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Resumo — Em 2020, a citricultura movimentou um volume de 22 bilhdes
de ddlares no mercado mundial, com 60% representado pela laranja doce
(FAO, 2022). A produgao mundial de suco de laranja em 2020/21 ficou em
torno de 1,6 milhdo de toneladas, com a produgéo brasileira alcangando 1
milhdo de toneladas, consolidando o Brasil como o maior produtor mundial e
responsavel por 62,5% do total de suco de laranja produzido. No entanto, a
citricultura brasileira esta sujeita a varios fatores de risco, biéticos e abidticos
devido a estreita base genética do género Citrus, o que torna a identificacao
de fontes de resisténcia/tolerancia a estes riscos um processo dificil. Desse
modo, torna-se importante a busca pela ampliagdo da diversificacdo de
variedades de porta-enxertos nos pomares brasileiros. Uma das ferramentas
para se obter esse conhecimento é a caracterizagao molecular que também
permite a identificagdo de espécies, hibridos ou variedades citricas por meio
de fingerprints moleculares. Esse perfil eletroforético pode ser utilizado para
assegurar os direitos dos viveiristas/melhoristas em caso de contestagao
de idoneidade/identidade, principalmente em culturas que se propagam
vegetativamente. Também proporciona uma caracterizacdo mais aprofundada
de acessos de um banco de germoplasma. O principal objetivo do presente
trabalho foi avaliar a diversidade genética de 12 porta-enxertos de citros
langados pelo Programa de Melhoramento Genético de Citros (PMGC) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura e estabelecer os perfis moleculares destes a

' Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas, Bahia.
2 Faculdade Maria Milza, Cruz das Almas, BA.
3 Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA.
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partir de combinacgdes de primers de marcadores IRAP (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism). Para a formacédo dos perfis eletroforéticos dos
fingerprints moleculares, foram utilizadas duas metodologias: /) uma com
base no software GENES, por meio do comando fingerprint; e a outra ii)
utilizando o software “R” com os pacotes vegan e poppr (Cruz, 2016; R
Development, 2016). Foram gerados 124 bandas, ou fragmentos, a partir da
combinagéo de 11 primers IRAP. Com base no software GENES, 14 marcas
em 124, foram selecionadas para identificar os 12 PEs, com as principais
marcas oriundas das combinag¢des, Sukkula + Nikita (M21, M22), 3'LTR +
LTR6149 (M37, M48), CO795 +C0O945 (M56, M57, M61), CO795 + Stowaway
(M66, M67, M70, M72), 9900 + CO699) (M78, M82) e 5'LTR + 3'LTR (M90).
Ja o software “R”, pacotes vegan e poppr, identificou que as primeiras
13-14 bandas do IRAP 5°LTR + Nikita (M1 a M13 ou M14), ja podem ser
consideradas suficientes para se obter um perfil eletroforético polimérfico
entre os 12 PEs. As distancias genéticias entre os acessos variaram de 0.52
a 0.96, com correlagdo cofenética de 0.9323. Os PEs foram agrupados em
sete grupos, com o gendtipo BRS Stuchi, enquadrado em um unico grupo,
separando-se dos demais. Criou-se o MIP (Molecular Identification Profile)
para cada PE e todos sdo identificados via codigos de resposta rapida (QR)
de forma a agilizar as informacdes pertinentes e especificas para cada um.
Esses resultados serdao importantes para, além de assegurar os direitos dos
viveiristas/melhoristas, também agregar informagdes desses PEs junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

Termos para indexagao: citricultura; marcadores de DNA; identidade
genética, perfil molecular.
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Diversidade genética e Fingerprint molecular de
porta-enxertos de citros via marcadores IRAP

