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CONSTRUCAO DE MAPAS DE LIGACAO GENICA DE TANGERINA
CRAVO E LARANJA PERA UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES
MICROSSATELITES, TRAP e SNPs
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RESUMO
A pequena quantidade de variedades de citros utilizadas comercialmente contribui
para a vulnerabilidade da cultura em relagdo a problemas fitossanitarios, portanto héa a
necessidade de unir ferramentas biotecnolégicas e metodologias tradicionais de
melhoramento genético para que o numero de variedades aumente. Foram realizados
diversos experimentos, através de cruzamentos controlados, para avaliar a resisténcia
das plantas a diversas doencas como a clorose variegada dos citros (CVC) e a tristeza
(Citrus tristeza virus - CTV), além de verificar as caracteristicas agrondmicas como
época de maturagdo, tamanho da planta, quantidade de sementes, produtividade e
qualidade dos frutos. Os 76 hibridos resultantes do cruzamento de tangerina Cravo e
laranja Péra, ja foram utilizados para a construcdo de mapas de ligagdo génica com o
marcador molecular RAPD, portanto o objetivo desse trabalho é incluir os marcadores
moleculares SSR (Simple Sequence Repeats), TRAPs (Target Region Amplification
Polymorphism) e SNPs (single Nucleotide Polymorphism) nos mapas genéticos de
laranja Péra e tangerina Cravo. Através do presente trabalho foi possivel selecionar e
genotipar na populagdo 76 marcadores TRAPs e 26 SSR. A construgdo dos mapas de

ligagdo esta em andamento.
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ABSTRACT

The small amount of citrus varieties used commercially contributes to the vulnerability
of culture in relation to phytosanitary problems, so there is the need to combine
biotechnological tools and traditional methods of genetic improvement to increase the
number of varieties. Several experiments were conducted by means of controlled
crosses to evaluate plant resistance to various diseases such as citrus variegated
chlorosis (CVC) and Tristeza (Citrus tristeza virus - CTV), and check the agronomic
characteristics such as period of ripening, plant size, number of seeds, productivity and
fruit quality. The 76 hybrids of Cravo mandarin and Pera sweet orange, have been
used to construct genetic linkage maps with RAPD molecular marker, so the aim of this
study was to include molecular markers SSR (Simple Sequence Repeats), TRAPs
(Target region Amplification Polymorphism) and SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) in the genetic maps of Cravo mandarin and Pera sweet orange. With
the present work, it was possible to select and genotype in the population 76 TRAPs
and 26 SSR markers. The construction of linkage maps is in progress.

INTRODUCAO

A citricultura é uma das atividades econbémicas mais importantes do Brasil,
porém a cultura de citros é bastante afetada por diversos problemas fitossanitarios,
devido ao pequeno numero de variedades utilizadas comercialmente. Um numero
maior de variedades / genétipos com o potencial para cultivo comercial tem sido um
dos principais objetivos dos programas de melhoramento genético de citros.

Ferramentas biotecnolégicas como a utilizacdo de marcadores moleculares e
auxiliam na obtencdo de mapas de ligacao génica, possibilitando a avaliacdo de varias
fontes de resisténcia a fatores bi6ticos e abiéticos da planta.

Marcadores codominantes como os Microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeats) sédo de extrema importancia para a construgdo de mapas, pois permitem a
distincdo de gendtipos heterozigotos e homozigotos (CRISTOFANI et al., 2010).

Os TRAPs possuem dois pares de primers, os fixos e os arbitrarios. Os primers
fixos sdo desenhados a partir de uma sequéncia alvo, os primers arbitrarios séo
sequencias ricas em AT ou GC. Através da utilizagdo deste marcador pesquisadores
tem buscado gendtipos com caracteristicas de interesse agronémico.

A utilizacdo desses marcadores nos mapas de ligagdo génica de tangerina

Cravo (Citrus reticulata) e laranja Péra (Citrus sinensis) possibilitara ampliar o namero


http://pt.bab.la/dicionario/ingles-portugues/phytosanitary
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de marcadores moleculares em mapas existentes e trabalhos futuros envolvendo
mapeamento de regides genbmicas de interesse, como a resisténcia a clorose

variegada dos citros (CVC), uma vez que, a tangerina Cravo € resistente a doenca.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e extracdo do DNA total

Foram coletadas folhas de 76 hibridos e de seus genitores (Figura 1). Essas
folhas passaram por um processo de limpeza, posteriormente, a extracdo total do DNA
foi realizada de acordo com a metodologia de Murray e Thompson (1980), com
adaptacdes introduzidas por Machado et al. (1996). A quantificacdo do DNA extraido
foi realizada através de sua comparagdo com DNA padrdo de concentracdo
conhecida.

FIGURA 1. Tangerina Cravo vs laranja Péra e amostras

de hibridos da progénie .

Marcadores TRAP (Target Region Amplification Polymorphism)

Nas atividades com marcadores TRAP, foram utilizados quatro primers fixos e
seis arbitrarios. Os primers fixos foram desenhados a partir dos genes
diferencialmente expressos detectados nos trabalhos com hibridag&o in silico a partir
da identificacdo da sequéncia no CitEST (Citros EST) de plantas infectadas ou ndo
com o Citrus tristeza virus (CTV), gomose de Phytophthora e Xylella fastidiosa
(CRISTOFANI et al., 2007; CAMPOS et al., 2007). Os primers arbitrarios foram
desenhados de acordo com LI e QUIROS (2001). O programa Primer3 (http://www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi) foi utilizado para desenhar os primers.

