477

MARCADORES RAPD PARA MAPEAMENTO GENETICO
E SELECAO DE HIBRIDOS DE CITROS!

ROBERTO PEDROSO DE OLIVEIRA%, MARIANGELA CRISTOFANI; MARCOS ANTONIO MACHADO?

RESUMO - Os marcadores moleculares apresentam varias aplicagdes no melhoramento de plantas, permitindo uma série de analises
genéticas. Este trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer marcadores RAPD para serem utilizados em estudos de mapeamento
genético e na selegdo de hibridos entre tangerina-‘Cravo’ (Citrus reticulata Blanco) e laranja-‘Péra’ (C. sinensis (L.) Osbeck). Extraiu-
se DNA de folhas dos parentais e de seis hibridos F. As rea¢des de amplificagdo foram preparadas em 13 uL de solugdo, constituida
por tampéo 1x GIBCO BRL; solugdes 1,54 mM de MgCl, e 0,2 mM de cada dNTP; 15 ng de cada ‘primer’; 1,5 unidade de ‘Tag DNA
Polymerase’ e 15 ng de DNA genomico. As reagdes foram realizadas em termocicladores programados para 36 ciclos de 1 min a 92°C,
I mina36°C, 2 min a 72°C e 10 min de extensdo a 72°C. Foram testados ‘primers’ decameros arbitrarios dos ‘kits’ A, AB, AT, AV, B, C,
D,E,G,H, M, N, P, Q, R e U da Operon, sendo selecionados 113 por apresentarem polimorfismo, com numero de marcadores variando
de 1 a 6 por ‘primer’. Esses ‘primers’ amplificaram 201 (23,13%) bandas polimorficas, aplicaveis no mapeamento genético e selegdo de
hibridos. A freqiiéncia de ‘primers’ com 1; 2; 3;4; 5 e 6 bandas polimorficas foi de 49,5%, 33,6%, 9,7%, 4,4%, 1,8% e 1,0%, respectivamente.

Termos para indexagfo: laranja-‘Péra’, tangerina-‘Cravo’, hibridos, marcadores moleculares

RAPD MARKERS TO GENETIC MAPPING AND SELECTION OF CITRUS HYBRIDS

ABSTRACT - Molecular markers have many applications in plant breeding, enabling some types of genetic analyses. The aim of this
work was to establish RAPD markers to be used to genetic mapping studies and selection of hybrids between ‘Cravo’ tangerine (Citrus
reticulata Blanco) and ‘Péra’ orange (C. sinensis (L.) Osbeck). DNA of the parents and six hybrids F, was isolated from the leaves. The
amplification reactions were performed in volumes of 13 pL, composed by GIBCO BRL 1x buffer, 1,54 mM MgCl,, 0,2 mM of each dNTP,
15 ng of each primer, 1,5 unit of Tag DNA Polymerase and 15 ng of genomic DNA. These reactions were carried out in thermocyclers
programmed for 36 cycles of 1 min at 92°C, 1 min at 36°C, 2 min at 72°C and 10 min of extension at 72°C. It were evaluated random decamer
primers of the kits A, AB, AT, AV, B, C, D, E, G, H, M, N, P, Q, R e U from Operon. One hundred thirteen primers were selected as
polymorphics, with number of markers varying from 1 to 6 per primer. These primers amplified 201 (23,13%) polymorphic fragments, with
application in genetic mapping and selection of hybrids. The frequency of primers with 1, 2, 3, 4, 5 and 6 polymorphic fragments was
49,5%, 33,6%, 9,7%,4,4%, 1,8% e 1,0%, respectively.

Index terms: ‘Péra’ sweet orange, ‘Cravo’ tangerine, hybrids, molecular makers

INTRODUCAO

Fatores de natureza bidtica e abidtica afetam de modo
significativo a cultura dos citros no Brasil. O melhoramento
genético apresenta limitagdes relacionadas a longa juvenilidade,
incompatibilidade, alta heterozigosidade, esterilidade, depressao
por endogamia, apomixia e poliploidia (Gmitter et al., 1996).

