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Resumo

O Brasil produz em torno 41 milhGes de toneladas de frutas anualmente,
movimentando cerca de US$ 11 bilhdes. Atualmente o Brasil € o maior produtor
de laranja com uma previséo de safra para 2010 ultrapassando os 19 milhdes
de toneladas. No que concerne a aceroleira o Brasil também é o maior produtor
mundial tendo a regido Nordeste grande destaque no cenario nacional
respondendo por 60% da producéo do pais. Apesar destes dados promissores
observa-se baixa diversificacdo de cultivares para as duas culturas, sendo mais
alarmante a situacdo da citricultura nordestina onde 95% da produgé@o advém
do cultivo de variedades do tipo Péra. Os objetivos deste trabalho foram atestar
a variabilidade genética, por meio de marcadores moleculares ISSR, das
variedades do género Citrus a serem introduzidas e recomendadas para a
regido Nordeste pela Embrapa Mandioca e Fruticultura, e também caracterizar
e identificar a variabilidade genética existente entre os acessos do Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) de acerola localizado na Estacdo Experimental de
Cana-de-acucar de Carpina (EEAC)/UFRPE por meio de marcadores RAPD. A
metodologia ISSR-PCR permitiu a visualizagdo de um total de 167 loci com a
utilizacdo de 15 primers. Destes 162 (97%) exibiram polimorfismo e 5 (3%)
foram monomorficos. De acordo com a analise do dendrograma e da matriz de
similaridade genética foi possivel agrupar as 15 variedades de laranja doce em
um unico grupo com 27% de diversidade entre si e 40% em relacao aos outros
cinco gendtipos, formados por trés limdes, uma tangerina e um pomelo. O alto
grau de polimorfismo observado entre o grupo das laranjas e os outros cinco
acessos sugere grande variabilidade genética dentro do género, o que pode
ser particularmente utii em programas de melhoramento vegetal visando
desenvolver novas variedades-copa adaptadas as diversas condi¢cbes
ambientais, bem como a identificacdo de variedades promissoras em termos de
producdo. Os quinze primers RAPD utilizados apresentaram boa amplificacao,
identificando 182 marcadores. Destes, 166 demonstraram polimorfismo
(91,2%) e 16 foram monomorficos. As aceroleiras apresentam grande
variabilidade genética, nitidamente observada nos pomares comerciais, como
conseqliéncia da extensa propagagdo por sementes, 0 que gera pomares

desuniformes e pouco produtivos. Os marcadores obtidos foram analisados,
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usando o método de agrupamento UPGMA. Os coeficientes de similaridade
genética variaram de 0,56 (acessos 005APE e 040CMF) a 0,90 (028-CMF e
030-CMF e 026-CMF e 027-CMF). Os gendtipos estudados foram classificados
em dois grandes grupos, dois subgrupos e cinco agrupamentos menores,
reunindo os acessos que compartilham caracteristicas quimicas, morfolégicas
e de producéo, constatando que os individuos com maior producdo de frutos
apresentam o0s menores teores de vitamina C. Observou-se também uma
relacdo inversa entre a producédo de vitamina C e a produtividade, pois de um
modo geral, genoétipos mais produtivos apresentam menores indices de acido
ascorbico, enquanto os que produzem frutos mais ricos em vitamina C, tém
baixa producdo de fruto. A analise dos resultados revelou, por meio da
diversidade genética dos acessos, que este BAG apresenta consideravel
variabilidade genética, podendo ser fonte de genes muito importantes no
estudo de melhoramento genético da cultura, viabilizando um planejamento
adequado dos cruzamentos a serem realizados, otimizando as combinacdes
genéticas superiores na indicacdo de gendtipos bem adaptados as condicdes

ambientais regionais.

Termos para indexagdo: Malpighia emarginata D.C., Aceroleira, Variabilidade
genética, Banco ativo de germoplasma, Citrus, Marcadores Moleculares.
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Abstract

Brazil produces around 41 million tons of fruit annually, moving around U.S. $
11 billion. Currently Brazil is the largest producer of orange with a crop forecast
for 2010 exceeding 19 million tons. Regarding the acerola, Brazil is also the
biggest producer and the Northeast region has great importance on the national
scene, accounting for 60% of the national production. Despite these promising
numbers there is a low diversification of cultivars for both crops, and the
situation is more alarming for the citrus culture in Northeast region where 95%
of production comes from the Péra variety. The objective of this work was to
acess the genetic variability by the use of ISSR Markers between Citrus
varieties that were introduced and recommended to the Northeast region by the
Embrapa Mandioca e Fruticultura and also to identify and characterize the
genetic variability between accessions from Acerola’s Active Germplasm Bank
(AGB) located at the Estacdo Experimental de Cana-de-acucar de Carpina
(EEAC)/UFRPE through RAPD Markers. The ISSR-PCR method allowed the
visualization of a total of 167 loci with the use of 15 primers. 162 (97%) loci
exhibited polymorphism and five (3%) were monomorphic. According to the
analysis of the dendrogram and the genetic similarity matrix, was possible to
group the 15 varieties of sweet orange in a single group with 27% diversity
between them and 40% over the five other genotypes, consisting of three
lemons, a tangerine and a grapefruit. The high degree of polymorphism
observed between the group of oranges and the other five accessions suggests
a large genetic variability within the genus, which may be particularly useful in
breeding programs aiming to develop new rootstocks adapted to many different
environmental conditions as well as the identification of promising varieties in
terms of production. The fifteen RAPD primers used showed good amplification,
identifying 182 markers. Among these markers, 166 showed polymorphism
(91.2%) and 16 were monomorphic. The acerola presents great genetic
variability, clearly seen in commercial orchards, as a result of extensive seed
propagation, which causes non uniform and unproductive orchards. These
markers were analyzed using the UPGMA clustering method. The genetic
similarity coefficients ranged from 0.56 (005APE and 040CMF access) to 0.90
(028-CMF and 030-CMF and 026-CMF and 027-CMF). The genotypes were

11
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classified into two groups, two subgroups and five smaller groups, gathering hits
that share chemical, morphological and production characteristics, noting that
individuals with higher production of fruits had the lowest levels of vitamin C. It
was observed an inverse relationship between the production of vitamin C and
productivity, because in general, higher yielding genotypes had lower levels of
ascorbic acid, while those that produce fruits rich in vitamin C, have low
production of fruit. The analysis of the results revealed, by genetic diversity of
the access, that BAG has considerable genetic variability, which may be a
source of very important genes in the study of genetic improvement of acerola,
enabling proper planning of crosses to be performed, optimizing the genetic
combinations higher in the statement of genotypes well adapted to regional

environmental conditions.

Index terms: Malpighia emarginata DC, acerola, genetic variability, Active

Germplasm Bank, Citrus, Molecular markers.
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1. Introducéo

O consumo mundial de frutas tem aumentado em torno de 5% ao ano, o
gue representa aumento da demanda em um bilhdo de ddlares anuais.
Segundo o Anuario Brasileiro da Fruticultura, 2007 a producédo brasileira esta
em torno de 38 a 41 milhdes de toneladas de frutas, o que corresponde a US$
11 bilh6es do Produto Interno Bruto (PIB). Dentre as regifes produtoras o
Sudeste é responsavel pela metade da producéo brasileira em fruticultura e o
Nordeste por 27% do total, dos quais grande parte é direcionada ao comércio
exterior (AGROBRASIL, 2005). No que concerne ao género Citrus, a producéo
nacional excede os 18 milhdes de toneladas e a producao estimada para o ano
de 2010 esta em torno 19.068.761t com uma éarea plantada de pouco mais de
984 mil hectares (IBGE, 2010) sendo o Brasil o maior produtor mundial de
laranjas (FAO, 2007). O Estado de Pernambuco apresenta caracteristicas
favoraveis para o cultivo de variedades citricas, principalmente a regido do
Agreste meridional, devido a altitude, clima e proximidade dos maiores
mercados consumidores (EUA e Europa) (PASSOS et al., 2004).

Lins et al., 1996, relatam que a Zona da Mata do Nordeste € uma regiao
com grande potencial para o cultivo da acerola por sua adaptagao as condi¢des
climaticas da regido e ao aumento crescente no consumo desta fruta. A
despeito destes dados promissores, observa-se uma baixa diversificacdo de
cultivares, sendo mais alarmante a situagcdo da citricultura no Nordeste onde
apenas uma variedade é responsavel por 95% da producdo de frutas citricas
(PASSOS et al, 2004). As atividades de introducdo, preservacdo e
caracterizacdo de germoplasma sdo de grande importancia para a
diversificacdo das espécies cultivadas e como fonte de variabilidade genética
para programas de melhoramento. Esta diversidade seja originaria de
evolugédo, hibridacbes, selecdo natural ou artificial, ddo suporte para a
producdo mundial de alimentos. Marcadores moleculares sdo uma ferramenta
importante para o melhoramento genético de plantas e podem ser utilizados no
estudo de diversidade genética, caracterizacdo (fingerprinting), diagndéstico de
doencas, mapeamento de genes e estudos taxon6micos e evolutivos
(WUNSCH e HORMAZA, 2007). Este trabalho teve por objetivo caracterizar e

observar a variabilidade genética existente entre 0os acessos da colecdo de
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germoplasma de Citrus do Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA)
localizado na cidade de Brejdo — PE, e do Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
de Acerola da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) localizado
na estacdo experimental de cana-de-acucar de Carpina-PE por meio de
marcadores moleculares ISSR e RAPD.

15
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2. Revisao de Literatura
2.1. Género Citrus

Atualmente a taxonomia do género Citrus ndo € um consenso
estabelecido. Muitos dos pesquisadores que trabalham com este género
utilizam o sistema Swingle, (SWINGLE, 1943; SWINGLE e REECE, 1967), que
reconhece 16 espécie ou alguma das suas modificacbes que reconhecem 17
especies (STONE, 1994), 36 especies (HODGSON, 1967), ou 31 especies
(SINGH e NATH, 1969). Em contraste, Tanaka, 1977 reconhece mais de 162
espécies de Citrus. Esta falta de concordancia, na descricdo do género, reflete
a diferenca de opinido entre os autores sobre se o0 grau de diferenca entre as
formas ocorrentes justifica o status de espécie ou hibridos naturais (Citrus &
Date Crop Germplasm Committee, 2004).

O género Citrus compreende um grande numero de espécies de
iImportancia econdmica, dentre laranjas (C. sinensis), tangerinas (C. reticulata e
C. deliciosa), limdes (C. limon), limas &cidas (Tahiti) (C. latifolia) e o Liméo
Galego (C. aurantiifolia), e doces como a lima da Pérsia (C. limettioides),
pomelo (C. paradisi), cidra (C. medica), laranja-azeda (C. aurantium) e toranjas
(C. grandis) (MATTOS JUNIOR et al.,, 2005). A complexidade filogenética e
taxondmica, observada no género Citrus, € em grande parte devida as
particularidades de sua biologia reprodutiva e a sua extensa histéria de cultivo
(ARAUJO et al., 2005).

Swingle e Reece (1967) definiram as espécies deste género como
arvores perenes, que apresentam copas com ramos angulares, espinhos
axilares, folhas unilobadas, flores brancas e arométicas, isoladas ou em
grupos, em geral com 4-5 sépalas, 4-8 pétalas. Androceu constituido por
namerosos estames ligados em feixes e o gineceu apresenta ovario Unico com
8-15 carpelos fusionados, contendo normalmente 4-8 évulos. Os frutos, com
cor e forma variadas, sdo envolvidos por uma casca coriacea. A polpa é
constituida por vesiculas de suco pedunculadas e ligadas a parede dorsal do
loco. Seus septos carpelares sdo separados pelo endocarpo (albedo). As
sementes, de formato obovéide a arredondado, podem conter de um a varios
embrides. Estima-se que o género Citrus e seus correlatos originaram-se em

regibes subtropicais e tropicais do continente asiatico, nos arquipélagos
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malaios, h& cerca de 20 a 30 milhdes de anos. A principal forma de evolucao e
dispersdo das espécies foi por meio de sementes (WEBBER, 1967;
CARVALHO, 2005).

As plantas citricas possuem folhas persistentes (com excec¢ado do
Poncirus trifoliata) e h& continua substituicdo de folhas, a medida que as
arvores crescem e até gquando atinge seu maximo desenvolvimento. A queda
de folhas velhas é superada pela formacéao de folhas novas no decorrer do ano.
As folhas novas apresentam coloracdo verde-clara, porém Citrus limon e Citrus
medica mostram coloracdo vermelha. As folhas de ramos frutiferos duram, em
meédia, 15 meses (CASTRO et al., 2002).

O sistema radicular da planta de Citrus localiza-se geralmente em sua
maior parte (80%), no primeiro metro de profundidade e é responsavel pela
absorcéo da solucéo do solo (CASTRO et al., 2002). O crescimento vegetativo
em um ano é influenciado pelo efeito residual do crescimento da estacao
anterior e, em plantas jovens, determina seu tamanho final e a futura
capacidade de frutificacdo (ORTOLANI et al., 1991), além de modificacdes nas
folhas (MOREIRA & PIO, 1991). O contetudo de agua nos frutos citricos varia
de 70 a 92%, dependendo das condicbes de seu desenvolvimento e da
umidade disponivel no solo e no ar (RODRIGUEZ, 1991).

As plantas citricas apresentam bom desenvolvimento e producéo entre
25 a 30 °C, durante o dia, e 10 a 15 °C, durante a noite (RODRIGUEZ, 1991).
As areas aptas a citricultura sdo aquelas entre 1.900 a 2.400 mm de
precipitacdo por ano, com cerca de 1.300 mm por ano, no minimo (PIZZETA,
1999). As laranjas e tangerinas se adaptam melhor as condi¢cdes de
temperaturas amenas e clima subtropical. A distribuicdo dos Citrus no mundo,
apesar de altamente influenciada pelas condi¢cbes climaticas, deu-se também
em funcdo de outros fatores, como culturais, socioecondémicos, politicos e
tecnolégicos (ORTOLANI et al., 1991).

O clima interfere de forma decisiva no cultivo dos Citrus em todas as
etapas da cultura. Tem influéncia na adaptacdo das variedades, no
comportamento fenoldgico, na curva de maturagdo, na taxa de crescimento,
nas caracteristicas fisicas e quimicas da fruta e, portanto no potencial de
producdo.Em climas tropicais, como no Nordeste Brasileiro, os Citrus podem

florescer vérias vezes por ano (RODRIGUEZ, 1991).
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Além das diferencas varietais, o clima, especialmente a temperatura, é
fator condicionante da cor interna e externa da fruta citrica. A intensidade da
cor da epiderme estd associada as temperaturas baixas, sobretudo as de
valores minimos inferiores a 13°C durante estagios de maturacdo (ORTOLANI
et al., 1991).

