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EPIGRAFE

Ao comecar uma jornada, o individuo nunca saberd se vai
alcancar seus objetivos; nesta caminhada hd possibilidades de
cair, porém, a grande virtude é a coragem de se erguer e seguir em
frente, nunca desistir. Entretanto, ao terminar uma caminhada ndo
ha prazer maior que se compare aquele momento. As dificuldades
sdo esquecidas e logo apds a euforia, novas metas sdo tracadas e o

ser humano recomega sua jornada.

Toda boa dadiva e todo dom perfeito sdo la do alto, descendo do
Pai das luzes, em quem ndo pode existir variacdo ou sombra de

mudanca (Tiago 1.17).



vii

RESUMO

A citricultura brasileira enfrenta sérios problemas e perdas devido ao grande numero de
doengas causadas por patégenos. Considerando-se que a resisténcia genética ¢ um importante
componente de estratégias integradas para controlar doencas em plantas, por ser eficiente,
baixo custo para o produtor, benéfica ao homem e ao meio ambiente, programas de
melhoramento dos citros buscam aumentar a produtividade pelo uso de estratégias genéticas
de controle de doencas. Durante o desenvolvimento de novas variedades, melhoristas tém
incorporado a selegdo assistida por marcadores, na detecgdo de genes que estejam associados
com a resisténcia a doenga. Um novo e eficiente sistema de marcadores moleculares, o TRAP
(Target Region Amplification Polymorphism), baseado em PCR, usa ferramentas de
bioinformatica ¢ informagdes de banco de dados de ESTs para gerar marcadores polimérficos
ao redor de possiveis seqiiéncias de genes candidatos. Neste sentido, o maior banco de dados
de genoma expresso dos citros do mundo, o CitEST, gerado no Brasil, representa uma
poderosa ferramenta para auxiliar o programa de melhoramento dos citros, uma vez que
possui genes expressos de todas as espécies consideradas citros (11 espécies) sob genotipos e
condi¢Oes contrastantes, tais como resistente versus suscetivel, induzido versus ndo induzido
por patogenos. Neste contexto, este trabalho descreve a identificagdo de marcadores TRAPs
amplificados por primers fixos, desenhados a partir de genes associados com a resisténcia a
CTV (virus da tristeza dos citros), usando DNAs de individuos da progénie F1 do cruzamento
de Poncirus trifoliata com Tangerina Sunki (Citrus sunki), parentais resistente e suscetivel a
doengas, respectivamente. De um total de 8 combinagbes de “primers” abritrario/fixos
testadas, 2 combinagOes apresentaram polimorfismo, gerando um total de 4 marcas e um
ntimero médio de marcadores por par de “primer” no valor de 2. O teste de Qui-quadrado,
aplicado individualmente aos marcadores TRAPs, revelou que 100% dos marcadores
identificados segregam na propor¢do Mendeliana 1:1. Portanto, estes marcadores poderéio ser
introduzidos no mapa de ligagdo de P. trifoliata. Os marcadores obtidos poderdo ainda ser

usados na genotipagem de todos os individuos da referida populagdo F1.

Palavras chaves: Citros; PCR, CitEST; marcadores moleculares; melhoramento dos citros



ABSTRACT

The Brazilian citrus industry faces serious problems and losses due to the large number of
diseases caused by pathogens. Considering that the genetic resistance is an important
component of integrated strategies to control plant diseases, because it is efficient, low cost to
the producer, beneficial to man and the environment, the citrus breeding programs seek to
increase productivity by using genetic strategies for disease control. Durante o
desenvolvimento de novas variedades, melhoristas tém incorporado a selegfio assistida por
marcadores. na detec¢do de genes que estejam associados com a resisténcia a doenga. A new
and efficient system of molecular markers, TRAP (Target Region Amplification
Polymorphism) based on PCR, using bioinformatics tools and information database of ESTs
to generate polymorphic markers around the possible sequences of candidate genes. In this
sense, the largest database of expressed genome of citrus in the world, CitEST generated in
Brazil, represents a powerful tool to help the citrus breeding program, since it has all the
genes expressed in citrus species considered (11 species) and genotypes under contrasting
conditions, such as resistant versus susceptible induced versus not induced by pathogens. In
this context, this paper describes the identification of markers amplified by primers TRAPS
fixed, designed from genes associated with resistance to CTV (citrus tristeza virus), using
DNA from individuals of the F1 progeny from the crossing of Poncirus trifoliata with Sunki
(Citrus sunki), parental susceptible and resistant to disease, respectively. Of a total of 08
combinations of primers abritrario / fixed tested 02 combinations showed polymorphism,
generating a total of 04 marks and an average number of markers per pair of primer on the
value of 2. The Chi-square applied to individual markers traps, revealed that 100% of the
identified markers segregate in Mendelian 1:1 ratio. Therefore, these markers may be placed
on the linkage map of P. trifoliata. These markers may also be used in the genotyping of all

individuals of that population F1.

Palavras chaves: Citrus; PCR, CitEST; molecular markers: citrus breeding
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como maior produtor e exportador de suco concentrado no
mercado mundial, sendo esta a maior ‘commodity’ agricola brasileira, com producao
concentrada no Estado de Sdo Paulo, onde se encontram cerca de 85% da produgdo de
laranjas (19,8 milhdes t; 700 mil ha), limdo Tahiti e tangerinas, como a Ponkan e o tangor
Murcott (1,5 milhdo t). Dados do IBGE (2002) confirmam que a Paraiba com uma drea
colhida de 1.028 hectares de tangerina, foi 0 maior produtor do Nordeste. Ja, em 2003, com
1.049 hectares, foi responsavel por 1,5% da produgdo de tangerina e o maior produtor do
Nordeste (IBGE, 2003). Em 2004, com uma area colhida de 1.122 hectares, lidera o ranking
como maior produtor de tangerina do Nordeste (IBGE, 2004).