Plantas hibridas entre tangerina-‘Cravo’ (Citrus
reticulata Blanco) e laranja-‘Péra’ (C. sinensis (L.) Osbeck) sdo
potencialmente importantes por segregarem para diversas
caracteristicas de importancia agrondmica, principalmente para
o carater resisténcia/suscetibilidade a doengas, entre as quais a
clorose variegada dos citros (CVC). A laranja-‘Péra’ é altamente
suscetivel a doenga e a tangerina-‘Cravo’ ndo tem apresentado
sintomas no campo (Machado et al., 1993).

Diversos marcadores moleculares t€ém sido utilizados no
melhoramento genético de plantas, permitindo analises mais

completas e consistentes de sua genética. No melhoramento de
citros, vém sendo utilizados na sele¢do precoce de hibridos e
plantas nucelares (Oliveira et al., 2000), obtengéo de ‘fingerprints’
de cultivares (Deng et al., 1995), caracterizagao de germoplasma
(Machado et al., 1996), estudos de relagdes filogenéticas entre
espécies e géneros (Federici et al., 1988), construgdo de mapas
genéticos de alta cobertura genomica e na localizagdo de genes
de interesse economico (Cai et al., 1994; Gmitter et al., 1996; Simone
etal., 1998; Cristofani et al., 1999).

Atualmente, os RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNA) consistem em um dos marcadores moleculares mais usados
em estudos genéticos. Os RAPDs sdo detectados pela
amplificagdo, de forma arbitraria, de fragmentos de DNA de
diferentes tamanhos pela reag@o de polimerase em cadeia (PCR),
na presenca da enzima termoestavel ‘DNA polimerase’ (Williams
etal., 1990).

As principais vantagens do RAPD referem-se a facil
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execucdo, rapida obtengdo de marcadores, necessidade de
pequenas quantidades de DNA genomico (10 a 100 ng), baixo
custo, auséncia de hibridagdo, ndo-utilizagdo de radioisotopos,
polimorfismo ser visualizado na forma de banda amplificada de
DNA visivel em gel de agarose corado com brometo de etidio,
polimorfismo ser detectado em regides altamente repetitivas e
um nivel elevado de polimorfismo quando se compara com outros
marcadores moleculares. As desvantagens relacionam-se a
reprodutibilidade dos resultados, ambigiiidade na interpretagdo
das bandas, co-migra¢ao de fragmentos de igual ou tamanho
muito proximo e ao carater dominante da maioria dos marcadores
obtidos (Cruz & Milach, 1998; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Este trabalho teve por objetivo estabelecer marcadores
RAPDs consistentes que possam ser utilizados em estudos de
mapeamento genético e selegdo de hibridos entre tangerina-
‘Cravo’ e laranja- ‘Péra’.

MATERIAL E METODOS

Folhas frescas e maduras dos parentais tangerina-‘Cravo’
e laranja-‘Péra’, e de seis hibridos F, desses genitores, obtidos
por cruzamentos controlados, foram utilizadas para a extragdo de
DNA. As folhas foram lavadas em agua corrente, secas com
papel toalha e trituradas em almofariz com nitrogénio liquido. A
extracdo de DNA foi feita utilizando o protocolo de Murray &
Thompson (1980), adaptado por Cristofani et al. (1999), que
utilizam o método CTAB.

A quantificacdo do DNA foi feita em gel de agarose,
corado com brometo de etidio (0,5 ng mL™"), comparando-se a A~
DNA intato nas concentragdes de 50; 100; 150 e 200 ng iL"!
(Sambrook et al., 1989). De acordo com os mesmos autores, a
qualidade do DNA extraido foi avaliada com base na auséncia/
presenga e intensidade de rastro no gel apds corrida eletroforética.

