Artigo/Article

Variabilidade genética em genotipos da colecio de germoplasma
de Citrus, do Instituto Agronéomico de Pernambuco Brejao-PE,
por meio de marcadores moleculares ISSR

Romulo Maciel Moraes Filho'*, Horace José Jimenez?, Angélica Virginia Valois
Montarroyos?, Rosimar dos Santos Musser?, Mairon Moura da Silva?,
Edson Ferreira Silva? & Luiza Suely Semen Martins?

RESUMO

O Brasil é o maior produtor de laranja respondendo por 50% da produ¢ao mundial, tendo
no ano de 2009 produzido mais de 18 milhdes de toneladas, em uma area plantada de 990 mil
hectares. Apesar dos recentes avancos da citricultura nacional, existe pouca diversificacdo, sen-
do as variedades de laranjas Péra, Natal, Valéncia e Hamlin as de maior representa¢do nacional.
Na regiao Nordeste, onde a situagdo ¢ ainda mais grave, a laranja Péra € responsavel pela grande
maioria da producdo. O municipio de Garanhuns/PE e os municipios vizinhos do Agreste Meri-
dional apresentam potencial de expansdo para o cultivo de variedades de citros para o consumo
in natura devido, principalmente, a altitude. O objetivo deste trabalho foi atestar a variabilidade
genética, por meio de marcadores moleculares ISSR, das variedades do género Citrus a serem
introduzidas e recomendadas para a regido Nordeste pela Embrapa Mandioca e Fruticultura. A
metodologia ISSR-PCR permitiu a visualizagdo de um total de 167 locos com a utilizagao de 15
primers. Destes 162 locos (97%) exibiram polimorfismo e cinco (3%) foram monomorficos. De
acordo com a analise do dendrograma e da matriz de similaridade genética foi possivel agrupar
as 15 variedades de laranja doce em um Unico grupo com 27% de diversidade entre si e 40%
em relagdo aos outros cinco genoétipos, formados por trés limdes, uma tangerina ¢ um pomelo.
O alto grau de polimorfismo observado sugere uma grande variabilidade genética entre as 15
variedades estudadas, o que ¢ desejavel para a diversificacdo de variedades a serem indicadas
futuramente para o Agreste Meridional de Pernambuco.

Termos para indexacio: estudo de diversidade, fingerprinting, laranja.
SUMMARY

Genetic variability in genotypes of the germplasm collection of citrus from the
Instituto Agronémico of Pernambuco Brejao-PE, by using ISSR molecular markers

Brazil is the largest orange producer and accounts for 50% of the world production. In
2009 Brazil produced over 18 million tons, in a planted area of 990,000 hectares. Despite recent
advances in the national citrus industry, there is little diversification of cultivars and varieties,
which include basically Pera, Natal, Valencia and Hamlin. In the Northeast, the predominance of
Pera varieties is even more intense and represents most of the production. Garanhuns/PE and its
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neighbor cities (Agreste Meridional) show potential for citrus production expansion, mainly due
to the altitude. The objective of this work was to access the genetic variability among citrus plants
that were introduced and recommended to the Northeast region by Embrapa Mandioca e Fruti-
cultura, by using by ISSR markers. The ISSR-PCR method allowed the visualization of 167 loci
with the use of 15 primers. A hundred sixty-two (97%) loci exhibited polymorphism and five (3%)
were monomorphic. According to the analysis of the dendrogram and the genetic similarity ma-
trix, it was possible to group the 15 varieties of sweet orange in a single group with 27% diversity
among them and 40% over the five other genotypes, consisting of three lemons, a tangerine and
a grapefruit. The high degree of polymorphism observed between the group of oranges and the
other five accessions suggests a large genetic variability within the genus, which may be particu-
larly useful in breeding programs aiming to develop new rootstocks adapted to many different en-
vironmental conditions as well as the identification of promising varieties in terms of production.

Index terms: genetic diversity, fingerprinting, orange.

INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de laranjas,
em 2009 produziu mais de 18 milhdes de toneladas e a
producdo estimada para 2010 foi acima de 19 milhdes
de toneladas, com uma area plantada de pouco mais de
984 mil hectares (IBGE, 2010). Apesar dos avangos da
citricultura nacional, existe pouca diversidade de varie-
dades em cultivo sendo mais grave a situagdo na regido
Nordeste onde as laranjas do tipo Péra sdo responsaveis
pela grande maioria da produ¢ao (95%), ndo havendo
também muito investimento em variedades apropria-
dos para mesa devido ao fortalecimento da industria de
suco (Passos et al., 2004).

