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Protocolo de PCR para cpSSR marcados e ndo marcados
Modificado de Canuto (2011)

Concentracdo  Concentracéao

Reagentes inicial final Volume
Agua MiliQ - - 4,9 ul
Tampéo 10 X 1X 1l
MgCl, 50 mM 2,5mM 0,5 ul
dNTP 2,5 mM 0,2mM 0,8 ul
BT 5X 0,5X 1l
Primer Foward 10 uM 0,25 uM 0,25 ul
Primer Reverse 10 uM 0,25 uM 0,25 ul
Taqg (caseira) - - 0,3 ul
DNA 10 ng/pl 1 ng/ul 1l
Total 10

PROGRAMA PCR cpSSR:
1. Desnaturagéo inicial — 1x:

94°C por 5min

2. Ciclos — 30x:
94°C por 1min

Temperatura de anelamento de cada primer por 1min [ccmp2 (PET —
52°C), ccmp3 (NED — 56°C), ccmp4 (PET — 54°C), ccmp5 (VIC — 54°C),
ccmp6 (VIC — 58°C), ccmp7 (NED — 56°C), ccmpl0 (FAM — 54°C),
desenvolvidos por Weising e Gardner (1999) e o0 emcrc74 (FAM — 56°C)
(Steane et al, 2005)]

72°C por 1min

3. Extensao final — 1x:

72°C por 10 min
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