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AVALIACAO DA SIMILARIDADE GENETICA ENTRE VARIEDADES DE
LARANJAS [Citrus sinensis (L.) Osbeck] E MUTANTES DA ‘FOLHA MURCHA’
POR MEIO DE MARCADGORES MOLECULARES RAPD
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RESUMO

A variedade ‘Folha Murcha’ se destaca em pomares de laranjas-doce [Citrus sinensis (L.)
Osbeck], onde alguns individuos apresentam folhas normais (ndo murchas). Com o objetivo
de analisar a possivel origem genética desse mutante, foi realizado um estudo de diversidade
genética envolvendo seus parentais e outras cultivares de laranja utilizando marcadores
RAPD. A partir de 17 primers foram obtidos 28 marcadores polimorficos, nimero suficiente
para a diferenciacdo dos genétipos analisados, uma vez que a partir de 17 fragmentos foi
determinada correlag@o de 0,9771, pela andlise de todos os marcadores. O agrupamento pelo
método UPGMA representou adequadamente a matriz de distdncia, com uma correlagdo
cofenética (r.) de 0,96. Apesar do baixo nivel de polimorfismo detectado pela técnica em
Citrus sinesis (L) Osbeck (1,6 polimorfismo/primer), 9 variedades de laranja foram
diferenciadas, ndo havendo diferencas genéticas entre a variedade ‘folha murcha’ e os
mutantes de folha normal. Adicionalmente, a variedade ‘Folha Murcha’ e seus mutantes
apresentaram maiores indices de similaridade genética com as cultivares ‘Valéncia Tardia’ e
‘Natal’, sendo bons candidatos para maiores investigacdes sobre a origem da cultivar ‘Folha
Murcha’.
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ABSTRACT
The variety "Folha Murcha' if detaches in sweet orange orchards [Citrus sinensis (L.)

analyze the possible genetic origin of this mutant, it was carried through a study of genetic
diversity involving it’s parental and others to cultivate of orange using RAPD markers. From
17 primers 28 polimérfic markers had been gotten, enough number for the differentiation of
the analyzed genotypes, a time that from 17 fragments was determined a correlation of
0,9771, for the analysis of all the markers. The grouping will be method UPGMA represented
adequately the distance matrix, with a cofenetic correlation (rc) of 0,96. Although the low
level of polimorfism detected for the technique in Citrus sinensis (L) Osbeck (1,6 to
polimorfism/primer), 9 varieties of orange had been differentiated, having genetic differences
between the variety "Folha Murcha' and the mutants normal leaf. Additionally, the variety
“Folha Murcha' and it’s mutants had presented greaters indices of genetic similarity with them
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to cultivate ‘Valéncia Tardia’ and ‘Natal’, being good candidates for bigger inquiries on the
origin of cultivating ‘Folha Murcha’.

Key words: ‘Folha Murcha’, RAPD Markers, Genetic Similarity.

INTRODUCAO

Dentre as cultivares de Citrus sinensis (L.) Osbeck, a laranjeira ‘Folha Murcha’ é uma
variedade com frutos de 6tima qualidade, cuja maturacdo se dd nos meses de janeiro a marco,
- periodo considerado de entressafra. Essa laranjeira tem sua origem de dificil estabelecimento,
caracterizada por apresentar folhas enroladas e de maturagc@o tipicamente tardia. Alguns
autores a consideram uma variacdo espontdnea da Péra, Valéncia ou Seleta (Junior et al.,
2005). Em um pomar particular na cidade de Lavras MG, foram observados que alguns
individuos apresentando ‘Folha Murcha’, obtidos a partir de um mesmo individuo por meio

da limpeza clonal por microenxertia in vitro (Paiva, 1993) apresentavam galhos maiores com
folhas normais (ndo murchas).

Segundo Donadio et al. (1995) a variedade ‘Folha Murcha’ é uma espécie tipicamente
brasileira, pois ndo hé citagGes de tipos semelhantes na literatura mundial. Assim torna-se de
fundamental importéncia a compreensio da origem de tal variedade, pois sendo de maturagio
tardia (Paiva, 1993), torna-se uma Gtima op¢ao ao citricultor. Assim, o estudo da diversidade
genética por meio de marcadores moleculares envolvendo outras cultivares de laranja pode
contribuir para aumentar o conhecimento sobre a variedade em questdao. O objetivo deste
trabalho foi o estudo da diversidade genética entre variedades de Citrus sinensis (L.) Osbeck
relacionados aos mutantes da ‘Folha Murcha’, além de ramos mutantes (folha normal) e de

folha murcha de dois individuos da cultivar ‘Folha Murcha’ utilizando marcadores RAPD.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados dois individuos da variedade ‘Folha Murcha’ que apresentavam
galhos mutantes (folhas normais), incluindo os galhos com folhas murchas e com folhas
normais e um individuo sem galhos mutantes. Foram avaliadas as cultivares Valéncia Tardia,
Péra-rio, Bahia, Bahia Microenxertada, Natal e trés variedades de Seleta. O DNA foi extraido
- (Wadt, 1997) e as reacdes de RAPD foram realizadas utﬂizando um programa de 35 ciclos,
com desnaturag@o inicial a 95°C por 60 segundos, seguido por desnaturacdo a 94°C por 10
segundos, anelamento a 36°C por 60 segundos e extensﬁo’a 72°C por 30 segundos. Os
fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v).