A citricultura apresenta-se extremamente vulne-
ravel como resultado das poucas variedades, tanto para
copas como para porta-enxerto, consequentemente, com
poucas chances de escolha tanto para o produtor quanto
para o consumidor brasileiro. A Regido Nordeste ¢ privi-
legiada para o cultivo de Citrus por estar mais proxima
dos grandes mercados importadores (Europa e Estados
Unidos), pela auséncia de doengas ndo endémicas, o que
favorece o setor produtivo de alimentos que esta relacio-
nado, em grande parte, aos pequenos agricultores, além
da disponibilidade de informacgdes técnicas geradas pela
Embrapa, empresas estaduais de desenvolvimento agro-
pecuario e universidades (Passos et al., 2004). Segun-
do Passos et al. (2005), o municipio de Garanhuns e os
municipios vizinhos do Agreste Meridional, ambos em
Pernambuco, apresentam potencial de expansao para o
cultivo de Citrus de mesa, principalmente devido a alti-
tude (acima de 750 metros).
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O pomelo (C. paradisi Mactad.) ¢ uma fruta citri-
ca muito apreciada e cultivada nos Estados Unidos, na
China, em Cuba, em Israel, na Africa do Sul, no México
e na Argentina (Coelho, 2002). Apesar dos pomelos se-
rem frutas bastante saudaveis, o seu teor de acidez ele-
vado e sabor doce e amargo faz com que, no Brasil, a
sua exploracdo se restrinja a pequenos pomares.

O uso de marcadores moleculares tem tido
cada vez mais destaque como uma ferramenta im-
portante para o melhoramento genético de plantas,
visando o mapeamento de genes, o fingerprinting,
a analise de diversidade genética, os diagnosticos
de doengas e os estudos taxondmicos e evolutivos
(Wiinsch & Hormaza, 2007).

Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repe-
at) sdo marcadores baseados em microssatélites capazes
de diferenciar individuos altamente aparentados (Borém
& Caixeta, 2009). O ISSR-PCR utiliza um tUnico primer
com em torno de 16 e 25 pares de base. Este primer con-
siste em mono, di, tri, tetra ou penta nucleotideos repeti-
dos in tandem e com dois a quatro nucleotideos arbitra-
rios degenerados na extremidade 3’ ou 5’ (Shahsavar et
al., 2007). Por estas caracteristicas, os marcadores ISSR
combinam vantagens de metodologias como AFLP (Am-
plified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple
Sequence Repeat) com a universalidade dos marcadores
RAPD. Como desvantagem, estes marcadores compar-
tilham a caracteristica de dominancia dos marcadores
RAPD e AFLP (Shahsavar et al., 2007; Borém & Cai-
xeta, 2009). Em citros marcadores ISSR t€m sido usados
para caracterizagdo de germoplasma (Shahsavar et al.,
2007) e analise de diversidade (Kumar et al., 2009).
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O objetivo do presente trabalho foi analisar a
diversidade genética, por meio de marcadores molecu-
lares ISSR, entre 20 genotipos do género Citrus, repre-
sentados por laranjas, limoes, limas acidas, tangerinas
e pomelos, para futura indicacdo de cultivo na regido
do Agreste Meridional de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laborato-
rio de Biotecnologia do Departamento de Agronomia
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFR-
PE), utilizando 20 acessos (Tabela 1) da Colegdo de
Germoplasma de Citrus, instalada na Estagdo Experi-
mental do Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA),
situada no municipio de Brejao/PE.