Abstract — In 2020, the citriculture was responsible for generating USD$
22 billons worldwide with 60% represented by sweet oranges (FAO, 2022).
World production of orange juice in 2020/21 was approximately 1.6 million
tons with Brazilian production reaching 1 million tons, placing Brazil as the
largest producer and responsible for 62.5% of total juice produced in the
world. However, Brazilian citriculture is affected by many biotic and abiotic
factors due to the straight genetic base of the genus Citrus, which hinders
the process of identifying resistant/tolerant sources. Therefore, broadening
the diversification of rootstock varieties in Brazilian orchards is of outmost
importance. One of the tools to expand this knowledge is the use of molecular
characterization, which also enables the identification of species, hybrids
or citrus varieties by molecular fingerprints. This electrophoretic profile
can be used to secure rights of nursery owners/breeders in case of purity/
identity especially of vegetatively propagated plants. It also provides a more
robust characterization of accessions in germplasm collections. Hence, the
objective of the present work was to evaluate the genetic diversity of 12
citrus rootstocks released by Embrapa Mandioca e Fruticultura and establish
the molecular profiles from combinations of IRAP (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism) primers. The following methodologies were used
to create the electrophoretic profiles: i) the GENES software (Cruz, 2016),
by the fingerprint command; and ii) the “R” software using the vegan and
poppr packages (R Development Core Team, 2016). Were generated 124
fragments, or bands, from the combination of 11 IRAP primers. Based on the
GENES software, 14 marks out of 124 were selected to identify the 12 PEs,
whereas fragments were obtained from the combinations, Sukkula + Nikita
(M21, M22), 3'LTR + LTR6149 (M37, M48), CO795 +C0945 (M56, M57,
M61), CO795 + Stowaway (M66, M67, M70, M72), 9900 + C0O699) (M78,
M82) and 5'LTR + 3'LTR (M90). For the “R” software, the packages identified
the first 13-14 fragments of the IRAP 5°LTR + Nikita (M1 a M13 or M14)
combination as being sufficient to obtain a polymorphic electrophoretic profile
among the 12 rootstocks. The genetic distances varied from 0.52 to 0.96, with
cophenetic correlation of 0.9323. The rootstocks were grouped into seven
groups with BRS Stuchi separated from the others. Molecular Identification
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Profiles (MIPs) were created for each rootstock, and all were identified by
quick response (QR) codes to provide specific information pertaining to each
one. These results will be important to not only guarantee the rights of nursery
owners/breeders in cases of identify, but also to provide more information
regarding these rootstocks to the Ministry of Agriculture — MAPA (Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento).

Keywords: citriculture; DNA molecular markers; genetic identity, molecular
profile.
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Introducao

De origem asiatica, as plantas citricas foram introduzidas no Brasil pelas
primeiras expedigdes colonizadoras da regido durante o século XIV. Com
melhores condi¢des para vegetar e produzir do que nas proprias regides de
origem, as citrinas se expandiram para todo o pais (Lopes et al. 2011). A
citricultura brasileira, que detém a lideranga mundial em producéo de laranja
doce, tem se destacado pela promogéao do crescimento socioeconémico das
regides brasileiras produtoras, contribuindo com a balanga comercial nacional
e principalmente, como geradora direta e indireta de empregos na area rural
(IBGE, 2020).

No Brasil, os principais estados produtores de citros sdo, Sao Paulo, Minas
Gerais, Bahia e Parana, com Sao Paulo responsavel por mais de 80% da
producdo. Em 2020, este estado produziu aproximadamente 13 milhées de
toneladas de laranjas em 370 mil ha plantados (IBGE, 2022). Além de laranja, o
Brasil se destaca na produgao da lima acida Tahiti e tangerinas, como a Ponkan
e o tangor Murcott. No entanto, a citricultura brasileira esta sujeita a varios
fatores tanto biéticos como abioticos, que podem afetar a produgéo nacional.

Dentre os fatores bidticos, destacam-se o huanglongbing (HLB),
também conhecido por greening, a tristeza e a gomose, dentre outros. Ja o
principal fator abidtico prejudicial a cultura é o déficit hidrico. Aliado a esses
problemas, o alto custo de condugdo e a baixa variabilidade dos porta-
enxertos disponiveis, também limitam o pleno desenvolvimento da cultura no
pais. Desse modo, torna-se importante buscar pela ampliagdo da diversidade
genética de variedades de porta-enxertos dos pomares brasileiros (Oliveira
et al., 2008).

O conhecimento da variabilidade genética e fenotipica de espécies vegetais
e de como elas se distribuem, proporciona o uso racional e sustentavel dos
recursos genéticos. No entanto, as avaliagdes das caracteristicas morfologicas
tradicionais baseadas apenas no fenoétipo sao, muitas das vezes, ineficientes
em detectar diferengas significativas podendo ser altamente incosistentes
devido as variagdes ambientais, bem como sao extremamente dependentes
do conhecimento prévio do avaliador sobre os genétipos a serem comparados.
Desse modo, as ferramentas consideradas como mais adequadas para a
caracterizagdo dos genotipos a serem estudados ou comparados, sao
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aquelas com base em caracteristicas moleculares. As técnicas que utilizam
marcadores moleculares estao disponiveis e constituem uma das ferramentas
mais interessantes e confiaveis para se caracterizar acessos de um banco de
germoplasma (Kordrostami; Rahimi, 2015).

