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Resumo

Este estudo teve por objetivo diferenciar, por técnicas moleculares, as principais espécies de porta-
enxerto utilizadas no cultivo de laranja doce, tendo em vista a enorme dificuldade na identificacdo
taxondmica de tais espécies. As amostras dos principais porta-enxertos foram coletadas no banco de
germoplasma do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper) e
devidamente sequenciadas por DArT-Seq. Utilizou-se de ferramentas de bioinformatica para analise
de dados, com a finalidade de encontrar polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) entre as espécies
selecionadas. A partir disso, primers especificos foram desenhados e testados em softwares para
controle de qualidade. Os primers, entao, foram validados em bancada, amplificando as amostras na
regiao de interesse. Apds a amplificacao, a técnica de High Resolution Melting (HRM) foi empregada.
Com as anadlises das diferentes curvas de melting geradas, foi possivel identificar e separar as
variedades de porta-enxertos selecionadas neste estudo utilizando os SNPs e respectivos primers
propostos de forma clara e reproduzivel.
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O Brasil detém cerca de 34% da produgdo mundial de laranja e aproximadamente 71% da
producgao de suco de laranja global. Cerca de 75% do comércio internacional de suco da fruta provém
do Brasil, gerando em toda sua cadeia citricola em torno de 200 mil empregos, diretos ou indiretos,
numero equivalente a 10 vezes os empregos gerados pela cana-de-agucar por hectare (Citrusbr,
2019). Em uma perspectiva estadual, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o Espirito Santo, no ano de 2023, colheu cerca de 24 mil toneladas de laranjas, gerando uma
estimativa de 47 milhdes de reais de valor de producéo (IBGE, 2023).

O sucesso dessa cultura, no entanto, esta intimamente relacionado a escolha correta dos porta-
enxertos — plantas utilizadas como portadoras de copas de outras espécie, a partir da técnica de
enxertia — pois esses sdo os responsaveis diretos por conferir adaptagées edafoclimaticas, tolerancia
a doencgas e pragas dos citros, aumentando a produtividade e qualidade dos frutos (Gconci, 2023;
Andrade, 2024; Soares et al., 2015).

Exames biomoleculares se fazem necessarios para a certificagdo dos porta-enxertos, visto que,
quando desenvolvidos, os porta-enxertos ndo apresentam folhas, nem outros 6rgaos se ndo uma
parcela inicial do caule e raiz. Tal caracteristica torna inviavel a classificagdo taxonémica por meio da
anatomia vegetal foliar, uma vez que, o conjunto de caracteres mais Uteis e preferido por
taxonomistas para diferenciar espécies vegetais esta relacionado as folhas, podendo citar: as
caracteristicas de tricoma, epiderme, cuticula e hipoderme (Pridgeon, 1982).

Para superar esse desafio de certificagdo, ferramentas moleculares utilizando polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) se fazem uteis. O SNP é, atualmente, o marcador molecular mais usado por
pesquisadores para diferentes finalidades, sendo a principal escolha para a identificagdo de espécies
(Wang et al., 2023). Isso é devido a sua abundéncia gendmica e facilidade de detecgéo. Além disso,
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s&0 as variagbes moleculares mais abundantes dentro de uma mesma espécie (Mammadov et al.,
2012).

Outrossim, instrumentos de andlises moleculares como o High Resolution Melting (HRM)
acoplados a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), se mostram eficientes para diferenciar espécies
baseado em mudangas de uma Unica base nitrogenada (Erali et al., 2010; Pakbin et al., 2022). Essa
técnica possui diversas vantagens, como custo baixo, rapidez, simplicidade de processo e menor
probabilidade de erros, uma vez que ocorre em um unico microtubo sem a necessidade de troca de
recipiente. Somado a isso, o HRM é frequentemente indicado para o desenvolvimento, projegdes e
testes de identificagcdo de espécies (Grazina et al., 2021). Acrescenta-se que, para a realizagdo desse
procedimento é indispensavel um bom desenho de primer a partir de regides que possuam SNPs
previamente conhecidas, como também a previsao in silico de perfis de fusdo (Pakbin et al., 2022).

