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DETECCAO DE POLIMORFISMO EM PORTA-ENXERTOS PARA CITROS'

RENATA APARECIDA DE ANDRADE?, ANTONIO BALDO GERALDO MARTINS?,
ELIANA GERTRUDES DE MACEDO LEMOS*, FRANCISCO JOACI DE FREITAS LUZ5, MARCO TULIO HABIB SILVA®

RESUMO - Objetivando a verificagdo da existéncia de plantulas originadas de embrido zigoético em viveiros comerciais de mudas
citricas, realizou-se o presente trabalho, utilizando a técnica de fAFLP e quatro espécies de porta-enxertos para citros. Verificou-se uma
base genética estreita entre as espécies testadas, além de grande variabilidade entre os materiais, independentemente do viveiro em que
foram coletados, o que permite concluir que a selec@o visual, comumente realizada nos viveiros, ¢ ineficiente.

Termos para indexacdo: AFLP; Citrus limonia; Citrus reshni; Citrus sunki; Citrus paradise x Poncirus trifoliata.

DETECTION OF POLIMORPHISM IN ROOTSTOCKS FOR CITRUS

ABSTRACT - The purpose of this work was to verify the existence of seedlings originated from the zygotic embryo, in commercial
nurseries of citric seedlings. I was used the AFLP technique and four species of citrus rootstocks. It was observed a narrow genetic
base among the tested species and also a great variability among the materials, independent of the nursery that they were collected.

These results showed that the visual selection, commonly done in the nurseries, is inefficient.
Index terms: AFLP; Citrus limonia; Citrus reshni; Citrus sunki; Citrus paradise x Poncirus trifoliata.

INTRODUCAO

A citricultura brasileira representa importante segmento
econdmico na pauta de produtos agricolas, ndo apenas por seu
expressivo valor de produg@o, mas também por sua importancia
na geragdo de empregos diretos e indiretos.

Os citros podem ser propagados por sementes, alporquia,
estaquia e enxertia, sendo este ultimo o mais utilizado por
apresentar algumas vantagens em relagdo a propagagdo por
sementes, entre as quais uniformidade das mudas, precocidade
no inicio de produgéo e aumento na produtividade. A propagacio
dos citros por enxertia ¢ um método misto, que envolve a
propagacdo sexuada do porta-enxerto e assexuada da copa. A
interagdo enxerto/porta-enxerto, embora provoque pequenas
alteragdes no clone, atende as necessidades da cultura, dando a
planta vigor, adaptagdo, resisténcia e ganhos comerciais. Os
pomares comerciais de citros sdo, portanto, formados por mudas
obtidas por enxertia, porém isso tornou os cultivos vulneraveis a
enfermidades tipicas de plantas enxertadas, como exocorte,
xiloporose e declinio dos citros (Castro & Kersten, 1996).

As sementes constituem a forma de reprodugo sexuada
mais comum entre as plantas, em que os embrides zigdticos sdo
resultantes da fus@o de gametas masculinos e femininos.
Entretanto, ocorre em algumas espécies uma forma de reproducéo
assexuada, onde um ou mais embrides sdo formados, sem reducdo

do niimero cromossdmico e sem fertilizagdo, caracterizando o
fendmeno da apomixia (Nijs & Van Dijk, 1994).

O processo apomitico assemelha-se, em alguns aspectos,
a varios eventos da reproducgio sexual. Os embrides apomiticos
apresentam constituicdo genética idéntica a planta-mie, e sua
formacdo ocorre diretamente de células localizadas na estrutura
gametofitica ou nas proximidades desta estrutura. O padrio
morfoldgico de formagdo dos embrides em espécies apomiticas €
freqiientemente indistinguivel do seu relativo sexual (Nogler,
1984).

