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Otimizacao de protocolos de PCR em multiplex para andlise de fragmentos por eletroforese
capilar em Brachiaria
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A selecdo gendbmica aumenta a eficiéncia e acelera o melhoramento genético. O método enfatiza
a predicdo simultanea dos efeitos genéticos de um grande ndmero de marcadores genéticos, de
forma a capturar os efeitos dos locos de um carater quantitativo, para explicar a variagdo genética.
Apoés a obtencdo dos marcadores, seus efeitos sdo estimados em uma populacdo de trabalho. Na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em multiplex dois ou mais locos genémicos sdo
simultaneamente amplificados, economizando reagentes e acelerando a obtencéo de resultados.
O objetivo neste trabalho foi otimizar protocolos de PCR de marcadores SSR em multiplex para
genotipagem de uma populagdo de Brachiaria visando fornecer informacgdes para a selecéo
genObmica. Os primers foram inicialmente combinados em multiplex utilizando o programa
Multiplex Manager. As amplificagBes foram realizadas utilizando o QIAGEN Multiplex PCR Kit ou o
protocolo convencional de PCR contendo tampédo 1X, 1.23 mM de MgCl,, 0.07 a 0.280uM de
cada par de primer, 0.125 mM de cada dNTP, 0.6 U de Tag DNA polimerase e 10 ng de DNA. A
ciclagem foi de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 52°C ou 55°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto, finalizando com 60°C por 60 minutos. A visualizagdo da amplificacéo foi feita
em gel de agarose, a separacdo dos fragmentos por eletroforese capilar em Sequenciador
ABI3130 e os dados analisados pelo software GeneMarker. Foram avaliados inicialmente 28 pares
de primers nos parentais da populagéo e, posteriormente, excluidos os locos monomorficos e 0s
de dificil genotipagem. Foram comparados os resultados obtidos utilizando o kit e o protocolo
convencional, as temperaturas de anelamento (52°C e 55°C), as combinacdes dos pares de
primers bem como as quantidades de cada par. Com base nos resultados das amplifica¢des, 19
pares de primers foram divididos em cinco multiplex otimizados e estabeleceu-se um padréo de
reacao utilizando o protocolo convencional de PCR.
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