Marcadores de DNA possibilitam identificar um padrdao Unico de
combinagéo de marcas, como uma “impressao digital” (fingerprint molecular),
para cada variedade. As comparacgdes de fingerprint moleculares de espécies,
hibridos ou variedades em estudos tém como finalidade principal formar um
perfil eletroforético, podendo ser utilizados para assegurar os direitos dos
viveiristas/melhoristas em caso de contestacdo de idoneidade/identidade, e
se tornam muito importantes, principalmente em culturas que se propagam
vegetativamente (Laurentin, 2009; Torre et al., 2006).

Os marcadores moleculares apresentam varias vantagens em comparagao
aos marcadores morfolégicos por fornecer um nimero quase que ilimitado de
polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o genoma e por
serem independentes dos efeitos ambientais e do estadio fisiolégico e fenoldgico
da planta. Estes também permitem a identificagéo precisa dos genétipos em
estadios iniciais do desenvolvimento, detectando variagdes nas sequéncias de
nucleotideos em locais especificos do genoma (Ferreira; Grattapaglia, 1998).

Os marcadores IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)
sdo baseados em retrotransposons. Estes marcadores examinam a variagao
dos locais de insercdo dos retrotransposons, e a amplificagdo é feita na
sequéncia de DNA entre as regides de longas repetigcdes terminais (LTRs)
de dois retrotransposons (Kalendar et al., 2011; Ghonaim et al., 2020). A
maioria dos métodos baseados em marcadores de retrotransposons sao
adequados para o fingreprinting devido a duas prorpriedades vantajosas: i)
existéncia de regides com grandes volumes de inser¢des, devido a atividade
transposicional; e ii) contém dominios conservados nos quais primers de
PCR podem ser desenhados (Kalendar et al., 2011; Kalendar, 2006).

Sendo assim, o presente trabalho foi desenvolvido para avaliar a
diversidade genética entre 12 PEs de citros disponibilizados pelo Programa
de Melhoramento Genético de Citros (PMGC) da Embrapa e reproduzir os
perfis eletroforéticos dos principais porta-enxertos pertencentes ao PMGC de
forma a preservar os direitos dos melhoristas em casos de contestagao de sua
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idoneidade genética, e agregar informacgdes junto ao registro no Ministério da
Agricultura, Agropecuaria de Abastecimento (MAPA).

Figura 1. Imagens de frutos dos porta-enxertos do estudo (G1-G12). (A) BRS
Victoria (G1); (B) BRS Hledo (G2); (C) BRS OS Passos (G3); (D) BRS Stuchi (G4);
(E) BRS Tabuleiro (G5); (F) BRS Bravo (G6); (G) BRS Cunha Sobrinho (G7); (H) BRS
O Semmpionato (G8); (I) BRS Donadio (G9); (J) BRS Matta (G10); (K) BRS SJ Furr
(G11); (L) BRS S Moreira (G12).

Material e Métodos

Material genético

Foram utilizados 12 porta-enxertos considerados os principais langados
recentemente pelo PMGC da Embrapa para uso dos citricultores do pais.
Os frutos e caracteristicas agronémicas, fisioldgicas estdo demonstrados na
Figura 1 (A-l) e Tabela 1.

Fotos: Orlando Sampaio Passos
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O trabalho foi realizado no laboratério de Biologia Molecular, pertencente
ao Nucleo de Biologia Avangada (NBA) da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
Todos os gendtipos analisados pertencem ao Banco de Germoplasma de
Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Apds a coleta das folhas, as
amostras foram armazenadas em ultrafreezer a uma temperatura de -80 °C,
até a extracao de DNA.

Extracao e quantificagdo de DNA total

Foram coletadas folhas jovens de cada material vegetal e o DNA extraido
de acordo com a metodologia de CTAB (Doyle; Doyle, 1990), modificada
por (Ferreira et al., 2019). Posteriormente, foi realizada a quantificagéo e a
verificagdo da qualidade do DNA em gel de agarose a 1% corado com gel red
em 80 V por 1h. Para determinar a quantidade do DNA obtido, foram utilizados
marcadores de DNA lambda de peso molecular conhecido (50 e 100 ng).
llustragéo da folha jovem de citros e cadinho de maceragéo, bem como gel de
eletroforese da extragcdo de DNA encontram-se na Figura 2 (A-B).

n f

L ‘
P
B) Marcador
1%0ng
R 00ng Gl G2 GE G4 O 7 G 9 <
_— -."-.'..---.3.-":.—"‘———23‘:'-'--'-'0—0‘01

Figura 2. (A) Folhas jovens de PE de citros para ser macerada para extragéo de DNA;
(B) Quantificagédo do material genético extraido de folhas jovens de 12 acessos de
citros. 50 ng, 150 ng e 300 ng — DNA padrdo de massa molecular conhecida. As
amostras de 1-12 se referem aos porta-enxertos apresentados na Tabela 1. Seta =
DNA total extraido das amostras.
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Amplificagao via IRAP

Foram utilizados 11 primers IRAP em oito combinacdes (Tabela 3) na
amplificacdo do DNA dos 12 PE de citros. Uma ilustracdo de um marcador
IRAP encontra-se na Figura 3.