A propagacdo comercial dos Citrus € assexuada para a variedade
copa, sendo o método da borbulhia o mais empregado, e sexuada para o porta-
enxerto pelas vantagens associadas ao melhor desenvolvimento do sistema
radicular. A ocorréncia de poliembrionia possibilita a obtencdo de plantulas de
origem nucelar, de maneira que, mesmo envolvendo o uso de sementes, a
propagacdo sexuada pode ser considerada assexuada (CARVALHO et al,
2005).

A fisiologia dos Citrus é fundamental no estabelecimento de um manejo
racional da cultura e orientadoras dos programas de melhoramento genético
(MEDINA et al., 2005). A temperatura exerce influéncia no desenvolvimento da
planta de maneira que, temperaturas elevadas durante todo o ano estimulam o
rapido crescimento, diversas floracbes e varias colheitas (COELHO et al.,
1981).

A estrutura da copa esta relacionada com a eficiéncia com que as
folhas interceptam e utilizam a radiacdo solar na fotossintese, além disso, a
forma da copa influencia no espacamento entre as plantas. Existe uma grande
variacdo no tamanho das folhas em funcdo da idade da planta, sendo que as
maiores folhas foram encontradas em plantas com trés anos de idade. A area
foliar minima de 3,2 m? para produzir um quilo de fruto foi encontrada em
arvores com nove anos de idade. O tronco adquire formas distintas e varia em
funcdo do género, da espécie, da variedade, da sanidade da planta e da
combinacgéao entre porta-enxerto e copa (CASTRO et al., 2002).

Os citricos utilizados em plantios comerciais como variedades copas
estdo, basicamente, distribuidos em seis grupos: laranjas, tangerinas, limdes,
limas acidas, pomelos e outros de menor importancia. No entanto, o grupo das
tangerinas e seus hibridos ocupam posicdo de destagque em relacdo aos
plantios comerciais de citricos em todo o mundo (P10, 2003).

Apesar dos avancos da citricultura nacional, existe pouca diversidade

de variedades em cultivo (PIO et al.,, 2005), ndo havendo também muito
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investimento em cultivares apropriadas para mesa, devido ao fortalecimento da
indastria de suco que € um dos principais fatores para essa ndo-modernizacdo
(BOTEON & NEVES, 2005).

As tangerinas apresentam pequena diversidade em Sao Paulo,
reunindo apenas quatro variedades comerciais: tangerinas Poncad e Cravo,
tangor Murcote e mexerica do Rio. A tangerina Ponca (C. reticulata Blanco) é a
variedade mais cultivada no pais, e o tangor Murcote (C. reticulata Blanco x C.
sinensis (L.) Osbeck) o principal hibrido de tangerina (FIGUEIREDO et al.,
2006). As variedades comercializadas no Brasil sdo poucas e a maioria é
importada da Espanha e do Uruguai (P10, 2007). Apesar disso, o Brasil ainda
nao produz tangerinas em escala comercial que sdo preferidas em mercados
exigentes (PIO, 2003).

2.2. Aceroleira

A aceroleira (Malpighia emarginata DC., syn. M. punicifolia L. ou M.
glabra L.) é uma planta arbustiva encontrada de forma natural em diversas
ilhas do caribe, na América Central e em regiées da Amazonia (CARRINGTON
e KING, 2002). Pertence a familia Malpighiacea, com distribuicdo tropical e
subtropical, possuindo cerca de 70 géneros e aproximadamente 1200
espécies. No Brasil ocorrem 38 géneros e aproximadamente 300 espécies
(SOUZA e LORENZI, 2005). Do ponto de vista econdmico, destaca-se a
aceroleira (Malpighia emarginata), também conhecida como “Cereja-das-
Antilhas”, “Barbados Cherry” e “West Indian Cherry”, que é cultivada visando o

aproveitamento dos frutos, ricos em vitamina C.

A aceroleira ja foi classificada como M. punicifolia ou M. glabra, o que
gerava bastante confusdo em sua classificacdo botanica. Os taxonomistas
Woodbury e Sawant do Departamento de Genética da Agricultural Experiment
Station de Rio das Pedras, de Porto Rico, concluiram ser a aceroleira uma
planta resultante da hibridacdo da M. punicifolia e M. glabra (SIMAO, 1971).
Segundo Oliveira et al. (2003), estudos do Herbario de Linnaeus e de outras
fontes demonstraram que a M. punicifolia e M. glabra referem-se a uma mesma
espécie, que produz frutos pequenos, insipidos e com pouco suco, distinta da
aceroleira. A partir de 1986, o Comité Internacional de Recursos Genéticos de

Plantas (IBPGR), hoje Instituto Internacional para os Recursos Fitogenéticos

19



MORAES FILHO, R. M.

(IPGRI), adotou para a espécie, que é conhecida atualmente, a denominacéo
M. emarginata D.C. (IBPGR, 1986).

A dispersédo da aceroleira teve inicio antes da descoberta das Américas e
contou com o auxilio dos nativos, que a transportavam de ilha em ilha, na
Regido do Caribe e também com o auxilio de passaros (SIMAO, 1971). Em
1880, a acerola foi introduzida na Florida, através de Havana (Cuba) (SOARES
FILHO et al., 2003) e a seguir em outro paises do Continente americano. Hoje,
a acerola é cultivada no Brasil, Porto Rico, Cuba e Estados Unidos (Havai e
Florida). H& também registro de cultivo na Venezuela, Colémbia, algumas ilhas
do Caribe e paises asiaticos (CARDOSO et al., 2003).

Na regidao Nordeste, a cultura foi introduzida em 1958, pela professora da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Maria Celene Cardoso
de Almeida, por meio de sementes trazidas de Porto Rico (SOARES FILHO e
OLIVEIRA, 2003).

Atualmente, a cultura da aceroleira se distribui em distintas regides
brasileiras: Nordeste (Pernambuco, Bahia, Ceara, Sergipe, Alagoas, Paraiba,
Rio Grande do Norte); Norte (Para); Sul (Parand) e Sudeste (S&o Paulo).
Relata-se ainda a ocorréncia de plantios bem sucedidos em regides semi-
aridas, desde que irrigados regularmente (KONRAD, 2002).

Tanto a acerola in natura como o seu suco natural, sdo também
excelentes fontes de coratendides precursores da vitamina A (MEZADRI et al.,
2005). Além de conterem quantidades consideraveis de vitaminas do complexo
B como tiamina, riboflavina, niacina e acido pantoténico. Sao também ricas em
minerais como calcio, ferro e fésforo (FREITAS et al., 2006). Segundo Mezadri
et al. (2006), a composicao do fruto e de seus produtos depende das condi¢des
climaticas, do manejo do cultivo, da localizacdo geografica, da aplicacdo de

defensivos, do estadio de maduracao e do processamento e armazenamento.

A acerola pode apresentar, em sua composicdo, teores de &cido
ascorbico que variam entre 1,0 e 3,0 g por 100 g de polpa. Tal variacdo deve-
se a uma série de fatores, como variedade, estadio de maturacdo, época do
ano da colheita, métodos culturais, disponibilidade de nutrientes do solo, clima,
manuseio pos-colheita e condi¢des de estocagem (FOLEGATTI e MATSUURA,

2003). De acordo com os resultados obtidos por Nogueira et al (2002), o
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contetdo de vitamina C decresce com a maturacao do fruto, independente da
matriz estudada ou estacao climética. Righetto et al. (2005) relataram contetdo
de vitamina C de 1,9 g/100 g para o suco com acerola imatura e 0,97 g/100 g
para o suco de acerola madura. Assim, quando ndo ha interesse no sabor ou
aroma, acerolas imaturas podem ser usadas para obter produtos com elevado

contelido de vitamina C.

A aceroleira, quando adulta, pode ser descrita como um arbusto de
tamanho médio, de 2 a 3 metros de altura (SIMAO, 1971), embora algumas
plantas poderem atingir cerca de 5 metros de altura. A estrutura da copa pode
apresentar uma conformacdo globular, ereta ou intermediaria, com muita
ramificacdo, pouca ramificacdo ou ramificacdo intermediaria. O caule e os
ramos apresentam casca levemente rugosa, com coloracdo normalmente
marrom nos ramos jovens e, acinzentada nos ramos mais velhos e caule
(OLIVEIRA, et al. 2003).

As folhas sdo opostas, de peciolo curto, ovaladas a elipticas (SIMAO,
1971; OLIVEIRA et al., 2003) com comprimento variando entre 2,5a9,0cme a
largura entre 1,2 a 6,0 cm, a base e principalmente o apice sado agudos
(OLIVEIRA et al., 2003). Apresentam-se inteiras, frequentemente onduladas,
exibindo coloracdo verde-escura e brilhante na parte superior e verde-palida e
opaca na parte inferior (SIMAO, 1971; OLIVEIRA et al., 2003); com pilosidade,
de intensidade variavel entre diferentes plantas e entre folhas de uma mesma

planta, sendo mais intensa nas folhas jovens (OLIVEIRA et al., 2003).

As flores sdo hermafroditas, dispostas em pequenos cachos auxiliares
pedunculados de trés a cinco flores, medindo de 1 a 2 cm de diametro (SIMAO,
1971). Antes da fecundacao e dependendo do gendtipo, as flores podem ser
brancas, réseas-claras, roseas-escuras ou violetas, apds a fecundacéo, estas
Ultimas tornam-se brancas (OLIVEIRA et al., 2003). O numero de sépalas e
glandulas que circundam a base da flor varia de 6 a 7 e de 9 a 10
respectivamente (GOMES, et al., 2001). A corola € composta de cinco pétalas
franjadas ou irregularmente dentadas, com garras finas. Ha dez estames com
os filetes unidos na parte basal (SIMAO, 1971; FREITAS et al. 1999; OLIVEIRA
et al., 2003) e as anteras apresentam fendas de deiscéncia longitudinal ou

rimosas, com duas tecas (GOMES, et al.,, 2001). O ovério é tri-carpelado,
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globular e supero, com um o6vulo por léculo e, trés estiletes. Os estiletes
atingem a mesma altura dos estames (FREITAS, et al. 1999) e apresentam a
superficie receptiva do polen voltada para o interior da flor (OLIVEIRA et al.,
2003).

O fruto é do tipo drupa, variando em tamanho, forma e peso (SIMAO,
1971), com superficie que varia entre lobulada, lisa e intermediaria. Apresenta
epicarpo fino, mesocarpo de células grandes, endocarpo constituidos de trés
carocos alongados e lignificados. A forma do fruto pode ser redonda, oval ou
subglobosa com peso que varia de 3 a 16 g (OLIVEIRA et al. 2003). De acordo
com os resultados obtidos por Musser et al.(2005), os frutos sdo, em média,
mais largos que altos, variando de 1,74 a 2,07 cm no comprimento, e de 1,94 a
2,46 cm no diametro, o que define um formato, geralmente subgloboso. Eles
disp6em-se isolados ou em paniculas de duas ou trés em axilas foliares em
pedinculos curtos (SIMAO, 1971).

A casca do fruto imaturo normalmente € de cor verde, podendo também
se apresentar alvacentos e verdes-roxeados. Os frutos maduros apresentam a
casca predominantemente vermelha, podendo variar de vermelho-amarelada a
vermelha-purpura (OLIVEIRA et al.,, 2003). A cor vermelha da acerola, no
estadio maduro, € devido a presenca de antocianinas (LIMA et al., 2002). A
polpa representa, em média, de 70 a 80% do peso total do fruto, podendo ser
amarela, laranja ou vermelha, acida ou sub-acida, ligeiramente doce ou doce
acidulada (OLIVEIRA et al., 2003).

O fruto da acerola apresenta trés sementes pequenas, ndo albuminadas
(COSTA et al., 2003; OLIVEIRA, et al, 2003), com uma pequena saliéncia na
extremidade mais estreita, a radicula embrionaria (OLIVEIRA, et al, 2003).
Essas sementes apresentam baixa porcentagem de germinagcdo e, ainda,
dependendo do grau de maturacdo do fruto, podem levar meses para
germinarem. Sendo também comum a ocorréncia de sementes inviaveis, em
relacdo a futura germinacdo (COSTA et al.,, 2003). De acordo com Simao
(1971), menos de 20% das sementes possuem embrides. Costa et al. (2003)
constataram que 34,87% delas apresentavam embrides normais, 44,13%

possuiam embri6es deformados e 21% n&o possuiam embrides.
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3. Fruticultura no Brasil

O consumo mundial de frutas tem aumentado cerca de 5% ao ano, o
gue representa uma expansdo de demanda comercial de um bilhdo de ddélares
anuais, alcancando 22 bilhées de dolares por ano para a comercializacao de
frutas frescas (PEREIRA & ARAUJO, 2002). A fruticultura brasileira esta
presente em todas as regifes do pais, com polos de producdo consolidados
em varios Estados. A producdo anual brasileira varia de 38 a 41 milhdes de
toneladas de frutas, o que corresponde a US$ 11 bilhdes do Produto Interno
Bruto (PIB) (Anuario Brasileiro da Fruticultura, 2007). A regido Sudeste é
responsével por aproximadamente 50% da producao brasileira em fruticultura e
o Nordeste por 27% do total, dos quais grande parte é direcionada ao comércio
exterior, e o Sul por 15% (AGROBRASIL, 2005).

3.1. Cultura do género Citrus

O consumo de frutas citricas foi incrementado a partir de 1950, devido
ao conteudo de vitaminas e de substancias minerais, tornando-se parte
integrante da dieta alimentar em paises mais desenvolvidos. Dessa forma, o
consumo in natura e o mercado internacional de suco concentrado de laranja,
tornaram-se mais expressivos (PIZETTA, 1999).

Em 2009 o Brasil produziu mais de 18 milhGes de toneladas de laranja
e a producdo estimada para o ano de 2010 esta em torno 19.068.761t com
uma area plantada de pouco mais de 984 mil hectares (IBGE, 2010) sendo o
maior produtor mundial (FAO, 2007).

Em 2004, o Brasil exportou cerca de 90 mil toneladas de laranja, 37 mil
toneladas de limdo/lima &cida Tahiti e 18 mil toneladas de tangerina in natura
(BOTEON e NEVES, 2005). Em 2006, com mais de 50 mil toneladas
exportadas, 0s negocios com a laranja in natura aumentaram 64% em volume
e 85% em valor em comparagao com 2005 (AGROBRASIL, 2006).

O volume de frutas frescas exportado pelo pais ndo € mais expressivo
devido a falta de tradicdo na produgdo de fruta para consumo in natura
(RADMANN & OLIVEIRA, 2003; BOTEON & NEVES, 2005) e ao fato da

maioria dos produtores destinarem sua producdo as industrias (BOTEON &
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NEVES, 2005). Ao contrario do que acontece com o Uruguai onde mais de
90% da tangerina produzida se destina ao mercado externo (FACIO, 2006).

