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Resumo

Pertencente a familia das Gramineas, o género Paspalum L. possui mais de 350 espécies,
sendo que muitas delas possuem grande potencial forrageiro. A Embrapa Pecudria Sudeste
realiza pesquisas com o género, sendo que a maioria das espécies pertence ao grupo informal
Plicatula. A maior parte desse grupo ¢ tetraploide apomitico (2n=4x=40), sendo dificil
encontrar diploides sexuais. A Embrapa, em seu programa de melhoramento genético
poliploidizou genétipos diploides sexuais (BGP 281 — P. lenticulare; BGP 272 — P. rojasii e
BGP 380 — P. compressifolium) que foram plantados a campo para produg¢do de sementes
possivelmente hibridas, pois ¢ comum a observagdo de autoincpompatibilidade em genotipos
sexuais desse grupo. O presente trabalho teve por objetivo reconhecer as progénies hibridas
dos cruzamentos entre os trés acessos, a partir da identificacdo de paternidade via marcadores
moleculares microssatélites. Foram utilizados oito marcadores microssatélites conhecidos da
literatura, obtendo-se resultados de seis marcadores. Foram coletadas 44 amostras de
progénies, mais trés amostras dos genitores. Foi possivel identificar 36 progénies hibridas
dentre todas as amostras, sendo a maioria do cruzamento entre os acessos BGP (380) e BGP

(281).

Palavras-chave: Paspalum, Plicatula, marcadores moleculares, paternidade, eletroforese.



Introducao

O Brasil possui uma grande producdo de carne e leite, com mais de 170 milhdes de bovinos
sendo 95% da producdo em regime de pastejo (Censoagro 2017). Consolidou-se como o
maior exportador de carne bovina do mundo em 2018 segundo a Abiec (Associacao Brasileira
de Exportacao de Carne). As gramineas forrageiras sao as principais fontes de nutrientes para
os animais. No entanto grande parte do material genético forrageiro utilizado em pastagens ¢
exotica no Brasil e pertence a poucos cultivares, tornando-os vulneraveis diante fatores
bidticos e abidticos (Aratjo Filho 2015). Para evitar este cenario hd possibilidade de uso de
espécies nativas mais adaptadas ao ambiente (Haker et al. 1974). Encontrado em diversas
areas do territorio nacional, o género Paspalum L. ocorre nos biomas Amazdnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Oliveira & Valls 2008), apresentando, portanto,
grande dispersdo geografica. O género Paspalum L. pertence a familia Poaceae e, inclui
aproximadamente 350 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais em todo o
mundo. A maioria das espécies ¢ nativa da América do Sul (Zuloaga & Morrone 2005)
incluindo 214 espécies de origem brasileira segundo informagdes do Jardim Botanico do Rio
de Janeiro (Oliveira & Valls 2015). O grupo Plicatula ¢ uma categoria botinica informal
estabelecida por Chase em 1929 a qual representa todas as espécies de capim do género
Paspalum L. com semelhanga morfoldgica a espécie Paspalum plicatulum Michx. Esse grupo
dispde de espiguetas com convexidade geralmente pronunciada, antécio superior castanho
escuro e brilhante e ondulagdes transversais no lema inferior (Chase, 1929).

O Banco de Germoplasma de Paspalum da Embrapa Pecuaria Sudeste possui espécies de
varios grupos, porém o predominante ¢ o grupo Plicatula, sendo a maior cole¢do de acessos.
O grupo ¢ de ampla matriz taxondmica (Giussani et al. 2009), exibindo diferentes niveis de
ploidia, sistema genético e modos de reproducdo. Os individuos diploides (2n = 2x = 20)
reproduzem-se sexualmente, enquanto os tetraploides (2n = 4x = 40) sdo apomiticos (Quarin
1992; Ortiz et al. 2013). O método de reproducdo que prevalece no grupo € o apomitico. De
rara ocorréncia, o germoplasma sexual possibilita o melhoramento dos acessos tetraploides
apomiticos pelo cruzamento entre o sexual € o apomitico, mas isso depende da duplicagdo dos
cromossomos do acesso diploide. A poliploidizagdo ¢ um importante mecanismo de
adaptagdo e especiacdo nas plantas (Ramsey & Schemske 1998). A obtencdo de poliploides
artificias ou sintéticos pode ser feita via sexual, por meio da fecundacao de plantas produtoras