Portanto, analises moleculares se fazem necessarias para a coerente diferenciagao de porta-
enxerto, evitando problemas de compatibilidade com a copa. Por meio do método DArt-seq, SNPs
sdo descobertos com alta precisdo, e em conjunto a técnica de HRM, podem possibilitar a
identificagcao de diferentes espécies de porta-enxerto de forma eficiente.

Metodologia

Foram utilizadas plantas indexadas, registradas e certificadas de cada clone, a partir do banco de
germoplasma de citros do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(Incaper), oriundas da colegédo localizada em Venda Nova do Imigrante — ES, 29375-000, -
20.3829745, -41. 1994141. Foram coletadas folhas jovens e frescas, em 3 repeticbes. As espécies
escolhidas para analise foram: Citrus sunki x Poncirus trifoliata ‘Riverside’, Citrus paradisi x Poncirus
trifoliata ‘Swingle’, Citrus limonia Osbeck ‘Limdo Cravo Santa Cruz’, Citrus volkameriana Pasq.
‘volkameriana’, Poncirus trifoliata e Citrus sunki (Hayata) Tanaka ‘Sunki’. O pesquisador do Incaper,
Dr. José Aires Ventura, selecionou previamente as amostras devido a sua importancia regional e
disponibilidade no banco de germoplasma.

Para a extracdo do DNA, foi coletado o material genédmico do caule, utilizando-se o método de
extracdo CTAB com modificagbes proposto por Arseneau et al. (2017).

Com base nas sequéncias contendo SNPs geradas pela tecnologia DArT-seq, foram
desenvolvidos e implementados scripts em Python com o objetivo de otimizar a selecdo e analise
desses marcadores moleculares. Para isso, foram utilizadas bibliotecas especializadas como Pandas,
numpy, io, e Bio, que permitiram realizar filtragens especificas e organizar as informacdes
necessarias para identificar e diferenciar cada gendtipo dos porta-enxertos propostos. A selegéo
criteriosa dos SNPs foi direcionada para garantir que os marcadores escolhidos apresentassem alta
especificidade e potencial de discriminagéo entre os gendtipos analisados.

Apos a etapa de selecdo dos SNPs relevantes, as sequéncias contendo esses marcadores foram
submetidas a um alinhamento com o genoma de referéncia de Citrus sinensis (NCBI Gene, 2025),
utilizando o algoritmo megablast. Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer3Plus
(Untergasser et al., 2007). Além disso, a qualidade dos mesmos foi verificada utilizando o programa
Perlprimer (Marshall, 2004). Realizou-se simulagdes in silico de curva de fusdo entre os fragmentos
de genomas que eram dotados de SNP especifico, e os que ndo o possuiam. Para isso, utilizou-se o
software uMelt Quartz (Dwight et al., 2011).

Por fim, os primers desenhados foram testados no laboratério para amplificacdo por PCR e analise
por HRM. O preparo do mix para PCR/HRM foi realizado de seguinte forma: 0,3uM/uL de primer
forward e 0,3uM/uL do reverse (10 uM), 2,5/uL do buffer EvaGreen® e agua ultrapura q.s.p. Apds o
preparo do mix adicionou-se 5ng de DNA da amostra desejada, totalizando 5 pL por reagdo. Todas as
reagdes preparadas foram realizadas em termociclador LightCycler® e os resultados foram gerados
em software préprio do equipamento para posterior analise.

Resultados

Seis regides gendmicas contendo variagdes polimérficas foram selecionadas para a constru¢ao de
primers para serem usados na PCR em tempo real seguida de HRM, a fim de possibilitar a
identificacdo das cultivares propostas. Os primers especificos das seis regides foram testados in
silico, por meio dos softwares PerlPrimer, para averiguar presenca de anelamentos indevidos, e
uMelt, para assegurar a diferenga de temperatura entre os amplicons. Apds isso, no laboratério esses
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primers isolaram as espécies selecionadas por meio da técnica HRM (Figura 1). As temperaturas
usadas foram selecionadas por meio das recomendacbes do Primer3Plus, somado as
recomendagodes dos fabricantes apos a sintese dos mesmos. Na figura abaixo serdo apresentados os
resultados obtidos apos o teste em bancada dos quatro primers selecionados (Figura 1).

