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Diver sidade genética de porta-enxertoscitricosbaseada em mar cador es
molecularesRAPD?

Geneticdiversity of citrusrootstocksbased on RAPD marker analysis

Gilmar Schafer? MarinésBastianel®* Anal UciaCunhaDornelles

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a
diversidade genética, através do marcador molecular RAPD,
dos porta-enxertos da Colecdo de Citros da Estacéo Experi-
mental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (EEA/UFRGS) e acessos de porta-enxertos citricos
coletados em viveiristas da Regido do Vale do Rio Cai do
estado do Rio Grande do Sul. Para tanto, coletaram-se fo-
lhas de nove porta-enxertos citricos da EEA/UFRGS e de dez
acessos de trifoliata (Poncirus trifoliata) de viveiristas. Com
0 uso de nove sequéncias inicializadoras, foi possivel separar
0s porta-enxertos citricos em dois grupos principais, um for-
mado pelo limoeiro ‘Cravo’ e outro pelo trifoliata e seus
hibridos, apresentando alta dissimilaridade genética entre
os grupos. Marcadores moleculares RAPD foram eficientes
para caracterizar variedades de porta-enxertos de citros e
para separar o porta-enxerto P. trifoliata de seus hibridos
podendo serem utilizados para caracterizagdo de plantas ma-
trizes, andlise de variabilidade genética entre genitores em
programas de melhoramento genético de porta-enxertos e
para identificar a origem sexual ou nucelar de mudas de
trifoliata em viveiros comerciais.

Palavras-chave: citrus, Poncirus trifoliata, Citrus limonia.
ABSTRACT

This research intended to characterize the genetic
diversity of citrus rootstocks from the Experimental Agronomic
Station of the Rio Grande do Sul Federal University (EEA/
UFRGS) and rootstocks collected in nurseries of the Cai River
Valley - Rio Grande do Sul - Brazl. The method used was the
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) markers.
Leaves of nine citrus rootstocks from EEA/UFRGS and ten
accesses of trifoliate orange (Poncirus trifoliata) from different
nurseries were collected. With the use of nine random primers it

was possible to separate the rootstocks in two main groups:
one formed by ‘Rangpur’ lime (Citrus limonia) and the other
by trifoliate orange and its hybrids of low genetic similarity.
RAPD molecular marker was very efficient for the citrus rootstock
characterization and for the trifoliate orange separation from
its hybrids. The technique might be used to characterize
cultivars, analysis of genetic variability among progenitors in
improvement breeding programs of rootstock , and identify
zygotic seedlings of trifoliate orange in commercial nurseries.

Key words: citrus, Poncirus trifoliata, Citrus limonia.

INTRODUCAO

A citriculturabrasileira, dentro daeconomia
nacional e mundial, apresenta um papel de destaque,
tanto pela maior produ¢do mundial, como pela
exportacdo de suco. No Rio Grande do Sul, aprodugéo
citricola apresenta um papel fundamental na fixagdo
do homem no campo, poislocaliza-se principalmente
nas margens dos rios Cai e Taquari, cuja regido é
composta, em grande parte, por pequenas
propriedadesrurais(DORNELLES, 1991), produzindo
frutos principal mente para o consumo de mesa.

Devido a0 seu caréter perene, amudacitrica
éofator maisimportante naformagéo de um pomar. Os
principais atributos de uma muda de boa qualidade
podem ser atribuidos a origem do enxerto e do porta-
enxerto (plantas matrizes) e a qualidade do sistema
radicular (LIMA, 1986). O uso de porta-enxertos, por
afetar maisde 20 caracteristicashorticolas e patol dgicas
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da cultivar copa e frutos, é considerado essencial na
citricultura(SCHAFER et al., 2001). Estima-se que 90%
das mudas produzidas no Rio Grande do Sul estdo
enxertadas sobre Poncirus trifoliata (MORAES et
al.,1998; SCHAFER & DORNELLES, 2000).A utilizagio
de um Unico porta-enxerto torna a citricultura
vulneravel ao surgimento de moléstias, podendo
ocasionar danos econdmicos severos, como foi o caso
da tristeza dos citros, do declinio (BERETTA et a.,
1989) ou, maisrecentemente, damorte sibitadoscitros
(FUNDECITRUS, 2002).

