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 INTRODUÇÃO 
 O Brasil é o maior produtor mundial de frutas cítricas, tendo produzido em torno 
de 19% da produção mundial em 2005 (FAO, 2006). Dentre os citros, a cultura das 
tangerineiras apresenta pequena diversidade, sendo quatro as principais variedades 
cultivadas no Brasil: tangerineira ‘Poncã’, tangoreiro ‘Murcott’ e de menor relevância 
a ‘Mexerica do Rio’ e tangerineira ‘Cravo’, sendo produzidas em São Paulo, o 
principal estado produtor (PIO, 2003).  
 A ‘Montenegrina’ (C. deliciosa Ten.) é a principal variedade de tangerineira 
cultivada no Rio Grande do Sul, correspondendo a aproximadamente 30% da área 
plantada (GRUPEX, 2005). A origem dessa cultivar ainda não foi determinada, mas 
se acredita que tenha surgido, na década de 1930, a partir de um seedling da 
cultivar Caí, no município de Montenegro, RS (RODRIGUES & DORNELLES, 1999).
 Desde que começou a ser cultivada comercialmente, outras variedades 
surgiram a partir da “Montenegrina”, selecionadas pelos produtores locais. No 
entanto, a caracterização dessas novas variedades não foi realizada até o momento, 
para determinar a distância genética entre elas e a cultivar Montenegrina. 

Em citros, marcadores moleculares têm sido amplamente utilizados em um 
grande número de espécies para fins de caracterização de germoplasma, estudos 
taxonômicos e filogenéticos, mapeamento e identificação de mutantes, entre outros 
(CAI et al., 1994; LURO et al., 1995; MACHADO et al. 1996; BASTIANEL et al., 
1998; COLETTA FILHO et al., 1998; BASTIANEL et al. 2001) e os marcadores 
RAPD vêm demonstrando ser muito eficientes para essas espécies (OLIVEIRA et al. 
2004; OLIVEIRA et al., 2003, CRISTOFANI et al., 2001). 

 
 OBJETIVO 

Este trabalho teve como objetivo realizar um screening de primers RAPD com 
base em tangerineiras oriundas de pomares comerciais de Montenegro (RS), para 
serem utilizados futuramente para caracterizar molecularmente a variedade 
Montenegrina e avaliar a distância genética entre ela e novas variedades 
selecionadas naquele município. 

 



MATERIAL E MÉTODOS 
Amostras de DNA foram isoladas a partir de folhas jovens de cinco genótipos 

de tangerineiras, provenientes de pomares comerciais localizados no município de 
Montenegro, RS. Foram coletadas amostras da variedade Montenegrina, da planta 
“Montenegrina Mãe”, de onde a variedade teria se originado, além das variedades 
conhecidas pelo produtor como “Montenegrina graúda”, “Montenegrina rugosa”, 
Montenegrina Ost e “Montenegrina Rainha”. 

O DNA total foi extraído utilizando o kit Quiagen (Alemanha). A quantificação e 
a qualificação do DNA genômico foram efetuadas em gel de agarose (1,5%). 

Foram testados 57 primers de RAPD. As reações de amplificação em cadeia 
(PCR) foram preparadas em um volume de 13µL, contendo: 1,3 µL de tampão 10x 
(Invitrogen); 10µL de dNTPs (Invitrogen); 3,0 µL de cada primer (Invitrogen); 1,5 
unidades da enzima Taq polimerase (Invitrogen) e 2µL de DNA genômico. A reação 
de amplificação em cadeia foi conduzida em termociclador (Robocycler Cycler 
Stratagene) em 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minu to a 35°C e 2 minutos a 72°C, 
acrescidos de 5 minutos a 72°C ao final do último c iclo, segundo protocolo descrito 
por Ferreira e Grattapaglia (1998). Os padrões de amplificação foram visualizados 
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo e fotografados no sistema 
Vilber Lourmat. 

Os géis obtidos após a corrida das reações de PCR foram avaliados quanto à 
qualidade das bandas obtidas e a presença de bandas polimórficas e monomórficas. 
Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparação com o marcador 1 
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A época de coleta de folhas para a extração de DNA não foi a ideal. As 
plantas apresentavam poucas folhas jovens e, consequentemente, a quantidade de 
DNA extraída nas amostras foi baixa. 