As reagdes de amplificagdo foram preparadas em um
volume final de 13 uL,, com 1,3 uL de tampao 10x (200 mM Tris-
HCI pH 8,4; 500 mM KCI - GIBCO BRL); solugdes 1,54 mM de
MgCl, (GIBCOBRL) ¢ 0,2 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP - GIBCO BRL); 15 ng de cada ‘primer’; 1,5 unidade de ‘Taq
DNA Polymerase’ (GIBCO BRL); e 15 ng de DNA genomico.
Adicionou-se 20 uL de 6leo mineral (Sigma) por reagdo. As
amplificagdes foram realizadas em termocicladores MJ Research
Inc., programados para 36 ciclos de 1 mina 92°C, 1 mina 36°C, 2
min a 72°C e 10 min de extensdo a 72°C. Foram avaliados ‘primers’
decameros de seqiiéncia arbitraria dos ‘kits’ A, AB, AT, AV, B, C,
D, E, G, H, M, N, P, Q, R e U da Operon Technologies Inc.,
Alameda, CA, USA.

Os produtos de amplificacdo foram separados por
eletroforese em tampao TAE 1X (0,04 M Tris-acetato + 1 mM
EDTA), utilizando géis de agarose a 1,4%, contendo 5 ugmL"' de
brometo de etidio. A corrida foi realizada a 94 V, sendo aplicados
5uL da solugdo de reacdo com 1 uL de tampao de carregamento
(0,25% de azul de bromofenol + 40% de sacarose) por canaleta
do gel. O marcador ‘DNA Ladder’ de 1 kb (GIBCO BRL) foi
utilizado como padrdo. A visualizag@o das bandas foi realizada
sob luz ultravioleta.

Os ‘primers’ testados foram avaliados quanto ao nimero
total de bandas geradas, nimero de marcadores encontrados e
intensidade das bandas polimérficas. As bandas polimorficas

foram classificadas em ‘fortes’ para amplificacdes de grande
intensidade e nitidez, ¢ ‘moderadas’ para amplificagdes de
intensidade média. As amplifica¢des polimorficas visiveis de
pouca intensidade e nitidez ndo foram consideradas.

Os produtos polimérficos de amplificagdo foram
designados de acordo com o ‘primer’ e tamanho da banda
amplificada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo utilizado para a extragdo de DNA das amostras
de citros apresentou uma eficiéncia média de 4 ug de DNA/200
mg de folha fresca, com valores variando de 2,5 a 10 ug. O DNA
extraido foi de boa qualidade, pois, praticamente, ndo houve
rastro nos géis de quantificagdo, indicando baixo nivel de
degradacgéo.

As reagdes de amplificagdo apresentaram elevada
reprodutibilidade, ndo havendo diferengas entre os
termocicladores. Segundo Cruz & Milach (1998) e Ferreira &
Grattapaglia (1998), a reprodutibilidade esta fortemente associada
a qualidade do DNA e a padronizagao das condigdes de reacao.
Keil & Griffin (1994) também obtiveram padrdes de bandas
RAPDs bastante consistentes, ao trabalharem com Eucalyptus,
verificando pequena ou nenhuma variagao durante as repeti¢des.
Foram amplificadas, em média, 7,8 bandas por ‘primer’, com
valores variando de 1 a 16. Machado et al. (1996) e Coletta Filho
etal. (1998) obtiveram, respectivamente, médias de 5,3 e 4,7 bandas

FIGURA 1- Reacgdes de amplificacdo com os ‘primers’ OPG19 e
OPGO08, sendo M: marcador de 1 kb; C: tangerina-
‘Cravo’; e P: laranja-‘Péra’. As setas indicam os
marcadores RAPDs.
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TABELA 1- Numero de fragmentos RAPDs amplificados e polimorficos entre tangerina-‘Cravo’ (C. reticulata Blanco) e laranja-‘Péra’

(C. sinensis (L.) Osbeck), para 113 “primers’.