Com o conhecimento das qualidades nutricionais, a demanda para o suco citrico tem
crescido. No mercado interno, além do consumo da fruta, destaca-se a demanda de laranjas,
tangerinas e limdes para o preparo de suco fresco. Para o Tahiti e o Galego, junto com o uso
culindrio da-se também o consumo misturado a cachaga no preparo da “caipirinha”.
Entretanto, a produgdo de citros in natura para o mercado interno e externo, tem se destacado
pela crescente necessidade da melhoria da qualidade dos frutos, particularmente pela
minimizacdo de efeitos negativos causados por doengas e pragas, os quais geram elevadas
perdas no viveiro, no campo e na induastria.

Os citros sofrem com mais diversos tipos de doengas, por exemplo, Clorose Variegada
dos Citros (CVC), Morte subita dos Citrus (MSC), Tristeza dos Citros, Mosca negra dos
Citros, Gomose, entre outras que precisam ser combatidas. Em virtude do uso de
agroquimicos encarecerem o produto comercializado e causarem danos ao meio ambiente e ao
homem, a sociedade busca por alternativas que sejam sustentiveis e amigaveis ao ambiente e
ao ser humano. Neste sentido, o uso de plantas de citros com resisténcia genética a doencgas
representa a estratégia mais atrativa para o agronegocio dos citros. Entretanto, a obtengdo de
genotipos elites dos citros que combinem resisténcia a varias doengas com produtividade
elevada é extremamente complexa, por meio do melhoramento tradicional, em que ndo se
consegue transferir apenas genes com a caracteristica de interesse, e devido a varias razdes
que incluem: a planta citros comercializada ¢ composta por duas espécies, uma porta-enxerto
e outra copa, ¢ o melhoramento esta voltado para a planta porta-enxerto; ndo existir dentro do
género citros espécies com resisténcia genética a varias doengas dos citros, precisando obté-

las de géneros relacionados, a exemplo do género Poncirus; a identificagdo de hibridos
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zigbticos, uma vez que a maioria das plantulas germinadas € de origem nucelar; e, entre outras
dificuldades, como a demora para identifica¢do de individuos com caracteristicas superiores.

Os marcadores moleculares tém sido uma ferramenta importante adotada para auxiliar
o melhoramento tradicional no processo monitorando dos alelos de resisténcia, bem como no
auxilio do entendimento das relagdes alélicas entre as fontes de resisténcia (FHER, 1987). Por
exemplo, marcadores intimamente ligados aos alelos de resisténcia apresentam grande
facilidade e precisdo na selecdo de individuos resistentes, podendo viabilizar projetos que, por
meio de procedimentos classicos, ndo seria possivel. Em citros, com o uso de marcadores
moleculares, os estudos visando o mapeamento de diferentes alelos associados a resisténcia a
doengas aumentaram consideravelmente nos Gltimos anos (KELLY e MIKLAS, 1998,
CRISTOFANI et al., 1999; CRISTOFANI et al., 2000; SIVIERO et al., 2002).

Contribuindo com o melhoramento classico, cientistas tém direcionado esforgos,
atualmente, para estudos genético-gendmicos que visem elucidar os mecanismos moleculares
relacionados com a troca de sinais entre plantas e seus patégenos e as novas técnicas de
biologia molecular associadas a bioinformatica levaram ao sequenciamento em larga escala de
genes envolvidos na interagdo planta-patogeno. Em virtude da importancia socio-econdmica
da citricultura para o pais, em 2007 foi concluido o projeto Genoma Funcional e Comparativo
dos citros (Projeto Milénio dos Citros/CNPq), a partir do qual foi gerado o maior banco de
dados gendmicos sobre os citros do mundo, o CitEST. Informagdes genéticas valiosas foram,
portanto, geradas e estdo disponiveis no CitEST, as quais podem ser utilizadas para estudos de
genética direta e reversa, validagdo de dados para completar os mapas genéticos e auxiliar
programas de melhoramento tradicional visando resisténcia a doengas, por meio da
genotipagem de individuos das progénies e identificacdo de marcadores para genes
especificos relacionados com a resisténcia.

Neste sentido, uma nova técnica rapida e eficiente, baseada em PCR, foi desenvolvida
visando aumentar a probabilidade de se estabelecer correlagdes entre fendtipo e genotipo
denominada TRAP (7arget Region Associated Polymorphism), a qual utiliza ferramentas de
bioinformatica e base de dados de Expressed Sequence Tags (ESTs) para gerar marcadores
polimorficos ao redor de seqiiéncias de genes candidatos (HU e VICK, 2003). Marcadores
TRAPs tém sido usados com sucesso na genotipagem ¢ mapeamento dos citros (MARENGO
etal., 2009).

Visando auxiliar o programa de melhoramento dos citros do Centro APTA Citros
Sylvio Moreira/IAC, Cordeirépolis SP, o objetivo principal deste trabalho foi identificar

marcadores polimorficos em individuos da progénie F1 de Poncirus trifoliata (resistente) x
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Citros sunki (suscetivel), por meio da técnica TRAP-PCR. A estratégia usada para alcangar
este objetivo envolveu a) A realizagdo de reagdes de amplificagdo do tipo TRAP-PCR,
usando DNAs de individuos da progénie F1 do cruzamento entre Poncirus trifoliata x Citros
sunki, ¢ combinagdes de primers aleatérios e primers fixos para genes de interesse; h) A
separacdo de fragmentos de DNA amplificados por eletroforese em gel de agarose; ¢) A
visualiza¢do de amplicons marcados com marcador intercalante de DNA sob luz ultravioleta e
fotodocumentar; d) A andlise dos fragmentos amplificados, visando identificar bandas
polimorficas, por meio de comparagdo visual entre amostras de parentais e hibridos; e por fim
e) A analise dos marcadores TRAPs quanto a segregacdo mendeliana por meio do teste do

Qui-quadrado.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Os Citros

O termo citros refere-se a um grande grupo de plantas que compreende ndo somente o
género Cifrus, mas também os géneros afins Fortunella e Poncirus ou hibridos da familia
Rutaceae. A importancia dos citros vem da diversidade de seus frutos saborosos
comercializados e abrangem laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus
deliciosa), limdes (Citrus limon), limas acidas como o Tahiti (Citrus latifolia) e o Galego
(Citrus aurantiifolia), e doces como a lima da Pérsia (Citrus limettioides), pomelo (Citrus
paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus grandis).
Originrios principalmente das regides subtropicais e tropicais do sul e sudeste da Asia,
incluindo 4reas da Austrdlia e Africa, chegaram ao Brasil trazidos pelos portugueses, no
século XVI.

