabela 4). Outros grupos formados foram com 13 tratamentos e duas cultivares
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comerciais apresentando de 51 a 53 dias para a floragao (p<0,05, letra ‘f* na coluna) (tabela 4),
4 tratamentos com 53 a 54 dias (p<0,05, letra ‘e’ na coluna) (tabela 4), 7 tratamentos de 55 a
56 dias (p<0,05, letra ‘d’ na coluna) e 4 tratamentos de 57 a 60 dias (p<0,05, letra ‘c’ na coluna)
(tabela 4). O teste suscetivel ILC 3279 e o genotipo FLIP10-346 foram os tratamentos mais
tardios apresentando 50% de floragdo aos 71 e 62 dias ap6s a semeadura, respectivamente.

Os dias para o florescimento aqui relatados, estdo de acordo com o observado por
Avrtiaga et al., (2015), que em condi¢es de cerrado e sequeiro para a mesma época de plantio,
observou variacdo de 38 a 68 dias para 50% de florescimento. Utilizando os mesmos
tratamentos deste trabalho, Moreira, (2020) observou menor variagdo de dias para 0
florescimento, de 38 a 59 dias.

E importante ressaltar que apesar de a cultivar comercial Jamu se destacar como a mais
precoce em floracao, esta sofreu menor nivel de estresse hidrico, tendo em vista que o corte da
irrigacdo suplementar foi feito 30 dias apds a semeadura e o0 estagio de floracdo aqui relatado,
ocorreu 33 dias apds o plantio. O mesmo ocorreu para a cultivar Cicero. Para ambas cultivares
a umidade presente no solo até o referido estagio foi de aproximadamente 26,98% (figura 3).
Os tratamentos que apresentaram 50% de florescimento a partir de 40 dias apds o plantio,
sofreram moires niveis de estresse hidrico, visto que a umidade do solo foi diminuindo
gradativamente ao longo das semanas de monitoramento, chegando ao nivel final de 17% de
umidade gravimétrica (figura 3) e 18% de umidade volumétrica (figura 4). Durante o periodo
de irrigacdo suplementar as umidades gravimétricas e volumétricas do solo chegaram a 30 e
34%, respectivamente (figura 3 e 4).

A caracteristica dias para o florescimento é um importante pardmetro responsavel por
afetar diretamente a adaptacdo das culturas em condicGes de baixa disponibilidade hidrica no
solo (OR; HOVAV; ABBO, 1999). Fatores como a temperatura e o fotoperiodo também
exercem grande influéncia no periodo reprodutivo do grdo-de-bico (GRDC, 2018). A selecdo e
0 desenvolvimento de cultivares de florescimento precoce é uma Otima alternativa para
aumentar a produtividade do grdo-de-bico em condicdes de estresse hidrico (MBAREK et al.,
2009). Apesar da precocidade ser sugerida para a selecdo de materiais tolerantes, foi observado
neste trabalho que as maiores produtividades foram apresentadas em tratamentos com 33 a 59
dias para 50% do florescimento, ou seja, tratamentos com florescimento precoce e
intermediario.

Houve grande variagdo para a caracteristica dias até a maturagdo. Os intervalos de

médias para 0s tratamentos variaram de 99 dias (Jamu) a 146 dias (ILC 3279) (tabela 4). A

50



cultivar comercial Jamu apresentou 90% de maturacdo de vagens em média 99 dias ap06s a
semeadura, com umidade do solo de 18,97% (figura 3), sendo caracterizada como a mais
precoce para a caracteristica de dias até a maturacdo. O segundo mais precoce foi 0 genotipo
FLIP10-319 com média de 105 dias do plantio até o estagio de maturacéo referido, e a umidade
do solo de 18,6% (figura 3). Os gen6tipos com maturacao tardia foram ILC 3279 (p<0,05, letra
‘a’ na coluna) (tabela 4), FLIP10-346, FLIP10-370 (p<0,05, letra ‘b’ na coluna) (tabela 4) e
FLIP10-326 (p<0,05, letra ‘c’ na coluna) (tabela 4), com 146, 124 e 120 dias para o estagio de
90% de vagens maduras e solo apresentando umidade gravimétrica de aproximadamente 17%
(tabela 4). A variacdo encontrada neste trabalho difere da relatada por MOREIRA, (2020) de
109 a 119 dias para maturacgdo. Para Artiaga et al., (2015), o ciclo ideal da cultura para condicao
de sequeiro e cerrado brasileiro, é de 115 a 120 dias. Exceto o teste suscetivel (ILC 3279), todos
tratamentos estdo dentro deste intervalo de recomendacdo. A maturacdo precoce € um
mecanismo que permite o escape da seca pelas plantas (GAUR et al., 2006)

O porte da planta tem sido um pardmetro importante na selecdo de plantas para
programas de melhoramento vegetal. Segundo Saccardo; Calcagno, (1990), em plantio de
inverno, plantas de grdo-de-bico com porte ereto apresentam vantagem ao produtor, pois
favorecem a mecanizacdo. Além disso, plantas de porte ereto permitem maior densidade de
plantio, e possuem maior capacidade de interceptacédo de raios solares, que proporcionam maior
eficiéncia no processo fotossintético e, e permitem a cultura conseguir competir com plantas
invasoras (SACCARDO; CALCAGNO, 1990). Devido a importancia desta caracteristica, a
arquitetura das plantas foi catalogada para este trabalho (tabela 5). Dos 41 tratamentos foram
observados: 11 tratamentos de porte ereto, 14 de porte semiereto, 13 de porte prostrado e 3

semiprostrado.
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Tabela 4 — Arquitetura de plantas em gendtipos e cultivares comerciais de grdo-de-bico
utilizados no experimento

Gendtipos Teste suscetivel
N° Denominagdo Arquitetura N° Denominagdo Arquitetura N° Denominagdo Arquitetura N°  Denominagdo  Arquitetura
1 FLIP10-316 P 13 FLIP10-342 P 25 FLIP11-157 P 35 ILC3279 E
2 FLIP10-319 P 14 FLIP10-346 E 26 FLIP11-161 E
3 FLIP10-321 E 15 FLIP10-347 SE 27 FLIP11-179 P Cultivares comerciais
4 FLIP10-322 P 16 FLIP10-348 SE 28 FLIP11-182 SP N°  Denominagdo  Arquitetura
5 FLIP10-323 SE 17 FLIP10-349 P 29 FLIP11-187 SE 36  BRSTORO P
6 FLIP10-324 E 18 FLIP10-352 P 30 FLIP11-203 SE 37 CICERO P
7 FLIP10-326 SP 19 FLIP10-362 P 31 FLIP11-206 SE 38 ALEPPO SE
8 FLIP10-327 E 20 FLIP10-370 E 32 FLIP11-207 SE 39 CRISTALINO SP
9 FLIP10-328 SE 21 FLIP10-381 E 33 FLIP11-213 E 40 KALIFA SE
10 FLIP10-329 SE 22 FLIP10-383 SE 34 FLIP11-224 E 41 JAMU SE

—
[N

FLIP10-330 E 23 FLIP11-25 SE
12 FLIP10-341 P 24 FLIP11-97 P

P = Prostrado, SP = Semiprostrado E = Ereto, SE = semiereto

Estatisticamente, a correlagdo estima o grau de relacionamento entre duas variaveis e o
que elas representam. No melhoramento genético vegetal, busca-se através do estudo da
correlacdo entre caracteristicas, aumentar a eficiéncia na selecdo. Segundo Jivani et al., (2013),
é possivel aumentar a eficiéncia da selecdo em grao-de-bico, baseando-se em caracteristicas de
producdo ou rendimento de sementes.

Considerando a caracteristica de produtividade por hectare, verifica-se que esta
apresentou correlacdo positiva e significativa com as caracteristicas: peso por planta (0,54),
numero de ramos secundarios (0,40), peso de vagens (0,92), peso de 100 sementes (0,34), indice
de colheita (0,86), eficiéncia do uso da &gua na produtividade (1,00), matéria seca (0,54) e
eficiéncia na producdo de matéria seca (0,54) (tabela 6). As correlacfes positivas entre estas
caracteristicas citadas, indicam que na medida que a produtividade aumenta, as outras
caracteristicas respondem positivamente. Por demonstrar o mais alto grau de correlacao
positiva, as caracteristicas eficiéncia no uso da agua e produtividade por hectare apresentaram
as mesmas correlagdes. Ambas as caracteristicas tambem apresentam correlagdo negativa com
dias para floracdo e dias para maturagéo, indicando que tratamentos mais precoces tendem a

apresentar maiores produtividades por hectare.
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Tabela 5 — Coeficiente de correlacdo entre 14 caracteristicas em diferentes genotipos e
cultivares comerciais cultivados sob condicdo de sequeiro

PSP PDV.P PDV.HA PP  ALTV NRP NRS PV P100 IC EWAPD MS EWAMS DFLOR

PDV_P  089*

PDV_HA 1,00 0,89*

PP 054* 0,75  0,54*

ALTV ~ -007 -006 -007 019

NRP 027 012 0,27 017  -0,05

NRS 040 021 040 031* 021 077*

PV 092 077* 092* 058* -0,02 034* 049*

P00  034* 036* 034 002 -018 -006 -015 017

IC 086* 078* 086* 033* -031* 018 014 077* 053*

EWAPD 100 089 100 054 -007 027 040* 092 034 086"

MS 054* 075* 054+ 100+ 019 017 031 058 002 033* 054*

EWAMS 054* 075 054 1000 019 017 031* 058 002 033 054* 100*
DFLOR -015 -026 -015 -004 022 0 021 -003 -053* -042* -015 -004 -0,04
DMAT 021 -022 -021 005 013 -009 0 014  -028 -039* -021 0,05 005  0,74*

* significancia a 5%

Para peso de plantas foi observada correlacdo positiva e significativa com as
caracteristicas nimero de ramos secundarios (0,31), peso de vagem (0,58), indice de colheita
(0,33), eficiéncia do uso da agua na produtividade (0,54), matéria seca (1,00) e, eficiéncia do
uso da agua na producédo de matéria seca (1,00), entretanto, apresentou correla¢do negativa com
a caracteristica dias para a floragdo (-0,04), indicando que plantas com florescimento precoce
podem apresentar maior peso por planta (tabela 6).

O peso de 100 sementes se correlacionou de forma negativa com a caracteristica dias
para 50% da floracdo (-0,53), indicando que gendtipos com floracéo precoce podem apresentar
sementes maiores. O indice de colheita também apresentou correlagdo negativa com dias para
floracdo (-0,42) e dias para maturacgéo (-0,39), evidenciando que cultivares com precocidade de
floracdo e maturacdo também apresentam maiores indices de colheita (tabela 6).

A analise dos componentes principais agrupa individuos de acordo sua variacao, ou seja,
um conjunto de variaveis sdo agrupados de acordo seu comportamento e variacdo dentro de
uma populagdo. A analise deste trabalho, demonstrou que os dois primeiros componentes
principais explicaram 66,5% da variancia contida nas varidveis originais. O componente
principal 1 (CP1), explicou 48,44% da variacdo, enquanto o componente principal 2 explicou

18,1% da variancia (tabela 7).
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Tabela 6 — Autovalores e autovetores associados aos caracteres e aos dois primeiros

componentes principais (CP1 e CP2), estimados em grdo-de-bico.

Componentes principais CP1 CP2
Contribuicao dos CP (%) 48,44 18,1
Contribuicdo acumulativa (%) 48,44 66,5
Peso de sementes por parcela 0,95 -0,12
Produtividade por planta 0,94 -0,07
Produtividade por hectare 0,95 -0,12
Peso por Planta 0,75 0,46
Altura da primeira vagem -0,02 0,51
NUmero de ramos primarios 0,33 0,20
Numero de ramos secundarios 0,44 0,42
Peso de vagens 0,91 0,04
Peso de 100 sementes 0,32 -0,64
indice de colheita 081  -048
Eficiéncia do uso da agua na produtividade 0,95 -0,12
Matéria Seca 0,75 0,46
Eficiéncia do uso da &gua na producdo de matéria seca 0,75 0,46
Dias para floracdo -0,22 0,71
Dias para maturacéo -0,23 0,63

Para este trabalho, foram considerados como relevantes cargas com valor absoluto

superior a 0,2. Para o componente principal 1 (CP1), todas as caracteristicas contribuiram

exceto, altura da primeira vagem (-0,02). As variaveis que contribuiram para a discriminacao

dos genotipos para o componente principal 2 (CP2), foram: peso por planta (0,46), altura da

primeira vagem (0,51), nimero de ramos secundarios (0,42), matéria seca (0,46), eficiéncia do

uso da agua na producdo de matéria seca (0,46), dias para floracdo (0,71) e dias para maturacdo

(0,63).
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Na figura 5 estdo representados os grupos de variaveis e 0s autos vetores representados
pelos genotipos inumerados de 1 a 41 conforme descritos na tabela 1.

4,00

3,00

2,00

1,00

PCA2

0,00

-1,00

-2,00

-3,00

-2,00 -1,50 -1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
PCAl

Figura 5 — Gréfico biplot com 15 caracteres agrondmicos e morfoldgicos analisados em
genotipos e cultivares de gréo-de-bico

As variaveis mais correlacionadas, compartilham o mesmo vetor, ou tendem a uma
direcdo similar. A alta correlacdo entre as variaveis indica que em proximas sele¢bes pode-se
adotar apenas a uma das caracteristicas. Tratamentos dentro dos grupos formados, se
correlacionam quanto as variaveis do seu grupo. Quanto mais proximos os tratamentos, mais
similares s&o entre si.

Sendo assim, o grupo | engloba 11 gendtipos e as variaveis mais correlacionadas sao
peso de planta, matéria seca e eficiéncia no uso da agua para producdo de matéria seca. Para
este grupo as variaveis numero de ramos primarios, numero de ramos secundarios e peso de
vagem, também apresentam correlacdo entre si, porém, em menor grau que as que
compartilham o mesmo vetor.

O grupo 11, apresenta alta correlacdo entre as caracteristicas peso de sementes por

parcela, produtividade por hectare e eficiéncia do uso da agua na produtividade. E observada
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correlacdo também em caracteristicas como indice de colheita, peso de vagem e peso de 100
sementes, porém em menor grau. Este grupo engloba 6 gendtipos e uma cultivar comercial.

O grupo 11 engloba 13 genotipos e duas cultivares comerciais, que se correlacionam
com as caracteristicas dias para florescimento, dias para maturacéo e altura de primeira vagem.
Independente da influéncia das variaveis, 0s gendtipos que ndo se aproximam de nenhum grupo,
sdo divergentes. Sendo assim, as cultivares Jamu, Cicero e o teste suscetivel apresentam-se

como o0s mais divergentes.
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Tabela 8 — Classificacdo dos tratamentos quanto a tolerancia e suscetibilidade a seca

N° TOLERANTES N° SUSCETIVEIS
3 FLIP10-321 1 FLIP10-316
6 FLIP10-324 2 FLIP10-319
7 FLIP10-326 4 FLIP10-322
9 FLIP10-328 5  FLIP10-323
10 FLIP10-329 8  FLIP10-327
15 FLIP10-347 11  FLIP10-330
16 FLIP10-348 12 FLIP10-341
18 FLIP10-352 13 FLIP10-342
19 FLIP10-362 14  FLIP10-346
20 FLIP10-370 17  FLIP10-349
21 FLIP10-381 22  FLIP10-383
23 FLIP11-25 24  FLIP11-97
27 FLIP11-179 25  FLIP11-157
30 FLIP11-203 26 FLIP11-161
31 FLIP11-206 28  FLIP11-182
32 FLIP11-207 29 FLIP11-187
37 CICERO 33  FLIP11-213
39 BRS CRISTALINO 34 FLIP11-224
41 JAMU 35 ILC3279
36 BRSTORO
38 BRS ALEPPO
40 BRS KALIFA
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4 CONCLUSOES

As caracteristicas morfoagronémicas e de rendimento sdo importantes para a precisao
de selecdo dos melhores materiais para programas de melhoramento para tolerancia a

seca em grao-de-bico.

Para os componentes de producdo sob condi¢cdes de déficit hidrico, os seguintes
materiais se destacaram como os mais tolerantes: FLIP10-321, FLIP10-324, FLIP10-
326, FLIP10-328, FLIP10-329, FLIP10-347, FLIP10-348, FLIP10-352, FLIP10-362,
FLIP10-370, FLIP10-381, FLIP11-25, FLIP11-179, FLIP11-203, FLIP11-206,
FLIP11-207, Cicero, BRS Cristalino e Jamu.

Na analise de Componentes Principais 0s genotipos mais divergentes foram ILC 3279,
Cicero, Jamu. Estes materiais sdo promissores para as proximas etapas de selecdo dentro
e entre linhagens para o programa de melhoramento de Gréo-de-bico para tolerancia ao
déficit hidrico.
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CAPITULO Il - VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES
DERIVADOS DE GENES CANDIDATOS EM ACESSOS DE GRAO-DE-
BICO CONTRASTANTES PARA TOLERANCIA AO DEFICIT
HIDRICO
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RESUMO

Embora o grdo-de-bico (Cicer arietinum L.) apresente ampla adaptacéo a diferentes ambientes
e padrBes climaticos, redugdes consideraveis na produtividade tém sido observadas em
condicOes de déficit hidrico. Apesar de amplamente utilizada, a triagem de materiais genéticos
para tolerancia a seca baseada exclusivamente no feno6tipo nao permite a precisao necessaria na
selecdo devido a plasticidade fenotipica inerente as plantas. Atualmente, marcadores
moleculares geneticamente associados a caracteristicas de interesse sdo essenciais para
aumentar a precisdo da selecéo de plantas superiores em programas de melhoramento. No gréo-
de-bico, o desenvolvimento de marcadores moleculares de DNA foi muito favorecido apés a
disponibilizagdo de trés genomas completos de C. arietinum no “Pulse Crop database”. Nesse
contexto, o objetivo inicial do presente trabalho foi amplificar via PCR e identificar
polimorfismos nas sequencias de genes candidatos previamente descritos em associacdo com
tolerancia a seca no genoma de seis acessos contrastantes de gréo-de-bico avaliados nas
condicdes do planalto central do Brasil. Além disso, variantes alélicas de genes relacionados a
arquitetura foliar (com potencial impacto na tolerancia a seca em plantas) também foram
caracterizadas nesses seis materiais contrastantes de grdo-de-bico. Todas as regides genémicas
foram amplificadas via PCR com os amplicons correspondentes aos tamanhos esperados.
Polimorfismos em um ou mais dos seis acessos contrastantes de grao-de-bico foram observados
em onze regides gendmicas: SNF1-related protein kinase; aminoaldehyde dehydrogenase;
abscisic acid stress and ripening — ASR; CAP2 (apetala 2) promoter; Dehydrin; Dehydrin
responsive element binding protein; Cicer arietinum gene Erecta; Cicer arietinum Erecta
Promoter; Sucrose phosphate synthase — SPS; Sucrose Synthase — SuSy e o gene Tiller angle
control (TAC). Os acessos de grdo-de-bico foram agrupados de acordo com diferentes classes
fenotipicas, incluindo tolerancia e intolerancia ao déficit hidrico, bem como arquitetura da
planta expressa pela presenca de acessos com folhagens eretas, semieretas ou prostradas.
Polimorfismos exclusivos foram detectados para diferentes acessos e diferentes classes
fenotipicas e podem ser explorados como marcadores moleculares em populagdes segregantes
para validar a correlacdo com fenotipo de arquitetura vegetal e tolerancia a seca.

PALAVRAS-CHAVE: Cicer arietinum, Marcadores moleculares, Tolerdncia a seca,
Polimorfismos
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ABSTRACT

Although chickpea (Cicer arietinum) shows a wide adaptation to different environments and
climate patterns, considerable yield reductions have been observed under conditions of water
deficit. Despite being widely used, the screening of genetic materials for drought tolerance
based exclusively on the phenotype does not allow the required precision in the selection due
to the inherent phenotypic plasticity of plants. Currently, molecular markers genetically
associated with traits of interest are essential to increase the accuracy of superior plant selection
within breeding programs. In chickpeas, the development of DNA molecular markers has been
greatly favored after the availability of three complete genomes of Cicer arietinum in the “Pulse
Crop database”. In this context, the initial objective of the present work was to amplify via PCR
and identify polymorphisms in candidate genes previously described in association with
drought tolerance in the genome of six contrasting chickpea accessions evaluated in the
conditions of the highland Central of Brazil. Furthermore, allelic variants of genes related to
leaf architecture (with potential impact on drought tolerance in plants) were also characterized
in these six contrasting chickpea materials. All genomic regions were amplified via PCR with
the amplicons corresponding to the expected sizes. Polymorphisms in one or more of six
contrasting chickpea accessions were noted in ten genomic regions: SNF1-related protein
kinase; aminoaldehyde dehydrogenase; abscisic acid stress and ripening — ASR; CAP2 (apetala
2) promoter; Dehydrin; Dehydrin responsive element binding protein; Cicer arietinum Erecta;
Cicer arietinum Erecta Promoter; Sucrose phosphate synthase — SPS; Sucrose Synthase — SuSy
and the Tiller angle control (TAC) gene. Chickpea accessions were grouped according to
different phenotypic classes including water deficit tolerance and intolerance as well as plant
architecture expressed by the presence of accessions with erect, semi-erect or prostrate foliage.
Exclusive polymorphisms were detected for the different phenotypic classes and could be
explored as molecular markers in segregating populations to validate the correlation with plant

architecture and drought tolerance.

KEYWORDS: Cicer arietinum, Molecular markers, Drought tolerance, Polymorphisms
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1 INTRODUCAO

O grao-de-bico é a segunda leguminosa mais consumida no mundo e apresenta grande
importancia econdémica, nutricional e social (NASCIMENTO et al., 2016). O gréo-de-bico tem
se destacado como uma rica fonte alternativa de proteinas dietéticas (17-22%), apresentando
uma ampla possibilidade de usos para consumo in natura e para a producdo de itens de
processamento industrial. Nutricionalmente, as proteinas do gréo-de-bico apresentam niveis
adequados de amino&cidos essenciais e boa digestibilidade, tendo todos os atributos necessarios
como ingredientes funcionais (BOUKID, 2021). Em termos tecnoldgicos, o sabor suave e
neutro e a cor clara de cultivares do tipo “Kabuli” fazem desses graos ingredientes apropriados
para o desenvolvimento de novos itens para 0 mercado que visa substituir produtos derivados
de proteina animal (BOUKID, 2021).

Embora apresente uma ampla adaptacdo a diferentes ambientes e padrfes climaticos,
consideraveis reducdes na produtividade do grdo-de-bico sdo observadas em condicdes de
déficit hidrico (VARSHNEY etal., 2014). Embora a seca afete a produtividade das leguminosas
em todas as fases de desenvolvimento, sua ocorréncia durante as fases reprodutiva e de
desenvolvimento dos grios (= “seca terminal”) ¢ a mais critica e costuma resultar em perdas
significativas na produtividade (FAROOQ et al., 2017). A menor disponibilidade de agua bem
como as situacdes de secas transitorias sdo os principais fatores limitantes para a producédo de
leguminosas de graos, particularmente nos trépicos aridos e semiaridos (FAROOQ et al., 2017;
JHA et al., 2020). Além disso, drésticas mudancas climaticas tém sido observadas a nivel
global, resultando, em algumas regides, em um incremento consideravel do periodo de
estiagem. Neste cenario, o desenvolvimento do grdo-de-bico e outras leguminosas tolerantes ao
déficit hidrico € uma alternativa importante para garantir a producdo frente as intempéries
climaticas (SIMOVA-STOILOVA et al., 2016).

A selecdo de plantas tolerantes ao déficit hidrico com base no fenotipo vem sendo
adotada nos programas de melhoramento genético do grdo-de-bico e outras leguminosas ao
longo de muitos anos (VARSHNEY et al., 2014; LATEF & AHMAD, 2015). Apesar de muito
utilizada, a triagem com base no fenotipo para toleréncia a seca, ndo permite grande preciséo
na selecdo devido a plasticidade fenotipica inerente das plantas. Atualmente, marcadores
moleculares geneticamente associados com caracteristicas de interesse sao imprescindiveis para
aumentar a preciséo dos processos de sele¢do de plantas dentro dos programas de melhoramento
(Lletal., 2018; FONSECA & BOITEUX, 2021).
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A utilizacdo de marcadores moleculares baseados em polimorfismos no DNA foi
imensamente facilitada pelo advento da técnica de amplificacdo por meio de enzimas
termoestaveis de regides especificas do genoma via PCR (“Polymerase Chain Reaction”)
(AMITEYE, 2021), permitindo revelar, de forma eficaz, diferencas estruturais (polimorfismos)
nos segmentos de DNA. Na circunstancia em que um determinado polimorfismo se mostre
geneticamente (ou fisicamente) ligado/associado a uma regido gendmica contendo um
gene/locus que codifica uma caracteristica de interesse ele passa a representar um potencial
marcador molecular. Desta forma, marcador molecular e gene de interesse sdao herdados
conjuntamente (COLLARD et al., 2005). Com os avan¢os no entendimento da genética
envolvida em caracteristicas quantitativas e qualitativas de interesse, 0 emprego de marcadores
moleculares tem sido de extrema importancia em esquemas de selecdo assistida por marcadores
(SAM) dentro dos programas de melhoramento genético de plantas, especialmente no
monitoramento de caracteristicas em populacdes segregantes ou em acessos contrastantes,
facilitando a selecdo de individuos contendo caracteristicas superiores (FONSECA &
BOITEUX, 2021).