Tabela 3. Relagéo dos primers Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism utiliza-
dos no estudo de fingerprint de 12 Porta-enxertos (PEs) de citros.

Primers IRAP Seq“é"(‘;i,a_' g‘; primer :ﬁ:}g;r::t‘;a(cg
LTR 6149 GCACACACACACACACA 40°C
LTR 6150 GAGAGAGAGAGAGAGA 40°C
5 LTR2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 52,6°C
3'LTR CYGTGTGTGTG GTGTGT 40°C
Nikita CRCACCACCACCACCAC 40°C
CO795 CYCACC CCACCACCAC 52°C
C0945 CAGCAGCAGCAGCAGRC 52°C
Sukkula CACCACCACCACCACYC 40°C
Stowaway TGTTGTTGTTG TGTRC 52°C
9900 TATTATTATTATTATRC 52°C
C0699 TAGTAGTAGTAGTAGRC 52°C

MARCADOR IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)

LTR  Retrotransposon LTR s LTR  Retrot p LTR
= 4m
Produto de PCR M)l
=4

Figura 3. llustragdo da localizagéo das regides LTR (Long Terminal Repeats), do re-
trotransposon e o produto de PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) — amplificagéo
(fragmento gerado entre as setas azuis e vermelhas).

Fonte: Adaptado de Basirnia et al. (2016).
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As reacbes de amplificagdo dos marcadores IRAP foram preparadas
para um volume final de 15 pL, contendo os seguintes reagentes: tamp&o de
enzima 1x [KCI 25 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3)], 50 mM de MgCl,, 2,5 mM
de dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 2,0 mM de cada primer, 2,5 ng de DNA
gendmico e 1U de Taq DNA polimerase comercial (Invitrogen).

As amplificagbes foram conduzidas em termociclador da marca Applied
Biosystems modelo Veriti® 96-Wells com o seguinte programa de amplificagéo:
uma etapa inicial de 94 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C por 30
s, temperatura de anelamento x° (a depender do primer) (Tabela 3) por 60 s,
72 °C por 45s, com extensao final de 72 °C por 5 min e 14 °C «. Os produtos
da amplificacdo foram corados com GelRed® e separados por eletroforese
em gel de agarose a 2%, a uma voltagem de 80 v durante aproximadamente
3 h. As corridas foram fotodocumentadas com uso do sistema de captura de
imagens Loccus L-PIX EX 25x30. Um exemplo do perfil eletroforético de géis
de marcadores IRAP para as combinagdes de primers 5'LTR + Nikita e 9900
e CO699, encontra-se na Figura 4.

5 UTR 2 « Nkea 9900/C0639

A) B)

Figura 4. (A) Perfil eletroforético dos 12 porta-enxertos de citros (G1-G12) para a
combinacgao de primers 5°'LTR + Nikita; (B) Perfil eletroforético dos 12 porta-enxertos
de citros (1-12) para a combinacdo de primers 9900/C0O699. M = Marcador ladder
1 kb (Invitrogen®).

Analise Molecular

Os marcadores IRAP sdo marcadores dominantes, altamente polimoérficos
e permitem avaliar a similaridade/dissimilaridade entre os individuos (Kalendar
et al., 2011; Ghonaim et al. 2020). Sendo assim, os fragmentos dos géis foram
computados como zero (0) = auséncia e um (1) como presenga das bandas.
Primeiramente, foi gerado um dedrograma, cuja matriz de distancia genética
permite avaliar as diferengas entre os individuos. Para o calculo da matriz, fez-
se uso dos parametros de distancia usando o indice do complemento (1 — ¢)
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de Jaccard (a/a+b+c), onde a = (coincidéncia tipo 1-1), b = (discordancia tipo
1-0) e ¢ = (discordancia tipo 0-1). Para o calculo do agrupamento, o método de
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), foi empregado.
O software Statistica (Statistica, 2002) gerou o dendograma e o ponto de corte
foi delienado de acordo com os critérios definidos por Mingoti (2005).