-y

Diversas caracteristicas contribuem para sua importancia econdmica, tais arvores de /

porte médio, atingem em média quatro metros de altura; copa é densa, de formato
normalmente arredondado, o que contribui para seu cultivo em grande quantidade em um
espago menor (Figura 1). As folhas sdo aromaticas, assim como as flores, pequenas e brancas
muito procuradas pelas abelhas meliferas ¢ matéria-prima da dgua de flor de laranjeira. Os
frutos séo saborosos, ricos em vitamina C; possuem ainda vitaminas A e complexo B, além de

sals minerais, principalmente calcio, potassio, sodio, fosforo e ferro.

i

q
[
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Figura 1. Morfologia de plantas citricas.

2.2 A importancia dos citros

A citricultura brasileira apresenta numeros expressivos que traduzem a grande
importancia economica e social que a atividade tem para a economia do pais. Alguns desses
numeros sdo mostrados concisamente: a area plantada esta ao redor de 1 milhdo de hectares,
com pomares que somam uma populagdo superior a 200 milhdes de plantas e a produgdo de
frutas supera 19 milhdes de toneladas, a maior no mundo ha alguns anos. O pais é o maior
produtor e exportador de suco concentrado congelado de laranja cujo valor das exportagdes,
juntamente com as de outros derivados. O setor citricola brasileiro somente no Estado de Sao

Paulo gera mais de 500 mil empregos diretos e indiretos (IBGE, 2004).

O Nordeste, por sua vez, detém, apos o Estado de Sdo Paulo, a citricultura de maior
expressdo, respondendo por 9% da produgdo nacional. com mais de 110.000 hectares
cultivados e mais de 1,5 milhdes de toneladas, gragas a lideranca nesse setor dos Estados da
Bahia e Sergipe, segundo e terceiro produtores nacionais, respectivamente, responsaveis
juntos por 90% de toda area plantada com igual produgdo (IBGE, 1995). A citricultura
nordestina tem grande potencial para programar seu crescimento, sobretudo em fun¢do da
auséncia de doengas e pragas de grande importincia que se encontram distribuida no Sudeste,

maior centro produtor. No que diz respeito ao incremento e gera¢do de empregos, percebe-se
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que devido a instalagdo de muitas casas de embalagens (packing-houses) e aumento da
exportagdo do citros para o Mercado Europeu, muitos empregos diretos e indiretos tém sido

oferecidos, na ordem de 100 mil (IBGE, 2002).

Dados do IBGE (2002) confirmam que a Paraiba com uma éarea colhida de 1.028
hectares de tangerina, se posiciona como o maior produtor do Nordeste. Ja, em 2003, com
1.049 hectares, foi responsavel por 1,5% da produgéio de tangerina e o maior produtor do
Nordeste (IBGE, 2003). Em 2004, com uma area colhida de 1.122 hectares, lidera o ranking
como maior produtor de tangerina do Nordeste (IBGE, 2004).

No entanto, alguns problemas tém atingido o setor, como os crescentes danos causados
por pragas e doengas. Os danos causados sdo irreversiveis e afetam diretamente a quantidade
e qualidade das frutas citricas, podendo chegar até¢ a improdutividade e erradica¢do das
plantas. Uma alternativa racional frente ao usual controle quimico dessas doengas ou de seus
vetores € a obtengdo de gendtipos com maior resisténcia a esses principais patogenos. Sendo
assim, os programas de melhoramento genético e sele¢do dos citros focam a obtengdo de
novas variedades de porta-enxertos e de copa com maior tolerdncia ou resisténcia a doengas e

pragas, e mais adaptadas a condig¢des abioticas adversas (CRISTOFANI et al., 1999).

2.3 Melhoramento genético dos citros visando resisténcia a patégenos

Os programas de melhoramento genético de citros focam, principalmente, a obtengdo
de novos porta-enxertos e variedades de copas resistentes as doengas, pragas e mais adaptados
a condig¢des abidticas adversas (MARENGO. 2006). Neste caso, ¢ analisado geneticamente os
hibridos (F1) descendentes resultantes do cruzamento dos Parentais (Poncirus trifoliata e C.
sunki). Entretanto, o melhoramento tradicional para obtengdo de plantas citricas com
resisténcia combinada a diferentes patogenos é demorado e tem sido dificultado,
particularmente, por caracteres de ordem botanica e genética dentro do grupo de citros.
Hibridizagdo interespecifica e intergenérica e sele¢do massal de mutantes naturais ou
induzidos de gemas ou hibridos espontdneos tém sido os principais métodos de melhoramento
de citros. Além disso, como a planta citrica €é constituida de duas partes quase sempre de
espécies diferentes, o porta-enxerto resistente a doengas de colo e raiz também deve ser
compativel com a espécie/variedade/copa que produza frutos com alta qualidade, fator

imperioso para a industria ou mercado in natura.

-----
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As espécies do género Citrus reproduzem-se sexuadamente por autopolinizagdo e
polinizagdo cruzada e assexuadamente por apomixia nucelar adventicia. Suas sementes
possuem tanto embrides zigéticos, como apomiticos, apresentando, em geral, apomixia
facultativa, com namero variavel de embrides entre um a doze. Espécies do género Citrus e
outras de géneros correlacionados como Poncirus e Fortunella apresentam compatibilidade
genética. produzindo hibridos férteis de interesse para o melhoramento.

