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Resumo

A racula selvagem (Diplotaxis tenuifolia (L.) DC), é uma espécie herbécea, natural da
regio Mediterranica e da Asia Ocidental. A caracterizagio genotipica desta espécie € um
ponto de partida para o estabelecimento de uma colecdo de germoplasma e na
identificacdo inequivoca da diversidade dos acessos em colecéo. Este trabalho, teve como
objetivo, a analise genotipica de quarenta acessos da colecédo de D. tenuifolia , no quadro
do projeto de investigacdo REMIRUcula. Devido as limitagdes impostas pelo COVID-19
a realizacdo da parte pratica deste trabalho, esta ficou limitada a extracdo, analise
qualitativa, quantitativa e de amplificabilidade do DNA gendémico de 40 acessos. A
pesquisa dos dados gendmicos lancados recentemente pela Universidade do Algarve nas
bases de dados genémicos (NCBI), permitiu selecionar 20 loci microssatélite de D.
tenuifolia e desenhar e obter primers para a sua utilizacdo como marcadores SSR (Single
Sequence Repeats). A andlise qualitativa (degradacdo e contaminacdo com RNA) do
DNA extraido foi feita por eletroforese em gel de agarose. A andlise quantitativa por
espectrometria-UV (Nanodrop) e a sua amplificabilidade testada por analise RAPD-PCR.
Os primers desenhados para os marcadores SSR serdo, a breve trecho, testados para a sua
capacidade de revelar polimorfismos. Os marcadores selecionados serdo utilizados para
a andlise transversal de toda a colecdo de germoplasma (150 acessos) permitindo revelar
as relagdes genéticas entre os acessos de D. tenuifolia, e entre estes e 0s acessos de outras
espécies que também integram a colecdo (Eruca sativa, Diplotaxis catholica e Diplotaxis
muralis). Estes marcadores serdo também utilizados na localizacdo, identificacdo e
clonagem de genes maiores (ou de QTL) envolvidos na resisténcia ao mildio, causado
pelo oomiceta Hyaloperonospora sp., objetivo central do supracitado projeto de
investigacao.

Palavras-chave: Diplotaxis tenuifolia - marcadores moleculares - marcadores SSR -

recursos genéticos vegetais
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Lista de abreviaturas

DNA — “Desoxirribonucleic Acid”

dNTPs — “Deoxynucleotide Triphosphates”
EDTA — “Ethylenediamine tetraacetic acid”
NCBI - “National Center for Biotechnology Information”
NGS — “Next Generation Sequence”

PCR — “Polymerase Chain Reaction”

QTL — “Quantitative trait loci”

RAPD — “Random Amplified Polymorphic DNA”
RNA — “Ribonucleic Acid”

RNase — “Ribonuclease”

rpm — “Rotagdes por minuto”

SDS — “Sodium docedyl sulfate”

SSR - “Simple Sequence Repeats”

SNP — “Single Nucleotide Polymorphism”

Tris — “Tris(hydroxymethyl)aminomethane”

UV — “Ultravioleta”



Introducao

A familia Brassicaceae, engloba maltiplos géneros de plantas de elevado valor
econdmico. Nesta familia podemos encontrar espécies como a Brassica oleracea (L.)
que pertencem todas as variedades de couve, e a Brassica napus (L.) comummente

conhecida como colza ou canola, uma das maiores fontes mundiais de 6leo vegetal.

Nesta familia encontramos também a Diplotaxis tenuifolia, conhecida como
rdcula selvagem, uma espécie herbéacea, natural da regido Mediterranica e da Asia
Ocidental, amplamente utilizada atualmente na producdo de saladas prontas para
consumo cuja procura tem vindo a aumentar exponencialmente. O estabelecimento no
pais de uma colecdo de germoplasma desta espécie, a identificagdo de acessos com forte
resisténcia ao mildio (Hyaloperonospora sp.), doenca que tem vindo a causar intensas
perdas aos produtores nacionais e produtores por todo o mundo, e a identificacdo
inequivoca dos diferentes acessos em colecdo, sdo alguns dos objetivos centrais do
projeto REMIRUcula, que congrega equipas do INIAV (Oeiras), da Universidade do
Algarve, ITQB (Universidade Nova de Lisboa) e do Banco Portugués de Germoplasma

Vegetal (Braga).

Este trabalho, interrompido pelo periodo de confinamento e outros periodos de
contencdo do COVID-19 tinha como objetivo a identificacdo inequivoca de 40 acessos
da colecdo de germoplasma de Diplotaxis tenuifolia, utilizando marcadores microssatélite
(ou SSR).

O trabalho laboratorial, ficou limitado a extracdo do DNA dos referidos acessos e
a sua avaliagdo qualitativa (eletroforese em gel de agarose) e quantitativa

(espectrofotometria UV), e a sua amplificabilidade (analise RAPD-PCR).

Entretanto, a obtengdo pelo Laboratorio de Genomica e Melhoramento Genético
de ampla informacdo gendémica sobre a D. tenuifolia via next generation sequencing
(lllumina), permitiu a identificacdo de centenas de loci microssatélite que foram
pesquisados para desenhar primers para um primeiro conjunto de 20 marcadores SSR,

que ja foram obtidos e que urge testar.



Reviséo Bibliografica

A familia Brassicaceae (Fig. 1), € uma das principais e mais importantes familias de
plantas, englobando aproximadamente, cerca de 3700 espécies de 338 géneros, entre as
quais o género Brassica no qual estdo incluidas espécies comuns na alimentagdo humana
e, em particular, na dieta Mediterranica. Neste género estdo englobados todos os tipos de
couve, nabos e outras espécies, como a rucula (Eruca sativa) e a rucula selvagem
(Diplotaxis tenuifolia) atualmente muito populares para consumo em saladas, e espécies
como a colza (Brassica napus), uma das principais fontes de 6leo vegetal a nivel mundial
(EIP-AGRI Service Point, 2017; Petruzzello, 2020)

Figura 1. Imagens de vdrias espécies pertencentes a familia Brassicaceae: a) Repolho -
Brassica oleracea (L.) var. capitata L.; b) Colza - Brassica napus (L.) var. napus; c) Agrido
- Nasturtium officinale (R.) B.; d) Brocolo - Brassica oleracea (L.) var. italica Plenck; e)
Rabanete - Raphanus sativus (L.).

Neste género estdo incluidos também varios genotipos de Brassica oleracea,
utilizados como ornamentais e a Arabidopsis thaliana (Fig. 2), a espécie modelo mais
utilizada em estudos sobre plantas (Couvreur, et al., 2009) e o primeiro organismo
eucariota a ter o seu genoma completamente sequenciado (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000).



Diplotaxis tenuifolia

A Diplotaxis tenuifolia (L.) DC (Fig 3), uma espécie herbacea muito rica em
compostos nutricionais, popularmente conhecida como rucula selvagem (wild rocket)

originaria da regidio Mediterranica e da Asia Ocidental, é o objeto central deste trabalho.

Um aspeto particular no cultivo desta espécie é
a frequente confusdo com a rucula comum (Eruca
sativa) (Fig. 4), com a qual a D. tenuifolia apresenta
apenas tenues diferencas morfologicas ao nivel das
folhas, que sdo em geral, dependendo das variedades,

mais estreitas e mais pontiagudas (Fig. 3).

Uma simples degustacdo das folhas das plantas

pode fornecer alguma indicacdo sobre a espécie, pelo 7
sabor mais intensivo e adstringente das folhas da F'9ura2 Arabidopsisthalianal.
Diplotaxis, caracteristica mais ou menos pronunciada em diferentes variedades. No
entanto, na altura da floracdo, a diferenca torna-se evidente por apresentar a D. tenuifolia

flores amarelas, caracteristica claramente contrastante com as flores brancas da E. sativa.

Com um aumento na procura do mercado das saladas prontas para consumo, as
hortaligas “baby leaf” desempenham um papel cada vez mais importante na dieta humana
e, consequentemente, uma crescente importancia na economia nacional, europeia e
mundial (Nicoletti, et al., 2007). Nestas circunstancias, os ataques de pragas e doencas a
esta cultura passaram a ter maior impacto na economia em geral e provocando

repercussdes em multiplas empresas produtoras.

Este trabalho enquadra-se no projeto REMIRUGcula que tem como promotor o
INIAV (Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria), co-promotor a
Universidade do Algarve e outros participantes, o ITQB e o Banco Portugués de

Germoplasma Vegetal.