de gametas nao reduzidos naturalmente (Parrot & Smith 1984); e também por tratamento com



colchicina (Quesenberry et al. 2010) ou outros anti-mitoticos quimicos. A Embrapa tem
utilizado no Programa de Melhoramento Genético de Paspalum a poliploidizagdo pelo
tratamento com colchicina. A planta apomitica quando realiza reprodu¢do assexuada produz
sementes, com constitui¢ao genética idéntica a planta mae (Nogler 1984). O embrido se
desenvolve de modo auténomo, sem fecundagcdo. De modo que o embrido contenha
exclusivamente os cromossomos somaticos maternos. Em plantas sexuais, apoés a meiose a
célula mae do megasporo dd origem ao megagametofito, saco embriondrio que sera
fecundado. As pesquisas de plantas naturalmente apomiticas permitiram o controle de
clonagem por sementes. Nessa perspectiva a Embrapa Pecudria Sudeste, localizada em Sao
Carlos (SP), tem realizado pesquisas com melhoramento genético a partir de acessos diploides
sexuais de Paspalum do grupo Plicatula (BGP 281 P. lenticulare; BGP 272 P. rojasii; BGP
380 P. compressifolium). Estes acessos foram colocados a campo para cruzamento entre si
buscando a produgdo de sementes, dado que foi observado autoincompatibilidade nos trés
materiais. Sementes foram coletadas de cada acesso, as quais foram tratadas com colchicina
em diferentes concentragdes a fim de obter plantas tetraploides sexuais do grupo Plicatula.
Uma das formas de identificar a paternidade das progénies ¢ utilizar marcadores moleculares.
O intuito do trabalho foi identificar paternidade via uso de marcadores moleculares
microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeat) em progénies de Paspalum oriundas do

cruzamento entre as espécies P. lenticulare, P. rojasii e P. compressifolium

Material e métodos

O trabalho foi realizado no laboratorio de Biotecnologia Vegetal e em casa de Vegetagao na

Embrapa Pecuéria Sudeste localizado em Sao Carlos, Sdo Paulo.

Material

Foram avaliados os trés genitores do cruzamento BGP 281 — P.lenticulare; BGP 272- P.
rojasii; BGP 380- P.compressifolium, conservados a campo, € 44 individuos das trés

progénies conservadas em vasos em casa de vegetacao (Tabela 1).



Extracao de DNA

A extragdo de DNA genomico foi realizada pelo método brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) descrito por Doyle & Doyle em 1987, mas com algumas modificacdes, a partir de
adequagdes as espécies em estudo. Para tanto, coletou-se cerca de 300 a 400 mg de folha das
progénies. As folhas foram maceradas com nitrogénio liquido em almofariz de porcelana, até
que as amostras estivessem pulverizadas, esse passo ¢ importante para o rompimento das
paredes e membranas celulares do material. O contetdo foi vertido, ainda liquido, em
microtubos de 1,5 ml. Foi adicionado, a seguir, 500 uL do tampao de extracdo detergente
brometo de cetiltrimetrilamonio (CTAB 2%+-mercaptoetanol 2% - Tabela 8) e 10 pL de -
mercaptoetanol em cada microtubo contendo amostra em preparagdo. Depois de bem
misturado no vortex, centrifugado a 6000 rpm por um minuto, ¢ banho maria a 65 °C por 40
minutos, as amostras foram tratadas com adi¢do de 250 pL de SEVAG (Cloroférmio: Alcool
Isoamilico 24:1). O sobrenadante (~400 pL) foi transferido para um novo microtubo
identificado havendo adi¢do de 400 pL de 2-Propanol gelado e 400 pL de alcool 70%. Na
sequéncia, o microtubo passou por centrifuga¢do de 6000 rpm por 20 minutos, ¢ havendo
novo descarte de sobrenadante, restando apenas o material desejado no microtubo que foi
mantido em banho seco (50°) até completa secagem. A amostra foi entdo ressuspendida em
100 pL de 4gua deionizada. Apos esse procedimento, adicionou-se um pL de RNase (100
ug/ml) por amostra, foram incubadas por 30 minutos a 37°C sob agita¢do a 450 RPM e entdo

armazenadas em geladeira.

