Uk /B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
CURSO DE BACHARELADO EM BIOLOGIA

AMANDA GABRIELLY SANTANA SILVA

Relacéo de parentesco de hibridos trifoliolados de citros utilizando
parametros de homozigosidade via marcadores SSR e mitocondriais

Cruz das Almas/BA
Novembro de 2019



Relacéo de parentesco de hibridos trifoliolados de citros utilizando
parametros de homozigosidade via marcadores SSR e mitocondriais

AMANDA GABRIELLY SANTANA SILVA

Trabalho de Conclusdo de Curso submetido ao
Colegiado de Graduacdo de Bacharelado em Biologia do
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia como
requisito parcial para obtencéo do titulo de Bacharel em
Biologia.

Orientador (a): Leila de Lourdes Longo - UFRB
Co- Orientador (a): Claudia Fortes Ferreira— EMBRAPA

Cruz das Almas/BA
Novembro de 201



Amanda Gabriely Santana Silva

RELACAO DE PARENTESCO DE HIBRIDOS TRIFOLIOLADOS DE
CITROS UTILIZANDO PARAMETROS DE HOMOZIGOSIDADE VIA
MARCADORES SSR E MITOCONDRIAIS

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Leila de Lourdes Longo
(orientadora)
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB)

AAAN

Prof. Dr. Ricardo Franco Cunha Moreira
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB)

| 1

(o=
Profa. Dra/ Simone Alves Silva
Universidade al do Reconcavo da Bahia (UFRB)
CRUZ DAS ALMAS

DEZEMBRO-2019



A memodria da minha avé Lenice Nogueira
de Santana, por ter me apresentado a cada letrinha, e
por ter segurado em minhas maos.

DEDICO



Agradecimentos

Deus. Neste nome sei que ha poder. Nesses 5 anos de graduacdo, sou grata a
muitas pessoas, mas, somente a Deus devo toda a minha gratidao. Ele esteve comigo em todos
0s momentos. Quando todos falharam, por quais quer motivos, ele estava comigo. Se eu
cheguei até aqui, foi pelo amor que o pai tem por mim, e pela forca que ele me deu em todos
0s momentos. Apesar de todas as dificuldades que enfrentei, € maravilhoso estara concluindo
um curso onde vi a criagdo em todas as esferas. Sinto-me realizada como pessoa, como

espirito e como alma. Obrigada Senhor!

Agradeco ao meu eu, por ter sido tdo forte nos ultimos cinco anos. Passei por
coisas dificeis, por situagcdes em que tive que ser forte quando me sentia tdo fragil. Em varios
momentos achei que ndo conseguiria, especialmente agora, quando cheguei em minha reta
final. Hoje mais do que nunca acredito na palavra: “Pois v0s ndo recebestes um espirito que
VOS escravize para andardes, uma vez mais, atemorizados, mas recebestes o espirito que 0s
adota como filhos, por intermédio do qual podemos clamar: “Abba, Pai!”. Obrigada meu

Deus, Eu te amo! E obrigada Amanda, por ter sido tdo forte! Estou aprendendo a te amar.

N&o consigo olhar para minha trajetdria e ndo enxergar a mentora de tudo isso,
minha avé Dona Lenice Nogueira (in memoriam). Grande responsavel pelo meu crescimento,
em todas as esferas da minha vida. Ela foi quem me ensinou a ler, escrever, ser uma pessoa
melhor... Eu sou grata por tudo v, é s6 o comeco. Meu avd Luiz Antdnio, sou eternamente
grata por todo amor, cuidado e carinho que teve para comigo durante toda a minha vida. Meus

avos, eu amo vocés!

Gratiddo a minha mae Ana Claudia, por sempre acreditar no meu potencial, e
sempre me impulsionar para voos mais altos, por mais gque quisesse me ver por perto.
Obrigada por tudo que vocé abriu méo para que esse sonho pudesse estar sendo realizado. Ao
meu pai Anselmo José, (in memoriam) que por tantas vezes se fez em forma de amor nas
minhas lembrancas, sO tenho a agradecer pelos poucos e bons momentos vividos. Esses
momentos formam a minha historia, a minha esséncia, e foram revividos varias vezes nestes 5

anos, fazendo com que eu lembrasse que 0 amor ndo partiu, continua vivo.

A minha outra mée do coragéo, a minha tia Renata Suely, por todas as vezes que

me ouviu reclamar da faculdade, das provas... Por todas as vezes que se fez amiga, que me



aconselhou, que me ajudou, e que mesmo enfrentando lutas, tentou me alegrar em momentos
dificeis, a minha gratiddao! Ao meu primo Paulo Roberto por sempre fazer o0 meu coragdo
bater mais forte, por trazer tanto amor nos olhinhos, por ter secado minhas lagrimas em
momentos dificeis, com cada gesto de carinho mesmo tdo pequeno. Gratidao a vocés que sao

anjos!

Aos meus irmados Luis Anselmo e Déborah Bahia. Sou grata a Deus pela vida de
vocés! Sou grata por cada riso, cada brincadeira, cada conversa... Com vocés, sei que nunca

estarei sozinha. Amo voceés!

Gratiddo aos meus amigos irmaos: Larissa, Ingredy, Sandra, Bianca, Natélia,
Karol, Tais, Lucas e Jhonata. Todos vocés tornaram essa caminhada mais leve, cada conversa,
cada encontro, cada abracgo, fez uma Amanda mais forte, vocés sdo irmdos amados de alma.

Como costumo dizer: “Os de sempre, pra sempre”.

Gratiddo a minha orientadora Dr? Claudia Fortes Ferreira. Quando muitas portas
se fecharam, ela me recebeu, e abriu ndo sé as portas da EMBRAPA, mas fez com que outras
se abrissem, e as coisas se tornassem possiveis. Sigo a minha carreira na certeza da

profissional que quero ser, como vocé! Obrigada por tudo!

A UFRB e aos professores do curso de Bacharelado em Biologia agradeco por
tornar esse sonho possivel e por todos os ensinamentos, até aqueles que me fizeram uma
pessoa mais forte. Mas, em especial agradeco a professora Dr? Leila de Lourdes Longo, que
além de mentora, foi amiga, conselheira, e até mesmo uma made nos momentos dificeis.

Levarei comigo todo o amor, atencdo e dedicacdo que teve comigo. Obrigada por tudo!

A EMBRAPA, e a toda equipe do Laboratério de Biologia Molecular. Em
especial a Andresa por ter sido companheira e ter me ajudado em tudo que tive dificuldade,
ser amiga em muitos momentos, obrigada por toda a dedicacdo! Jamais esquecerei! A
Jocilene por ter me ajudado e me guiado no inicio de tudo, quando ndo sabia pra onde ir.

Nunca esquecerei Joci, gratidéo!

Ao CNPq e FAPESB pela concesséo da bolsa, diante de um momento t&o dificil e

cadtico no ramo da pesquisa em nosso pais.

Agradeco a todos os amigos que fiz durante o periodo da graduacédo, aqueles que

ndo citei nomes, mas que de alguma maneira sabem que contribuiram com o meu



crescimento, que me ajudaram nas horas dificeis, e sempre estavam ali, prontos pra momentos
de riso, de alegrias, ou até mesmo de choros. Cada um contribuiu para que esse periodo de
graduacdo fosse inesquecivel e repleto de boas lembrancas. Em especial, agradeco a Luiz
Carlos, ndo s6 por me ajudar a terminar as minhas PCRs atrasadas, mas por ter sido amigo nas
horas de alegria, e de dificuldade. Muito obrigada por todo carinho que vocé teve para comigo
neste periodo. Jamais esquecerei!

Por fim, agradeco a todos aqueles que por ventura tenha esquecido de mencionar e
que contribuiram grandemente para 0 meu crescimento como pessoa e para O Mmeu
crescimento profissional. Daqui pra frente espero alcancar e conhecer coisas novas, exercer as
minhas atividades profissionais com honestidade, em defesa da vida estimulando o

desenvolvimento Cientifico, Tecnoldgico e Humanistico com justica e paz. Gratidao!



Epigrafe

“S6 ha duas maneiras de viver a
vida: a primeira € vivé-la como se os milagres ndo
existissem. A segunda é vivé-la como se tudo fosse
milagre.”