‘Primer’ Numero de fragmentos ‘Primer’ Numero de fragmentos
Am plificados Polimérficos Amplificados Polimérficos
Forte Moderado Total Forte Moderado Total

OPAO1 4 0 1 1 OPC19 12 0 1 1
OPAO4 7 1 0 1 OPC20 8 2 0 2
OPAO5 9 1 0 1 OPD10 4 1 0 1
OPAO7 10 6 0 6 OPD11 7 2 0 2
OPAO08 11 5 0 5 OPD15 15 1 0 1
OPAO09 8 3 0 3 OPEO4 10 1 0 1
OPA10 6 0 1 1 OPEO0G6 9 2 0 2
OPA11 7 1 0 1 OPE15 10 1 0 1
OPA12 6 1 0 1 OPE16 7 3 0 3
OPA15 5 1 0 1 OPE18 11 1 0 1
OPA19 9 2 0 2 OPE19 9 1 0 1
OPABO4 5 1 1 2 OPE20 7 0 2 2
OPABO5 6 1 0 1 OPGO08 4 1 0 1
OPABO6 9 2 0 2 OPG10 6 1 1 2
OPABO7 10 2 0 2 OPG13 11 2 2 4
OPABO8 7 0 2 2 OPG17 12 3 2 5
OPAB13 7 1 0 1 OPG18 8 2 0 2
OPAB14 7 2 0 2 OPG19 10 2 0 2
OPAB15 4 1 0 1 OPHO1 8 2 0 2
OPAB17 8 1 0 1 OPHO02 5 1 0 1
OPAB18 5 0 1 1 OPH15 11 1 1 2
OPATO4 3 1 0 1 OPH16 6 2 0 2
OPATO5 9 1 0 1 OPH19 9 3 0 3
OPATO7 13 3 0 3 OPH20 8 1 0 1
OPAT13 7 2 0 2 OPMO7 16 4 0 4
OPAT14 8 2 0 2 OPM11 10 3 0 3
OPAT18 9 2 0 2 OPM13 12 0 1 1
OPAVO02 7 1 0 1 OPNO5 6 1 0 1
OPAVO03 8 0 1 1 OPNO8 9 2 0 2
OPAVO05 6 2 0 2 OPNO9 8 1 0 1
OPAVO08 8 1 0 1 OPN14 7 3 1 4
OPAV12 8 1 2 3 OPN15 9 4 0 4
OPAV16 9 2 0 2 OPN16 7 1 0 1
OPBO02 8 2 0 2 OPPO1 9 1 0 1
OPBO3 6 2 0 2 OPPO5 8 2 0 2
OPBO4 6 1 0 1 OPPO6 8 2 0 2
OPBO5 8 2 0 2 OPPO9 9 4 0 4
OPBO08 12 2 0 2 OPP10 6 2 0 2
OPBO09 6 2 0 2 OPP11 4 1 0 1
OPB10 5 1 0 1 OPP12 5 2 0 2
OPB11 9 1 0 1 OPP18 7 2 0 2
OPB12 10 1 0 1 OPP20 4 1 0 1
OPB13 4 1 0 1 OPQO4 8 1 0 1
OPB14 6 1 0 1 OPQO5 11 1 2 3
OPB17 5 1 0 1 OPQO06 6 2 1 3
OPB19 8 2 0 2 oPQoO7 3 1 0 1
OPB20 4 1 1 2 OPQO08 6 1 0 1
OPCO1 2 1 0 1 OPQ10 5 1 0 1
OPCO3 7 3 0 3 OPQ15 10 2 1 3
OPCO5 11 2 0 2 oPQ17 7 0 1 1
OPCO06 6 2 1 3 OPRO7 14 1 0 1
oOPCO7 4 1 0 1 OPRO9 9 1 0 1
OPCO09 7 1 0 1 OPR19 10 2 0 2
OPC10 4 1 0 1 OPUO3 10 1 0 1
OPC13 6 1 1 2 OPUO5 16 0 1 1
OPC14 5 1 1 2 oPUO0S8 8 1 Q 1
oPC18 1 1 0 1 Total 869 171 30 201

por ‘primer’, ao trabalharem com tangerinas e mexericas. O
numero de bandas amplificadas normalmente ¢ fun¢do da
espécie, do ‘primer’ e das condi¢cdes da amplificacdo (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Para os parentais estudados, foram selecionados 113
‘primers’ que produziram fragmentos polimérficos, com niimero
de marcadores variando de 1 a 6 por ‘primer’. Esses ‘primers’
amplificaram 869 bandas, sendo 201 (23,13%) polimorficas, com
tamanho variando de 261 a 2961 pb (Figura 1). O nimero médio
de marcadores por ‘primer’ foi de 1,78. A freqiiéncia de ‘primers’
polimérficos com 1; 2; 3; 4; 5 e 6 marcadores foi de 49,5%, 33,6%,
9,7%,4,4%, 1,8% e 1,0%, respectivamente (Tabela 1).