Quantifica¢ao, verificacio de qualidade e diluicio dos DNAs

A quantificacdo foi feita de acordo com protocolo padrio para &cidos nucleicos do
espectrofotometro. Utilizando o programa NanoDrop ND-1000 V3.5.2, fez-se a estimativa da
concentragdo dos acidos nucleicos presentes em cada amostra com a aplicagdo de 1,2 a 2 pL
de amostra no pedestal do aparelho o qual informa a concentracdo do &cido nucleico em
ng/ul e as razdes entre as absorbancias 260/280 e 260/230. O procedimento se baseia no fato
das proteinas absorverem luz no comprimento de onda de 280 nm (nandmetro vale 1,0x10~°
metros) e dcidos nucléicos em 260 nm. Sendo assim, a relacdo 260/280 fornece um parametro
de avaliagdo da qualidade das preparagdes de acidos nucléicos. Valores inferiores a 1,8
resultam de contaminagdes por proteina (Tabela 2). Os DNAs dos genitores ja estavam

extraidos, mas foram diluidos juntamente com os DNAs das progénies (Tabela 1) em uma



microplaca com a disposi¢ao adequada para a aplicagcdo das amostras nos géis de eletroforese

com micropipeta multicanal (Tabela 3).

PCR — (Polymerase Chain Reaction)

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase, que sera designada pela sigla inglesa PCR, ¢ um método
que foi desenvolvido por Kary Mullis em 1980 e consiste na multiplicacio de um trecho
especifico do DNA, delimitado por dois iniciadores (primers) que sdo complementares aos
dois sitios de nucleotideos presentes em cada fita do DNA. Os primers sdo compostos de 20
nucleotideos, em média. Cada marcador possui sua extensao de bases de nucleotideos
especifica. Além dos tipos de marcadores moleculares existentes, neste trabalho foram
utilizados os marcadores SSR, também conhecidos como microssatélites, e sio baseados na
PCR. Esses marcadores moleculares sdo poderosas ferramentas para os testes de paternidade.
Os produtos resultantes da amplificacdo por PCR podem ser separados e visualizados por
eletroforese (Ferreira & Grattapaglia 1996). O protocolo de amplificagdo utilizado estd
descrito na Tabela 4, e estd de acordo com Cidade et al (2009). Os marcadores microssatélites
foram selecionados da literatura com base na espécie para a qual ele foi desenvolvido. A
solugdo para a PCR foi preparada em microtubo contendo 2,1uL de H>O destilada; 7,5 pL de
Mastermix; 1,2 pL. de primer Forward e 1,2 uL de primer Reverse. Foi aplicado na placa 12
uL da solugdo e 3 uLL. de DNA de cada amostra totalizando 15 pL de volume final. A placa foi
entdo introduzida no termociclador para ocorrer a reacdo polimerase em cadeia conforme

protocolo descrito na Tabela 5.

Confirmacao de amplificacao

As amostras do DNA apds terem seus trechos especificos do marcador multiplicados na PCR
devem passar por eletroforese em gel de agarose para averiguar amplificagdo. A técnica de
eletroforese separa as moléculas por migragdo de particulas no gel enquanto ha uma aplicagdo
de diferenca de potencial elétrico. A molécula de DNA possui carga negativa e enquanto
imersa no gel submetida a diferenca de potencial tende a migrar para polo positivo. A escolha
da cuba de eletroforese foi de acordo com o nimero de amostras a serem aplicadas no gel.
Foram aplicadas no gel as reacdes de PCR de cada marcador, ou seja, para as 44 progénies
mais os trés genitores em cada extremidade da aplicagdo, totalizando 50 amostras. A

concentracdo do gel se baseia na relagao Peso/Volume (P/V), sendo a concentracdo utilizada