O desenvolvimento dos embrides nucelares ¢
morfologicamente similar, sendo idéntico, ao desenvolvimento
do embrido sexual em Citrus. A semente de Citrus, cujo 6vulo foi
fertilizado, podera ser poliembridnica, contendo embrides em
diferentes estadios de maturagio, como decorréncia de diferentes
periodos de iniciagdo da embriogénese ou, ainda, por competi¢io
pelos nutrientes disponiveis. Independentemente da fertilizagao
ou néo do 6vulo, ocorre um provavel sinal do ovario, estimulando
o desenvolvimento de embrides nucelares. Por outro lado, o
embrido nucelar depende da reprodugio sexual para que seja
produzido endosperma, que é importante para seu crescimento e
desenvolvimento (Koltunow, 1993).

Os primeiros relatos sobre poliembrionia foram feitos por
Strasburger, em 1878 (Moreira et al., 1947). E caracterizada pela
presenca de dois ou mais embrides na mesma semente, dos quais,
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na maioria das vezes, apenas um ¢é de origem sexual, sendo os
demais de natureza agamica, provenientes do desenvolvimento
de células do nucelo (Gurgel, 1952). A grande maioria das
variedades citricas produz sementes poliembridnicas devido ao
forte potencial embriogénico do tecido nucelar do ovario
circundante ao saco embrionario, que normalmente origina de um
a multiplos embrides adventicios ao redor do embrido sexual, ao
que se denomina embrionia adventicia (Koltunow, 1993). O
desenvolvimento desses embrides ocorre concomitantemente ao
dos embrides sexuais na extremidade micropilar do nucelo,
projetando-se para dentro do saco embriondrio (Maheshwari &
Ranga-Swamy, 1958).

A selecdo de plantas pelo viveirista ¢ feita pelo seu vigor,
descartando aquelas com menor desenvolvimento vegetativo,
considerando-as, possivelmente, resultantes da germinacdo do
embrifo zigdtico, o que proporciona um elevado indice de mudas
com caracteristicas idénticas as da planta-matriz, justificando a
obtenc¢ao de porta-enxertos de citros por meio de sementes (Koller,
1994). No entanto, Cristofani & Machado (1998) verificaram,
através de caracterizacdo molecular de porta-enxertos de limdo
‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), a ocorréncia de germinacao de
embrides zigdticos, bem como sua posterior selegdo. Segundo
Shifer et al. (2004), o fato de os viveiristas costumeiramente
formarem suas plantas-matrizes a partir de mudas propagadas
por sementes, aumenta a probabilidade de se detectar
variabilidade genética.

De acordo com Cervera et al. (1996), as técnicas de
marcadores moleculares tém facilitado e potencializado a analise
genética de plantas e vém tornando-se uma ferramenta
extremamente util no melhoramento genético de varias espécies.
Os marcadores moleculares tém sido utilizados com o objetivo de
avaliar relagdes genéticas entre cultivares, espécies e hibridos
intra e interespecificos, além de serem usados na construgio de
mapas genéticos (Ferreira & Gratapaglia, 1998). Dentre os
marcadores moleculares de DNA mais usados atualmente, pode-
se destacar o polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restri¢do (RFLP), DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD),
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP)
e minissatélites (VNTR) (Karp et al., 1996).

Diversos trabalhos de identifica¢do de similaridade entre
materiais tém sido realizados com as técnicas de marcadores
moleculares. Utilizando fAFLP, Scarano et al. (2003) verificaram
alta porcentagem de embrides zigéticos (28,57%) na identificagdo
de hibridos entre cruzamentos de Citrus limon L. Burm.

Mais do que em outras areas do desenvolvimento, a
pesquisa citricola ndo pode deixar de ter continuidade, pois o que
determinara o futuro da citricultura é a produtividade e a qualidade
dos produtos gerados, fatores que somente poderdo ser
potencializados com a contribui¢do da pesquisa. Diante disso,
realizou-se o presente trabalho, que teve por objetivo a verificagdo
da existéncia de plantulas originadas de embrido zigotico, apds a
realizacdo da selegdo visual e “rouguing”, em viveiros comerciais
de mudas citricas, através de fAFLP (técnica de AFLP, com
marcagdo por fluorescéncia), para quatro espécies de porta-
enxertos.

