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1. Coleta do material vegetal 

Folhas jovens e sadias da cultivar devem ser coletadas, acondicionadas em envelopes apropriados, identificadas, e armazenadas em freezer a -80ºC até o momento da extração de DNA.

2. Extração e Quantificação do DNA

Recomenda-se o protocolo CTAB 2x, com as seguintes modificações: 
a) maceração mecânica na presença de nitrogênio líquido, até a obtenção de um pó fino; 
b) transferência do vegetal macerado de cada amostra para tubos de eppendorf de 2 mL, contendo 950 µL de tampão CTAB 2x; 
c) levar as amostras para banho Maria a 60ºC durante 30 min, com suave inversão dos tubos a cada 10 min; 
d) adicionar 950 µL de clorofórmio: álcool isoamilico (24:1), seguida de centrifugação a 6.000 rpm, por 10 min; 
e) transferir 700 µL do sobrenadante para novo tubo de eppendorf; 
f) adicionar 467 µL de álcool isopropílico gelado, com inversões suaves, deixando por 20 min no gelo; 
g) centrifugar as amostras a 10.000 rpm para formação do ‘pellet de DNA’ no fundo do tubo, descartando-se o sobrenadante em béquer em capela de exaustão de gases. Secar as bordas do tubo com cotonete esterilizado em ultravioleta; 
h) ressuspender o ‘pellet’ em 30 µL Tris-Edta, permanecendo por 24 horas na geladeira para completa dissolução do ‘pellet’; 
i) remover RNAs coextraída com tratamento com 10% de RNAse por 45 min em banho Maria a 37ºC.  Quantificar e avaliar a integridade do DNA em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etídio. 
3. Reação, amplificação do DNA e resolução em géis de poliacrilamida: 

3.1. São recomendados 16 locus microssatélites (SSRs) para o padrão alélico: mPgCIR227, mPgCIR228, mPgCIR229, mPgCIR233, mPgCIR236, mPgCIR242, mPgCIR243, mPgCIR246, mPgCIR247, mPgCIR249, mPgCIR251, mPgCIR252, mPgCIR253, mPgCIR255, mPgCIR256, mPgCIR257 (Tabela 1).  Realizar as reações de amplificação de PCR para um volume final de 10 µL, contendo 30 ng de DNA, 0,2 de cada ‘primer’, 1x de Tampão para TaqDNA polimerase, 2,5 mM MgCl2, 0,8 mM de dNTP’s, 0,2 µM de cada ‘primer’ e 0,75 unidades de enzima Taq DNA Polimerase. Programação para amplificações: ciclo inicial a 94ºC por 4 min; 30 ciclos a 94ºC por 45 s, 52ºC por 60 s e 72ºC por 60 s e uma etapa de extensão final a 72ºC, por 5 min.

3.2. Adicionar à solução da reação de PCR metade do volume do tampão desnaturado de formamida 98% (EDTA pH 8,0 10mM, 1mg/mL de XileneCyanol e 1 mg/mL de Bromofhenol blue), seguido da completa desnaturação a 94ºC por 5 min em termociclador. Manter as amostras em gelo até a amplificação no gel de poliacrilamida.

3.3. Separar os produtos de amplificação em gel de poliacrilamida 6%, preparado em placa de vidro tipo sanduíche. Limpar as placas de vidro com o auxílio de um lenço de papel embebido de etanol. Tratar a placa maior (de adesão do gel) com 1,0 mL de uma solução contendo 95% de Etanol + 0,5 % de ácido Acético e 1 µL de Bind-silane. Espalhar a solução em toda a superfície da placa com um auxílio de um lenço de papel, retirando o excesso com um lenço umedecido com álcool etílico. Tratar a placa menor como descrito anteriormente, substituindo a solução contendo Bind-silane por produto utilizado para repelir água de vidros de automóveis ou por Repel-silane.