de 1% agarose em solucao tampao TBE (Tris-borato-EDTA). Na preparacao do gel ha adi¢ao
de 1 pl de brometo de etideo (5 mg/ml) para cada 10 mL de Gel para visualizagdo dos
fragmentos apoOs exposi¢do sob luz ultravioleta. Para aumentar a densidade das amostras e
colori-las, adicionou-se 3 pL de tampao de corrida 6x (Loading Buffer) nas aliquotas de 3 puL
de PCR antes de serem aplicadas no gel, de modo que o tampao ficasse na propor¢ao de uma
parte de tampdo para 5 de amostra. As amostras foram aplicadas nos pocos do gel formados
pelo pente, mais o ladder de 50 bp (Ludwig) nas extremidades. O ladder foi o indicativo dos
tamanhos, em pares de bases (pb). Apds a cuba ser fechada e os eletrodos conectados,
aplicou-se uma voltagem de 5 Volts/cm do Gel. A corrida ¢ monitorada a partir da migragao
do corante “azul de bromofenol” presente no tampao de corrida. Com o término da corrida, o
gel foi retirado da cuba e colocado no centro da mesa do Fotodocumentador Bio-Rad. O gel
foi exposto sob luz ultravioleta e fotografado, sendo que a imagem resultante do equipamento
revela se a amplificacdo do fragmento de DNA esperado pela PCR teve éxito. Com o
resultado positivo da amplificagdo no gel de agarose, a amostra de DNA fragmentada e

amplificada pode passar para o proximo processo, a eletroforese em gel de acrilamida.

Eletroforese em Gel de Acrilamida

O procedimento descrito abaixo ¢ protocolo do analista da Embrapa, Wilson Malagé Junior.

Materiais

ACRILAMIDA 6% (11)

Uréia ultra-pura 420 g

Acrilamida 40% 150 mL

TBE 5X 200 mL

H20 milli-q Para completar 1L

PERSULFATO DE AMONIO (1 ml)

Persulfato de Amonio 0,1g
H>0 milli-q I mL
TBE5x (21)

Tris 108 g

Acido bérico 55¢g



Edta 73¢g

H20 milli-q Para completar 1L
FORMAMIDA (10 ml)
Formamida (Merck) 9,8 mL

Solugdo de EDTA 0,5M 125 pLL

Ladder 10pb a 1 pg/uL (Invitrogen Céd. 10821-015)
Ladder 10 uL

Agua deionizada 15 pL

Formamida 25 uL

Esse procedimento ¢ realizado para separar os fragmentos amplificados de forma sensivel,
permitindo visualizar os alelos do loco. As amostras de PCR passam por um processo de
eletroforese vertical em gel de acrilamida juntamente com ladder 10 pb (Invitrogen). O gel ¢
montado entre duas placas de vidro, uma delas contendo solu¢do de Bind (50 pL acido acético
glacial; 950 pL 4lcool etilico; Bind 3,5 pL), onde o gel se fixard, e a outra placa contendo
REPEL (hidro-repelente). Quando as placas de vidro estdo secas e montadas com os
espacadores de 0,4 mm, a soluc¢do de acrilamida 6% recebe TEMED e persulfato de amdnio,
para sua polimerizagdo, sendo aplicado entre as placas até preencher completamente. Logo
apos a polimerizagdo, as placas de vidro com gel foram instaladas na cuba de eletroforese
vertical (marca C.B.S.), com pente dente de tubardo (Bio-Rad) formando pogos para aplicacao
das amostras. A cuba foi preenchida com solug¢do tampao TBE 1x, os cabos da fonte foram
conectados, sendo o positivo inferior e o negativo superior. Cada Gel é aquecido a uma
constante de 80 watts por aproximadamente 40 minutos. Enquanto ¢ aquecida, as amostras
foram preparadas em microplaca contendo 3 pL. de PCR; 3,5 puL de formamida; 3,5 puL de
H>0, e passam por 5 minutos a 94 °C no termociclador para desnaturagao. Com as placas
aquecidas fez-se a aplicacdo das amostras no Gel (1,5 pL), a corrida se inicia a uma constante
de 60 watts por gel, e dura em média duas horas e meia, a depender do tamanho esperado dos
fragmentos. Ap0s a corrida de eletroforese, as placas de vidro com o gel sdo retiradas da cuba
e separadas com uma espatula. A placa contendo REPEL foi lavada e a com BIND que
contém o gel seguiu para o protocolo de coloracdo de gel por nitrato de prata (Creste et al

2002), que consiste em tratar o gel em uma sequéncia de solucdes a fim de revelar os alelos.