As reacBes de amplificacdo foram conduzidas a um volume final de 25 pyL com

0s seguintes componentes: 2 L (50 ng) da amostra de DNA, 2,5 pyL do 10 x tampéo
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de reacdo, 2,5 uL de 25 mM MgCl,, 1 yL de 5 mM dNTPs, 1 pL dos primers arbitrarios
e 1 uL dos primers fixos e 0,2 yL de Taq DNA polimerase. A PCR foi conduzida em
termocicladores Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Life technologies/Applied
Biosystems) com temperatura de desnaturacdo do DNA a 94°C por 2 min. A seguir, 5
ciclos a 94°C por 45 s, 35°C por 45 s, e 72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos a 94°C
por 45 s, 50°C por 45 s, 72°C por 1 min e um passo de extensdo a 72°C por 7 min.

Apos as amplificagfes das amostras foi realizada a eletroforese dos produtos
amplificados em gel de Agarose 2% com brometo de etidio, explicitando assim,
possiveis polimorfismos nos genes. Os locos polimérficos foram avaliados quanto aos
tipos de segregacao e ao numero locos por combinacdes de pares de primers.
Marcadores Microssatélites

SSR. Polimorfismo de loci SSR foi acessado a partir da selecdo de 30 pares de
primers desenhados por Palmieri et al. (2007) tendo por base as sequéncias de
microssatélites obtidas do banco de dados do genoma de citros (CitEST). As reacdes
de amplificacéo foram preparadas em um volume final de 13 uL e constituidas de H,O
milliQ, Tampéo 10X [(NH,4),SO, - MgCl,), MgCl, 1,5 mM (Fermentas©)]; dNTPs - 2,0
mM (Fermentas®©); 0,1 mM de cada primer, Taq DNA polimerase (1,5 U) (Fermentas®©)
e de 2 pL de solugdo de DNA (100 ng). A amplificacdo foi conduzida em
termocicladores Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Life technologies/Applied
Biosystems) programado para 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 65-56 °C por 30 s e 72 °C
por 5 s. A temperatura de anelamento se inicia a 65 °C, decrescendo de 0,3 °C a cada
ciclo seguido por trés ciclos de anelamento a 56 °C.

Apés a realizagdo das amplificacdes das amostras, foi preparado um gel de
Agarose 3% junto ao brometo de etidio, para a verificacdo de alelos homozigotos ou/e

heterozigotos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Loci TRAP e SSR. A selecdo de polimorfismo em loci TRAP (Figura 2A) e SSR
(Figura 2B) foi realizada primeiramente nos dois genitores e seis hibridos tomados
aleatoriamente na populacdo-mapa. Os primers polimoérficos foram empregados na
genotipagem de todos os genétipos da populagdo-mapa.

Dentre os 24 pares de combinagcBes de primers TRAP avaliados, 20 foram
selecionados (Tabela 1), e resultaram na geracéo de 76 marcadores, variando de duas

a seis marcas, com uma media de 3,8 marcadores/par de primer.
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Figura 2. (A) Gel de agarose 2% com brometo de etidio, apontando locos
polimorficos do marcador molecular TRAP, obtido pela combinacao dos
primers 03F e 02A. M = marcador de peso molecular (Ladder 1Kb plus), TC =
tangerina Cravo, LP = laranja Péra, de 1 a 15 = hibridos de laranja Péra e
tangerina Cravo. (B) Gel de agarose 3% com Brometo de etidio, apontando

loco polimérfico do marcador molecular SSR 40.

Entre os primers testados foram avaliados o numero de locos polimorficos e o

tipo de segregacéo desses alelos (Tabela 1).
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TABELA 1. Categorias funcionais de cada gene alvo, o numero de alelos
polimérficos obtidos a partir de 20 combinacdes de primers fixos e arbitrarios e o

tipo de segregacéao desses alelos.

Categoria Gene Alvo Primers N® de locos Tipo de
Funcional Fixos Arbitranos  polimérficos segregacio

01 04 1:1e 31

0z 03 1:1e 31

) . 03 03 1:1e 31

Metabolismo Sintese de ACC 01 04 03 116 31
05 03 3:1
06 02 3:1

01 05 1e 31

L ) 0z 03 Te 3

Metabolismo ‘?féﬁﬁr:i?;gsoe 02 03 05 4¢3
05 05 3:1

06 03 1:1e 31

01 04 1:1e 31

0z 05 1:1e 31

. Sacarose 03 04 1:1e 3:1

Metabolismo Sintase 03 04 06 11e31

05 03 1:1e 31

06 06 1:1e 31

Ribulose 1.5- 01 04 1:1e 31
Energia Bifosfato 04 02 03 1:1
Carboxilase 03 0z 1:1

Em relacdo aos marcadores microssatélites (Figura 2B) dos 30 pares de
primers 26 foram selecionados com base no polimorfismo entre 0os genitores e a
segregacao na progénie, totalizando 26 SSRs gendmicos e derivados de sequéncias
expressas (EST-SSRs). A genotipagem dos marcadores SSR na progénie e a

construcdo dos mapas de ligacdo estdo em andamento.

CONCLUSAO

Através do presente trabalho foi possivel ampliar o nimero de marcadores
moleculares para a construgdo de mapas de ligagdo génica de tangerina Cravo e
laranja Péra e possibilitara o mapeamento de genes de resisténcia e/ou de interesse

agronémico.
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