Varios trabalhos visando a selecionar ‘primers’ e
marcadores RAPDs foram feitos com outras espécies de Citrus e
géneros correlacionados. Simone et al. (1998) trabalharam com

C. aurantium e C. latipes, ¢ Cristofani et al. (1999) com C. sunki
e Poncirus trifoliata obtendo, respectivamente, 1,42 ¢ 2,18
marcadores RAPDs por ‘primer’ selecionado. Nesses trabalhos,
as diferencas ocorreram, principalmente, em funcido da
composi¢do genética das espécies estudadas.

Em reagdes RAPDs, normalmente, sdo amplificados
fragmentos entre 500 e 2500 pb (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Neste trabalho, 90,5% dos marcadores ocorreram nesse intervalo.
Caietal. (1994), Coletta Filho et al. (1998) e Cristofani et al. (1999)
obtiveram fragmentos polimorficos de tamanho entre 200 e 3000
pb, ao trabalharem com mais de uma centena de marcadores
RAPDs em citros.

Do total de marcadores selecionados, 85,1% (171)
apresentaram intensidade e nitidez acentuadas nos géis de
agarose ¢ 14,9% (30), moderadas; todos sendo recomendados
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TABELA 2- Marcadores RAPDs selecionados em tangerina-‘Cravo’(C. reticulata Blanco), laranja-‘Péra’ (C. sinensis (L.) Osbeck) e

seus hibridos.

‘Kit’ Marcadores RAPD (Intensidade e nitidez das bandas amplificadas)
Operon Forte Moderada
A A4-717; A5-1405; A7-1556; A7-1399; A7-1261; A7-1201; A7-868; A7-643; A8- A1-678; A10-2015

2011; A8-769; A8-580; A8-497; A8-341; A9-1189; A9-803; A9-628; A11-495; Al12-

2082; A15-2373; A19-2743; A19-647
AB AB4-1226; AB5-1308; AB6-1268; AB6-655;
AB14-1511; AB14-767; AB17-555

AB7-1446; AB7-998; AB13-1674;

AB4-1053; AB8-1615; AB8-
1544; AB18-1357

AT AT4-750; AT5-484; AT7-2688; AT7-1476; AT7-620; AT13-1432; AT13-986; AT14-

2115; AT14-846; AT18-1053; AT18-897

AV AV2-1107; AV5-1626; AV5-1555; AV8-822; AV12-1495; AV16-1379; AV16-1291 AV3-1308; AV12-1987;
AV12-1840
B B2-1156; B2-709; B3-1778; B3-1698; B4-1650; B5-1350; B5-939; B9-1065; B8- B20-2457

1484; B8-611; B9-761; B10-1986; B11-2037; B12-813; B13-1832; B14-2456; B17-

2053; B19-1730; B19-1571; B20-1515

C C1-1933; C3-809; C3-762; C3-690; C5-1427; C5-1232; C6-866; C6-652; C7-1779;
C9-2479;C10-512;C13-1821;C14-2432; C18-854;C20-1071; C20-723

C6-1076; C13-1576; C14-
1853; C19-1569

D D10-522; D11-1203; D11-819; D15-1838

E E4-1397; E6-1130; E6-923; E15-1611; E16-2267; E16-1967; E16-805; E18-627; E20-1889; E20-576
E19-1282

G G8-623; G10-1416; G13-2277; G13-327; G17-1807; G17-1101; G17-459; G18-1871; G10-1090; G13-2945; G13-
G18-1010; G19-1261; G19-1203 1384; G17-2259; G17-841