A identificacdo de marcadores moleculares se torna ainda mais robusta se acoplada com
sistemas de sequenciamento de DNA gendmico (OLADOSU et al. 2019; VARSHNEY et al.,
2019). Em grdo-de-bico, o desenvolvimento de marcadores moleculares de DNA tem sido
amplamente favorecido ap0s a disponibilizacdo trés genomas completos de Cicer arietinum no

“Pulse Crop database” (https://www.pulsedb.org). Esse banco inclui também os genomas de

ervilha, lentilha, feijdio comum, feijdo caupi e feijao guandu que podem ser empregados em
estudos comparativos. Esse recurso permite identificar e/ou descobrir genes candidatos
analogos a genes descritos e caracterizados em outras espécies vegetais, desenhar iniciadores
(“primers”) para PCR em regides presentes no genoma de grdo-de-bico e correlacionar
marcadores com fendtipos de interesse agronémico.

Marcadores moleculares de DNA tém sido descritos em grao-de-bico em associacédo
com o fendtipo de tolerancia a seca ou com caracteristicas morfologicas e fisiologicas
correlacionadas tais como: altura da planta, dias para a floracdo, dias para maturidade,
rendimento de grdos, nimero de vagens, porcentagem de vagens vazias, peso de graos, nimero
de gréos por planta (HAMWIEH et al., 2021). Estudos sobre a dissecacéo genética da tolerancia
a seca e ao calor foram conduzidos empregando 300 acessos de grdo-de-bico em diferentes

localidades da india e da Africa através do mapeamento por associacdo (GWAS) e marcadores
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moleculares com significativa associacdo com estas caracteristicas foram detectados (THUDI
et al., 2014a; THUDI et al., 2014b). Um subgrupo de genes significativamente envolvidos na
adaptacdo as condicGes ambientais de seca e calor foram detectados e eles representam
importante informacdo genética visando o desenvolvimento de marcadores moleculares
associados com essas caracteristicas de interesse agronémico (THUDI et al., 2014a; THUDI et
al., 2014b).

A identificacdo de diferentes mecanismos genéticos e fisioldgicos de tolerdncia ao
déficit hidrico (atuando isoladamente ou em conjunto) pode potencializar a obtencao de plantas
de gréo-de-bico com esse fendtipo de interesse. Neste cenario, o objetivo inicial do presente
trabalho foi amplificar via PCR e identificar polimorfismos em membros na colecdo de genes
candidatos descritos em associacdo com a tolerancia a seca por THUDI et al. (2014a) no
genoma de acessos de grdo-de-bico avaliados nas condi¢Ges do Planalto Central do Brasil. Em
uma segunda etapa, os polimorfismos identificados foram validados como potenciais
marcadores moleculares nas condicOes brasileiras empregando seis acessos de gréo-de-bico
contrastantes para tolerancia e suscetibilidade ao déficit hidrico. Além disso, variantes alélicas
de genes relacionados com a arquitetura da planta e angulacéo de folhas (com potencial reflexo
no incremento de niveis de tolerancia a seca) foram também caracterizadas nestes seis materiais

contrastantes de grao-de-bico.
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2 MATERIAL & METODOS

2.1 Acessos de grao-de-bico

Os materiais vegetais utilizados fazem parte da colegéo de acessos de grdo-de-bico da
Embrapa Hortalicas. Estes materiais foram submetidos & ensaios & campo para avaliacdo de
caracteristicas morfoagronémicas relacionadas a tolerancia a seca (ver Capitulo 1). Ao total,
foram selecionados seis contrastantes acessos (trés tolerantes e trés suscetiveis) para serem

submetidos a analise molecular, sendo:

N° Tolerantes N°  Suscetiveis
15 FLIP10-347 26 FLIP11-161
20 FLIP10-370 35 ILC 3279
37 CICERO 38 BRS ALEPPO

2.2 Extracdo de DNA gendmico de acessos de grao-de-bico

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo isoladas. As amostras foliares foram
retiradas de plantulas com o primeiro par de folhas verdadeiras expandidas. O DNA total foi
extraido individualmente de cada planta de acordo com a metodologia de CTAB 2X e solventes
organicos com modificacbes (BOITEUX et al., 1999). Em cada tubo foram colocadas seis
esferas metalicas, juntamente com pequena quantidade homogénea de tecido foliar.
Acrescentou-se aos tubos 750 puL de CTAB e as amostras foram trituradas no Precellys®24.
Ap6s 30 segundos a 5000 rpm, as amostras foram retiradas e colocadas em banho-maria a 65°C
durante 10 minutos; acrescentou-se, apos esse tempo, 750 pL de clorofil em cada tubo e as
amostras foram agitadas em vortex por aproximadamente 30 segundos, seguido de um ciclo de
centrifugacdo a 9000 rpm durante 5 minutos. Cuidadosamente, os tubos foram retirados da
centrifuga e 600 pL do sobrenadante foram retirados e colocados em novos tubos de micro-
centrifuga. Foram acrescentados 300 pL de isopropanol gelado e com a finalidade de
homogeneizar, os tubos foram suavemente agitados de forma manual e posteriormente
centrifugados a 13000 rpm durante 13 minutos. O sobrenadante foi eliminado e o ‘pellet’ lavado
com alcool 70%, de forma cuidadosa, para evitar a sua ressupensdo. Os tubos foram entdo
colocados em estufa a 37°C por 20 minutos e ressuspendidos em 100 pL de TE+RNAse,
armazenando os tubos na geladeira. No dia seguinte, as amostras foram agitadas no vortex e 0s

DNAs entdo extraidos foram guardados em freezer (-20°C).
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2.3 Desenho de primers para doze regiées genémicas englobando genes candidatos para
tolerancia a seca

Doze regiGes gendmicas foram selecionadas a saber: (1) SNF1-related protein Kinase;
(2) aminoaldehyde dehydrogenase; (3) abscisic acid stress and ripening — ASR; (4) CAP2
(apetala 2) promoter; (5) Dehydrin; (6) Dehydrin responsive element binding protein; (7) Cicer
arietinum gene Erecta; (8) Cicer arietinum Erecta Promoter; (9) Sucrose phosphate synthase —
SPS; (10) Sucrose Synthase — SuSy; (11) MYB Transcription factor e (12) gene Tiller angle
control (TAC). Uma colecéo de pares ‘primers’ para PCR foi sintetizada para anelar de maneira
especifica com estas regides (Tabela 1). Alguns desses primers amplificam regides do genoma
de gréo-de-bico que se mostraram polimorficas em trabalhos previamente publicados (THUDI
et al., 2014a). Um gene correspondente a um analogo do gene Tiller angle control (TAC) de
tomateiro (GONZALES-ARCOS et al., 2019) foi detectado no cromossomo 7 (34.762.680 a
34.763.939 nucleotideos) e pares de ‘primers’ foram desenhados para esse gene (Tabela 1).
Um conjunto de ‘primers’ TAC foi desenhado tendo como alvo uma regido do genoma de grao-

de-bico de acordo com a andlise do genoma de Cicer arietinum disponivel na base de dados

“Pulse Crop database” (https://www.pulsedb.org). Trés pares de primers (denominados como
TACS1, TACS2 e TACS3) foram necessarios para obtencdo da sequéncia completa do gene
Tiller angle control (TAC) de gréo-de-bico (Tabela 1).

2.4 Amplificacdo via PCR de segmentos de genes candidatos para tolerancia a seca
Todas as os ensaios de PCR foram feitos em um volume total de 12,5 L, sendo 1,25
ML de tampdo 10X da enzima Taqg Polymerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 e 500 mM KCl,
Invitrogen); 1,25 uL de dNTPs (2,5 mM, Invitrogen, preparado da seguinte maneira: 25 pL de
cada base dATP, dTTP, dGTP e dCTP, totalizando 100 puL + 900 pL de TRIS 0,01M; 1,0 uL
de cada primer (0,5 pL primer foward e 0,5 pL primer reverse); 0,75 uL de MgCl, (50 mM,
Invitrogen); 0,2 pL da enzima Taq Polimerase (5 U/uL, Invitrogen); 5,05 pL de dgua Milli-Q
e 3 uL de DNA. As amplificages foram realizadas em termociclador Gene Amp® PCR System
9700 programado para 35 ciclos, sendo cada ciclo constituido pelos parametros definidos a
seguir: etapa inicial de desnaturacdo a 94°C, durante 2 minutos, seguida por 35 ciclos —
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 51°C por 1 minuto, extensdo a 72°C

durante 1 minuto — e finalizag&do com extenséo a 68°C por 10 minutos.

2.5 Analise dos perfis de amplicons em géis de agarose
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Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose (1%) e corados com o reagente UniSafe (UNISCIENCE). A eletroforese foi feita em
tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA), a 150 V, por um periodo de aproximadamente 2 horas e 30
minutos. O preparo do TBE foi feito adicionando 108 g de TRIS/1L de agua destilada e 55 ¢
de &cido borico, depois de dissolvido acrescentaram-se 40 mL de EDTA a 0,5 M. Os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta, tendo-se utilizado o marcador 1 Kb Plus DNALadder®

(Invitrogen) para analise dos produtos obtidos.

2.6 Sequenciamento dos amplicons via Sanger

Os amplicons obtidos foram purificados utilizando o kit Reliaprep (Promega) e
sequenciados na EMBRAPA Hortalicas utilizando o reagente BigDye 3.0 (Apllied Biosystems)
em um ABI3130.

2.7 Andlise das sequéncias

O software SeqMan (Lasergene, Madison, W1) foi utilizado para avaliar a qualidade das
sequencias obtidas e definir os “contigs” correspondentes a cada uma das regides amplificadas
(Tabela 1) e para cada um dos seis acessos de grédo-de-bico. O alinhamento das sequencias de
cada gene/segmento génico de cada acesso foi efetuado com o auxilio do programa Geneious®
8.1.9.
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Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores (‘primers’) para amplificagdo das regides gendmicas
potencialmente relacionadas com a tolerancia ao déficit hidrico em gréo-de-bico de acordo com
THUDI et al (2014a) e com informacdes do genoma de Cicer arietinum no “Pulse Crop
database” (https://www.pulsedb.org) O nome dos oligonucleotideos séo abreviaturas dos genes
seguidos de F (“forward” = sentido senso da fita dupla do DNA) e R (“reverse” = sentido anti-
senso da fita dupla de DNA). Dois pares de primers para o gene Sucrose synthase (SuSy 1 e
SuSy 2) e trés pares de primers do gene Tiller angle control - TAC (TACS1, TACS2 e TACS3)
foram desenhados para obtencéo da copia completa destes dois genes em grao-de-bico.

Nome dos primers Sequéncia (5'-3")

Abscisic acid stress and ripening — ASR Forward ~ GGGAACTAATCCTTTCCAAACA
Abscisic acid stress and ripening — ASR Reverse CTGCAGCACCTAACTCACCA

CAP2 promoter Forward TGTGCTTCAAGTTGCACTCC
CAP2 promoter Reverse CGGGGTCCTTATATACTGCAGA
Erecta Promoter Forward GTGTACAAACCTTAACAGCC
Erecta Promoter Reverse CCAGTTAATTCGTTGTTTTC
Erecta Gene Forward GGTCAGCTACAGAACATAGCA
Erecta Gene Reverse TCCATTTTCCATGTAGTCATAA
Sucrose synthase (SuSy) 1 Forward GATACTGGCGGACAGGTTGT
Sucrose synthase (SuSy) 1 Reverse CATCCTTTGCTAGGGGAACA
Sucrose synthase (SuSy) 2 Forward GGGTCAGTCTCTGTTGATGC
Sucrose synthase (SuSy) 2 Reverse GACGTTCACCAAAGGTCAAAA
Sucrose phosphate synthase (SPS) Reverse TGCAGGACATGTCTCTTAGGC
Sucrose phosphate synthase (SPS) Reverse CTGCAAATCAAAGCATCAAAA
AKIN SNF1 related protein kinase Forward GTGGTTCAGGTGCAGACTTG
AKIN SNF1 related protein kinase Reverse TCAGAAAGTGCCCATCACGC
Aminoaldehyde dehydrogenase Forward TTGGAAGAAGGTTGCAGGCTAG
Aminoaldehyde dehydrogenase Reverse CCCATTCTCCCAGTTCACGG
Dehydrin Forward AAAGTGGTGTTGGGATGACC
Dehydrin Reverse TCCTCTCTCCCGAATTCTTG

Dehydration responsive element binding protein  CTTCATTCGATCCAGATTCGG
Forward
Dehydration responsive element binding protein  AACGCGAGTTTTCAGGCCCT
Reverse
MY B transcription factor Forward ATGCTACTGCTGCCTACAAG
MY B transcription factor Reverse ACCGCAGTACACTCCAAGAG
Tiller angle control (TAC) TACS1 Pair 1 Forward ACACTTGTTGTTTGCCACAAAAC
Tiller angle control (TAC) TACS1 Pair 1 Reverse TGATTATTTGCTTGAAATTAA
Tiller angle control (TAC) TACS2 Pair 1 Forward CATATACTCTTTTTAGATAATTG
Tiller angle control (TAC) TACS2 Pair 1 Reverse TATATATCTTGAGATCATAAGTA
Tiller angle control (TAC) TACS3 Pair 1 Forward CGACATCATTTGCCTCCTCCAT
Tiller angle control (TAC) TACS3 Pair 1 Reverse CAAGAGGAACTTAATCCATT
Codificacao das doze regioes genomicas: (1) SNF1-related protein kinase; (2) aminoaldehyde dehydrogenase;
(3) abscisic acid stress and ripening — ASR; (4) CAP2 (apetala 2) promoter; (5) Dehydrin; (6) Dehydrin responsive
element binding protein; (7) Cicer arietinum gene Erecta; (8) Cicer arietinum Erecta Promoter; (9) Sucrose
phosphate synthase — SPS; (10) Sucrose Synthase — SuSy; (11) MYB Transcription factor e (12) gene Tiller angle
control (TAC).

71


https://www.pulsedb.org/

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as analises em gel de agarose dos perfis de amplicons (com os
tamanhos dentro dos valores esperados) obtidos via PCR com ‘primers’ anelando em doze
regides gendmicas de acessos de grdo-de-bico. Os alinhamentos dessas 12 regides presentes no
genoma de C. arietinum nestes seis diferentes acessos de grdo-de-bico sdo apresentados da
Figura 2 até a Figura 13. Polimorfismos foram anotados para um ou mais acessos de grao-de-
bico para as regides gendmicas contendo os seguintes genes/promotores: SNF1-related protein
kinase; aminoaldehyde dehydrogenase; abscisic acid stress and ripening — ASR; CAP2 (apetala
2) promoter; Dehydrin; Dehydrin responsive element binding protein; Cicer arietinum Erecta;
Cicer arietinum Erecta Promoter; Sucrose phosphate synthase — SPS; Sucrose Synthase — SuSy
e 0 gene Tiller angle control (TAC). Interessante realcar que nenhum polimorfismo foi
detectado no genoma de todos o0s seis acessos e da sequéncia referéncia para a regido codante
do “Cicer arietinum MYB Transcription fator” (Figura 9).

A Figura 2 ilustra o alinhamento da “SNF1-related protein kinase” mostrando
polimorfismos do tipo “Single Nucleotide Polimorphism™ (SNP). Os polimorfismos do tipo
SNPs foram detectados nas posi¢Oes 98, 465 e 640 e ocorrem apenas nos acessos FLIP 10 e
Cicero. O polimorfismo do tipo SNP na posicao 698 foi detectado apenas no acesso ILC3279
que apresenta folhas eretas. As proteinas quinases sdo conhecidas por desempenhar papel
crucial nas respostas das plantas a diferentes condigdes de estresse (UMEZAWA et al., 2004).
Existem diversas proteinas deste grupo que atuam em diferentes etapas do desenvolvimento
fenoldgico das plantas e em diferentes 6rgdos. A proteina quinase relacionada a sacarose nao
fermentadora 1 — SNF1 se caracteriza como fator fundamental nas vias de transducéo de sinal
e resposta da planta a estresse por déficit hidrico (CHEN et al., 2021). Segundo Jamsheer;
Kumar; Srivastava (2021), SNF1 atua como regulador de crescimento em condi¢es ambientais
limitantes pois, apresenta uma comunicagdo direta com diversos mecanismos genéticos e
bioquimicos, incluindo a transcrigdo e traducdo genicas, proteinas quinases, fosfatases, entre
outros.

A Figura 3 ilustra o alinhamento da “Cicer arietinum aminoaldehyde
dehydrogenase” (AMADH) mostrando um grande nimero de inser¢des anotadas na sequéncia
dos amplicons obtidos na colecéo de acessos, bem como dele¢des no gene referéncia depositado
no GenBank. Sdo observados SNPs em vérias posi¢cGes ao longo da regido codante e nas

cercanias do gene. O gene codificador da AMADH, tem sua fungdo relacionada as respostas
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fisiologicas e metabdlicas da planta sob estresse abiotico. Trata-se de uma enzima que, em
associagdo com a amina oxidase, participa do catabolismo de poliaminas (GOLESTAN
HASHENI et al., 2018). A baixa quantidade de poliaminas em plantas esta associada a alta
injuria por estresse e baixo teor de agua em plantas.

A Figura 4 ilustra o alinhamento do gene “Cicer arietinum abscisic acid stress and
ripening” (ASR), mostrando uma insercéo de 34 nucleotideos nos materiais amplificados em
relacdo a sequéncia do gene de referéncia depositado no GenBank. Outras insercdes foram
anotadas nas posi¢coes 144-146, 189, 600-601. O acido abscisico (ABA) é um fitohorménio que
desempenha importante papel no desenvolvimento vegetal. Mecanismos fisiol6gicos vitais para
a sobrevivéncia incluindo a capacidade da planta em perceber e desencadear respostas
adaptativas em condicdes de estresse, sdo diretamente influenciados pela acdo deste hormonio
(ALI et al., 2020). O ABA também esta envolvido na regulacdo da transcricdo e expressao
génica em resposta a diferentes estresses. O gene ASR vem sendo relatado como induzido por
acido abscisico e responde ndo somente a processos de desenvolvimento da planta, como
também a estresses como déficit hidrico, salino, entre outros (MASKIN et al., 2001). Plantas
transgénicas de Arabidopsis tolerantes aos estresses salino e por seca foram obtidas via
superexpressdo de um alelo deste gene (YANG et al., 2005).

A Figura 5 ilustra o alinhamento da “Cicer arietinum CAP2 Promoter” mostrando
SNPs nas posigdes 2, 5, 11, 44, 251, 428, 431 e vérios na regido promotora do gene apetala 2.
A regido promotora de um gene é o local onde a RNA polimerase se liga para o inicio da
transcricdo génica. Esta ligacdo sé é possivel devido a sinalizacdo que fatores de transcricdo
ligados a regido promotora emitem para os componentes enzimaticos. Os fatores de transcri¢do
sdo responsaveis por regular positivamente (ou negativamente) a transcri¢do de genes por meio
da ligacdo a elementos reguladores cis na regido promotora de diferentes genes relacionados ao
estresse (JACQUES et al., 2021). A regido que corresponde ao CAP2 promoter é a promotora
do gene Apetala 2, um fator de transcricdo que desempenha importante papel na regulacédo de
genes ligados ao desenvolvimento vegetal e na resposta de diferentes plantas ao estresse hidrico
(JOSHI et al., 2016).

A Figura 6 ilustra o alinhamento do gene “Cicer arietinum Dehydrin” revelando
polimorfismos apenas no acesso FLIP11-161 (SNPs nas posi¢cdes 164, 173, 308 e 334 e um
InDel em 175-177). As Dehydrinas sdo proteinas que acumulam em resposta a estresses por
baixas temperaturas ou déficit hidrico, desempenhando papel importante na protecdo das

celulas vegetais em situagdo de estresse. Estudos demonstram que essas proteinas estdo
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envolvidas nas respostas de defesa da planta & seca, como a manutencdo da maquinaria
fotossintética, ativacdo de ROS (espécies reativas a oxigénio) bem como o aumento da
capacidade de retencdo de agua pelas plantas (RI'YAZUDDIN et al., 2022).

A Figura 7 ilustra o alinhamento da “Cicer arietinum Dehydrin responsive element
binding protein” mostrando polimorfismos distribuidos em todos os amplicons, sendo um
deles exclusivo para os acessos ‘FLIP10-370°, ‘Cicero’ e ‘BRS Aleppo’. Estes genes codificam
as chamadas “proteinas de ligacdo a elementos responsivos a desidratacdo (DREBs)” que sdo
fatores de transcricdo responsaveis pela regulacdo de inUmeros genes de resposta ao estresse
por seca e desempenham papel essencial no incremento dos niveis de tolerancia a este estresse
abidtico (ASATI et al., 2022). A superexpressdo de AtDREBla em de grdo-de-bico gerou
plantas maior tolerancia das plantas em condi¢édo de estresse hidrico. (DAS, et al., 2021).

A Figura 8 ilustra o alinhamento da regido do gene “Cicer arietinum Erecta”
mostrando polimorfismos exclusivos em dois materiais com fenotipos ereto e semiereto. Por
sua vez a Figura 9 ilustra o alinhamento da regido “Cicer arietinum Erecta Promotor”
mostrando polimorfismos exclusivos no cultivar BRS Aleppo nas posi¢des 75, 186, 219 e 238.
O gene Erecta esta envolvido na organogénese foliar, diminuindo a densidade dos estdmatos
na parte inferior da folha e, reduzindo, consequentemente a evapotranspiragdo (ASATI et al.,
2022). Além disso, o produto desse gene controla a transpiracdo através da alteracdo da
expansdo de celulas epidérmicas das folhas. MANDEL et al. (2014) também descreveram o
envolvimento do gene Erecta na eficiéncia do uso da agua

A Figura 10 ilustra o alinhamento da regido do gene “Cicer arietinum MYB”. Os genes
MYB fazem parte de uma grande familia de fatores de transcricdo (TFs) envolvidos na
regulacdo do metabolismo secundario vegetal (ASATI et al., 2022). Em condicdo de estresse
hidrico, diferentes fatores MYBs sdo envolvidos na resposta de defesa da planta, ativando
mecanismos como a producdo de ceras para reducdo de perda de agua pela superficie das folhas
(WEI et al., 2020). No entanto, esse gene ndo se mostrou polimorfico nos genomas dos acessos
avaliados aqui e no acesso de referéncia, indicando, como mencionado, que esse alelo ndo tem
um papel relevante nos fenotipos estudados no presente trabalho. Desta forma, polimorfismos
na regido promotora desse gene devem ser analisadas para excluir a associacdo dessa regido
gendmica com as caracteristicas em estudo.

A Figura 11 ilustra o alinhamento do gene “Cicer arietinum Sucrose phosphate
synthase — SPS” mostrando um polimorfismo em FLIP10-370 na posicdo 71. O acumulo de

sacarose atua como osmoprotetor em condicao de estresse hidrico, preservando as células de
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lesbes por desidratacdo. A sucrose phosphate synthase — SPS é uma enzima importante na
producdo de sacarose em diferentes espécies vegetais e também é responsavel pela regulagédo
do metabolismo da sacarose em plantas suscetiveis e tolerantes a seca (ASATI et al., 2022).

A Figura 12 ilustra o alinhamento de um segmento do gene “Cicer arietinum Sucrose
Synthase — SuSy” mostrando uma inser¢édo em ‘Cicero’, ‘FLIP11-161 e ‘BRS Aleppo’ na
posicdo 680. A enzima sucrose phosphate synthase — SuSy, é responsavel por hidrolisar
sacarose para fornecer substrato ao metabolismo da planta (ASATI et al., 2022). Em gréo-de-
bico, a enzima desempenha importante papel no crescimento das sementes. Em condicdes de
estresse hidrico verifica-se uma reducdo significativa da atividade da enzima e com consequente
reducdo no tamanho das sementes (SINGH et al., 2015).