Este projeto tem como principal objetivo, “contribuir para uma maior
sustentabilidade da producdo de rucula selvagem resistente ao mildio, garantindo
alimentos mais seguros e saudaveis e a protegdo ambiental” e, simultaneamente,

impulsionar “0 conhecimento, a prospecdo e a valorizacdo dos recursos genéticos



vegetais, com uma forte componente de investigagio e inovagdo”. Através do
estabelecimento de uma colecdo de diferentes variedades de rucula e a identificagdo de
genotipos resistentes ao mildio (Hyaloperonospora sp.) este projeto promove a selecéo
de genotipos de interesse e aumentar a sustentabilidade da producédo de rdcula selvagem
(INIAV, 2019).

Figura 3. Plantas de Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. Notem-se

a as flores amarelas e as suas folhas, em geral, mais estreitas e
pontiagudas .

WY R A

gur 4. Plantas de Eruca sativa Mill,. A cor das folhas
(brancas) € a caracteristica pela qual, mais facilmente, esta
espécie pode diferenciada da D. tenuifolia.




A preservacdo de uma agricultura sustentavel e a conservacdo da diversidade
vegetal em geral, bem como das espécies cultivadas em particular, sdo constantemente
postas em causa por multiplos fatores, como o crescimento continuo da populagdo
mundial, a deflorestacédo, a urbanizacdo, o uso de herbicidas, de multiplos fitofarmacos
altamente poluentes e também pela utilizacdo generalizada de um nimero reduzido de
variedades de elite frequentemente geneticamente muito proximas entre si (Hoisington,
et al., 1999; Nanduri, 2003; Liang, et al., 2008; Boutin, et al., 2014).

O fato da taxa de crescimento populacional ser superior a taxa de crescimento da
area agricola utilizada, fez decrescer, entre 1992 e 2016, a rea de terreno cultivavel per
capita de 0,258 hectares para 0,192 hectares. No mesmo periodo, a populagdo mundial
cresceu 36% evoluindo de 5,45 mil milhGes de pessoas para cerca de 7,42 mil milhdes de
pessoas, enquanto o terreno cultivavel passou de 10,928% da area terrestre total, para
apenas 11,06%. (The World Bank, (n.d); FAO, 2019).

Esta situacdo € particularmente preocupante em paises subdesenvolvidos, cuja
taxa de natalidade, normalmente muito elevada, requer o aumento significativo da

producdo agricola, algo dificil de ser atingido nestes paises (Bruinsma, 2003).

Além da introducdo de novas tecnologias e de metodologias mais eficientes, a
solucdo para o aumento da producdo agricola, passa pela utilizacdo de variedades
agricolas altamente produtivas, frequentemente produzidas a partir de um “pool” genético
de elite, normalmente muito reduzido no que se refere a sua variabilidade genética. Essa
situacdo, leva a que uma larga diversidade de gendétipos, em particular de variedades
tradicionais locais, sejam negligenciadas, o que conduz a diminuicdo da diversidade
genética das espécies cultivas (National Research Council, 1993; Fu, 2006).

Por outro lado, a uniformidade genética das culturas constitui um problema que,
em alguns casos, pode tomar propor¢des graves. Um exemplo classico é o do ataque de
Phytophthora infestans que se verificou na cultura da batata, em meados do século 19 na
Europa, e que levou a morte por fome de aproximadamente 1 milhdo de pessoas e a
emigracgéo de outros 2 milhdes. Este problema foi particularmente sentido na Irlanda onde
era predominantemente cultivada uma Unica variedade de batata (Irish Lumper),

altamente suscetivel a este patdgeno (O’ Grada, 1995; Rao & Hodgkin, 2002).



Conservacao dos recursos geneticos.

A solucdo para o problema da erosdo da variabilidade genética das espécies
vegetais e em particular das espécies cultivadas, passa pela conservacdo de recursos
genéticos que, aliada ao melhoramento genético de plantas, permite conservar a
variabilidade genética existente, aumentar a produtividade das culturas e a seguranca
alimentar (Hoisington, et al., 1999; Nanduri, 2003).

A conservagao de recursos genéticos vegetais é, em termos gerais, efetuada de

dois modos diferentes: in situ ou ex situ.

Na conservagdo in situ, 0s recursos genéticos sdo mantidos no seu habitat de
origem, por exemplo em parques naturais, uma forma de conservagdo eficiente em
populacdes de espécies selvagens ou, quando se trata de espécies cultivadas, mantidas

pelos agricultores que as cultivam tradicionalmente.

Esta ultima forma de conservacéo in situ, também designada como conservacao
“on-farm”, constitui um método dindmico que permite a manutencdo continua das
variedades tradicionais e a continuidade na evolucdo das culturas. No entanto, este tipo
de conservacao, apresenta alguns problemas, principalmente devido & complexidade das
relacBes das instituicdes, que conservam recursos genéticos com agricultores locais, € a
diversos fatores, socioculturais e econdémicos (Dullo et al,. 2010; Sthapit et al,. 2010).
Em muitas situacBes, é necessario providenciar condi¢des para que 0s agricultores
possam ser ressarcidos das perdas provocadas pelo cultivo de variedades tradicionais,
normalmente menos uniformes e produtivas que as variedades modernas. Isto é
particularmente importante no caso de agricultores que pretendam vender a sua producao
a grandes superficies comerciais, que normalmente, exigem produtos agricolas em

grandes partidas e altamente uniformizados.

A conservacgdo ex-situ, consiste na identificacdo e coleta de acessos em varios
locais que séo, em seguida, trasladados para bancos de germoplasma especializados onde,
de acordo com as caracteristicas das espécies e em particular a sua biologia reprodutiva,
sdo mantidas sob a forma de sementes, cole¢Oes de campo e, em alguns casos, sob a forma
de cultura in vitro (Astley, 1992; Nanduri, 2003).



Dada a quantidade de variedades agricolas cujo produto final € a semente (grao)
ou sdo multiplicadas por semente, a conservacao de recursos genéticos mais comum € sob

a forma de sementes.

Um dos obstaculos & conservacdo em bancos de sementes é a dificuldade na
preservacdo de sementes recalcitrantes, que perdem a sua viabilidade no caso de passarem
por processos intensos de congelacdo e/ou secagem. A preservacao destes genotipos pode
ser efetuada através da cultura de tecidos e de plantas in vitro (Tausch et al., 2019; Vitis
et al., 2020) ou por criopreservacdo, que permite o armazenamento de germoplasma a
longo prazo, estimulando a reducdo das atividades metabdlicas do explante,
simultaneamente diminuindo, todas as atividades celulares (Villalobos & Engelmann,
1995; Streczynski et al., 2019).

Os acessos constantes das cole¢Oes de germoplasma podem ser intercambiados
entre colecdes e ser fornecidos para execucdo de varios estudos, em particular a empresas
privadas ou a instituicbes puablicas dedicadas ao melhoramento genético de plantas

(Schreinemachers et al., 2014).

Praticamente em todos os paises existem instituicGes cujo objetivo principal é a

recolha, preservacdo e utilizacdo de recursos genéticos locais.

A nivel mundial, existem vérias organizacgdes, cujo foco principal, é promover a

acessibilidade e a qualidade dos alimentos.

A Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), uma
organizacdo intergovernamental, apoia todos os estados membros e as suas instituicoes,
no desenvolvimento de estratégias para a implementacdo de uma agricultura mais

sustentavel.

A FAO apoia diretamente institutos de investigacdo como o Consultative Group
for International Agricultural Research (CGIAR), uma parceria entre 15 centros de
investigacdo agraria de exceléncia espalhados por todos os continentes, responsavel por
programas de investigacao, financiados por varios paises e organizac¢des, com o objetivo
principal de fazer avangar o conhecimento cientifico e inovacao agricola, para atingir as
metas de desenvolvimento sustentavel, estabelecidas pelas Nacbes Unidas. A esta
organizagéo estdo associados 11 bancos de germoplasma internacionais, contendo mais
de 700 000 acessos, distribuidos por todo 0 mundo (CGIAR, 2020).



Um dos principais centros de investigacdo membro do CGIAR ¢ a Biodiversity
International, sediada em Roma, Italia, cuja atividade se baseia no principio de que a
conservacdo e utilizacdo de biodiversidade agricola é globalmente importante para

alcancar sustentabilidade do planeta e assegurar a nutri¢cdo da populacéo.