A citricultura esta presente desde a Regido Nordeste até o Sul do pais,
abrangendo diversos tipos de clima e altitude (SENTELHAS, 2005). Os
principais municipios produtores de laranja se encontram em S&o Paulo,
estado responséavel por 79% de toda a producdo brasileira. A excecdo € o
municipio baiano de Rio Real, o sexto maior produtor nacional, que responde
por 38,86% da producédo de laranja da Bahia (IBGE, 2004). Em 2009 o Brasil
produziu mais de 18 milhdes de toneladas de laranja e a producdo estimada
para o ano de 2010 estda em torno 19.068.761t com uma area plantada de
pouco mais de 984 mil hectares (IBGE, 2010). Em 2005, o estado de
Pernambuco foi o 13° produtor de Citrus (laranja, limdo e tangerina), com
produtividade meédia de 38,51 ton/ha (IBGE, 2007).

A Regido Nordeste é privilegiada para o cultivo de Citrus por estar mais
proxima dos grandes mercados importadores (Europa e Estados Unidos), como
também devido a auséncia de doencas ndo endémicas, o reduz o uso de
defensivos agricolas, fato importante para 0s pequenos agricultores que
carecem de mais informacdes técnicas geradas pela Embrapa, empresas
estaduais de desenvolvimento agropecuario e universidades. Segundo Passos
et al., (2005), o Municipio de Garanhuns e 0s municipios vizinhos do Agreste
Meridional apresentam potencial de expansao para o cultivo de Citrus de mesa
devido principalmente a altitude (acima de 700 m).

Entre a década de 1970 e 1980 houve um crescimento expressivo da
citricultura onde 80% da producdo eram destinadas a industria e 20% para o
consumo de frutas frescas (PIZETTA, 1999). Ha produtores que diversificam
sua comercializagdo com o mercado da fruta in natura. A partir do ano 2000, o
mercado interno representou uma alternativa para o escoamento, aumentando,
consideravelmente, a disponibilidade da fruta para este mercado. No entanto, o
escoamento para o mercado interno pode ser mais dificil devido a maior
concorréncia com outros tipos de frutas disponiveis 0 ano todo e com excelente
gualidade.

Para o desenvolvimento do mercado interno e de exportacdo da fruta
fresca, deve-se observar a melhoria da qualidade, organizacdo da

comercializacdo, reducdo das barreiras tarifarias e fitossanitarias e
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aproveitamento das oportunidades do mercado externo (BOTEON e NEVES,
2005).

A citricultura apresenta-se extremamente vulneravel porque o0s
pomares comerciais sao constituidos de poucas cultivares, tanto para copas
como para porta-enxerto (MOREIRA & PIO, 1991), consequentemente, poucas
sdo as chances de escolha para o consumidor brasileiro. As variedades de
laranjas Péra, Natal, Valéncia e Hamilin representam 92% da citricultura. No
gue concerne as tangerinas, somente a Murcote é exportada e com restricoes
devido ao numero excessivo de sementes de seus frutos (P10, 2003).

A presenca de sementes em cultivares de Citrus destinados ao
consumo de mesa € uma caracteristica indesejavel sob o ponto de vista
comercial, pois a demanda por frutos sem sementes tem aumentado,
principalmente no mercado internacional (RODRIGUES, et al.,, 1999). A
auséncia de sementes € um dos objetivos que vem sendo buscado nos
trabalhos de melhoramento (PIO et al., 2005). As plantas de laranjeira
Salustiana, de tangerineira Clemenules e do hibrido Ortanique produzem frutos
sem sementes que apresentam grande aceitacdo no mercado internacional, e
sdo cultivadas comercialmente em varios paises (RADMANN & OLIVEIRA,
2003).

3.2. Cultura da Aceroleira

Devido ao seu elevado contetudo de vitamina C, tem se observado uma
crescente demanda pelo fruto da aceroleira por parte do consumidor (FREITAS
et al. 2006). Nos ultimos anos, o cultivo da acerola, vem se destacando no
Brasil, principalmente pela adaptacdo da plantada ao clima tropical e
subtropical. O Brasil € o maior produtor mundial de acerola, superando o Havai
(USA) e Porto Rico, que possuem mais tradicdo em relacdo a cultura
(OLIVEIRA et al., 1998). Estima-se que, no Brasil, a area planta com a cultura
seja superior a 10.000 ha (SOARES FILHO e OLIVEIRA, 2003), sendo o
Nordeste a principal regido produtora com 7.236 ha (CARDOSO et al., 2003),
com um volume de producdo superior a 60% do total nacional (SOARES
FILHO e OLIVEIRA, 2003). Os pequenos produtores (pomares com menos de

20 ha) representam 65% da area planta no pais, os médios produtores
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(pomares entre 20 a 50 ha) 16% e os grandes produtores (pomares acima de
50 ha) 22%. Conforme os dados disponiveis, o volume de producéo de acerola
no Brasil é de aproximadamente 150 mil toneladas de frutos, estando a
produtividade média em torno de 10 t/ha (OLIVEIRA et al., 1998)

Quanto a producdo de acerola, parte consideravel ndo é aproveitada,
visto que os frutos sdo altamente pereciveis, estimando-se em 40% as perdas
pés-colheita. Cerca de 60% da producao sao destinados ao mercado interno e
40% ao mercado externo. Estados Unidos da América, Alemanha, Franca,
Japéo, Paises Baixos, Porto Rico, Barbados, Trinidad, Hungria, S&o Vicente,
Coréia e Israel sdo importadores de acerola do Brasil (OLIVEIRA et al., 1998).

O Japédo tem sido o maior importador, e é também o intermediario da
distribuicdo para a Europa (CARDOSO et al., 2003).

4. Recursos Genéticos

Germoplasma vegetal sdo tecidos vivos de plantas dos quais novas
plantas podem se originar. Estes tecidos contém informacdo genética que da
as plantas suas caracteristicas individuais e liga uma geracao de plantas vivas
a outra. A diversidade genética de plantas, originarias da evolucéo,
hibridagcbes, selecdo natural e artificial, ddo suporte para a producao mundial
de alimentos. Esta diversidade é ameacada pela perda de habitat, e uso de

uma pequena quantidade de cultivares entre outros fatores.

As atividades de introducdo, preservacdo e caracterizacdo de
germoplasma sédo prioritarias para a diversificacdo das espécies cultivadas e
estudo do seu comportamento em diferentes ecossistemas. Situado em regido
tropical, o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Citrus pertencente a
Embrapa Mandioca e Fruticultura procura dar énfase a espécies e variedades
adaptaveis a ambientes nela prevalecentes, principalmente relacionados ao

Norte e Nordeste brasileiros (Soares Filho, 1998).

O BAG de Citrus da Embrapa Mandioca e Fruticultura tem
caracteristicas peculiares: condi¢ces tipicamente tropicais (paralelo 12, latitude
sul), sendo, talvez, a Unica experiéncia no mundo nesse tipo de ambiente. O

BAG de Citrus tem sido utilizado como elemento de suporte ao Programa de
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Melhoramento Genético (PMG) de Citrus da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
tanto na identificacdo de variedades promissoras nele introduzidas, copas e
porta-enxertos, quanto apoiando a trabalhos de hibridacédo tendo como objetivo
a criacao de novas cultivares. Desta forma, os trabalhos de caracterizacao do
germoplasma tém se concentrado em caracteres de interesse agrondomico,
como toleréncia a seca, toleréncia ao aluminio, tolerancia/resisténcia a gomose
de Phytophthora, tolerancia/resisténcia a “tristeza”, grau de poliembrionia, entre
outros caracteres de interesse. Esta caracterizacdo vem sendo feita com o
auxilio de descritores minimos definidos pela Embrapa Mandioca e Fruticultura
e pelo International Plant Genetic Resources Institute-IPGRI, e pelo uso de
marcadores moleculares e de técnicas de citogenética baseadas em

bandeamento cromossémico (Soares Filho, 1998).

Em 1998, a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
iniciou o Programa de Melhoramento Genético da acerola (Malpighia
emarginata D.C.), com a implantacdo de um Banco Ativo de Germoplasma com
12 acessos trazidos de regibes tradicionais produtoras, visando a
caracterizacao e a selecdo de gendétipos mais promissores que poderao elevar
o potencial de expansao da cultura na Zona da Mata do Nordeste Brasileiro.
Em 2000, foram introduzidos mais 30 acessos, totalizando 42 (MUSSER,
2001). O banco encontra-se na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar do
Carpina (E.E.C.A.C./UFRPE), municipio de Carpina- PE, latitude 7° 51’ 04”,
longitude 35° 14’ 27” W, a 178m de altitude, onde, segundo a classificagéo de
Képpen, predomina o tipo climatico “AS” tropical chuvoso com verdo seco
(MUSSER et al., 2005).

4.1. Melhoramento genético do género Citrus

No Brasil, os programas de melhoramento mais expressivos de Citrus
encontram-se no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e na Embrapa, com
ampla variabilidade genética conservada em bancos de germoplasma. Existem
3023 acessos de Citrus spp. e outros géneros afins conservados em 4
colecbes de germoplasma no pais (FERREIRA, 1999). A conservacdo do

germoplasma de Citrus tem papel fundamental nos trabalhos de diversificacéo
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de cultivares copa e porta-enxerto, fornecendo os parentais necessarios a
obtenc¢ao de novas variedades.

O melhoramento de Citrus € de longo prazo devido a natureza da
planta e suas caracteristicas reprodutivas. Além de resisténcia a doencas, 0s
aspectos de maior importancia comercial no melhoramento de Citrus sédo a
qualidade do fruto, aumento de produtividade e tolerancia a estresses
ambientais, especialmente salinidade (TEROL et al., 2007). A avaliagao desses
aspectos € fundamental para o0 acompanhamento da adaptacdo e
desenvolvimento do material antes da indicacédo para determinada regiéo.

Segundo Sentelhas (2005), as plantas citricas tém grande capacidade
de se adaptarem a diferentes tipos de ambiente, porém apresentam como
conseqUéncia variacbes nas repostas quanto a exigéncia hidrica
(evapotranspiracdo, rendimento, fenologia); duracdo do ciclo e época de
maturacdo dos frutos (coloragéo interna e externa e sabor). A avaliacdo de
novas variedades requer observacdo durante um longo periodo e em diversas
condicbes de meio ambiente. Os materiais que apresentam caracteristicas
promissoras devem ser colocados em ensaios de competicdo, 0s quais devem
ser distribuidos em diversas regides produtoras ou com potencial de producéo
(MOREIRA & PIO, 1991).

No melhoramento de Citrus € importante conhecer quais sdo 0s
caracteres da variedade devido ao estagio juvenil da planta, aléem disso, reduzir
0 numero de sementes em algumas variedades jA em uso como Murcote,
Mexerica, e em outras que poderdo ser promissoras; selecionar variedades
comerciais copas e porta-enxertos que atendam uma possivel expansao da
citricultura para areas onde sua importancia ainda € pequena (MOREIRA &
PIO, 1991).

4.2. Melhoramento genético da aceroleira

A despeito de sua introducdo no Brasil ter se dado em meados da década
de 1950, somente no final dos anos 80 e inicio dos anos 90 houve um
crescimento expressivo e ao mesmo tempo desordenado dos plantios de
aceroleira, devido a grande demanda do produto apresentada pelo mercado
interno e externo, em decorréncia do seu alto teor de vitamina C. Como

consequUéncia, o interesse pelo desenvolvimento de variedades de acerolas,
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adaptadas as condi¢des de clima e solo locais. Sendo assim cultivo da acerola
€ uma atividade relativamente recente no Brasil, no qual ainda prevalecem
caracteristicas de alta variabilidade nos pomares, em funcdo da maioria dos
plantios terem sido originados a partir de mudas produzidas por sementes
(CORDEIRO & RITZINGER, 2003; OLIVEIRA et al., 1998).

O Centro de Pesquisa do Tropico Semi-Arido (CPATSA) — Embrapa
Semi-Arido, desde 1992, vem desenvolvendo pesquisas com aceroleira,
visando introduzir, caracterizar, selecionar e difundir genétipos adequados e
adaptados as condi¢cdes endafocliméticas da regido, principalmente para as
areas de agricultura irrigada (GONZAGA NETO, 1999). No mesmo ano, a
Universidade Estadual de Londrina também iniciou o0 programa de
melhoramento da acerola, com a implantacdo de um pomar constituido de 31
gendtipos, selecionados em plantios comerciais nos Estados do Parana e Séao
Paulo e propagados através de estaquia (CARPENTIERI-PIPOLO et al. 2002).

As aceroleiras apresentam grande variabilidade genética como
conseqUéncia da extensa propagacdo por sementes. Essa variabilidade
genética é nitidamente observada em pomares comerciais que sédo formados
basicamente por plantas obtidas através de sementes, com habito de
crescimento diferenciado e producdo de frutos quantitativamente e
qualitativamente heterogénea (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2002). Portanto,
esses pomares sdo bastante desuniformes e conseqientemente pouco
produtivos. Segundo Musser et al. (2005), em plantios comerciais a producao
média varia de 3 a 30 Kg/planta/ano. A variabilidade genética existente nos
plantios comerciais é suficiente para permitir a identificacdo de gendétipos
agronomicamente superiores que, acompanhada do emprego de técnicas
adequadas de manejo da cultura, poderd aumentar substancialmente a

produtividade média dos pomares brasileiros (OLIVEIRA et al.; 1998).

Segundo Ritzinger et al. (2003), as plantas selecionadas devem reunir
certas caracteristicas consideradas essenciais, como elevada producdo de
frutos com tamanho variando entre médio e grande e com alto conteudo de
suco, teor de vitamina C acima de 1.000 mg de acido arcorbico/100 g de polpa,
casca vermelha para frutos de mesa, grossa, e polpa firme visando resistir a

danos mecanicos durante a colheita e transporte.

29



MORAES FILHO, R. M.

Dependendo dos teores de sdlidos sollveis totais (SST) e acidez total
titulavel (ATT) nos frutos maduros, as variedades de acerolas podem ser
classificadas em doces, semi-doces e acidas. Segundo Laskowski e Bautista
(1998), citado por Ritzinger et al. (2003) as variedades doces apresentam
valores de SST elevados, iguais ou superiores a 11 °Brix, e valores de ATT

iguais ou superiores a 1% de &cido maélico.

As variedades Acaal, Flor Branca, Jumbo Vermelhos, Okinawa, Rubi
Tropical e Sertaneja, desenvolvidas por meio de clonagem de gendtipos
agronomicamente superiores, tém sido cultivadas no Vale do Rio Sé&o
Francisco, nos Estados da Bahia, Minas Gerais, Pernambuco e Sergipe
(RITZINGER et al.,, 2003). Gonzaga Neto e Bezerra (2000) selecionaram a
variedade Sertaneja que, nas condicbes de Pernambuco, apresenta teor de
vitamina C superior a 1500 mg/100 g de polpa e producdo de até 100
kg/planta/ano. Segundo Ritzinger et al. (2003) as variedades Jumbo Vermelho
e Rubi Tropical foram provavelmente introduzidas do Havai, e a variedade

Okinawa do Japao.