A Figura 13 ilustra o alinhamento de um segmento do gene Tiller Angle Control
(TAC), mostrando polimorfismos em ‘FLIP10-370’ na posicdo 7, ‘FLIP11-161" em 6, 286 e
299, ‘ILC3279’em 12 e 13, ‘Cicero’ em 849 e ‘BRS Aleppo’ em 815, 816 e 1097. A arquitetura
da planta é uma caracteristica agrondmica afetando substancialmente o rendimento de graos,
principalmente devido a sua grande influéncia na densidade da planta (WANG et al. 2022).
Essa familia de genes também pode apresentar um efeito indireto no rendimento das plantas
sob estresse hidrico uma vez que o posicionamento ereto da folhagem reduz consideravelmente
a incidéncia direta dos raios solares nos limbos foliares (GONZALES-ARCOS et al., 2019).
Essa angulacéo foliar reduz, desta forma, os efeitos oxidativos negativos sobre a fotossintese
das plantas, especialmente nas horas mais quentes do dia quando o sol se encontra no chamado
“zenith angel” (BRAGHIERE et al. 2020).

Todos o0s polimorfismos encontrados foram checados manualmente nos
eletroferogramas para comprovar a qualidade do sequenciamento na regido anotada como sendo
polimorfica. As regides de introns foram as que apresentaram maior nimero de polimorfismos
como ilustrado na Figura 3. A regido dos exons de Aminoaldehyde dehydrogenase se mostrou
relativamente conservada entre 0s acessos e a regido dos introns apresentou diversos InDels e
SNPs (assinalado nas figuras por cores contratantes).

No entanto, deve-se destacar que mesmo pequenas diferengas observadas nas regides
dos exons podem ter uma correlagdo com o fenédtipo de resisténcia a seca. No caso do gene
ASR, trés SNPs resultaram em uma mudanca no codigo de asparagina para acido glutamico e
de valina para lisina. Estas mudangas nos codons tém sido relacionadas com o fenotipo de

tolerancia como observado por Thudi et al. (2014). Estudos adicionais detalhando o impacto
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dessas alteracGes genéticas ao nivel de proteinas € uma interessante linha de pesquisa a ser
conduzida.

Na presente analise, os acessos de grdo-de-bico foram agrupados de acordo com
diferentes classes fenotipicas incluindo tolerdncia e intolerdncia ao déficit bem como a
arquitetura da planta expressa pela presenca acessos de folha ereta, semiereta ou prostrados.
Alguns dos polimorfismos foram encontrados exclusivamente no grupo de acessos tolerantes a
seca e em plantas com fendtipo folha ereta (Tabela 2). Esta colecdo de polimorfismos podera
ser explorada em populacbes segregantes para validar a correlacdo genética com o fendétipo
folha ereta e/ou com a tolerancia a seca. Além disso, essa colecdo de polimorfismos pode ser
ampliada utilizando novos genes recentemente detectados em associa¢cdo com mecanismos de
adaptacdo de plantas a ambientes desérticos (ESHEL et al., 2021). Cruzamentos entre alguns
dos seis acessos contrastantes reportados aqui ja foram ou estdo sendo efetuados visando a

validacdo adicional destes marcadores em populacdes segregantes.
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Figura 1 — Amplificacdo via PCR de 14 segmentos genémicos de seis acessos de grao-de-bico (‘FLIP10-347°, ‘FLIP10-370°, ‘BRS Cicero’,

‘FLIP11-161’, ‘ILC 3279’ e ‘BRS Aleppo’), utilizando ‘primers’ especificos para cada um dos genes descritos na Tabela 1
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15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
AKIN 3: 13269358..13278221

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20~ FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26- FLIP11 - 161 Erecta

35 ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
AKIN 3: 13269358..13278221

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26- FLIP1L - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
AKIN 3: 13269358..13278221

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
AKIN 3: 13269358..13278221

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26- FLIP1L - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
AKIN 3: 13269358..13278221

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
AKIN 3: 13269358..13278221

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26- FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
AKIN 3: 13269358..13278221

% JP ZP 39 4P SP GP 7P BP QP 1q0 1{0

GGATCCTTTGGCAAGGTAAAAATTGCTGAGCATGTATTGACTGGTCATAAGGTTGCCGTCAAGATCCTTAACCGTCGCAAGATAAAGAACCAGGARATGGAAGARAAAGGTT
GGATCCTTTGGCAAGGTARAAATIGCTGAGCATGTATIGACTGGTCATAAGGTTGCCGTCARGATCCITAACCETCGCARGATARAGAACCAGGARAGGARGARAAAGETT
GGATCCTTTGGCAAGGTARAAATIGCTGAGCATGTATIGACTGGTCATAAGGTTGCCGTCARGATCCTTAACCGTCGCARGATARAGAACCAGGAAARGGARGARARAGGT?
GGATCCTTTGGCAAGGTAAARAATTGCTGAGCATGTATTIGACTGGTCATAAGGT?GCCGTCARGATCCTTAACCGTCGCARGATAAAGAACCAGGARRTGGARGARAAAGGTT
GGATCCTTTGGCAAGGTAAARATTGCTGAGCATGTATTGACTGGTCATAAGGTTGCCGTCAAGATCCTTAACCGTCGCAAGATAAAGAACCAGGARATGGAAGARRAAGGTT
GGATCCTTTGGCAAGGTAAAAATTGCTGAGCATGTATTIGACTGGTCATARGGT?GCCGTCARGATCCTTARCCGTCGCARGATAAAGARCCAGGARRTGGARGARRAAGGTT
GGATCCTTTGGCAAGGTARAAATTGCTGAGCATGTATTGACTGGTCATAAGGTTGCCGTCAAGATCCTTAACCGTCGCAAGATARAGAACCAGGARATGGAAGAAAAAGGTT

12‘0 13|0 14|0 15‘0 16]0 170 18.0 19‘0 200 2}0 22‘0
TGTAT TG T TATCAATAAT T T TARATCTTCATCARAT TG TGGATCT I T T T T T TATATATATATITACAATITTGITGCAATTTCATTTTGTTTTTGTGAATATTGTGEG
TGTATTGI T TATCAATAAT T I TAAATCTTCATCARATTGTGGATCT T T T T TP TATATATATATTTACAATITTGITGCAATTTCATTTTGTTTTTGTGAATATTGTGGE
TGTATTGTTTITTATCAATAATTTTARATCTTCATCARATTGTGGATCTTTTTTITATATATATATITACAATITTGTITGCAATTTCATTTTGTTITTTGTGAATATTGTGGG
TGTATTGT T T TATCARTAAT T I TARATC I TCATCARATTGTGEATCT T T T T I TATATATATATITACARTITTGTTGCAATTTCATTTTGTTTTTGTGARTATTGTGGE
TGTATTGT T TATCAATAAT T T TARATCTTCATCARAT TG TGGATCT I T T T I TATATATATATITACAATITTGITGCAATTTCATTTZGTTTTTGTGAATATTGTGGG
TGTATTGTT T T TATCAATAAT T I TAAATCTTCATCARATTGTGGATCT T T TT TP TATATATATATITACAATITTGITGCAATTTCATTTTGTTTTTGTGAATATTGTGGE
TGTATTGTITITTATCAATAAT T T TARATCTTCATCARATTGTGGATCT T T Y I ERT A d 0. 7ACAATTTTGTTGCARTTTCATT TG 7T 076G TGAATATIGTGGG
23‘0 2‘?0 2?0 2§0 27]0 ZI;O 29'0 3?0 3]]0 3?0 33.0
CCTTTTCTAATGCTGTGGAGTTTGAGGGGARATATAACCG-ATTTCCTTATICTTTAGTTTATGTAATCTTCIGTTIGCTCCTGETCTGTCTTGTTAATTARATATGCTTAC
CCTTTTCTAATGCTGTGGAGTTTGAGGGGARATATARCCGRATTTCCTTATTCTTTAGTTTATGTARTCTTCIGTTTGCTCCTGETCTGTCTTGTTAATTARATATGCTTAC
CCTTTTCTAATGCTGTGEAGTITGAGGGGARATATAACCIIBATTTCCTTATICTTTAGTITATGTAATCITCTGTT7GCTCCIGGTCTGTCTTGTTARTTARATATGCTTAC
CCTTTTCTARTGCTGTGGAGTTTGAGGGGAAATATARCCG-ATTTCCTTATTCTTITAGTTITATGTAATCTTCIGTTTGCTCCTGETCTGTCTTGTTAATTARATATGCTTAC
CCTTDCTAATGCTGTGEAGTTTIGAGGGGARATATAACCGRATTTCCITATICIITAGTTTATGTAATCIICGTT7GCTCCIG6TCTGTCTTGTTAATTARATATGCTTAC
CCTTTTCTAATGCTGTGGAGTTIGAGGGGARATATARCCGGATTTCCITATICITTAGTTTATGTARTCITCIGTTTGCTCCTGGTCTGTCTITGTTAATTARATATGCTTAC
CCTTTICTAATGCTGTGGAGTTTGAGGGGARATATAACCG-ATTTCCTTATICTITAGTTTATGTAATCTTICIGTTIGCTCCTGETCTGTCTTGTTAATTARATATGCTTAC
340 350 360 3n 380 30 40 410 420 430 440

AATATIITCCCTCTTGTTTCITCCAAATTTATTGCAGTCAGAAGAGAAATAAAAAT T T TAAGATTGTTCATGCATCCTCACATTATAAGACTGTATGAGGTCATAGAAACTC
AATATTTTCCCTCTTGTTTCTTCCARAATTTATTGCAGTGAGARGAGAAATAAAAATTTTARGATTGTTCATGCATCCTCACATTATARGACTGTATGAGGTCATAGAAACTC
ARTATITTCCCTCTITGTITCITCCAAATITATTGCAGTGAGAAGAGAAATAAAAAT T TTAAGATTGTTCATGCATCCTCACATTATAAGACTGTATGAGGTCATAGAARACTC
AATATTTTCCCTCTTGTTTCTTCCAAATTTATTGCAGTGAGAAGAGAAATAAAAATTTTAAGATTGTTCATGCATCCTCACATTATAAGACTGTATGAGGTCATAGARACTC
AATATTITCCCTCTTGTTTCITCCAAATTTATTIGCAGTCAGAAGAGAAATAAAAAT T T TAAGATTGTTCATGCATCCTCACATTATAAGACTGTATGAGGTCATAGAAACTC
AATATTTTCCCTCTTGTTTCTTCCARAATTTATTIGCAGTGAGARGAGARATARAAATTTTARGATTGTTCATGCATCCTCACATTATARGACTGTATGAGGTCATAGARACTC
ARTATITTCCCTCTTGTITCITCCAAATTTATTIGCAGTGAGAAGAGAAATAAAAAT I T TAAGATTGTTCATGCATCCTCACATTATAAGACTGTATGAGGTCATAGAAACTC
450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 SS'U 560

510 580 590 600 610 620 630 640 650 660 610
TAGGATTATTTACTACTTTGTGTACTTGATARACTTTTGCTGGTAACAGATTATITARGCTAGCTTCTGTTTTCGGACC AGATAATATCTGGTGTTGAGTACTGTCACCEE
TAGGATTATITACTACTTITGTGTACTIGATARACTITTGCTGETAACAGATIATTTARGCTAGCTTCTGTTTTCGGACCHAGATAATATCTIGETGTTGAGTACTGTCACCER
TAGEATTATTITACTACTITGTGTACTTGATARACTTTTGCTGETAACAGATTATTITAAGCTAGCTTCTGTITTTCGGACC AGATAATATCTGGTGTTGAGTACTGTCACCGE
TAGGATTATTTACTACTTTGTGTACTTGATARACTTTTGCTGGTAACAGATTATTTARGCTAGCTTCTGTTTTCCGACC AGATAATATCTGGTGTTGAGTACTGTCACCEE
TAGGATTATTTACTACTTTGTGTACTTGATARACTTTTGCTGGTAACAGATTATITARGCTAGCTTCTGTTTTCGGACC AGATARTATCTGGTGTTGAGTACTGTCACCGE
TAGGATTATITACTACTITGTGTACTTGATARACTTTTGCTGETAACAGATTATTITAAGCTAGCTTCTGTTTTCCGACC AGATAATATCTGGTGTTGAGTACTGTCACCEE
TAGGATTATTTACTACTTTGTGTACTTGATARACTTTTGCTGGTAACAGATTATITARGCTAGCTTCTGTTTTCGGACC AGATAATATCTGGTGTTGAGTACTGTCACCEE

qu 5?0 7?0 7q5
AATATGGTTGTTCATAGAGACCTGA AGCCTGAR
ARTATGGTTGTTCATAGAGACCTGA AGCCTGAA
AATATGGTTGTTCATAGAGACCTGA-AGCCTGAA
AATATGGTTGTTCATAGAGACCTGA AGCCTGAA
AATATGGTTGTTCATAGAGACCTGANAGCCTGAR
AATATGGTTGTTCATAGAGACCTGA AGCCTGAA
AATATGGTTGTTCATAGAGACCTGA - AGCCTGAA

Figura 2 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento genémico contendo o gene Cicer arietinum SNF1-related protein
kinase (ver Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de gréo-de-bico codificados como 15
(‘FLIP10-347"), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC 3279°) e
38 (‘BRS Aleppo’). Os polimorfismos encontrados estao indicados por bases coloridas.
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35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HMO063944

35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HMO063944

35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HMO063944

35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HMO063944

35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HM063944

- ILC3279 Erecta
15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado
38 - Aleppo Semi Erecta
26 - FLIP11 - 161 Erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
HM063%44

- ILC3279 Erecta
15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado
38 - Aleppo Semi Erecta
26 - FLIP11 - 161 Erecta

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

BGCAGGTATATTTTC ATTTCTCATTTCTGTATATG CT ST NTTGEETT A [T T NN T NI CT T CCTTGTGTAAAGTAAAGGATGAG ATG
GTTTTEr TTCTC-TTTCTGT ~-TATGCTATATGT T NEEET B 8T - - ClT CTTCCTTGTGTAAAGTAAAGGATGAG ATG

AGGT -TATTTTC -TTTCTCATTTCTGTATATGCTATATG-TTACTTATCTHN--8lT BErCCTTGTGTAAAGTAAAGGATGAG ATG
GGTATATTTTC ATTTCTCATTTCTGTATATGCTATATGTTTACTTATCTTAECET CTTCCTTGTGTAAAGTAAAGGATGAG ATG
GGEGGTATATTTTC ATTTCTCATTTCTGTATATGCTATATGTTTACTTATCTT MNCHET CTTCCTTGTGTAAAGTAAAGGATGAG ATG

AGGTATATTTTCHMGTTTCTGATTT CTGTATAT ErATGEETTTACGT -~ -~~~ -CHT BESr CEr S @rAAAGTAAAGGGEEGGEATG

I
Aminoaldehyde dehydrogenase

ll?ﬁ .\llﬂ IZ.O IZIO 110 15I0 lSIO 17I€| lﬁ‘ﬂ l9.0
T ATCAAGGEGC-T
CHTTTTGTATGTTCAAA TTGCTTATTCAATATTC AATGAAAATGTATCTGTAAATGT ATATCATTATGAAATAT ATCAAGTTGCTT
TTTH-TABGTTCAAA TEGCTTATTCAATATTC AATGAAAATGTATCTGTAAATGT ATATCATTATGAAATAT ATCAAGTTGCTT

C TTTTGTATGTTCAAAfT'TGCTTATTCAATATTC

C TTTTGTATGTTCAAA TTGCTTATTCAATATTC AATGAAAATGTATCTGTAAATGT ATATCATTATGAAATAT ATCAAGTTGCTT
C TTTTGTATGTTCAAA TTGCTTATTCAATATTC AATGAAAATGTATCTGTAAATGT ATATCATTATGAAATAT ATCAAGTTGCTT
C TTTEGTATGTTCAAAGEMICTTATT CAATATT CEEAATGAGAATGTG--~-NMr@AATNTGATAT CATEATEAASrATGENIENNGA TCAAG Br BRNT

AATGAAAATGTATCTGTAAATGT ATATCATTATGAAATAT ATCAAGTTGCTT

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
ATAGTATGGACCAATGCA AAGCHTCCTGAGAAGCATH-TTTGCTTHETGGTTGGTTTEATE TATGACAAGGAAT AAGGAACCHErcccrTiic
ATAGTATGGACCAATGCA AAGCTTCCTGAGAAGCATTATTTGCTTGTTGGTTGGTTTTATA TATGACAAGGAAT AAGGAACCTTCCCTT G
ATAGTATGGACCAATGCA AAGCTTCCTGAGAAGCATTATTTGCTTGTTGGTTGGTTTTATA TATGACAAGGAAT AAGGAACCTTCCCTT G
ATAGTATGGACCAATGCA AAGCTTCCTGAGAAGCATTATTTGCTTGTTGGTTGGTTTTATA TATGACAAGGAAT AAGGAACCTTCCCTT G
ATAGTATGGACCAATGCA AAGCTTCCTGAGAAGCATTATTTGCTTGTTGGTTGGTTTTATA TATGACAAGGAAT AAGGAACCTTCCCTT G
ATAGTATGGACCAATGCA AAGCTTCCTGAGAAGCATTATTTGCTTGTTGGTTGGTTTTATA TATGACAAGGAAT AAGGAACCTTCCCTT G
GTAGTATGGANEAATG CAAAGCTTCCTEAGAAGEATTATTGCTGGETGG BT KENT BT ATABTATGAGAGGGAGT BEIGRGAAGGAACCTTCECEr G

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
ATGATTGTATANGTTCACATAATGTAGCTTEICErT -SGGTCAGACAACCAAAAT CAG.’I‘TTAGTGATAGTATGATRCTATG CATGTT.EG'S.I*T

ATCATTGTATATGTTCACATAATGTAGCTTCCTTTCT GGTCAGACAACCAAAATCAG TTTAGTGATAGTATGATACTATGCATGTTG GTGTT
ATCATTGTATATGTTCACATAATGTAGCTTCCTTTCT GGTCAGACAACCAAAATCAG TTTAGTGATAGTATGATACTATGCATGTTG GTGTT
ATCATTGTATATGTTCACATAATGTAGCTTCCTTTCT GGTCAGACAACCAAAATCAG TTTAGTGATAGTATGATACTATGCATGTTG GTGTT
ATCATTGTATATGTTCACATAATGTAGCTTCCTTTCT GGTCAGACAACCAAAATCAG TTTAGTGATAGTATGATACTATGCATGTTG GTGTT
ATCATTGTATATGTTCACATAATGTAGCTTCCTTTCT GGTCAGACAACCAAAATCAG TTTAGTGATAGTATGATACTATGCATGTTG GTGTT
GTEGTTGTATATGTT CEEATGATETAGCTTECT BT CT GET CEEAEAACENAAANCAN BTTABTGATA--—-=-—-e-e-x TANGCATRrTSE ST

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490

GAACAATGATTATGTGATATTT
GAACAATGATTATGTGATATTT
GAACAATGATTATGTGATATTT
GAACAATGATTATGTGATATTT

-I‘-I‘GGTTCAGTATGAAAAAATATTGAAG.I‘TTATCTCGAATGCTAAGAGTGAGGGTGCAACCATTTTGAC
TTATGGTTCAGTATGAAAAAATATTGAAG TTTATCTCGAATGCTAAGAGTGAGGGTGCAACCATTTTGAC
TTATGGTTCAGTATGAAAAAATATTGAAG TTTATCTCGAATGCTAAGAGTGAGGGTGCAACCATTTTGAC
TTATGGTTCAGTATGAAAAAATATTGAAG TTTATCTCGAATGCTAAGAGTGAGGGTGCAACCATTTTGAC

GAACAATGATTATGTGATATTT TTATGGTTCAGTATGAAAAAATATTGAAG TTTATCTCGAATGCTAAGAGTGAGGGTGCAACCATTTTGAC

GAACAATGATTATGTGATATTT TTATGGTTCAGTATGAAAAAATATTGAAG TTTATCTCGAATGCTAAGAGTGAGGGTGCAACCATTTTGAC

GAACAANGATTATETEATATTT MEENEENTATGGTT CAGTATGAAAAGATATTGAAG TTTATCTCEAATGCTAAGAGTGAGGGTGCAACCATTTTGAC

Aminoaldehyde dehydrogenase

590 Sl;ﬂ SZlO 530 540 SS.D 5§0 SzO SEIO
TEGGTGGGTCTCGACCAGAGGTATGATTATGC .I‘TTC.GTGCAAGTGTG TTCAGETACGTATTTCTGCAATTGCCATGAGAATTG
GGTGGGTCTCGACCAGAGGTATGATTATGC TTTCCGTGCAAGTGTA TTCAGTTACGTATTTCTGCAATTGCCATGAGAATTG
GGTGGGTCTCGACCAGAGGTATGATTATGC TTTCCGTGCAAGTGTA TTCAGTTACGTATTTCTGCAATTGCCATGAGAATTG
GGTGGGTCTCGACCAGAGGTATGATTATGC TTTCCGTGCAAGTGTA TTCAGTTACGTATTTCTGCAATTGCCATGAGAATTG
GGTGGGTCTCGACCAGAGGTATGATTATGC TTTCCGTGCAAGTGTA TTCAGTTACGTATTTCTGCAATTGCCATGAGAATTG
GGTGGGTCTCGACCAGAGGTATGATTATGC TTTCCGTGCAAGTGTA TTCAGTTACGTATTTCTGCAATTGCCATGAGAATTG
GGTGGGTCTCGMCCAGAGGTATGAT TAT Hic RNNNNNNT T T CIMT G NA GG T EEGCECHGCET GG TTABGTGTTT CTG CAATTGIMMGTGAGAATTG

HHHHAAA

Aminoaldehyde dehydrogenase
590 600 610 620 630 640 650 660 670 680

ATTTTTTTTTHE S TTCAATGGCAGCATCTAAAGAAAGGATTCTTTGTTGAACCAACCATTAT CACTGATGTGACTACTTCCATG CAAATT
ATTTTTTTTTTTCT TTCAATGGCAGCATCTAAAGAAAGGATTCTTTGTTGAACCAACCATTATCACTGATGTGACTACTTCCATGCAAATT
ATTTTTTTTTTTCT TTCAATGGCAGCATCTAAAGAAAGGATTCTTTGTTGAACCAACCATTATCACTGATGTGACTACTTCCATGCAAATT
ATTTTTTTTTTTCT TTCAATGGCAGCATCTAAAGAAAGGATTCTTTGTTGAACCAACCATTATCACTGATGTGACTACTTCCATGCAAATT
ATTTTTTTTTTTCT TTCAATGGCAGCATCTAAAGAAAGGATTCTTTGTTGAACCAACCATTATCACTGATGTGACTACTTCCATG CAAATT

20 - FLIP 10-370
HM063944

- ILC3279 Erecta
15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado
38 - Aleppo Semi Erecta
26 - FLIP11 - 161 Erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
HMO063944

35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HM063944

35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HMO063944

35 - ILC3279 Erecta

15 - FLIP10-347 Semi erecta
37 - Cicero Prostrado

38 - Aleppo Semi Erecta

26 - FLIP11 - 161 Erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado
HMO063944

ATTTTTTTTTTTCT TTCAATGGCAGCATCTAAAGAAAGGATTCTTTGTTGAACCAACCATTAT CACTGATGTGACTACTT CCATGCAAATT
ANTTTTTTTTT BT SEESGERNTT CAATGGCAGCATCTAAAGAAGGGATTCTTTGTTGAA CCAACHGTIEATNA CTGATGTHEA CTA CBT CCATG CAAATT

