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Identificacao de cultivares por
microssatélites — aplicacao a
ervilha proteaginosa
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1. Introducao

A identificacao de cultivares e a estimacao da variabilidade genética sao
aspectos importantes na proteccao de direitos de autor e em programas de
melhoramento.

Uma nova variedade cultivada tera de ser (EC 2100/94):

i)  Distinta de outras cultivares;
ii) Apresentar homogeneidade;
iii) Apresentar estabilidade.

Os marcadores moleculares podem ser um complemento importante na
distincao de cultivares, ja que:

i) Existem em elevado nimero; ii) nao sao influenciados pelo ambiente;
iii) permitem uma analise relativamente rapida e reprodutivel.
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Por marcador molecular entende-se uma regiao do genoma que apresenta
variacdo entre individuos (polimorfismo).

Microssatélites sao
marcadores moleculares que
correspondem a sequéncias
curtas™ de nucledétidos
repetidas em cadeia,
distribuidas relativamente ao
acaso pelo genoma dos
eucariotas.

A — 8 repeats

Forware primer
—_—

GO ARG TTAGACT T CTTCTTCTTCT TCTTCT TCTTCGCACTTTARCGATACGE. &« .

L CGAGETCOCAAT CTCGARGRAGA R CARMGARCARGARCARCCGTSARATT GCTAT GO, |
«
Reverse primer

B — 7 repeats

Forward primey
—_—
.. . GCTCCAGGCTTAGACTTCTTCTTCTTCTTCTTCT TCGEACTTTAACGATACGS. .
.. CEAGGTCCGAATCTGARGAAGAAGAAGAAGAAGARAGC GTGAAATTGCTATGCC . | .
D R ——————————
Ravarse primer

C -9 repeats

Forvard primsr
T

GO T CCAGEC T TAGACT TCTTCT TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCGCACT TTAACGATACTGG. o
. CGAGGTCCGALTCTGARAGRAGRAAGALCRAGALSAAGARCANSOCTGAAATTSCTATSCC. L

« -
Reversa primer
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Os microssatélites sao também designados por STRs (Short Tandem
Repeats) ou por SSRs (Simple Sequence Repeats)

Sao marcadores moleculares muito polimérficos decorrente das altas taxas

de mutagao. Short Tandem Repeats
AATG
W o
Primer \\H /
<
Primer
Primer
<
Primer

The flanking regions where PCR primers bind are constant

Homozygote = both alleles are the same length
Heterozygote = alleles differ and can be resolved from one another
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R — - » -—
Primer 1 PR Primer 2 Primer 1 POR Primer 2

Amplitied DMNA

Analyze by gel electrophoresis J
I 1l

(L LI

Objectivo

Identificacao de 20 cultivares de ervilha proteaginosa, inscritas no catalogo
comunitario de variedades, por marcadores moleculares do tipo
microssatélites (SSRs)
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2. Material e métodos

- 20 cultivares de ervilha proteaginosa
- Extraccao DNA: DNeasy Plant Mini kit (Qiagen)
- 7 marcadores SSRs foram estudados para detectar polimorfismos

- Mistura PCR:

-20-40 ng DNA

- 2 uM de cada Primer (F e R)

- 0,2 mM dNTPs

- 0,6 U Taq polimerase

- 1,5 mM MgCl,

- Tampao 1x

- Volume final de reaccao: 15 ul
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Cultivares de ervilha proteaginosa estudadas.

Cultivar Registo Pais de admissdo oficial e n?de  Ciclo
responsdvel pela conservagdo

1 CLEOPATRA Comunitario DE 7627 Primavera
2 ALHAMBRA Comunitdrio ES 225 Outono

3 ENDURO Comunitdrio FR 8444 Outono

4 GUIFREDO Comunitdrio IT 332 Outono

5 ISARD Comunitdrio FR 9504 Outono

6 CARTOUCHE Comunitario FR 9295, UK 182 Outono

7 CHEROKEE Comunitario FR 11553 Outono

8 IDEAL Comunitario ES 2041 Intermédio
9 AUDIT Comunitario FR 13262 Intermédio
10 CORRENT Comunitario IT?2 Intermédio
11 JAMES Comunitdrio FR 9295 Intermédio
12 GREGOR Comunitario DE 147, FR 9295, UK 6136 Primavera
13 ONIX Comunitdrio FR 9295 Primavera
14  ALEZAN Comunitdrio FR 8174 Primavera
15 LIVIA Comunitario FR 8451 Primavera
16 LUMINA Comunitario FR 13262 Primavera
17  GUIFILO Comunitario ES9 Primavera
18 ARTHUR Comunitario FR 11539 Primavera
19 PIXEL Comunitdrio PT 2 Outono

20 GRISEL Comunitdrio PT 2 Outono
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Loci estudados e respectivos primers