No Estado do Para, além da Flor Branca, sédo cultivadas as variedades
Numero 1, Inada Barbados e 54/02. Carpentieri-Pipolo et al. (2002)
selecionaram as variedades Dominga, Ligia e Natalia e recomendam para o
plantio no Norte do Parana, ou em regifes de clima semelhante. Na regido de
Junqueiropolis, Estado de S&o Paulo, é cultivada a variedade Oliver (KONRAD,
2002).

5. Marcadores Genéticos

Marcadores genéticos sao regides especificas de um cromossomo que
podem auxiliar na andlise genomica. Estes marcadores sdo divididos
basicamente em dois tipos: marcadores morfolégicos e os marcadores
moleculares (KUMAR, 1999)

30



MORAES FILHO, R. M.

5.1. Marcadores Morfologicos

A principal caracteristica destes marcadores é a possibilidade de
monitora-los visualmente sem a necessidade de técnicas moleculares ou
bioguimicas. Caracteristicas morfolégicas que sdo controlados por um unico
locus podem ser usadas como marcadores genéticos devido a sua
reprodutibilidade em diversos ambientes. No entanto, além do ambiente a
expressdo destes caracteres podem ser influenciadas por interagdes
epistaticas e pleiotrépicas. O niumero de marcadores morfolégicos disponiveis
€ muito limitado, além disso, estes marcadores sdo considerados dominantes,
ou seja, € impossivel distinguir individuos heterozigotos dos individuos

homozigotos dominantes.

5.2. Marcadores Moleculares

A biotecnologia tem representado um importante papel na agricultura,
sendo aplicada no estudo de células, em cultura de tecidos, para promover a
rapida propagacado de uma espécie, em diagnostico de pragas e doencas, ha
engenharia genética, bem como em programas de melhoramento genético. Em
varias metodologias, o0 monitoramento com marcadores moleculares, ao lado
dos conhecidos marcadores morfologicos, trouxeram progressos significativos
(KUMAR, 1999). A utilizacdo de marcadores moleculares é uma ferramenta
chave que possibilita aos programas de melhoramento determinar o
mapeamento e diagndsticos genéticos, taxonomia molecular, analises de
integridade genética e estudos evolutivos de macro e microrganismos.
Alternativamente, o uso de marcadores genéticos baseados na identificacdo de
polimorfismo de DNA, é utilizado pelo melhorista para criar um padrdo genético
proprio de cada cultivar (WUNSCH e HORMAZA, 2007).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados
em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los:
hibridizacdo ou amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizacao
estdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism;
BOTSTEIN et al., 1980) e minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats; JEFFREYS et al, 1985). Ja aqueles revelados por

amplificacdo incluem os marcadores do tipo: RAPD (Random Amplified
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Polymorphic DNA; WILLIAMS et al., 1990), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), Microssatélite (LITT e LUTY, 1989) e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism; VOS et al., 1995) (MILLACH, 1998).

A técnica de RFLP, desenvolvida por Botstein et al. (1980), € uma
técnica elaborada, demorada em relagdo as outras técnicas para obtencéo de
resultados, tem um custo relativamente alto e tem revelado um grau de
polimorfismo de intermediario a baixo, conforme a espécie. A metodologia
RFLP utiliza enzimas de restricdo que clivam o DNA diversas vezes em sitios
especificos gerando fragmentos de tamanhos diferentes. Os marcadores de
RFLP tém sido utilizados em estudos de mapeamento comparativo por causa
da consisténcia dos resultados obtidos. Estes tendem a ser mais caros e mais
dificeis de implementar em programas de melhoramento. Uma sonda RFLP é
uma sequéncia de DNA marcada que hibridiza com um ou mais fragmentos do
DNA digerido, que em seguida sao separados por eletroforese revelando um
padrdo caracteristico para um genotipo especifico e para um locus especifico
(NCBI, 2008).

A técnica de RAPD, dentre as apresentadas, é a de menor custo,
namero de etapas, tempo para obtencao dos resultados, sendo assim de facil
implementacédo. A técnica RAPD ndo necessita de um conhecimento prévio da
sequéncia de DNA do organismo alvo a ser amplificado. Esta técnica se utiliza
de um pequeno primer (até 10 pb) que anela com o DNA molde em diferentes
posicdes gerando assim um padrdao de bandas. Contudo, ela tem a
desvantagem de ser de repetibilidade baixa e pouco consistente de um
laboratério para o outro, o que dificulta a comparacdo de dados obtidos em
diferentes locais. Assim, cuidados devem ser tomados na padronizacdo da
técnica no laboratorio para a caracterizacao de cultivares (MILLACH, 1998).

Marcadores SCAR sdo amplificados com primers especificos,
desenvolvidos com base em seqiéncias jA& mapeadas ou caracterizadas
(PARAN e MICHELMORE, 1993). Muitos desses primers sao obtidos da
conversdo de marcadores RAPD em SCAR. Essa conversao em geral resulta
na diminuicdo do nivel de polimorfismo obtido por SCAR. Contudo, isso pode
ser amenizado com a digestdo com enzimas de restricAo dos produtos
amplificados e com o0 sequenciamento das bandas monomorficas e

subsequente desenvolvimento de primers que amplificam sequéncias mais
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variaveis entre os genotipos. A técnica de SCAR € muito semelhante a de
RAPD, com a vantagem de ser mais consistente e desvantagem de envolver o
desenvolvimento de primers, o que eleva o custo (MILLACH, 1998).

Os Microssatélites envolvem o desenvolvimento de primers especificos,
gue é um processo elaborado e caro por necessitar de um conhecimento prévio
da sequéncia de DNA do organismo alvo, mas uma vez que estes estejam
disponiveis, o custo da técnica assemelha-se a de RAPD, com excec¢ao de que
0s géis para resolver os fragmentos de DNA devem ser de policrilamida e
esses sdo de custo mais elevado (MILLACH, 1998). Os marcadores SSR-
microssatélites, por serem altamente polimorficos, co-dominantes e serem
facilmente reproduziveis e de facil interpretacdo, com possibilidade de
automacédo e analise, além de nao necessitar de hibridizacdo e de meios
radioativos, vém se destacando pelo seu uso na caracterizagéo varietal e na
possibilidade de transferibilidade entre  espécies correlacionadas
(FERNANDES-FERNANDEZ et al., 2006).

A metodologia AFLP é a mais elaborada das técnicas de PCR e é
protegida por patente. A técnica descrita por Vos et al. (1995), associa 0s
polimorfismos gerados por enzimas de restricdo com a capacidade de deteccgéo
da técnica de PCR. O DNA total € clivado por enzimas de restricdo, originando
um namero extremamente elevado de fragmentos que, em funcdo da
concentracdo, ndo séo detectados em eletroforese. Pequenas seqiiéncias de
DNA (adaptadores) sdo acopladas as extremidades desses fragmentos de
restricdo, as quais se anelardo com primers especificos, durante a PCR (pré-
amplificacdo e amplificacdo seletiva). Os fragmentos gerados sao entéo
separados por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (VOS et al.,
1995).

Dentre as técnicas citadas o AFLP é preferivel por possuir grande
capacidade para deteccdo de variabilidade genética e uso em caracterizagédo
de cultivares, dispensar prévio conhecimento das sequéncias analisadas e ter
uma boa repetibilidade. Por isto tem sido utilizado com sucesso em feijao-caupi
para essa finalidade (COULIBALY et al., 2002). Entre as vantagens do uso
estdo o alto grau de polimorfismo e o mais alto nimero de marcadores obtidos
por gel analisado. Esses marcadores ndao sdo somente aplicaveis para estudos

de diversidade genética, sendo também efetivos para identificacdo de parentais
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utilizados em programas de melhoramento visando estabelecer variedades
mais adaptadas a varias condi¢des ambientais (MASSAWE et al., 2002).

5.2.1 Marcadores Microssatélites

Genomas eucariotos apresentam uma alta frequéncia de sequéncias
simples repetidas, as quais consistem em um a seis nucleotideos repetidos in
tanden. Essas repeticbes recebem o nome de Microssatélites, SSR (Simple
Sequence Repeats) ou STR (Short Tanden Repeats) (POWELL et al., 1996;
OLIVEIRA, 2006).

De acordo com Weber (1990), os microssatélites podem ser classificados
em trés classes. (l) Perfeitos: quando a sequéncia repetida nao € interrompida
por qualquer base que néo pertenca ao motivo; (Il) Imperfeitos: quando existe
entre 0os motivos, pares de bases que nao correspondem ao mesmo; (Ill)
Compostos: quando a sequéncia contém duas sequencias distintas adjacentes.

Os microssatélites estdo presentes por todo genoma, tanto em regides
codificantes quanto em regides ndo codificantes e sédo caracterizados pelo alto
polimorfismo que é decorrente das altas taxas de mutacdo que variam de loco
para loco, numa taxa de 102 a 10° nucleotideo por loco por geracao
(SCHLOTERER, 2000). Morgante, Hanafey e Powell (2002) estimaram a
densidade de microssatélites em Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glycine
max, Zea mays e Triticum aestivum, que tém genomas haploides entre 1,25 x
10® a 5,6 x 10° e demonstraram que a frequéncia de microssatelites é
significantemente maior em ESTs (sequencias expressas) do que no DNA
genomico em todas as espécies estudadas.

Os microssatélites com motivos de dinucleotideos, que sdo o tipo mais
estudado, apresentam variagcdes entre o DNA genomico e as sequencias
expressas. As repeticbes AG/CT apresentam uma maior frequéncia dentro de
ESTs em relacdo as repeticbes com o motivo AT. Os microssatélites com
motivos de trinucleotideos s&o particularmente abundantes em ESTS,
principalmente em arroz (MORGANTE et al., 2002).

As seguéncias de DNA gque flangueiam os microssatélites sao geralmente
conservadas dentro de uma mesma espécie, e frequientemente, entre espécies

correlatas, permitindo a selecdo de primers especificos que possibilitardo a
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amplificac@o via PCR, de fragmentos de DNA repetitivo de diversos genotipos.
Quando os microssatélites sao individualmente amplificados, quase que
invariavelmente demonstram polimorfismo para tamanho. Esta variacdo para
tamanho é decorrente da variacdo do numero de repeticbes dos motivos dentro
da estrutura do microssatélite (MORGANTE e OLIVIERI, 1993; McCOUCH et
al., 1997, CREGAM et al.,, 1999). Desta forma, varios alelos podem ser
detectados para uma determinada populacdo. Individuos homozigoticos
possuem 0 mesmo numero de repeticbes nos cromossomos homologos,
enquanto os individuos heterozig6ticos possuem um numero de repeticdes
diferentes nos dois homélogos, sendo esta diferenca identificada por este
marcador, que é definido como co-dominante (OLIVEIRA, 2006).

A importancia dos microssatélites reside em dois principais fatores: seu
alto conteudo informativo e a facilidade da genotipagem. A habilidade para
distinguir dois individuos estreitamente relacionados € particularmente
importante para muitas espécies cultivadas que tendem a ter uma estreita base
genética (POWELL et al., 1996).

Marcadores SSR tem sido utilizados com éxito para caracterizacao
molecular em diversas fruteiras, como péssegueira (BIANCHI et al, 2004) e
aceroleira (SALLA et al., 2002), para a verificacdo da ocorréncia de fecundacéo
cruzada entre duas espécies do género Theobroma (Cacau) (FALEIRO et al.,

2003) e para construcdo de mapas genéticos em maracuja (OLIVEIRA, 2006)

5.2.2. Marcadores ISSR

Marcadores ISSR sdo marcadores baseados em microssatélites capazes
de diferenciar individuos altamente aparentados. Esta técnica envolve
amplificagdo de segmentos de DNA entre duas regides de microssatélites
idénticas. O ISSR-PCR utiliza um unico primer com cerca de 16 e 25 pares de
base. Este primer consiste em um di, tri, tetra ou penta nucleotideos repetidos
in tandem e com de dois a quatro nucleotideos arbitrarios degenerados na
extremidade 3’ ou 5'. Por estas caracteristicas os marcadores ISSR combinam
vantagens de metodologias como AFLP e SSR com a universalidade dos
marcadores RAPD. Como desvantagem, estes marcadores compartilham a

caracteristica de dominancia dos marcadores RAPD e AFLP (BOREM e
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CAIXETA, 2009; SHASAVAR et al., 2007). Marcadores ISSR tem sido usados
para caracterizacdo de germoplasma (SHASAVAR et al., 2007) e andlise de
diversidade (KUMAR, et al., 2009) do género Citrus.

5.2.3. Marcadores RAPD

Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et
al., 1990) ou AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) (WELSH e McCLELLAND,
1990) baseiam-se na utilizagdo de um Uunico primer com cerca de 10pb
arbitrariamente determinados, visando a geracdo de um padrao de fragmentos
amplificados de qualquer amostra de DNA. Frequientemente, um ou mais
destes fragmentos sd@o polimorficos, muitas vezes devido a mudanca de
apenas uma base no sitio de anelamento do primer. Delecbes, e insercdes
também podem ser fontes dos polimorfismos detectados por estes marcadores.
A caracteristica basica dos marcadores RAPD € a sua dominancia, o que
impede a diferenciacdo de individuos homozigotos dominantes de individuos
heterozigotos em uma populacéo (BOREM e CAIXETA, 2009).

No entanto, em alguns casos, pode ocorrer amplificacdo de marcadores
co-dominantes, ou seja, a amplificacdo de ambos os alelos de um loco de um
individuo dipldide heterozigoto, utilizando-se 0 mesmo primer. A co-dominancia
de marcadores RAPD resulta de pequenas insercoes e delecdes entre os dois
sitios adjacentes de pareamento do primer. A detec¢do de marcadores RAPD
co-dominates s6 € possivel ser feita pela analise dos produtos da amplificacédo
de progénies segregantes lado a lado com seus dois genitores, no mesmo gel,
para efeitos de comparacédo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995; CAIXETA,
et al., 2006).