Aminoaldehyde dehydrogenase

690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

TGGAAAGAAGAAGTATTTGGACCTGTTCTGTGTGTAAAAACATTTAGCACTGAGGAAGAAGCTATTGATCTAG CAAATGACACAATGTGAGTTGATGA
TGGAAAGAAGAAGTATTTGGACCTGTTCTGTGTGTAAAAACATTTAGCACTGAGGAAGAAGCTATTGATCTAG CAAATGACACAATGTGAGTTGATGA
TGGAAAGAAGAAGTATTTGGACCTGTTCTGTGTGTAAAAACATTTAGCACTGAGGAAGAAGCTATTGATCTAG CARATGACACAATGTGAGTTGATGA
TGGAAAGAAGAAGTATTTGGACCTGTTCTGTGTGTAAAAACATTTAGCACTGAGGAAGAAGCTATTGATCTAGCAAATGACACAATGTGAGTTGATGA
TGGAAAGAAGAAGTATTTGGACCTGTTCTGTGTGTAAAAACATTTAG CACTGAGGAAGAAGCTATTGATCTAGCAAATGACACAATGTGAGTTGATGA
TGGAAAGAAGAAGTATTTGGACCTGTTCTGTGTGTAAAAACATTTAGCACTGAGGAAGAAGCTATTGATCTAG CAAATGACACAATGTGAGTTGATGA
TGGAGAGAAGAAGTATTTGGACCHNGTTCTIIGTGTAAAAACATTTAGCACTGAGGAAGAAGCTATTGATCTAGCAAATGACACEGTGTGAGIrGATG -

|
Aminoaldehyde dehydrogenase
790 800 810 820 830 840 850 860 870 880

CTTTATGTGAACT AACATTAACTTCATCTHNI AT)\CAGTTTTTCCTTCATTTGTGGATTGGTAT CTAAGTTATATA.TCTGGTCCTCCACAGCT
CTTTATGTGAACT AACATTAACTTCATCTGT ATACAGTTTTTCCTTCATTTGTGGATTGGTATCTAAGTTATATAATCTGGTCCTCCACAGCT
CTTTATGTGAACT AACATTAACTTCATCTGT ATACAGTTTTTCCTTCATTTGTGGATTGGTATCTAAGTTATATAATCTGGTCCTCCACAGCT
CTTTATGTGAACT AACATTAACTTCATCTGT ATACAGTTTTTCCTTCATTTGTGGATTGGTATCTAAGTTATATAATCTGGTCCTCCACAGCT
CTTTATGTGAACT AACATTAACTTCATCTGT ATACAGTTTTTCCTTCATTTGTGGATTGGTATCTAAGTTATATAATCTGGTCCTCCACAGCT
CTTTATGTGAACT AACATTAACTTCATCTGT ATACAGTTTTTCCTTCATTTGTGGATTGGTATCTAAGTTATATAATCTGGTCCTCCACAGCT

BrTTETGTGAACTGGEGACATTAACTT CIr CTGT AN BA BANNT T THCCTTCATTTErGGIT TGETAT CTAAGTTATATARNTET KERICETr CCACAGHET

Aminoaldehyde de

890 900 910 220 230 940 950 260 970 280
ATGGCTTAGGGGCTGCTGTAATAT CAAATGAT CTAGAAAGATGTGAG CGCATTACTAAGGTGAGA CTGAT CATAGGTTAT CACAGAAAATGATTAAAT
ATGGCTTAGGGGCTGCTGTAATAT CAAATGAT CTAGAAAGATGTGAGCGCATTACTAAGGTGAGACTGAT CATAGGTTAT CACAGAARAATGATTAAAT
ATGGCTTAGGGGCTGCTGTAATATCAAATGAT CTAGAAAGATGTGAGCGCATTACTAAGGTGAGACTGAT CATAGGTTAT CACAGAAAATGATTAAAT
ATGGCTTAGGGGCTGCTGTAATAT CAAATGATCTAGAAAGATGTGAGCGCATTACTAAGGTGAGACTGATCATAGGTTAT CACAGAAAATGATTAAAT
ATGGCTTAGGGGCTGCTGTAATAT CAAATGAT CTAGAAAGATGTGAGCGCATTACTAAGGTGAGACTGAT CATAGGTTAT CACAGAAAATGATTAAAT
ATGGCTTAGGGGCTGCTGTAATAT CAAATGATCTAGAAAGATGTGAGCGCATTACTAAGGTGAGACTGAT CATAGGTTAT CACAGAARATGATTAAAT
ATGGCTTGGGEMICTGCTGTAATAT CAAATGAT CTAGAAAGATGTGAGCGCATTACTAAGGTGAGACTEATCMrAGGTTAT CACAGAAAA N ~-BAAAT

!
Aminoaldehyde dehydrogenase

990 1,000 1,010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,060 1,070
AATTGGATTGGTGTTGCAACTAAATAGTTTGTATTGCT CCGATGCAGG CTTTTAAGG CTGGAAT CGTATGGAT CAATTG CT CT CAA CCATG CT
AATTGGATTGGTGTTGCAACTAAATAGTTTGTATTGCT CCGATGCAGGCTTTTAAGGCTGGAATCGTATGGATCAATTGCT CTCAA
AATTGGATTGGTGTTGCAACTAAATAGTTTGTATTGCTCCGATGCAGGCTTTTAAGGCTGGAATCGTATGGATCA
AATTGGATTGGTGTTGCAACTAAATAGTTTGTATTGCT CCGATGCAGGCTTTTAAGGCTGGAATCGTATGGAT CAATTGCT CT CAACCATG CT NI
AATTGGATTGGTGTTGCAACTAAATAGTTTGTATTGCT CCGATGCAGGCTTTTAAGGCTGGAAT CGTATGGAT CAATTGCTCTCAACCATGCT [l
AATTGGATTGGTGTTGCAACTAAATAGTTTGTATTGCTCCGATGCAGGCTTTTAAGGCTGGAATCGTATGGATCAATTGCTCTCAACC
GATTGGATTGHEr@lirG CAGCTAAATAGT TR TG CTE@CEATGCAGGCTTTTAAGGCTGGAATHGTGTGGATEAATTGCT CT CAA CCATG CT SENEET

1,078

Aminoaldehyde dehydrogenase

Figura 3 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento genémico contendo o gene Cicer arietinum aminoaldehyde
dehydrogenase (ver Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de grdo-de-bico codificados como
15 (‘FLIP10-347’), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC 3279’)
¢ 38 (‘BRS Aleppo’). A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os
polimorfismos encontrados estdo indicados por bases coloridas.
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1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 10
15~ FLIP10-347 CTCTATATCAATTACCATGTCTGAAGAGAAA CAT CACCATGGTCTCTTCCATCACAAAAAAAATGAAGATGA CAATCCTATAGACACTAATTCT GAT TACAACAAAA CAT CAT CCT
35-1LC3279  CTCTATATCAATTACCATGTCTGAAGAGAAACAT CACCATGGTCTCTTCCATCACAAAAAARATGAAGATGA CAATCCTATAGACACT AATTCT GATTACAACAAAA CAT CAT CCT
38-ALEPPO  CTCTATATCAATTACCATGTCTGAAGAGAAACATCACCATGGTCTCTTCCATCACAAAAAARATGAAGATGA CAATCCTATAGACACT AATTCTGATTACAACAAAA CAT CAT CCT
NC021163.1  CTCTATATCAATTACCATGTCTGAAGAGAAA CAT CACCATGGTCTCTTCCATCACAAAARAAATGAAGATGA CAATCCTATAGACACTAATTCT GAT TACAACAAAA CAT CAT CCT

ABA/wds like=

120 130 140 150 160 170 180 190 20 o 20 230
15 - FLIP10-347 ATT CCAATGATCAATTTTCTGGTGGTG = ==ACTATGCTCCTGGATACTCTGACAACCAAGGAA CCACCGGTGEGT GGCTATGGTGGAGGATACT CTGACAACCAAGGAACCACCGE
35-1LC3279  ATTCCAATGATCAATTTTCTGGTGGTGHIIGA CTATGGTGGTGGATACTCT GACAACCAAGGAA CCACCGGTG GTGGCTATGGTGGAGGATACT CTGACAACCAAGGAACCACCGE
38-ALEPPO  ATTCCAATGATCAATTTTCTGGTGGTGAMGA CTATGGTGGTGGATACTCTGACAACCAAGGAA CCACCGGTG  GTGGCTATGGTGGAGGATACT CTGACAACCAAGGAACCACCGG
NC_0211631 ~ ATTCCAATGATCAATTTTCTGGTGGTG = =wh CTATGETCOT mmm mmm mmm s e s i s e s s e GGATACT CTGACAACCAAGGAACCACCGE

|
ABA/wds llke

40 20 260 a0 280 a0 30 i 30 330 340
15~ FLIP10-347 TGGTGG CTATGGTGGAGGATACTCTGACAACCAAGGAA CCACCGGTGGTA CCTATGGTGGAGGATA CTCTGA CAACCAAGGAACCACCGGTGGTGGCTATGGTGATGGATATT CTG
35-1LC3279  TGETGGCTATGGTGGAGGATACTCTGACAACCAAGGAA CCACCGGTGGTACCTATGGTGGAGGATA CTCTGA CAA CCAAGGAACCACCGGT GGTGGCTAT GGTGATGGATATT CTG
38-ALEPPO  TGGTGGCTATGGTGGAGGATACTCTGACAACCAAGGAA CCACCGGTGGTA CCTATGGTGGAGGATACTCTGA CAA CCAAGGAACCACCGGTGGT GGCTATGGTGATGGATATT CTG
NC_ 0211631  TGGTGGCTATGGTGCAGGATACTCTGACAACCAAGGAACCACCGGTGGTACCTATGGTCGAGGATACTCTGA CAA CCAAGGAACCACCGETGGTGGCTAT GGTGATGGATATT CTG

ABA /wds llke

30 360 3 30 300 400 410 420 430 440 450 460
15 - FLIP10-347 ACACCAAAG CAACCACTGGTGGTGGTTATGGTGGTGATGGATATGGTGACAAATACT CCAACA CCCARA CCACTGGTGGTGG CTATGGTGA CGGATA CTCTAA CACAGCCACCGGT
35-1LC3279  ACACCAAAGCAACCACTGGTGGTGGTTATGGTGGTGATGGATATGGTGACAAATACT CCAACA CCCARA CCACTGGTGGTGG CTATGGTGA CGGATACTCTAA CACAGCCACCGET
38-ALEPPO  ACACCAAAGCAACCACTGGTGGTGGTTATGGTGGTGATGGATATGGTGACAAATACTCCAACA CCCAAA CCACTGGTGGTGG CTATGG TGA CGGATA CTCTAR CACAGCCACCGGT
NC.021163.1  ACACCAAAGCAACCACTGGTGGTGGTTATGGTGGTGATGGATATGGTGACAAATACT CCAACA CCCARA CCACTGGTGGTGG CTATGGTGA CGGATA CTCTAA CACAGCCACCGGT

ABA /wds like

410 480 49 500 510 520 530 540 550 560 570 580
15 - FLIP10-347 GGTGATGGCTATGGTGACGGATACT CCAACACCAAAACATCGACCGGTGE CGG CTATGGT GATGGTGGTTATGGCGATAATA CCGATCGACGTGACGATGATGAAAATTATAAGAA
35-1C3279  GGTGATGGCTATGGTGACGGATACT CCAACA CCAAAACATCGACCGGTGE CGG CTATGGTGATGGTGGT TATGGCGATAATA CCGATCCACGTGACGATGATGAAAATTATAAGAA
38-ALPPO  GGTGATGGCTATGGTGACGGATACT CCAACACCAAAACATCGACCGGTGE CGG CTATGGT GATGGTGGT TATGGCGATAATA CCGATCGACGTGACGATGATGAAAATTATAAGAA
NC0211631  GGTGATGGCTATGGTGACGGATACT CCAACA CCAARACATCGACCGGTGE CGE CTATGGT GATGGTGGT TATGGCGATAATA CCGATCGACGTGACGATGATGAAAATTATAAGAR

ABA /wds like

590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 691
15 - FLIP10-347 GGAGGAGAAACACCACAAG - CGTTT
35-11C3279  GGAGGAGAAACACCACAAG - CGTTTTGAGCATGTTGGTGA
38-ALEPPO  GGAGGAGAAACACCACAAGNCGTTTTGAGCATGT
NC0211631  GGAGGAGAAACACCACAAG - CGTTTTGAGCATGTTGGTGAATTAGGTGCTGCAACTGCTGGTGGTTTTGCTTTGGTAATTTTCTTTCATTTTCACCAATACTACTAGCTA

ABA /wds like

Figura 4 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento gendmico contendo o gene Cicer arietinum Abscisic acid stress and
ripening — ASR (ver Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de grao-de-bico denominados
como 15 (‘FLIP10-347°), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC
3279%) e 38 (‘BRS Aleppo’). A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os

polimorfismos encontrados estéo indicados por bases coloridas.
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15 - FLIP10-347 Semi erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado

37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta

CAP2 Promoter 1: 13679988..13680235
NM_001309724

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta

CAP2 Promoter 1; 13679988..13680235 =

NM_001309724

15 - FLIP10-347 Semi erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado

37 - Cicero Prostrado

26- FLIP11 - 161 Erecta

35 - LC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta

CAP2 Promoter 1: 13679988 13680235
NM_001309724

15 - FLIP10-347 Semi erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado

37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta

CAP2 Promoter 1: 13679988..13680235
NM_001309724

15 - FLIP10-347 Semi erecta

20 - FLIP 10-370 Prostrado

37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta

CAP2 Promoter 1: 13679988..13680235
NM_001309724

1 10 20 30 40 50 Glﬂ 0 80 9% 100 1}0 120
ACTGCAGAANGTTGAGTCAGTTGA AGACTAAATACATCAAT ATCCAACCTGTCTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTAAACCACCAAAATGATCCT
ACTGCAGAANGTTGAGTCAGT TAT AGACTANATACATCAAT ATCCAACCTGTCTCTTATAAATAGGACCGOAGAGTANACCACCANAATGATCLT
ACTGCAGAAAGTTGAGTCAGTTGATGTATG AGACTAAATACATCA ATCCAACCTGTCTCTTATAANTAGGACCGGAGAGTANACCACCANAATGATCCT
ACTGCAGAAAGTTGAGTCAGTTGATGTATGTTGTT TAGACTAAATACATCAAT TATCCAACCTGTCTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTAAACCACCAAAATGATCCT
ACTGCAGAAAGTTGAGTCAGTTGATGTATGTTGTTT TTAGACTAAATACATCAAT TTATCCAACCTGTCTCTTATANATAGOACCGGAGAGTAAACCACCARAATGATCCT
ACTGCAGAANGTTGAGTCAGTTGATGTATG AGACTAAATACATCAAT ATCCAACCTGTCTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTANACCACCANAATGATCET
AfrG@ACAAATTGAGTCAGTTCATGTATGTTGT T TAAAT T TP ARACTAAATACATCAATTTT I TTTATCCANCCTGTCTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTAAACCACCAAANTGATCCT

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

TCCCTTTC;CAGATCATC%CAAT“'”CT&CT?CACAATéTATAAA*' ;AAAT?CCT?%CCCAC?CTC%AAAACT'TAé?CACA?TAC:”“”CTCTC&CACACTCAC%CAT'”CCTCACC
TGCCTTTGTGAGATGATCTCAAT GTCCTTGAGAATGTATAAA ANTTGGTTTCGCAGTCTGTAAAACT CTCACATTAG CTGTGCGACACTGACTCATTTGCTCACG
TGCCTTTGTGAGATGATCTCAAT GTCCTTGAGAATGTATAAN TAAATTGGTTTCGGAGTCTGTAAAACTITACTCACATTAGTITTTCTGTGGCACACTGACTCATTTGCTCACG
TGCCTTTATGAGATGATCTCAAT GTCCTTGAGAATGTATAAATTCTAAATTGATTTCGGAGTCTGTAAMACTTTACTCACATTAQGY CTGTGCGACACTGACTCATTTGCTCACS
TGCCTTTGTGAGATGATCTCAAT GTCCTTGAGAATGTATAAATT AATTGGTTTCOGAGTCTGTAAAACTTTACTCACATTAGT TTTTCTGTGGGACACTGACTCATTTGCTCACS
AGATGATCTCAAT GTCCTTGAGAATGTATAAAN TAAATTGATTTCCGAGTCTGTAANACTTTACTCACATTAG! CTATGGCACACTGACTCATTTGCTCACS
TGAGATGATCTCAAT GTCCTTGAGAATCTATAAATTCTAAATTGGTTTCOGAGTCTGTAAAMACTTTACTCACATTAG TTCTGTGGCACACTGACTCA| GCTCACG

250 260 a0 280 290 300 310 320 30 340 350 360
TGTCTGGA AATTGCACTATIGACCAATAGATTTAACTTGAGGAANCTACTAAAATGGTCCTOACTCTGTCAGOCGCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGARACATTITAGA
TGTCTGEA AATTGCACTATTGACCAATAGAT GAGGAAACTACTAAAATGGTCCTGACTCTOTGAGGCGCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTCGCTTAGGTGAAACATTTAGA
TGTCTGGA AATTGCACTATTGACCAATAGATTTAACTTGAGGAAACTACTAAAATCGTCCTGACTCTGTGAGGCGCCCTCAAG TCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGAAACATTTAGA
TGTCTGOA AATTGCACTA GAGGAMACTACTAMAATGGTCCTGACTCTGTCAGGCCCCCTCAAG TCTCTGTAACTTGGCTTAGCTGAAACATTTAGA
TGTCTGAA AATTGCACTA GAGGAAACTACTAAAATGGTCCTGACTCTGTGAGGCGCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTIGGCTTAGGTGAMACATTTAGA
7GTCTGGANAATTGCACTA GAGGARACTACTAAAATGOTCCTGACTCTATGAGOCGECCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGANACATTTAGA

TGTCTGGA AATTGCACTATTGACCAATAGATTTAACTTGACCAAACTACTAAAATCCTCCTGACTCTCTGACGCCCCCTCAACTTTATCTCTGTAACTTCGCTTAICTGAAACATTTACA

3?0 380 390 400 410

GGGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTCTAGAGTCGCTGTGCTTACCTTT
GGGAGTGATCATTAATAAATGGANGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT
GOGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGCTGTACTTACCTTT
CGGAGTGGTGATTAATAAATGCAAGGAGCTCTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT
GGGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACT
GGGAGTGATGATTAATAAATGGANGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACC
GOGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGCAGCTCGTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT

4'50

AACTTAAGAATCTTGATTGCT ATTTGGAAATGAATATTAG
AACT?AAGAATCTTCCTTCCTC?GTTAT“TCCAAA"CAA"ATTACT”A‘A
AACTTAAGAATCTTGGTTGCT!
AACTTAAGAATCTTGGTTGCT

ATA

auuu-)\-uuc UlM\lUUM\ ----- ul"luul‘u ucuu.uu--lu:mc.u.mclu c.u-
CAP2 Promoter-

4?0 590 510 52|0 S.’I,O 5?0 SSIO S§0 SzO SQI
TATATATACTACATAT TGGTTTTGATTCTAACTTCTGCAGGTCTTTGTTTCAAGTGTTTTGTTGACATTTTTCCCTGTACATTAAGG
TATATATACTACATAT TGATTCTAACTTCTGCAGATCT CCCTGTACATTAAGG
TATATATACTACATAT TGATTCTAACTTCTGCAGGTCT
TATATATACTACATAT TAACTTCTGCAGGTCT
TATATATACTACATAT CTAACTTCTGCAGGTCTTTGTTTCAAGTGTTTICTTGACATTTTTCCCTOTACATTAAGS
TATATATACTAATAT CTAACTTCTGCAGGTCT T
TATATATACTACATAT TGATTCTAACTTCTGCAGGTCTTTGTTTCAAGTGTTTTGTTGACAT CCCTGTACATTAAGG
vl viScRv B GAvEBiGo A ARV UY - - e e ea e vuciilirclilicv-BAccucUVUGUUUCAAGUGUUUUGUUGACAUUUUUCCCUGUACAUVAAGG

CAP2 Promoter

Figura 5 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento genémico contendo o segmento Cicer arietinum CAP2 Promoter (ver
Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de grdo-de-bico denominados como 15 (‘FLIP10-
347%), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC 3279”) e 38 (‘BRS
Aleppo’). A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os polimorfismos
encontrados estdo indicados por bases coloridas.
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20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta
35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Dehydrin MF469833

20 - FLIP 10370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26- FLIP11 - 161 Erecta
35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Dehydrin MF469833

20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26- FLIP11 - 161 Erecta
35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Dehydrin MF469833

20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta
35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Dehydrin MF469833

1 10 2 30 40 50 60 0 80 90 100
AAGTGGTGTTGGGATGACCGGTGAAGCCGGTAGAACATTTGAAAATCCCGGTTTAACCGGTCACCATGAGCCACATAAACATGGAGATAATT CAAAATCCC
AAGTGGTGTTGGGATGACCGGTGAAGCCGGTAGAACATTTGAAAATCCCGGTTTAACCGGTCACCATGAGCCACATAAACATGGAGATAATT CAAAATCCC
AAGTGGTGTTGGGATGACCGGTGAAGCCGGTAGAACATTTGAAAATCCCGGTTTAACCGGTCACCATGAGCCACATAAACATGGAGATAATT CARAATCCC
AAGTGGTGTTGGGATGACCGGTGAAGCCGGTAGAACATTTGAAAATCCCGGTTTAACCGGTCACCATGAGCCACATARACATGGAGATAATT CAAAATCCC
AAGTGGTGTTGGGATGACCGGTGAAGCCGGTAGAACATTTGAAAATCCCGGTTTAACCGGTCACCATGAGCCACATAAACATGGAGATAATT CAAAATCCC
AAGTGGTGTTGGGATCGACCGGTGAAGCCCGGTAGAACATTTGAAAATCCCGGTTTAACCGGTCACCATGAGCCACATAAACATGGAGATAATT CAAAATCCC

DHN CDS

10 120 130 140 150 160 iy 180 19 200
ACACCACTAGTTATGGGACCCACACAGGTAGTGGTGGTGGCACTGGAGATGATTATGGGACCTACAATACACATGGTGGTGGTGGTGGAATGACCGGTGCA
ACACCACTAGTTATGGGACCCACACAGGTAGTGGTGGTGGCACTGGAGATGATTATGGGACCTACAATACACATGGTGGTGGTGGTGGAATGACCGGTGCA
ACACCACTAGTTATGGGACCCACACAGGTAGTGGTGGTGGCACTGGAGATGATTATGGGACCHACAATACARA -~-TGGTGGTGGTGGAATGACCGGTGCA
ACACCACTAGTTATGGGACCCACACAGGTAGTGGTGGTGGCACTGGAGATGATTATGGGACCTACAATACACATGGTGGTGGTGGTGGAATGACCGGTGCA
ACACCACTAGTTATGGGACCCACACAGGTAGTGGTGGTGGCACTGCGAGATGATTATGGGACCTACAATACACATGGTGGTGGTGGTGGAATGACCGGTGCA
ACACCACTAGTTATGGGACCCACACAGGTAGTGGTGGTGGCACTGGAGATGATTATGGGACCTACAATACACATGGTGGTGGTGGTGGAATGACCGGTGCA

DHN CDS

a0 20 230 240 250 260 270 280 290 300
GTCGGTAAAATATTTGGAACAACCGATGATACCGGTAATCATCATGGAGTTGATCAAACCACAACAGATTATGGGACCCACAACCCAGGTAGTTATGGGAC
GTCGGTAAAATATTTGGAACAACCGATGATACCGGTAATCATCATGGAGTTGATCAAACCACAACAGATTATGGGACCCACAACCCAGGTAGTTATGGGAC
GTCGGTAAAATATTTGGAACAACCGATGATACCGGTAATCATCATGGAGTTGATCAAACCACAACAGATTATGGGACCCACAACCCAGGTAGTTATGGGAC
GTCGGTAAAATATTTGGAACAACCGATGATACCGGTAATCATCATGGAGTTGATCAAACCACAACAGATTATGGGACCCACAACCCAGGTAGTTATGGGAC
GTCGGTAAAATATTTGGAACAACCGATGATACCGGTAATCATCATGGAGTTGAT CAAACCACAACAGATTATGGGACCCACAACCCAGGTAGTTATGGGAC
GTCGGTAAAATATTTGGAACAACCGATGATACCGGTAATCATCATGGAGTTGAT CAAACCACAACAGATTATGGGACCCACAACCCAGGTAGTTATGGGAC

DHN CDS

30 320 330 340 350 360 370 380 302
CAACACAGGTAGTTATGGGACCAACACAGGTGGTTATGGAAACACAAACACTGGAAGTGGTTATGGAACAAAAGTGGGACAAGAATTCG
CAACACAGGTAGTTATGGGACCAACACAGGTGGTTATGGAAACACAAACACTGGAAGTGGTTATGGAACAAAAGTGGGACAAGAATTCG
CAACHCAGGTAGTTATGGGACCAACACAGGHGGTTATGGAAACACAAACACTGGAAGTGGTTATGGAACAAAAGTGGGACAAGAATTCG
CAACACAGGTAGTTATGGGACCAACACAGGTGGTTATGGAAACACAAACACTGGAAGTGGTTATGGAACAAAAGTGGGACAAGAATTCE
CAACACAGGTAGTTATGGGACCAACACAGGTGGTTATGGAAACACAAACACTGGAAGTGGTTATGGAACAAAAGTGGGACAAGAATTCG
CAACACAGGTAGTTATGGGACCAACACAGGTGGTTATGGAAACACAAACACTGGAAGTGGTTATGGAACAAAAGTGGGACAAGAATTG