Ap6s hibridagdo com Poncirus, os descendentes denominados citrange (hibridos com
laranja doce), citrandarim (hibridos com tangerina), citrumelo (hibridos com pomelo), entre
outros, apresentam folhas trifoliadas, que € uma caracteristica morfolégica governada por um
gene dominante. Contudo, vale ressaltar, que o uso de Poncirus como um dos genitores em
programas vai muito além de sua marcante morfologia de folha trilobada, visto que esse
género apresenta inimeras caracteristicas agronémicas importantes, como resisténcia a
doengas e melhor qualidade de fruta na variedade copa enxertada sobre ele.

Parte dessas limitagdes do melhoramento classico de citros tem sido superada pela
utilizagdo de marcadores moleculares, que passaram a serem ferramentas essenciais na
selegdo de hibridos sexuais e na ampliagdo das combinagdes genéticas através de
cruzamentos. No entanto, estratégias mais efetivas ¢ duradouras para o controle de doengas
causadas por patégenos em plantas de citros, por meio de plantas resistentes, poderdo surgir a

partir do entendimento das relagdes planta-patégenos.

O porta-enxerto P. trifoliata (1..) Rafinesque Rubidoux, espécie tinica do género, ¢ um
genotipo muito usado no Japdo, Uruguai ¢ em paises de clima temperado sendo indicado para
combinagdes com laranjas, limas 4cidas e tangerinas. P. frifoliata induz melhor qualidade de
fruto, ¢ ideal para regides frias e umidas, induz baixo vigor reduzindo o porte da copa,
facilitando a colheita ¢ o adensamento do pomar e apresenta boas caracteristicas
fitossanitarias como: resisténcia a Phytophthora spp., nematoides, virus da tristeza dos citros
e a xiloporose. No entanto, possui aspectos negativos como: baixo desenvolvimento em
viveiro, intolerdncia a seca, alta exigéncia nutricional a apresenta incompatibilidade com a
laranja Péra, limdes verdadeiros e tangor Murcott (SIVIERO et al., 2002).

Tangerina Sunki (Citrus sunki Hort. ex. Tanaka) ¢ originaria do sudeste da China
sendo indicada como porta-enxerto para laranjas, tangerinas ¢ pomelos, possui diversas
caracteristicas desejaveis, como: induz boa formagdo de copa, apresenta resisténcia a tristeza,

morte subita, xiloporose, sorose e declinio, tolerancia a solos salinos e a seca. No entanto,
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apresenta caracteristicas agrondmicas indesejaveis como suscetibilidade a gomose e pequeno
numero de sementes viaveis por fruto (MARENGO, 2009).

Tendo em vista a importancia da cultura dos citros na produgdo agricola brasileira. o
Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agronémico de Campinas desenvolveu
extenso banco de dados de genoma expresso de citros (CitEST) integrando Melhoramento
Genético, Genoma Funcional e Comparativo de Citros e alguns de seus patégenos,
representando hoje o principal banco de dados de genoma expresso dos citros do mundo.
Neste estudo, a resisténcia/suscetibilidade desses porta-enxertos a varias doengas foi
focalizada, com base na andlise de genes diferencialmente expressos nestas plantas, por meio
da estratégia de condi¢des contrastantes “inoculadas versus ndo inoculadas’ (TARGON et al.,
2007), visando contribuir para a elucidagdo dos mecanismos de defesa elaborados nessas
plantas na presenga de diferentes patégenos. Informagdes genéticas valiosas foram, portanto,
geradas e estdo disponiveis no CitEST, as quais podem ser utilizadas para estudos de genética
direta e reversa, validagdo de dados para completar os mapas genéticos e auxiliar programas
de melhoramento tradicional visando resisténcia a doengas, por meio da genotipagem de
individuos das progénies e identificacdo de marcadores para genes especificos relacionados

com a resisténcia.

2.4 Selecdo de hibridos de interesse por marcadores

Os marcadores moleculares tem sido uma ferramenta importante adotada para auxiliar
no processo monitorando dos alelos de resisténcia. bem como no auxilio do entendimento das
relagdes alélicas entre as fontes de resisténcia em programas de melhoramento genético
tradicional (FHER, 1987). Marcadores intimamente ligados aos alelos de resisténcia
apresentam grande facilidade e precisdo na sele¢do de individuos resistentes, podendo
viabilizar projetos que, por meio de procedimentos classicos, ndo seria possivel. Em citros
com o aparecimento dos marcadores moleculares, os estudos visando o mapeamento de
diferentes alelos de resisténcia (R) aumentaram consideravelmente nos Gltimos anos (KELLY
e MIKLAS, 1998).

O desenvolvimento de mapas genéticos ¢ considerado uma das aplicagdes de maior
impacto da tecnologia de marcadores moleculares, pois sdo uteis as analises filogenéticas, e
potencialmente, ao melhoramento de plantas. Por sua vez, uma das aplicagdes mais
importantes dos mapas genéticos ¢ a localizagdo de genes que controlam caracteristicas de

importancia agronomica, como producdo de grdos, altura da planta, teor de proteina,
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resisténcia a doengas, as quais podem resultar da agdo cumulativa de um conjunto de genes
(MARENGO, 2009).