Extragdo do DNA: O DNA foi extraido de cerca
de um grama de folha macerado em nitrogénio liquido,
segundo metodologia de Murray & Thompsom (1980)
com modifica¢des. Ao material macerado foram adiciona-
dos 600 pl de tampao de extragdo (2% CTAB; NaCl, 1,4
mM; EDTA, 0,02 M; 100 mM Tris HCI; 1% B-mercapto-
etanol). As amostras foram incubadas em banho-maria, a
65°C por 30 minutos. Foi feita uma lavagem com cloro-
formio-alcool isoamilico (24:1) por cinco minutos segui-
da de uma centrifugacao a 7.000 rpm a 4° C por cinco mi-
nutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
onde foram adicionados 600 pl de isopropanol gelado. O
contetido dos tubos foi misturado por inversdo e estes sub-
metidos a nova centrifugacdo a 7.000 rpm por 15 minutos.
O sobrenadante foi descartado e os pellets foram ressus-
pendidos em 600 ul de uma solugdo de etanol absoluto
gelado e acetato de s6dio 3M (1:0,1) e incubados em 20°C
por uma hora. Uma nova centrifugagdo a 7.000 rpm por
15 minutos foi procedida e os sobrenadantes descartados.
Os pellets foram entdo submetidos a uma lavagem com
etanol a 70%. Apo6s secagem os pellets foram ressuspen-
didos em 200 pl de tampao TE contendo RNAse (50 mM
Tris + 10 mM EDTA, pH 8,0) contendo RNAse (10 ng/
mL), a 37°C, por uma hora. A quantificagdo do DNA foi
feita visivelmente em gel de agarose a 0,8% ¢ as concen-
tragdes padronizadas em 15 ng ul”'.

Condicdes da PCR: As reagdes de amplifica-
¢do foram feitas em um volume total de 25 ul, conten-
do 30ng de DNA, 75 mM Tris-HCI (pH 8.8), 20 mM
(NH,),SO,, 50-65 nM MgCl,, 150 uM de cada um dos
desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 1 uM

de primer (Tabela 2) e uma unidade da enzima 7ag DNA
polimerase. As amplificagdes foram feitas seguindo as
seguintes programacdes: desnaturagdo inicial a 95° por
15 minutos, seguidos de 30 a 35 ciclos de desnaturacao a
94° por 30 segundos, temperatura de anelamento especi-
fica de cada primer por 45 segundos e extensdo a 72° por
2 minutos, ¢ extensdo final a 72° por 7 minutos ao fim
dos ciclos de amplificagdo. Em seguida, os produtos de
PCR foram separados em gel de agarose a 2% corados
com syber gold e visualizados em transluminador UV.
A Tabela 2 contém a relacdo de primers, temperatura de
anelamento e numero de ciclos de amplificagao.

Analise dos dados: os dados obtidos por meio da
técnica PCR-ISSR foram analisados para a presenca (1)
ou auséncia (0) de bandas. As similaridades genéticas entre
gendtipos foram estimadas usando-se o coeficiente de Dice
(equivalente ao indice de Nei & Li, 1979), os dendogramas
foram construidos usando-se a opcao UPGMA (Unwei-
ghted Pair Group Method Aritimetic Average) no progra-
ma NTSYS - pc (Numeral Taxonomy and Multivariater
Analysis System, versao 1.70, Exeter software, NY, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia ISSR permitiu a visualizag@o de
um total de 167 locos com a utilizacdo de 15 primers
(Tabela 3). Destes 162 (97%) exibiram polimorfismo e
5 (3%) foram monomorficos. Foram observados uma
média de 11,1 fragmentos por primer variando entre 5
(#862) a 17 (#813) (Figura 1). Estes resultados se apro-
ximam bastante dos obtidos por Kumar et al. (2009) na
caracterizacdo de espécies do género Citrus utilizando
15 primers ISSR, os quais produziram um total de 204
locos, sendo 179 polimédrficos com uma média de 12
locos por primer e 87% de polimorfismo. Shahsavar
et al. (2007) utilizaram 6 primers ISSR para analise de
diversidade em Cifrus e observaram 234 locos sendo
destes 209 polimorficos (90%), sendo que o ntimero de
loci por primer variou de 27 a 52, com média de 39
locos/primer. Estes valores sdo muito superiores em
relagdo tanto aos resultados obtidos no presente estudo,
quanto dos obtidos por Kumar et al. (2009), o que pode
ser explicado tanto pela diferencga dos gendtipos avalia-
dos, como pelo sistema de eletroforese utilizado, visto
que no estudo de Shahsavar et al. (2007) os fragmentos
amplificados foram separados em géis de poliacrilami-
da que apresentam resolucdo superior aos de agarose.
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Tabela 1. Caracteristicas morfoagronomicas de 20 acessos da colecdo de Germoplasma de Citrus do IPA - Brejao/PE.