As sementes de citros geralmente sao
poliembridnicas, isto &, possuem doisou maisembrides
em umamesmasemente. Normalmente, um embri&o é
zigotico, resultante da fecundacdo, e os demais séo
produzidos assexua mente por divisdes mitéticas de
células sométicas do nucel o e, por isso, sdo chamados
de embrides nucelares (KOLLER, 1994; FROST &
SOOST, 1968). Na germinagdo das sementes,
geralmente os embrides nucelares nascem com mais
vigor, dominando os embrides resultantes da
fecundac&o, cujas mudas raramente ou pouco se
desenvolvem (KOLLER, 1994). A selecdo dasplantas
pelo viveirista é feita pelo seu vigor, descartando
aquelas com menor desenvolvimento vegetativo, que
s@o possivelmente resultantes da germinagdo do
embrido zigatico. |sso proporcionaum elevado indice
de mudas com caracteristicas idénticas as da planta
matriz, justificando a obtencéo de porta-enxertos de
citros por meio de sementes (KOLLER, 1994).
Entretanto, CRISTOFANI & MACHADO (1998)
detectaram por meio da caracterizag8o molecular de
porta-enxertos de limoeiro ‘Cravo’ a ocorréncia de
germinacdo de embrido zigoticos e sua posterior
selecdo. Além desse trabalho, SOARESFILHO et al.
(1991) sugeriram aexisténciade variabilidade genética
em populactes do porta-enxertos limoeiro ‘Cravo’.
Estas consideractes associadas ao fato dosviveiristas
costumeiramente formarem suas plantas matrizes a
partir de mudas propagadas por sementes, aumentam
a probabilidade de se detectar variabilidade genética
entre estes.

A andlise genética de individuos tem sido
revolucionada nestes Ultimos anos, através do
desenvolvimento da técnica de amplificagdo de
sequénciasde DNA, que permite acomparagdo direta
dos a€los, através da composicdo em nucleotideos
dasequiéncia. Estametodol ogia, denominada de PCR
(Reag&o de polimerase em cadeia), permite comparar
0s organismos ao nivel molecular, sem influéncia do
ambiente ou idade do tecido (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995). VariagbesdaPCR, taiscomo
RAPD (Amplificagdo polimérficade DNA ao acaso)

tém sido amplamente utili zadas para estudos genéticos
emcitros(MORELL etd., 1995 MACHADOe d., 1996;
CRISTOFANI, 1997; COLETTA FILHO et d., 1998,
BASTIANEL etd, 1998).

Estetrabal ho teve como objetivo caracterizar
adiversidade genética, através do marcador molecular
RAPD, de porta-enxertos existentes nacolegdo decitros
daEstacéo Experimental AgronémicadaUniversidade
Federal do Rio Grandedo Sul eacessosde porta-enxertos
coletados em viveiristas daregido do Vale do Rio Cai,
principal regido produtorade mudas citricas do Estado
do Rio Grandedo Sul.

MATERIAL E METODOS

O materia vegeta foi coletado de plantas
presentes na colegdo de citros da Estagdo Experimental
AgronémicadaUniversidade Federal do Rio Grandedo
Sul (EEA/UFRGS), localizadano municipio de Eldorado
do Sul e de bancos de sementes de viveiristas daregido
doVaedoRio Cai, Rio Grandedo Sul (Tabelal).

Foram coletadas, aleatoriamente, 10 a 20
folhas jovens e sadias de uma planta de cada acesso.
A extragdo do DNA gendmico foi realizada segundo
metodol ogia descrita por MURRAY & THOMPSON
(1980), com algumas modificagBes sugeridas por
MACHADO et d. (1996). A quantificacdo equalificacdo
do DNA gendmico foi efetuada segundo metodologia
descritapor SAMBROOK et a. (1989).