Em Portugal, a colecdo nacional de germoplasma é gerida pelo Banco Portugués
de Germoplasma Vegetal (BPGV), abrigando cerca de 44 500 acessos de origem nacional
e internacional (Barata, et al., 2017). Na regido do Algarve, o organismo responsavel pela
gestdo regional de germoplasma é a DRAP Algarve, que mantém colecbes de
germoplasma de diversas espécies fruteiras (citrinos, alfarrobeiras, amendoeiras e

figueiras, etc.) assim como, de castas de videira regionalmente importantes.

Importancia dos recursos genéticos vegetais

A preservacao de recursos genéticos é determinante para o melhoramento de
plantas, que partilha em pé de igualdade com o desenvolvimento tecnoldgico a
responsabilidade do aumento vertiginoso da producéo agricola que se tem vido a verificar

no ultimo século e meio e que constitui a base para a seguranca alimentar mundial.

Baseado no conhecimento cientifico provido pela Genética e pelas novas ciéncias
OMICs, o melhoramento de plantas cria novas variedades, em geral mais produtivas, mais
bem adaptadas as condicdes especificas de cada regido e as exigéncias das diferentes

comunidades populacionais, e mais tolerantes a stresses bidticos e abioticos.

Na maioria dos casos, a solucdo para enfrentar novas situacées de stresse abiotico
e abidtico s6 pode ser encontrada nos recursos genéticos pré-existentes e mantidos em

colecdes de germoplasma (Singh, et al., 2014).

A evolucdo da conservacdo de recursos geneticos vegetais, ditou ao longo dos
anos, a necessidade de serem criados trés principais tipos de cole¢des de germoplasma:

colecdes base, colegdes ativas e colegdes de trabalho.

Na colecéo base, os acessos sdo guardados a longo prazo, a baixas temperaturas
(-10° a-20°C) ou por vezes criopreservados (-150° a -196°C). A colec¢éo base é, na maior
parte do tempo, estatica, com as sementes mantidas indefinidamente. No entanto, de

tempos a tempos, de acordo com a espécie vegetal os acessos tem de ser avaliados para
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verificar e refrescar a viabilidade do material conservado, e eliminar o material ja ndo
viavel (National Research Council, 1993; Ruiz et al., 1999).

Na colecdo ativa, 0s acessos sdo conservados a temperaturas de -4°C. Tratam-se
de colegbes a curto prazo, onde o germoplasma se encontra em condi¢des de ser
distribuido para utilizacdo em programas de melhoramento de plantas ou outros usos.
(National Research Council, 1993; Ruiz et al., 1999).

A colecdo de trabalho, é constituido pelos acessos utilizados, principalmente, em
programas de melhoramento de plantas. (National Research Council, 1993; Engels &
Visser, 2003).

Marcadores moleculares

Nas plantas, assim como em todos 0s organismos eucariotas, existem
caracteristicas fenotipicas que permitem a sua distincdo. Algumas destas caracteristicas
podem permitir diferenciar plantas individuais no interior da mesma espécie. No entanto,
quando se trata de identificar e discriminar plantas em circunstancias particulares, em que
essas caracteristicas fenotipicas ndo estdo presentes ou podem ser alteradas (por exemplo,
pelas condicdes edafoclimaticas) ou queremos estabelecer as relaces genéticas entre
individuos, populacdes, espécies, ou outro nivel taxondmico, as caracteristicas

fenotipicas passam a ser incapazes de fornecer resultados fiaveis.

Para ultrapassar essas dificuldades na identificacdo e criar uma inequivoca
caracterizacdo dos genotipos, recorre-se a métodos de caracterizacdo genotipica, em que

0s mais utilizados sdo os marcadores-DNA.

Os marcadores-DNA, sdo bastante eficientes na caracterizacdo da variabilidade
genética de algumas espécies, como foi efetuado anteriormente em espécies de B. juncea
(Vinu et al,. 2013), de B. oleracea var. capitata (Faltusova et al., 2011) (Fig. 1., a)), ou

em géneros como Lupinus spp. (Talhinhas, et al., 2003).

S&@o normalmente utilizados na localizacdo e identificacdo de alguns genes de
interesse, importantes em programas de melhoramento de plantas (Winter & Kahl, 1995;
Mohan et al, 1997; Rao & Hodgkin, 2002).



O uso de técnicas de genotipagem, € essencial na protecdo de propriedade
intelectual de gendtipos melhorados. A utilizacdo de perfis de DNA, com base no uso de
marcadores, permite identificar inequivocamente um determinado gendtipo e permite
salvaguardar de forma eficaz a propriedade intelectual que sobre ele penda (Castellana et
al., 2020).

Para as organizacgdes e empresas gque se dedicam ao melhoramento de plantas ou
grandes empresas de producdo e comercializacdo de sementes, um aspeto muito

significativo é o grau de pureza das mesmas.

A aplicacdo das analises genotipicas na avaliacdo da pureza genética das
variedades é um aspeto fundamental da utilizacdo de marcadores moleculares, dado que
estes (assim como 0 DNA gendmico), ao contrario das caracteristicas morfoldgicas ndo
é influenciado por fatores ambientais (Krishna et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Os marcadores moleculares séo atualmente fundamentais na gestdo dos bancos de
germoplasma, ao permitir o registo e a identificacdo inequivoca dos acessos, avaliar a
variabilidade genética existente nas colecBes, estudar as relacbes genéticas entre 0s
acessos e evitar a manutencao excessiva de genotipos iguais (Epperson et al,. 1997;
Phippen et al,. 1997).

A utilizacdo dos marcadores moleculares na identificacdo de acessos duplicados,
permite rentabilizar o espaco e diminuir os custos de manutencdo das colecGes
(Albuquerqgue et al,. 2019; Singh et al., 2019).

A utilizacdo de técnicas de analise genotipica é também usual na resolucdo de
problemas de homonimia (uma denominacdo para varios genoétipos distintos) e problemas

de sinonimia (varias denominacdes para um unico geno6tipo) (Muzzalupo et al,. 2014).

Uma acao importante para evitar o excesso de acessos conservados € a criacao de
colecBes nucleares que abrigam a maior quantidade possivel de diversidade genética de
uma determinada espécie ou populacdo, reduzindo ao minimo a redundancia genética no

interior da colecéo (Belaj et al., 2012).

Apbs o desenvolvimento da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR),
comegaram imediatamente a ser desenvolvidos marcadores-DNA baseados nesta técnica,

substituindo os até entdo utilizados marcadores-DNA baseados na técnica de hibridagéo
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molecular: RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms) e VNTRs (Variable

Number of Tandem Repeats).

Técnicas como a Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP), Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR), e
Simple Sequence Repeat (SSR) foram desenvolvidas nos Gltimos anos e sdo ainda

amplamente utilizadas em analises genéticas.

Os marcadores RAPD foram os primeiros a ser desenvolvidos. (Welsh and
Mcclelland, 1990; Williams et al., 1990). Utilizando primers arbitrarios que amplificam
fragmentos aleatorios, estes marcadores sdo bastante populares devido a sua simplicidade
e a sua capacidade de originar uma grande quantidade de produtos de amplificacdo, o que
0s torna bastante Uteis em muitos tipos de analise, como a caracterizacdo de diversidade
genética (Talhinhas, et al., 2003), a avaliagdo de similaridade genética de cultivares
(Gouldo et al., 2001), na identificacdo de espécies e subespécies (Bardakci & Skibinski,
1994) e identificacdo de cultivares (Hu & Quiros, 1991). No laboratério de Gendmica e
Melhoramento Genético da FCT, UAIg, ap6s muitos anos de utilizacdo em larga pandplia
de estudos, a utilizacdo destes marcadores estd praticamente reduzida a avaliacdo da

amplificabilidade de novas amostras de DNA.

Outro tipo de marcadores amplamente utilizados em ensaios genotipicos, sdo 0s
marcadores SSR, também conhecidos como microssatélites. Os microssatélites s&o
constituidos por pequenas repeticdes em tandem de motivos com cerca de 2-6 bp,
localizadas em locais especificos ao longo dos genomas, com um ndmero de repeticdes
extremamente variaveis de genoma para genoma, pelo que estes marcadores sao
normalmente muito polimorficos (Feng, et al., 2016). No entanto, tratando-se de
marcadores especificos (ndo-aleat6rios) requerem o conhecimento prévio de sequéncias
gendmicas que contenham sequéncias microssatélite, algo atualmente de relativamente

facil execucdo com recurso a sequenciacdo massiva paralela (NGS).