Albert Einstein



Resumo

A citricultura exerce grande importancia econémica no Brasil e no Mundo, contribuindo para
o fortalecimento da economia. Os porta-enxertos (PEs) de citros sdo, em grande parte,
responsaveis por esse sucesso, uma vez que a combinagdo Copa x porta-enxerto é que forma a
base dos pomares e sdo responsaveis pela alta produtividade. A Embrapa Mandioca e
Fruticultura, nos ultimos 30 anos, tem observado um campo de cruzamentos onde os PEs
foram selecionados por apresentarem caracteristicas desejaveis, como grande nimero de
sementes e resisténcia/tolerancia aos principais fatores bioticos e abidticos, cujo o parentesco
é indeterminado. Portanto, os principais objetivos do presente trabalho sdo: Determinar o
parentesco de PEs selecionados e determinar o nivel de homozigosidade entre as variedades
de PE: Sunki Comum, Sunki Tropical e Sunki Maravilha. Este estudo contribuiré para avaliar
0 grau de parentesco entre sete PEs, e seus provaveis parentais para servir de informacédo de
registro junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Foram utilizados ao
todo 26 gendtipos de citros, que foram divididos em trés grupos. O polimorfismo entre os
porta-enxertos e seus possiveis parentais foi analisado utilizando marcadores SSRs (Simple
Sequence Repeats) e mitocondriais, através da técnica PCR, onde posteriormente as reacfes
foram submetidas a eletroforese utilizando gel de agarose a 3%. Foi realizada a genotipagem
seguindo o padrdo de auséncia e presenca de bandas, e posteriormente as analises moleculares
executadas por meio de programas estatisticos como GENES, Power Marker e R. Apesar dos
genotipos apresentarem muita semelhanca em relacdo ao material genético, foi possivel
determinar os supostos parentais para os PEs. Portanto, para se ter plena certeza da origem
dos parentais, faz-se necessario a sintese de novos primers, para que um nimero maior de

regides do genoma fossem amplificadas.

Palavras chave: Citricultura; Biologia Molecular; Polimorfismos



Abstract

Citriculture has great economic importance in Brazil and in the world, contributing to the
strengthening of the economy. Citrus rootstocks (PEs) are largely responsible for this success,
as the Copa x rootstock combination forms the basis of orchards and is responsible for high
productivity. Embrapa Cassava and Fruitculture, over the last 30 years, has observed a field of
crosses where PEs were selected for presenting desirable characteristics such as large number
of seeds and resistance / tolerance to major biotic and abiotic factors, whose relationship is
undetermined. Therefore, the main objectives of the present work are: To determine the
kinship of selected PEs and to determine the level of homozygosity between the PE varieties:
Sunki Common, Sunki Tropical and Sunki Wonder. This study will help to assess the degree
of kinship among seven EPs and their likely parents to serve as registration information with
the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply. A total of 26 citrus genotypes were used
and divided into three groups. The polymorphism between rootstocks and their possible
parents was analyzed using SSRs (Simple Sequence Repeats) and mitochondrial markers
using PCR technique, where the reactions were electrophoresed using 3% agarose gel.
Genotyping was performed following the pattern of absence and presence of bands, and later
molecular analyzes performed using statistical programs such as GENES, Power Marker and
R. Although genotypes are very similar to the genetic material, it was possible to determine
the assumptions. parenting for PEs. Therefore, to be sure of the origin of the parents, it is
necessary to synthesize new primers, so that a larger number of regions of the genome were
amplified.

Keywords: Citriculture; Molecular biology; Polymorphisms
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Introducéo
A citricultura brasileira, dentro da economia nacional e mundial, exerce um papel

de destaque, tanto pela maior producdo mundial, como pela exportacdo de suco (NEVES,
2018).

Devido ao fendmeno de poliembrionia na cultura de citros, quando ocorre a
germinacdo de sementes, geralmente os embribes nucelares nascem com mais vigor,
dominando os embrifes resultantes da fecundacdo, cujas mudas se desenvolvem pouco ou
raramente. Por isso, tem-se um elevado indice de mudas com caracteristicas idénticas as da
planta matriz, justificando, assim, a obtencdo de porta-enxertos de citros por meio de sementes
(MOREIRA, 2010). Dessa forma, na histdria da citricultura, h4 evidéncias do quanto é
fundamental o uso diversificado de porta-enxertos, e 0 qudo importante é a necessidade de se
utilizar variedades melhoradas (POMPEU JUNIOR et al., 1986).

Os porta-enxertos possuem uma influéncia marcante e direta sobre caracteristicas
anatdmicas, morfoldgicas e produtivas, como, por exemplo, variedade de copa, maior ou
menor producdo , porte de arvore, qualidade dos frutos e resposta a estresses bioticos e
abidticos, tais como: resisténcia a doencas e tolerancia ao clima (POMPEU JUNIOR, 2005).
Dentre os fatores abioticos que os porta-enxertos podem influenciar, pode-se destacar o déficit
hidrico. Sendo assim, existe grande importancia no desenvolvimento de novos estudos e
tecnologias que maximizem a eficiéncia de porta-enxertos, pois 0s mesmos podem responder
melhor em regides de estresse hidrico constante, tornando eficaz o uso da gua nestas regides
de déficit hidrico reconhecido (SOARES FILHO, 2017).

A utilizacdo de apenas um porta-enxerto (PE) para todas as variedades de copa,
ndo atende as peculiaridades de variedade, pois cada um tem a sua especificidade e a
combinagdo copa X porta-enxerto também exerce influéncia no sucesso da cultura. Quando ha
a utilizacédo de diversas variedades para uma Unica especie de porta-enxerto, a planta, mesmo
recebendo os tratos culturais adequados, ndo manifesta todo o seu potencial produtivo da
mesma maneira (POMPEU JUNIOR et al., 1986). Dai a importancia dos estudos de interagdo
copa x PE, pois a depender da combinacao, ira afetar o crescimento da cultura, precocidade de
producdo, produtividade, época de maturacao, peso dos frutos, coloracdo da casca e frutos,
teor de acUcares e &cidos, além de resisténcia aos principais fatores bidticos e abidticos
(POMPEU JUNIOR, 1991).
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Visto que 0s porta-enxertos possuem uma grande importancia na morfologia,
fisiologia e produtividade da cultura, é de grande interesse bioldgico e econdémico a obtencéo
e a identificacdo de variabilidade genética nos mesmos, para que se possa realizar uma selecao

efetiva que resulte em ganhos genéticos significativos (BERNARDO, 2002).

O uso de marcadores moleculares é de extrema importancia, pois, eles sao
responsaveis pela detec¢do do polimorfismo de DNA gerado por muta¢Ges no genoma. Para o
estudo de identidade genética sdo considerados uma das ferramentas disponiveis mais
importantes no que diz respeito a avaliacdo de parentesco, homozigosidade, ou
heterozigosidade de gendtipos de interesse (LANZA, 2000).

Marcadores moleculares do tipo SSR (Simple Sequence Repeats), também
denominados como microssatélites, ou marcadores codominantes (capazes de diferenciar
individuos homozigotos de heterozigotos), sdo altamente polimérficos e podem ser utilizados
em estudos de parentesco, auxiliando quando ha duvida em cruzamentos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). Varios autores tém realizado estudos com porta-enxertos,
inclusive em outras culturas, utilizando marcadores SSR (PAULA, 2015; BARBOSA, ACO
etal., 2015; SILVA, 2016; LEZCANO, 2018).

Marcadores mitocondriais também sdo amplamente utilizados para investigar as

relacOes evolutivas entre os grupos de genotipos de plantas (GORIA, 2018).

Esses marcadores sdo os mais indicados para estudos de parentesco em plantas e,
portanto, foram utilizados no presente trabalho para auxiliar na identificacdo de possiveis

parentais relacionados aos porta-enxertos HTRs (hibridos trifoliatas) de citros.

Revisdo de Literatura

Citricultura
De origem asidtica, a cultura de citros de modo geral, chegou ao Brasil por meio

das primeiras expedi¢cOes colonizadoras, e comegou 0 seu cultivo provavelmente no Estado da
Bahia, e assim a cultura se expandiu e se tornou presente em todas as regides do pais
(NEVES, 1996).

Em citros, a familia Rutaceae é a mais importante do ponto de vista econémico,

destacando as espécies do grupo das laranjas doces (Citrus sinensis (L.) Osbeck); das
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tangerinas (Citrus reticulada blanco e Citrus clementina hort. ex Tanaka); das mexericas
(Citrus deliciosa Ten.); dos limbes verdadeiros (Citrus limon (L.) Brum. F. e Citrus
aurantiifolia (Christm.), Swingle); das limas acidas (Citrus latifolia (Yu.Tanaka) Tanaka); das
limas doces (Citrus limettioides Tanaka); pomelos (Citrus paradisi Macfad.) e das cidras
(Citrus medica L.) (BASTOS et al., 2014). O grupo das laranjas doces é 0 mais expressivo
nos pomares dos paises citricolas, com aproximadamente dois ter¢os dos plantios, seguido das

tangerinas, dos limdes e das limas acidas (IBGE, 2017).