A facilidade de execucéo, a sua universalidade e a rapidez na obtencéo
de resultados estdo entre as vantagens desta técnica. Aliada ao seu baixo
custo e a ndo necessidade de méo de obra altamente especializada a tornam
uma técnica indicada para andlise de diversidade genética e caracterizacao de
germoplasmas de diversas espécies (Borém e Caixeta, 2009; Dodgson et al.
(1997). Esta metodologia tem sido utilizada para caracterizacdo de frutiferas
como no caso da aceroleira (MUSSER, 2001; SALLA et al., 2002), bananeira
(SOUZA, 2008) Citrus, (BASTIANEL et al., 2001; SCHAFER et al., 2004) e
maracujazeiro (BELLON et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2007).
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Resumo

O Brasil € o maior produtor mundial de acerola (Malpighia emarginata D.C.),
sendo o Nordeste a regido que mais se destaca, com producdo superior a 60%
do total nacional. Diante da necessidade de identificar materiais genéticos mais
promissores, a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) implantou
em julho/1998 um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) localizado na Estacéo
Experimental de Cana-de-agucar de Carpina (EEAC)/UFRPE, possuindo
atualmente 42 acessos. Estes foram analisados usando marcadores RAPD
(Random Amplifield Polimorfic DNA). Dos quinze primers foram obtidos 182
marcadores. Destes, 166 demonstraram polimorfismo (91,2%) e 16 foram
monomorficos. As aceroleiras apresentam grande variabilidade genética,
nitidamente observada nos pomares comerciais, como consequéncia da
extensa propagacao por sementes, 0 que gera pomares desuniformes e pouco
produtivos. Os marcadores obtidos foram analisados, usando o método de
agrupamento UPGMA. Os coeficientes de similaridade genética variaram de
0,56 (acessos 005APE e 040CMF) a 0,90 (028-CMF e 030-CMF e 026-CMF e
027-CMF). Os genotipos estudados foram classificados em dois grandes
grupos, dois subgrupos e cinco agrupamentos menores, reunindo 0S acessos
gue compartilham caracteristicas quimicas, morfolégicas e de producdao.
Observou-se uma relacdo inversa entre a producdo de vitamina C e a
produtividade, pois de um modo geral, gendtipos mais produtivos apresentam

menores indices de acido ascoérbico, enquanto os que produzem frutos mais
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ricos em vitamina C, tém baixa producdo de fruto. A andlise dos resultados
revelou, através da diversidade genética dos acessos, que este BAG apresenta
consideravel variabilidade genética, podendo ser fonte de genes muito
importantes no estudo de melhoramento genético da cultura, viabilizando um
planejamento adequado dos cruzamentos a serem realizados, otimizando as
combinacdes genéticas superiores na indicacdo de gendtipos bem adaptados

as condi¢cdes ambientais regionais.

Termos para indexacdo: Malpighia emarginata D.C., Aceroleira, Variabilidade
genética, Banco ativo de germoplasma.

Abstract

Brazil is the world's largest producer of acerola (Malpighia emarginata D.C.)
where the Northeast region stands out, with production of over 60% of the
national total. Faced with the need to identify the most promising genetic
materials, the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE) implanted in a
July/1998 an Active Germplasm Bank (BAG) located at the Experimental
Station Cane sugar of Carpina (EEAC) / UFRPE, which currently has 42
access. These were analyzed using RAPD (Random Amplifield Polimorfic
DNA). The fifteen primers used showed good amplification, identifying 182
markers. Among these markers, 166 showed polymorphism (91.2%) and 16
were monomorphic. The acerola presents great genetic variability, clearly seen
in commercial orchards, as a result of extensive seed propagation, which
causes non uniform and unproductive orchards. These markers were analyzed
using the UPGMA clustering method. The genetic similarity coefficients ranged
from 0.56 (OO5APE and 040CMF access) to 0.90 (028-CMF and 030-CMF and
026-CMF and 027-CMF). The genotypes were classified into two groups, two
subgroups and five smaller groups, gathering hits that share chemical,
morphological and production, noting that individuals with higher production of
fruits had the lowest levels of vitamin C. It was observed an inverse relationship
between the production of vitamin C and productivity, because in general,
higher yielding genotypes had lower levels of ascorbic acid, while those that
produce fruits rich in vitamin C, have low production of fruit. The analysis of the

results revealed, by genetic diversity of the access, that BAG has considerable
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genetic variability, which may be a source of very important genes in the study
of genetic improvement of acerola, enabling proper planning of crosses to be
performed, optimizing the genetic combinations higher in the statement of

genotypes well adapted to regional environmental conditions.

Index terms: Malpighia emarginata DC, acerola, genetic variability, Active
Germplasm Bank.
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Introducéo

A acerola (Malpighia emarginata DC.), ou cereja da Antilhas, é nativa da
América Central, incluindo as Antilhas e norte da América do Sul (Colémbia e
Venezuela). Desenvolve-se bem em clima tropical e subtropical, com
temperaturas médias anuais variando entre 25 a 27°C e precipitacdes entre
1200 e 1800 mm anuais bem distribuidos. Adapta-se aos mais variados tipos
de solo, preferindo os profundos, argilo-arenosos de boa fertilidade e drenagem
satisfatéria  (COUCEIRO, 1985). Seus frutos possuem quantidades
consideraveis de vitamina A, B3, B, e Bg, além de célcio, fosforo, ferro e sodio
(GONZAGA NETO, 1995). E uma planta que frutifica 3 a 4 vezes por ano em
condi¢bes de clima tropical, com boa distribuicdo de chuvas (SIMAO, 1971;
COUCEIRO, 1985). De acordo com Manica et al (2003), os paises produtores
de acerola sdo: Barbados, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Cuba, Estados
Unidos, Guiana Francesa, Filipinas, Haiti, ilhas do Mar do Caribe, México, Peru,
Suriname, Venezuela, Vietnd e alguns paises da Africa. Os Estados Unidos,
Japdo, Holanda, Alemanha e Franca, destacam-se como maiores importadores
de acerola.

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas e o décimo quinto
maior exportador, com 918 mil toneladas de frutas exportadas em 2007
(PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2010). Dentre as frutas produzidas no Brasil, a
acerola, vem ganhando cada vez mais espaco no mercado, destacando-se
como o maior produtor, exportador e consumidor da fruta (JUNQUEIRA et al.,
2004). O cultivo da aceroleira no Brasil teve inicio na década de 50 com a
chegada das primeiras sementes trazidas das Antilhas e dos Estados Unidos.
Nos anos 80 esta cultura ganhou um grande impulso devido a descoberta do
elevado teor de vitamina C contido em seus frutos, podendo chegar a 5g/100g
de polpa o que corresponde a até 80 vezes a quantidade encontrada em limdes
e laranjas (JUNQUEIRA et al., 2002 ; MUSSER, 2001).

O Brasil apresenta condi¢des ideais para o cultivo da acerola, sendo que
uma das grandes vantagens do cultivo dessa frutifera é o elevado nimero de
safras/ano, sendo geralmente quatro por ano, podendo chegar a sete safras no
caso de cultivos irrigados (JUNQUEIRA et al., 2004). A aceroleira € cultivada
em diversos Estados brasileiros destacando-se Pernambuco, Bahia, Cear,

Sergipe, Alagoas, Paraiba, Rio Grande do Norte na Regido Nordeste, Para na
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Regido Norte, Parana na Regido Sul e Sdo Paulo na Regido Sudeste. A cultura
se desenvolve bem em regifes semi-aridas desde que sob regime de irrigacao
a exemplo do Submédio Sao Francisco, regido de grande destaque nesta
atividade agricola (JUNQUEIRA et al., 2002; KONRAD, 2002). A utilizacdo de
novos cultivares, as crescentes aplicacdes de nutrientes juntamente com a
pratica da irrigacdo tém sido responsaveis por um grande aumento na
produtividade dos pomares comerciais.

Em termos alimentares, a acerola desperta interesse pela gama de
subprodutos industrializados como geléias, compotas, pastas, licores, sorvetes,
entre outros, que podem ser produzidos conservando parte da riqueza
vitaminica. Socialmente tem um papel destacado na nutricio e saude da
populacdo brasileira, por ser uma excelente fonte natural, principalmente de
vitamina C, considerando que as classes menos favorecidas, possuem uma
dieta pobre e desequilibrada (FERREIRA et al., 1987).

No Brasil, existem poucas variedades recomendadas a disposicdo dos
produtores, o que tem sido apontado como um fator limitante para a cultura,
devido a grande desuniformidade das lavouras, formadas na maioria das vezes
por materiais de origem desconhecida (SALLA et al., 2002). No que diz respeito
a diversidade genética, Konrad (2002) e Musser (2001) relatam que a espécie
tem demonstrado possuir grande diversidade de fendtipos e uma ampla
variabilidade genética.

No ano de 1998, a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)
implantou no municipio de Carpina, na Zona da Mata de Pernambuco, um
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) constituido por 42 acessos, 0S quais
foram coletados em diferentes regiées produtoras do Brasil e no exterior,
objetivando a indicacdo de genétipos promissores para o0 Estado de
Pernambuco (MUSSER, 2001).

De acordo com Teixeira e Azevedo (1994), a aceroleira suporta periodos
de acentuadas deficiéncias hidricas, desde que atendidas as necessidades
térmicas da planta, apresentando uma boa producdo numa faixa de 1.200 a
2.000 mm anuais de chuva. Manica et al. (2003) afirmam que a presenca de
umidade no solo associada a temperatura elevada evita que a planta entre em
repouso, vegetando e florescendo normalmente, ampliando o periodo

produtivo, recomendando assim a possibilidade do uso da irrigacdo em
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periodos secos. Segundo Lima (2006), busca-se hoje, a formagéo de pomares
com produgéo acima de 100 kg/planta/ano, frutos com 8-10 g cada, com polpa
avermelhada e teor de vitamina C superior a 2000 mg/100g de suco.
Entretanto, a produtividade meédia nacional chega apenas a de 40
kg/planta/ano (RITZINGER e RITZINGER, 2004).

A utlizacdo de marcadores moleculares tem despontado como uma
ferramenta que pode ser usada no melhoramento genético de plantas visando
0 mapeamento de genes, diagnosticos de doencas, estudos taxondémicos e
evolutivos e na criacdo de um padrdo genético préprio de cada cultivar
(fingerprinting) (WUNSCH e HORMAZA, 2007).

De acordo com Dodgson et al. (1997), os marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) baseiam-se na utilizacdo de seqUéncias curtas de
oligonucleotideos, também conhecidas como primers, em reacfes de PCR
(Polymerase Chain Reactiom), visando a geracao de um padrao de fragmentos
amplificados de qualquer amostra de DNA. Freqlientemente um ou mais destes
fragmentos sdo polimérficos, muitas vezes devido a mudanca de apenas uma
base no sitio de anelamento do primer, e podem ser mapeados geneticamente.
O RAPD é uma técnica rapida, simples, eficiente e de baixo custo podendo ser
utiizada para analise de diversidade genética e caracterizacdo de
germoplasma, como no caso da aceroleira (MUSSER, 2001; SALLA et al.,
2002), bananeira (SOUZA, 2008) e maracujazeiro (BELLON et al., 2007;
JUNQUEIRA et al., 2007).

O presente estudo teve como objetivo acessar a diversidade genética
dos 42 acessos pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de acerola da
UFRPE por meio de marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA).
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Material e Métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Genética-
Bioquimica e Sequenciamento de DNA do Departamento de Biologia e no
Laboratério de Biotecnologia do Departamento de Agronomia, ambos na
UFRPE, utilizando 42 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Acerola da
UFRPE (Tabela 1), instalado na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar de
Carpina (EECAC), situada no municipio de Carpina/PE. Todos 0s acessos
foram propagados por estacas semi-lenhosas a partir de plantas matrizes.

A extracdo de DNA, de folhas jovens de plantas foi efetuada com base
na metodologia proposta por Doyle & Doyle (1990), com algumas modificacdes.
Cerca de 1,0g de folha de cada individuo foi macerada em presenca de
nitrogénio liquido, transferida para tubos ependorff(1,5mL) e a ela adicionados
800mL de tampéo de extracdo (CTBA 5%; NaCl 5M; EDTA 0,5M; Tris-HCI
1,0M, pH 8,0; PVP; B-mercaptanol; H,O). As amostras foram submetidas a
banho-maria a 65°C, por 40 minutos. Em seguida, por duas vezes, foram
lavadas com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e centrifugadas por 5 minutos,
a 14.000 rpm. Ao sobrenadante foi adicionado alcool-isopropilico na proporcao
de 2/3 do volume inicial, para a precipitacdo dos acidos nucléicos. Apés duas
horas, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm. O
precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 300mL de
tampao TE(Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM; pH 8,0), contendo RNAse (40mg/mL)
a 37°C por 30 minutos. O DNA foi entdo reprecipitado, adicionando-se NacCl
5M, na proporcao de 1:10 (NaCl:DNA ressuspenso), mais 2/3 do volume de
isopropanol. As amostras foram incubadas a — 20°C por 3 horas e, em seguida,
centrifugada a 14.000 rpm, por 10 minutos. Ao precipitado de DNA, seco a
temperatura ambiente, foi adicionado tampao TE, para ressuspendé-lo. A
guantificacdo foi avaliada, visualmente, pela eletroforese de 10uL da solucdo
de DNA ressuspenso de cada amostra, em um gel de agarose a 0,8%, a 100
volts, por 30 minutos de corrida.

As reacgOes de amplificagdo seguiram metodologia proposta por Willians,
et al. (1990), com algumas modificagdes. Cada reagdo, com um volume final de
25mL, continha DNA (30ng); desoxirribonucleotideos (dATP, dGTP, dGTP,
dTTP) (0,2mM); MgCl, (2,5mM); Tris-HCI (10mM), pH 8,3; KCI (50mM); um
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oligonucleotideo primer (0,4uM) e 1,5 unidade de Tag-polimerase. Foram
utilizados os oligonucleotideos primers, confeccionados pela Gibco BRL
(Tabela 2). As amplificacbes foram realizadas em termociclador M. J.
Research, Inc. (USA) PCR, modelo PTC — 100, utilizando um programa
composto por um ciclo inicial de desnaturacéo de 94°C, por 62 segundos, e 40
ciclos de uma etapa de desnaturagédo a 94°C, por 15 segundos, uma etapa de
anelamento do primer ao DNA molde a 35°C, por 30 segundos, e uma etapa de
extensdo a 72°C, por um minuto. Os produtos das amplificagbes foram
separados por eletroforese, a 100 volts em gel de agarose a 1,5%, com
10mg/mL de brometo de etidio, em tampéo de corrida TBE (Tris base 890mM;
acido boérico 890mM; Na, - EDTA 20mM. 2H,0). Os géis foram fotografados,
sob luz ultravioleta, com camera Polaroid.

A analise dos produtos de amplificacdo foram tabulados conforme a
presenca (1) ou auséncia (0) de bandas de DNA nos géis, e as similaridades
entre 0s genotipos foram estimadas usando-se o coeficiente de Nei & Li (1979),
através do programa NTSYS — pc (Numerical Taxonomy and Multivariater
Analysis System, versdo 1.70, Exeter software, NY, USA). A &rvore filogenética
foi gerada usando-se a opcdo UPGMA (Unweighted Pair — Group Method,
Aritmetic Average) no programa NTSYS — pc.
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Resultados e discusséao

O padrédo eletroforético obtido com os primers de RAPD permitiu a
visualizacdo de 4.322 fragmentos de amplificacdo distribuidos em 182 loci. O
namero médio de loci por primer foi de 12,13 variando de 6 (D0142A01) a 17
(D0142A09) (Tabela 2). Do total de loci observados, 166 (91,2%) exibiram
polimorfismo e 16 (8,8%) foram monomoérficos. Este elevado niamero de I6cus
polimérficos estd de acordo com a variabilidade detectada por Musser (2001)
gue analisou 12 dos acessos avaliados neste trabalho. Ainda no trabalho
citado, o referido autor em estudo sobre o enraizamento de estacas
semilenhosas, observou grande variagdo no potencial de enraizamento com
minimo de 4,35% (020-CMF) e 7,59% (004-RPE) e maximo de 88,23% (035-
CMF) e 92,47% (002-SPE), o que poderia ser explicado devido a variabilidade
encontrada pela metodologia RAPD.