Para a formacgado dos perfis eletroforéticos, duas abordagens foram
escolhidas. Uma baseada na andlise completa, seguindo o comando
fingerprint com base na metodologia de “exclusdo de bandas” do software
Genes (Cruz, 2016) e outra, que a partir de um conjunto de dados, mostra
quais primeiras bandas, a partir da primeira combinagao de primers, sao
suficientes para que haja a discriminagéo entre os genétipos utilizando o
software R e os pacotes vegan e poppr (R Development, 2016). Este tipo de
analise também ¢ interessante por disponibilizar o menor conjunto ou nimero
minimo de primers capazes de diferenciar o grupo de gendétipos.

Visando a geragdo dos cédigos de resposta rapida (QR code) para os
genotipos avaliados, os dados de frigerprinting foram armazenados em
repositério na nuvem (Google Drive), e o enderego desse repositorio (link)
utilizado na construgdo do QR code, esta disponivel por meio do uso da
ferramenta online gratuita “grcodemonkey” (www.qrcode-monkey.com).

Tree Diagram for 12 Variables
Single Linkage

HTR -051 (BRS Victoria) (G1) : GR1

HTR - 208 (BRS HLedo) (G2) i

HTR - 053 (BRS OS Passos) (G3)

TSKC x (LCR x TR) - 059 (BRS Brav o) (G6)
TSKC x CTSW - 041 (BRS Cunha Sobrinho) (G7)

TSKFL x CTSW - 004(BRS O Sempionato) (G8)

TSKC x TRFD - 006 (BRS Matta) (G10)

TSKC x TRFD - 003 (BRS Donadio) (G9)

TSKC x TRFD - 007 (BRSJ Furr) (G11)

LCR x CTSW - 009 (BRS S Moreira) (G12) GL%—

TSKC x (LCR xTR) — 040 (G5)

GR7

TSKC x (LCR x TR) — 017 (G4)

06 07 08 09 1.0 1.1 1:2 1.3 14
Linkage Digtance

Figura 5. Dendrograma construido a partir de 124 bandas polimérficas provenientes de
oito combinagdes de primers IRAP. Foram formados cinco grupos - Cinza: G(1-7) a partir
do agrupamento por UPGMA e o ponto de corte definido pelos critérios de Mingoti (2005).

* Os dados com a identificagdo completa dos genétipos encontram-se na Tabela 1.
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Gl G2 G G4 GS G6 o7 G8 GY G1o o1 G112

Gl 0.00

G2 0.73 0.00

G3 0.72 064 0.00

Gi 0.91 089 088 0.00

Gs 0.79 072 074 090 000

GG 0.86 074 o071 [096] 077 0.00

G? 0.77 067 074 093 0.72 0.00

G 0.71 067 070 092 073 063 056 000

G 0.84 076 073 092 079 065 061 059 000

G0 0.80 071 067 096 078 059 060 057 063 000

G 0.76 078 080 090 083 075 075 076 070 069 000
G12 0.83 084 081 0838 074 085 082 08 077 076 071 000

Figura 6. Matriz de dissimilaridade genética entre 12 PE de citros baseada no coeficien-
te de Jaccard. Maior distancia entre os acessos foi 0.96 (azul) e menor, 0.52 (verde).

Resultados e Discussao

Analise de dissimilaridade genética

Foram avaliadas 124 bandas polimérficas a partir da combinagéo de oito
primers IRAP. O dendograma e a matriz de distancia genética, encontram-se
nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

A matriz de distdncia demonstra que ha variabilidade genética entre os
PEs, que variou de 0.52 a 0.96. Os PEs mais diferentes geneticamente, foram
0 G4 x G6 BRS Stuchi e os mais proximos, o G6 x G7, (BRS Bravo e BRS
Cunha Sobrinho). Isso se justifica, uma vez que os PEs G4 e G6 tem como
parentais os mesmos genotipos altamente heterozigoéticos. Ja a proximidade
dos PEs G6 e G7 pode ser devido a presenga da tangerineira Sunki Comum,
altamente homozigética.

O G1 esta representado pelo PE ‘BRS Vitéria’, considerado o unico
“citrimonia” de todo os 12 PEs. O G(2) foi representado pelos PEs ‘BRS
Hledo’ e ‘BRS OS Passos’, que tém a tangerineira Sunki Comum como um
dos parentais. Ja o G(3) tem os PEs que tém Sunki Comum como parental
comum para a maioria dos PEs e a Sunki da Florida somente no BRS O
Semmpionato, onde os PEs, BRS SJ Furr, BRS Matta e BRS Donadio, tém o
Trifoliata Flying Dragon também como um dos parentais em comum.
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O G(4) é formado pelo PE BRS SJ Furr, uma combinagao da tangerineira
Sunki Comum x Flying Dragon, o que justifica também a sua proximidade
com o PE BRS Matta, pertencente ao G(3), por apresentarem a mesma
constituigdo genética (Sunki comum x Flying Dragon).