Annealing Banda referéncia

Locus PrimerF Primer R Temp (2C) Pb

A9 GTGCAGAAGCATTTGTTCAGAT = CCCACATATATTTGGTTGGTCA 56 359
AA205 TACGCAATCATAGAGTTTGGAA AATCAAGTCAATGAAACAAGCA 51 235
AA355 AGAAAAATTCTAGCATGATACTG  GGAAATATAACCTCAATAACACA 51 180
AB25 TTTTCACTCAAAACACTCGGCT GATGCCATTGCTGAAGGAGATT 51 162
AB53 CGTCGTTGTTGCCGGTAG AAACACGTCATCTCGACCTGC 51 120
AD61 CTCATTCAATGATGATAATCCTA ATGAGGTACTTGTGTGAGATAAA 51 138
AD270 CTCATCTGATGCGTTGGATTAG AGGTTGGATTTGTTGTTTGTTG 51 290

ESPANA-POR
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- Amplificacao PCR — programa de termociclador

Passo Temperatura (2C)  Duragao (min)
1 95 10
— " ,
2 95 05 Annealmg temp_~
3 51 05 35 cic] ajustada em func¢ao
: @99 do locus estudado
4 72 0,5
5 72 5
6 R

- Separacao dos produtos amplificados por electroforese em
gel de agarose MS-8 a 3,5% (w/v) em tampdo TBE 1x, 90V/h.
Coloracao com EtBr.

- Quantificacao aproximada das bandas tendo por base
marcador 100 bp da Biotools
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- Andlise dados:

Registo de presenca/ auséncia de bandas e construcdo de tabela com
codigo binario;

Para cada locus, calculo do valor PIC (Polymorphic Information Content)
PIC =1 - 2pi? sendo pi a frequéncia do alelo ith para o individuo p;

Processamento dos dados: software estatistico NTSYS-pc, vs. 2.21k;
Utilizacao do mddulo SIMQUAL com coeficiente de similaridade de

Jaccard, seguido de analise de cluster UPGMA (unweighted pair-group
method with arithmetic mean).
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3. Resultados e discussao

Locus Primer F Primer R N2 de alelos PIC
A9 GTGCAGAAGCATTTGTTCAGAT CCCACATATATTTGGTTGGTCA 2 0,42
AA205 TACGCAATCATAGAGTTTGGAA AATCAAGTCAATGAAACAAGCA 1 0
AA355  AGAAAAATTCTAGCATGATACTG GGAAATATAACCTCAATAACACA 4 0,46
AB25 TTTTCACTCAAAACACTCGGCT GATGCCATTGCTGAAGGAGATT 2 0,46
AB53 CGTCGTTGTTGCCGGTAG AAACACGTCATCTCGACCTGC 5 0,58
AD61 CTCATTCAATGATGATAATCCTA ATGAGGTACTTGTGTGAGATAAA 3 0,56
AD270  CTCATCTGATGCGTTGGATTAG AGGTTGGATTTGTTGTTTGTTG 3 0,52
total 20

PIC - Polymorphic Information Content
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M1 2 3 4 5 6 7 8 910 M 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 C M

Locus AA205.

M — Marcador 100 bp; C — Controle; 1 — Cleopatra; 2 — Alhambra; 3 — Enduro; 4 — Guifredo; 5 - Isard; 6-
Cartouche; 7 - Cherokee ; 8 — Ideal; 9 — Audit; 10 — Corrent; 11 — James; 12 — Gregor; 13 — Onix; 14 —
Alezan; 15 — Livia; 16 - Lumina; 17 — Guifilo; 18 — Arthur; 19 — Pixel; 20 — Grisel.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 910 M 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 C M

Locus AB25.

M — Marcador 100 bp; C — Controle; 1 — Cleopatra; 2 — Alhambra; 3 — Enduro; 4 — Guifredo; 5 - Isard; 6-
Cartouche; 7 - Cherokee ; 8 — Ideal; 9 — Audit; 10 — Corrent; 11 — James; 12 — Gregor; 13 — Onix; 14 —
Alezan; 15 — Livia; 16 - Lumina; 17 — Guifilo; 18 — Arthur; 19 — Pixel; 20 — Grisel.
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| Cleopatra

| Alhambra
T Ideal
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Dendrograma com relacfes genéticas existentes entre as 20 cultivares, construido por analise de
cluster (UPGMA) com base nos coeficientes de similaridade de Jacard para 6 loci.

@

(COOPERACION TRANSFRONTERIZA
ESPANA-~PORTUGAL
COOPERACAC TRANSFRONTEIRK ICA

Uniao Europeia
FEDER

Investimos no seu futuro

16




U &

Lscola Supurior Agedr a

4. Conclusoes

Da analise combinada de seis loci polimdrficos é possivel distinguir
guase todas as variedades cultivadas;

- Numero total de alelos detectados: 20;
- Loci mais informativos: AB53 e AD61;

- O dendrograma UPGMA revela dois grupos principais, um dos grupos
engloba as cultivares Isard, Cartouche, Audit, Corrent e James, estando
as restantes colocadas num segundo grupo;

- No segundo grupo, a cultivar Grisel (PT) aparece isolada, afastada
geneticamente das restantes;

- Baixo numero de loci heterozigdticos, consentaneo com a natureza
autogamica da espécie.
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