DHN CDS

Figura 6 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento gendmico contendo o gene Cicer arietinum Dehydrin (ver Tabela 1)
e DNA molde de seis acessos de gréo-de-bico denominados como 15 (‘FLIP10-347’), 20
(‘FLIP10-370’), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC 3279’) e 38 (‘BRS Aleppo’).
A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os polimorfismos encontrados
estdo indicados por bases coloridas.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
15 - FLIP10-347 Semi erecta TTATAAACTTATTTTTTAAGCTGCTTTTCAGAAGTGAAGGACTTTTCTGT TTGGTTATTTTTATTTTTGATACATCAATGTCACATGTTT CAAACTATAA
20 - FLIP 10-370 Prostrado TGTTATAAACTTATTTTTTAAGCTGCTTTTCAGAAGTGAAGGACTTTTCTGTTTGGTTATTTTTATTTTTGATACATCAATGT CACATGTTT CAAACTATAA

37 - Cicero Prostrado TGTTATAAACTTATTTTTTAAGCTGCTTTTCAGAAGTGAAGGACT T TTCTGTTTGGT TATTTTTATTTTTGATACATCAATGT CACATGTTT CAAACTATAA
26 - FLIP11 - 161 Erecta TGTTATAAACTTATTTTTTAAGCTGCTTTT CAGAAGTGAAGGACTTTTCTGTTTGGTTATTTTTATTTTTGATACATCAATGT CACATGTTT CAAACTATAA

- ILC3279 Erecta TGTTATAAACTTATTTTTTAAGCTGCTTTTCAGAAGTGAAGGACTTTTCTGTTTGGTTATTTTTATTTTTGATACATCAATGT CACATGTTT CAAACTATAA
38 - Aleppo Semi Erecta TGTTATAAACTTATTTTTTAAGCTGCTTTTCAGAAGTGAAGGACTTTTCTGTTTGGTTATTTTTATTTTTGATACATCAATGTCACATGTTT CAAACTATAA

NM_001309724

110 120 130 140 1s0 160 170 180 190 200
15 - FLIP10-347 Semi erecta G CTTATTAAAATTA CATAAACTT CI\AATTGGCTTGCA CTA CTTTAATTGTTTATTTAAG CT'I"I.‘TTTTAGGGGTTGATGAATCATGARTGTATAGRG CTGTTT
20 - FLIP 10-370 Prostrado G CTTATTAAAATTACATAAACTTCAAATTGGCTTGCACTACTTTAATTGTTTATT TAAGCTTTTTTTAGGGGTTGATGAATCATGAATGTATAGAGCTGTTT

37 - Cicero Prostrado GCTTATTAAAATTACATAAACTT CAAATTGGCTTGCACTACTTTAATTGTTTATTTAAG CTTTTTTTAGGGGTTGATGAATCATGAATGTATAGAGCTGTTT
26 - FLIP11 - 161 Erecta GCTTATTAAAATTACATAAACT T CAAATTGGCTTGCACTACT TTAATTGTTTATTTAAGCTTTTTTTAGGGGTTGATGAATCATGAATGTATAGAGCTGTTT
35 - ILC3279 Erecta GCTTATTAAAATTACATAAACTTCAAATTGGCTTGCACTACTTTAATTGTTTATTTAAGCTTTTTTTAGGGGTTGATGAATCATGAATGTATAGAGCTGTTT
38 - Aleppo Semi Erecta GCTTATTAAAATTACATAAACTT CARATTGGCTTGCACTACTTTAATTGTTTATTTAAG CTTTTTTTAGGGGTTGATGAATCATGAATGTATAGAGCTGTTT

NM_001309724

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
15 - FLIP10-347 Semi erecta AGTGATTAATATATGGAAG CAGTAGCAGAATAGTTGTGTTTACCTTTATTTTGTATT CCTTAATAATCAT CATATATAAATTAGGAAATTGGTTG CAG CAAA
20 - FLIP 10-370 Prostradoc AGTGATTAATATATGGAAGCAGTAGCAGAATAGTTGTGTTTACCTTTATTTTGTATT CCTTAATAATCATCATATATAAATTAGGAAATTGGTTG CAGCAAA

37 - Cicero Prostrado AGTGATTAATATATGGAAGCAGTAGCAGAATAGT TG TGTTTACCT TTATTTTGTATTCCTTAATAATCAT CATATATAAATTAGGAAATTGGTTG CAGCAAA
26 - FLIP11 - 161 Erecta AGTGATTAATATATGGAAGCAGTAGCAGAATAGTTGTGTTTACCTTTATTTTGTATT CCTTAATAATCAT CATATATAAATTAGGAAAT TGGTTG CAG CAAA

- ILC3279 Erecta AGTGATTAATATATGGAAG CAGTAGCAGAATAGTTGTGTTTACCTTTATTTTGTATT CCTTAATAATCAT CATATATAAATTAGGAAATTGGTTG CAG CAAA
38 - Aleppo Semi Erecta AGTGATTAATATATGGAAGCAGTAGCAGAATAGTTGTGTTTACCTTTATTTTGTATTCCTTAATAATCATCATATATAAATTAGGAAATTGGTTG CAGCAAA

NM_001309724

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
15 - FLIP10-347 Semi erecta ARAAAAAATTAMCAAATTGGGTTG CTATGTTATATGGAAA CAAATATIAMTTTTAATAGT TAGTATATACTATCACGGGTCC TATATACTGCAAAAAGTT
20 - FLIP 10-370 Prostrado AAAAAAAATTAGCAAATTGGGTTGCTATGTTATATGGAAACAAANATAAGTTTEAATAGT TAGTATATACTATCACGGGTCCHMTATATACGG CAGAAAGTT

37 - Cicero Prostrado AAAAAAAATTARICAAATTGGGT TG CTATGTTATATGGAAACAAATATEAMTTTTAATAGTIMTAGTATATACTATCACGGGTCC TATATACTGCAAAAAGTT
26 - FLIP11 - 161 Erecta AAAAAAAATHEAGCAAATTGGGTTGCTATGTTATATGGAAACAAATATAAGTTTTAATAGT TAGTATATACTATCACGGGTCC TATATACGGCAGAAAGTT
35 - ILC3279 Erecta AAAAAAAATTAGCAAATTGGGTTGCTATGTTATATGGAAACAAATATAAGTTTTAATAGT TAGTATATACTATCACGGGTCC TATATACTGCAAAAAGTT
38 - Aleppo Semi Erecta AAAAAAAATTARICAAATTGGGTTGCTATGTTATATGGAAACAAANATAAGTTTEAANAGT TAGTATATACTATCACGGGTCC TATATACTGCAAAAAGTT

NM_001309724

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510
15 - FLIP10-347 Semi erecta GAGT CAGTTGATGTATGTTGTTTAAATTTTAAACTAAATACAT CAATTTTTTTTAT CCAACCTGT CTCTTATAAATAGGA CCGGANAGTAAA CCACCAAAAT
20 - FLIP 10-370 Prostrado GAGT CAGTTGATGTATGTTGTTTAAATTTTAAACTAAATACATCAATTTTTTTTATCCAACCTGT CTCTTATARATAGGACCGGAGAGTAAACCACCAAAAT

37 - Cicero Prostrado GAGTCAGTTGATGTATGTTGTT TAAATTTTATA CTAAATACAT CAATTTTTTTTAT CCAACCTGTCTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTAAACCACCAAAAT
26 - FLIP11 - 161 Erecta GAGTCAGTTGATGTATGTTGTTTAAATTTTAAACTAAATACAT CAATTTTTTTTAT CCAACCTGT CTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTAAACCACCAAAAT

- ILC3279 Erecta GAGTCAGTTGATGTATGTTGTTTAAATTTTAAACTAAATACAT CAATTTTTTTTAT CCAACCTGT CTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTAAACCACCARAAT
38 - Aleppo Semi Erecta GAGTCAGTTGATGTATGTTGTTTAAATTTTAGACTAAATACAT CAATTTTTTTTATCCAACCTGTCTCTTATAAATAGGACCGGAGAGTAAACCACCAAAAT

NM_001309724

520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
15 - FLIP10-347 Semi erecta GATCC’I‘TGCCTTTGTGAGATGATCTCAA.I‘T’I‘TGTCCTTGAGAATGTRTAMTTCTAMTTGGTTTC GGAGTCTGTAAAACTTTACTCACATTAGTTTTTC
20 - FLIP 10-370 Prostrado GATCCTTGCCTTTGTGAGATGATCTCAA TTTTGTCCTTGAGAATGTATAAATTCTAAATTGGTTT CEGGAGT CTGTAAAACTTTACT CACATTAGTTTTTC

37 - Cicero Prostrado GATCCTTGCCTTTGTGAGATGAT CTCAAMIr TTTGTCCTTGAGAATGTATAAATTCTAAATTGGTTTC GGAGTCTGTAAAACTTTACT CACATTAGTTTTTC
26 - FLIP11 - 161 Erecta GATCCTTGCCTTTGTGAGATGATCTCAA TTTTGTCCTTGAGAATGTATARATTCTAAATTGGTTTC GGAGTCTGTAAAACTTTACT CACATTAGTTTTTC

- ILC3279 Erecta GATCCTTGCCTTTGTGAGATGATCTCAA TTTTGTCCTTGAGAATGTATAAATTCTAAATTGGTTTC GGAGTCTGTAAAACTTTACTCACATTAGTTTTTC
38 - Aleppo Semi Erecta GATCCTTGCCTTTGTGAGATGATCTCAA TTTTGTCCTTGAGAATGTATAAATTCTAAATTGGTTTC GGAGTCTGTAAAACTTTACTCACATTAGTTTTTC

NM_001309724

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710
15 - FLIP10-347 Semi erecta TGTGGGA CA CTGGA CT CATTTG CT CACGTGTCTGGAAATTGCACTATTGA CCAATAGATTTAA CTTGAGGAAA CTACTAAAATGGT CCTGACT CTGTGAGG C
20 - FLIP 10-370 Prostrado TGTGGGACACT GACTCATTTGCTCACGTGTCTGGAAATTGCACTATTGACCAATAGATTTAACTTGAGGAAACTACTAAAATGGT CCTGACTCTGTGAGGC

37 - Cicero Prostrado TGTGGGACACT GACTCATTTGCTCACGTGTCTGGAAATTGCACTATTGACCAATAGATTTAACTTGAGGAAACTACTAAAATGGTCCTGACTCTGTGAGGC
26 - FLIP11 - 161 Erecta TGTGGGACACT GACTCATTTGCTCACGTGTCTGGAAATTGCACTATTGACCAATAGATTTAACTTGAGGAAACTACTAAAATGGTCCTGACTCTGTGAGGC
35 - ILC3279 Erecta TGTGGGACACT GACTCATTTGCTCACGTGTCTGGAAATTGCACTATTGACCAATAGATTTAACTTGAGGAAACTACTAAAATGGT CCTGACTCTGTGAGGC
38 - Aleppo Semi Erecta TGTGGGACACT GACTCATTTGCTCACGTGTCTGGAAATTGCACTATTGACCAATAGATTTAACTTGAGGAAACTACTAAAATGGT CCTGACTCTGTGAGGC

NM_001309724

720 730 740 750 750 770 780 790 800 Blﬂ
15 - FLIP10-347 Semi erecta GCCCTCAAGTTTATCTCTGTMCTTGGCTTAGGTGAAACAT‘I‘TRGAGGGAGTCvG‘I‘G}\TTRATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGC‘I‘GTGCTTACCTTT A
20 - FLIP 10-370 Prostrado GCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGAAACATTTAGAGGGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT A
37 - Cicero Prostrado GCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGAAACATTTAGAGGGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT A
26 - FLIP11 - 161 Erecta GCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGAAACATTTAGAGGGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT A
- ILC3279 Erecta GCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGAAACATTTAGAGGGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT A
38 - Aleppo Semi Erecta GCCCTCAAGTTTATCTCTGTAACTTGGCTTAGGTGAAACATTTAGAGGCGAGTGGTGATTAATAAATGGAAGGAGCTGTAGAGTGGCTGTGCTTACCTTT A
NM_001309724 GUU U
820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

15 - FLIP10-347 Semi erecta TTTTGTATTAACTTAAGAAT CTTGGTTGCTGT CTTATTTGGAAATGAATATTAGTTATATATATATATATACTA  CATAT GAATGTTTGGTTTTGATT
20 - FLIP 10-370 Prostrado TTTTGTATTAACTTAAGAATCTTGGTTGCTGTCTTATTTGGAAATGAATATTAGTTATATATATATATATACTA  CATAT GAATGTTTGGTTTTGATT

37 - Cicero Prostrado TTTTGTATTAACTTAAGAATCTTGGTTGCTGT CTTATTTGGAAATGAATATTAGTTATATATATATATATACTA CATAT GAATGTTTGGTTTTGATT
26 - FLIP11 - 161 Erecta TTTTGTATTAACTTAAGAAT CTTGGTTGCTGTGTTATTTGGAAATGAATATTAGT TATATATATATATATACTA  CATAT GAATGTTTGGTTTTGATT
35 - ILC3279 Erecta TTTTGTATTAACTTAAGAATCTTGGTTGCTGTCTTATTTGGAAATGAATATTAGT TATATATATATATATACTA - CATAT GAATGTTTGGTTTTGATT
38 - Aleppo Semi Erecta TTTTGTATTAACTTAAGAATCTTGGTTGCTGTCTTATTTGGAAATGAATATTAGT TATATATATATATATACTA  CATAT GAATGTTTGGTTTTGATT
NM_001309724 ERUUGEAUNAARUUAA -~-UC~--GRUUNCU -U CUUBUUB- ~-AAAU G BRIU U0 G ¢ AU BIGG BliU B0 Ui~ UBICGABCAGA UBIIGG AABNIUUU - - = = == = = ki)
920 930 940 950 260 970 980 ag0 1,000 1,010 1,020

15 - FLIP10-347 Semi erecta CTAA CTT CTG CAGGTCTTTGTTT CAAGTGTTTTGTTGACATTTTT CCCTGTA CATTAAGGAGTGCAACTTGAAGCA CATGTTAGTGAAAAG CCAT CATAAAG
20 - FLIP 10-370 Prostradoc CTAACTTCTGCAGGTCTTTGTTTCAAGTGTTTTGTTGACATTTTTCCCTGTACATTAAGGAGTGCAACTTGAAGCACATGTTAGTGAAAAGCCAT CATAAAG

37 - Cicero Prostrado CTAACTTCTGCAGGTCTTTGTTT CAAGTGTTTTGTTGACGTTTTTCCCTGTACATTAAGGAGTGCAACTTGAAGCACATGTTAGTGAAAAG CCAT CATARAG
26 - FLIP11 - 161 Erecta CTAACTTCTGCAGGTCTTTGTTT CAAGTGTTTTGTTGACATTTTTCCCTGTACATTAAGGAGTGCAACTTGAAGCACATGTTAGTGAAAAG CCAT CATARAG

- ILC3279 Erecta CTAACTTCTGCAGGTCTTTGTT T CAAGTGTTTTGTTGACATT TTT CCCTGTACATTAAGGAGTGCAACT TGAAGCACATGTTAGTGAAAAG CCAT CATAAAG
38 - Aleppo Semi Erecta CTAACTTCTGCAGGTCTTTGTTT CAAGTGTTTTGTTGACATTTTTCCCTGTACATTAAGGAGTGCAACTTGAAGCACATGTTAGTGAAAAG CCAT CATARAG
NM_001309724 CHlBA CENCUS-AGGUCUUUGUUUCAAGUGUUUUGUUGACAUUUUUCCCUGUACAUUAAGGAGUGCAACUUGAAGCACAUGUUAGUGAAAAG CCAUCAUAAAG

Dehydrin response—|

1,030 1.040 1,050 1.060 1,070 1.080 1,090 1100 1113
15 - FLIP10-347 Semi erecta GGGATGGAT CCAAGTCCCTCGCCGATACATTGG CAAGATGGAAAGAACATAA CGCCCGCCTTGAAT CGAG CGGCGAAG CTGAGMGTCAACTR
20 - FLIP 10-370 Prostrado GGGATGGAT CCAAGTCCCTCGCCGATACATTGGCAAGATGGAAAGAACATAACGCCCGCCTTGAAT CGAGCGGCGAAGCTGAGAAGTCAACTA

37 - Cicero Prostrado GGGATGGATCCAAGTCCCTCGCCGATACATTGG CAAGATGGAAAGAACATAACGCCCGCCTTGAAT CGAG CGGCGAAGCTGAGAAGTCAACTA
26 - FLIP11 - 161 Erecta GGGATGGATCCAAGTCCCTCGCCGATACATTGGCAAGATGGAAAGAACATAACGCCCGCCTTGAATCGAGCGGCGAAGCTGAGAAGTCAACT

35 - ILC3279 Erecta GGGATGGATCCAAGTCCCTCGCCGATACATTGG CAAGATGGAAAGAACATAACGCCCGCCTTGAATCGAGCGGCGAAGCTGAGAAGTCAACTA
38 - Aleppo Semi Erecta GGGATGGATCCAAGTCCCTCGCCGATACATTGG CAAGATGGAAAGAACATAACGCCCGCCTTGAAT CGAG CGGCGAAGCTGAGAAGTCAACTA
NM_001309724 GGGAUGGAUCCAAGUCCCUCGCCGAUACAUUGG CAAGAUGGAAAGAA CHIGAA CGCCCGCCUUGAAU CGAG CGG CGAAGCUGAGAAGUCAACUA

|
Dehydrin response

Figura 7 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento gendmico contendo o gene Cicer arietinum Dehydrin responsive
element binding protein (ver Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de grdo-de-bico
denominados como 15 (‘FLIP10-347°), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-
161%), 35 (‘ILC 3279’) e 38 (‘BRS Aleppo’). A anotacdo em verde representa a regido
codificante do gene. Os polimorfismos encontrados estéo indicados por bases coloridas.
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10 20 30 40 50 60 70 80 a0
15 - FLIP10-347 Semierecta ACACAACATGTTTTATTGGATTGATTGATACAACCTTTTATTTGCAGTTTCATTGGAAATCCTGGTCTTTGTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTC
20 - FLIP 10-370 Prostrado ACACAACATGTTTTATTGGATTGATTGATACAACCTTTTATTTGCAGTTTCATTGGAAATCCTGGTCTTTGTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTC

37 - Cicero Prostrado ACACAACATGTTTTATTGGATTGATTGATACAACCTTTTATTTGCAGTTTCATTGGAAATCCTGGTCTTTGTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTC
26 - FLIP11 - 161 Erecta ACACAACATGTTTTATTGGATTGATTGATACAACCTTTTATTTGCAGTTTCATTGGAAATCCTGGTCTTTGTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTC

S - ILC3279 Erecta ACACAACATGTTTTATTGGATTGATTGATACAACCTTTTATTTGCAGTTTCATTGGAAATCCTGGTCTTTGTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTC
38 - Aleppo Semi Erecta ACACAACATGTTTTATTGGATTGATTGATACAACCTTTTATTTGCAGTTT CATTGGAAATCCTGGTCTTTGTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTC

Erecta 4: 44784003..44788141 ACACAACATGTTTTATTGGATTGATTGATACAACCTTTTATTTGCAGTTTCATTGGAAATCCTGGTCTTTGTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTC

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

15 - FLIP10-347 Semi erecta AAG‘G CTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTT CTAG'.E’TGGAATRT CGCCTACAACTCCTAAAATCT éTG CCTTCTAAAAATATGTTATGTT
20 - FLIP 10-370 Prostrado AAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATATCGCCTACAACTCCTAAAATCTCTGCCTTCTAAAAATATGTTATGTT

37 - Cicero Prostrado AAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATATCGCCTACAACTCCTAAAATCTCTGCCTTCTAAAAATATGTTATGTT
26 - FLIP11 - 161 Erecta AAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATATCGCCTACAACTCCTARAATCTCTGCCTT CTAAAAATATGTTATGTT

5 - ILC3279 Erecta AAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATATCGCCTACAACT CCTAAAATCTCTGCCTTCTAAAAATATGTTATGTT
38 - Aleppo Semi Erecta AAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATATCGCCTACAACTCCTAAAATCTCTGCCTT CTARAAAATATGTTATGTT

Erecta 4: 44784003..44788141 AAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATATCGCCTACAACTCCTAAAATCTCTGCCTTCTAAAAATATGTTATGTT

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
15 - FLIP10-347 Semi erecta TTTTTTCCTCTTTGATTAAATAACTGTCTTATTAATACATGTGCATTAAGTTTGAAGGGCTTTTTATTATTTACTTGATAAATTTTCTTTACTATGC
20 - FLIP 10-370 Prostrado TTTTTTCCTCTTTGATTAAATAACTGT CTTATTAATACATGTGCATTAAGTTTGAAGGGCTTTTTATTATTTACTTGATAAATTTTCTT ~ACTATGC

37 - Cicero Prostrado TTTTTTCCTCTTTGAT TAAATAACTGTCTTATTAATACATGTGCATTAAGTTTGAAGGGCTTTTTATTATTTACTTGATAAATTTTCTTTACTATGC

26 - FLIP11 - 161 Erecta TTTTTTCCTCTTTGATTAAATAACTGTCTTATTAATACATGTGCATTAAGTTTGAAGGGCTTTTTATTATTTACTTGATAAATTTTCTTTACTATGC

S - ILC3279 Erecta TTTTTTCCTCTTTGAT TAAATAACTGTCTTATTAATACATGTGCATTAAGTTTGAAGGGCTTTTTATTATTTACTTGATAAATTTTCTTTACTATGC

38 - Aleppo Semi Erecta TTTTTTCCTCTTTGAT TAAATAACTGTCTTATTAATACATGTGCATTAAGTTTGAAGGGCTTTTTATTATTTACTTGATAAATTTTCTTTACTATGC

Erecta 4: 44784003..44788141 TTTTTTCCTCTTTGATTAAATAACTGTCTTATTAATACATGTGCATTAAGTTTGAAGGGCTTTTTATTATTTACTTGATAAATTTTCTTTACTATGC
ERECTA—

300 310 320 330 340 350 360 370 380
15 - FLIP10-347 Semi erecta AGTTACATTATCTAAGGCGGCTATTCTTGGAATTACGCTTGGTGCCCTTGTAATTCTTCTTATGATACTGCTGGCAGCTTGCCGGCCACACAACCCG
20 - FLIP 10-370 Prostrado AGTTACATTATCTAAGGCGGCTATTCTTGGAATTACGCTTGGTGCCCTTGTAATTCTTCTTATGATACTGCTGGCAGCTTGCCGGCCACACAACCCG

37 - Cicero Prostrado AGTTACATTATCTAAGGCGGCTATTCTTGGAATTACGCTTGGTGCCCTTGTAATTCTTCTTATGATACTGCTGGCAGCTTGCCGGCCACACAACCCG
26 - FLIP11 - 161 Erecta AGTTACATTATCTAAGGCGGCTATTCTTGGAATTACGCTTGGTGCCCTTGTAATTCTTCTTATGATACTGCTGGCAGCTTGCCGGCCACACAACCCG

S - ILC3279 Erecta AGTTACATTATCTAAGGCGGCTATTCTTGGAATTACGCTTGGTGCCCTTGTAATTCTTCTTATGATACTGCTGGCAGCTTGCCGGCCACACAACCCG
38 - Aleppo Semi Erecta AGTTACATTATCTAAGGCGGCTATTCTTGGAATTACGCTTGGTGCCCTTGTAATTCTTCTTATGATACTGCTGGCAGCTTGCCGGCCACACAACCCG

Erecta 4: 44784003..44788141 AGTTACATTATCTAAGGCGGCTATTCTTGGAATTACGCTTGGTGCCCTTGTAATTCTTCTTATGATACTGCTGGCAGCTTGCCGGCCACACAACCCG

|
ERECTA

390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
15 - FLIP10-347 Semierecta TCTCCGTTTCCAGACGGATCACTCGAAAAACCAGGTGACAAATCAAGTAATTCTTCTCAATCTTCTTATCCTGGTGGCATACTTAAATATTAAATTG
20 - FLIP 10-370 Prostrado TCTCCGTTTCCAGACGGATCACTCGAAAAACCAGGTGACAAATCAAGTAATTCTTCTCAATCTTCTTATCCTGGTGGCATACTTAAATATTAAATTG

37 - Cicero Prostrado TCTCCGTTTCCAGACGGATCACTCGAAAAACCAGGTGACAAATCAAGTAATTCTTCTCAATCTTCTTATCCTGGTGGCATACTTAAATATTAAATTG
26 - FLIP11 - 161 Erecta TCTCCGTTTCCAGACGGATCACTCGAAAAACCAGGTGACAAATCAAGTAATTCTTCTCAATCTTCTTATCCTGGTGGCATACTTAAATATTAAATTG

