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Selecao de marcadores microssatélites
e otimizacao de protocolo de
amplificacao em alfafa
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Dentre as forrageiras de maior potencial para a intensificacao da producao de leite destaca-se a
alfafa (Medicago sativa L.), uma leguminosa perene e autotetraploide (2x=4x=32). A alfafa nao é
tao cultivada no Brasil quanto em paises de clima temperado como Canada, Argentina e Estados
Unidos, porém, programas de melhoramento genético vem trabalhando em conjunto no intuito
de desenvolver novas cultivares mais adaptadas as condicoes edafoclimaticas dos tropicos.

A alfafa apresenta alto valor nutritivo, producao de forragem tenra e de boa palatabilidade aos
animais, além de realizar fixagao bioldgica de nitrogénio. O objetivo deste trabalho consistiu em
selecionar primers de marcadores moleculares do tipo microssatélites e otimizar o protocolo de
amplificacao por reacao da polimerase em cadeia dos mesmos, visando a caracterizagao molecular
de 77 gendtipos de alfafa. Estes individuos sao oriundos da Argentina e compdem a colecao

de trabalho do programa de melhoramento genético de alfafa da Embrapa Pecuaria Sudeste.

A partir de levantamento na literatura foram selecionados 29 marcadores do tipo microssatélite,
de acordo com os critérios: (1) estar ligado a QTLs relacionados a produgao, altura da planta,
capacidade de rebrota, persisténcia e producao de biomassa; (2) ter fragmento amplificado

com tamanho entre 100 e 300 pares de bases; (3) apresentar bom perfil de amplificacao em gel
de poliacrilamida. Foi realizado um levantamento em literatura dos protocolos de amplificagao
de marcadores microssatélites em alfafa, a partir do qual foi realizada a padronizagao das
condi¢des de amplificagao por reacao em cadeia da polimerase. Para a otimizacao das reacgoes,
cada marcador selecionado foi testado em oito gendtipos com uma temperatura de anelamento
de 60°C, e aqueles que nao amplificaram, foram avaliados a 55°C. O protocolo de reacao da
polimerase em cadeia que obteve sucesso na amplificagdo da maioria dos marcadores foi 10 ul
de “5x PCR reaction buffer” e 1,25 U de enzimaTaq, ambos Promega, dNTP 10 mM, 10 pmol/ul

de cada primer, 30 ng de DNA, com volume final de 20ul. As condi¢goes de amplificacao definidas
foram: 94°C por quatro minutos, 35 ciclos de 94°C por um minuto, X°C por um minuto e 72°C por
um minuto, com uma extensao final de sete minutos a 72°C, sendo X a temperatura especifica de
anelamento. Os marcadores al372288, al373004, aw686836 e aw695900 obtiveram bom perfil de
amplificacdo a uma temperatura de 60°C, e os marcadores bg645450, MTR58, B21E13, MTIC247,
MTIC451, MTLEC2A, AFct32, AFca11, aw01, mtic188 e MTIC189 a uma temperatura de 55°C,
apresentando fragmentos em gel de agarose de acordo com o tamanho esperado. Os demais
marcadores serao testados em gradiente de temparatura para determinar a melhor temperatura
de anelamento na amplificagdo ou em reagoes do tipo touchdown. Esta otimizagao de amplificagcao
dos locos visa a genotipagem de 78 genétipos de alfafa com os marcadores selecionados e a
estimativa da diversidade genética existente entre os acessos, 0s quais, juntamente com os dados
agromorfolégicos, direcionarao os cruzamentos inter e intrapopulacionais entre os materiais.
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