A producéo de citros exerce um papel importante para a sociedade brasileira com
contribuicdo social e econbmica, gerando uma movimentacdo de aproximadamente R$ 11
bilhdes em 2018 (IBGE, 2018). O Brasil exportou um valor de US$ 2,5 bilhes em 2015 e
agroindustria dos citros, gera mais de 230 mil postos de trabalho anuais (COMEX STAT,
2018). Diante disto, ha a necessidade de cooperacdo entre empresas de iniciativa privada e

poder publico para que a citricultura venha a ser cada vez mais alavancada no pais.

Um exemplo dessa cooperacdo é o Fundo de Defesa da Citricultura,
(FUNDECITRUS) que é uma entidade de monitoramento de pragas e doencas com pesquisas
renomadas no ambito nacional e internacional. A FUNDECITRUS foi fundada por
citricultores e industrias no ano de 1977, e conseguiu conciliar uma relagdo entre a iniciativa
privada e o poder publico tornando-se assim, uma das instituicbes de pesquisa mais
importantes e respeitadas do mundo. A instituicdo trabalha para o desenvolvimento de
pesquisas com orcamento privado, porém também ha desempenho com eventuais verbas
disponibilizadas pelo governo federal e parcerias com universidades e institutos de pesquisa
no Brasil e no exterior (FUNDECITRUS, 2018).

Entre os principais 0rgdos de pesquisa que viabilizam o fortalecimento da
citricultura no Brasil, destaca-se a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA) vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) que
também ¢é um circulo de cooperacdo que busca um modelo de agricultura genuinamente
brasileiro, que visa superar barreiras na producdo de alimentos, por meio de técnicas de
campo e laboratoriais avangadas, viabilizando o ganho de lucros financeiros no seguimento
nacional (ANDRADE, 2019).

O ganho financeiro com a citricultura é significativo para o pais. Somente no ano
de 2018, o valor total da producéo brasileira de citros atingiu a expressiva marca de R$ 11,9

bilhGes, o que faz da citricultura um dos principais segmentos econdémicos da fruticultura
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nacional e o0 sexto maior representante do agronegdécio, abaixo da soja, cana-de-agucar, milho,
café e algodao (IBGE, 2018).

O cultivo da laranja é o principal no ramo da citricultura, e esta expressivamente
presente em todos os estados brasileiros, com uma producdo nacional de 19,2 toneladas de
laranjas doces, limeiras acidas e tangerineiras (IBGE, 2018). Com relacdo a produtividade,
Sao Paulo possui 76,5% dessa producdo, Bahia 5,4%, Minas Gerais 4,9%, Parand 3,8% e
outros estados como Alagoas, Rio Grande do Sul, Par4, Amapé e Goias também contribuem
com expressividade no plantio (IBGE, 2017) (Anexo I).

Apontado pelo IBGE, como segundo maior produtor de frutas em geral, o Estado
da Bahia vem se tornando um dos maiores produtores de citros do pais, ficando abaixo apenas
do estado de S&o Paulo. Os polos de maior producéo concentram-se no baixo sul e no norte do

estado, tendo destaque na producéo de laranjas (IBGE, 2017).

A regido do Recdncavo da Bahia também vem expandindo a citricultura de modo
geral, em especial das laranjeiras devido ao declinio econémico da cana-de-agucar e do fumo,
culturas que eram mais comuns na regido (DE ALMEIDA, 2019). Desde 2003, o cultivo da
laranja no Recbncavo apresenta crescimento e se mantém em primeiro lugar entre outras
culturas perenes nos seguintes quesitos: quantidade produzida (toneladas), rendimento médio
da producéo e valor da producéo (IBGE, 2018).

A concentracdo da producdo de citros, chamada de cinturdo citricola paulista,
tornou-se um grande polo de terras voltadas somente para a producdo da laranja, onde
inimeros investimentos em mecanizagdo e insumos sdo feitos, porém, o estado de Sao Paulo,
considerado o maior produtor de citros do pais, (em especial de laranjas) passa por um
momento de crise na producado, especialmente na producdo de laranjas devido ao surgimento
de pragas e por questdo de deficit hidrico na regido em tempos de estiagem. No periodo de
1990 a 2017, a area colhida no estado reduziu 45% e no mesmo periodo, no Brasil houve
queda de 29% (MAPA, 2017).

Em virtude dos cenarios de mudancas climéticas globais, hd uma tendéncia de que
0s periodos de déficit hidrico se tornem mais frequentes e severos, o que influenciard na
producdo mundial ndo s6 de citros, mas de todas as culturas em geral (ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2017). Diante deste cenario, faz-se necessario o
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desenvolvimento de variedades mais tolerantes ao déficit hidrico, ou combinacgdes entre copa

e porta-enxertos que promovam alto rendimento independente dos fatores bidticos e abidticos.

Porta-enxertos
H& mais de um século, a citricultura vem se beneficiando das vantagens da

enxertia, em que uma planta citrica é formada pela combinacdo de copa X porta-enxerto,
agregando os beneficios de ambas as partes em sua interacdo (BASTOS, 2014). O cavalo ou 0
porta-enxerto, que é responsavel pelo sistema radicular e, portanto, pela absorcédo de &gua e
nutrientes do solo, é unido a um enxerto ou cavaleiro, que formard a copa, sendo responsavel
pela fotossintese, floracdo e frutificacdo da planta (RIBEIRO et al., 2005). Depois de um
determinado periodo, a planta formara uma cicatriz na regido do enxerto, havendo assim a

interacdo copa x porta-enxerto (Figura 1: A e B).
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Figura 1. A) Exemplo de copa x PE via enxertia do tipo garfagem em fenda; B) representacdo do n6 formado
pelo encontro da copa x PE.

Os porta-enxertos podem influenciar em diversas caracteristicas principalmente
fatores agronémicos, morfoldgicos, e fisiologicos, como de producdo, qualidade de frutos e

tolerancia a diversos fatores bidticos e abiéticos.

A escolha de um porta-enxerto € tdo importante quanto a da copa, pois a planta sé
ird obter o seu melhor desempenho se a escolha de ambas as partes forem corretas atendendo
as necessidades uma da outra, adequando-se ao ambiente que estdo sendo inseridos
(BASTOS, 2014). Porém, na citricultura brasileira, ndo existe muita variabilidade de porta-
enxertos, 0 que caracteriza um risco eminente ao setor, devido a suscetibilidade para certas
pragas e doengas como ocorreu em decadas passadas em diversos pomares (DA CRUZ,
2019).
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Como o porta-enxerto exerce um papel fundamental também em relacdo ao uso da
agua, é de extrema importancia que sob deficiéncia hidrica a interacéo entre o porta-enxerto e
a copa venha a tornar-se mais significativa, influenciando assim no grau de tolerancia a seca
da copa (SOUZA et al., 2001). Por isso, € de fundamental importancia que haja variabilidade
nos porta-enxertos utilizados, para que se possa conciliar caracteristicas desejaveis, a fim de
que haja uma influéncia positiva sobre a copa, e o estresse hidrico ndo venha a afetar a

producao dos frutos.

A citricultura brasileira tem se limitado ao uso do limoeiro ‘Cravo’ e outras
poucas Vvariedades de porta-enxerto devido as caracteristicas de boa produtividade,
precocidade de producdo, compatibilidade com a maioria das copas comerciais e boa
adaptacdo nas regides com ocorréncia de seca (POMPEU JUNIOR, 2005; FUNDECITRUS,
2013). A ndo diversificacdo do uso de porta-enxertos, ou a escolha de uma copa incompativel
e/ou vice-versa, ndo s6 podem causar problemas fitossanitarios, como também a ma qualidade
dos frutos, fazendo com que haja interferéncia no fruto quanto ao tamanho, sabor, quantidade
de polpa, gerando um problema econdmico, pois o Brasil € considerado maior exportador de
suco para industria internacional (DI GIORGI et al., 1993; CARLOS et al., 1997).

Para fins de producdo em larga escala, a poliembrionia ou apomixia, € uma
caracteristica muito importante para os porta-enxertos, pois esta caracteristica em sementes
geram embriGes com o mesmo genoma da planta mae, obtendo-se uma planta idéntica a
matriz, além de conferir uma uniformidade, tanto no viveiro, quanto no pomar (CARLOS et
al., 1997). Portanto, essa caracteristica faz com que consequentemente haja uma perda da
variabilidade genética na cultura, fazendo-se necessario a introducdo de novas cultivares e o
desenvolvimento de programas de melhoramento genético para que se possa ampliar a base

genética, fortalecendo cada vez mais a citricultura no pais (BASTOS, 2014).