MATERIAL E METODOS

1. Obtencio do material

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Cultura de
Tecidos do Departamento de Produg@o Vegetal e no Laboratério
de Bioquimica de Microorganismos e de Plantas do Departamento
de Tecnologia, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
— Unesp — Campus de Jaboticabal-SP, utilizando quatro espécies
de porta-enxertos para citros: Limdo Cravo (Citrus limonia),
Tangerina Sunki (Citrus sunki), Tangerina Cleopatra (Citrus
reshni) ¢ Citrumelo Swingle (Citrus paradise x Poncirus
trifoliata), obtidos junto a viveiros comerciais do Estado de Sao
Paulo, localizados nas cidades de Sales de Oliveira, Bebedouro e
Matdo. Os porta-enxertos foram coletados aleatoriamente e em
numero variavel, dependendo da disponibilidade de material em
cada viveiro. A selegdo foi realizada apds o “rouguing” (selecdo
visual onde se deixa apenas uma plantula por tubete, considerando
a mais vigorosa e com caracteristicas da espécie como de origem
nucelar) pelos viveiristas. Para a realizacdo do experimento, os
viveiros foram denominados, de maneira aleatéria, como 1,2 € 3.
Para cada espécie, coletaram-se amostras de planta-matriz, no
Banco Ativo de Germoplasma da FCAV — Unesp — Jaboticabal-
SP, sendo utilizadas como parametro, para efeito de comparagéo
com os materiais.

2. Preparo do material e extracio de DNA

A etapa de preparagdo do material para extragdo de DNA
consistiu em sele¢do das folhas (jovens, sem manchas ou
perfuragdes), as quais foram lavadas em dgua corrente e retiradas
as nervuras, secas ¢ maceradas em nitrogénio liquido, sendo
armazenadas em recipientes hermeticamente fechados e
acondicionadas em freezer. A extracdo de DNA genomico dos
tecidos vegetais foi realizada segundo Ferreira & Grattapaglia
(1998), e a quantificagdo, efetuada em Biofotdometro, com leitura
de absorbancia medida em 260 e 280 nm, sendo a verificagdo da
pureza do DNA realizada segundo critérios de qualidade descritos
por Sambrook et al. (1989).

3. Testes de “primers”

Os testes de combinagdo de “primers” foram realizados
utilizando-se amostras aleatérias dos materiais, bem como das
plantas-matrizes, objetivando identificar a combinagio de pares
de “primers” com o melhor padrdo de bandas, maior numero de
bandas polimérficas e bom padrio de qualidade de imagem do
gel. Os “primers” testados foram: ACC — CAA (Ned — fluorescéncia
amarela); AAG — CAG (Joe — fluorescéncia verde) e ACC — CAC
(Ned), sendo este ltimo o escolhido para a realizac@o das analises
em todos os materiais.

4. Analise dos resultados

Ap6s a obtencao do material genético, foi realizada analise
visando a detec¢@o de polimorfismo nos materiais utilizados, por
fAFLP, segundo o protocolo AFLP (1997), seguindo as etapas:
digestdo do DNA; ligacdo dos adaptadores; amplificagdo pré-
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seletiva; amplificacdo seletiva, e eletroforese no seqiienciador
ABI PRISM 377 DNA Sequencer, utilizando padrdo interno de
peso molecular Gene Scan-500 ROX, com 15 fragmentos, nos
comprimentos em pares de bases (pb): 50; 75; 100; 139; 150; 160;
2005 250; 300; 340; 350; 400; 450; 490 e 500.

