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INTRODUÇÃO 

O Brasil é um dos maiores produtores de citros e contribui com cerca de 15% da produção 

global (FAO, 2017). Diante da importância da citricultura, principalmente no cenário econômico, 

diversos estudos têm sido realizados com o objetivo de explorar o potencial máximo da cultura e 

minimizar os desafios enfrentados pela cadeia de produção citrícola nacional (PIMENTEL et al., 

2014). 

 O conhecimento da base genética de porta-enxertos e híbridos de grande valor comercial é 

de suma importância para a conservação, caracterização e uso de recursos genéticos no 

melhoramento de plantas. Dessa forma, diversos métodos de análise molecular têm sido utilizados 

em estudos de variabilidade genética em plantas, em especial na fruticultura (REIS et al., 2015). 

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculares utilizados para o estudo de 

diversidade genética, destaca-se os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), ou também 

denominados de marcadores microssatélites não-ancorados (BORNET & BRANCHARD, 2001), 

que tem sido amplamente utilizados para relevar o polimorfismo molecular em diversas espécies de 

plantas devido a sua ampla distribuição no genoma. Esse tipo de marcador é muito importante para 

estudos de caracterização genética e fingerprint molecular devido à sua alta taxa de discriminação, 

especialmente entre indivíduos proximamente relacionados (WHITE et al., 2018), como muita das 

vezes é o caso de acessos em bancos germoplasma.  

As comparações de fingerprints moleculares entre espécies, híbridos ou variedades em 

estudos de recursos genéticos de plantas, tem como finalidade principal fornecer um perfil 

eletroforético molecular, que pode, se necessário, ser utilizado para assegurar os direitos dos 

melhoristas em caso de contestação de idoneidade, principalmente em culturas que se propagam 

vegetativamente (TORRE et al., 2006). Da mesma forma, a verificação da identidade das plantas 

pode favorecer estudos de adoção e distribuição geográfica de variedades lançadas pelos programas 

de melhoramento. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver perfis moleculares de 15 PEs de 

citros para obtenção do fingerprint por meio de análises moleculares.

265



MATERIAL E MÉTODOS 

Foram coletadas folhas jovens de 15 porta-enxertos de citros, a citar: HTR-051, HTR-053, 

HTR-206, HTR-208, TSKFL x CTSW – 004, TSKC x CTSW – 028, TSKC x CTSW – 041, TSKC 

x (LCR x TR) – 017, TSKC x (LCR x TR) – 059, TSKC x TRFD – 003, TSKC x TRFD – 006, 

TSKC x TRFD – 007, TSKC x CTQT1439 – 014, LCR x TR – 001, LCR x CTSW – 009. Os PEs 

foram coletados no BAG-citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada no município de 

Cruz das Almas, Bahia. As amostras foram armazenadas em freezer (-20°C) até o momento da 

extração.  

A extração do DNA total foi realizada pelo método Doyle & Doyle, (1990) com 

modificações. Depois de extraído, a concentração do DNA foi estimada através de eletroforese em 

gel de agarose a 1%. Após essa etapa, a amostra de DNA foi ajustada para 10 ng/µL, para 

posteriores amplificações utilizando primers  ISSR. 

Os primers ISSR foram selecionados conforme testes preliminares de ajuste de temperatura 

de anelamento e amplificação realizados no Laboratório de biologia molecular da Embrapa. Com 

base nesses testes, foi possível selecionar 40 primers a serem amplificados. Os produtos da 

amplificação foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e as imagens capturadas para 

genotipagem.  

A genotipagem seguiu o padrão de ausência (0) e presença de bandas (1) e posteriormente 

os dados foram submetidos a dois softwares: GENES (CRUZ et al. 2016) – comando “fingerprint” 

e o software R-Program (R-Core Development Team, 2014) - pacotes “vegan” e “poppr”. O uso de 

ambas metodologias permitiu não somente a identificação dos principais primers a serem utilizados 

no fingerprint, mas também as principais marcas responsáveis pela diferenciação entre os 

indivíduos. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os acessos do BAG-Citros da Embrapa em campo e em casa de vegetação encontram-se na 

Figura 1 (A e B). 

Figura 1(A e B): A: Acessos de genótipos de citros pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma 
de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura. A: Acessos em campo e B: Acessos mantidos em 
casa de vegetação. Créditos das fotos: Dr. Orlando Sampaio Passos. 
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Dos 40 primers utilizados, 18 amplificaram com sucesso e um total de 109 fragmentos 

foram obtidos. Dos 109, 38 locos foram monomórficos e 71 locos polimórficos. Esses últimos 

foram então utilizados na análise molecular.  

Pela análise de exclusão do GENES, foram detectadas 5 marcas mais polimórficas, sendo 3 

dessas marcas geradas pelo mesmo primer, ISSR40 (TriGTG3'YC ) (Figura 1C), seguido do 

TriGTG, e TriCAG3'YC.  

Já a análise baseada no acúmulo de bandas pelo programa R (Development Core Team, 

2016) com uso dos pacotes vegan e poppr (Figura 2), revelou que sete locos já seriam suficientes 

para gerar o fingerprint desse conjunto de genótipos ao considerar o arquivo original de dados da 

planilha de genotipagem, sendo os primers mais importantes o ISSR9 (DiCA5´T), ISSR54 

(TriATG3´RC) e ISSR26 (DiGT5´CR).  

Figura 2 - Análise por acúmulo de bandas gerada com auxílio dos pacotes vegan e 
poppr no software “R”. Entre os primers que foram eficazes em gerar a identidade molecular dos 
indivíduos, destacam-se: ISSR 9 (TriGTG3'YC), ISSR54 (TriGTG), e ISSR26 (TriCAG3'YC).  A 
seta vermelha indica o número mínimo de bandas necessárias para diferenciar o conjunto de 
genótipos (1-15), que no caso, foi sete (100%).   

O perfil eletroforético do primer ISSR 40 e ISSR 9 para os  15 PEs em estudo, encontra-se 

na Figura 3 (A e B). 
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Figura 3  (A e B): Perfil eletroforético dos 15 genótipos de PEs de citros: (A): ISSR40 TriGTG3'YC 
(mais polimórfico). M = marcador molecular 1 kb (Invitrogen). 1-15: genótipos de PEs de citros. 
(B) ISSR 9 (DiCA5´T). M = marcador molecular 1 kb (Invitrogen). 1-15: genótipos de citros.

CONCLUSÕES 

As análises realizadas permitiram a elaboração de um fingerprint molecular entre os 15 

genótipos, além de determinar os primers que foram mais eficazes no presente estudo.  Esse estudo 

preliminar é importante para garantir a identidade genética dos PEs de citros, não somente por 

fornecer seus perfis moleculares, mas também por fornecer informações de forma a assegurar os 

direitos dos melhoristas caso haja contestação de idoneidade dos materiais.   
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