A principal vantagem da apomixia no melhoramento vegetal refere-se ao fato dos
embrides apomiticos serem, via de regra, originados por divisdes mitdticas de uma célula
somatica do 6vulo, tornando-os geneticamente idénticos a planta-mae. Esta situacdo traz um
obvio beneficio a agricultura, pois se a apomixia puder ser introduzida em grupos de plantas
economicamente importantes, ela podera ser um meio de perpetuar um dado genotipo,
preservando caracteristicas de interesse, como a heterose, ao longo das geracdes via semente
(HANNA e BASHAW, 1987).
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Uso da genética, técnicas moleculares e biotecnologia como ferramenta auxiliares

Para a melhoria no desenvolvimento da cultura e a obtencdo de frutos que
atendam a exigéncia do mercado internacional, faz-se necessario um conjunto de tecnologias
que vdo desde a implantagdo do pomar, ao uso das ferramentas que auxiliem o
melhoramento genético (ANDRADE, 2019).

Pesquisas e programas envolvendo melhoramento genético e o uso da
biotecnologia estdo sendo cada vez mais utilizados no Brasil (CRESTANA, 2017). A
incorporacdo da biotecnologia aos programas de melhoramento genético de plantas é hoje
uma realidade que permite acelerar o processo de obtencdo de variedades com caracteristicas

superiores de uma maneira mais apurada e eficiente (BRASILEIRO, 1998).

O desenvolvimento de um programa de melhoramento envolve mdltiplas areas de
conhecimento, em particular a biologia celular e molecular, além de fazer uso de processos
que vao desde a prospecgdo ao isolamento de genes de interesse até a insercao de transgénicos
mais promissores no campo (BRASILEIRO, 1998).

O melhoramento genético de citros, também envolve os PEs. As variedades mais
utilizadas sdo as que possuem maior tolerancia a seca. Esta qualidade é de extrema
importancia para o Programa de Melhoramento de Citros (PMG) da EMBRAPA, e de outras
instituicdes, devido a escassez de agua ter se tornado um problema em muitas localidades
produtoras (CRESTANA, 2017). Porém, o melhoramento de citros como um todo, leva em

consideracdo o estudo ndo s6 dos PEs, mas das copas, e suas interacdes (MACHADO, 2005).

Uma das fases do melhoramento genético é reconhecer a procedéncia das mudas
oriundas de cruzamento, para que se possa haver um conhecimento do material que esta sendo
utilizado pelo citricultor em campo. Portanto, estudos que visam conhecer a identidade
genética de gendtipos em geral, sdo de extrema importancia para auxiliar os melhoristas a
conhecerem a origem dessas plantas, (BOREM & CAIXETA, 2009) visto que & mistura de
material genético entre copas e porta-enxertos, e até mesmo o cruzamento de diversas
variedades sem controle, a fim de se obter mudas de boa qualidade, fazem com que as plantas
muitas vezes deixam a desejar no que diz respeito a sua procedéncia, gerando assim uma

vulnerabilidade do pomar a patdgenos, e contaminagdes (SCHAFER, 2001).
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Diante da dificuldade em distinguir, identificar e ter um controle das relacGes de
parentesco dos gendtipos torna-se essencial, conhecer a origem e identidade dos materiais
genéticos, ndo somente para verificar a correta procedéncia, e identificacdo, mas também para
a sua utilizacdo em futuras etapas do melhoramento, bem como para a adequada multiplicacdo
e distribuicdo dos materiais repassados aos produtores (BOREM & CAIXETA, 2009).

Os programas de melhoramento tornaram-se mais efetivos com as inumeras
ferramentas de biologia molecular e bioinformatica que avancam a cada ano. Foi através da
criacdo de marcadores moleculares que as analises genéticas em plantas foram facilitadas e
potencializadas, quanto a selecdo de plantas superiores tornando-se assim uma das

ferramentas que se tornam cada vez mais Uteis e indispensaveis (CERVERA et al., 1996).

Marcadores SSR
Os marcadores moleculares tém sido utilizados em larga escala com o objetivo de

avaliar relacBes genéticas entre cultivares, espécies e hibridos intra e interespecificos, além de
serem usados na construcdo de mapas genéticos (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998).

A caracterizacdo genética por meio de técnicas combinadas de anélise molecular
resulta em maior eficacia para a elucidacdo da verdadeira identidade do material vegetal
(BIANCHI, 2016). Os produtos gerados pelos marcadores moleculares estdo sendo utilizados
como estudos complementares de caracterizacdo, pois muitas vezes sao ilimitados, a cerca de

informacdo genética, e ndo sao influenciados pelo ambiente (BIANCHI et al., 2004).

Através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) ou Reacdo em Cadeia
da Polimerase, € possivel obter bilhdes de copias de um fragmento de DNA por meio de
reacOes de amplificacdo na presenca da enzima DNA polimerase. Esta técnica consiste na
sintese enzimatica in vitro de um segmento de DNA de interesse (ap6s a escolha do
marcador), que é usado como “molde”, e de primers (iniciadores), que sdo sequéncias
especificas de nucleotideos de fita simples (BARBOSA, 2015).

Existem diversos tipos de marcadores moleculares que podem ser utilizados para
diferentes pesquisas a fim de verificar e selecionar caracteristicas genéticas de interesse
agrondmico, com diferentes finalidades no melhoramento genético, como genotipos com
alelos que conferem resisténcia a patdgenos e pragas, tolerancia a fatores abidticos como

seca, uniformidade de maturacdo, epoca de maturacao, dentre outros (BARBOSA, 2015).
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Os marcadores SSR (Simple Sequence Repeat), STR (Short Tandem Repeat), ou
microssatélites, possuem altas taxas de polimorfismo, sdo codominantes, multialélicos, além
de possuirem especificidade local e alta reprodutibilidade (FERRAO et al., 2015). Essas
inimeras caracteristicas, tornam este marcador uma ferramenta eficaz ndo somente em
estudos de diversidade, mas também na identificacdo de parentesco entre individuos muito

semelhantes.

A avaliacdo dos marcadores mitocondriais é de grande importancia em estudos
genéticos de plantas, principalmente em Bancos germoplasma, onde a base genética € estreita.
Dentre as principais caracteristicas de um DNA mitocondrial, podemos citar: um genoma
pequeno e circular, a heranca materna e auséncia de recombinacdo, a presenca de poucos
genes codificadores de proteinas, onde estes genes possuem uma taxa de substituicdo elevada,
quando comparada ao genoma nuclear (SILVA, 2016). Por apresentar estas caracteristicas
genéticas e estruturais extremamente peculiares e Unicas, 0 genoma mitocondrial tem
chamado a atencdo dos pesquisadores para aplicacdo em diversos estudos evolutivos (AVISE,
1994)

A utilizacdo de marcadores mitocondriais também pode trazer algumas vantagens
quando comparada as limitacBes de outros tipos de marcadores. O acimulo de mutacdes
nucleotidicas no DNA mitocondrial, € maior do que no DNA nuclear, logo, em comparacao,
pode haver um maior numero de diferencas observaveis nas populacdes quando esses
marcadores sdo utilizados (AVISE, 2009). Alem disso, o0 DNA mitocondrial é herdado de
forma uniparental, servindo como um marcador do parental feminino, uma vantagem

adicional a depender do interesse do estudo.

Material e Métodos
Coleta do material genetico

Para o estudo de relacdo de parentesco foram coletados 7 porta-enxertos hibridos (oriundos de
cruzamentos controlados): 051, 053, 069, 116, 206, 207 e 208 e 19 variedades como
possiveis parentais, a citar: Limoeiro "Cravo Comum’, tangerineira 'Cledpatra’, laranjeira
'Pera’, poncirus trifoliata '‘Beneck’, poncirus trifoliata '‘Barney’, citrumelo 'Swingle’, citrumelo
‘Sacaton’, citrange 'Rusk’, "Yuma', tangerineira 'Sunki Comum’, citrange 'Argentina’, citrange
'‘Colemon’, citrangequat 'Thomasville', poncirus trifoliata 'Flying Dragon', poncirus trifoliata

'‘Beneck’, citrange 'Troyer', Sunki Comum, Sunki Tropical e Sunki Maravilha. Todos os
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genotipos do estudo, foram provenientes do BAG-Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura

(Figura 2 — A e B) situada no municipio de Cruz das Almas, Recéncavo Baiano, nas

coordenadas geograficas 12° 40’ 39” de latitude sul e 39° 06’ 23” de longitude oeste. ESses

gendtipos foram divididos em trés grupos de estudo: G1 e G2: estudo de parentesco e G3:

estudo de homozigosidade para verificar se Sunki Tropical ou Sunki Maravilha s&o hibridos

ou selecOes da Sunki comum para auxiliar o registro das mesmas junto ao MAPA (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos para estudo de diversidade e parentesco (G1 e G2) e estudo para verificar se Sunki Tropical ou
Sunki Maravilha s&o hibridos ou sele¢fes da Sunki comum para fins de auxilio de registro junto a0 MAPA.