O G(5) é representado pelo PE ‘BRS S Moreira’, o unico da classe
“citrumelimonia” dos 12 PEs e o G(6) pelo BRS Tabuleiro e G(7), BRS Stuchi,
formados pelos mesmos parentais, tangerineira Sunki Comum, Limoeiro
‘Cravo’ e Trifoliata, esses ultimos dois, altamente heterozigéticos.

Portanto, o uso de parentais altamente heterozigéticos nos cruzamentos,
gerou uma variabilidade representativa dos novos PEs sendo langados pela
Embrapa, atingindo o objetivo de diversificar a base genética dos principais
PEs usandos nos plantios brasileiros.

Fingerprint via marcadores IRAP

A andlise de fingerprint utilizando o programa Genes (Cruz, 2016), e a
metodologia por “excluséo”, selecionou 14 marcas em 124, para identificar os
12 PEs. As principais combinagdes e suas marcas encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Combinacgbes de primers IRAP que geraram as bandas selecionadas
como as 14 principais para discriminar os 12 PEs de citros.

Combinagao de primers IRAP Marca

Sukkula + Nikita M21, M22
3'LTR + LTR6149 M37, M48
CO795 +C0945 M56, M57, M61
CO795 + Stowaway M66, M67, M70, M72
9950 + 6999 M78, M82
5°LTR + 3'LTR M90

M = marca que variou de 1 a 124.

A combinacdo que mais gerou bandas polimérficas entre os PEs foi
CO795 + Stowaway, com 4 bandas polimorficas (M66, M67, M70, M72),
seguida da combinagdo CO795 + C0O945, com trés (M56, M57, M61). Os
perfis eletroforéticos das combinagdes CO795 + Stowaway e CO795 +
C0945, encontram-se na Figura 7 (A-B).
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Figura 7. (A) Perfil eletroforético da combinagao de primerse CO795 + Stowaway com
oito bandas polimoérficas; e (B) Perfil eletroforético da combinag&o de primers CO795
+ C0945, com 15 bandas polimoérficas. Setas na lateral representam os pares de base
(pb) de cada banda e M = marcador ladder 1 kb (Invitrogen®).

Ja com base na analise da curva de acumulo de bandas, realizada com
auxilio dos pacotes vegan e popp em ambiente “R”, foi possivel identificar
que as primeiras 13-14 bandas da combinagéo ‘IRAP 5°LTR + Nikita’ (M1
a M13 ou M14), ja podem ser consideradas suficientes para se obter um
perfil eletroforético polimérfico entre os 12 PEs neste conjunto de amostras.
O resultado da analise por acumulo de bandas esta representado na Figura 8
e o perfil eletroforético da combinagéo de primers 5'LTR + Nikita, na Figura 9.

CURVA DE ACUMULO

Gendtipos

e .

Figura 8. Analise por acumulo de bandas geradas com auxilio dos pacotes vegan e
poppr no software “R”. A seta e os numeros 13 e 14 representam o numero de bandas
onde a curva comega a se estabilizar, sendo que as bandas que pertencem a com-
binagéo de primers 5'LTR + Nikita (M1 a M13 ou M14), ja podem ser consideradas
suficientes para se obter um perfil eletroforético polimoérfico entre os 12 PEs.
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g

S’LTR+NIKITA

Figura 9. Perfil eletroforético de amostras de PE (1-12) com a combinagédo de
primers IRAP 5°LTR + Nikkita. Numeracdo em vermelho corresponde as bandas
polimérficas e pretas os correspondentes pares de base (pb). M = marcador ladder
de 1 kb (Invitrogen®).

Com base nos resultados dos perfis eletroforéticos e das analises de
figerprinting e de acumulo de bandas, procedeu-se entdo a genotipagem e
construgdo dos MIPs (Molecular Idetification Profiles) (Torre et al., 2006).
Marcadores baseados em retrotransposons sao amplamente utilizados na
literatura para criar fingerprints genéticos de varias espécies de plantas
(Torre, 2006; Kalendar et al., 2011; Santos et al., 2013; Abedinpour et al.,
2014; Ghonaim et al, 2020).

Santos et al. (2013) avaliaram um conjunto de 25 genétipos provenientes
da Persian acid lime (PAL) usando 17 primers de marcadores ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) e sete marcadores IRAP, obtendo 30 bandas po-
limérficas, capazes de separar os 25 gendtipos em dois grupos distintos.