A maioria dos primers testados apresentou padrão de amplificação ruim ou 
não amplificaram. Os primers OPA5, OPAB5, OPAB17, OPN7, OPX3, OPX12, 
OPX16 e OPY15, embora não tenham apresentado padrão claro de bandas, a 
visualização foi possível, mas, porém a qualidade não permitiu a interpretação dos 
resultados. Já os primers OPF13, OPI1, OPX1, OPX4, OPX6 e OPY16 embora 
tenham amplificado, apresentaram apenas bandas monomórficas, não possibilitando 
a diferenciação entre os genótipos testados, mas podendo ser utilizados para a 
caracterização entre outras variedades de tangerineiras (Tabela 1). 

O primer OPA11 apresentou padrão diferente de bandas entre as variedades 
Montenegrina, “Montenegrina graúda” e “Montenegrina Rainha”, com duas bandas 
polimórficas.  As amostras de “Montenegrina rugosa” e “Montenegrina mãe” não 
apareceram no gel, provavelmente devido à quantidade insuficiente de DNA 
(Figura1). Em estudo realizado com a espécie tangerina’Cravo’ (C. reticulata Blanco) 
e laranja ’Pera’(C. sinensis (L.) Osbeck), Oliveira et al.; 2004, utilizaram o primer 
OPA 11, obtendo 7 fragmentos amplificados com 1 fragmento polimórfico. O primer 
OPA13 também apresentou padrão diferente entre as variedades “Montenegrina 
Rainha” e “Montenegrina graúda”, com a segunda apresentando uma banda de 830 
bp a mais. Já o primer OPA3 apresentou fragmentos amplificados que variam de 
1700 pb a 1280pb pb , somente a amostra Montenegrina não apareceu no gel. 

O primer OPF13 possibilitou a amplificação de fragmentos com padrão de 
segregação heterozigoto para o citrumeleiro ’Swingle’ e limoeiro ‘Cravo’ (FARIA et al. 
2007). 



Dentre os 57 primers testados, três apresentaram polimorfismo entre as 
amostras, com variação de um ou dois fragmentos. O baixo polimorfismo pode ser 
devido à pequena distância genética entre os genótipos, sugerindo um grau de 
parentesco entre eles. Os fragmentos amplificados variaram entre 470 pb e 1.570 
pb.  

Novas amostras de DNA deverão ser isoladas e testadas em novas condições 
de reação bem como os primers OPA11, OPA13 e OPI3, bem como com os primers 
OPA3, OPA4, OPA5, OPA10, OPAB1, OPAB5, OPF13, OPN7, OPX3, OPX12, 
OPX16 e OPY15 a fim de determinar a distância genética entre as variedades 
selecionadas em Montenegro, RS. 
 
Tabela 1  - Relação dos primers utilizados que apresentaram boa qualidade no gel de agarose. 
Número de bandas avaliadas por gel e presença de bandas polimórficas. Avaliação da variedade de 
tangerineira “Montenegrina” e variedades oriundas desta. 
Primer Sequência 5’ – 3’ Número de bandas avaliadas Presença de bandas polimórficas 
OPA11 CAATCGCCGT 8 Sim 
OPA13 CAGCACCCAC 5 Sim 
OPI1 ACCTGGACAC 3 Não 
OPI3 CAGAAGCCCA 3 Sim 

OPF13 GGCTGCAGAA 5 Não 
OPX1 CTGGGCACGA 6 Não 
OPX4 CCGCTACCGA 9 Não 
OPX6 ACGCCAGAGG 5 Não 
OPY16 GGGCCAATGT 2 Não 
 
Figura 1 - Gel agarose (1.5%) obtido após amplificação com o primer OPA11.1-Montenegrina, 2- 
Montenegrina Ost, 3-Montenegrina Rainha, 4-Montenegrina Ost, 5-Montnegrina Ost, 6-Montenegrina 
Graúda, 7- Montenegrina Graúda, 8- Montenegrina Ost, 9- Montenegrina Rainha, 9- Montenegrina 
Mãe, M- Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 

 
 CONCLUSÕES 

Marcadores RAPD foram capazes de detectar polimorfismo entre as amostras, 
mesmo com a provável pequena distância genética entre elas, podendo, portanto, 
ser utilizados para estudos de similaridade genética entre tangerineiras. 

Dentre os 57 primers testados, os primers OPA11, OPA13, OPF13, OPI1, 
OPI3, OPX1, OPX4, OPX6 e OPY16 apresentaram os melhores padrões de bandas 
em gel de agarose, sendo indicados para a avaliação de cultivares de tangerineira.  

Embora não sejam definitivos, os resultados sugerem similaridade genética 
entre as variedades. 
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