Individuos

Ref. na foto de

Citrange 'Troyer'

Grupos eletroforese
Grupo | Grupo Il Grupo 111 *
51 206 * 1
Porta-Enxertos (PE >3 207 . 2
orta-Enxertos (PEs) 69 208 - 3
116 * * 4
Limoeiro "Cravo Tangerineira 'Sunki Sunki Comum 5/SC
Comum’ Comum'
T'anggrlnelr,a Citrange 'Argentina’ Sunki Tropical 6/ST
Cleopatra
Variedades de Laranjeira 'Pera’ Citrange 'Colemon'  Sunki Maravilha 7ISM
Hibridos Trifoliata Poncirus Trifoliata Citrangequat * 8
(HTR) ‘Beneck’ "Thomasville'
1 1 1 *
Poncllrus tr|f9llata Citrange 'Rusk’ 9
Barney
. - .
Citrumelo 'Sacaton’ P?nC|_rus Trlfollalta 10
Flying Dragon
. o .
Citrange 'Rusk’ Ponc!rus Trlf'ollata 11
Beneck
Yuma' * 12

Embora seja realizado o mesmo tipo de estudo, os PEs foram divididos em Grupo 1 e 2,

porque cada PE possuia uma provavel variedade feminina como parental dentro do seu grupo

(comunicacéo pessoal — Dr. Walter Soares), pois partilhavam do plantio em uma mesma area

dos hibridos.
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Figura 2. A) Genotipos de citros pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Citros da Embrapa
Mandioca e Fruticultura onde foram coletados os 26 genétipos (Acessos em Campo). B) Acessos mantidos em
casa de vegetagdo. Fonte: Dr. Orlando Passos.

Foram coletadas 3 folhas jovens (folhas situadas na parte apical do ramo) de cada
material vegetal a ser estudado (Figura 3). Logo ap6s a coleta, as amostras foram embaladas
em papel aluminio com a sua devida identificacdo, e foram levadas ao laboratério de biologia

molecular para a extracdo do material genético.
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Figura 3. Folhas jovens de citros situadas na parte apical do ramo.
Extracdo do material genético e amplificagdo com primers SSR e mitocondriais
O DNA total foi extraido das folhas jovens, utilizando-se o método CTAB
(FERREIRA, 2019) (Figura 4). As reacOes de amplificacdo para os marcadores SSR foram
preparadas para um volume final de 15 pL, contendo 0s seguintes reagentes: tampdo de
enzima 1X [KCI 25 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3)], 1,5 mM de MgCIZ, 0,2 mM de dNTPs

(dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,5 uM de cada primer, 20 ng de DNA total e uma unidade de
Taq DNA polimerase.
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Figura 4. A, B e C: A) Folha jovem coletada no campo; B) Uso de furadeira para a etapa de maceracdo e C)
produto final da maceracéo para uso na metodologia CTAB de extracdo de DNA. Fonte: Rogério Mercés.

Para andlise de relacdo de parentesco, no grupo | e Il, foram utilizados 20 primers
(FROELICHER, 2018), com temperaturas de anelamento distintas, devido a ligacdo tripla
existente entre guanina e citosina (Tabela 2).

Tabela 2. Relagdo dos primers SSR, sequéncia e temperatura de anelamento

utilizados no estudo de diversidade e relagdo de parentesco.

Temperatura de

Primer Sequéncia Anelamento
F: SPCC3F 5'GAT GTAGCC AAG TGG ATCA 3 475°C
R: SPCC3R 5TAATTTGATTCTTCGTCGC 3

F:SPCC9F 5" TGG AGAAGGTTCTTTTTC AAGC 3 .
R:SPCC9R 5'CGA ACCCTGGGT ACGATT AA 3 sa1°c
F:SPCC11F 5'GGC CAT AGG CTG GAA AGT 3 .
R:SPCC11R 5'GTT TAT GCA TGG CGA AAA GG 3' 23,9°C
F:TAALF- 5 GAC AAG CAT CAA CAA CAG CAA GAG C 3 5715
R:TAAIR 5' AAG AAG AAG AGG CCCCATTAGC 3’

F:TAA27F 5'GGA TGA AAAATGCTC AAAATG 3 R
R:TAA27R 5" TAG TACCCACAGGCAAGAGAZ 526°C
F:TAA52F 5'GAT CTT GAC TGA ACT TAAAG 3 .
R:TAA52R 5'ATG TAT TGT GTT GAT AACG 3 396°C
F:CAC15F 5TAAATC TCC ACTCTGCAAAAGC3 .
R:CAC15R 5'GAT AGG AAG CGT CGT AGA CCC 3 °36°C
F:CAC33F 5'GGT GAT GCT GCT ACT GATGC 3 .
R:CAC33R 5'CAATTGTGAATT TGT GATTCC G 3 93,5°C
F:CCTO1F 5" TCA ACACCTCGAACAGAAGG 3T .
R:CCTO1R 5'"CCC ACATGC TAGCAC AAAGAZ 528°C
F:CTO2F 5'ACG GTGCGTTTT GAG GTAAG 3’ 53.4°C
R:CTO2R 5TGACTGTTGGATTTGGGA TG 3'

F:ACO1F 5'TTT GAC ATC AAC ATA AAACAAGAAAZ 50.7°C
R:ACO01R 5'TTT TAAAATCCCTGACCAGAZ

F:Ci02B0O7F 5'CAG CTC AAC ATC AAAGG 3

R:Ci02B07R 5'TTG GAC AAC AGGATGG 3 428
F:Ci06A05bR 5'TCTCTGGTTGGTTTT TGT GA 3 o
R:Ci06A05bF 5'ATG ATG AAA AGC AAG GGG 3 9.8°C
F:Ci0O8CO5F 5'TCC ACAGATTGCCCATTAZ 48°C
R:Ci08CO05R 5'CCC TAAAAACCAAGTGACAZ
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F:mCrCIRO1EQ02F

5 TGA ATG GTACGG GAAATGC 3

R:mCrCIRO1EO2R 5' CAG GGT CGG TGG AGAGGAT 3 HaC
F:mCrCIR06BO5F 5 GAA CGA TGG AAT GAAGTG 3 43,8°C
R:mCrCIR06B0O5R 5§ATGTTG ATT ACG AGACTT T3

F:mCrCIR08BO8F 5 TTC CGT AGATTCCAAAGTG 3 47.1°C
R:mCrCIR08B08R 5 GTC CAA GGT CAACAACAAGYT

F:CMS-4F 5'CCTCAAACCTTCTTC CAATCC3 .
R:CMS-4R 5 CTGTAAAGT ACATGCATGTTGG 3 S1C
F:CMS-14F 5'GGC TTCTCT TCT ACT AGAACGG 3 .
R:CMS-14R 5 ACG CCACGT AAGCAATAACCZ s2bC
F:CMS-19F 5 GGC TTT TGC CCA ATG ATG 3' .
R:CMS-19R 5 GTT GAC CTA AAA AGG GGG CAG 3 e

As amplificagdes foram conduzidas em termociclador da marca Applied

Biosystems modelo Veriti® 96-Wells com o seguinte programa de amplificacdo: uma etapa

inicial de 94°C por 3 min., seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, temperatura de

anelamento x° (que variou de acordo com o primer-Ta-Tabela 2) por 30s, 72°C por 45s, com

extensao final de 72°C por 7 min. e 10° C . Os produtos da amplificagao foram separados

por eletroforese em gel de agarose 3%, corados com brometo de etidio e fotodocumentados

utilizando o sistema de captura de imagens Kodak Carestream gel logic 212 Pro.

Posteriormente, quando as analises com o grupo Il comecaram, mais 20 primers

comprados anteriormente chegaram ao laboratério, por isso, neste grupo foram utilizados um

total de 40 primers (LIU, 2005) (Tabela 3). As reacbes de PCR, amplificacdes e eletroforese

seguiram o mesmo protocolo que foi utilizado para os grupos | e Il.

Tabela 3. Primers SSR , sequéncias e temperaturas de anelamento utilizados para a amplificacéo do grupo IlI.