Caracteristicas”

N° Variedades

Laranjas

1 Bahia 101
Baianinha 03
Hamlin 02

4 Lima

5 Rubi

6 Sunstar

7 Pineapple

8 Péra D6

9 Péra D9

10 PéraD 12

11 Valéncia Tuxpan

Laranjas

12 Westin

13 Midsweet

14 Natal

15 Salustiana

Limas e Limoes

16 Lima da Pérsia

17 Lima acida Tahiti 2000
18 Limao Fino

Tangerina

25 Mexerica

Pomelo

33 Star Ruby

Maturagao precoce, presenca de umbigo, sem sementes, casca amarela, polpa
suculenta, sabor acido e adocicado. Alto teor de vitamina C.

Mesmas caracteristicas da Bahia 101, porém com fruto menor.

Maturagao precoce, fruto pequeno, casca fina e amarelada, baixo teor de suco,
poucos acgucares e ligeiramente acido. Indicado para produg¢ao de suco concen-
trado. Altamente produtiva.

Maturagao precoce, casca fina, amarela esverdeada. Baixa acidez, doce e su-
culenta, indicada para consumo in natura

Maturagao precoce, frutos esféricos, casca pouco espessa, cor laranja intensa,
com suco bastante saboroso, servindo para o consumo ao natural ou industria-
lizado. Altamente produtiva.

Maturagdo meia-estagao, frutos com acidez, muitas sementes, produtividade
alta.

Maturagdo tardia, formato alongado casca lisa, fina, amarela. Polpa ¢
suculenta, de sabor adocicado e levemente acido. Indicado para consumo
in natura.

Frutos ovalados, casca grossa suco amarelo forte e adocicado. Indicados para
CONSUMOo in natura € em suco.

Frutos esféricos, casca pouco espessa, cor laranja intensa, suco bastante sabo-
1080, servindo para o consumo ao natural ou industrializado. Altamente produ-
tiva.

Maturacao meia-estacdo, frutos com acidez, muitas sementes, produtividade
alta.

Maturacao tardia, frutos ovalados, casca grossa, suco de coloracao amarelo
forte e adocicado. Sdo consumidas in natura € no preparo de sucos.

Maturagao precoce, frutos com acidez, produtividade alta.

Sem acidez, poucas sementes, maturagao precoce, produtividade média.

Fruto ligeiramente ovalado, com casca verde intenso. Sem sementes.

Maturagdo em meia estacdo, frutos medianos, muito aromaticos, casca fina e
lisa, sdo faceis de descascar e paladar bastante agradavel.

*Caracteristicas descritas por Mattos Junior et al. (2005) e Embrapa Mandioca e Fruticultura (2003).
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Tabela 2. Sequéncias dos primers ISSR utilizados no estudo de diversidade de 20 acessos do género Citrus

Primer Sequencia TA °C N° Ciclos
#862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC 55 30
#858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 50 35
#820 GTG TGT GTG TGT GTG TC 50 35
#860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 50 35

#2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 50 35
#834 AGA GAG AGA GAGAGAGYT 50 35
#851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 50 35
#845 CTCTCT CTCTCT CTC TRG 50 35

#1 ACACACACACACACACT 50 35
#864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 50 35
#885 BHB GAG AGA GAG AGA GA 50 35
#897 CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 50 30
#866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC 50 35
#813 CTCTCT CTCTCT CTCTT 55 30
#3886 VDV CTC TCT CTCTCT CT 55 30

N=(A,G,CT),R=(A,G),Y=(CT),B=(C,GT),D=(AGT),H=(ACT),V=(ACG)

Tabela 3. Relacao dos fragmentos amplificados com o uso de 15 primers ISSR utilizados no estudo de
diversidade de Citrus

Locos

Primer N° de locos Polimérficos Locos Monomorficos
#862 5 2 3
#858 10 8 2
#820 8 8 0
#860 16 16 0

#2 12 12 0
#834 8 8 0
#3851 11 11 0
#845 11 11 0

#1 14 14 0
#864 11 11 0
#885 7 7 0
#897 10 10 0
#8606 9 9 0
#3813 17 17 0
#886 16 16 0
Total 167 162 5

Citrus Research & Technology, Cordeirépolis, v.32, n.2, p.67-76, 2011
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Figura 1. Padrdo de bandas PCR-ISSR para os 20 gendtipos do género Citrus, utilizando-se o primer #851.