A analise do dendrograma (Figura 1) e da matriz de similaridade genética
(Tabela 3) permitiu identificar dois grupos distintos entre os 42 acessos de
acerola. O grupo 1 formado pelos acessos 003 APE e 005APE, com coeficiente
de similaridade (CS) de 0,74, ambos oriundos de Pernambuco com frutos
grandes e de coloracdo vermelha (Tabela 1). O acesso 005-APE, segundo
Musser et al. (2004), apresenta altos niveis de antocianinas (47,4 + 3,1
mg/100g de polpa) e flavondis (18,5 + 0,8 mg de quercetina/100g de polpa).

O grupo 2, divide-se em dois subgrupos, um formado pelo acesso
025CMF, oriundo do Estado da Bahia com frutos médios de altos teores de
acido ascorbico e coloracdo da casca e polpa vermelha (Tabela 1). No segundo
subgrupo, formado pelos demais 39 acessos, pode-se observar mais cinco
agrupamentos, que passar-se-ao a classificar-se como: AGP1, AGP2. AGP3,
AGP4 e AGP5. O primeiro (AGP1), menor, com CS variando 0,74 a 0,87,
formado por 020-CMF e 022-CMF, oriundos da Bahia com frutos de polpa
vermelha com alto teor de acido ascérbico e 043UFRPE oriundo de
Pernambuco com frutos de coloracdo da casca vermelho alaranjado e sabor
agridoce (Tabela 1).

O agrupamento AGP2 formado pelos acessos 029-CMF; 033-CMF,034-
CMF; 035-CMF; 036-CMF, 037-CMF, 038-CMF, 039-CMF, 040-CMF, 041-
CMF, 044-APE e 045-APE e o AGP3 com os acessos 026-CMF, 027-CMF,
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028-CMF, 030-CMF, 031-CMF, 032-CMF; 042-CMF e 049-CMF, onde
encontram-se 0s quatro gendtipos com maior grau de similaridade genética
(028-CMF e 030-CMF e 026-CMF e 027-CMF, com CS = 0,90). Estes dois
agrupamentos, formados por 20 acessos, mostram a maior diversidade de
caracteristicas agronémicas. Dentre os individuos deste grupo 14 destacam-se
pelo elevado teor de vitamina C apresentado por seus frutos. Os genotipos
040-CMF e 041-CMF, oriundos da Bahia e do Havai, respectivamente, mesmo
considerando a distancia geogréfica, estdo muito proximos geneticamente (CS
= 0,86).

O agrupamento AGP4 comporta os acessos 011-BPA, 012-CPA, 013-
CPA, 014-CPA, 015-CPA, 016-CMF, 018-CMF, 019-CMF, 021-CMF, 023-CMF
e 024-CMF, originarios dos Estados da Bahia ou do Para, onde os acessos
012-CPA, 013-CPA e 014-CPA apresentam alta produtividade chegando a 30
kg/planta/ano aos 2 anos de idade, e alto teor de vitamina C, segundo Musser
(2002). Comparando a distancia genética entre os trés referidos acessos,
observa-se uma variacdo do CS de 0,78 a 0,85, colocando-0s muito proximos
em termos geneéticos.

O quinto agrupamento (AGP5), formado por 002-SPE, 004-RPE, 006-
TPA, 007-TPA e 008-CPA, procedentes dos Estados de Pernambuco ou do
Pard, apresentam frutos grandes e vermelhos (Tabela 1). Os acessos 004-
RPE, 008-CPA, 006-TPA e 007-TPA apresentam alta produtividade, sendo
ainda o 006-TPA e 007-TPA precoces, com bom potencial de enraizamento por
estaquia, e sendo da mesma origem, 0 que pode justificar o agrupamento
desses dois acessos em um sub-grupo. O acesso 008-CPA é classificado
como de producéo tardia e se encontra agrupado com o acesso 004-RPE que
além de possuir alta produtividade, também exibe, segundo Musser et at.
(2004), uma alta producao de vitamina C (1846 + 135 mg/100g), caracteristicas
essas que sado de grande interesse para a agroindustria. No entanto, ambos
foram classificados por Musser (2001) como de dificil enraizamento por estacas
semilenhosas. O acesso 002-SPE, ndo foi classificado como um acesso
altamente produtivo, no entanto pode ser interessante para produtores de
regides semi-aridas devido a sua rusticidade, e também por apresentar um alto
potencial de enraizamento via estaquia, requisitos que o destaca como um

futuro candidato a porta-enxerto para esta cultura.

55



MORAES FILHO, R. M.

Correlacionando a analise do agrupamento (Figura 1) com as
caracteristicas agronémicas dos acessos (Tabela 1), os agrupamentos AGP2 e
AGP3 reinem os acessos com menor produtividade de frutos. No entanto,
estes gendtipos se destacam em relacdo as caracteristicas quimicas e fisico-
guimicas. Para producéo destinada a comercializacdo in natura recomenda-se
0 uso de acessos do agrupamento AGP5, (especialmente os acessos 004-TPA,
006-TPA e 007-TPA). Dentre estes acessos, apenas 004-TPA e 008-CPA néo
apresentam um bom potencial de enraizamento por estacas semilenhosas
segundo Musser (2001). Para producdo visando o consumo industrial,
recomenda-se 0 uso de acessos dos agrupamentos AGP2, AGP3 e AGP4,
além do acesso 004-TPA que foi classificado com altamente produtivo e ainda
assim apresenta altos teores de vitamina C (Tabela 1).

Os acessos 021-CMF e 049-APE, apesar de ndo pertencerem ao mesmo
grupo, apresentaram os maiores frutos e, conseqientemente, maior peso, mas
sao plantas de baixa produtividade. Observa-se uma relacao inversa entre a
producao de vitamina C e a produtividade, fato também constatado por Gomes
et. al. (2000) em M. ermaginata. O agrupamento AGP5 é formado por
gendtipos mais produtivos, mas com menores indices de &cido ascorbico,
enquanto os demais grupos produzem frutos mais ricos em vitamina C, mas
tem baixa producao de fruto.

Levando em conta que os programas de melhoramento de aceroleira
visam, principalmente, obter variedades produtivas precoces, com frutos de
elevados teores de vitamina C, boas caracteristicas fisico-quimicas (cor,
textura, tamanho, rendimento em polpa, °Brix, acidez, etc.), pouca ou henhuma
pilosidade nas folhas, resisténcia a pragas e doencas e com formacao de copa
adequada ao manejo, as ferramentas que utilizam marcadores moleculares
véem servindo de suporte para selecdo de gendtipos promissores com as
caracteristicas desejadas. Como as colecbes de germoplasmas detém os
genes de interesse agrondémicos, a caracterizacdo do padrdo genético dos
acessos darao suporte as futuras estratégias de melhoramento da cultura.

Em andlise da diversidade genética de gendtipos de aceroleira, Salla et
al. (2002) utilizaram 37 primers RAPD e obtiveram 164 loci, com uma média de
4,4 por primer, namero bastante inferior ao observado na presente analise. Dos

164 loci obtidos por Salla et al. (2002), foi observado polimorfismo em 90,8%
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(149) se aproximando bastante do percentual de polimorfismo obtido neste
estudo (91,2%).

O alto grau de polimorfismo, detectado através da caracterizacédo
molecular dos acessos, demonstrou que a variabilidade genética do BAG da
UFRPE pode disponibilizar material genético para futuros trabalhos de
melhoramento nesta cultura. Considerando-se que 0 progresso genético
através da selecdo em populacdes segregantes € diretamente proporcional a
variabilidade genética disponivel e a frequéncia de genoétipos superiores
existentes nas populacdes, a variabilidade genética presente na colegéo
estudada viabilizara um planejamento adequado dos cruzamentos a serem
realizados, otimizando as combinacdes genéticas superiores nas indicacdes de

genotipos bem adaptados as condicdes ambientais da regiéo.
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Figura 1 — Andlise de agrupamento de 42 acessos de aceroleira do BAG da UFRPE, Carpina-
PE, obtida por meio do programa NTSYS — PC, usando a UPGMA.
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Conclusodes

1- O polimorfismo gerado com os marcadores moleculares RAPD mostrou
gue, mesmo que existe alta variabilidade genética no BAG de acerola da
UFRPE estando disponivel portanto, ao uso para fins de melhoramento
genético da cultura.

2- Os dados de diversidade e distancia genética gerados com marcadores
moleculares RAPD auxiliam o direcionamento de programas de
implantacdo e manutencdo de Bancos de Germoplasma evitando

redundancia nas colecdes.

3- A formacédo de grupos e subgrupos com caracteristicas comuns gerados
pelos marcadores RAPD indicam genétipos do BAG/UFRPE com
potencial agronémico para uso em diversas finalidades ligadas a

producao para consumo in natura e para a agroindustria.
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Tabela 1. Procedéncia e caracteristicas morfo-agronémicas dos 42 acessos de aceroleira do

Banco Ativo de Germoplasma da UFRPE

MORAES FILHO, R. M.

Acesso (c6digo)

002-SPE

003-APE

004-RPE

005-APE

006-TPA

007-TPA

008-CPA

011-BPA

012-CPA

013-CPA

014-CPA

015-CPA

016-CMF

018-CMF

019-CMF

020-CMF

021-CMF

022-CMF

023-CMF

024-CMF

025-CMF

026-CMF

Procedéncia

Pernambuco

/Brasil

Pernambuco

/Brasil

Pernambuco
/Brasil
Pernambuco

/Brasil

Para/Brasil

Paréa/Brasil

Para/Brasil

Paréa/Brasil

Paréa/Brasil

Para/Brasil

Paréa/Brasil

Paréa/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Caracteristicas*
Rusticidade (adaptacdo a regido semi-arida).

Frutos grandes (>10 g.), coloracdo vermelha
uniforme, frutos verdes com manchas
avermelhadas, copa semi-erecta, frutifica no
interior da copa.

Alta produtividade, altos teores de vitamina C,
frutos grandes e vermelhos, com textura firme.

Frutos grandes, vermelho puarpura, textura firme e
com boa conservagao pos-colheita.

Alta produtividade e precocidade, frutos grandes e
vermelhos com textura firme. Suco vermelho.

Alta produtividade e precocidade , frutos grandes
e vermelhos com textura firme. Copa aberta com
folhas enrrugadas.

Frutos grandes, coloracdo vermelha, producéo
tardia, alta producéo e copa semi-erecta

Fruto vermelho purpura e suco vermelho.

Alta produtividade, fruto vermelho e tempo de
safra menor.

Alta produtividade e frutos vermelho escuro com
pedinculo firme.

Alta produtividade, frutos vermelho, produgédo
também em épocas de chuvas.

Frutos vermelho-amarelado, racham-se com
facilidade quando maduros, frutos grandes, copa
compacta escondendo os frutos.

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos grandes

Altos teores de &cido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos grandes

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de &cido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos grandes.

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos extra grandes.

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios
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027-CMF

028-CMF

029-CMF

030-CMF

031-CMF

032-CMF

033-CMF

034-CMF

035-CMF

036-CMF

037-CMF

038-CMF

039-CMF

040-CMF

041-CMF

042-CMF

043-UFRPE

044-APE

045-APE

049-APE

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Bahia/Brasil

Havai/EUA

Bahia/Brasil
Pernambuco
/Brasil
Pernambuco
/Brasil
Pernambuco

/Brasil

Pernambuco

/Brasil

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos grandes

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos grandes

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos grandes

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos grandes

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de &cido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos pequenos

Altos teores de acido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de &cido ascorbico, coloragdo da
casca e polpa vermelha, frutos médios

Altos teores de acido ascorbico, coloracdo da
casca e polpa vermelha, frutos pequenos

Parte do fruto com coloracdo branca e parte
rosada

Sem informages

Coloracéo da casca e polpa vermelha

Frutos de coloracdo da casca vermelho

alaranjado, sabor agridoce

Frutos com casca de coloragdo vermelha,
grandes

Frutos com casca de coloracdo vermelha, polpa
alaranjada, grandes, sulcados

Frutos muito grandes, coloracdo alaranjada,
muitas lenticelas na planta, planta vigorosa, copa
em forma de guarda-chuva, flores quase branco,
pouco pelo.

* Caracteristicas observadas em campo e dados publicados por Musser et al.,(2004)
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Tabela 2. Relacdo dos primers de RAPD, utilizados no estudo de diversidade dos acessos do
BAG de acerola da UFRPE, e numero de loci amplificados, polimérficos e monomorficos

observados

Sequéncias ) )
Primer (Gibco BRL) N° de _LOCI_ LO?I )
Loci Polimorficos  Monomorficos
D0142A01 AGTCAGCCAC 6 2 4
D0142A02 GTGATCGCAG 11 10 1
D0142A03 CAATCGCCGT 16 15 1
D0142A04 TCGGCGATAG 12 12 0
D0142A05 CAGCACCCAC 11 8 3
D0142A06 TTCCGAACCC 11 11 0
D0142A07 GACCGCTTGT 14 13 1
D0142A08 AGGTGACCGT 12 11 1
D0142A09 CTGCTGGGAC 17 16 1
D0142A10 GTGTGCCCCA 14 13 1
D0142A11 TCAGGGAGGT 11 11 0
D0142A12 CACCAGGTGA 10 10 0
D0142B01 GAGCCCTCCA 14 11 3
D0142B02 AGCGTGTCTG 12 12 0
D0142B03 GTGACGTCAC 11 11 0
Total 182 166 16
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Capitulo Il

Variabilidade genética em gendétipos da colecdo de
germoplasma de Citrus, do Instituto AgronOmico de

Pernambuco Brejdo-PE, por meio de marcadores moleculares
ISSR

Trabalho a ser enviado para a Revista Brasileira de Fruticultura
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Resumo

O Brasil € o maior produtor de laranja respondendo por 50% da producédo
mundial, tendo no ano de 2009 produzido mais de 18 milhdes de toneladas, em
uma area plantada de 990 hectares. Apesar dos recentes avancos da
citricultura nacional existe pouca diversificacdo, sendo as variedades de
laranjas Péra, Natal, Valéncia e Hamlin as de com maior representacdo
nacional. Na regido Nordeste, onde a situacdo é ainda mais grave a laranja
Péra é responsavel pela grande maioria da producdo. O Municipio de
Garanhuns/PE e os municipios vizinhos do Agreste Meridional apresentam
potencial de expanséo para o cultivo de Citrus de mesa devido, principalmente,
a altitude. O objetivo deste trabalho foi atestar a variabilidade genética, por
meio de marcadores moleculares ISSR, das variedades do género Citrus a
serem introduzidas e recomendadas para a regido Nordeste pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura. A metodologia ISSR-PCR permitiu a visualizagdo de
um total de 167 loci com a utilizagc&o de 15 primers. Destes 162 (97%) exibiram
polimorfismo e 5 (3%) foram monomorficos. De acordo com a analise do
dendrograma e da matriz de similaridade genética foi possivel agrupar as 15
variedades de laranja doce em um unico grupo com 27% de diversidade entre
si e 40% em relacdo aos outros cinco gendtipos, formados por trés limdes, uma
tangerina e um pomelo. O alto grau de polimorfismo observado sugere uma
grande variabilidade genética entre as 15 variedades o que é favoravel para a
diversificacdo de cultivares a serem indicadas futuramente para o Agreste

Meridional de Pernambuco.
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Abstract

Brazil is the biggest producer of orange and account for 50% of world
production, and in 2009 produced more than 18 million tons, in a planted area
of 990 hectares. Despite recent advances in national citrus industry there is a
little diversification of cultivars and varieties like Pera, Natal, Valencia and
Hamlin varieties have greater representation. In the Northeast the situation is
more serious and Péra varieties are responsible for the vast majority of
production. Garanhuns/ PE and the neighboring cities of Agreste Meridional
have expansion potential for the Citrus crop, mainly due to altitude. The
objective of this work was to acess the genetic variability by the use of ISSR
Markers between Citrus varieties that was introduced and recommended to the
Northeast region by Embrapa Mandioca e Fruticultura. The ISSR-PCR method
allowed the visualization of a total of 167 loci with the use of 15 primers. 162
(97%) loci exhibited polymorphism and five (3%) were monomorphic. According
to the analysis of the dendrogram and the genetic similarity matrix was possible
to group the 15 varieties of sweet orange in a single group with 27% diversity
between them and 40% over the five other genotypes, consisting of three
lemons, a tangerine and a grapefruit. The high degree of polymorphism
observed between the group of oranges and the other five accessions suggests
a large genetic variability within the genus, which may be particularly useful in
breeding programs aiming to develop new rootstocks adapted to many different
environmental conditions as well as the identification of promising varieties in

terms of production.