Os primeiros marcadores moleculares estabelecidos foram as isoenzimas, sendo
diferenciadas em géis de eletroforese pelo tamanho e carga. O surpreendente nivel de
polimorfismo encontrado pela primeira vez dentro de populagdes trouxe a idéia de que a
maioria das mutagdes ¢ neutra. Este provavelmente é o maior legado das isoenzimas. O
surgimento de técnicas de manipulagdo de DNA levou ao desenvolvimento de marcadores
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), que permitiram a analise de regides ndo-
codificadoras ¢ de mutagdes silenciosas. Na década de 80, a técnica de PCR permitiu a
amplificag@o de fragmentos de DNA, e levou ao aparecimento de marcadores como Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), microssatélites ¢ AFLP. Esses marcadores, baseados
em genes-alvo, aumentam a probabilidade de se estabelecer correlagdes entre fendtipo e
genotipo, pois a variabilidade observada reflete diferencgas fenotipicas. Mas, para a realizagio
deste trabalho foi utilizado o marcador TRAP (Target Region Amplification Polymorphism,)
este ¢ um marcador altamente reproduzivel, de facil manuseio e baixo custo, quando

comparado aos demais.

2.5 Marcadores TRAPs (Targed Region Amplification Polymorphisms)

Marcadores TRAPs, ou marcadores de polimorfismo de amplificagdo de regido alvo,
sdo uma nova classe de marcadores moleculares baseada em PCR. desenvolvida com o
objetivo de direcionar o desenvolvimento de marcadores voltados para loci especificos ou
familias génicas. A técnica TRAP utiliza informagdes de Expressed Sequence Tags (ESTs) e
ferramentas de bioinformatica para gerar marcadores polimérficos ao redor de seqiiéncias de
genes candidatos. O polimorfismo é gerado a partir da combinagdo de um primer fixo,
desenhado a partir de uma seqiiéncia EST (pedagos de seqiiencias expressas) de interesse, €
um primer arbitrario desenhado aleatoriamente. Uma vez que o advento do seqiienciamento
em larga escala gerou um montante de informagdes de seqiiéncias importantes a partir de
muitos organismos, a utilizagdo da técnica TRAP permite o aproveitamento de informagdes
sobre as seqgiiéncias parciais de genes candidatos para desenhar os “primers” fixos. Sendo,
dessa maneira, muito relevante nas investigagdes de gendmica vegetal.

De acordo com Hu e Vick (2003) TRAP ¢ um marcador dominante, que combina a
facilidade dos marcadores RAPD, sendo, porém, altamente reproduzivel. com abundante
polimorfismo dos marcadores AFLP. Esta técnica, proposta por LI e Quiros (2001) e
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modificada por Hu e Vick (2003), apresenta bons resultados como fontes de marcadores
aplicados a confecgdo de mapas genéticos (MIKLAS et al., 2006), inclusive de espécies de
citros (MARENGO, 2009).

MIKLAS et al. (2006) estudaram a aplicagdo de marcadores TRAPs para Mapeamento
¢ localizagdo de marcas associadas a genes de resisténcia a doengas em feijdo (Phaseolus
vulgaris L.). Grande parte dos TRAPs desenvolvidos a partir de genes de resisténcia mapeou
proximo ou dentro de “clusters” de genes relacionados a resisténcia a doengas. Outros
mapearam proximos a QTLs relacionados a resisténcia a doengas. Os autores encontraram de
1.3 a 20 marcadores TRAPs por PCR e atribuiram o alto nivel de polimorfismo ao tipo de
populagdo de mapeamento. Os cruzamentos entre genitores mais distantes foram os que

apresentaram maior polimorfismo para os TRAPs.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho é parte de um projeto maior intitulado INCT de gendmica dos citros,
aprovado pelo CNPg/Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia sob coordenagdo de Dr.
Marcos Antonio Machado, pesquisador do Centro APTA Citros Sylvio Moreira,
Cordeirépolis-SP, do qual a Universidade Federal de Campina Grande ¢ instituigdo
colaboradora. As atividades desenvolvidas neste trabalho foram realizadas nos laboratorios de
Biologia Molecular do Centro de Educagdo e¢ Saude, Campus de Cuité da UFCG, e da
EMBRAPA Algodao, Campina Grande PB.

3.1 Identificagdo dos gendtipos vegetais

O material vegetal utilizado é produto do melhoramento genético dos citros sob
coordenag@o da Dra. Mariangela Cristofani, pesquisadora do Centro APTA Citros Sylvio
Moreira, Cordeiropolis-SP, quem gentilmente nos cedeu os DNAs dos genétipos € os primers.
Para este trabalho foi utilizado um total de vinte e quatro amostras, sendo dois parentais,
Poncirus trifoliata (L.) Raf cv. Rubidoux e Citrus sunki Hort. ex. Tan., ¢ dez individuos
(hibridos) da progénie F1 escolhidos ao acaso dentre o total de 136 hibridos F1, resultante do

cruzamento dos referidos parentais, e suas repeti¢des, conforme descri¢ao na Tabela 1.
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TABELA 1- Identificagdo dos genotipos de parentais e hibridos de Poncirus trifoliata ¢
Clitrus sunki utilizados nas reagdes de TRAP-PCR.

IDENTIFICACAO PARENTAIS HIBRIDOS REPETICOES
P1 : T T
P Poncirus trifoliata T
P2 : . S
P2 Citrus sunki S

1 i ]2
1 13
2 24
2 2 23
3 44
3 & 43
4 53
4 < 52
5 14.1
5 14 143
5 14.4
6 17.2
6 W 17.1
7 193
74 19 19.2
8

20 20.1
9 233
9 23 23.4
10 243
10 24 244

3.2. Descri¢@io dos primers usados

Para o desenvolvimento dos marcadores TRAPs, “primers” fixos (genes alvo) foram
desenhados usando as informagdes do banco de dados de ESTs (pedagos de seqiiéncias
expressas) de citros (CitEST) do Centro APTA de citros Sylvio Moreira. O “primer”
arbitrario (19 a 20 pb), possui em sua extremidade 3’ , 3 a 4 nucleotideos seletivos, 4 a 6
nucleotideos no centro da seqiiéncia (rica em AT ou em GC), intercalada por um “intron” ou

“exon”, respectivamente (LI & QUIROS, 2001).