Os marcadores SSR apresentam, normalmente, elevada reprodutibilidade e co-
dominéncia, o que os torna muito utilizados nas mais variadas anélises genémicas, como
a analise de relacdes geneticas (Cabrita, et al., 2014), a constru¢do de mapas genéticos
(Farinho, et al., 2004; Wang, et al., 2017) e na identificacdo de cultivares (Ercisli, et al.,
2011) e discriminacdo de individuos (Powell, et al., 1996).
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NGS e genotyping by sequencing

O desenvolvimento de técnicas de sequenciacdo de nova geracdo (NGS),
possibilitou, em comparacdo aos métodos comuns, uma maior rapidez em analises
gendmicas. Apesar da rapidez de sequenciagdo ter aumentado, a inovagao nas técnicas de
sequenciacgdo, geraram também uma reducdo nos custos gerais das anélises gendmicas
(Poland & Rife, 2012).

A utilizacdo de NGS possibilita a sequenciagéo total do genoma, no entanto, com
0 constante desenvolvimento de novas ferramentas bioinformaticas, € possivel a
utilizacdo da NGS também para a identificacdo de Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP), também chamada de genotipagem por sequenciacgdo. A identificacdo de SNP pode
ser considerada vantajosa em relacéo a outros tipos de marcadores moleculares, pois estes
aparecem em frequéncias relativamente elevadas, o que pode ser bastante positivo nas
analises genotipicas de populagdes, ou até na construcdo de mapas genéticos de espécies
vegetais (Poland & Rife, 2012; Ting et al., 2014; Chung et al., 2017).
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Materiais e Métodos

Extracdo de DNA gendmico

Extraiu se DNA de 40 diferentes acessos (Anexo 1) da colecéo de germoplasma de ricula
selvagem que se encontra em construcéo no INIAV no &mbito do projeto REMI Rdcula.

As folhas de pelo menos 3 plantas de cada uma das variedades foram removidas,
enxaguadas com agua da torneira e secas com papel absorvente, para remover 0 excesso
de agua. A nervura central das folhas foi removida com o auxilio de um bisturi e a restante
massa foliar foi macerada num almofariz contendo azoto liquido, até ser obtido um pé

muito fino.

Parte do macerado foi colocado num tubo eppendorf, contendo 500 puL tampéo de
extracdo de DNA (250 mM Tris-HCL pH 8.0, 25 mM EDTA, 1% SDS) até que o volume
total atingisse, aproximadamente, os 750 pL. Em seguida adicionou-se RNase A (20
pg/ml) e incubou-se em banho maria a 65°C durante 15 minutos.

Ja a temperatura ambiente, adicionou-se 1 volume de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1) e apds agitacdo manual durante, pelo menos, 1 minuto a amostra foi

centrifugada em microcentrifuga a 13 000 rpm durante 3 minutos.

A fase superior foi recolhida para novo tubo e apds adic¢éo de 1 volume de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) e agitacdo manual durante 1 minuto a amostra foi novamente
centrifugada a 13 000 rpm durante 3 minutos. A extracdo com 1 volume de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) foi repetida, pelo menos duas vezes, até se obter uma interfase

completamente clara e limpa.

Apbs a ultima centrifugacdo, adicionaram-se 3 volumes de etanol absoluto a fase superior
coletada para um novo tubo eppendorf e, apds agitacdo para revelar o DNA precipitado,

a amostra foi armazenada a -20°C.

No dia seguinte, a solu¢do armazenada foi entéo centrifugada a 13 000 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante foi decantado e pequenas goticulas residuais nas paredes do tubo
removidas com micropipeta. O pellet contendo DNA foi deixado secar a temperatura
ambiente durante 2 horas, sendo posteriormente solubilizado em 50 uL de tampéo TEo.1
(10 mM Tris; 0.1 mM EDTA).
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Avaliacdo qualitativa do DNA genomico extraido.

A integridade do DNA extraido e o nivel de contaminacdo com RNA foram verificados,
submetendo as amostras a eletroforese em gel de agarose (1,4%), flanqueadas pelo
marcador de DNA “DNA Ladder III” (NZYTECH,).

A avaliacdo qualitativa da amplificabilidade, das amostras de DNA foi efetuada através

da analise RAPD com o primer OPE-03 da Operon Technologies Inc.

As reacdes RAPD-PCR foram realizadas num volume final de 15 pL, contendo 10 ng de
DNA gendmico, com 1x de Gel Load Reaction Buffer, 0,16 mM de dNTPs, 0,6 U de
NZYTaq DNA Polimerase, 1,33 uM de primer OPE-03 e &gua Milli-Q até perfazer o
volume. A reacdo PCR foi efetuada num Termociclador Biometra UNO Il (Thermoblock,
Biotron) como a seguir descrito: desnaturacdo inicial a 94°C durante 1 min. e 30 seg.,
seguido de 35 ciclos de 30seg. a 94°C, 30seg. a 36°C, 1 min a 72°C e um ciclo final de
10 min. a 72°C. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
(2%).

Os géis de agarose foram ap6s término da eletroforése, submersos numa solucdo de
brometo de etidio, analisados com um transiluminador UV e fotografados com uma
camara digital Canon EOS 1300D

Avaliacdo quantitativa do DNA gendmico extraido.

A avaliacdo quantitativa do DNA foi efetuada por espetrofotometria em NanoDrop One
Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), utilizando o
tampdo Tris-EDTA 0.1 mM como branco. Apo6s a quantificacdo, as amostras foram
diluidas em &gua Milli-Q para a concentracdo apropriada (2.5 ng/ pL) para serem

utilizadas como solug@es de trabalho (4 uL em cada reacao PCR).

Analises dos acessos da colecdo por marcadores SSR.

Recentemente, o Laboratério de Gendmica e Melhoramento Genético adicionou um novo

“Bioproject”:  “Diplotaxis tenuifolia isolate: DT550 Genome sequencing
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(PRINA624903)” e sequéncias de 500 loci de microssatélites (acessdes MT317453 a
MT317952) as bases de dados genémicos (NCBI).

Entre as 500 sequéncias de loci de microsatélites, foram selecionados 20 loci para

desenvolvimento de marcadores microssatélite ou SSR (Anexo 2).

Os “primers” para amplificacdo dos 20 marcadores microssatélites foram desenhados,
com apoio do programa Fast-PCR, de forma a possuirem temperaturas de “melting”
muito proximas de 50°C e contetdo em GC superiores a 40%. A sequéncia especifica de
cada primer foi adicionalmente validada contra os dados primitivos da sequenciagéo

massiva paralela (NGS) utilizando o software Tablet 1.19.09.03.

A sintese dos 40 primers (Anexo 3), foi entretanto solicitada a empresa NZYTech Lda.
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Resultados e Discussao

Andlise Qualitativa do DNA

A anélise por eletroforese em gel de agarose do DNA gendmico extraido dos
varios acessos, demonstrou que o DNA se encontrava em 6timas condi¢Ges em termos de

ndo-degradacédo e sem contaminacao clara com RNA (Figura 5).

M 13 16 17 19 21 22 23 32 33 34 35 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

Figura 5. Andlise qualitativa do DNA gendmico extraido de Diplotaxis tenuifolia. A existéncia de
uma Unica banda de DNA no gel de agarose e a auséncia de arrastamentos pronunciados imediatamente
abaixo, indicam que a DNA extraido dos varios acessos se encontra relativamente intacto. A auséncia
de manchas de arrasamentos de acidos nucleicos na segunda metade do gel s&o um bom testemunho
da boa atividade da RNAse_A adicionada durante o processo de extracdo do DNA e da praticamente
ausente contaminagdo com RNA.

Na Figura 5, é possivel também verificar que a quantidade DNA extraido foi
diferente de acesso para acesso, uma consequéncia direta das quantidades massa foliar

utilizada na extracdo de cada amostra.
Anélise RAPD

O acesso VT1 (Anexo 1), amavelmente cedido pela empresa Vitacress, foi usado
como referéncia (controlo) da espécie D. tenuifolia. A avaliacdo da amplificabilidade do
DNA por anélises RAPD permitiu identificar trés acessos (29, 30 e 31) bastante distintos
do acesso de referéncia VT1 e de todos 0s outros acessos que, entre si, apresentam ligeiras
diferencas (Fig. 6). Estes 3 acessos, enviados de Italia, foram mais tarde confirmados,
pela cor branca das flores, como sendo de Eruca sativa, totalmente resistentes aos
isolados de Hyaloperonospora sp. (mildio) obtidos em plantas de Diplotaxis fortemente
infetadas.
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Figura 6. Gel de agarose (2%). Perfis de amplificacdo com o
primer RAPD OPE-03. M - Marcador NZYTech Ladder IlI.
Note-se a similaridade dos padrbes de amplificacgdo RAPD do
acesso VT1 e da larga maioria dos acessos, exceto 3 (acessos
29,30,31) que foram posteriormente identificados como como
sendo de Eruca sativa.