Index terms: Citrus, ISSR Markers, genetic variability.
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Introducéo

O Brasil é o maior produtor mundial de laranjas (FAO, 2007). Em 2009
o Brasil produziu mais de 18 milhdes de toneladas de laranja e a producéo
estimada para o ano de 2010 esta em torno 19.068.761t com uma area
plantada de pouco mais de 984 mil hectares (IBGE, 2010). Apesar dos avangos
da citricultura nacional, existe pouca diversidade de variedades em cultivo
sendo mais grave a situacdo na regido Nordeste onde as laranjas do tipo
“Péra” sao responsaveis pela grande maioria da produgao (95%), nao havendo
também muito investimento em cultivares apropriados para mesa devido ao
fortalecimento da inddstria de suco (PASSOS et al., 2004).

A citricultura apresenta-se extremamente vulneravel como resultado
das poucas cultivares, tanto para copas como para porta-enxerto,
consequentemente, com poucas chances de escolha tanto para o produtor
qguanto para o consumidor brasileiro. A Regido Nordeste é privilegiada para o
cultivo de Citrus por estar mais proxima dos grandes mercados importadores
(Europa e Estados Unidos), pela auséncia de doencas ndo endémicas, o que
favorece o setor produtivo de alimentos que esta relacionado, em grande parte,
aos pequenos agricultores alem da disponibilidade de informacfes técnicas
geradas pela Embrapa, empresas estaduais de desenvolvimento agropecuario
e universidades (PASSOS et al.,, 2004). Segundo Passos et al.,, (2005), o
Municipio de Garanhuns e os municipios vizinhos do Agreste Meridional
apresentam potencial de expansdo para o cultivo de Citrus de mesa,
principalmente devido & altitude (Acima de 750 metros).

O pomelo (C. paradisi Macfad.) é uma fruta citrica muito apreciada e
cultivada nos Estados Unidos, China, Cuba, Israel, Africa do Sul, México e
Argentina (Coelho, 2002). Apesar de os pomelos serem frutas bastante
saudaveis, o seu teor de acidez elevado e sabor doce e amargo faz com que
no Brasil a sua exploragcao se restrinja a pequenos pomares.

O uso de marcadores moleculares tem tido cada vez mais destaque como
uma ferramenta importante para o melhoramento genético de plantas visando o
mapeamento de genes, fingerprinting, andlise de diversidade genética,
diagnoésticos de doencas, estudos taxonémicos e evolutivos (WUNSCH e
HORMAZA, 2007).

68



MORAES FILHO, R. M.

Marcadores ISSR sao marcadores baseados em microssatélites capazes
de diferenciar individuos altamente aparentados (BOREM e CAIXETA, 2009).
O ISSR-PCR utiliza um unico primer com em torno de 16 e 25 pares de base.
Este primer consiste em um di, tri, tetra ou penta nucleotideos repetidos in
tandem e com de dois a quatro nucleotideos arbitrarios degenerados na
extremidade 3’ ou 5’ (SHAHSAVAR et al., 2007). Por estas caracteristicas o0s
Marcadores ISSR combinam vantagens de metodologias como AFLP e SSR
com a universalidade dos marcadores RAPD. Como desvantagem, estes
marcadores compartilham a caracteristica de dominancia dos marcadores
RAPD e AFLP (SHAHSAVAR et al., 2007; BOREM e CAIXETA, 2009;).
Marcadores ISSR tém sido usados para caracterizacdo de germoplasma
(SHAHSAVAR et al., 2007) e analise de diversidade (KUMAR et al., 2009) do
género Citrus.

O objetivo do presente trabalho foi analisar a diversidade genética, por
meio de marcadores moleculares ISSR, entre 20 gendétipos do género Citrus,
representados por laranjas, limdes, limas acidas, tangerinas e pomelos, para

futura indicacao de cultivo na regiao do Agreste Meridional de Pernambuco.
Material e métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia do
Departamento de Agronomia da UFRPE, utilizando 20 acessos (Tabela 1) do

da Colegéao de Germoplasma de Citrus , instalado na Estagdo Experimental do

Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), situada no municipio de Brejao/PE.
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Tabela 1. Caracteristicas morfo-agronémicas de 20 acessos da colecdo de Germoplasma de

Citrus do IPA — Brejéo/PE.
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Caracteristicas

N° Variedades
Laranjas
1 Bahia101
2 Baianinha 03
3 Hamlin 02
4  Lima
5 Rubi
Sunstar
Pineapple
8 PéraD6
9 PéraD9
10 PéraD 12
11 Valéncia Tuxpan

12

13

14

15

Westin

Midsweet

Natal

Salustiana

Limas e Lim&es

16

17

Lima da Pérsia

Limao Tahiti 2000

Maturagdo precoces, presenca de
umbigo, sem sementes, casca amarela,
polpa suculenta, sabor 4cido e adocicado.
Alto teor de vitamina C. A Baianinha tem
o fruto menor.

Maturacdo precoce, fruto pequeno, casca
fina e amarelada, baixo teor de suco,
poucos acUcares e ligeiramente &cido.
Indicado para producdo de suco
concentrado. Altamente produtiva.

Maturacdo precoce, casca fina, amarela
esverdeada. Baixa acidez, doce e
suculenta, idicada para consumo in natura

Maturagdo precoce, Frutos esféricos,
casca pouco espessa, cor laranja intensa,
com suco bastante saboroso, servindo
para 0 consumo ao nhatural ou
industrializado. A planta é produtiva.

Maturagcdo meia-estacdo, Frutos com
acidez, muitas sementes, produtividade
alta.

Maturacéo tardia, formato alongado casca
lisa, fina, amarela. Polpa é suculenta, de
sabor adocicado e levemente &cido.
Indicado para consumo in natura.

Frutos ovalados, casca grossa suco
amarelo forte e adocicado. Indicados para
consumo in natura e em suco.

Frutos esféricos, casca pouco espessa,
cor laranja intensa, Suco bastante
saboroso, servindo para o consumo ao
natural ou industrializado. A planta é
produtiva.

Maturagdo meia-estacdo, frutos com
acidez, muitas sementes, produtividade
alta.

Maturacédo tardia, frutos ovalados, casca
grossa, suco de coloracdo amarelo forte e
adocicado. S&o consumidas in natura e
no preparo de sucos.

Maturagdo precoce, frutos com acidez,
produtividade alta.

Sem acidez, poucas sementes,
maturacao precoce, produtividade média.

Fruto ligeiramente ovalado, com casca
verde intenso. Sem sementes.
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18 Liméo Fino -

Tangerina

25 Mexerica Maturacdo em Meia estacdo, frutos
medianos, muito aromaticos, casca fina e
lisa, sdo faceis de descascar e paladar
bastante agradavel.

Pomelo

33 Star Ruby -
*Caracteristicas descritas por Mattos Junior et al., 2005 e Embrapa Mandioca e Fruticultura,
2003

O DNA foi extraido de cerca de um grama de folha macerado em
nitrogénio liquido, segundo metodologia de Murray e Thompsom (1980) com
modificagbes. Ao material macerado foi adicionado 600 pl de tamp&o de
extracdo (2% CTAB; NaCl, 1,4 mM; EDTA, 0,02 M; 100 mM Tris HCI; 1%
3-mercaptoetanol). As amostras foram submetidas a banho-maria, a 65°C por
30 minutos. Foi feita uma lavagem com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) por
5 minutos seguida de uma centrifugagdo a 7.000 rpm a 4° por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde foi adicionado 600 pl de
isopropanol gelado. O contetudo dos tubos foi misturado por inversao e estes
submetidos a nova centrifugacéo a 7.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
foi descartado e os pellets foram ressuspendidos em 600 pl de uma solucédo de
etanol absoluto gelado e acetato de sédio 3M (1:0,1) e incubados em 20°C por
uma hora. Uma nova centrifugacédo a 7000 rpm por 15 minutos foi procedida e
0os sobrenadantes descartados. Os pellets foram entdo submetidos a uma
lavagem com etanol a 70%. ApOs secagem os pellets foram ressuspendidos
em 200 uyl de tampédo TE contendo RNAse (50 mM Tris + 10 mM EDTA, pH
8,0) contendo RNAse (10 ng/mL), a 37°C, por uma hora. A quantificacdo do
DNA foi feita visivelmente em gel de agarose a 0,8% e as concentracdes
padronizadas em 15 ng/ul

As reacbes de amplificacdo foram feitas em um volume total de 25 pl,
contendo 30ng de DNA, 75mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM (NH,4).SO4, 50-65 nM
MgCI2, 150 uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 1 pM de primer (Tabela 2) e uma unidade da enzima Taq polimerase.
As amplificacées foram feitas seguindo as seguintes programacoes:
Desnaturacdo inicial a 95° por 15 minutos, seguidos de 30 a 35 ciclos de
desnaturacao a 94° por 30 segundos, temperatura de anelamento especifica de
cada primer por 45 segundos e extensao a 72° por 2 minutos, e extensao final
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a 72° por 7 minutos ao fim dos ciclos de amplificacdo. Em seguida os produtos
de PCR foram separados em gel de agarose a 2% corados com syber gold e
visualizados em transluminador UV. A tabela 2 contém a relacdo de primers,

temperatura de anelamento e nimero de ciclos de amplificac&o.

Tabela 2 — Sequiéncias dos primers ISSR utilizados no estudo de diversidade de 20 acessos do

género Citrus

PRIMER SEQUENCIA TA°C Ne Ciclos
#862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 55 30
#858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 50 35
#820 GTG TGT GTG TGT GTG TC 50 35
#860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 50 35

#2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 50 35
#834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 50 35
#851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 50 35
#845 CTC TCT CTC TCT CTC TRG 50 35

#1 ACACACACACACACACT 50 35
#864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 50 35
#885 BHB GAG AGA GAG AGA GA 50 35
#897 CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 50 30
#866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC 50 35
#813 CTC TCTCTC TCTCTCTT 55 30
#886 VDV CTC TCT CTC TCTCT 55 30

N=(AGCT),R=(AG),Y=(CT),B=(C,GT),D=(AGT),H=(ACT),V=(ACG)

Os dados obtidos por meio da técnica PCR-ISSR foram tabulados
conforme a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas. As similaridades genéticas
entre genotipos foram estimadas usando-se o coeficiente de Dice (equivalente
ao indice de Nei e Li, 1979), os dendogramas foram construidos usando-se a
opcdo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Aritimetic Average) no
programa NTSYS - pc (Numeral Taxonomy and Multivariater Analysis System,
versao 1.70, Exeter software, NY, USA).

Resultados e Discussao

A metodologia ISSR permitiu a visualizacdo de um total de 167 loci com
a utilizacao de 15 primers (Tabela 3). Destes 162 (97%) exibiram polimorfismo

e 5 (83%) foram monomorficos. Foram observados uma média de 11,1
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fragmentos por primer variando entre 5 (#862) a 17 (#813) (Figura 1). NUmeros
gue se aproximam bastante dos obtidos por Kumar et al., (2009), que obteve,
utilizando de 15 primers ISSR em espécies do género Citrus um total de 204
loci sendo 179 polimoérficos com uma média de 12 loci por primer e 87% de
polimorfismo. Shahsavar et al., (2006) utilizaram seis primers ISSR para
andlise de diversidade em Citrus e observaram 234 loci sendo destes 209
polimérficos (90%). O namero loci por primer deste estudo variou de 27 a 52,
com média de 39 loci/primer. Estes valores sdo muito superiores em relacéo
tanto aos resultados obtidos no presente estudo quanto dos obtidos por Kumar
et al., (2009), o que é explicado pelo fato dos fragmentos amplificados terem
sido separados em géis de poliacrilamida que apresentam resolucdo superior
aos de agarose.

De acordo com a analise do dendrograma (Figura 2) e da matriz de
similaridade genética (Tabela 4) foi possivel agrupar os genotipos estudados
em dois grandes grupos. Um formado por Limdo Fino e Lima da Pérsia
(bastante divergentes, com 54% de dissimilaridade entre si) e o outro grupo
formado pelos demais que se subdivide em varios subgrupos. Os 15 gendtipos
de laranja doce formaram um Unico subgrupo com 40% de dissimilaridade em
relacdo aos outros trés genotipos. Estes, formados por Lim&o Tahiti, Mexerica
e Pomelo, que ficaram separados do referido grande subgrupo.

O grupo principal é formado por variedades de laranja doce indicadas
para o cultivo na regido nordeste do Brasil. Estas variedades podem ser
classificadas quanto a velocidade de maturacdo de seus frutos em Precoce:
Bahia 101, Baianinha 03, Hamlin 02, Lima, Rubi, Salustiana e Pineapple, Meia
estacdo: Sunstar, Westlin e Middlesweet e Tardia: Valencia Tuxpan, Péra D6,
Péra D9, Péra D12 e Natal (EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA, 2003).