3.4. Realizar pré-corrida de 30 min a 45 W antes da aplicação das amostras de PCR. Aplicar 2,5 mL da reação de PCR desnaturada no gel de poliacrilamida 6%, aplicando marcador molecular Ladder 50pb nas extremidades laterais de cada gel. Realizar corrida de eletroforese por período de aproximadamente 3h, com potência constante de 45 W. 
3.5. Coloração dos géis de poliacrilamida com nitrato de prata:

3.5.1. Imersão da placa contendo o gel em solução de fixação contendo etanol absoluto 10% e ácido acético 1% por 20 min sob leve agitação.

3.5.2. Lavagem de água destilada sob agitação por 1 min.

3.5.3. Pré-tratamento realizado em solução de ácido nítrico 0,2 mol.L por 3 min, seguida de nova lavagem do gel com água destilada por 1 min, sob lenta agitação.

3.5.4. Realizar a impregnação do gel com solução de nitrato de prata 0,2% por 20 min, seguida de duas lavagens de 30 s com água destilada, sob leve agitação.

3.5.5. Imersão do gel em solução de revelação contendo carbonato de sódio 2,4% ou seja 60g e formaldeído 37%, sendo utilizado metade da solução reveladora na primeira lavagem, até o início do aparecimento das bandas.

3.5.6. Transferir a placa com gel para uma segunda bandeja contendo o restante da solução mantendo até o aparecimento da intensidade desejada nos fragmentos de DNA.

3.5.7. Realizar nova lavagem do gel com ácido acético 5% por 3 min, seguida de uma lavagem final com água destilada por 1 min, sob agitação lenta. Colocar a placa com gel corado em posição vertical até a secagem em temperatura ambiente para posteriormente serem analisados os fragmentos.
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Tabela 1. Sequencias dos locus microssatélites para definição de padrão alélico em Psidium.
	Locus SSR
	Sequencias dos primers

	mPg CIR236
	F-ACTCATATTCCGTTTGCATC

	
	R-GAATTAACGACGAGTTCCAC

	mPg CIR249
	F-TTTGTCTGGTCGTCCTAGTT

	
	R-CTTCAGTCCATCAGCAAAAT

	mPg CIR247
	F-CTTTGAACTCAATGTGTTTG

	
	R-CCTTGTCACTCTTATAGCATCA

	mPg CIR251
	F-TTTACAGCTTCTTCCTTTGC

	
	R-GTCGTCTACTTCGATGGTTC

	mPg CIR255
	F-TTGTTCTCTTTGTGGTTCCT

	
	R-GTGACAACGTCAGTGGAGA

	mPg CIR252
	F-AGGAAGAAAGGGTGGTCTAT

	
	R-CTCCTGTTCTCGTTCTTAGG

	mPg CIR227
	F-GGGATGCTCAAAACTGTAAG

	
	R-CCTGTTACATTGACGAATCA

	mPg CIR256
	F-AGGTGCATGATTACGATTCT

	
	R-CGAGGTTCTTGATGTTGTCT

	mPg CIR253
	F-TGCCCTTAGCCTATAACTCA

	
	R-CTTGTGGTCCAAGATGCTAT

	mPg CIR228
	F-CAGAACAAAGAAGAGGATCTG

	
	R-TGGATCAGTAGAATCGTTTG

	mPg CIR233
	F-GACTGAAGACCCAAATACA

	
	R-TTAGGCTGAAATGCTCCTTA

	mPg CIR229
	F-GTCAAGCATACCTTCACCTC

	
	R-GCATCTCTTTCATTGGTGAT

	mPg CIR246
	F-GAATTACAAATGCCTTGTCC

	
	R-GCTCTAAAGTGCAACCAAAG

	mPg CIR257
	F-CGACTCATTTTCTGGTCTGT

	
	R-CAACCACCTTCATCAATTTC

	mPg CIR242
	F-TTAAGGTGGGACCAAGAAG

	
	R-GACGTATCGGATCAAGTTTC

	mPg CIR243
	F-ACAGCAGGACACAAAGGA

	
	R-GCTCTGAGGTGGTTTTCAT
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