Analise Bioinformatica

Um programa recente de sequenciacdo (NGS — Illumina) de DNA extraido de
nucleos celulares de Diplotaxis tenuifolia parcialmente purificados, realizado pela
Universidade do Algarve no ambito do projeto REMIRUcula em colaboragdo com o
INIAV, resultou em 105,7 M sequéncias que agregam 15.3 Gbp (Fig. 7).
(https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?run=SRR11802588),

Runs: 1 run, 105.7M spots, 15.3G bases, 4.8Gb
Run # of Spots # of Bases Size Published
SRR118025858 105,745 217 153G 4 8Gh 2020-05-16

Figura 7. Dados no NCBI da sequenciacdo de Diplotaxis tenuifolia.
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Estas sequéncias estdo agrupadas em 167 140 contigs (ainda ndo publicados) dos
quais foram extraidos 500 loci microssatélite, publicados em separado nas bases de dados

genodmicos (www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=diplotaxis%20microsatellite%20)

Dos 500 loci microssatélite foram escolhidos 30 para re-selecdo e transformacédo

de 25 em marcadores microssatélites (SSR).

Foram desenhados primers com temperatura de “melting” proximas dos 50°C e
analisados contra os contigs resultantes da sequenciacdo utilizando o software Tablet
1.19.09.03 e diretamente contra as “raw sequences” publicadas como um SRA

(SRR11802588), para validar as sequéncias dos primers.

A necessidade de uma validacdo aturada das sequéncias dos primers advém de um
problema recorrente as sequéncias dos loci de microssatélite. E muito comum, que apds
passagem sobre uma sequéncia microssatélite, varias DNA polimerases passem a cometer
maultiplos erros de sintese, e consequentemente erros de sequenciacdo, antes de

regressarem a um funcionamento normal.

A andlise BLAST de sequéncias de 25bp, que incluem as sequéncias dos primers
que se pretende validar, contra as sequéncias depositadas sob a forma de SRA no NCBI

permitiu também validar as sequéncias dos primers que se pretende mandar sintetizar
(Fig. 8).

Reads (separated) a)

>gnl|SRA|SRR11802588.100003134.2 100003134 (Biological)
TAGAAATGTCGGGCCATTGATTGTCCCTAAGCTCAATTGGTAACAGAARAGAAACCAACAR
ATACACCAAAACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTTAAATGTGATA
AR

Reads (separated) b)

>gnl|SRA|SRR11802588.95883654.2 95883654 (Biological)
ATCAGAGGGTCAACCCGCGTGACTTTGACGAAACGAAGCCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGAGTGAAGCTGGTTAGGGTTTTGTCAGAAGGCTCGACAGAGTGTATTAGTCGTGG
TCAAGTTAGAAGAGTGTTGCTGTT

Figura 8. Dois exemplos (muito parciais) da analise BLASTn de sequéncias de 25bp, que incluem

sequéncias de primers a validar, contra a base de dados SRA: a) microsatélite DT14CAL8; b)
microsatélite DT41GT12.
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Conclusao

Apesar do trabalho ter sido interrompido pelo periodo de confinamento e outros
periodos, que se seguiram, de contengdo do COVID-19, foi possivel realizar o trabalho
acima exposto. Entretanto, ja se encontram sintetizados 0s primers necessarios para
amplificacdo dos 20 marcadores SSR selecionados, podendo ser retomada a selecdo dos
marcadores mais polimorficos, que permitam identificar de forma inequivoca os varios
acessos da colecédo de germoplasma que se encontra a ser organizada no ambito do projeto
REMI Rucula, estudar as relagdes genéticas entre 0s varios acessos, as relacdes genéticas

com outras espécies do género Diplotaxis e com outros géneros da familia Brassicaceae.

Estes marcadores SSR irdo também ser utilizados para a localizar, identificar e
clonar um gene maior (ou QTL) que confere forte resisténcia ao Mildio

(Hyaloperonospora sp.) na racula selvagem (Diplotaxis tenuifolia).
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Anexo 1

Ne
Ne Nome do acesso Nome do acesso
acesso acesso
VT1 TZ 4194 (tratada) 40 Wild Rocket, CN WROC 2117 UNT
1 wild rocket, var. BELLEZIA UNT 41 Wild Rocket, CN WROC 2118
3 wild rocket, var. LETIZIA UNT 42 Wild Rocket, CN WROC 2119
4 wild rocket, var. PRONTO UNT 43 Wild Rocket, CN WROC 2407 UNT
ild rocket, var. SORRENTO (tratada .
e Y ( 44 Wild Rocket, CN WROC 2410 UNT
verde)
13 CN 922 45 Wild Rocket, CN WROC 2422
16 APOLLO 46 Wild Rocket, CN WROC 2425 UNT
17 ATHENA 47 Wild Rocket, CN WROC 2426 UNT
19 TZ1138 UNT 48 Wild Rocket, CN WROC 2433 UNT
21 SINOPE 49 Wild Rocket, CN WROC 2441 UNT
22 SINOPE UNT 51 Wild Rocket, CN WROC 2443 UNT
23 89-004 UNT 57 Wild Rocket, CN WROC 2450 UNT
29 Rucula (E. vesicaria sub. sp. sativa) 58 Wild Rocket, CN WROC 2451 UNT
Diplotaxis tenuifolia, var. BELLEZIA
30 Rucula (E. sativa) 98 plotaxi uifolia, v
UNT
Diplotaxis tenuifolia, var. LETIZIA
31 Rucula (E. sativa) 99 ‘plotaxi uifolia, v
UNT
32 Rucula selvatica (D. tenuifolia) 100 Diplotaxis tenuifolia, var. JOLIZIA
Diplotaxis tenuifolia, var.
33 Wild Rocket, CN WROC 2110 101  Diplotaxis tenuifolia, var
ANASTAZIA
Diplotaxis tenuifolia, var.
34 Wild Rocket, CN WROC 2111 102  Diplotaxis tenuifolia, var
PRUDENZIA F1
35 Wild Rocket, CN WROC 2112 UNT 103 Diplotaxis tenuifolia, var. TRICIA
39 Wild Rocket, CN WROC 2116 UNT 104 Rdcula selvagem
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Anexo 2

>DT02CAl6 (contig 16076)
AGGCTAACATATCATATGAGGCTCGCGTTCAAGTTTAAGAACTCTACTGAAGTTGGATTCCTGTTGACAC
AAAGAAGCAAGGAAAGCACCTAGTAAATTATAAGATTTGTGGAGAGAGCTAATTAAACCATTTGCAAGTT
ATTATAACGAACCTTGTATTGGTGAATCTTGTGACAACAACAACCCTTCCTGCTGGCCCTTTGATCTCAC
CAGTCGTTTCACTCGGCTCAGACGTAGCCCACTTGACATTGCACCTATTCAA
TCTAATCAAAATCTCTCTTAAGTATATGTGAGAGTTAGCTAGAGCATAATTACG
CCTTGTCATTGCGTTTGTTGCTCCACTATTACTGCTGCTTGCCTCTGCACCATTAGTAGTACTCCATTTT
CTTAGTGTCCTCGCCAGATGTTTCACTCGGCTAAGCCGTATCGTCCCCACCAGTTTACCCAACTCCTCCA
CTGGTATTATTCCCACACCTACAACCCACATATAGACACACTTTTCACAACCTATACAAATCCAATTAGT

>DT12CA15 (contig 58401)
GCTCCCCAAACGACGCAGACGCTCAATGCGAAAGATAATATTTAATTTGGGGTTATCAAACAAACAAACA
AAAAAGGACAGGCTACGTTGATTCATCACCATCTCAGCATTGTTTTTTCAACAGGTTTATCCAAGGGATA
TACATGCATTCGGACTCATAGCCTGGACAGGGAACGACGTGTTGAACAGAAGGTATGAACATAATAATCC
ATTATGCGTATGTCACCAAAGATTIGTTTTTAAATTAAGAACAAA
-ATCCATATATATATTTGATAATGCAATGGAAATTGCAGGCTGAGATTGCTAGCAGAATCCAAGGGA
TATAGACTTGATGACACTGGGCTGTTCCCAGCTACTCACAGCTCAAGTGGTAACCGGGTAAGGGCAACAA
TGTGAATGATTAAAAGGGAATGAATGAATGATTTTATTTTATGTTTGAGCATGTGATCATGTTTCTTTTT
GTCAGGGTGGTAGAGCAAGTGCCAGCATGAAACTCTCCACAGAGCAAGAAGTTTTCGATTTCT