H H1-1922; H1-742; H2-1633; H15-335; H16-1349; H16-705; H19-1673; H19-1584; H15-1014
H19-1107; H20-607

M M7-1498; M7-1426; M7-554; M7-438; M11-1421; M11-1207; M11-379 M13-1189

N N5-1249; N8-1987; N8-1362; N9-533; N14-379; N14-295; N14-261; N15-1535; N14-1386
N15-1011; N15-612; N15-597; N16-1697

P P1-1020; P5-1444; P5-1381; P6-1339; P6-412; P9-1692; P9-1435; P9-1014; P9-450;
P10-2261; P10-1366; P11-1408; P12-1153; P12-683; P18-1145; P18-903; P20-635

Q Q4-608; Q5-1750; Q6-1456; Q6-738; Q7-677; Q8-657; Q10-747; Q15-1216; Q15- Q5-2961; Q5-2557; Q6-690;
416 Q15-1643; Q17-1822

R R7-1565; R9-483; R9-483; R19-2103; R19-1027

U U3-1107; U8-783 Us-711

para analises do genoma de tangerina-‘Cravo’, laranja-‘Péra’ e
seus hibridos (Tabela 2). As bandas polimorficas de intensidade
e nitidez fracas ndo foram consideradas para evitar interpretacdes
ambiguas. Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), bandas pouco
consistentes ocorrem com todos os tipos de marcadores
moleculares, sendo atribuidas, em ensaios RAPDs, ao baixo poder
de o ‘primer’ discriminar sitios de amplifica¢do distintos, a
competi¢do entre diferentes sitios de amplificacdo por substrato
e enzima, e a problemas na padronizagdo das condi¢des de
amplificago.

Os marcadores RAPDs descritos nas Tabelas 1 e 2 podem
ser utilizados para a sele¢do precoce de hibridos, obtencdo de
‘fingerprints’, estudos de diversidade genética e construcdo de
mapas genéticos. Os ‘primers’ que apresentaram quatro (OPG13,
OPMO07,0PN14, OPN15 ¢ OPP09), cinco (OPA08 e OPG17) e seis
(OPAO07) bandas polimorficas apresentam grande aplicabilidade
na selegdo precoce de hibridos entre tangerina-‘Cravo’ e laranja-
‘Péra’, pois permitem a selegdo mais eficiente da maior parte dos
hibridos com apenas uma Unica reagdo de amplificagdo,
contornando as limita¢Ges relacionadas a natureza dominante
dos marcadores RAPDs. Uma vez que Simone et al. (1998) e
Cristofani et al. (1999) construiram mapas moleculares de espécies
de citros, respectivamente, com 157 e 169 marcadores RAPDs e
conseguiram localizar genes de interesse agrondmico nesses
mapas, espera-se que os 201 marcadores selecionados possam
ser suficientes para a mesma finalidade.

CONCLUSOES

1. A utilizagdo de DNA de boa qualidade, extraido por método
CTAB, ¢ a padronizagao das condi¢des da PCR possibilitam a

obtencgdo de reagcdes de RAPD com elevada reprodutibilidade,
mesmo em diferentes termocicladores.

2. Marcadores RAPDs consistentes foram obtidos entre os
parentais tangerina-‘Cravo’ e laranja-‘Péra’ utilizando diferentes
‘primers’, que estdo sendo utilizados para a selecdo precoce de
hibridos zigoticos, estudos de diversidade genética e construgao
de mapas genéticos de ligacao.

3. Os ‘primers’ que amplificam um maior nimero de marcadores
RAPDs sdo os menos freqlientes; existem ‘primers’ que
amplificam até seis bandas polimoérficas entre os parentais
tangerina-‘Cravo’ e laranja-‘Péra’.

4. Nas reagoes de amplificacdo do DNA de tangerina-‘Cravo’ e
laranja-‘Péra’, a proporcao de bandas polimoérficas em relacdo as
monomorficas ¢ de, aproximadamente, 1:4 para os ‘primers’
selecionados.
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