S - ILC3279 Erecta TCTCCGTTTCCAGACGGATCACTCGAAAAACCAGGTGACAAATCAAGTAATTCTTCTCAATCTTCTTATCCTGGTGGCATACTTAAATATTAAATTG
38 - Aleppo Semi Erecta TCTCCGTTTCCAGACGGATCACTCGAAAAACCAGGTGACAAATCAAGTAATTCTTCTCAATCTTCTTATCCTGGTGGCATACTTAAATATTAAATTG

Erecta 4: 44784003..44788141 TCTCCGTTTCCAGACGGATCACTCGAAAAACCAGGTGACAAATCAAGTAATTCTTCTCAATCTTCTTATCCTGGTGGCATACTTAAATATTAAATTG

ERECTA

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580
15 - FLIP10-347 Semierecta TATTCTTCAAAATTTAAGCATCCTTATTTTAAAGTATTCTATGATTCAGTTTGTTAAAGTTGAAGTTTATAAGCTAATGACTGCATGAACTTGGAAA
20 - FLIP 10-370 Prostrado TATTCTTCAAAATTTAAGCATCCTTATTTTAAAGTATTCTATGATTCAGTTTGTTAAAGTTGAAGTTTATAAGCTAATGACTGCATGAACTTGGAAA

37 - Cicero Prostrado TATTCTTCAAAATTTAAGCATCCTTATTTTAAAGTATTCTATGATTCAGTTTGTTAAAGTTGAAGTTTATAAGCTAATGACTGCATGAACTTGGAAA
26 - FLIP11 - 161 Erecta TATTCTTCAAAATTTAAGCATCCTTATTTTAAAGTATTCTATGATTCAGTTTGTTAAAGTTGAAGTTTATAAGCTAATGACTGCATGAACTTGGAAA

S - ILC3279 Erecta TATTCTTCAAAATTTAAGCATCCTTATTTTAAAGTATTCTATGATTCAGTTTGTTAAAGTTGAAGTTTATAAGCTAATGACTGCATGAACTTGGAAA
38 - Aleppo Semi Erecta TATTCTTCAAAATTTAAGCATCCTTATTTTAAAGTATTCTATGATTCAGTTTGTTAAAGTTGAAGTTTATAAGCTAATGACTGCATGAACTTGGAAA

Erecta 4: 44784003..44788141 TATTCTTCAAAATTTAAGCATCCTTATTTTAAAGTATTCTATGATT CAGTTTGTTAAAGTTGAAGTTTATAAGCTAATGACTGCATGAACTTGGAAA

erecTA-

590 600 610 620 630 640 650 660 670
15 - FLIP10-347 Semierecta TTTGGCAGTTACTTACTCGCCTCCAAAACTAGTGATTCTTCACATGAATATGGCACTTCATGTGTATGACGATATCATGAGGATGACTGAAAACCTG
20 - FLIP 10-370 Prostrado TTTGGCAGTTACTTACTCGCCTCCAAAACTAGTGATTCTTCACATGAATATGGCACTTCATGTGTATGACGATATCATGAGGATGACTGAAAACCTG

37 - Cicero Prostrado TTTGGCAGTTACTTACTCGCCTCCAAAACTAGTGATTCTT CACATGAATATGGCACTT CATGTGTATGACGATATCATGAGGATGACTGAAAACCTG
26 - FLIP11 - 161 Erecta TTTGGCAGTTACTTACTCGCCTCCAAAACTAGTGATTCTTCACATGAATATGGCACTTCATGTGTATGACGATATCATGAGGATGACTGAAAACCTG

5 - ILC3279 Erecta TTTGGCAGTTACTTACTCGCCTCCAAAACTAGTGATTCTTCACATGAATATGGCACTTCATGTGTATGACGATATCATGAGGATGACTGAAAACCTG
38 - Aleppo Semi Erecta TTTGGCAGTTACTTACTCGCCTCCAAAACTAGTGATTCTTCACATGAATATGGCACTTCATGTGTATGACGATATCATGAGGATGACTGAAAACCTG

Erecta 4: 44784003..44788141 TTTGGCAGTTACTTACTCGCCTCCAAAACTAGTGATTCTTCACATGAATATGGCACTTCATGTGTATGACGATAT CATGAGGATGACTGAAAACCTG

ERECTA

80 690 700 710 720 730 740 750 760 770
15 - FLIP10-347 Semi erecta AGTGAGAAGTATATAATTGGAAATGGTGCATCAAGTACGGTTTATAAATGCGTTCTTAAAAATTGCAAGCC AGTTGCTATAAAGAGACTCTATTCT
20 - FLIP 10-370 Prostrado AGTGAGAAGTATATAATTGGAAATGGTGCATCAAGTACGGTTTATAAATGCGTTCTTAAAAATTGCAAGCC AGTTGCTATAAAGAGACTCTATTCT

@

37 - Cicero Prostrado AGTGAGAAGTATATAATTGGAAATGGTGCATCAAGTACGGTTTATAAATGCGTTCTTAAAAATTGCAAGCC AGTTGCTATAAAGAGACTCTATTCT
26 - FLIP11 - 161 Erecta AGTGAGAAGTATATAATTGGAAATGGTGCATCAAGTACGGTTTATAAATGCGTTCTTAAAAATTGCAAGCC AGTTGCTATAAAGAGACTCTATTCT
S - ILC3279 Erecta AGTGAGAAGTATATAATTGGAAATGGTGCATCAAGTACGGTTTATAAATGCGTTCTTAAAAATTGCAAGCC AGTTGCTATAAAGAGACTCTATTCT
38 - Aleppo Semi Erecta AGTGAGAAGTATATAATTGGAAATGGTGCATCAAGTACGGTTTATAAATGCGTTCTTAAAAATTG CAAGCCHMAGTTGCTATAAAGAGACTCTATTCT

Erecta 4: 44784003..44788141 AGTGAGAAGTATATAATTGGAAATGGTGCATCAAGTACGGTTTATAAATGCGTTCTTAAAAATTGCAAGCC AGTTGCTATAAAGAGACTCTATTCT

ERECTA
780 790 800 810 820 830 840 850 860 870

15 - FLIP10-347 Semi erecta CACTTT CCACAATACTTGAAAGAATTTAARACCGAGCTTGAGACGGTTGGCAGCATTAAGCACCG
20- FUIP 10-370 Prostrado ~ CACTTTCCACAATACTTGAAAGAATTTAAAACCGAGCTTGAGACGGTTGGCAGCATTAAGCACCGGAAT

37 - Cicero Prostrado CACTTTCCACAATACTTGAAAGAATTTAAAACCGAGCTTGAGACGGTTGGCAGCA

26 - FLIP11 - 161 Erecta CACTTTCCACAATACTTGAAAGAATTTAAAACCGAGCTTGAGACGGTTGGCAGCATTAAG CACEGHG
S - ILC3279 Erecta CACTTTCCACAATACTTGAAAGAATTTAAAACCGAGCTTGAGACGGTTGGCAGCATTAAGCA

38 - Aleppo Semi Erecta CACTTTCCACAATACTTGAAAGAATTTAAAACCGAGCTTGAGACGGTTGGCAGCATTAAGCACCG

Erecta 4: 44784003..44788141 CACTTTCCACAATACTTGAAAGAATTTAAAACCGAGCTTGAGACGGTTGGCAGCATTAAGCACCGGAATCTAGTCAGTCTCCAAGGCTACTCTTTGT

ERECTA
880 890 900 910 920 930 940 950 960 a7

=)

15 - FLIP10-347 Semi erecta

20 - FUIP 10-370 Prostrado

37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta

Erecta 4: 44784003..44788141 CACCGTATGGTCACCTTCTCTTTTATGACTACATGGAAAATGGAAGTCTATGGGATCTTCTTCATGGTAAGTTCACACTTTTTTTAGAATGTTGTGC

ERECTA

980 990 1,000 1010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,056
15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FUIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado
26 - FLIP11 - 161 Erecta
35 - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141 ACACGCATTTCAAATCTATGCATTGTAGAACATTTATATATGACTTTGTTATTTACTTTATTTTCAGGACCTACCACAAAGAAGAA
—ERECTA

Figura 8 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento genémico contendo o gene Cicer arietinum Erecta (ver Tabela 1) e
DNA molde de 15 (‘FLIP10-347"), 20 (‘FLIP10-370°), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"),
35 (‘ILC 3279%) ¢ 38 (‘BRS Aleppo’). Os polimorfismos encontrados estdo indicados por bases
coloridas. As demais bases idénticas entre os amplicons sdo representados em cor cinza.
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15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26~ FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
Erecta 4: 44784003..44788141

1 10 20 30 40 50 60 0 80 92 100 110 20
GAATCTTCTAGAATTTTTCCTGTCACTAACTGCTTGTITTTCCITGATTAGGAATCTTAGCAGAAACAATT TAAC AGGACCTATTCCAGCAGAATTTGGTAATCTTAAAAGTGTTATGGAAR
GAATCTTCTAGAATTTTTCCTGTCACTAACTGCTTGTTTTCCTTGATTAGGAATCTTAGCAGAAACAATTTAAC AGGACCTATTCCAGCAGAATTTGGTAATCTTAAAAGTGTTATGGAAA

GAATCTTCTAGAATTITTTCCTGTCACTAACTGCTTGTTITCCTTGATTAGGAATCTTAGCAGAAACAATTTAAC AGGACCTATTCCAGCAGAATTTGGTAATCTTAAAAGTGTTATGGAAA
GAATCTTCTAGAATTITTTCCTGTCACTAACTGCTTGTITTTCCITGATTAGGAATCTTAGCAGAAACAATT TAAC AGGACCTATTCCAGCAGAATTTGGTAATCTTAAAAGTGTTATGGAAR
GAATCTTCTAGAATITITCCTGTCACTAACTGCTTGTTITCCTIGATTAGGAATC TTAGCAGARACAATT TAACHAGGACCTAT TCCAGCAGART TTGGTAATC TTAAAAGT GTTATGGARA
GAATCTTCTAGAATTTTTCCTGTCACTAACTGCTTGTITTTCCTTGATTAGGAATCTTAGCAGAAACAATT TAAC AGGACCTATTCCAGCAGAATTTGGTAATCTTAAAAGTGTTATGGAAR
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGTAAGTCAATTATTITAATITTCTGATGARAATGATAACAAAAAATAGTTTATITGGTTTTCC ACCCCTGATTATTCTATITGCTTCTITGTIGC AGTGATCTTTCTCATAAC - AAACTC
TICTATTTGCTTCTTTGTTGC AGTGATCTTTCTCATAAC AAACTC

TTCTATTIGCTTCTTTGTTGC AGTGATCTTTCTCATAAC AAACTC
TTTCTCATAAC - AAACTC

TGTAAGTCAATTA TCTGATGAAAATGATAACAAARAATAGYT

TGTAAGTCAATTA TCTGATGAAAATGATAACAAAAAATAGT 7CTCATAACHAAACTC
TGTAAGTCAATTATIT TTGTTGC AGTGATCTTTCTCATAAC AAACTC
250 260 270 280 200 300 310 320 330 340 350 360

i | ' ' i ' | " | | | '
TCTGACTTGATICCTGTAGAGCTTGGTCAGCTACAGAACATAGCATCATTGTAAGCCGCTT TATATC TTT TTCAGTGT TATTCAATG TTACTAACTTATGATTT TG TTAAAGAAGTTTTACA
TCTGACTTGATICCTGTAGAGCTTGGTCAGCTACAGAACATAGCATCATTGTAAGCCGCTTTATATCT

CTTATGAT
TCTGACTTGATTCCTGTAGAGCTTGGTCAGCTACAGAACATAGCATCATTGTAAGCCGCTT TATATC TTT TTCAGTGT TATTCAATG TTACTAACTTATGAT!
TCTGACTTGATTCCTGTAGAGCTTGGTCAGCTACAGAACATAGCATCATTGTAAGCCGCTT TATATC T I T TTCAGTGT TATTCAATG TTACTAACTTATGATIT TG TTAAAGAAGTTTTACA
TCTGACTTGATTCCTGTAGAGCTTGGTCAGCTACAGAACATAGCATCATTGTAAGCCGCTT TATATC TTT TTCAGTGT TATTCAATG TTACTAACTTATGATTT TG TTAAAGAAGTTT TACA
TCTGACTTGATTCCTGTAGAGCTTGGTCAGCTACAGAACATAGCATCATTGTAAGCCGCTT TATATCTITITCAGTGTTATTCAATGTTACTAACTTATGATTT TG TTAAAGAAGTTTTACA

3 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
GTATTITATTICCTITCTCIT ICTAATTTTCTTGGTTTGAAAARATATACAGGAGGCT TGAARACAACGAAT TARCTGGEGATGTGGCGTCACTTGTAAATTGTCTTAGTCTTTCTCTEGATG
GTATTITATTICCTTTCTICTTICTAATTTICTTGGTTTGAAAARATATACAGGAGGCTTGAARAACAACGAAT TAACTGGGGATGTGGCGTCACTTGTAAATTIGTCTTAGTCTTTCTCTGATE

GTTAAAGAAGTTTTACA

TCCTTTCTCT CITG6 GAAAAAATATACAGGAGGCTTGAAAACAACGAATTAACTGGGGATGTGGCETCACTTGTAAATTGTCTTAGTCTTTCICTGATG
TCCTTTCIC CTTGGTTTGAAARAATATACAGGAGGCTTGAAAACAACGAATTAACTGGGGATGTGGCGTCACTTGTAAATIGTCTTAGTCTTTCTICTGATG
TCCTTTCTCTTTCTAATTITTCITGE GAAAAAATATACAGGAGGCTTGAAAACAACGAATTAACTGGGGATGTGGCGTCACTTGTAAATTGTCTTAGTCTTTCICTGATG
TCCTTTCICITTCTAATITTCTTGGTTTGAAARAATATACAGGAGGCTTGAAAACAACGAAT TAACTGGGGATGTGGCGTCACTTGTAAATTIGTCTTAGTCTTTCICTGATG

CITTCTAATTTTCITGGTTTGARARAATATACAGGAGGCT TGAAAACAACGAAT TAACTGGGGATGTGGCGTCACTTGTAAATTGTCTTAGTCTTTC ICTGATG
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610

TAAGTITAACCTTCI T T I TGAAT ARAT I I TIGCC T TGAGA T T TCTAACATTCCATGT CACTTTGACCTAACAAATTGAATATT IGTAAACTITTCAGTAATGTATCCTATAACAATCTAGT
TAAGTTTAACCTTCTT I T TTGAATAAATT T TIGCCTTGAGATTTCTAACATTCCATGTCACTTTGACCTAACARATIGAATATT TGTAAACT TTTCAGTAATGTATCCTATAACAATCTAGT
TAAGTITAACCTTCI T I T I IGAAT ARAT T I TIGCC T TGAGA T T TCTAACATTCCATGT CACTTTGACCTAACAAATTGAATATT TGTAAACT ITTCAGTAATGTATCCTATAACAATCTAGT
TAAGTTTAACCTTCY TTGAATAAATTTTTGCCTTGAGA CTAACATTCCATGTCACTTTGACCTAACARATTIGAATATT TGTAAACTTTTCAGTAATGTATCCTATAACAATCTAGT
TAAGTITAACCTTCI T I T I IGAAT ARAT I I T IGCC T TGAGA T T TCTAACATTCCATGT CACTTTGACCTAACAAATTGAATATT TGTAAACT ITTCAGTAATGTATCCTATAACAATCTAGT
TAAGTTTAACCTTCTTTITTIGAATAAATTITTTGCCTIGAGA CTAACATTCCATGTCACTITGACCTAACARATIGAATATTTIGTAAAC TCAGTAATGTATCCTATAACAATCTAGT
620 630 640 650 660 670 680 690 700 70 70 730

TGGTGTTATTICCTACAAGCAACAACTT TACCAGG T TTTCACCTGACAGGTGAGGCACGTICGTITGITGAGTATIGICATIATIGCAT TT TTAGGTAACACAACATGTTITTATIGGATTGATT
TGGETGTTATTCCTACAAGCAACAACT CACCTGACAGGTGAGGCACGTTICGTITGTITGAGTATIGTCATTATIGCA AGGTAACACAACATG TGGATTGATT
TGGTGTTATTCCTACAAGCAACAACT CACCTGACAGGTGAGGCACGTTICGTITGTTGAGTATIGTCATTATIGCA AGGTAACACAACATG
TGGTGTTATTCCTACAAGCAACAACTTTACCAGETY CACCTGACAGGTGAGGCACGTTICGTITGTITGAGTATIGTCATTATIGCA AGGTAACACAACATG TATTGGATTIGATT
TGGTGITATTCCTACAAGCAACAACTT TACCAGGT TTTCACCTGACAGGTGAGGCACGTTICGTTGTTGAGTATTIGTICATTATIGCATTT TTAGGTAACACAACATGTTTITATIGGATTGATT
TGGETGTTATTCCTACAAGCAACAACT T TACCAGGT TITCACCIGACAGGTGAGGCACGTICGTTGITGAGTATIGICATTATTIGCAT I TTAGGTAACACAACATGTITTITATIGGATTIGATT
TGGTGITATTCCTACAAGCAACAACTT TACCAGGT TTTCACCTGACAGGTGAGGCACGTTCGTTGTTGAGTATIGTCATTATIGCATTT TTAGGTAACACAACATGTTTTATIGGATTGATT

740 750 760 70 780 79 800 810 820 830 840 850 854
GATACAACCT I TTATT IGCAGTITCAT TGGAAATCCTGGTCTITTGTIGGTAAT IGGCTTCATTTTCCATGTCAAGGCTCTCGCCCTGC TGAGCGAGGTAAGATGAACTITCTAGTTGGAATAT
GATACAACCTTTTATTTIGCAGTTTCATTGGAAATCCTGGTC GTGGTAATTGGCTTCATTTTCCATGTCAAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATAT
GATACAACCTITTATT IGCAGTITCAT TGGAAATCCTGGICTTTGTGGTAAT IGGCTTCATTTTCCATGTCAAGGCTCTCGCCCTGC TGAGCGAGGTAAGATGAACTITCTAGTTGGAATAT
CATTGGARATCCTGGTC TCCATGTCAAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTITCTAGTTGGAATAT
CATTGGAAATCCTIGGTC CCATGTCAAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTITCTAGTTGGAATAT
CATTGGAAATCCTGGTC CCATGTCAAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTTCTAGTTGGAATAT
CATTGGAAATCCIGGTC TCCATGTCAAGGCTCTCGCCCTGCTGAGCGAGGTAAGATGAACTTITCTAGTTGGAATAT

Figura 9 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento gendmico contendo o promotor Cicer arietinum Erecta (ver Tabela
1) e DNA molde de seis acessos de grédo-de-bico denominados como 15 (‘FLIP10-347), 20
(‘FLIP10-370’), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC 3279”) e 38 (‘BRS Aleppo’).
A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os polimorfismos encontrados
estdo indicados por bases coloridas.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80
15 - FUIP10-347 Semi erecta AAGCAAAGAAACAAACTAGGTTAACCATTGTGAAAATGGAAAATAAAAAATTATTAAGGTTATCCCAATACCAGATATATGAT
20 - FUIP 10-370 Prostrado AAGCAAAGAAACAAACTAGGTTAACCATTGTGAAAATGGAAAATAAAAAATTATTAAGGTTATCCCAATACCAGATATATGAT
37 - Cicero Prostrado AAGCAAAGAAACAAACTAGGTTAACCATTGTGAAAATGGAAAATAAARAAATTATTAAGGTTATCCCAATACCAGATATATGAT
26-FLP11- 161 freca AAGCAAAGAAACAAACTAGGTTAACCATTGTGAAAATGGAAAATAAAAAATTATTAAGGTTATCCCAATACCAGATATATGAT

35 - ILC3279 Erecta AAGCAAAGAAACAAACTAGGTTAACCATTGTGAAAATGGAAAATAAAAAATTATTAAGGTTATCCCAATACCAGATATATGAT
38- Aleppo SemiErecta ~ AAGCAAAGAAACAAACTAGGTTAACCATTGTGAAAATGGAAAATAAAAAATTATTAAGGTTATCCCAATACCAGATATATGAT
XM_004508882 MYB AAGCAAAGAAACAAACUAGGUUAACCAUUGUGAAAAUGGAAAAUAAAAAAUUAUUAAGGUUAUCCCAAUACCAGAUAUAUGAU

MYB

0 100 110 120 130 140 150 160
15 - FLIP10-347 Semi erecta GAATTAAACAAGACCATATGATAATAATTAATGCTCCATGGAACACAAGGCACACTCAAACTGCATGGATGGCATTTCCATTC
20 - FLIP 10-370 Prostrado  GAATTAAACAAGACCATATGATAATAATTAATGCTCCATGGAACACAAGGCACACTCAAACTGCATGGATGGCATTTCCATTC
37 - Cicero Prostrado GAATTAAACAAGACCATATGATAATAATTAATGCTCCATGGAACACAAGGCACACTCAAACTGCATGGATGGCATTTCCATTC
26-FUP11- 161 Ereta GAATTAAACAAGACCATATGATAATAATTAATGCTCCATGGAACACAAGGCACACTCAAACTGCATGGATGGCATTTCCATTC

35 - ILC3279 Erecta GAATTAAACAAGACCATATGATAATAATTAATGCTCCATGGAACACAAGGCACACTCAAACTGCATGGATGGCATTTCCATTC
38- Aleppo SemiErecta ~ GAATTAAACAAGACCATATGATAATAATTAATGCTCCATGGAACACAAGGCACACTCAAACTGCATGGATGGCATTTCCATTC
XM_004508882 MYB GAAUUAAACAAGACCAUAUGAUAAUAAUUAAUGCUCCAUGGAACACAAGGCACACUCAAACUGCAUGGAUGGCAUUUCCAUUC

MYB

170 180 190 20]0 210 220 230 240
15 - FLIP10-347 Semi erecta ACATCTGAACTCCCACATGCTGGAGTTGCTTGAAAAGCCGACTGTCGTGAAGGTCCTTCTTCGAGTAGTTTACGAGATAGAGT
20 - FLIP 10-370 Prostradc ACATCTGAACTCCCACATGCTGGAGTTGCTTGAAAAGCCGACTGTCGTGAAGGTCCTTCTTCGAGTAGTTTACGAGATAGAGT
37 - Cicero Prostrado ACATCTGAACTCCCACATGCTGGAGTTGCTTGAAAAGCCGACTGTCGTGAAGGTCCTTCTTCGAGTAGTTTACGAGATAGAGT
26-FUP11-161 Ereca ACATCTGAACTCCCACATGCTGGAGTTGCTTGAAAAGCCGACTGTCGTGAAGGTCCTTCTTCGAGTAGTTTACGAGATAGAGT

35 - ILC3279 Erecta ACATCTGAACTCCCACATGCTGGAGTTGCTTGAAAAGCCGACTGTCGTGAAGGTCCTTCTTCGAGTAGTTTACGAGATAGAGT
38- Aleppo SemiEreta ~ ACATCTGAACTCCCACATGCTGGAGTTGCTTGAAAAGCCGACTGTCGTGAAGGTCCTTCTTCGAGTAGTTTACGAGATAGAGT
XM_004508882 MYB ACAUCUGAACUCCCACAUGCUGGAGUUGCUUGAAAAGCCGACUGUCGUGAAGGUCCUUCUUCGAGUAGUUUACGAGAUAGAGU

MYB

250 260 270 280 290 300 310 320 330
15 - FLIP10-347 Semi erecta CGAGGGGCCGGCGTCGCCTATAGTTTCTCCTAAACTCAGTTTTGACATGCCAACCAGTTCATCAACATTGATAGGGCTCTT
20 - FLIP 10-370 Prostrade  CGAGGGGCCGGCGTCGCCTATAGTTTCTCCTAAACTCAGTTTTGACATGCCAACCAGTTCATCAACATTGATAGGGCTCTT
37 - Cicero Prostrado CGAGGGGCCGGCGTCGCCTATAGTTTCTCCTAAACTCAGTTTTGACATGCCAACCAGTTCATCAACATTGATAGGGCTCTT
26-FLP11- 161 Ereta CGAGGGGCCGGCGTCGCCTATAGTTTCTCCTAAACTCAGTTTTGACATGCCAACCAGTTCATCAACATTGATAGGGCTCTT

35 - ILC3279 Erecta CGAGGGGCCGGCGTCGCCTATAGTTTCTCCTAAACTCAGTTTTGACATGCCAACCAGTTCATCAACATTGATAGGGCTCTT
38 - Aleppo Semi Erecta CGAGGGGCCGGCGTCGCCTATAGTTTCTCCTAAACTCAGTTTTGACATGCCAACCAGTTCATCAACATTGATAGGGCTCTT
XM_004508882 MYB CGAGGGGCCGGCGUCGCCUAUAGUUUCUCCUARACUCAGUUUUGACAUGCCAACCAGUUCAUCAACAUUGAUAGGGCUCUU