Asreagdes de amplificagdo foram preparadas
emumvolumede 12,3ul contendo: 2 unidadesdaenzima
Taq polimerase (Cenbiot/RS), 1l dedNTPs- 200mM de
cadadATR,dTTR,dCTPedGTP(Gibco), 1,3ul detampdo
10X (200mM Tris-HCl pH 8,3,500mM KCI, 2,0mM de
MgCl, e 0,01% de gelating), 3ul (15ng) de seqiiéncias
inicializadoras de 8 e 10 nucleotideos (Tabela 2), 2ul da
solucdo de DNA (10ng) e o restante de H,O mili-Q
autoclavada. Paraevitar aevaporagdo duranteociclo PCR,
foramadicionados10ul dedleominerd. A amplificagdofoi
conduzidaem um termociclador Eppendorf®, programado
para: 36 ciclosdeumminuto a92°C, umminutoa36°Ce
doisminutosa72°C, acrescidosde 10 minutosa 72°C ao
findl do Ultimo ciclo. Assequiénciasinicializadorasforam
selecionadas, segundo resultados obtidos por diversos
autores em citros, as quais apresentavam ato grau de
polimorfismo (Tabela2).

Os padrdes de amplificagcdo foram
resolvidos em gel de agarose 1,4%, preparado com
tampdo TAE 1X (0,04M trisacetatoe ImM de EDTA)
e corados com brometo de etideo. O peso molecular
das bandas obtidas nas andlises foi estimada com o
uso do software GEL (SCHAFFER & SEDEROFF,
1989). A andlise dos dados moleculares, entre os

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.



Diversidade genética de porta-enxertos citricos baseada em marcadores moleculares RAPD 1439

Tabela 1 - Relagdo e procedéncia dos porta-enxertos citricos utilizados na andlise de RAPD. Porto Alegre, 1999.

Nome comum Sigla Nome cientifico Procedéncia
Limoeiro ‘Cravo’ ‘Cravo’ Citruslimonia Osbeck EEA/UFRGS
Trifoliata ‘Limeira ‘Limeira Poncirustrifoliata (L.) Raf. EEA/UFRGS
Trifoliata Trif. Poncirustrifoliata (L.) Raf. EEA/UFRGS
Trifoliata‘Flying Dragon’  Dragon Poncirustrifoliata (L.) Raf. EEA/UFRGS
Citrumeleiro ‘ Swingle' ‘Swingle' P. trifoliata (L.) Raf. vs Citrus paradis Macf EEA/UFRGS
Citrange ‘41" C.'41 P. trifoliata (L.) Raf. vs C. sinensis Osbeck EEA/UFRGS
Citrange ‘13" C.'13 P. trifoliata (L.) Raf. vs C. sinensis Osbeck EEA/UFRGS
Citrange ‘37" C.'37 P. trifoliata (L.) Raf. vs C. sinensis Osbeck EEA/UFRGS
Citrange ‘ Troyer’ ‘Troyer’ P. trifoliata (L.) Raf. vs C. sinensis Osbeck EEA/UFRGS
Trifoliataviveiro 1 Trif. 1 Poncirustrifoliata (L.) Raf S50 Sebastigo do Cal
Trifoliataviveiro 2 Trif. 2 Poncirustrifoliata (L.) Raf Pareci Novo
Trifoliataviveiro 3 Trif. 3 Poncirustrifoliata (L.) Raf Pareci Novo
Trifoliataviveiro 4 Trif. 4 Poncirustrifoliata (L.) Raf Pareci Novo
Trifoliataviveiro 5 Trif. 5 Poncirustrifoliata (L.) Raf Pareci Novo
Trifoliataviveiro 6 Trif. 6 Poncirustrifoliata (L.) Raf Taquari
Trifoliataviveiro 7 Trif. 7 Poncirustrifoliata (L.) Raf Taquari
Trifoliataviveiro 8 Trif. 8 Poncirustrifoliata (L.) Raf Montenegro
Trifoliataviveiro 9 Trif. 9 Poncirustrifoliata (L.) Raf Montenegro
Trifoliataviveiro 10 Trif. 10 Poncirustrifoliata (L.) Raf Séo Sebastido do Cal

"Porta-enxertos citricos desenvolvidos pelo Centro de Pesquisa de Fruticultura de Taguari - RS da FEPAGRO.