Apds a amplificacdo, os dados foram obtidos através do
programa “GeneScan Analysis Software” (Applied Biosystems®)
e construida uma tabela binaria, analisando auséncia e presenca
de banda, codificada por 0 e 1, respectivamente, com o auxilio do
“Genotyper DNA Fragment Analysis Software” (Applied
Biosystems®), comparando os materiais com suas respectivas
plantas-matrizes. Os dendrogramas foram obtidos utilizando-se
do programa “Paup” (Paup 4.0b10), através do método de
agrupamento UPGMA e da opg¢ao de distancia Jukes-Cantor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A construcdo do dendrograma, visando a comparacgio
entre as matrizes (Figura 1), permite observar que a distancia
genética existente entre as diferentes espécies de porta-enxertos
¢ baixa, ou seja, evidenciam uma base genética estreita. Isto torna
os resultados obtidos neste experimento ainda mais significativos,
constatando grande variabilidade entre os materiais, refletindo
em desuniformidade das mudas e, conseqiientemente, dos
pomares. Tal fato pode explicar diferentes respostas verificadas
em condi¢des de campo em um pomar onde foi utilizada uma
mesma combinagio de porta-enxerto e enxerto. A variabilidade ¢
fato importante quando se objetiva selecdo de materiais visando
a programas de melhoramento; no entanto, em pomares
comerciais, ¢ desejavel uniformidade, garantia da qualidade e
caracteristicas do material que se esta utilizando.

Observando-se os dendrogramas obtidos para os porta-
enxertos estudados, € possivel verificar uma grande variabilidade
tanto dos materiais entre si, como de cada material quando
comparado a planta-matriz. Tais resultados foram observados,
independentemente do viveiro onde foram coletadas as plantulas,
0 que permite inferir-se que esse “erro” na selegdo visual e a
presenga de zigdticos entre as plantulas, apds o “rouguing”,
ocorrem de maneira generalizada. Relato semelhante foi realizado
por Fang & Roose (1997), os quais abordaram a dificuldade de
distin¢do, baseada apenas em caracteristicas morfoldgicas, entre
cultivares de citros, bem como de porta-enxertos, particularmente
em condi¢des de viveiro. A identificagdo de cultivares de citros
utilizando uma pequena amostra de folhas ou tecidos vegetativos,
poderia auxiliar nessa identificag@o, garantindo a qualidade das
mudas produzidas. Federici et al. (1998), estudando a relagdo entre
88 acessos, representando 45 espécies de citros, através de
analises de RFLP e RAPD, observaram que muitos acessos estdo
provavelmente relacionados a espécies erradas, o que vem a
acordar com dados obtidos no presente trabalho e evidenciando
a ocorréncia da variabilidade.

No dendrograma obtido para tangerina Cleopatra (Figura 2),

¢é possivel verificar que, embora os materiais estejam dentro de
um mesmo “grande grupo”, ha subdivisdes, de acordo com as
distancias genéticas, observando-se entdo a grande diversidade
entre os materiais, chegando a atingir 12%, aproximadamente.
Foram encontrados materiais idénticos entre si—acessos 1 -8 e 5
— 6. Vale salientar que os materiais de tangerina Cledpatra
utilizados no experimento foram coletados em apenas um viveiro.

O dendrograma do Citrumelo Swingle (Figura 3) permite
observar a divisdo dos materiais em varios grupos menores, porém
predominando dois grandes grupos. Ha materiais idénticos,
inclusive de viveiros distintos (acessos 16, 17 e 14; 13 ¢21;4,6, 7,
8e9;12e26;11,18,22¢e28; 19,20 e 25), mas ha grande quantidade
de materiais diferentes entre si e da planta-matriz, atingindo-se
uma diversidade de aproximadamente 18%.

Pelo dendrograma obtido para o limdo Cravo (Figura 4),
observa-se uma grande divisdo dos materiais em subgrupos,
porém ndo se verificou a presenga de nenhum material no mesmo
grupo formado pela matriz, mostrando uma grande variabilidade
entre os materiais. Para este porta-enxerto, que ¢ o mais utilizado
na citricultura, observaram-se as maiores taxas de dissimilaridade,
podendo chegar a aproximadamente 22%. Da mesma maneira que
o observado para Citrumelo Swingle, houve materiais idénticos,
embora coletados em diferentes viveiros (3,12¢ 1; 14e 17; 8¢ 16)
e distin¢do entre materiais de um mesmo viveiro.