MYB

Figura 10 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento genémico contendo o gene Cicer arietinum MY B Transcription factor
(ver Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de grdo-de-bico denominados como 15 (‘FLIP10-
347%), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC 3279”) e 38 (‘BRS
Aleppo’). A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os polimorfismos
encontrados estdo indicados por bases coloridas.
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15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
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15 - FLIP10-347 Semi erecta
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15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
(520010 894.. 20 011 257
XM_004499925

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
€520 010 894.. 20 011 257
XM_004499925

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
TCTTAGGCTCTCCATCGATGGTGACTTGGCCGGCGCAACTGGTGGAGCTGATATGCAAGACCAAGTTAAG AGGGTACTAAGCAAAATGAA
TCTTAGGCTCTCCATCGATGGTGACTTGGCCGGCGCAACTGGTGGAGCTGATATGCAAGACCAAGTTAAGEAGGGTACTAAGCAAAATGAA
TCTTAGGCTCTCCATCGATGGTGACTTGGCCGGCGCAACTGGTGGAGCTGATATGCAAGACCAAGTTAAG AGGGTACTAAGCAAAATGAA
TCTTAGGCTCTCCATCGATGGTGACTTGGCCGGCGCAACTGGTGGAGCTGATATGCAAGACCAAGTTAAG AGGGTACTAAGCAAAATGAA
TCTTAGGCTCTCCATCGATGGTGACTTGGCCGGCGCAACTGGTGGAGCTGATATGCAAGACCAAGTTAAG AGGGTACTAAGCAAAATGAA
TCTTAGGCTCTCCATCGATGGTGACTTGGCCGGCGCAACTGGTGGAGCTGATATGCAAGACCAAGTTAAG AGGGTACTAAGCAAAATGAA
BCTTAGGCTCTCCATCGATGGTGACTTGGCCGGCGCAACTGGTGGAGCTGATATGCAAGACCAAGTTAAG AGGGTACTAAGCAAAATGAA
BCUUAGGCUCUCCAUCGAUGGUGACUUGGCCGGCGCAACUGGUGGAGCUGAUAUGCAAGACCAAGUUAAG AGGGUACUAAGCAAAAUGAA

Sucrose phosphatase

100 110 120 130 140 150 160 170 180
GAAATCAGATTCTGATGTATTGATTGAACTGCCTGCTGACAAGTATCCTCTTTTGAGACGAAGGCGTAGGTTGATCGTTATAGCAGTCGAT
GAAATCAGATTCTGATGTATTGATTGAACTGCCTGCTGACAAGTATCCTCTTTTGAGACGAAGGCGTAGGTTGATCGTTATAGCAGTCGAT
GAAATCAGATTCTGATGTATTGATTGAACTGCCTGCTGACAAGTATCCTCTTTTGAGACGAAGGCGTAGGTTGATCGTTATAGCAGTCGAT
GAAATCAGATTCTGATGTATTGATTGAACTGCCTGCTGACAAGTATCCTCTTTTGAGACGAAGGCGTAGGTTGATCGTTATAGCAGTCGAT
GAAATCAGATTCTGATGTATTGATTGAACTGCCTGCTGACAAGTATCCTCTTTTGAGACGAAGGCGTAGGTTGATCGTTATAGCAGTCGAT
GAAATCAGATTCTGATGTATTGATTGAACTGCCTGCTGACAAGTATCCTCTTTTGAGACGAAGGCGTAGGTTGATCGTTATAGCAGTCGAT
GAAATCAGATTCTGATGTATTGATTGAACTGCCTGCTGACAAGTATCCTCTTTTGAGACGAAGGCGTAGGTTGATCGTTATAGCAGTCGAT
GAAAUCAGAUUCUGAUGUAUUGAUUGAACUGCCUGCUGACAAGUAUCCUCUUUUGAGACGAAGGCGUAGGUUGAUCGUUAUAGCAGUCGAU

Sucrose phosphatase
IQIO ZiIJU 2%0 ZIZO 2%0 ZfO 2?0 2§0 2.70
TCGTATGATGATAATGGAGCTCCGGATAAAAATATGATTCAAATAGTGCAAAGAATTATTAAAGCTGTTCAACTAGACACTCAAACTGCTA
TCGTATGATGATAATGGAGCTCCGGATAAAAATATGATTCAAATAGTGCAAAGAATTATTAAAGCTGTTCAACTAGACACTCAAACTGCTA
TCGTATGATGATAATGGAGCTCCGGATAAAAATATGATTCAAATAGTGCAAAGAATTATTAAAGCTGTTCAACTAGACACTCAAACTGCTA
TCGTATGATGATAATGGAGCTCCGGATAAAAATATGATTCAAATAGTGCAAAGAATTATTAAAGCTGTTCAACTAGACACTCAAACTGCTA
TCGTATGATGATAATGGAGCTCCGGATAAAAATATGATTCAAATAGTGCAAAGAATTATTAAAGCTGTTCAACTAGACACTCAAACTGCTA
TCGTATGATGATAATGGAGCTCCGGATAAAAATATGATTCAAATAGTGCAAAGAATTATTAAAGCTGTTCAACTAGACACTCAAACTGCTA
TCGTATGATGATAATGGAGCTCCGGATAAAAATATGATTCAAATAGTGCAAAGAATTATTAAAGCTGTTCAACTAGACACTCAAACTGCTA
UCGUAUGAUGAUAAUGGAGCUCCGGAUAAAAAUAUGAUUCAAAUAGUGCAAAGAAUUAUUAAAGCUGUUCAACUAGACACUCAAACUGCUA

Sucrose phosphatase

280 290 300 310 320 330 340 350 360 364
GAGTTTCAGGATTTGCTTTGTCAACTGCTATGCCAATGCTACAAACAATTGAGTTTCTTAAATCTGCAAACATTCAAGTAAATGATTTTG
GAGTTTCAGGATTTGCTTTGTCAACTGCTATGCCAATGCTACAAACAATTGAGTTTCTTAAATCTGCAAACATTCAAGTAAATGATTTTGA
GAGTTTCAGGATTTGCTTTGTCAACTGCTATGCCAATGCTACAAACAATTGAGTTTCTTAAATCTGCAAACATTCAAGTAAATGATTTTGA
GAGTTTCAGGATTTGCTTTGTCAACTGCTATGCCAATGCTACAAACAATTGAGTTTCTTAAATCTGCAAACATTCAAGTAAATGATTTTGA
GAGTTTCAGGATTTGCTTTGTCAACTGCTATGCCAATGCTACAAACAATTGAGTTTCTTAAATCTGCAAACATTCAAGTAAATGATTTTGA
GAGTTTCAGGATTTGCTTTGTCAACTGCTATGCCAATGCTACAAACAATTGAGTTTCTTAAATCTGCAAACATTCAAGTAAATGATTTTGA
GAGTTTCAGGATTTGCTTTGTCAACTGCTATGCCAATGCTACAAACAATTGAGTTTCTTAAATCTGCAAACATTCAAGTAAATGATTTTGA
GAGUUUCAGGAUUUGCUUUGUCAACUGCUAUGCCAAUGCUACAAACAAUUGAGUUUCUUAAAUCUGCAAACAUUCAAGUAAAUGAUUUUGA

Sucrose phosphatase

Figura 11 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento genémico contendo o gene Cicer arietinum Sucrose phosphate
synthase — SPS (ver Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de grdo-de-bico denominados
como 15 (‘FLIP10-347°), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC
3279%) e 38 (‘BRS Aleppo’). A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os
polimorfismos encontrados estéo indicados por bases coloridas.
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S — FLIP1O-347 ACCATTTCGETCGCTTTCTACGCCCTTCCTCGETCTCTGEE=E=GTC cazaadcc=
O - FLIP1O-370 AGCCAT T TCGTCGC =T CTACGCCC T TCC=CGETCTCTGE G TGO CTAGGTATCCACCATAAGCC=
7 — CiCEl AGCCATTTC G TCGC T T CTACGCCCTTCCTCGTCTCTGEGCTGCCTAGGTATCCACCATAAGCC =
6 - FLIP11-161 AGCCAT T TC G TCCGC =T CTACGCCC T TCCTCGETCTCTGE G TGO CTAGGTATCCACCATAAGCC =
S — 1ILC3279S AGCATTTCGTCGCTTTCTACGCCCTTCCTCGTCTCTGEETGT T ccTAaTcCCcAcCcCATAAGCCT
= — AGCCAT T TC G T CCGC =TT CTACGCCC T TCCTCGETCTCTGE G TGO CTAGGTATCCACCATAAGCC=
USY 1: 45005608.. 45007045 ) ACGC AT T TC G T CGC T T CTACGCCC T TCCTCG TCTCTGGE G TGC CTAGG TATCCACCATAAGC =
7o so so 190 2110 1z0
S — FLIP1O-347 T CCT CE T T T GCAACCTCGCCC T TAACT TEAAGTC TACGCCATCCTAAGETGCTACTAAATGA
O - FLIP1O-370 T CCT CEG T T T GAACCTCGCCC T TAACT TCAAGTC TACGCCATCCTAAGETGCTACTAAATGAR
— T CCT CE T T T GAACC T CGCCC T T AACT TGAAGTC TACGCCATCCTAAGE TGCTACTAAATGA
6 - FLIP11-161 TrccTCcGTTTGAAC  CECCCTTAACT TGCAAGTC TACGCCATCCTAAGGETGCTACTAAATG
S —ILC3279S T CCT CeG T T TGAACC T CGCCC T TAACT TGCAAGTC TACGCCATCCTAAGETGCTACTAAATGAA
s — =3 T CCT CG T T TGAACCTCGCCC T TAACT TGCAAGTC TACGCCATCCTAAGETGCTACTAAATGAR
USY 1: 4SO0S608.. 45007045 ) T TCCo-CGT T GAACC - CGCCC ST AACT T GAAGTCTACGCCATCCTAAGGE=GCTACTAAATG
1zo 120 i1s0 1o 1zo 1s0
S - FLIP1O-347 AcCAATCTTATCAACGTCCATAAATA AAATcGATAGCATAGCTCAA ccceAaAATAGGATAA
O - FLIP1D-370 Acaazc==a ACGTCCATAAATAAAAAATGATAG can cccAAATAGGATAA
7 — CiCERO Acaax=c A ACGTCCATAAATAAAAAATGATAG caa CcCGAAATAGGATAA
6 - FLIP11-161 Acaa=c A Accec=cca=a ==a AaazcAaTAc Aa=n cccGAAATAGGATAA
S —ILC327S Acaa=c A Accez=cca=a =AAAAAATGATAG Aaa CcCGAAATAGGATAA
2 - ALEPPO Acaa=c A ACGTCCATAAATAAAAAATGATAG Aa=x cccGAAATAGGATAA
USY 1: 4SOOSE60S8..45007045 ) ~caa—c = ACGTCCATAAATAAAAAATGATAG B cccGAAATAGGATAA
190 za0 2z0 S zso
S - FLIP1O-347 ATCCAGTGCTATCAGTGCATATCATATAGTTEAATATCTCTAAGSTEC ASc=—TecacaTAAGSC
O - FLIP1D-370 ATCCAGTGCTATGAGTGCATATCATATAGTITAATATCTCTAAGETE=C AcT=ccAacAaTAAGCT
7 — CiCERO ATCCAGTGCTATCAGTGATATCATATAGTTTAATATCTCTAAGT=C Ac=TccAcATAAcGC
& — P11-161 ATCCAGTGCTATGCAGETGCATATCATATAGTTTAATATCTCTAAGET=C AcT=ccacazAaAacc
S —I1LC327S ATCCAGTGCTATCAGTGATATCATATAGTTTAATATCTCTAAGT=C Ac=TccAcAaTAAcGC
= — ALEP ATCCAGTGCTATGAGTGCATATCATATAGTITAATATCTCTAAGT=C AcT=ccAacAaTAaAGC
USY 1: 45005608..45007045 ) AT CCACGTGCTATGCAGTGATATCATATAGTTTAATATCTCTAAGT=C Ac=TccAcAaTAAcC
260 270 B 290 =10
1S — FLIP1O-347 CceACTCCGAACCGCTGACATCCGCCACAGCGGTAAACCACCGTC=C=C cccccac=<caT=T=c=T
20 — CCACTCCAACCGC TGACATCCGCCACAGGGTAAACCACCGTCTCTC cccccocacTcGAaT—Tc=
37 - C CCEACTCCAACCGC T GACATCCGCCACAGCGCGTAAACCACCGTC=TCTC cccccecacTcaT=Tc=T
26 — CCACTCCAACCGC T GACATCCGCCACAGGGTAAACCACCGTCTCTC cccccocacTcAaTTcT
3s - CCACTCCAACCGC T GACATCCGCCACAGCGCGTAAACCACCGTCTCTC cccccecAacTcaTTc=T
38 - ALEPPO ccacTccan CCTGACATCCGCCACAGGGTAAACCACCGTCTCTC cccccAacTcGAaTTcT
SUSY 1: 4SO0S608.. 45007045 ) CCGACTCGAACCGC T GACATCCGCCACAGGGTAAACCACCGTC=c=cC ccccceacTcaTTc=T
=20 =30 =<0 ss0o =3
S - FLIP1O-347 ACCATAGAGGCCAATAATAGACAATAACCCTCCGAA caac===c TAacTce=
O - FLIP1O-370 ac AATAATAGACAATAACCCTCCGAA caamac=T==c —acTce=
7 — Cit Ac AATAATAGACAATAACCCTCCGAA camac===c —AacTce=
6 - FLIP11-161 ac AATAATAGACAATAACCCTCCGAA caac===c —acTc=
S —ILC327S Ac AATAA= AcCAATAACCCTCCGAA camac===c —acTce=
= — ac AATAATAGACAATAACCCTCCGAA caac===c —acTc=
USY 1: 4SODS60S..45007045 > =~ < AARTAATAGACAATAACCCTCCGAR caanc===c =AacTc=
=80 =90 =00 10 =20 <20
S - FLIP1O-347 cdTcTrccaaAacGAGCAAcCTCTTCTCAAAATATCAAAA ==caaa=c caaAa=T
© - FLIP1D-370 CSCTCTCCAAAGAGCAACTCT=C=CAAAATATCAAAA ==caaa=c =caaa=
7 — CiCERO cCcTcCTcCCcCAAAGAGCAACTC==C=CAAAATATCAAAA ==cAaaa=c =caaa=
6 - FLIP11-161 CSCTCTCCAAAGCAGCAACTCT=C=CAAAATATCAAAA ==cAaaa=c =caaa=
S —1LCc32 ccCcTcCTcCcCAAAGAGCAACTC==C=CAAAATATCAAAA ==cAaaa=c —cAaAA=T
2 - ALEPPO CSCTCTCCAAAGAGCAACTCT=C=CAAAATATCAAAA ==caaa=c =caaa=
USY 1: 4SO0OS608..45007045 ) G C - C o CCARAGAGCARC TCo —CoCARARRTATCARAR ==caaa=c =caana
<50 <s0 =70 <90 sqo
1S — FLIP1O-347 TCAAACTAACGCCATTCTTCGCECGCTTCCGGAGGATCCAC AaccccaaaccaacaccT
O - FLIP1O-370 TCAAACTAACCGATTCTTGTGCCTTCCCGGAGGATCCA Aacccca cecaacacc—
7 — CiCERO TCAAACTAACGCATTCTITGCTGCCGT=CCGGAGGATCCAGC AACCGCGAAACGAAGAGC=
6 - FLIP11-161 TCAAACTAACCGATTCT GGG TTCCCGAGGATCCACS AAccccAaAAcCGAAGAGCT
S —1LCc327S TCAAACTAACGCGATTCTITGTGCGCT=CCGGAGGATCCAGC AACCGCGAAACGAAGAGC =
S — ALEPPO ECAAACTAACGATTCT GGG TTCCCGAGGATCCACS AAcCceccGAAACGAAGAGCT
USY 1: 45S00S608..45007045 ) —CAARAC - AACGCCAT T CT -GGG T-CCCGAGGATCCAGC AAcCccGAAACGAAGAGCT
sio szo s30 s=<o so sso
S - FLIP1O-347 TC T CCC CCC T T T T TACGCCAGACTCE T  TAGTCTTAAGAATGTG == ARAcAATCAG
O - FLIP1O-370 TCTCCCCCCTT=TTACGCCAGACTC cTTAAGAATGTG == AacaaTcac
7 - CICERO TcTccccccTTTTTACGC c=c cCTTAAGAATGTG == ARcAaAaTcAG
& - FLIP11-161 TcTcCcccccTTTTTACGCT < c==a == AAacaaTcac
S —ILC32 TcTccccccTTTTTACGCT < CTTAAGAATGTG == ARGAATGAG
= — Tcrcccccc=T= TAaccc < cTTAAGAATGTG == AacaaTcac
USY 1: 4SO0S608..45007045 ) —c—-ccccococ=—=—===nAccc <= ——AaAacaAaTcTc == ARcGAATcGAG
sz7o sso sg soo 6zo
S - FLIP1O-347 TAaATTGCACTTC=CCGACCCTTAAC Acc=cacsacco Aan <= ccccc=
O - FLIP1O-370 AR= cAcCcT=c=TcCcGACCc==AAC Acc—Tc Aan < ccceccc=
7 — CiCER: TAATTGCACTTCTCCGACCC==AAC Acc=c Aa <= ccccc=
6 - FLIP11-161 Aa= cAcCcT=c=TcCccGAcCCc==AAC csc=< A < ccceccc=
S —ILC327S AATTcGCAcCTTCTCCGACCC=TTAAC Acc=c Aaa <= ccccc=
2 — ALEPPO TAATTGCACT=CT=CCGACCC==AAC Acc—c Aan < ccccc=
USY 1: 4SO0S608..45007045 ) —Aama-—cGCocAaC-—c-CCcGARcCcC=—anc Acc=< = <= c<cccc=
s=o0 sso sso 90
S — FLIP1O-347 T T T T TCCAACAGCGCETTCEATGCGSTCSSTCCSCSAC ccea ‘accceTcc=T==ccc
O - FLIP1O-370 T T T T T TCCAACAGCGGTTCTATGCGCTCGGTCCGCGAC ccceAa_ _AcccceTccTTGoo
7 — CiCERO T T T T TCCGAACAGGG=TCTATGGTCG G TCCSCTGACT e
6 - FLIP11-161 T T T T T ESCCAACAGGGTTCTATGCGCTCGCGTCCGCGAC cccaBMIAccScoTcCoTT=GoC
S —I1LC3279S T T T T T TCCGAACAGGGETTCTATGGTCC G TCCSCTGAC cc< Accc cc==ccc
8 — A PO T T T T T TCCAACAGCGGTTCTATGGTCGCGTCCGCGAC cccaNIAccSccoT=cCcTT=Goo
(oS 1: 4SODSE08..45007045 ) — _———=———ccaacaco —cTATGGeTcccGTCcCccGCcGAacC cc< Accce=cc=T==ccc
700 o 720 730 720 750
1S5 - FLIP1O-347 csrTcaTcTceTacT T AcCcCcCcCGETEGAGACCATEES TdearTTTrcrr=ccz===
20 - FLIP1O-370 ceTcAaTcTceTAcGTT ACCCGCETCCAGACGATGGS —ceAaTTTTc——TccT===
37 - CiCERO cTceAaTcTceTAcGT T ACCCGCE TEGAGACCATGCES TeeaTTTTcTTTccz====
26 - FLIP11-161 cTGATcCTCGTAGTT ACCCGETCCAGACGATGGS —ceAaTTTTcTo—TccTT==
35 - I1ILc327S P cTceTAac=TccTa cCGETGGAGACCATCES TeeAaTTTTcTTTcczTT===
38 - ALEPPO ceTcAaTcTCceTAGTT ACCCGETGCCAGACGATGGS TeeAaTTTTcTTTccTT==
SUSY 1: 450D05608.. 45007045 ) G -G AT CTCGTAG - TCCTACGGGGE TGGAGACGATGSS TeeaTTTTcT=TTcczT===
770 go s310
1S - FLIP1O-347 <= ccca== Aaccc < ATcAaAaccTeTTCGCAAGG
20 - FLIP1O-370 e ccca== Anccec < Aax —eTTccecaacc
z RO p= ccca== Aaccec < Aas =< cccaacce
< ccca== Anccec < A= =< cccaaco
p= ccca== Aaccec < Aas == cccaacc
< ccca== Anccec < A= == cccaacc
> <= ccsca== Anccec <= Aas < cccaacc
sz0 sso
Sccacc==c c=c=z=c ca=zc=c cTAaccaAacAacSccAcccAcT<ScA
cccaccT=caTcc=Tc==c ca=c=c cCTAGCGAGAGCCACCGACTCCA
cccAacc=TTcAa=cc=c==cC ca=c=c CTAGCAGAGCCACCGACTCCA
cccAaccT=cAaTcc=T=c==c ca=c=c cCTAGCGAGAGCCACCGACTCCA
cccAaccTTcGA=cc=c=T==cC ca=c=c CTAGCAGAGCCACCGACTCCA
cccAaccT=cAaTcc=T=c==c ca=<c=c cCTAGCCGAGAGCCACCGACTCCA
) SccAacGc=T=cGAaTcc=TcT=cCcccAacGcSATCc=cC cCTAGcCAcGAGCCACCGACTCCA
s90o sgo s10 sso
AcTAcCCcceETCcCCATGTACGATCCATACTAGATCTGAC cca= ccTcczcTacce=T=T
A CTACCCGTCCATGTACGATCCATACTAGATCTGAC cca= ccT—cc—c—ace==
ACTACCGTCCATGTACGATCCATACTAGATCTGAC cca= cc—cc=c—acce=T=
A CTACCGTCCATGTACGATCCATACTAGATC=GAC cca= cc—cc—c—ace==
ACTACCGTCCATGTACGATCCATACTAGATCTGAC cca= cc—ccTmc—ace==T
38 - ALEPPO ACTACCCGTCCATGTACGATCCATACTAGATC=GAC cca= ccTcc—c—ace==
SUSY 1: 45005608.. 45007045 ) AC - ACCGTCCATGTACGATCCATACTAGATC=GAC cca= cc—cc=c—Tace=T=
sso seo s7o sgo s90 1.go00
S - FLIP1O-347 C T T GACAGCCCATC T I TG TCTCAG T AGAGTC T T TCAGTGGCATGET —CczTTccTa=T
O - FLIP1O-370 C P PGACAGCCCATC T T TG TCTCAGTAGAGTC T TTCAGTGGCATGT = TcxTTTcc=AT
7 — CiCERO C T T GACAGCCCATC T  TGTCTCAGTAGAGTC T TTCAGTGGCATGT T —cTTTccTa=xT
6 - FLIP11-161 C o PGACAGCCCATC T T TG TCTCAGTAGAGTC T T TCAGTGGCATGT =T TcTzTcczTaAa=
S —I1ILC327S cr==cac CCCATCTr TGTCTCAGTAGAGTCTTTCAGTGGCATGTT —c=TTccTa=T
B - ALEPPO C P GACAGCCCATC T T TG TCTCAGTAGAGTC T TTCAGTGGCATGT = TcxTTcc=AT
USY 1: 4SODS608.. 45007045 ) C - - GACAGCCCATC == —G-CTCAGTAGAGTC-——CAGTGGCA=TG== —c=T=TccTa=T
1.010 1.020 1.930 g=o 1.060 i.g70
S — FLIP1O-347 =ac —Teacccac<coe= Aca = c<c=ccac A
O - FLIP1O-370 =ac TeAacccacccce= Aaca = ccc=ccGacaa==a
7 — CiCERO =ac =cacc cccc= Aca = Scc=ccAacaa==a
& — Fi 11-161 TACTTAGAAAAAGTGCAGCCACCGGT Aaca = ccc=ccacaa==a
S —ILC327 TACTTAGCAAAAAGTGAGCCACCGGT Aaca = Scc=ccGAcaa==a
2 — ALEPPO TACTTAGAAAAAGTGCAGCCACCGGT Aaca = ccc=ccacaa==a
USY 1: 4SO0OS608..45007045 ) —AC - AGAAARAAGTGAGCCACCSE= Aca = Scc=ccAacaAaa==a
1.080 1.090 1.1z0
S — FLIP1O-347 cAacAaTccAaAcCcccTAATCECAACCGACCCAATTGS = caac =a
O - FLIP1O-370 CACATCCAACCCGTAATCGCAACCGACCCAAT=GC =c=accaac =a
7 — CiC cACATCCcCAACCCCGTAATCGCAACCGACCCAATT=GC =—c=Aaccaac =a
6 - FLIP11-161 CSACATCCAACCCGTAATCGCAACGACCCAATT=GC =c=accaac =a
S —I1LC327S CcACATCCAACCCCGTAATCGCAACGACCCAAT=GC =c=accaac =a
8 — ALEPPO CSACATCCAACCCGTAATCGCAACGACCCAATT=GC —c—=accaac =a
U 1: 4S00S608..45007045 ) cCACATCCAACCCGTAATCGCAACGACCCTAAT=GCT —c=Aaccaac ==
1.160 iso
1S — FLIP1O-347 =c TCECATGCAAGCCGAG T CAAATCAGTCT T T TATTC T ST TCC TG
O - FLIP1D-370 =c T CCATCAAGGAGTCAAATCAGTCTTTTATTCTTTTCCT TG
7 — CiCER: =c T CECATGCAAGCGAGTCAAATCAGTC T TSI TATTCTSTTCC TG
6 - FLIP11-161 —c T GCCATGCAAGGAGTCAAATCAGTCTTTTATTCTTTTCCT TG
S —ILC3279S =c T CECATGAAGGAGTCAAATCAGTCTTTTATTCT ST TCC TG
= - A —c T CATGCAAGGAGTCAAATCAGTCT TTTATTCTTTTCCT TG
USY 1: 4SO0S60S8..45007045 > — < CAGCATGCATGAAGGAGTCAAATCAGTCTT——ATTC——==cCc==cG
1.200 1.220 1.230 1.2=0 1.2s0 1.260
S - FLIP1O-34a7 ccecaccTce cAamaccaAacAacAcc cccceTGAAGTAAATCATCGCACCT
O - FLIP1D-370 ccecaccTc CAACCAGAGACCTCGCCCGTGAAGTAAATCATCGCACCT
7 - CiCERO ccecaccTc CAACCAGAGACCITCGCCCGTGAAGTAAATCATCGCACCT
6 - FLIP11-161 ccecaccTc CAACCAGAGACCTCGCCCGTGAAGTAAATCATCGCACCT
S —I1ILC327S ccecaccTc <a CAACCAGAGACCITCGCCCGTGAAGTAAATCATCGCACCT
2 -~ ALEPPO cccecaccTc <=a CAACCAGAGACCTCGCCCGTGAAGTAAATCATCGCACCT
USY 1: 4SODS608..45007045 ) ccocacc=c == CAARCCAGAGACCTCGCCCG-GAAGTAAATCATCGCTACC=
= 1.2s0 1.300 1.306
S - FLIP1O-347 Acccez=cca= A= TcAATAGATTCCTTT=CSCSCGAGC
O - FLIP1O-370 Acccez=cca= A= TCAATAGCATTCCTTTTCGGGACS
7 — CicCEl AccceTcca=ccaa= —cAATAGATTCCTTT=CGGCGA
6 - FLIP11-161 Acccez=cca=ccaa= TCAATAGCATTICCTTT=CSGCGACS
S —I1LC327S Acccez=cca=ccaa= TCAATAGATTCCT=T=CGCGCGAGC
2 — ALEPPO AccceTcca=ccaa= TCAATAGATTCCTTTTCSCGCGACS
U 1: 4ASODSE608..45007045 ) AccGcG-coca-ccam= TCAATAGATTCCTToCSCSGGAS