>DT14CAl18 (contig 75179)
TAATCCTATCAACTCATATTATATAATTATTAGAAACAAGCCATTAACTCTTCAGGTCTAGAAGGTTGAG
ATTATTAGCCATTTTCTTATAAAGCATCTGCCCACATAACGGCTCAGAGGAACACATTCTCTATAAATGT
CTCAGTGATCAGCATAAAGTTACTGAAGACTAGAAATGTCGGGCCATTGATTGTCCCTAAGCTCAATTGG
TAACAGAAAGAAACCAACAAATACACCAAAACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTT
AAATGTGATAAAAAAACACTATATCTAACCTTCAATTTACTCAAGACTGGCAAAACTTATGAGCCCTAGC
ATAATACGACAACCTTCTAGAGTAGATTGGAATTACCTTTCCTTGGAACTCAACGAGCGCTGCATCGGCC
ATTTTCTTGGTTTTGAAAGAAACAAACCCGTAACCACTCGACCTCCTTGGATTTTCACGGAATATAACTT
CAGTGGACACAACGTTCCCAGTGTCTGCATCAAAGAACTCCTTAAGATGCTTGGCCCTTGCTTCAA

>DT35GT11 (contig 46042)
TCAAGACGCTCTTCTAGAAAAAGTGCGTATGTTCTAATCCATGCAGAGCAATCCCAAGCTGAAAACACCA
TGCAAGTGATCAAGAAATGTTTCATTAACATACCAAAGATTCATTACTATCATACCTAGAGGACTTGTGT
CGTCTTTGAAGTTAGATATACGTAGAATATGTCCTCTGTGTGAATAATTGAGAAGCTCATCTTTGAATGT
TGGATCACCTTCTCTTAGTGTTCTGTGAATGACTATTAAAACCTTAATAGCCACCTGCATGTTGATAAAA
GCAATTTAATTAGAGCAGAGTTCATGTAACTAAAGAAAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT TTAAGTGACT
CACAATCCAATTGTGAGTTCTAGATAATCTCTTGGCTAGTGCATGAATGCAGTAAGCAACATCTGCTCGT
GGTCGTGCCACAGATGTTGCAGAGAATATTTCTGTATTARAGATTAAAAAACTCTGACCGAATCAGARAC
TCTTCATAATCATCATAAACCAATTCAGAAGAGAGAAACTATTACTGCGAATATGTCGTTCTTTGGG

>DT25CAl6 (contig 116501)
ACGGTCAAAATAAGAAAACTCAACATTATGGTGTTTGTGTCCCTGGAACCAATGATACCGACTACTATGG
AATTATTCAGGAGATCATGATGGTAGAGTATCATGGTGTTGTTGGCTTGAAAATCATTGTTTTCAAATAT
TCGTGGTTGATACCACGGAAAACCGCGGTATGAGAAGACATGTGTCTGGTCTAGTTGATTTCTCACCACG
CAGACAATATGTAAAATATGATCCTTTTGTATTACCAAATAAGTAAAATA
TATATATATTATATATATATATATAATTTATAAAGATATAAAATTATGATGTTATTGT
ATAATAAACAGATAACTGTGATCAAGCATATTTTATTCCTTACCCACGGATATGTCGACATTCAACCGAA
GATTGGTAGGCAAGTGCAAATATTTTTCCCCGGGGAATCCGAGAAACAGCAAAAATTGCTTTGACTGCAT
GGCAAGATGATAGACGTGACCAAGTTGCTGAAAGTTCATTGTTATGGGTGGAGACACATGTTGT

28



>DT04CA24 (contig 17567)
TGTCTTGCAAAATAGGAGACTTCTAGGTAAATCTTGTAATTTTTGAAAATGATCATTAGACATTGTGGGT
ATAAGAGCGATCGATCGATGCACAAGGTGAGACATCGATCGACGGTGTGTGTGAAATCCAACTCTGACTT
GAGTCTTCAGGATGAGAATTCACAATGCTCTAAAATGGTCCAAAAGCTCTAATTGCCTCAAACAAGTACA
TGAACCTGTTAAGACTCCATAACAACTCCAAATGCATAGAGAATGTCATAAAA
TATATATATATATATATATATATATATATATATCATGGG
TGAAAATTTGTAAATTCCATGACATATCATGTGTCTAAACTATGTTTTAGAGTATTTATAGGTCTAGGTA
TGTTTTGGAGTTATTTGGAACATTTAGAGCTTTTTGGATGACAAAACTCATAGCTAACAAGAATCAGCTA
AGTTAGAGTCGACATATGAGATTGGAATCGATCGACAATGCAACATTGGCGTCAATCAATGATT

>DT21CAl6 (contig 98741)
GAGTTTCAGCATTTTGCTCAGAGAAGCAAGAACAAGGAGGGAGAGAGCCTTACTCTTCCTCTGGGAGAAR
CGGCCCGCCATCGAAATAATCACCTAAGAACAAAACAACGTCTGGTTTGAAAGGCAAGATAGACTGAAAR
AACGATCTCCGCATGTTTACATCAGTGTAGAACTGTGCAACCTCCAAAGCAAGCGTCTTTGATGACAAAC
GAAACGATGTCTTATCCATGAGCTGCGACAACAACACATTCAGATGATTGGCTCTCTACTAACACACACA
ACAGTACTGAAARAAAGCATTCAACCTGTGGATCAGTGACAATGGCT
ACTTTAGTAAACTTCCCATCACTCTGCAAGACAARAGAAGAAGAAGCTAGCAGATATGACCAATCACGTC
TTCAAGAACAAAGACTCGTACTTTCGGAACAGAACAAGCAAACACAAAATTGGAAATGTCATTGTCCTAA
AAAACATTCTCATACTTTCGGACAGAACAAGCAACTACAAGATCGAAGTGTCTCATTGCAT

>DT25TAl12 (contig 212)
AAAAAAGTTATTCTAGTTTGGTTTTGGTTCAGTTATTTCAAGTAATTTAGAAAAAAAATAACGATATTTT
AGATAARATATTGAGTATTTTGAAAATTATCAAATTGTTAGAATGATTTAGATAAAAAGAGTTCAGATAG
ATAGGATTGTTTTGGATATTTCGGATAAACATATCCGCTTACTTTCAGGATTGATGATTGATAATTTTTT
TAAAATATTTTCGAAGACTTTTAATAGATTTTTAAAT TATATATATATATATATATATATAT TTGGCTAT
GCTATGTATATAATTAATATTTGGGTTTTTAGTGATTTAAACTCCCAACTATTTTTAAA TCGGAAGAAAA
AC (C) TCCAACTAAAATTTTATGTTTTTAAACCTTGAACTATTAAACCGTTAGTGATGTTAACCTTCCGT
TAAAAAATTCGTTTTTCCTAAACAGACATCCGTTAAATTGAAACGCGGTGTTTCATATAATCACATAAAG
GACACGCAATGTTTATAATCAACAAATATTTTAGTGATTTAAACCTCTAACTATTTTTAAATAGGATGAA
AAACC

>DT26TAl7 (contig 226)
CTTTTTTGAATATTTCATAATATTTTGAAATAAAGATTTCTTCAGTGCTAGGTAACATTATTTCTATATT
TATTATTTGCAGCTCCAATGATAGTATACTTGGGTCAACCATATAAAAGCCAAACCCGCTCAAGTGTATC
CTTCATGCTATAATTTATTAGCTGAACAAACCATACGAAATTTATTTTAAAGAATTTGTAAATATCTACT
TGTTTTTATTAACTTGTATATATATATATATATATATATATATATATATAT TGCAACATAATGGTTTAGA
GTATTTATCCAAAARAGTAGTAGTTAGTTAATCTGTTTACTGTCCTGATCGTAGTTAGAAARTAATTATA
TCTGACGTTCTTAGAGATTCCTAGTCGATTCTTATTATACTATAATCAAAGTTTATTTGTCAAGCTACAT
CGATTCAGTTTTCTTTTGTGTATAACCTACTAATAGGCAAATTCAAATTGCATGTAGCTTCGGATAAGTG
CCTTTTGTTATTGGTTATCGAATTCATGATAACTAATTGAAAAAATAAATTTCTTCTTAAACTAAATATC
GATCTCA