O grupo das laranjas pode ser subdividido em dois subgrupos com 27%
de dissimilaridade entre si. O subgrupo 1 reune todos os gendtipos de
maturacdo precoce (Bahia 101, Baianinha 03, Hamlin 02, Lima, Rubi,
Salustiana e Pineapple), Westin e Middlesweet de maturacdo em meia estacéo
e 0s genotipos Natal Péra D6, Péra D9 e Péra D12 de maturacao tardia. O
Subgrupo 2, é formado pelos gendtipos Sunstar e Valencia Tuxpan de

maturacao meia estacao e tardia respectivamente.
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Considerando-se a dissimilaridade entre o pomelo e os demais
genotipos, observou-se uma variacdo de 0,41 a 0,84 (Figura 2), tornando-o
assim um promissor fornecedor de alelos novos para as culturas de laranja,
limédo, limas e tangerina. Como boa parte do tropico semi-arido reune
condi¢des climaticas favoraveis ao cultivo do pomeleiro, essa cultura podera
deixar de ser explorada em pequenos pomares e entrar na exploragdo em
escala comercial a exemplo do Estado de Sao Paulo, que responde,
praticamente, pela totalidade da producdo comercial brasileira (STUCHI et al.,
2003).

Apesar de nesse estudo ndo se ter detectado grandes variabilidades
genéticas entre as variedades da mesma espécie, no género Citrus a
diversidade é bastante expressiva (GIACOMETTI, 1991), podendo ser de
grande utilidade particularmente em programas de melhoramento genético
dirigidos a obtencdo de novos porta-enxertos adaptados as mais diversas
condi¢cbes ambientais, bem como na identificacdo de variedades promissoras

em termos de producao.

Tabela 3: Relacdo dos fragmentos amplificados com o uso de 15 p ISSR utilizados no estudo

de diversidade de Citrus

Primer N° de Loci Polirll_w(())(;icos Loci Monomoérficos
#862 5 2 3
#858 10 8 2
#820 8 8 0
#860 16 16 0
#2 12 12 0
#834 8 8 0
#3851 11 11 0
#845 11 11 0
#1 14 14 0
#3864 11 11 0
#885 7 7 0
#897 10 10 0
#866 9 9 0
#813 17 17 0
#886 16 16 0
Total 167 162 5
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Conclusodes

1- O polimorfismo gerado com os marcadores moleculares ISSR mostrou

uma baixa variabilidade genetica entre as 15 variedades de laranja doce
estudadas.

2- Os Marcadores ISSR foram eficientes para caracterizar variedades do
género Citrus e diferenciar gendtipos de laranja doce entre si e entre

genatipos de limas, tangerinas e pomelos.

3- Considerando-se a dissimilaridade entre o pomelo e o0s demais
genotipos, observou-se uma variagdo de 0,41 a 0,84 tornando-o0 assim
um promissor fornecedor de alelos novos para as culturas de laranja,

lim&o, limas e tangerina.
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Pomelo

: Tangerina
Laranjas Limées

§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 25 33

b -----.--...- - .-

Figura 1 — Padréo de bandas PCR-ISSR para as 20 gen6tipos do género Citrus, utilizando-se o
primer #851.

Tabela 4. Dissimilaridade genética observada entre 20 acessos do género Citrus da colecdo da
Estacdo Experimental de Brejao/PE, pertencente ao Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA),
obtida por meio do programa NTSYS — PC.

Acesso 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 25 33
1 Bahia 101 0,00
2 Baianinha 03 0,09 0,00
3 Hamlin 02 0,14 0,09 0,00
4 Lima 0,07 0,09 0,09 0,00
5 Rubi 0,11 0,12 0,04 0,07 0,00
6  Sunstar 0,29 0,26 0,33 0,34 0,36 0,00
7  Pineapple 0,08 0,11 0,10 0,08 0,06 0,33 0,00
8 PéraDé 0,11 0,14 0,08 0,12 0,06 0,38 0,06 0,00
9 PéraDy 0,09 0,15 0,14 0,13 0,12 0,37 0,06 0,07 0,00
10 PéraD12 0,12 0,15 0,07 0,08 0,05 0,41 0,07 0,05 0,12 0,00
11 Valéncia Tuxpan 0,13 0,230,230,210,20 0,18 0,13 0,19 0,17 0,22 0,00
12 Westin 0,11 0,12 0,15 0,10 0,12 0,38 0,08 0,13 0,14 0,10 0,18 0,00
13 Midsweet 0,05 0,09 0,12 0,07 0,10 0,33 0,04 0,08 0,07 0,08 0,18 0,09 0,00
14 Matal 0,09 0,10 0,08 0,05 0,06 0,36 0,08 0,07 0,08 0,06 0,19 0,05 0,07 0,00
15 Salustiana 0,150,198 0,22 0,18 0,19 0,29 0,11 0,15 0,10 0,17 0,21 0,16 0,13 0,14 0,00
16 LimadaPérsia (51 0,51 0,52 0,52 0,50 0,65 0,52 0,53 0,57 0,58 0,66 0,52 0,55 0,49 0,55 0,00
17 Liméo Tahiti 2000 0,36 0,42 0,43 0,41 0,37 0,54 0,36 0,41 0,40 0,44 0,38 0,35 0,40 0,35 0,40 0,49 0,00
18 Limé&o Fino 0,58 0,58 0,60 0,62 0,62 0,67 0,58 0,66 0,68 0,66 0,69 0,59 0,64 0,55 0,64 0,54 0,56 0,00
25 Mexerica 0,44 0,41 0,44 0,43 0,44 0,68 0,49 0,53 0,52 0,52 0,58 0,47 0,49 0,48 0,46 0,60 0,54 0,49 0,00
33 Star Ruby 0,50 0,55 0,54 0,45 0,49 0,72 0,49 0,49 0,42 0,46 0,55 0,49 0,48 0,41 0,44 0,66 0,60 0,54 0,58 0,00
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ANEXOS

1. Normas para submissdo da Revista Brasileira de Fruticultura

Forma e preparacdo de manuscritos

1. A Revista Brasileira de Fruticultura (RBF) destina-se a publicacdo de
artigos e comunicagfes técnico-cientificos na area da fruticultura,
referentes a resultados de pesquisas originais e inéditas, redigidas em
portugués, espanhol ou inglés, e ou 1 ou 2 revisbes por numero , de
autores convidados.

2. E imperativo que todos os autores assinem o oficio de encaminhamento
mencionando que : “OS AUTORES DECLARAM QUE O REFERIDO
TRABALHO NAO FOI PUBLICADO ANTERIORMENTE, OU
ENCAMINHADO PARA PUBLICAQAO A OUTRA REVISTA E
CONCORDAM COM A SUBMISSAO E TRANSFERENCIA DOS
DIREITOS DE PUBLICACAO DO REFERIDO ARTIGO PARA A
REVISTA.”, deve indicar a natureza da publicagdgo (ARTIGO OU
COMUNICACAO CIENTIFICA). De acordo com a natureza da
publicacdo, o mesmo devera ser redigido de acordo com as respectivas
normas. Trabalhos submetidos como artigo nédo serdo julgados ou
publicados na forma de Comunicacéao Cientifica e vice-versa.

3. Quando o numero de autores por manuscrito exceder a 4 (quatro),
o0 mesmo deverd vir acompanhado de justificativa descrevendo a
efetiva participacdo e/ou contribuicdo de cada um dos autores para
a consecucéo do trabalho submetido.

4. Os trabalhos devem ser encaminhados (SEM DISQUETE) em quatro
vias (3 vias sem 0 nome do(s) autor(es) para serem utilizadas pelos
assessores e uma via completa para o arquivo, incluindo e-mail,), em
papel tamanho A4 (210 x 297mm), numeradas, com margens de 2 cm,
em espaco um e meio , letra Times New Roman, no tamanho 13 e
escritos em uma Unica face do papel.

5. O texto deve ser escrito corrido, numerando linhas e paragrafos.
Tabelas e figuras em folhas separadas, no final do artigo.

6. O Custo para publicacdo na RBF € de R$ 250,00 (sdcio) por trabalho de
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12 péaginas (R$ 50,00 por pagina adicional) a ser pago da seguinte

forma:

1. No encaminhamento inicial efetuar o pagamento de R$ 100,00 e na

aceitacdo do trabalho o restante da taxa:

2.
3.
4.

R$ 150,00 para sécios (primeiro autor devera ser socio);

R$ 300,00 para nao sécios.

Banco do Brasil, agéncia n°® 0269-0 e Conta Corrente n° 8356-9
(enviar cépia do comprovante)

OBS: Para trabalhos denegados ou encerrados, nao sera devolvido
0 pagamento inicial.

Enviar os trabalhos para o editor-chefe da RBF, Prof. Carlos
Ruggiero, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane,s/n —
Unesp/FCAV -CEP 14884-900 - Jaboticabal-SP - email:
rbf@fcav.unesp.br . home page: www.rbf.org.br .

7. Uma vez publicados, os trabalhos poderdo ser transcritos, parciais ou

totalmente, mediante citacdo da RBF, do(s) autor(es) e do volume, namero,

paginacdo e ano. As opinides e conceitos emitidos nos artigos sao de

exclusiva responsabilidade do(s) autor(es).

8.

9.

Os artigos deverdo ser organizados em Titulo, Nomes dos Autores
completos (sem abreviacbes e separados por virgula, e de dois
autores, separadas por &), Resumo (incluindo Termos para
Indexacéo), Title, Abstract (incluindo Index Terms), Introducéo,
Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou Resultados e
Discussado), Conclusao, Agradecimentos (opcional), Referéncias
Bibliogréaficas, Tabelas e Figuras. O artigo deve ser submetido a
correcdo de Portugués e Inglés, por profissionais habilitados, antes de
ser encaminhado a RBF.

As comunica¢cfes devem ter estrutura mais simples 8 paginas, com

texto corrido, sem destacar os itens, exceto Referéncias.

10.No Rodapé da primeira pagina, deverdo constar a qualificacéo

profissional, o endereco e e-mail atualizados do(s) autor(es) e mencoes

de suporte financeiro.

11.As Legendas das Figuras e Tabelas deverdo ser auto-explicativas e

concisas. As Figuras coloridas terdo um custo adicional de R$400,00
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em folhas que as contenham. As legendas, simbolos, equacoes,
tabelas,etc. deverdo ter tamanho que permita perfeita legibilidade,
mesmo numa reducdo de 50% na impressao final da revista; parte
alguma da Figura devera ser datilografada; a chave das convencdes
adotadas devera ser incluida na area da Figura; a colocacgéo de titulo
na Figura devera ser evitada, se este puder fazer parte da legenda; as
fotografias deverdo ser de boa qualidade, bem focalizadas e de bom
contraste, e serdo colocadas em envelopes; cada Figura sera
identificada na margem, a traco leve de lapis, pelo seu numero e nome
do autor; as Figuras ndo devem estar danificadas com grampos.

12.Nas Tabelas, devem-se evitar as linhas verticais e usar horizontais,
apenas para a separacao do cabecalho e final das mesmas, evitando o
uso de linhas duplas.

13.Apenas a_versdo final do artigo deve ser acompanhada por cépia

em cd, usando-se preferencialmente os programas Word for Windows
(texto) e Excel (gréficos).

14.As citacbes de autores no texto deverdo ser feitas com letras
mindsculas, tanto fora quanto dentro dos parénteses, separadas por
“&”, quando dois autores. Quando mais de dois autores, citar o primeiro

seguido de “et al”. (ndo use “italico”).

REFERENCIAS:

NORMAS PARA REFERENCIA (ABNT NRB 6023, Ago. 2002)

As referencias no fim do texto deverdo ser apresentadas em ordem alfabética
nos seguintes formatos:

ARTIGO DE PERIODICO

AUTOR (es). Titulo do artigo. Titulo do periddico, local de publicacao, v., n.,

p., ano.

ARTIGO DE PERIODICO EM MEIO ELETRONICO

AUTOR(es). Titulo do artigo. Titulo do Peridédico, cidade, v., n., p., ano.
Disponivel em:<endereco eletrénico>. Acesso em: dia més (abreviado). ano
AUTOR(es). Titulo do artigo. Titulo do Periédico, local de publicacéo, v., n.
p., ano. CD-ROM
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LIVRO

AUTOR(es). Titulo: subtitulo. edi¢do (abreviada). Local: Edidora, ano. p. (total
ou parcial)

CAPITULO DE LIVRO

AUTOR. Titulo do capitulo. In: AUTOR do livro. Titulo: subtitulo.
edicdo(abreviada). Local: Editora, ano. paginas do capitulo.

LIVRO EM MEIO ELETRONICO

AUTOR(es). Titulo. edicdo(abreviada). Local: Editora, ano. p. (total ou parcial).
Disponivel em<endereco eletrénico>.Acesso em: dia més (abreviado). Ano
AUTOR (es). Titulo. Edicéo (abreviada). Local: Editora, ano. p. CD-ROM
EVENTOS

AUTOR.Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, numeracéao, ano, local de
realizacao.

Titulo...Local de publicacdo: editora, ano de publicacéo. p.

EVENTOS EM MEIO ELETRONICO

AUTOR. Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, numeracéao, ano, local de
realizacdo. Titulo...Local de publicacdo: Editora, data de publicacéo.
Disponivel em:

<endereco eletronico>. Acesso em: dia més (abreviado) ano.

AUTOR. Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, numeracéao, ano, local de
realizacdo. Titulo...Local de publicacéo: Editora, ano de publicacdo. CD-ROM
DISSERTAGAO, TESES E TRABALHOS DE GRADUAGAO

AUTOR. Titulo. ano. Namero de folhas ou volumes. Categoria da Tese (Grau e

area de concentragdo)- Nome da faculdade, Universidade, ano.

NORMAS PARA TABELAS E FIGURAS:

Tabela - Microsoft Word 97 ou versao superior; Fonte: Times New Roman,
tamanho 10; Paragrafo/Espacamento simples; Largura da tabela em 10 ou
20,6 cm; Além de mandar a tabela no mesmo arquivo do trabalho, enviar cada
tabela em arquivos separados; O titulo ou rodapé devera ser digitado no MS
Word.

Gréfico - Microsoft Excel/ Word 97 ou versdo superior; Fonte: Times New
Roman, tamanho 10; Paragrafo/Espagcamento simples; Largura da tabela em

10 ou 20,6 cm; Além de estar no corpo do trabalho, o grafico devera ser
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enviado separadamente, como imagem ( na extensao jpg, tif ou gif com 300
dpi de resolucéo), e como arquivo do Excel atentando para as especificagcdes
de largura e fonte; O titulo ou rodapé devera ser digitado no MS Word.

Fotos - Todas as fotos deverao estar com 300 dpi de resolucdo em arquivo na
extensdo: jpg, jpeg, tif ou gif; Além de estarem no corpo do trabalho, as fotos
devem estar em arquivos separados; O titulo ou rodapé devera ser digitado no
MS Word.

Figuras ou imagens geradas por outros programas — As imagens geradas por
outros programas que nao sejam do pacote Office Microsoft, devem estar com
300 dpi na extensao: jpg, tif ou gif; Largura de 10 ou 20,6 cm; O titulo ou

rodapé devera ser digitado no MS Word.
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