Figura 12 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento gendmico contendo o gene Cicer arietinum Sucrose Synthase — SuSy
(ver Tabela 1) e DNA molde de seis acessos de gréo-de-bico denominados como 15 (‘FLIP10-
347’), 20 (‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161"), 35 (‘ILC 3279’) e 38 (‘BRS
Aleppo’). Os polimorfismos encontrados estdo indicados por bases coloridas.
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15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado

1 19 20 30 40 50 5 70 i 5 190
TTGTTTTTTTGCCACAAAACTTCCACAAGCAAATGAAAACATAAAATAGACATTACATGAAAAGGGAATTTGAAGCTACTATAGCTTACCTTAAATTGGGA
TTGTTTGTT ~-GCCACAAAACTTCCACAAGCAAATGAAAACATAAAATAGACATTACATGAAAAGGGAATTTGAAGCTACTATAGCTTACCTTAAATTGGGA

37 - Cicero
26 - FLIP11 - 161 Erecta

5 - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

6 - FLIP11 - 161 Erecta

5 - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado
26 - FLIP11 - 161 Erecta

S - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado
26 - FLIP11 - 161 Erecta

S - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado
26 - FLIP11 - 161 Erecta

S - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado

26 - FLIP11 - 161 Erecta

35 - ILC3279 Erecta

38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado
26 - FLIP11 - 161 Erecta

5 - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

15 - FLIP10-347 Semi erecta
20 - FLIP 10-370 Prostrado
37 - Cicero Prostrado
26 - FLIP11 - 161 Erecta

S - ILC3279 Erecta
38 - Aleppo Semi Erecta
TAC 7: 34762680..34763939

TTGTTTTTTTGCCACAAAACTTCCACAAGCAAATGAAAACATAAAATAGACATTACATGAAAAGGGAATTTGAAGCTACTATAGCTTACCTTAAATTGGGA
TTGTTGTTTT~-CCACAAAACTTCCACAAGCAAATGAAAACATAAAATAGACATTACATGAAAAGGGAATTTGAAGCTACTATAGCTTACCTTAAATTGGGA
TTGTTTTTTTGHEMA CAAAACTT CCACAAGCAAATGAAAACATAAAATAGACATTACATGAAAAGGGAATTTGAAGCTACTATAGCTTACCTTAAATTGGGA
TTGTTTTTT -~-CCACAAAACTTCCACAAGCAAATGAAAACATAAAATAGACATTACATGAAAAGGGAATTTGAAGCTACTATAGCTTACCTTAAATTGGGA
TTGTTGTTT ~-GCCACAAAACTTCCACAAGCAAATGAAAACATAAAATAGACATTACATGAAARAGGGAATTTGAAGCTACTATAGCTTACCTTARATTGGGA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GAAAATAACTTGAGTCACTTGCTTCATTAATCATGTTGTTATCAATAATGATTCCTTCTTCATTGATTTCTTGACCTTCTGCTTTGTGATTCTTGACATCA
GAAAATAACTTGAGTCACTTGCTTCATTAATCATGTTGTTAT CAATAATGATTCCTTCTTCATTGATTTCTTGACCTTCTGCTTTGTGATTCTTGACATCA
GAAAATAACTTGAGTCACTTGCTTCATTAATCATGTTGTTAT CAATAATGATTCCTTCTTCATTGATTTCTTGACCTTCTGCTTTGTGATTCTTGACATCA
GAAAATAACTTGAGTCACTTGCTTCATTAATCATGT TGTTAT CAATAATGATTCCTTCTTCATTGATTTCTTGACCTTCTGCTTTGTGATTCTTGACATCA
GAAAATAACTTGAGTCACTTGCTTCATTAAT CATGTTGTTAT CAATAATGATTCCTTCTTCATTGATTTCTTGACCTTCTGCTTTGTGATT CTTGACATCA
GAAAATAACTTGAGTCACTIGCTTCATTAAT CATGTTGTTAT CAATAATGATTCCTTCTTCATTGATTTCTTGACCTTCTGCTTTGTGATTCTTGACATCA
GAAAATAACTTGAGTCACTTGCTTCATTAAT CATGTTGTTAT CAATAATGATTCCTTCTTCATTGATTT CTTGACCTTCTGCTTTGTGATTCTTGACATCA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
AGATCCGGATGAATTTTCCTCTTTAACATCTTCTTCATCAACTACAACATTAT CAATCATTTAAACCAAATCAATTAATTTCAAGCAAATAATCAATTAGG
AGATCCGGATGAATTTTCCTCTTTAACATCTTCTTCAT CAACTACAACATTAT CAAT CATTTAAACCAAAT CAATTAATTT CAAG CAAATAATCAATTAGG
AGATCCGGATGAATTTTCCTCTTTAACATCTTCTTCATCAACTACAACATTATCAATCATTTAAACCAAATCAATTAATTTCAAGCAAATAATCAATTAGG
AGATCCGGATGAATTTTCCTCTTTAACATCTTCTTCAT CAACTACAACATTAT CAAT CATTTAAACCAAAT CAATTAATTT CAGG CAAATAATCAANTAGG
AGATCCGGATGAATTTTCCTCTTTAACATCTTCTTCATCAACTACAACATTAT CAATCATTTAAACCAAATCAATTAATTTCAAGCAAATAATCAATTAGG
AGATCCGGATGAATTTTCCTCTTTAACATCTTCTTCATCAACTACAACATTAT CAATCATTTAAACCAAATCAATTAATTTCAAGCAAATAATCAATTAGG
AGATCCGGATGAATTTTCCTCTTTAACATCTTCTTCAT CAACTACAACATTAT CAATCATTTAAACCAAAT CAATTAATTT CAAG CAAATAATCAATTAGG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
GGATTAGTACTTCATT CAAATTAAT CACAAGTACAAAGAGCTCTTACTCTACCAAATTATAAACCACATACACTAAACTCGACACTGACATGTCTATGTGT
GGATTAGTACTTCATTCAAATTAAT CACAAGTACAAAGAGCTCTTACTCTACCAAATTATAAACCACATACACTAAACT CGACACTGACATGTCTATGTGT
GGATTAGTACTTCATTCAAATTAAT CACAAGTACAAAGAGCTCTTACTCTACCAAATTATAAACCACATACACTAAACTCGACACTGACATGTCTATGTGT
GGATTAGTACTTCATTCAAATTAAT CACAAGTACAAAGAGCTCTTACTCTACCAAATTATAAACCACATACACTAAACT CGACACTGACATGTCTATGTGT
GGATTAGTACTTCATTCAAATTAATCACAAGTACAAAGAGCTCTTACTCTACCAAATTATAAACCACATACACTAAACTCGACACTGACATGTCTATGTGT
GGATTAGTACTTCATT CAAATTAATCACAAGTACAAAGAGCTCTTACT CTACCAAATTATARACCACATACACTAAACT CGACACTGACATGTCTATGTGT
GGATTAGTACTTCATTCAAATTAATCACAAGTACAAAGAGCTCTTACTCTACCAAATTATAAACCACATACACTAAACTCGACACTGACATGTCTATGTGT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
TATGTCAGTGTCAAATACAGGACACAACTTCGATATGAAGTGCGAGTGCTACTTGACATTTACGTACAAAAGGTCCATAGTGCCAAAAATTATGAAACACT
TATGTCAGTGTCAAATACAGGACACAACTTCGATATGAAGTGCGAGTGCTACTTGACATTTACGTACAAAAGGTCCATAGTGCCAAAAATTATGAAACACT
TATGTCAGTGTCAAATACAGGACACAACTTCGATATGAAGTGCGAGTGCTACTTGACATTTACGTACAAAAGGTCCATAGTGCCAAAAATTATGAAACACT
TATGTCAGTGTCAAATACAGGACACAACTTCGATATGAAGTGCGAGTGCTACTTGACATTTACGTACAARAAGGT CCATAGTGCCAAAAATTATGAAACACT
TATGTCAGTGTCAAATACAGGACACAACTTCGATATGAAGTGCGAGTGCTACTTGACATTTACGTACAAAAGGTCCATAGTGCCAAAAATTATGAAACACT
TATGTCAGTGT CAAATACAGGACACAACTTCGATATGAAGTGCGAGTGCTACTTGACATTTACGTACAAAAGGT CCATAGTGCCAAAAATTATGAAACACT
TATGTCAGTGTCAAATACAGGACACAACTTCGATATGAAGTGCGAGTGCTACTTGACATTTACGTACAAAAGGTCCATAGTGCCAAAAATTATGAAACACT

510 520 530 s40 550 560 570 580 590 600
AATACTTTAACACTGATAATAATTTGAAAAAAACAATTATTAACCACATGGGTCATGTACTAGACACAACTTCAACATAAAATGTTTGTGCTACATAGGTG
AATACTTTAACACTGATAATAATTTGAAAAAAACAATTATTAACCACATGGGT CATGTACTAGACACAACTTCAACATAAAATGTTTGTG CTACATAGETG
AATACTTTAACACTGATAATAATTTGAAAAAAACAATTATTAACCACATGGGTCATGTACTAGACACAACTTCAACATAAAATGTTTGTGCTACATAGGTG
AATACTTTAACACTGATAATAATTTGAAARAAACAATTATTAACCACATGGGT CATGTACTAGACACAACTTCAACATAAAATGTTTGTGCTACATAGGTG
AATACTTTAACACTGATAATAATTTGAAAAAAACAATTATTAACCACATGGGT CATGTA CTAGACACAACTTCAACATAAAATGTTTGTG CTACATAGETG
AATACTTTAACACTGATAATAATTTGAAAAAAACAATTATTAACCACATGGGT CATGTACTAGACACAACTTCAACATAAAATGTTTGTGCTACATAGGTG
AATACTTTAACACTGATAATAATTTGAAAAAAACAATTATTAACCACATGGGT CATGTACTAGACACAACTTCAACATAAAATGTTTGTG CTACATAGETG

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
TCAAAGACAACABATTTCGACAAGGGGTTTGTGCTACATAGTGT CAAAGACAACAAATTT CGACAAGGTACTTGAGTTTGTTTGTT CAAATT CATTAGAGT
TCAAAGACAACAAATTT CGACAAGGGGTTTGTG CTACATAGTGT CAAAGACAA CAAATTT CGACAAGGTACTTGAGTTTGTTTGTT CAAATT CATTAGAGT
TCAAAGACAACAAATTTCGACAAGGGGTTTGTGCTACATAGTGTCAAAGACAACAAATTTCGACAAGGTACTTGAGTTTGTTTGTT CAAATTCATTAGAGT
TCAAAGACAACARATTT CGACAAGGGGTTTGTGCTACATAGTGT CAAAGACAACAAATTT CGACAAGGTACTTGAGTTTGTTTGTT CAAATT CATTAGAGT
TCAAAGACAACAAATTTCGACAAGGGGTTTGTGCTACATAGTGT CAAAGACAACAAATTTCGACAAGGTACTTGAGTTTGTTTGTTCAAATTCATTAGAGT
TCAAAGACAACAAATTTCGACAAGGGGTTTGTGCTACATAGTGT CAAAGACAACAAATTT CGACAAGGTACTTGAGTTTGTTTGTT CAAATT CATTAGAGT
TCAAAGACAACAAATTT CGACAAGGGGTTTGTG CTACATAGTGT CAAAGACAACAAATTT CGACAAGGTACTTGAGTTTGTTTGTT CAAATT CATTAGAGT

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
GTTTTTAGTTTCATATACTCTTTTTAGATAATTGAAAAGTAGATATGTTTAATTTTAAAAGTTAATGTATCTAAT CTAAATTTTGTTATTTTATCTTTTTT
GTTTTTAGTTTCATATACTCTTTTTAGATAATTGAAAAGTAGATATGTTTAATTTTAAAAGTTAATGTATCTAAT CTAAATTTTGTTATTTTATCTTTTTT
GTTTTTAGTTTCATATACTCT T TTTAGATAATTGAAAAGTAGATATGTTTAATTTTAAAAGTTAATGTATCTAATCTAAATTTTGTTATTTTATCTTTTTT
GTTTTTAGTTTCATATACTCTTTTTAGATAATTGAAAAGTAGATATGTTTAATTTTAAAAGTTAATGTATCTAATCTAAATTTTGTTATTTTATCTTTTTT
GTTTTTAGTTTCATATACTCTTTTTAGATAATTGAAAAGTAGATATGT TTAAT TTTAAAAGT TAATGTAT CTAAT CTAAATTTTGTTATTTTATCTTTTTT
GTTTTTAGTTTCATATACTCT TTTTAGATAATTGAAAAGTAGATATGTTTAATTTTAAAAGTTAATGTATCTAATCTAAATTTTGTTATTTTATCTTTTTT
GTTTTTAGTTTCATATACTCTTTTTAGATAATTGAAAAGTAGATATGTTTAATTTTAAAAGT TAATGTAT CTAAT CTAAATTTTGTTATTTTATCTTTTTT

810 820 830 840 850 860 870 880 890 200
TTTGCTAATATTTCATTTCAGATTATGTATATTTAT CAAGTGCACGAGATAGTACTACTTACTTTCTTGATGTCTTTAATTGGACGTGCATTGTCCTTAAC
TTTGCTAATATTTCATTTCAGATTATGTATATTTAT CAAGTGCACGAGATAGTACTACTTACTTTCTTGATGT CTTTAATTGGACGTGCATTGTCCTTAAC
TTTGCTAATATTTCATTTCAGATTATGTATATTTAT CAAGGGCACGAGATAGTACTACTTACTTTCTTGATGT CTTTAATTGGACGTGCATTGT CCTTAAC
TTTGCTAATATTTCATTTCAGATTATGTATATTTAT CAAGTGCACGAGATAGTACTACTTACTTTCTTGATGTCTTTAATTGGACGTGCATTGTCCTTAAC
TTTGCTAATATTTCATTTCAGATTATGTATATTTATCAAGTGCACGAGATAGTACTACTTACTTTCTTGATGTCTTTAATTGGACGTGCATTGTCCTTAAC
TTTGCHEEATATTTCATTTCAGATTATGTATATT TAT CAAGTGCACGAGATAGTACTACTTACTTTCTTGATGTCTTTAATTGGACGTGCATTGTCCTTAAC
TTTGCTAATATTTCATTTCAGATTATGTATATTTAT CAAGTGCACGAGATAGTACTACTTACTTTCTTGATGTCTTTAATTGGACGTGCATTGTCCTTAAC

TAC |

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1,000 1,010
AAGAGGAATGATCTTCTTAGCAAAAGAAAATCCATGTTTTGATTTAATGTTTGGTTTTTCACATGGCTCAAGCAAGACTTTGGGTGCAGGGTAATGAAGTT
AAGAGGAATGATCTTCTTAGCAAAAGAARAATCCATGTTTTGATTTAATGTTTGGTTTTT CACATGGCTCAAGCAAGACTTTGGGTG CAGGGTAATGAAGTT
AAGAGGAATGATCTTCTTAGCAAAAGAAAATCCATGTTTTGATTTAATGTTTGGTTTTTCACATGGCTCAAGCAAGACTTTGGGTGCAGGGTAATGAAGTT
AAGAGGAATGATCTTCTTAG CAAAAGAAAATCCATGTTTTGATTTAATGTTTGGTTTTT CACATGGCT CAAGCAAGACTTTGGGTG CAGGGTAATGAAGTT
AAGAGGAATGATCTTCTTAGCAAAAGAAAATCCATGTTTTGATTTAATGTTTGGTTTTTCACATGGCTCAAGCAAGACTTTGGGTGCAGGGTAATGAAGTT
AAGAGGAATGATCTTCTTAGCAAAAGAAAATCCATGTTTTGATTTAATGTTTGGTTTTTCACATGGCT CAAGCAAGACTTTGGGTGCAGGGTAATGAAGTT
AAGAGGAATGATCTTCTTAGCAAAAGAAAATCCATGTTTTGATTTAATGTTTGGTTTTTCACATGGCT CAAGCAAGACTTTGGGTGCAGGGTAATGAAGTT

TAc
1,020 1,030 1,040 1,050 1,060 1.070 1,080 1,090
TAATCTTAACATCAGAATCAGCAAGAAACAAATCAGCTAATGTGATCCTTTTCTTTTGATCAGCCTCGACATCATTTGCCTCCTCC
TAATCTTAACATCAGAATCAGCAAGAAACAAATCAGCTAATGTGATCCTTTTCTTTTGATCAGCCTCGACATCATTTGCCTCCTCC
TAATCTTAACATCAGAATCAGCAAGAAACAAATCAGCTAATGTGATCCTTTTCTTTTGATCAGCCTCGACATCATTTGCCTCCTCC
TAATCTTAACATCAGAATCAGCAAGAAACAAATCAGCTAATGTGATCCTTTTCTTTTGATCAGCCTCGACATCATTTGCCTCCTCC ATGATTTCA
TAATCTTAACATCAGAATCAGCAAGAAACAAATCAGCTAATGTGATCCTTTTCTTTTGATCAGCCTCGACATCATTTGCCTCCTCC ATGATTTCA
TAATCTTAACATCAGAATCAGCAAGAAACAAAT CAGCTAATGTGAT CCTTTTCTTTTGAT CAGCCTCGACATCATTTGCCT CCT CCMATGATTTCA
TAATCTTAACATCAGAATCAGCAAGAAACAAATCAGCTAATGTGATCCTTTTCTTTTGATCAGCCTCGACATCATTTGCCTCCTCC ATGATTTCA
—TAC

1,100 1,106
ATGATTTCA
ATGATTTCA
ATGATTTCA

Figura 13 — Alinhamento das sequéncias de amplicons obtidos com ‘primers’ desenhados para
anelar com um segmento gendmico contendo o gene Tiller Angle Control — TAC (ver Tabela
1) e DNA molde de seis acessos de grdo-de-bico denominados como 15 (‘FLIP10-347), 20
(‘FLIP10-370"), 37 (‘BRS Cicero’), 26 (‘FLIP11-161%), 35 (‘ILC 3279’) e 38 (‘BRS Aleppo’).
A anotacdo em verde representa a regido codificante do gene. Os polimorfismos encontrados
estdo indicados por bases coloridas.
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Tabela 2 — Andlise de polimorfismos para doze regides gendmicas anotados no genoma de seis
acessos de grao-de-bico (Cicer ariatinum) contrastantes para tolerancia a seca e/ou arquitetura
de planta. As doze regibes genOmicas investigadas foram SNF1-related protein Kinase;
aminoaldehyde dehydrogenase; abscisic acid stress and ripening — ASR; CAP2 (apetala 2)
promoter; Dehydrin; Dehydrin responsive element binding protein; Cicer arietinum ERECTA,;
Cicer arietinum Erecta Promoter; Sucrose phosphate synthase — SPS; Sucrose Synthase — SuSy
e o gene Tiller angle control (TAC). Interessante realcar que nenhum polimorfismo foi
detectado no genoma de todos os seis acessos e da sequéncia referéncia para a regido codante
do “Cicer arietinum MYB Transcription fator”. Blocos vermelhos indicam a presenga de um
polimorfismo especifico.

Polimorfismo Acessos tolerantes Acessos suscetiveis
Gene Posi¢do |[Tipo |FLIP10-347 [FLIP10-370 |BRS Cicero [FLIP11-161 |ILC 3279 BRS Aleppo
SNF1 98 SNP
264 SNP
466 InDel
640 InDel
697 InDel
Aminoaldehyde dehydrogenase 449 SNP
492 InDel
ASR 144-146 |InDel
600-601 |[InDel
CAP Promoter 251 InDel
428 SNP
430 SNP
452 SNP
479 SNP
496 SNP
Dehydrin 164 SNP
173 SNP
174-176 |INDel
308 SNP
334 SNP
Erecta 751 InDel
Promotor Erecta 74 InDel
186 SNP
219 SNP
238 SNP
Sucrose phophase synthase 71 InDel
SUSY 680 InDel
TAC 848 SNP
1097 InDel
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4 CONCLUSOES

Apesar de amplamente utilizada, a triagem de materiais genéticos para tolerancia a seca
baseada exclusivamente no fen6tipo ndo permite a precisao necessaria na selecédo devido

a plasticidade fenotipica inerente as plantas.

Atualmente, marcadores moleculares geneticamente associados a caracteristicas de
interesse sdo essenciais para aumentar a precisdo da selecdo de plantas superiores em
programas de melhoramento. No presente trabalho doze regibes gendmicas foram
amplificadas via PCR visando identificar polimorfismos em genes candidatos
previamente descritos em associa¢do com tolerancia a seca ou arquitetura foliar no
genoma de seis acessos contrastantes de grdo-de-bico avaliados nas condic¢des do
planalto central do Brasil.

Todas as regides gendmicas foram amplificadas via PCR com os amplicons
correspondentes aos tamanhos esperados. Polimorfismos em um ou mais dos seis
acessos contrastantes de grdo-de-bico foram observados em 11 das 12 regides
gendbmicas estudadas a saber: SNF1-related protein kinase; aminoaldehyde
dehydrogenase; abscisic acid stress and ripening — ASR; CAP2 (apetala 2) promoter;
Dehydrin; Dehydrin responsive element binding protein; Cicer arietinum ERECTA,
Cicer arietinum ERECTA Promoter; Sucrose phosphate synthase — SPS; Sucrose

Synthase — SuSy e o gene Tiller Angle Control (TAC).

Polimorfismos exclusivos foram detectados no grupo de acessos tolerantes a seca e em
plantas com fendtipo planta semiereta e ereta. Esta colecdo de polimorfismos podera ser
adicionalmente validada em populagOes segregantes derivadas dos seis acessos

contrastantes reportados no presente estudo.
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