>DT30TAll (contig 294)
TTAAAATGAGCATACAAGAACCAAGAAAARAGTAGCTAAAATTGACTCGTGTAAACTTCAACGTACCAAA
ACARAAACCCTTTTGTTTATATTCCCCARATCCTCCTCTCCTTTTCTCATCTTCTCACTTCAAACTCTCT
CTATCTCTCTCTCTCGCCTCATATCAAGAGCTAAATATTTCTCTGARAGCTGACTTCARAGCTTTTTCTA
AAGCAAACAAAGCCAATCCTTCTCTAATTGAGATTTTAT TTATATATATATATATATATATATAAATTAA
AAAGATGGGGAGACATTCATGCTGTTACAAACAGAAGCTGAGAAAAGGACTTTGGTC TCCTGAAGAAGAC
GAGAAGCTTCTTAGGTACATCACTAAGTACGGCCATGGTTGCTGGAGCTCTGTCCCTARAACAAGCTGGTA
ATATAATTTTCTTCTATTTATCCGTTTATTATAGCTTTATTGTGTTAGATTAATCCTCCTTCCTAATTCC
TGAATTATCATTTAAAAATATTTGTAGGTTTGCAGAGGTGTGGARAGAGCTGTAGATTAAGATGGATAAA
CTA
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>DT19TA12 (contig 133)
ATATGATTTATGTGGCTAGCTGGTTCATGCAGTTTTTAGCCAACTATCTATTGATTATTGCATCAATCTT
ATTGTTTAAGCAAAGTCCTTACAAATTGCACAACAAAAAAATAGTCATATTGCAAGAATGATATATTGTT
GCAATATGCTCATATATTTTTGCAAATATGAAACTGCAATAGAATTGTAACAAATTTTAGTTTCTTGCTG
TTTGAATGTTGCAAATTCATATTTGTTGCATAGACGTAGTAAAATTAGCAACAAATTGAAATGCTGT

TCATATTTTTGCAACCATTTTTAATAGTGATTTTGTTGTATATTTACAA
CGTATTTTCTAACGATAAATGGTGGCAAGTCATTGCTACGTAAAATATATAGTAAAACACATTGCAAACT
GGTAATTATAGTTTTTTTAATTAAATAATTTTATTGCAAAAAATATTTATATATAATTTTTTCCGTACGA
TTGCAACGTATTGTTGCATTTTTGAAGTTATTACAAAATTTGCTATATAAAATATATAGCAAATGTTGTT
GCAAA

>DT10GA1l5 (contig 10754)
CATATTAGAATTTTTAAGAGGGAAAACAGCAAACCATTTATTTTAGTCAGTGAGCTTCCGATGTTATGTA
TGATTTATGAGGCCTATGATAACTGAAATATCAATTGATATGACTCGTTTTGCTACTGGCATCATAAATC
TCTAGTTCTACTACAATAGAGAGAACACAAGAGGCAACAGAARAACTTAAAACCAACTCTATGCCAAGAG
AAAACATAAAGGAAAGCCAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAACCTTTCTGGCTTCATCTTC
TTTCAACTTAGCAGCATGGATCTTCTCAGTACAGACTTCAATTCTCTTTCTCAAG (T) GTTCCAGTGCTT
ACAATATTTTCAACAAAAGAAGAGAGGTAACATGAATGAGGCGTTCCCTGAGTAAAAAAAAGTGAGACAC
TTGCTTGCTAATACTGTACCTGCTTTCTTAGGACCAGCAGTGAGTTTCATTTCCATGGTGAGGTTACCAA
AACATGCTTTCTTAGGACCAGCAGTGAGTTTCATTTCCATGGTGAGGTTACCAAAACACCCCTTA

DT55GT15 (contig 107264)
TAATCTTATCTGTAAAGCTTTACGTATGCTCTATTGTTTTCCCTCTTTCTATCACGCATGCTATATTGTT
TTCAATCTCATCTGTGAAGCTAATAATATCTTTTTTTACTCTTGCAGATGGCATCCTCTGCTTTCGATAA
CGAACAAAACGATATTGATATGCATTGTGAAGACCAAGAGTACCAAGAGACAAGTGCTAATGTGAATGCA
ACATCCAGAGCATCCTCTCAGGCGAGTAAGGTGAAGAAGTTGGTTGTGCCAAGGTCTCGT GTGTGGGAGC
ATTTCACAAGAACCARAG (C) GACCCGAGACAAGIGIGICIGTETGICICICTGTETGRETGICACCATT
GCCACAATATCTTTTCATGCGCATCTAAGTCAGGGACTTCGAACCTGAAGCAGCATGCAAAT CTGCAAAG
AACACCAGECGTTCTTAATTGGTCAGAAAACGGATCAACAACAGCTTGATAATGAAGGAAAGCTGAAGCC
ATCTAGAGTTTCCGAGTCTCTTTTCAAAGAAGCGTGTAATGAATTGATGGTGTTAGCAGAGTTGTC

>DT41GT12 (contig 72063)
TGATGAACAAAAAAAATTCACCATAATTTTTTTCGTAAACATGGTGTAGCAGTCGTTGTTAATTGCCTTT
ACGAAAGATACTTTATTTCCACGGTTTATGAAATGACCAGATAAGTCCGATATATATAGTCGGATCARAC
ATTTTAGAATATTTCTATTTACATGATCTGTACAACATAGTCAGGAATGGAGAAGGAARATGAGAATAAA
TCCCAACTGCTATTATCTGATATGAGATAATTAGTCACTAAGATCATATCAGAGGGTCAACCCGCGTGAC
TTTGACGAAACGAAGCCCETGTGTGTGTGTCTGTGTGTGTGTGAGTGAAGCTGGTTAGGGTTTTGTCAGA
AGGCTCGACAGAGTGTATTAGTCGTGGTCAAGT TAGAAGAGTGTTGCTGTTCAATGGGGCTGCTGCTTGT
GGGACTACAGATTCTGCTTCTCTTTGGTTCTGAGATCCTCACGTTGGAGATTGCAACCACTAGCACATCT
ACCACACCGCTCTCATCTTCTTCTTCCTCCTCTGTGTTGGAGAATGAATCAGATGTTGGTTTCT

>DT51GT11 (contig 93338)
GATGAAGGTTCCGAGAACTAACCAGCTTGGTGTCAAAACCAAAGATGGGTTATACTATAAATTCACTGGC
TTTCGTGACCAGGTTTGTGTTTTGCAGACAAGATTCCTTTGTCTTTGCTTGAAGCTTATGTGTGTGTTCT
TTTGGTGGTGTAATAGGATGTTGCGAGCCTGACAAGTTTTTTCCAAAGTGCGTTTGGGAAAACACCTGAA
GAGARAACAGCTTTCTGTTAGTGGTCGGAATTGGGGAGAAGTGGATTTGAATG
-TGTCCTTCGCATTTAAGCTTCTTATGTGGATAAAGGTCTTAGCTTTATTTCTTTTTTGTTTGTGTG
TGTGTGAAGGGAATAATCTGACGTTTTTGGTTGGGGGAAAGCAAGCTTTTGAGGTGTCTCTGGCTGATGT
TTCACAGACTCAGCTTCAAGGGAAAAATGATGTTTTGTTGGAGTTTCATGTTGATGACACTGCTGGTGCC
AATGAGGTATGATATTGTATGTAAGTGTGTGTTATGTTAGCTGAGTTGCTGATTCTGTTGTTTA
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> DT58TAll (contig 653)
TTAGTGATTATGCTAGGTTGAAACGGTTTTAAAAGTAAATTGCAGGTTTGTGAGAAATGGTAATTTGCTC
GATTGAATCGGTTTTGGTATTAAACAATAAGGAAAGGTAGTTAGATTTAAGATTACTATTCAGATAATCA
GGATTATAATGCTATATATGCCTAATAAGTTGCATGCATGATATTAAAAAGATTGAAATATGCTAATATG
TCCTCGCGTTTTAGACTCGTCTATTGATCTGATGCCGAAAATATCGATCGATGTTTTGACAGCGATATCG
TTTGTCGTCGATCGGTTACTCTATACGAGTATCGATCGATATAGCTC
AGATCGAGTTGATGTGGATGCTCACCAAGATCATAGATCGGTTCTCGCGTATCCCTAGAGGATCTTAGCG
TATGCAAGATGATGTTAGGATGATGATTAACGAGTTAATTCATTCCAAGATCATATTCTAGTTTGCTACT
CTAGGATAAACATTAGAGTTCATCATGATAATGAATATCACAACTCAACAATCTATAGTTGGGGCT