acessos de porta-enxertos citricos, foi realizadatendo
como base umamatriz considerando os dados binérios,
onde o valor 1 (um) foi atribuido para a presenca do
fragmento (banda) e o valor O (zero) paraaauséncia.
Osdados foram analisados utilizando-se o sistemade
taxonomianuméricae multivariadaatravés do programa
NTSYS—Versdo 1.7 (ROHLF, 1992), ondeamatriz de
similaridadefoi geradapelo coeficiente SM’ (Simple
Matching). O dendrogramafoi construido pelo método
UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with
AritmeticAverage”).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise genética dos porta-enxertos
citricos, com nove oligonuclectideos inicializadores,

resultaram em 67 fragmentos amplificados com umtotal
de 57 fragmentos polimorficos (Tabela 2). Desses,
foram encontrados marcadores especificos para o
limoeiro ‘Cravo’ (P130_1700pb; OPH15_1556pb;
OPMO05_1184pb e 805pb; OPAO05_791pb;
OPA09_690pb e 496pb; OPA04_2079pb €1319pb e
OPI11_2492, 1780, 1016, 671, 488pb), Citrumeleiro
‘Swingle’ (OPA09_945pb e OPN14 815pb), Citrange
‘41’ (OPN14_1479pb) e Poncirus trifoliata ‘ Flying
Dragon’ (OPH15_986pb).

O baixo grau de similaridade (34%)
encontrado entre o acesso de limoeiro ‘Cravo’' e 0s
demais porta-enxertos (Figura 1) pode ser justificado
pelo fato dos acessos pertencerem a dois géneros
diferentes (Citrus e Poncirus), os quais pertencem a
familia Rutaceae e subfamiliaAurantioideae (ORTIZ

Tabela 2 - Relagdo das sequiéncias inicializadoras de RAPD utilizadas na andlise genética de 19 acessos de porta-enxertos citricos com suas
referéncias bibliogréficas e o nimero de fragmentos amplificados e polimérficos, Porto Alegre, 1999.

NUmero de fragmentos

Seqiiénciainicializadora Seqiiéncia Referéncia
Amplificados Polimorficos

P130 5 CGCGGCCA 3 Targon et al. (1998) 5 4
OPH15 5 AATGGCGCAG 3 Bastianel (1998) 6 5
OPMO05 5" GGGAACGTGT 3’ Cristofani (1997) 6 5
OPAO5 5 AGGGGTCTTG 3 Cai et al. (1994) 5 4
OPA09 5" GGGTAACGCC 3 Cai et a. (1994) 9 9
OPN14 5 TCGTGCGGGT 3 Cristofani (1997) 11 10
OPTO08 5" AACGGCGACA 3 Cai et a. (1994) 5 1
OPAO4 5 AATCGGGCTG 3’ Cai et al. (1994) 7
OPI11 5 GGAAGTCGCC 3 Bastiandl (1999) 12 12
Total 67 57

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.
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Grupo 1

‘Cravo’
‘Swingle’

C.*41r
'FC‘ .
C.37
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—1Trif. 5
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Similaridade Genética

0.8 1.0

Figura 1 - Dendrograma entre os acessos de porta-enxertos citricos indicando as relagdes genéticas e a porcentagem de similaridade
obtida a partir do coeficiente ‘SM’, Porto Alegre, 1999. Siglas dos porta-enxertos conforme a Tabela 1.

MARCIDE, 1985), que caracterizam o termo genérico
empregado aos citros. Caracteristicas morfol6gicas
também realgcam diferengas entre Citrus limonia e
Poncirustrifoliata e seushibridoscom Citrussinensis
(citranges) e Citrusparadis (citrumelos), como: folhas
trifolioladas e caducifdlias, formato do fruto, presenca
abundante de espinhos, entre outros (KOLLER, 1994).
Em trabalho de caracterizagcdo de clones de limoeiro
‘Cravo’ e outros limoeiros (C. jambhiri, C.
volkameriana, C. pennivesiculata e hibridos), com
marcadores RAPDs, encontrou-se um nivel de
similaridade de 68% entre C. limonia e os demais
(SILVA, 199).

Outro grupo foi constituido por Poncirus
trifoliata(L.) Ref. eseushibridos(Citrumeleiro‘ Swingle,
Citranges‘41’,'13',*37' e' Troyer’) apresentando graus
desimilaridade variando de 66 a100% (Figural). Neste
grupo, destaca-se a formagdo de dois subgrupos, aos