Genotipagem

Na genotipagem através do gel de acrilamida é possivel confirmar a paternidade de plantas
oriundas de cruzamentos, ao identificar os alelos das progénies e compara-los aos alelos dos
possiveis genitores masculinos. Dessa forma a paternidade de progénies de Paspalum foi
identificada através de comparagdo dos alelos das progénies e dos genitores. O tamanho dos
alelos foi estimado em comparacdo com o ladder 10 bp (Invitrogen), que apresenta bandas
entre 100 bp e 330 bp separadas por 10 bp. As progénies foram consideradas hibridas quando
apresentavam uma banda do possivel genitor masculino que ndo estava presente no genitor
feminino conhecido, indicado na Tabela 6. As bandas que sdo encontradas nas progénies, €
ndo identificadas em nenhum genitor, indicam a ocorréncia de individuos contaminantes. A
contaminagdo pode ocorrer em alguns processos, como a mistura de sementes no momento do

cultivar, e contaminagao na tesoura de poda.

Resultados
Os DNAs totais das amostras foram extraidos e quantificados com sucesso (Tabela 2).

Foram realizadas a amplificacdo e eletroforese em gel de agarose para os oito marcadores
descritos na Tabela 6, sendo um gel para cada marcador contendo as 50 amostras. Na
eletroforese em gel de acrilamida houve algumas placas em que a corrida falhou devido ao
excesso de ureia nos pogos no momento da aplicacdo, que € liberada durante o aquecimento
do gel nas placas de vidro, no entanto foram repetidas. O resultado positivo da quantificagao,
amplificacdo e eletroforese deram sequéncia ao trabalho de genotipagem, no qual foi possivel

identificar até 36 individuos hibridos.

Segundo a leitura da corrida do gel de poliacrilamida foi possivel a identificagdo de

individuos hibridos e de contaminantes, Tabela 7.



Em sequéncia as imagens dos géis de acrilamida corados com prata.

Figura 1. Marcador PAO1B7
Plantas: 36 é contaminante; 37, 38, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 61, 62, 65, 66, 82, 67, 68, 69, 70, 72, 74, 76, 77, 78, 81 sao hibridos.

Figura 2. Marcador PA02AS5 foto 1.

Figura 3. Marcador PA02AS foto 2.



Plantas: 37, 38, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
71, 64, 65, 66 sdo hibridos

Figura 4. Marcador PNO2A12.

Plantas: 36, 71, 67, 68, 73, 77, 79 sdo contaminantes; 37, 38, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, ,54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 82, 67, 69, 70, 72, 74, 76, 78, 81 sdo
hibridos.

Figura 5. Marcador PpUnicamp 8.
Plantas: 71, 73, 75 sdo contaminantes; 37, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
56,57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 67, 68, 69, 70, 72, 74, 76, 77, 78, 79, 81 sdo hibridos.

Figura 6. Marcador PpUnicamp 21.
Plantas: 66, 82 sao hibridos.




Figura 7. Marcador PpUnicamp 24.

Plantas: 71, 67, 73, 79 sdo contaminantes; 37, 38, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 69, 70, 72, 74, 76, 77, 78, 81 sdo
hibridos.