Os “primers” fixos foram obtidos a partir da regido codificadora de seqiiéncias génicas
significativamente expressas em plantas de P. trifoliata infectadas com o virus da tristeza dos
citros (CTV) e que codificam quatro proteinas relacionadas a produgio de energia: clorofila
A/B-binding proteina, Ribulose 1,5-bifosfato carboxilase oxidase (RuBisCO), NADP-
dependente gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; uma enzima do metabolismo de agucar e

amido, sacarose sintase e uma proteina relacionada com a defesa, a PRI0 SRGI
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(CRISTOFANI et al., 2007). As sequéncias de nucleotideos dos primers estdo descritas na
Tabela 2.

Tabela 2- Seqiiéncias dos “primers™ fixos e arbitrarios utilizados para amplificar marcadores
TRAPs nos hibridos de C. sunki e P. trifoliata.

ORFs' Nomedo  Segiiéncia de nucleotideos
Primers Fixos Sacarose sintase F3 CAATCGTGGCTGTCGTGA

Sacarosesintase  R3  ATATACCCCAGCCAATGT

Ribulose F4  AATGGGGGTTCGGTTTGT
Ribulose R4  GATCATCATGGGGGTTAC
NADP

oficeraldeiiie-3- F5  ACGCGTCCGCCACTCTCA
fosfato
NADP . _

gliceraldeido-3- RS CCTTTCCCGGTGATACAG
fosfato :
Clorofila F6 TGGCAGCATCGTCAACT
SRG1 F7  GGCACCGCACTCACCATC

PAl GACTGCGTACGAATTAAT

Primer Arbitrario
4
Reverso

'ORF, open reading frame. ’F, foward/R, reverse. NADP-dependente gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). *De acordo com LI & QUIROS (2001).

Neste trabalho foram avaliadas 08 combinagdes de “primers”, sendo 08 fixos e 01

aleatorio, as quais estio descritas na Tabela 3.

Tabela 3- Combinagdes de “primers” fixos e arbitrarios utilizadas para amplificar marcadores

TRAPs nos hibridos de C. sunki e P. trifoliata.

P. Fi
_ el em F4 F5 F6 F7 “R3 R4 RS
P. Arbitrario

PAl PAI1/F3 PA1/F4 PAI/F5 PAI/F6 PAI/F7 PAI/R3 PAI/R4 PAI/RS

“F. forward: R, reverse.
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3.3 TRAP-PCR: Polimorfismo de amplifica¢io de regido alvo (TRAP) por meio de
Reag¢des em cadeia da polimerase (PCR)

As reagoes de amplificagdo foram conduzidas a um volume final de 15 pulL com os
seguintes componentes: 50-80 ng da amostra de DNA de parentais ou hibridos extraidos
conforme MARENGO (2009), 1X do tampao (NH4);SO4 da Taq (750 mM Tris-HCI, pH 8.8,
200 mM (NH4):S0y4. 0.1% (v/v) Tween 20, Fermentas Lab Science), 1,5 mM de MgCI2, 0,2
mM de cada ANTP, 1 pl. de cada “primer” da combinag¢do arbitrario/fixo e 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Fermentas Lab Science). As reagdes foram realizadas em Termociclador, sob as
seguintes condigdes térmicas: 94°C por 2 mim para desnaturagdo inicial do DNA, seguido por
cinco ciclos a 94°C por 45 s de desnaturagdo, 35°C por 45 s anelamento dos primers, e 72°C
por 1 min de extensdo, seguido por 35 ciclos a 94°C por 45 s 50°C por 45 s, e 72°C por 1 min

e extensdo final a 72°C por 7 min.

3.4 Eletroforese dos produtos de TRAP-PCR

Apés a reacdo de amplificagdo, ao volume de 15 pL de reagdo de cada amostra foram
adicionados 5 ul. de tampdo de amostra 5X (1mM de EDTA; 0,25% de Azul de Bromofenol;
0.25% de Xilenocianol; 25% de Ficoll 400) e 3 puL de corante intercalante Sybr Green
(Invitrogen) e aplicados em gel de agarose a 2%. A eletroforese foi conduzida a 150 V por
trés horas em cuba horizontal, utilizando o tampdao TBE (89 mM de Tris HCI, 89 mM de
Acido bérico e 2 mM de EDTA). Os fragmentos amplificados e corados com Sybr Green

foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em fotodocumentador.

3.5 Analise dos dados

O polimorfismo entre os genotipos foi estimado loco a loco por meio da presenga ou
auséncia de bandas amplificadas por PCR com o auxilio do marcador 50 pb DNA Ladder
(Invitrogen) para estimar o tamanho dos fragmentos. Os marcadores TRAPs de boa
intensidade ¢ reprodutibilidade foram identificados e analisados quanto a segregacdo

Mendeliana esperada (1:1) nos 10 individuos da progénie, por meio do teste de Qui-quadrado.




28

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ldentificacdio de marcadores moleculares do tipo TRAP em hibridos de Poncirus

trifoliata e Citrus sunki

Por intermédio da técnica TRAP., das 8 combinagdes de “primers” testadas 2
combinagdes apresentaram polimorfismo, gerando um total de 4 marcas e um nimero médio
de marcadores por par de “primer” no valor de 2 (Tabela 4; Figuras 2 e 3). O peso molecular
das marcas ndo foi possivel determinar com precisdo devido a falhas durante a corrida de
eletroforese. Este nimero médio de marcadores foi menor do que o encontrado por Marengo
(2009), no valor de 3,5 o usando a técnica TRAP em populagdo oriunda de genétipos dos

mesmos parentais.

Tabela 4. Caracteristicas dos Marcadores TRAPs selecionados no presente trabalho usando
10 hibridos F; de C. sunki x P. trifoliata.