Temperatura de

Primer Sequéncia Anelamento (Ta)
R: SSRCsLiul 5'TTTATAATACGGAACGTTGGGAGG3 50°C
F: SSRCsL.iul 5'CCCGTTAAAATTGTAAACCCACAG3'

R: SSRCsL.iu2 5' CTGCAGAGGAGCTTCCTTACTCAA3" .
F: SSRCsL.iu2 5 TGTTTGTTACAAGGCAAGGCAAG3 S0°C
R: SSRCsL.iu3 5' CAACAGATTTGTTACTGGAAGGGG3' 50°C
F: SSRCsL.iu3 5' CGAAGAAGAATTGAAAGAGCCAGA3

R: SSRCsL.iu4 5' CTGTAATCCACTCGGTAATCCGAC3' 50°C
F: SSRCsLiu4 5' TTCACCACAAACGAAGACTCAGAC3

R: SSRCsL.iu5 5 ACGGTATCTTCGTCATCAAAZ' 50°C
F: SSRCsLiu5 5' TCAATCAACTTCCTCCTCTT3

R: SSRCsLiu6 5 ATTAGTTCTTCGTCAGTTGGGTGG3' .
F: SSRCsLiu6 5" AATAACCCCCTTCAACCTCAAAAA3Z S0°C
R: SSRCsL.iu7 5 ATCTTCAATGCTTTTGGAGCAAAC3 50°C
F: SSRCsL.iu7 5' AAACCCAAGTCATAAACGTCAGGA 3'

R: SSRCsL.iu8 5' CCGATCATGGAAGAGCAG3 50°C
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F: SSRCsLiu8 5'CCAAAATGAAGTCAACAACC ¥’

R: SSRCsLiu9 5 GGAAAGTCTCGGAACCCATT3 50°C
F: SSRCsLiu9 5' GCACGTCCATCACTGCTTAAZ'

R: SSRCsLiul0 5 CTTAGTCTGACATGGCGTAG3 50°C
F: SSRCsLiu10 5 CTATCGGAGCAATCCTGGTAZ'

R: SSRCsLiull 5' AACCTGGTCATCAATGTCCTCAS' 50°C
F: SSRCsLiull 5' TTCAAGTTCAAAAGGGTCTC3'

R: SSRCsLiul2 5' ATTCGGAGTGTTGCCAGAGAGTAGS3' 50°C
F: SSRCsLiul2 5' ACAACATTTCAGGAATCCCACAACS'

R: SSRCsLiul3 5' ACAACATTTCAGGAATCCCACAACS' .
F: SSRCsLiul3 5' ATTCGGAGTGTTGCCAGAGAGTAG3' S0°C
R: SSRCsLiul4 5' AGGGGAGACAGAACACTTGAZ 50°C
F: SSRCsLiul4 5' CGGGCGGACATTTACATATT3

R: SSRCSL.iu15 5' TAAATGGGTTATGGGACAGG3' 50°C
F: SSRCsLiul5 5' CTCCTACGCTCAGATTTTGC3

R: SSRCSL.iu16 5’AACAGGATCAATCGCCAAGT3’ 50°C
F: SSRCsLiul6 5’CTGACCTCAAGTGCAGCAAAY

R:SSRCSLi.u17 5’ TGTCCCTTTCATCATCGTTA3’ 50°C
F: SSRCsLiul7 5’ TTCCATTCCTCCGTCGTCAC3’

R: SSRCSL_iUlB 5" CGAGGATGACTCAAGTGATGAAGA3’ 50°C
F: SSRCsLiul8 5’ TCTTGGTCTTTGGCTTTTTCTCAG3’

R: SSRCSL_iu19 5" TTTGTTTGTTACAAGGCAAGGCA3’ 50°C
F: SSRCsLiul9 5’ TACAAGTTGTGAGGGGGTGAATTT3’

R: SSRCsLiu20 5" ATGAAGGCTTTTTAGAGCCGAGTT3’ 50°C

F: SSRCsL.iu20

5> ATAATAGGGGCCCACTTGACTTGY

As reacOes de amplificacdo para os marcadores mitocondriais foram preparadas

para um volume final de 15 pL, contendo os seguintes reagentes: tampdo de enzima 1X [KCI
25 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3)], 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs (dATP, dTTP,

dGTP, dCTP), 0,5 uM de cada primer, 10 ng de DNA total e uma unidade de Tag DNA

polimerase. Para analise de relacdo de parentesco feminino no grupo | e Il foram utilizados 11

primers (CHENG, 2005) (Tabela 4), cada combinagéo a temperatura de anelamento de 50°C.

Tabela 4. Primers, sequéncias e temperatura de anelamento de mtDNAs utilizados neste estudo.

Temperatura de

Primer Sequéncia Anelamento
F: CSS03 5' ctagtatgaggacgtcTCATTAACCAACTCCGTACCA3' 50°C
R: CSS03 5' gtttctt GGCGCGTCAATAACAAATCTS

F. CSS04 5'ctagtattaggacgccGTGGTAAAGACAAGATACACTTGG3! 50°C
R: CSS04 5' gtttcttATGGCATGAAACAACCCGA 3'

F.: CSLO1 5' ctagtatcaggacgacCAGTGCTAGTTATCCAGTTACAGA3' s0°C
R: CSLO1 5' gtttctt CGGGCAACCCATTCTTATTATT 3

F: CSL09 5' ctagtatcaggactacCGCACACTAAGCATAGCAAT 3' 50°C
R: CSL09 5' gtttctt CCTCTACAAACCATTGGAGCTA 3'

F: ccmp2.2 5' ctagtatcaggacgacATCGTACCGAGGGTTCGAAT3' £0°C
R: ccmp2.2 R 5' GATCCAGGGCGTAATCCCG3'
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F: ccmp6.2F 5' ctagtattaggacgccCGATGCATATGTAGAAAGCC3' s0°C
R: ccmp6.2R 5'CATTACGTGCGACTATCTCT3'

F: ccmp7.2 5' ctagtattaggacccJACATCATTATTGTATACTCTTTC3' 50°C
R: ccmp7.2 5' CAACAGATAAAACTGTCAAG 3'

F: ccmpl0.2 5' ctagtattaggacagg TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCAZ' 50°C
R: ccmpl10.2 5" TTCGCCGCCGTACTAAATAG3

F: rrn5/rrn18-1 5' ctagtatgaggacgtcGGGTGAAGTCGTAACAAGGT3 s0°C
R: rrn5/rrn18-1 5' GAGGTCGGAATGGGATCGGG 3

F: nad2/4-3 5' ctagtattaggacccgGACCTTCACCTCAAATCAZ' £0°C
R: nad2/4-3 5' TTCAGATAACACGCACC3!

F: nad7/1-2 5' ctagtattaggacaggGGAACATAGCATAGGG3' s0°C
R: nad7/1-2 5'TTTGATATAGGCTCGCT3'

As amplificagbes foram conduzidas em termociclador da marca Applied
Biosystems modelo Veriti® 96-Wells com o seguinte programa de amplificacdo: uma etapa
inicial de 94°C por 5 min., sequido de 40 ciclos de 94°C por 30s, temperatura de
anelamento 50°C por 1min, 72°C por 1min e 30s com extensdo final de 72°C por 4 min. e
10° C «. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio e fotodocumentados utilizando o sistema de captura de

imagens Kodak Carestream gel logic 212 Pro.

Analise molecular
No grupo | e Il, para o estudo do grau de parentesco, foi construida uma matriz de

dissimilaridade no software POWER MARKER (LIU, 2005). Essa matriz foi usada para a
construcdo dos dendrogramas com base no de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair
Group Method With Arithmetic Mean), no programa STATISTICA (STATISTICA, 2002). O
ponto de corte foi feito segundo Mingoti (2005).

Para o grupo Il1 foi avaliada a % de homozigosidade por meio de anélise de chi-
Quadrado (x?) utilizando o software R (CORE TEAM, 2018).

Resultados e Discussao

Para os grupos | e Il foram amplificados 20 primers de microssatélites. No
primeiro grupo, 13 primers detectaram polimorfismo entre 0s porta-enxertos e as variedades.

No segundo grupo, 12 primers apresentaram bandas polimorficas. Somente 0s primers que
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apresentaram bandas polimorficas foram contabilizados e utilizados para as analises

moleculares.

O dendrograma para os hibridos do grupo | (Figura 5) permitiu a formacéo de 6
grupos distintos, porém, houve uma maior dificuldade em se estabelecer um parentesco para
0s porta enxertos H53, H69 e H116, pois ambos se encontraram em um mesmo grupo, e
apresentaram-se muito préximos geneticamente segundo os valores das distancias genéticas.
Isso sugere que todos os trés PEs tenham o mesmo parental em comum. Apesar do H116 ter
obtido um valor mais préximo da LAPERA, esse porta-enxerto foi agrupado com H53, H69 e
H116, e considerado mais proximo de CITR e YUMA. Observa-se, também, que esses porta-
enxertos se apresentaram mais proximos dessas variedades.