guais a andlise de RAPDs apresentou similaridade
méaxima entre os acessos de trifoliata coletados nos
viveiristase o Trifoliata‘Limeird , estes apresentando
similaridade de 98% com o Trifoliata EEA e Citrange
‘Troyer’ e similaridades menores, com o segundo
subgrupo, formado pelos acessos de hibridos de
Trifolistaeo Trifoliata' Flying Dragon’ . AtécnicaRAPD
detectou variabilidade namaioriadas plantas hibridas,
0 que ja havia sido apontado por BASTIANEL et d.
(1998), BASTIANEL (1999) e SILVA (1996) que
classificaram hibridosde ‘King' com ‘Montenegrina,
hibridos de ‘Lee’ e clones de limoeiro ‘Cravo’,
respectivamente. Entretanto, nesse estudo, os
marcadores RAPDs ndo foram eficientes em separar o
Citrange‘ Troyer’ do seu genitor masculino (P. trifoliata)
eacessos de Trifoliatados viveristas (Figura 1).
Umabaixadissimilaridade genética (< 3%)
foi encontrada entre 0 acesso de P. Trifoliata oriundo

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.
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da EEA-UFRGS e o0s demais acessos desta espécie
coletados em outros locais, 0s quais apresentaram
similaridade maximaentre si (Figura 1). Essa planta,
por ter sido originada de uma semente do acesso P.
trifoliata‘ Taguari’ (KOLLER, 2000—Informeverbal),
possivelmente seja oriundadagerminagédo do embrido
zigético e, portanto, ndo é um clone e sim umaplanta
proveniente de reproducdo sexual (autopolinizagéo ou
polinizacéo cruzada). Esse resultado evidencia a
probabilidade de hibridos naturais de P. Trifoliata
estarem sendo utilizados como plantas matrizes de
sementes em viveiros comerciais. Por outro lado,
existem evidéncias de que todas as plantas matrizes
utilizadas pel os viveiristas e analisadas neste trabal ho,
sgjam oriundas de sementes obtidas desta mesma
planta- P. Trifoliata‘ Taquari’ (DORNELLES, 1999 —
Informe verbal), e desta forma, essas plantas teriam
sido obtidas por reproducédo assexual, via embrionia
nucelar e, portanto, apresentariam a mesma
constituicdo genética evidenciada por este trabal ho.

Entretanto, a similaridade maxima
encontradaentre os acessos de P, trifoliata proveniente
deviveiristas, pode ser devidaalimitag&o do marcador
molecular RAPD, que, enquanto marcador de natureza
dominante, ndo é capaz de discriminar adequadamente
a ocorréncia de heteromorfismos intralocos (SILVA,
1996; TINGEY & DEL TUFO, 1993). A discriminacdo
entre materiais muito aparentados com o uso de
marcadores RAPD pode ser alcangada quando se
aumenta o nimero de bandas polimérficas, por meio
do uso de um maior nimero de oligonucleotideos
inicializadores(WELSH etal., 1991; JAIN et al., 1994;
FERREIRA & GRATTAPLAGIA, 1995) ou do uso de
outros marcadores mol ecul ares ndo dominantes, como
microssatéliteseRFLP(BASTIANEL, 1999; THOMAS
etal., 1998, FERREIRA & GRATTAPLAGIA, 1995).

A caracteristicade nanismo do porta-enxerto
P.trifoliata‘Flying Dragon’ originou-seapartir deuma
mutagdo do Trifoliatacom gendtipo de estaturanormal,
ndo sofrendo recombinagdo sexua desde este evento
(CHENG & ROOSE, 1995), o que sugere um elevado
grau de parentesco entre esses dois acessos. No entanto,
nesse estudo, o0 acesso deP. trifoliata ‘ Flying Dragon’
revel ou-se com um grau de polimorfismo elevado em
comparacdo ao P. trifoliata (L.) Raf. (Figura 1),
sugerindo umavariabilidade maior do que aesperada,
por serem individuos t&o aparentados. Este resultado
evidenciaapresencade variabilidade genéticadentro
do género Poncirus que pode ser explorada em
programas de melhoramento genético, com vistas a
obtencdo de novas variedades comerciais e, desta
forma, diversificar a utilizagdo de porta-enxertos na
citriculturagatcha.

CONCLUSAO

Marcadores moleculares RAPD foram
eficientes para caracterizar variedades de porta-
enxertos de citros e para separar o porta-enxerto P.
trifoliata de seus hibridos podendo serem utilizados
para caracterizagdo de plantas matrizes, andlise de
variabilidade genética entre genitores em programas
de melhoramento genético de porta-enxertos e para
identificar a origem sexual ou nucelar de mudas de
trifoliataem viveiroscomerciais.
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