Foi montada uma matriz representando a presenca (1) e auséncia (0) de bandas fortes,

a partir da qual foi gerada uma matriz de similaridade genética calculada pelo indice de
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Jaccard (Anderberg, 1973). A representacdo grafica das similaridades genéticas foi realizada
pelo método de agrupamento UPGMA-Unweighted Pair-Group Method, Arithmetic Average
(Sneath & Sokal, 1973) utilizando o software NTSYS-pc 2.1 (Rohlf, 2000), que analisou-se
também a consisténcia do agrupamento por meio da correlagdo cofenética, denominado teste
Z de Mantel (Manly, 1997). O nuimero 6timo de marcadores foi calculado por meio de
simula¢des com 10.000 reamostragens utilizando nimeros crescentes de marcadores por meio
do programa GENES (Cruz, 2001). O nimero ideal de bandas polimérficas foi considerado

quando o valor de estresse assumiu valor menor que 0,05 Kruskal (1964).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 98 primers RAPD inicialmente testados, 17 amplificaram pelo menos um produto
com padrdo adequado e polimérfico, sendo, utilizados nas andlises subseqiientes. Foram
obtidos 28 (16%) fragmentos polimérficos e 122 (84%) monomorficos entre os individuos
avaliados, esse valor € baixo em relagdo as Andlises de Gen6tipos de Citrus spp. com 12
primers, feitas por Bastianel et al. (2001), encontrando 64 bandas polimorficas. O nimero
6timo de marcadores polimérficos pela reamostragem dos dados foi 17 fragmentos (Figura 1).
Com esse nimero, a soma dos quadrados dos desvios em relagdo a andlise feita com todos os
marcadores e o valor de estresse foram menores que 0,05 e a correlag@o entre os dados foi de

0,9771, sugerindo alta consisténcia entre as matrizes segundo Kruskal (1964).
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Figura 1: Valores de correlagdo, estresse e SQD utilizando a estratégia de reamostragem para
niimeros crescentes de marcadores RAPD polimérficos, comparados com a matriz

gerada pelo nimero total de marcadores, entre as cultivares de Citrus sinensis (L)
Osbeck.
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No dendrograma obtido por meio da analise de agrupamento UPGMA (Figura 2), ndo
houve diferenciacdo entre os individuos da cultivar ‘Folha Murcha’ nem entre os galhos
apresentando folha murcha e folha mutante, sugerindo que esse fenétipo pode ser alguma
alteracdo fisiolégica, ou mesmo genética, mas que ndo foi detectada pela estratégia
empregada. Os individuos ‘Seleta’ também se encontram em um mesmo ramo do
dendrograma com similaridade em torno de 0,50, confirmando que mesmo dentro de uma
cultivar existe uma certa variabilidade genética. Dentre as cultivares de laranja avaliadas no
presente trabalho, a ‘Valencia Tardia’ e ‘Natal’ mais se aproximaram dos individuos que
representaram a cultivar ‘Folha Murcha’. Essas cultivares podem ser indicadas para trabalhos
futuros com objetivo de identificar a origem da cultivar ‘Folha Murcha’. O dendrograma
representou com elevada confiabilidade a matriz de similaridade genética, uma vez que a
~ correlacdo cofenética (r.) foi de 0,96.

Os resultados apresentados no presente trabalho sdo consistentes, em decorréncia de
ndo haver interferéncia do ambiente, o que € comum em dados fenotipicos, e dos marcadores

RAPD geralmente proporcionarem uma ampla cobertura do genoma (Ferreira & Grattapaglia,
1998).
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Figura 2: Anélise de agrupamento dos 13 genétipos de Citrus sinensis (L) Osbeck calculada
pelo método UPGMA, com base no coeficiente de similaridade de Jaccard.
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CONCLUSOES

O polimorfismo gerado pela técnica de RAPD possibilitou a diferenciagdo entre as
variedades de Citrus sinesis (L) Osbeck estudadas, utilizando 28 marcadores polimoérficos,
mesmo sendo verificado um baixo indice de polimorfismo. Considera-se de acordo com a
figura 2 que porcentagens maiores de similaridades s@o verificadas entre os individuos ‘Folha
Murcha’, ‘Valéncia Tardia’ e ‘Natal’, sendo bons candidatos para maiores investiga¢des sobre
a origem da cultivar ‘Folha Murcha’.

Informagdes sobre Citrus sinensis (L) Osbeck s3o de extrema importincia para a
citricultura, principalmente a variedade ‘Folha Murcha’ pois hd poucos relatos sobre a
mesma. Os estudos realizados neste trabalho visaram apenas & prévia distin¢do de laranjeiras.
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