12 SSRs
Unweighted pair-group average

H51 I
Lco 0.2308 |

G6

TCLEOP
PTBEN

Q
m

PTFBAR f— 24813 c4
CITSAC |

H53

v I
H116 ) |
e 0.3846 G3

G2
YUM A 03846

LAPERA

0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6
Linkage Digance

Figura 5. Dendrograma gerado pelo método UPGMA para o grupo |. Em destaque, os porta
enxertos, € em numeros, as variedades indicadas como mais proximas. H51, H53, H69, e
H116 — PEs. LCC- Limoeiro ‘Cravo Comum’, TCLEOP- Tangerineira ‘Cledpatra’, PTBEN-
Poncirus Trifoliata ‘Beneck’, PTFBAR- Poncirus Trifoliata ‘Barney’, CITSAC- Citrumelo
‘Sacaton’, CITR- Citrange ‘Rusky’, YUA- Yuma, LAPERA- Laranjeira ‘Pera’No grupo II, 4
grupos foram gerados, (Figura 6) e cada porta-enxerto ficou dentro de um grupo especifico,
facilitando a identificacdo dos parentais e sugerindo que cada um tinha um parental diferente.



31
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Figura 6 . Dendrograma gerado pelo método UPGMA para o grupo Il. Em destaque, os porta
enxertos, e em nimeros, as variedades indicadas como mais préximas H206, H207 e H208 —
PEs. TSKC — Tangerineira ‘Sunki Comum’, CCOLE- Citrange ‘Colemon’, PTFDRAG-
Poncirus Trifoliata ‘Flying Dragon’, PTBEN — Poncirus Trifoliata ‘Beneck’,CITHOM-
Citrangequat‘Thomasville’, CRUSK- Citrange ‘Rusk’, CTROYER- Citrange ‘Troyer’,
CARG- Citrange ‘Argentina’

Foi utilizado em conjunto os dados da matriz de dissimilaridade e dendrograma
para a identificacdo dos respectivos parentais. Essa identificacdo se baseou nas menores
distancias entre os porta-enxertos e relatos dos possiveis genitores. A matriz foi utilizada para
gue se houvesse uma confiabilidade maior nos dados gerados pelo dendrograma, pois reflete a

exata da distancia genética entre os individuos.

Com base na matriz de dissimilaridade (Anexo — Quadro 1), foi possivel notar que
a distancia genética variou de 0,1538 a 0,7692. Por estar geneticamente mais proximos dos
porta-enxertos, o Limoeiro Cravo Comum (LCC), foi considerado a planta parental
possuidora do megasporangio, que deu origem ao porta-enxerto H51, onde apresentou um
valor de 0,2308 de dissimilaridade com H51. A Tangerina “Cle6patra”, (TCLEOP) foi
considerada uma das variedades mais distantes geneticamente, seguido por Citromelo
“Sacaton” (CITSAC). Poncirus Trifoliata “Beneck” (PTBEN), e Poncirus Trifoliata “Barney”
(PTFBAR), foram considerados genitores possuidores de microsporangio, sendo PTFBAR
considerada a mais préxima, com valor de 0,4615, ou seja, menor em comparagdo com outras

variedades.
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Para os outros porta-enxertos, H53, H69 e H116, foi possivel observar que, apesar
de se apresentarem muito proximos geneticamente identifica-se um provavel parental
possuidor do megasporangio, apesar da mesma nao oferecer valores muito préximos, com
variacdo de 0,3077 a 0,4615 para os trés porta-enxertos, sendo essa progénie a Laranjeira
Péra. Um provavel genitor possuidor de microsporangio que também pode ser atribuido a
origem desses porta-enxertos sdo: Citrange “Rusky” (CITR) e Yuma, (YUMA) ambos com
valor de 0,3846 para cada porta-enxerto. Contudo, devido ao pequeno namero de primers
utilizados nas analises sugere-se utilizar mais iniciadores SSR, a fim de se obter uma maior

cobertura gendmica e consequentemente um resultado mais conciso.

Outros autores também sugerem que em situacdes onde ndo é possivel distinguir
com confiabilidade a relacdo de parentesco entre determinados acessos com um determinado
marcador, indica-se o0 uso de marcadores adicionais (JAKSE, 2005). Porém, uma
proximidade genética também pode sugerir uma estreita base genética do material analisado
(DELLAGOSTIN, 2011)

Em relacdo ao grupo Il, pode-se perceber que a distancia genética variou de
0,1679 a 0,6250 (Anexo — Quadro I1)

A Tangerina Sunki Comum, (TSKC) aparece como suposta progénie possuidora
de megasporangio de todos os porta-enxertos do grupo Il, com distancias genéticas variando
de 0,167 a 0,375, 0 que mostra que a variedade é muito préxima geneticamente dos trés porta-
enxertos, sendo esse grau de similaridade maior do que o observado entre progénies e

variedades do grupo I.

Citrange “Colemon”, (CCOLE) aparece como possivel progénie possuidor de
microsporangio do porta-enxerto H206, com distancia de dissimilaridade de 0,292. Citrange
“Troyer”, (CTROYER) e Citrange “Argentina”’, (CARG) como possivel progénie possuidor
de microsporangio de H207, sendo que CTROYER apresentou dissimilaridade de 0,083,
enquanto CARG 0,500 em relacdo a esse hibrido. Para o porta enxerto H208, Poncirus
Trifoliata “Dragon” (PTFDRAG), Poncirus Trifoliata “Benek”, (PTBEN) Citrangequat
“Thomasville”, (CITHOM) e Citrange “Rusk”, (CRUSK) se mostraram como possivel
progénie possuidor de microsporangio, sendo que as progénies mais proximas foram
PTFDRAG e PTBEN, ambas com valor de 0,125 de dissimilaridade.
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Porém, estudos relatam que o P. trifoliata ‘Flying Dragon’ conferem a copa
melhores desempenhos em termos de eficiéncia produtiva e qualidade de frutos
(CANTUARIAS-AVILES et al., 2011; 2012).

Com o intuito de melhorar a acuracia do estudo de parentesco, nos grupos | e Il,
também foram amplificados primers mitocondriais. No entanto, dos 11 primers amplificados,
apenas um deles mostrou que alguns individuos ndo possuiam bandas, foram eles: Citrumelo
‘Sacaton’ no grupo I, e Citrange ‘Rusk’ e Poncirus Trifoliata ‘Flying Dragon’ no grupo II
(Figura 7). O restante desses primers se apresentaram altamente monomorficos (Figura 8),
ndo podendo fazer inferéncias mais precisas quanto aos verdadeiros parentais. Dois primers
ndo traduziram em resultados confidveis, visto que € um ndmero muito pequeno de

sequéncias a serem analisadas.

RIS NSRS s o) ar 12

Figura 7. Eletroforese dos primers mitocondriais CSS03F e CSS03R em G1: 1- H51, 2- H53, 3- H69, 4- H116,
5- Limoeiro ‘Cravo” Comum, 6- Tangerina ‘Cledpatra’, 7- Laranjeira ‘Pera’, 8- Poncirus Tifoliata ‘Benecke’, 9-
Poncirus trifoliata ‘Barney’, 10- Citrumelo ‘Sacaton”, 11- Citrange ‘Rusk’, 12- Citrange ‘Yuma’. G2: 1- H2016,
2-H207, 3-H208, 4- Tangerineira ‘sunki’ comum, 5- Citrange ‘Argentina’, 6- Citrange ‘Coleman’, 7-
Citrangequat ‘Thomasville’, 8- Citrange ‘Rusky’, 9- Poncirus trifoliata ‘Flying Dragon’, 10- Poncirus trifoliata
‘Benecke’, 11- Citrange ‘Troyer’. M- Marcador de 1kb. Foto: Amanda Gabrielly.
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Figura 8. Eletroforese de primers mitocondriais CSLO9F e CSLO9R em G1: 1- H51, 2- H53, 3- H69, 4- H116,
5- Limoeiro ‘Cravo” Comum, 6- Tangerina ‘Cledpatra’, 7- Laranjeira ‘Pera’, 8- Poncirus Tifoliata ‘Benecke’, 9-
Poncirus trifoliata ‘Barney’, 10- Citrumelo ‘Sacaton”, 11- Citrange ‘Rusk’, 12- Citrange ‘Yuma’. G2: 1- H2016,
2-H207, 3-H208, 4- Tangerineira ‘sunki’ comum, 5- Citrange °‘Argentina’, 6- Citrange ‘Coleman’, 7-
Citrangequat ‘Thomasville’, 8- Citrange ‘Rusky’, 9- Poncirus trifoliata ‘Flying Dragon’, 10- Poncirus trifoliata
‘Benecke’, 11- Citrange ‘Troyer’. M- Marcador de 1kb. Foto: Amanda Gabrielly.

No grupo Ill, foi realizado um estudo de homozigosidade para descobrir qual a
proximidade de Sunki Tropical e Sunki Maravilha em relacdo a Sunki comum, se sdo hibridos
ou possiveis selecbes desta Ultima. Esse estudo € de extrema importancia para PMG do
CNPMF (Cento Nacional de Pesquisa em Mandioca e Fruticultura) e servira de informacao

desses materiais junto ao MAPA.