Abedinpour et al. (2014) estudaram 29 genétipos de citros utilizando cin-
co primers IRAP com um total de 49 bandas polimérficas. A distancia de
similaridade genética variou de 0.34-0.90, separando os clusters em cinco
grupos distintos.

A estrutura genética de 20 gendtipos de citrus sp. foi avaliada por meio
de 26 marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), 20 marcadores REMAP
(Retrotrasposon-microsatellite amplified polimorphism) e 14 IRAPs. Os mar-
cadores dominantes IRAP foram capazes de separar os genétipos em nivel
de grupo e espécie (Zayat et al., 2021).
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Os MIPs, perfis moleculares de identificagdo, curva de log e os QR codes,
encontram-se apresentados a seguir na Figura 10 (a-h). Todos os PEs estao
identificados por cédicos de resposta rapida (QR code) de forma a agilizar as
informacgdes pertinentes e especificas a cada um.

MIPS — Molecular Identification Profiles

A
IRAP
5" LTR+NIKITA pb GI G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GY9 G10 Gl1 GI2
5 LTR=NIKITA, 1260 v ’ . o
5 LTR=NIKITA, 1200 . « .
S'LTR=NIKITA, 1139 e = g - *
SLTR=NIKITA, 846 »
5'LTR=NIKITA; 822 ° | ] | | |
5'LIR+NIKITA, 785 .
SLTR=NIKITA, 749 .
5'LTR=NIKITA, 663 ’
5 LTR=NIKKITA, 627 v
SLTR=NIKKTA,, | 566 .
5 LTR=NIKITA,; 529 »
5'LTR+NIKITA., 493 . .
5'LTR=NIKITA,, 346 . .
5 LTR=NIKITA. 310 * |
S'LIR+NIKITA., 261 ¢ .
S'LTRNIKITA., 249 ¢
5 LTR=NIKITA > 237 ¢ O E
SLTR=NIKITA 212 . = s *
5 LTR=NIKITA., 139 | .

SLTR=NIKITA 2 *
S'LTR + NIKKITA

y =-0.0082x + 10.84 .
R* = 0.9927
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: B
SUKKULA+NIKIT Ay 1308
SUKKULA+NIKIT 4> 1256
SUKKULA+NIKIT Ay 1203
SUKKULA+NIKIT Ay 1006
SUKKULA+NIKIT A 625
SUKKULA+NIKITA; 506
SUKKULA+NIKIT A 388
SUKKULA+NIKIT Ag 322
SUKKULA+NIKIT A4y 243
SUKKULA+NIKITA
0 -
L] - ‘.
L) -
3 o
B

° y = -0.0076x + 10.147 el

2 R* = 0.9925

(4]

o W00 an 00 0 1000 1200
IRAP3'LTR + C

LTR6149 4 9 G110 Gi1
FLTR+LTR6149, | I
FLIRSLIR6149;
FLTR+LTR6149,
FLTR+LTR6149;
FLTR+LTR6149,
FLTR4LTR6149;
FLTR+LTR6149,
FLTR+LTR6143,
FLTR+LTR6149,
FLTR+LTR6149,,
FLTR+LTR6149,(
FLTR+LTR6145,,
FLTR+LTR6149,,
FLTR+LTR6149.,
FLTR+LTR6143,,
FLIRSLIR6149;,
FLTR4LTR6149,,
FLTR+LTR6149,4
FUTR+LTR6145,,

FLTR+ LTR 6149

*

“

y = -0.0074x + 8.4733 b 7 YA
R? = 0.8631

20 w o a0 1000 100
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D
IRAP CO795 +
C0O945 pb Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
CO795+C0945; 1028 | * s . 2
CO795+C0945; 942 .
CO795+C0945, 924 . - -
CO795+C0O945, 896 * | * ¢ » * ¢ » | » »
CO795+C09455 867 -
CO795+C0945, 811
CO795+C0945; 783
CO795+C0945; 755 .
CO795+C0945, 726 » b * . . » = »
CO795+C09%45;5 538 - . v ' - S| L
CO795+C0945;, 500
CO795+C0945,; 406 . * . . | | ot »
CO795+C0O945,: 358 > ¢ » ¢ . oA [ » s o
CO795+C0945¢ 301 . C » C. * 0 [EEAT] | L X
CO795+C0945¢ 207 = - 2 e “ ] [
CO795+C0945(6)
. y=-0.0106x + 14.2 .
R? = 0.9965 1
IRAP CO7/95 + E
Stowaway pb Gl G2 G3 G4 GS G6 G7 G8 G9 G10G11 G12
CO795+Stowaway;, | 917| =
CO795+ Stowaway, | 539| -
CO795+ Stowaway: | 472| - | 5 8 W e [
CO795+ Stowaway, | 427| - *\1* * *
CO795+ Stowaways | 406| -
CO795+ Stowawaye | 339 - & s 2L
CO795+ Stowaway; | 250| =
CO795+ Stowaways | 161 - L S