Marcador N° total de N° de combinagdes | N° total de N° total de
combinagdes de de “primers” marcas marcadores por
“primers” avaliados polimorficos encontradas par de primer
TRAP 8 2 4 2

O uso da combinagdo de primers TRAPs PA1/RS (NADP-dependente gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase) gerou duas marcas polimorficas observadas no parental resistente
Poncirus trifoliata, indicadas pelas setas 1 e 2, as quais estdo ausentes no parental suscetivel
Citrus sunki (Figura 2). A marca |1 também esta presente em 06 dos 10 hibridos estudados,
enquanto que a marca 2 também estd presente em 05 dos 10 hibridos estudados. indicativas de
bandas polimérficas que apresenta segregagdo nos hibridos e contraste entre os parentais.
Dentro das repetigdes, € possivel observar que os resultados ndo foram idénticos em alguns
casos, a exemplo do hibrido indicado com o nimero 3, repeticdes 4.4 e 4.3, em que a marca 1
ndo foi amplificada em ambas as repetigdes. Isto pode ter acontecido devido a fatores,
incluindo diferengas na concentragio e pureza dos DNA das amostras e falha técnica durante

a manipulagdo preparatoria das reacdes.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 2% de fragmentos amplificados por TRAP-PCR
usando a combinacdo de primers PAI/RS5. P1, Trifoliata; P2, Sunki. Hibridos, 1-10,
respectivamente: (1) 1.2/ 1.3; (2) 2.4/ 2.1; (3) 4.4/ 4.3; (4) 5.3/ 5.2; (5) 14.1/ 14.3/ 14.4; (6)
17.2/ 17.1: (7) 19.3/ 19.2; (8) 20.1; (9) 23.3/ 23.4; (10) 24.3/ 24.4. Bandas polimorficas
indicadas por setas numeradas.

Similarmente, o uso da combinagdo de primers TRAPs PAI/R3 (Ribulose 1.5-
bifosfato carboxilase oxidase —RUBISCO-) também levou a formacdo de duas marcas
polimérficas observadas no parental resistente Poncirus trifoliata, indicadas pelas setas 3 ¢ 4,

as quais estdo ausentes no parental suscetivel Citrus sunki (Figura 3).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 2% de fragmentos amplificados por TRAP-PCR
usando a combinagio de primers PA1/PR3. P1, Trifoliata; P2, Sunki. Hibridos, 1-10,
respectivamente: (1) 1.2/ 1.3; (2) 2.4/ 2.1; (3) 4.4/ 4.3; (4) 5.3/ 5.2; (5) 14.1/ 14.3/ 14.4; (6)
17.2/ 17.1; (7) 19.3/ 19.2; (8) 20.1; (9) 23.3/ 23.4; (10) 24.3/ 24.4. Bandas polimorficas
indicadas por setas numeradas.
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A marca 3 também esta presente em 06 dos 10 hibridos estudados, enquanto que a
marca 4 esta presente em 07 dos 10 hibridos estudados. indicativas de bandas polimorficas.
Também neste gel, dentro das repeti¢cdes. € possivel observar que os resultados ndo foram
idénticos em alguns casos, a exemplo do hibrido indicado com o nimero 1, repeti¢des 1.2 e
1.3, em que as marcas 3 e 4 ndo foram amplificadas em ambas as repetigdes.

Por outro lado. na Figura 4 estdo ilustrados os resultados de amplificagdes por TRAP-
PCR usando combinagdes de primers cujas amplificagdes ndo produziram bandas
polimorficas. Entretanto, a aplicagdo da técnica TRAP para buscar marcadores em citros,
inclusive nos genomas de Poncirus trifoliata e Citrus sunki tem sido realizada com sucesso
por outros pesquisadores (Marengo, 2009). Isto ¢ indicativo da necessidade de otimizagdo do

protocolo nas condi¢des de Laboratério de Biologia Molecular no CES.

MPIPIP2P21 1 2 2 334 45 55 66 7 7 899 1010

A

MPIL PILP2P211 2 2 33 445 55466773899 101

MPIPIPZPZI]22334455S M6 6 77 899 1010
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-'--.'.‘-.-s,. "'_“" B -
v
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2% de fragmentos amplificados por TRAP-PCR
usando as combinagdes de “primers” PA1/F5 (A), PAIIF? (B) e PA1/R4 (C). P1, Trifoliata;
P2, Sunki. Hibridos, 1-10, respectivamente: (1) 1.2/ 1.3; (2) 2.4/ 2.1; (3) 4.4/ 4.3; (4) 5.3/ 5.2;
(5)14.1/14.3/ 14.4; (6) 17.2/ 17.1; (7) 19.3/ 19.2; (8) 20.1, (9) 23.3/23.4; (10) 24.3/ 24.4.
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Os dados observados nos géis de agarose foram dispostos na Tabela 5 atribuindo-se o
valor | para a presenga da marca polimorfica e 0 para a auséncia em cada um dos individuos
estudados. Com base nas informagdes da Tabela 3 € possivel notar que o hibrido 3 apresentou

os quatro marcadores TRAP identificados neste trabalho.

Tabela 5- Seqiiéncia dos marcadores polimoérficos com base na sua presenga (valor 1) ou

auséncia (valor 0).

M
2100000111]#1111000010000
M
30100#1111100011000001111
M
41100#1111100000110111111

#, reacdo dessa amostra ndo funcionou bem. M. marcadores TRAPs identificados neste.
trabalho (1 a 4 em vermelho). P1, Poncirus trifoliata, P2 Citrus sunki. Hibridos, 1 a 10.

Para que os marcadores encontrados possam ser utilizados na construgdo de mapas de
ligagdo ¢ necessario que estes apresentem segregag¢do mendeliana. Por isso, o teste de Qui-
quadrado foi aplicado individualmente aos marcadores TRAPs para verificar a hipitese nula
de segregacdo mendeliana (1:1). Como resultado, 100% dos marcadores identificados
segregam na propore¢do 1:1 (Tabela 6).

Tabela 6. Segregacdo dos Marcadores TRAPs em 10 individuos da progénie F; e teste de

homogeneidade para segregagdo esperada 1:1.