Discussao

Os marcadores moleculares sdo bastante tuteis em estudos de diversidade e mapeamento
genético, pois ndo apenas sdo locos especificos, mas, também, geram grande niumero de alelos
por loco, apresentam carater codominante e possibilitam distinguir genotipos proximamente
relacionados, o que permite maior eficiéncia e orientacdo em futuros cruzamentos, estudos
genéticos e selegdo assistida por marcadores (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O seu uso no
grupo Plicatula teve inicio por Oliveira et al. 2016, com producao e teste de efetividade em
Paspalum L, e deu origem aos marcadores Pp-Unicamp utilizados neste trabalho. Existem
outros marcadores moleculares como o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat — Inter
Repeticoes de Sequéncia Simples) que foram desenvolvidos a partir da necessidade de
explorar repetigdes de microssatélites sem a necessidade do conhecimento prévio do
sequenciamento do DNA da espécie-alvo, como ocorre nos marcadores SSR (Zietkiewicz et
al. 1994). O teste de paternidade, via marcadores microssatélites, identificou os hibridos que
devem prosseguir no programa de melhoramento vegetal da Embrapa e demonstrou a

efetividade dos seis marcadores SSR para as espécies-alvo.

Conclusao

O trabalho de identificacdo de paternidade em progénies de Paspalum com base em seis
marcadores moleculares microssatélites possibilitou a caracterizagdo de 36 individuos
hibridos, aproximadamente 84% das 44 plantas submetidas ao experimento, e oito
contaminantes que se misturaram as sementes da amostragem. Sendo a maioria das progénies
descendentes do cruzamento entre P.lenticulare e P.compressifolium (27 individuos). Ainda
que nao sejam confirmados como tetraploides, as progénies hibridas identificadas

representam material genético inédito e poderdo ser incorporadas no programa de



melhoramento genético de Paspalum e/ou utilizadas para estudos genético-moleculares. Caso
sejam tetraploides, configuram material inédito apto para cruzamentos em nivel de tetraploide

dentro do grupo Plicatula de Paspalum L.

Tabelas
Tabela 1
Planta Genitor  Codigo da Concentracio  Volume Volume
feminino amostra (Ng/uL) de DNA de H20
BGP (nL) milliQ (ul)
31 380 36 658,8 1,5 98,5
32 380 37 441,9 2,3 97,7
33 380 38 358,4 2,8 97,2
34 380 42 226,96 4,4 95,6
35 380 43 134,74 7,4 92,6
36 380 44 186,73 54 94,6
37 380 45 110,17 9,1 90,9
38 380 46 143,14 7,0 93,0
39 380 47 154,37 6,5 93,5
40 380 48 174,59 5,7 94,3
41 380 49 172,07 5.8 94,2
42 380 50 274,02 3,6 96,4
43 380 51 226,54 4,4 95,6
44 380 52 477,87 2,1 97,9
45 380 53 290,65 3,4 96,6
46 380 54 332,84 3,0 97,0
47 380 55 757,56 1,3 98,7
48 380 56 241,66 4,1 95,9
49 380 57 159,98 6,3 93,7
50 380 58 179,01 5,6 94,4
51 380 59 95,73 10,4 89,6
52 380 60 166,28 6,0 94,0
53 380 61 270,61 3,7 96,3
54 380 62 149,44 6,7 93,3
55 281 63 118,42 8,4 91,6
56 281 64 265,73 3,8 96,2
57 281 65 384,45 2,6 97,4
226 281 66 700,99 1,4 98,6
230 272 67 1012,7 1,0 99,0
232 272 68 178,47 5,6 94,4
233 272 69 570,82 1,8 98,2
240 272 70 547,77 1,8 98,2
286 380 71 573,78 1,7 98,3
287 272 72 872,25 1,1 98,9

266 272 73 831,14 1,2 98,8




270 272 74 849,01 1,2 98,8

281 272 75 772,00 1,3 98,7
282 272 76 909,43 1,1 08,9
272 272 77 713,58 1,4 98,6
285 272 78 678,74 1,5 98,5
255 272 79 912,04 | 98,9
271 272 80 851,58 1,2 98,8
267 272 81 678,67 L5 98,5
247 281 82 934,08 1,1 98,9

Lista de material avaliado neste trabalho, com sua respectiva quantificagdo de acidos nucléicos

(Nanodrop) e célculos de diluig@o para 10 Ng/uL.