O teste de chi-quadrado objetiva verificar se a frequéncia absoluta observada de
uma variavel ¢ significativamente diferente da distribuicdo de frequéncia absoluta esperada.
Neste estudo, de acordo com a analise de chi-quadrado (3°) pode inferir que a Sunki
Maravilha e a Sunki Comum possuem mais diferencas ( p = 0,04) entre si, sugerindo ser um

hibrido da Sunki Comum.

Ja a Sunki Tropical apresentou valor de p= 0,3173 - ndo significativo, assim
provavelmente a Sunki Tropical seja uma sele¢do e ndo um hibrido da Sunki Comum. No
entanto, esse € um estudo preliminar e varios outros marcadores SSR serdo testados para

aumentar a confiabilidade dos dados.

As tangerineiras ‘Sunki’ s3o indicadas como importantes genitores em programas
de melhoramento de citros em geral, via hibridacdo, pela baixa poliembrionia, elevada
frequéncia de hibridos, principalmente quando se usa como genitor associado o P. trifoliata
ou seus hibridos (SOARES FILHO et al., 2000), portanto, é de extrema importancia que se
saiba a origem dessas variedades de tangerineiras para aumentar as informagdes junto ao

MAPA visando registro desses materiais.

Concluséao
Os dados avaliados no grupo | sugerem que o Limoeiro Cravo Comum, e

Poncirus Trifoliata “Barney, sdo os parentais mais proximos do H 51. A laranjeira Péra,
Citrange “Rusk” ¢ Yuma, nessa primeira analise sdo os possiveis parentais mais proximos dos
hibridos H53, H69 e H116, uma vez que os valores das distancias genéticas foram baixos. No

grupo Il, a Tangerina Sunki Comum possivelmente € um dos parentais dos porta-enxertos,
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seguido de Citrange “Colemon” para o H206, Citrange “Troyer” para H207 e Poncirus
Trifoliata “Dragon” e Poncirus Trifoliata “Benek”, para H208.

E notdrio que houve pouca diferenca nas medidas de dissimilaridade genética
entre 0s materiais avaliados, visto que o numero de primers que foram contabilizados para
avaliacdo foi pequeno devido a varios apresentarem bandas monomorficas. Por isso, faz-se
necessario neste estudo ndo so6 a utilizagdo de uma quantidade maior de primers para uma
obtencdo de resultados mais confiaveis, mas também se percebeu a necessidade de desenhar e
sintetizar novos primers com sequéncias especificas que possam detectar uma taxa de
polimorfismo maior entre 0s porta-enxertos e as variedades dos trés grupos.

O porta-enxerto Sunki Tropical estd mais proximo geneticamente da Sunki
Comum, podendo ser considerado um sele¢do da mesma, ao passo que a Sunki Maravilha,
por ser mais distante, provavelmente seja hibrido tendo a Sunki Comum como um dos

parentais.
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Figura 1. Mapa de producéo de citros no Brasil. IBGE, 2017.

H51 H53 H69 H116 LCC TCLEOP LAPERA PTBEN PTFBAR CITSAC CITR  YUMA
H51 0.0000 0.3846 0.4615 0.4615 0.2308 0.6154 0.5385 0.5385 0.4615 0.6154 0.5385 0.5385
H53 0.3846 0.0000 0.0769 0.2308 0.5385 0.6154 0.3846 0.4615 0.5385 0.4615 0.3846 0.3846
H69 0.4615 0.0769 0.0000 0.1538 0.6154 0.6923 0.4615 0.5385 0.6154 0.5385 0.3846 0.3846
H116  0.4615 0.2308 0.1538 0.0000 0.6154 0.6923 0.3077 0.5385 0.6923 0.5385 0.3846 0.3846
LCC 0.2308 |0.5385 0.6154 0.6154 |0.0000 0.5385 0.4615 0.4615 0.5385 0.7692 0.7692 0.7692
TCLEOP|0.6154 0.6154 0.6923 0.6923 |0.5385 0.0000 0.6154 0.3846 0.3846 0.6154 0.7692 0.7692
LAPERA0.5385 0.3846 0.4615 0.3077 |0.4615 0.6154 0.0000 0.4615 0.6923 0.6923 0.5385 0.5385
PTBEN (0.5385 0.4615 0.5385 0.5385 [0.4615 0.3846 0.4615 0.0000 0.5385 0.6154 0.6154 0.6923
PTFBAR[0.4615 0.5385 0.6154 0.6923 [0.5385 0.3846 0.6923 0.5385 0.0000 0.2308 0.6154 0.6154
CITSAC|0.6154 0.4615 0.5385 0.5385 |0.7692 0.6154 0.6923 0.6154 0.2308 0.0000 0.4615 0.5385
CITR |0.5385 |0.3846 [0.3846 |0.3846 ]0.7692 0.7692 0.5385 0.6154 0.6154 0.4615 0.0000 0.4615
YUMA [0.5385 |0.3846 [0.3846 |0.3846 ]0.7692 0.7692 0.5385 0.6923 0.6154 0.5385 0.4615 0.0000

Quadro 1. Matriz de dissimilaridade genética para o grupo I.

H206 H207 H208 TSKC CARG CCOLE CITHOMCRUSK PTFDRA(PTBEN CTROYER

H206 0.000 0.333 0375 0167 0500 0292 0250 0333 0333 0250 0.333
H207 0.333 0.000 0458 0333 0500 0542 0.167 0250 0417 0333 0.083
H208 0.375 0458 0.000 0375 0458 0333 0292 0292 0125 0125 0.542

TSKC 0.167 ]0.333 0375 [0.000 0500 0.208 0.250 0.250 0.250 0.250  0.250
CARG 0.500 0.500 0.458 [0.500 0.000 0.625 0500 0500 0.333 0333 0.583
CCOLE [0.292 |0.542 0.333 0.208 0.625 0.000 0375 0375 0375 0375 0458
CITHOM (0.250 0.167 0292 0.250 0500 0.375 0.000 0.083 0.250 0.167 0.250
CRUSK (0333 0250 0292 ]0.250 0500 0375 0.083 0.000 0.167 0250 0.333
PTFDRAG |0.333 0417 |0.125 ]0.250 0.333 0375 0.250 0.167 0.000 0.083  0.500
PTBEN 0250 0.333 0125 [0.250 0.333 0.375 0.167 0250 0.083 0.000 0.417
CTROYER|[0.333 [0.083 Jo.542 0.250 0583 0458 0.250 0.333 0500 0417  0.000

Quadro 2. Matriz de dissimilaridade genética para o grupo I1.



Figura 2. Amplifica¢gdes com primer polimorfico de SSR dos grupos | e 1l. Em G1: 1- H51, 2- H53, 3- H69, 4-
H116, 5- Limoeiro ‘Cravo” Comum, 6- Tangerina ‘Cledpatra’, 7- Laranjeira ‘Pera’, 8- Poncirus Tifoliata
‘Benecke’, 9- Poncirus trifoliata ‘Barney’, 10- Citrumelo ‘Sacaton”, 11- Citrange ‘Rusk’, 12- Citrange ‘Yuma’.
G2: 1- H2016, 2-H207, 3-H208, 4- Tangerineira ‘sunki’ comum, 5- Citrange ‘Argentina’, 6- Citrange
‘Coleman’, 7- Citrangequat ‘Thomasville’, 8- Citrange ‘Rusky’, 9- Poncirus trifoliata ‘Flying Dragon’, 10-
Poncirus trifoliata ‘Benecke’, 11- Citrange ‘Troyer’. M- Marcador de 1kb. Foto: Amanda Gabrielly.

Figura 3. Amplificagcdes com primer monomérfico de SSR dos grupos I e Il. Em G1: 1- H51, 2- H53, 3- H69, 4-
H116, 5- Limoeiro ‘Cravo” Comum, 6- Tangerina ‘Cledpatra’, 7- Laranjeira ‘Pera’, 8- Poncirus Tifoliata
‘Benecke’, 9- Poncirus trifoliata ‘Barney’, 10- Citrumelo ‘Sacaton”, 11- Citrange ‘Rusk’, 12- Citrange ‘Yuma’.
G2: 1- H2016, 2-H207, 3-H208, 4- Tangerineira ‘sunki’ comum, 5- Citrange ‘Argentina’, 6- Citrange
‘Coleman’, 7- Citrangequat ‘Thomasville’, 8- Citrange ‘Rusky’, 9- Poncirus trifoliata ‘Flying Dragon’, 10-
Poncirus trifoliata ‘Benecke’, 11- Citrange ‘Troyer’. M- Marcador de 1kb. Foto: Amanda Gabrielly.
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Figura 4. Amplificacdo com SSR no grupo I1l. SC- Sunki Comum, ST- Sunki Tropical e SM- Sunki Maravilha.
M- Marcador de 1kb. Foto: Amanda Gabrielly