> DT61TAll (contig 686)
AAAATAAAATCTAAACTCTTCACCAACAAAAGGTAACTTCAGGTAATTTGATAAGCTAATGTGTAATCCA
CCATTAAGATTTTCATTTTTTATCTTTAGGTGAAGAAATTACGAAAAAGCATGAGACCGTACATAATACT
TATGGAGCTTCTATTTCATTTAATCTATATTAGTACCTTAGCAGTTGCTCAAAACCAGGATTACATGACA
TGCAGTACATGTTAGTAATAAAGCGACCCTGCATGCACCAAGTATAATAATCTTAATTT TACATATATAT

ACTAATAAATTGTGCAAAAAAAACTTCTCAAATAAATAAATCTTTAAATTTGGAT
AGCAAAACAATGATACCTTCCCACCAGT TTCCTCTTGATGCGCTTTTGGAATCGCCTTCCTCTCCATCTT
TCTTGTACTGCATAAGTTAAAGATAAAGAAGAAAAGCAGAATAATTTTGAAATTAATAATACATATAGGG
ACTACACGTACATGTAAAGTATATAAGTTTTGTTACGTTACTCACATAGGTGTTATGGGTATGATAGGTA
C

> DT182TAl4 (contig 17224)
TCTTGCTTCAGTTCATGAGATACAAAATGATTTGGGGAATCCATCATATATTATCAACGGTTTCTCTCAA
GTTCTCCAGATATGCGGATATGAGGTTGTTCTGTTGATAGTAAGGTCAAAGCTCACACAGAAGGTGCTCT
ACATGATTCTGTAATGTTGATGTGGTAGGGATTTAGAGCAAGAATTGACTAACTCTGTGTGTGCACCTTC
TGTGCATATATATCTTTTTACTATCTCAGCAAGAAGAAGATATATATATATATATATATATATATATATC
TTGTTACTTCCGCTGATCATATTGCTCTGTTTCAGAGATTACAAAGCAACAACTCTTTTAATTCTTCCAC
GCCTGGAACTGAATTAAAACTGAAGCATGCTGAGATGTTTTGTTCACCAAAGCGGGGGCTTGTACCGACT
GTTTCCTGACTTTTCTAATTATAAAAGATGCGCATAAATGCATCGAACTTGATGATACTTCTCAAAACAT
AGTAAAAAGTTTTTACTATAAATAAAGTGAATAGTGAAAGATGAAGCTATCACCAATCAATTCTCAG

> DT189TAl4 (contig 19700)
AGCACCAAAGACTTCGAGGGGAGAGAGTTCAGCCCAGTAGCACAAGCTTGCTGAATATTATACTGATGGT
GAGGAAAAAGCACTTGATTGTAAGCCTTAACTGCTGCATCCTTTAGAGAGTCATCACCTCTGTGAATCAT
ATTAAAACACGATTTAAACCCCGATAAARATTACAACAAGCCACGGTCAAACTTATACAAGTAATTCAGTC
TCGGGTATCTTGTATGGCTATATAATATATATATATATATATATATATATATATCTCTGCTTGTGTGTGT
TAACATTTTTCGAGAGAGTCTATATAAGAAAACTTACTCAGTAGCCAATAACTCTTCGCACAGAACCTTG
ATCATTTCAAGACCCTGCTTTACCTTCAACAGGTTTCTTGTATGGCTACCAAATTTCTTTACACAGCCTA
CCTCAATGTCTTTGTCAATCATTGCCTCCAATGTCGATATTGAACGCGATGCCACGGCCAGATCATTGAG
CTGGAAAAATAAGTTTGTTTCTCAACGCTTGATATATAAACAAACACTCAATTTATAAATCGTCATGAT

> DT71GAl6 (contig 50994)
CTCTTATTGCACCTTTCACGCCCTGAATATTAACACAATGATGTTAAAGATCCTTCCACTTATCACTCAG
ATGAAAACAAAATGCTAAAACATAACCTTAAGTGGAAATCCCAAGCATATTACAGCTGAGACTCTGATAT
CTTCACTCACGGCTACCATGCAACTTACTCTGCAGAAGCATAAGATCACAT CCAACATAGAAAGGTGCGT
AACAGAACAACGTGCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATC TACCTGGAACCCATTGATTTG
CCAGCCAGTATCAAAGGATGACCAGGGAATCTAGCAGCAGTTTCTTTCACAAAATCCAGATGARATTCAG
TAAGTTTTTCAGCTTTTGGAGGAACTCTTCTTTTCCCTCCAACAATATCTACCCACCCAGAAATTTCCAC
AAATTAAATTGAATCCCCAATAAGTTTCTATCAAGAACACGAATATTATTATTARAAAAAAATCTAGAAT
TTTCACAGACATGGGTAATCAAATGTGATAACGTCAACAGCTGCTAAGCTCTTCTTTAGCCTATC
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Anexo 3

PRIMERS

Nome: Sequéncia (5°->3): Tm (°C):
DT02CA16_FW CCTTTGATCTCACCAGTC 49,2
DT02CA16_RV AGCAGCAGTAATAGTGGA 50,1
DT12CAl15_FW GCGTATGTCACCAAAGAT 49,6
DT12CA15_RV CTGTGAGTAGCTGGGAA 50,3
DT14CA18_FW CATTGATTGTCCCTAAGCT 49,4
DT14CA18_RV ATGCTAGGGCTCATAAGT 50
DT35GT11_FW CCTTAATAGCCACCTGC 49,3
DT35GT11_RV TTCTCTGCAACATCTGTG 49,4
DT25CA16_FW CACCACGCAGACAATATG 50,5
DT25CA16_RV CATATCCGTGGGTAAGGA 50,2
DT04CA24_FW TGAACCTGTTAAGACTCCA 50,3
DT04CA24_RV CTCCAAAACATACCTAGACC 49,4
DT21CAl6_FW CGATGTCTTATCCATGAGC 49,7
DT21CA16_RV TTGCAGAGTGATGGGAA 50,7
DT25TA12_FW CGGATAAACATATCCGCTT 49,5
DT25TA12_RV GGTTAACATCACTAACGGT 49,2
DT26TA17_FW GCTGAACAAACCATACGA 49,8
DT26TA17_RV TCTAACTACGATCAGGACAG S0
DT30TA1l_FW GCAAACAAAGCCAATCC 49,4
DT30TA1l RV CTTCTCGTCTTCTTCAGGA 50,6
DT19TA12 FW CACAAGAGGCAACAGAA 50,2
DT19TA12_RV CGTAGCAATGACTTGCC 50,5
DT10GA15 FW CACAAGAGGCAACAGAA 49,3
DT10GAl15 RV GCCTCATTCATGTTACCTC 50
DT55GT15 FW GTGTGGGAGCATTTCAC 50,4
DT55GT15 RV CCTGGTGTTCTTTGCAG 50,5
DT41GT12_FW ACTTTGACGAAACGAAGC 50,6
DT41GT12_ RV CTCAGAACCAAAGAGAAGC 50,2
DT51GT11_FW CAGCTTTCTGTTAGTGGTC 50,1
DT51GT11 RV CCAACCAAAAACGTCAGA 50,2
DT58TAl1l FW GTCTATTGATCTGATGCCG 49,7
DT58TAl1l RV GCGAGAACCGATCTATGA 50,7
DT61TAl1l FW GTAATAAAGCGACCCTGC 50,3
DT61TAll RV CTGGTGGGAAGGTATCA 50,1
DT182TAl4_FW GACTAACTCTGTGTGTGC 49,6
DT182TAl4 RV TTAATTCAGTTCCAGGCG 49,5
DT189TAl4 FW CAAGTAATTCAGTCTCGGG 49,6
DT189TA14 RV GGTAAAGCAGGGTCTTG 49,5
DT71GA16_FW CCAACATAGAAAGGTGCG 50,5

DT71GA16_RV

GAGTTCCTCCAAAAGCTG

50,2
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