Tabela 2
Planta Codigo da amostra 260/280 260/230
31 36 1,98 1,73
32 37 1,95 1,75
33 38 1,89 1,36
34 42 1,89 1,58
35 43 1,94 1,29
36 44 1,81 1,03
37 45 1,83 1,30
38 46 1,81 1,31
39 47 1,87 1,35
40 48 1,92 1,58
41 49 1,86 1,38
42 50 1,94 1,70
43 51 1,92 1,68
44 52 1,93 1,80
45 53 1,85 1,79
46 54 1,88 1,45
47 55 1,86 1,39
48 56 1,86 1,45
49 57 1,81 1,48
50 58 1,80 1,18
51 59 1,82 1,04
52 60 1,92 1,17
53 61 2,23 1,64
54 62 2,04 0,35
55 63 1,89 0,56
56 64 1,80 1,43
57 65 2,08 1,27
226 66 2,07 1,70
230 67 2,10 1,89
232 68 2,09 1,66
233 69 2,04 2,00
240 70 2,06 2,02

286 71 2,03 1,90




287 72 2,12 2,10
266 73 2,08 1,91
270 74 2,10 2,00
281 75 2,15 2,15
282 76 2,10 1,99
272 77 2,16 2,04
285 78 2,24 2,22
255 79 2,19 2,12
271 80 2,14 2,02
267 81 2,17 2,03
247 82 2,18 2,01
Razdes entre as absorbancias.
Tabela 3
PLACA DNAs USO 10 ng/ul
1|2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 14A 4A 52 53 82 67 4A 5A
B 5A 36 54 55 68 69
C 37 38 56 57 70 72
D 42 43 58 59 73 74
E 44 45 60 61 75 76
F 46 47 62 71 77 78
G 48 49 63 64 79 80
H 50 51 65 66 81 14A
Mapeamento da microplaca para micropipeta multicanal.
Tabela 4

Nome do T°C Tamanho esperado Referéncia

Marcador amplificacio (pb)

PNO2A12 60 185-205 Cidade et al. (2010)
PAO1B7 60 239-279 Cidade et al. (2010)
PAO2AS 56 122-132

PpUNICAMP 19 57 203-241
PpUNICAMP 8 51 144-170
PpUNICAMP 21 55 145-205
PpUNICAMP 11 60 232-266
PpUNICAMP 24 60 179-215
Marcadores SSR utilizados neste trabalho.
Tabela 5
Fases Temperatura Tempo/Repeticoes
1 fase 95°C 3 min
2 fase 95°C 30 seg




3 fase X°C (especifica para cada marcador) 30 seg

4 fase 72°C 1 min
5 fase Voltar ao ciclo 2 34x
6 fase 72°C 5 min
7 fase 4°C 0
Protocolo termociclador para amplificagdo dos microssatélites avaliado
Tabela 6
Marcador SSR N° alelos por marcador 380 281 272
PpUnicamp19 Marcador nao informativo - - -
PN02A12 3 1 1 1
PpUnicamp8 7 3 5 3
PpUnicamp24 3 1 1 1
PpUnicamp11 Marcador ndo informativo - - -
PpUnicamp21 2 1 1 1
PAO1B7 3 1 2 1
PA02AS 3 1 1 2

Resultados da amplificacdo dos marcadores microssatélites avaliados

Tabela 7.

Marcador Hibridos Contaminantes

PNO02A12 32 6

PpUnicamp8 33 3

PpUnicamp24 35 4

PpUnicamp21 5 0

PAO1B7 36 2

PA02AS 27 0

Todos os locos 36 8

Resultados da genotipagem dos SSR avaliados e respectiva quantidade de hibridos e contaminantes

identificados.

Tabela 8
Componente Sol. Conc. Para cada 100
Estoque Final ml
Tris HCI pH 8,0 1M 100 mM 10 ml

NaCl SM 700 mM 14 ml




EDTA pH 8,0 0,5M 50 mM 10 ml

Agua deionizada - - 66 ml
*CTAB - 2% 2¢
*Beta- - 2% 2 ml

mercaptoetanol
Protocolo do Tampao de extragdo (CTAB 2%).
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