De acordo com a analise do dendrograma (Fi-
gura 2) e da matriz de similaridade genética (Tabe-
la 4) foi possivel agrupar os gendtipos estudados em
dois grandes grupos. Um formado por limao Fino e
lima da Pérsia (bastante divergentes, com 54% de dis-
similaridade entre si) e o outro grupo formado pelos
demais que se subdivide em varios subgrupos. Os 15
genotipos de laranja doce formaram um unico sub-
grupo com 40% de dissimilaridade em relagdo aos
outros trés genotipos, sendo estes, lima acida Tahiti,
mexerica ¢ pomelo, que ficaram separados do referido
grande subgrupo.

O grupo principal ¢ formado por variedades de
laranjas doces indicadas para o cultivo na regido nor-
deste do Brasil. Estas variedades podem ser classifi-
cadas quanto a época de maturagdo de seus frutos em
Precoce: Bahia 101, Baianinha 03, Hamlin 02, Lima,
Rubi, Salustiana e Pineapple, Meia estagdo: Sunstar,
Westlin e Middlesweet e Tardia: Valencia Tuxpan, Péra
D6, Péra D9, Péra D12 e Natal (Embrapa Mandioca e
Fruticultura, 2003).
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O grupo das laranjas pode ser subdividido em
dois subgrupos com 27% de dissimilaridade entre si. O
subgrupo 1 retine todos os genotipos de maturagao pre-
coce (Bahia 101, Baianinha 03, Hamlin 02, Lima, Rubi,
Salustiana e Pineapple), Westin ¢ Middlesweet de ma-
turacdo em meia estagdo e os genotipos Natal, Péra D6,
Péra D9 e Péra D12 de maturacao tardia. O Subgrupo 2,
¢ formado pelos gendtipos Sunstar e Valéncia Tuxpan de
matura¢ao meia estacdo e tardia respectivamente.

De acordo com Herrero et al. (1996) e Breto et al.
(2001), as laranjas doces tém uma base genética muito
estreita, fato comprovado por Novelli et al. (2006), que
avaliando a utilizagdo de marcadores SSRs na caracte-
rizacdo de laranja doce, sugerem que isso ocorre devi-
do as variedades desse grupo de Citrus terem surgidos
por mutacdo génica. Varios artigos relatam as dificul-
dades na obtengdo de marcadores para a caracterizagao
de laranjas doces. Orford et al. (1995), utilizando mar-
cadores minisatellite, e Novelli et al. (2000), utilizan-
do isoenzimas e marcadores RAPD, ndo identificaram
diferencas entre variedades de laranjas doces.
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Fang & Roose (1997), utilizando marcadores
ISSR, detectaram baixo polimorfismo. Ainda de acordo
com os autores citados, a baixa diversidade intraespe-
cifica de algumas espécies do género Citrus € conside-
rada como o resultado de muitos fatores, destacando-se
mutagdo e propagagdo vegetativa.

Considerando-se a dissimilaridade entre o po-
melo e os demais genotipos, observou-se uma am-
plitude de 0,41 a 0,84 (Tabela 4), tornando-o assim
um promissor fornecedor de alelos novos para as
culturas de laranja, limdo, lima e tangerina. Como
boa parte do tropico semi-arido reune condigdes
climaticas favoraveis ao cultivo do pomeleiro, essa
cultura podera deixar de ser explorada em pequenos
pomares e entrar na exploragdo em escala comercial,
a exemplo do estado de S3o Paulo, que responde,
praticamente, pela totalidade da produgdo comercial
brasileira (Stuchi et al., 2003).

Apesar de nesse estudo ndo se ter detectado
grandes variabilidades genéticas entre as variedades
da mesma espécie, no género Citrus a diversidade ¢
bastante expressiva (Giacometti, 1991), podendo ser
de grande utilidade particularmente em programas de
melhoramento genético dirigidos a obtencao de novos
porta-enxertos adaptados as mais diversas condi¢des
ambientais, bem como na identificacdo de variedades
promissoras em termos de producao.

CONCLUSOES

O polimorfismo gerado com os marcadores mo-
leculares ISSR mostrou uma baixa variabilidade gené-
tica entre as 15 variedades de laranjas doces estudadas.

Os Marcadores ISSR foram eficientes para ca-
racterizar variedades do género Citrus e diferenciar ge-
noétipos de laranjas doces entre si e entre gendtipos de
limas, tangerinas e pomelos.

Considerando-se a dissimilaridade entre o po-
melo e os demais genotipos, observou-se uma variagao
de 0,41 a 0,84 tornando-o assim um promissor fornece-
dor de alelos novos para as culturas de laranja, liméo,
lima e tangerina.
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