Marcador TRAP Nimero de Freqiiéncia x
Progénies (+/-) esperada
M1 6:2 1:1 1,6
M2 55 1:1 0
M3 6:4 1:1 0,4
M4 8:2 11 3.6




32

Como os valores encontrados para o teste de homogeneidade de ¥2 s@o menores que
o valor tabelado ¥2 = 3.85 (@=0.05 e GL=1), a hipotese nula de segregagdo (1:1) ndo ¢
rejeitada. Assim, a freqiiéncia observada corresponde a segregacdo mendeliana para todos os
marcadores. Portanto, estes marcadores poderdo ser introduzidos no mapa de ligagdo de
Poncirus trifoliata, desenvolvido por CRISTOFANI et al. (1999).

A importancia de se conhecer os genes amplificados estd na identificagdo de
marcadores ao redor de genes candidatos que governam caracteristicas agronémicas de
interesse. Dessa forma, € possivel selecionar os individuos com base na genotipagem do
marcador, sem que haja a necessidade de avaliar o fenotipo da caracteristica, o que implica
em rapidez na selegdo de hibridos em programas de melhoramento de plantas.

Neste contexto, as regides amplificadas pelos marcadores TRAPs identificados neste
trabalho, caracterizadas como regides polimorficas, ou seja, os marcadores identificaram
alelos diferentes entre os parentais, provavelmente envolvem parte de genes NADP-GAPDH
(marcadores 1 e 2) e sucrose synthase (marcadores 3 e 4) no genoma de Poncirus trifoliata.
Uma vez que esses genes se mostraram significativamente expressos em P. trifoliata durante
interagcdo com virus da tristeza dos citros (CTV), e considerando que esta planta € resistente a
este virus, portanto, estes genes podem estar envolvidos nos mecanismos de defesa de P.
trifoliata a esse patogeno (CRISTOFANI et al., 2007), embora os mecanismos ainda nao
estejam elucidados.

Komatsu et al. (2002) demonstraram que diferentes genes sucrose synthase em citros
diferem entre si na sua estrutura molecular e nos potenciais papéis fisiologicos, podendo um
gene desempenhar uma fun¢do no suplemento de material para o desenvolvimento e
construgdo da parede celular, enquanto que outros poderia suplementar a sucrose-phosphate
synthase com substratos (UDP-glicose e frutose) para a re-sintese de sacarose. Entretanto, a
demonstragdo de uma funcdio para genes sucrose synthase relacionada com os mecanismos
envolvidos com a resisténcia da planta ainda ndo foi relatada. Neste sentido, uma hipotese que
poderia ser testada € o possivel fortalecimento da parede celular, embasada na demonstragéo
de que uma sucrose synthase associada @ membrana possui uma possivel fungio na sintese de
celulose e calose em plantas (AMOR et al., 1999).

Entretanto, inimeras combinag¢des de primers ainda precisam ser testadas para a
identificacio de marcadores TRAPs que possam completar os mapas de Poncirus trifoliaia e
Citrus sunki além de genotipar os individuos da populacdo Fi do cruzamento entre esies <. .
parentais. E importante ressaltar que nas 8 combinagdes de “primers” fixos que foram testadas

neste trabalho com apenas 10 individuos da progénie F1, apenas um (1) “primer” arbitrario
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foi utilizado nas combinacdes. Isto significa que numa populagdo contendo 200 hibridos
versus um total de 10 “primers” arbitrarios versus 20 “primers” fixos geraria um montante
enorme de trabalho e anélises para realizar a genotipagem de todos os individuos e ainda
estabelecer as marcas polimorficas que poderiam ser geradas a partir das possibilidades de
combinagdes de “primers”, identificando entre elas as que sejam potencialmente resistentes a
gomose.

Neste sentido, uma estratégia para realizar a genotipagem rapida e eficiente dos
individuos da progénie ¢ utilizar a analise de segregantes em Bulk para selecionar marcadores
ligados a caracteristicas desejaveis, como resisténcia (Milchemore et al., 1991). Esta
estratégia se adequa perfeitamente a este estudo, uma vez que os gendtipos dos parentais sdo
contrastantes (resistente x suscetivel). Por este método, primeiro se realiza a identificagdo de
marcadores potencialmente associados com a resisténcia, com base nas bandas polimorficas
que sejam geradas a partir de “primers” fixos relacionados a resisténcia e visualizadas apenas
no parental resistente. As reagdes sao realizadas para cada combinagido de “primers” fixos x
arbitrario, usando apenas 04 DNAs como amostras: a) o DNA do parental resistente, b) o
DNA do parental suscetivel, ¢) o DNA obtido de uma mistura de aliquotas iguais de
individuos F1 caracterizados como resistentes e d) o DNA obtido de uma mistura de aliquotas
iguais de DNA de individuos F1 caracterizados como suscetiveis. Apds ter sido identificado
quais combinag¢des geram marcadores possivelmente associados com a resisténcia, entdo
somente essas combinag¢des sdo utilizadas para genotipagem de todos os individuos da
populacdo segregante. E esta € a direcio para a realizagdo dos futuros ensaios de continuagdo

deste trabalho.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, ¢ possivel concluir que:

)

2)

3)

4)

E possivel acessar a diversidade genética de progénies de Poncirus trifoliata X Citros
sunki, por meio de marcadores TRAPs usando os primers dos genes-alvo sucrose

svathase ¢ NADP-GAPDH com segregagdo para Poncirus;

Os quatro marcadores TRAPs identificados obedecem ao padrio de segregacgdo

Mendeliana na proporg¢do 1:1;

Os marcadores obtidos poderdo ser introduzidos no mapa de ligacdo de Poncirus
trifoliata, desenvolvido por CRISTOFANI et al. (1999).

Os marcadores obtidos poderdo ser usados na genotipagem de todos os individuos da

populagdo F1 de Poncirus trifoliata X Citros sunki.
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