CO795+STOWAWAY

y = -0.0091x + 12.447

R*=0.9951
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IRAP 9900 +
CO699

9900+c0699,
9900+c0699;
9900+c0699
9900+c0699,
9900+c0699,,
9900+c0699,,
9900+c0699;
9900+c0699;
9900+c0699,
9900+c0699,y
9900+c069944

9900+c0699;;
9900+c0699,3

9900+c069914

9900+c0699:5

9900+c0699 ¢

© y=-0.009x +12.18 —1
: R® = 0.9898

o 20 400 L s 100 1200
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IRAP
SLTR+3'LTR  pb
‘LTR+3'LTR; | 1003

5'LTR+3'LTR; | 1049
5'LTR+3'LTR; | 1009
5'LTR+3'LTR: | 996
[s'LTR+3LTR, | 983
[5'LTR+3°LTR: | 956
[s'LTR+3LTR, | 943
[S'LTR+3LTR: | 356
[s'LTR+3°LTR; | 850
[S'LTR+3°LTR,e | 823
5'LTR+3'LTR;; | 810
S'LTR+3'LTR:: | 783
S'LTR+3'LTR;; | 730
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5'LTR+3'LTR;s | 690
5'LTR+3'LTR:s | 650
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S'LTR+3'LTR.e | 490
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H
RAP LTR6149 +

LTR6159 b Gl G2 GI G4 G5 G6 GI G8 G9 GI0 Gl Gi2
LTR6149 + LTR6159, 1286 [« ] | . ‘
LTR6149 + LTR6159, 977 R
UTRe49+LTRE1SY, | s00 | 1 e
LTR6149+LTR6159, | 670 & | &
LTR6149 + LTR6159, | 631 »
(TR6149 + LTR6159, 618 [ [ [ [=1 |
LTR6149 + LTR6159, 554 [T T Telel=] T 1
LTR6149 + LTR6159, 516 T T 1T T 1T TeTeT*T]-=
LTR6149+LTRES9, | 439 | el b
LTR6149 + LTR6159,; | 336 .
LTR6149 +LTR6159,, | 247 | | [ =]

* - y = -0.0052x + 9.5216
*e R* = 0.9077

Figura 10. MIPs — Molecular Identification Profile / Perfis de Identificagdo Molecular
para dos 12 PEs de citros (G1-G12). LTR = Long terminal repeats. Asteriscos verdes =
14 bandas selecionadas pelo software GENES. Asteriscos azul-claro, bandas selecio-
nadas pelo software “R”. Curva de logaritimo: para identificacdo do tamanho correto
do fragmento em pb = pares de base e QR codes correspondentes. Hifen = amostras
ndo aplificadas via PCR.

Em nosso estudo, as 124 marcas polimorficas foram capazes de mostrar
que existe variabilidade genética entre os 12 PEs de citros. Isso é importante,
pois 0 avango da citricultura brasileira precisa ter respaldo de uma base
genética de PEs mais ampla de forma a melhor contornar os fatores biéticos
e abidticos que mais afetam a cultura.

Os fingerprints apresentados poderao servir para agregar mais informagdes
destes 12 PEs junto ao MAPA e em casos de contestac¢do de idoneidade. O
software medcalc (https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php) podera
ser usado para fornecer a estatistica quanto a sensibilidade, especificidade,
likelihood ratio (positivo ou negativo) e acuracia das bandas neste conjunto
de gendtipos.
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Conclusao

Ha variabilidade genética entre os 12 PEs de citros estudados.

Foi possivel gerar o fingerprint genético de 12 porta-enxertos de citros por
meio da combinacdo de oito primers IRAP e desta forma, agregar valor as
informagdes agrondmicas.

Por meio das analises com base na genotipagem foi possivel identificar 14
bandas polimérficas entre as combinagées de primers utilizados e pelo menos
um primer capaz de fornecer informagbes que possibilite a discriminagéo
entre os PEs.

Acredita-se que esta andlise de fingerprint fornecera suporte aos
melhoristas de citros, garantindo a identidade genética dos PEs avaliados e
contribuindo para informagdes adicionais junto aoc MAPA.
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