Figura 1 - Resultados das curvas de melting, normalizado.
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Fonte: software LightCycler® 96 v1.1 (Roche).

Em A, tem-se a divisao inicial de grupos e isolamento da primeira amostra. A curva em
vermelho representa o perfil de fusdo da amostra P. trifoliata que possui mudancga de nucleotideo
para timina em vez de guanina, como as outras variedades. Em azul as amostras C.limonia e
Volkameriana agrupados em um grupo. E um terceiro grupo em preto é formado, composto pelas
amostras: Swingle, Riverside e Sunki.

No grafico B, evidencia-se em vermelho o isolamento da variedade Swingle, com timina (T) sendo
o SNP. Por outro lado, em preto, o agrupamento das amostras Riverside e Sunki, ambas com
adenina (A).

Em C, representa em vermelho a amostra de Riverside, com guanina, e em preto a variedade
Sunki, que possui citosina.

Por ultimo, em D, as amostras C. limonia em azul (C) e Volkameriana em azul, (T) se separam de
forma conclusiva.

Para demonstrar a separagdo das variedades selecionadas por meios dos SNPs propostos, de
forma visual, foi elaborada uma arvore de decisdo esquematica (Figura 2).

Figura 2 — arvore de deciséo.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Discussao

A regidao do SNP 1, amplificada pelo primer 109 (nome conferido ao primer devido o tamanho do
fragmento — em pares de base — que o mesmo amplifica) a 53°C, foi desenhado a priori para separar
a amostra de P. trifoliata que possui timina (T) enquanto na mesma posigdo o restante das amostras
possuem guanina (G). Entretanto, como se visualiza na Figura 1, as outras amostras, que ndo P.
trifoliata, ao contrario do esperado, se dividiram em dois outros grupos. Podemos presumir que isso
se deve aos SNPs ocultos na regidao de amplificacdo. Esses SNPs, somente podem ser encontrados
por meio do sequenciamento do amplicon (Liu et al., 2020). . No entanto, os resultados foram uteis e
confiaveis, pois se repetiram nas demais replicatas.

Outrossim, a sequéncia da arvore de decisédo (Figura 2) condiz com todos os resultados obtidos
por meio de técnica de High Resolution Melting (Figura 1).

Ademais, estudos similares, mas com espécies diferentes, corroboram com os resultados obtidos
neste trabalho. Trés variedades de uvas foram testadas e separadas entre si a partir de reagdes de
HRM (GOMES et al., 2018). Da mesma forma, popula¢des de milho puderam ser discriminadas pela
mesma técnica (Shang et al., 2021).

Conclusao

Ao término deste estudo, foi possivel concluir que as seis amostras selecionadas foram
identificadas e separadas a partir dos 4 SNPs escolhidos, utilizando-se de primers especificos e da
técnica de reagdo de HRM. Portanto, a técnica de HRM foi bastante sensivel a pequenas alteragdes
de bases, mesmo as que nao conseguimos definir, visto que o isolamento de todos os porta-enxertos
foi realizado com éxito, a partir de pequenas mudangas de nucleotideo. O uso de tal técnica tem o
potencial de favorecer o mercado de citros brasileiro, uma vez que prejuizos que sao causados pela
utilizagdo equivocada de porta-enxertos podem ser previamente solucionados. Essa metodologia é
simples, rapida e econdmica de identificacdo biomolecular, sendo um significativo avango tecnolégico
na area. Além disso, ndo ha empecilhos para que o potencial desse procedimento ndo seja explorado
em outras espécies, o que tem poder de contribuir, significativamente, com uma agricultura ainda
mais forte, sustentavel e tecnolégica.
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