O dendrograma da tangerina Sunki (Figura 5) permite
verificar, como relatado para os porta-enxertos anteriores, materiais
idénticos, oriundos de viveiros diferentes (10e 11;6¢7;4, 16 ¢
19), porém grande variabilidade de maneira geral, entre os materiais,
inclusive de um mesmo viveiro e quando comparados a planta-
matriz. Neste caso, verificou-se também a presenca de um grande
grupo de materiais, porém subdividido em varios grupos menores,
e a dissimilaridade observada foi de aproximadamente 17%.

A diversidade entre materiais pertencentes a uma mesma
espécie foi também relatada por Coletta Filho et al. (2000), os
quais, utilizando RAPD para avaliar a variabilidade entre 19 acessos
de tangerinas pertencentes ao grupo das Ponca, verificaram que,
dos 112 produtos de amplificacdo selecionados, 32 foram
polimérficos, embora este polimorfismo estivesse restrito a 5
acessos. Nos 14 acessos restantes, ndo pdde ser detectada
qualquer variabilidade genética, sugerindo que estes podem ser
resultado de propagacio clonal da tangerina Ponca, porém
adquirindo diferentes nomes regionais ao longo do tempo ou,
entdo, por outro lado, a técnica RAPD utilizada pode nfo ter
detectado qualquer mutagdo ocorrida. Alta taxa de dissimilaridade
foi ainda observada por Bastianel et al. (1998), utilizando RAPD
para distinguir plantulas nucelares e zigdticas resultantes do
cruzamento entre as tangerineiras ‘Montenegrina’ (Citrus
deliciosa Tenore) e ‘King’ (C. nobilis Loureiro), identificando 54
plantas de origem sexual de um total de 202 individuos, sendo
que a analise de agrupamento com os parentais € a progénie
separou os individuos em grupos distintos com uma
dissimilaridade genética maxima de 20%.
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FIGURA 1 - Dendrograma para comparagio de distancia genética
entre matrizes de porta-enxertos para citros —
UPGMA (A =tangerina Cle6patra — Citrus reshni;
B = limao Cravo — Citrus limonia; C = Citrumelo
Swingle — Citrus paradise x Poncirus trifoliata; D
= tangerina Sunki — Citrus sunki).
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FIGURA 3 - Dendrograma de distdncia genética obtido para
Citrumelo Swingle— UPGMA. (SW —matriz; 1 a9—
materiais coletados no viveiro 1; 10 a 19 — viveiro
2;20a29 —viveiro 3). Materiais nucelares: 16,17 ¢
14;13e21;4,6,7,8¢9;12¢26;11,18,22¢28; 19,
20e25.
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FIGURA 2 - Dendrograma de distdncia genética obtido para
tangerina Cledpatra— UPGMA. (CL —matriz; 1 a9
— materiais coletados no viveiro 1). Materiais

nucelares: 1 € 8;5¢6.
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FIGURA 4 - Dendrograma de distancia genética obtido para li-
mao Cravo—UPGMA. (Cr—matriz; 1 a9 —material
coletado no viveiro 1; 10 a 18 — viveiro 2). Materi-

aisnucelares: 3,12¢e1;14e17;8¢ 16.
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FIGURA 5 - Dendrograma de distancia genética obtido para
tangerina Sunki — UPGMA. (S — matriz; 1 a 10 —
materiais coletados no viveiro 2; 11 a 19 — viveiro
3). Materiais nucelares: 10e 11;6¢7;4,16¢ 19.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 29, n. 2, p. 345-349, Agosto 2007



349 R.A.DE ANDRADE etal.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados aqui obtidos, pode-se
concluir que a sele¢do visual realizada em alguns viveiros
comerciais de produg¢do de mudas citricas, quanto a eliminagdo
de plantulas zigéticas, mantendo-se apenas “seedlings”
nucelares, ¢ ineficiente, uma vez que, do total de 79 plantas
avaliadas, apenas 42 mostraram-se nucelares, ou seja, 47%.
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