=§_ INIC :’E“’ EPG XX INIC .
d:«T = }a’

INIC

p——— A Ciéncia do NANO e seu impacto transformador no MACRO
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Resumo

A laranja-doce (Citrus sinensis), em especial a cultivar Valéncia, possui grande relevancia econémica.
Entretanto, a elevada semelhanca entre cultivares dificulta a identificagdo por métodos morfolégicos.
Este estudo teve como objetivo desenvolver primers especificos baseados em SNPs para diferenciar
geneticamente esses cultivares, utilizando a técnica de High Resolution Melting (HRM) como
ferramenta de validagao.

As sequéncias genbmicas foram obtidas através de DArT-seq, e regides polimorficas foram
identificadas para o desenho de primers, que foram avaliados nos softwares Primer3, PerlPrimer e
uMelt.

As analises indicaram que trés primers possuem capacidade de gerar perfis de fusdo distintos,
demonstrando seu potencial para discriminar cultivares de forma rapida, sensivel e de baixo custo.

Palavras-chave: Citrus sinensis. SNPs. HRM. Diferenciagdo genética. Citricultura.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas, Biologia Molecular
Introdugédo

A espécie de laranja doce (Citrus sinensis) € composta por diversos grupos parietais de extrema
importancia econdmica nos quais se destacam a Péra, a Seleta, a Bahia, a Natal folha murcha e a
Valéncia (Britto et al., 2020). O grupo varietal Valéncia, assim como os outros, € amplamente valorizado
comercialmente devido a sua composigao nutricional e qualidade sensorial, 0 que culmina em sua
grande aceitacdo no mercado (Bastianel et al., 2006). A diferenciacéo precisa entre esses cultivares é
essencial para garantir autenticidade, prevenindo fraudes comerciais e assegurando a qualidade do
produto final. Entretanto, a alta semelhanga morfoldgica entre cultivares torna a identificacéo fenotipica
pouco confiavel (Britto et al., 2020).

Diante dessa necessidade de diferenciagdo supracitada, os métodos moleculares juntamente com
a bioinformatica se consolidaram como ferramentas essenciais e indispensaveis no cenario da
citricultura, culminando em uma produgao agricola mais sustentavel e eficiente sobretudo diante dos
desafios globais emergentes, como o crescimento populacional e as mudangas climaticas. Estimativas
indicam que a populacdo mundial podera alcancgar cerca de 9 bilhdes de habitantes até 2050 (Ash et
al., 2010), exigindo estratégias que assegurem a alimentagdo sem comprometer os recursos naturais.
Nesse contexto a melhoria genética e a confiabilidade dos cultivares desempenham um papel crucial
para garantir qualidade, produtividade e sustentabilidade na produgéo agricola.

Dentro desse contexto biotecnolégico, um dos métodos mais promissores € a analise de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) que consistem em variagdes entre a mesma espécie em um Unico
nucleotideo na sequéncia de DNA. Apesar de pequenas, essas variagdes funcionam como marcadores
altamente informativos permitindo que a diferenga genética entre cultivares da mesma espécie seja
possivel, mesmo possuindo elevado grau de semelhanga fenotipica.
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Para a detecgdo de SNPs, uma das técnicas que esta ganhando destaque e reconhecimento é o
HRM (High Resolution Melting) que se baseia na andlise de desnaturagdo do DNA apds a amplificagao
por PCR. Esse método monitora as curvas de fusao de fragmentos de DNA na presenga de corantes
fluorescentes, o que permite a identificacdo de pequenas diferengas nas regides baseando-se nas
variagdes das curvas de fusdo. Essa técnica se destaca pela rapidez, alta sensibilidade, de baixo custo
€ nao necessita de etapas posteriores de sequenciamento, o que a torna mais acessivel quando
comparadas a técnicas como DArT-seq (Sansaloni et al., 2011). Diante do apresentado, o estudo teve
como objetivo o desenho de primers especificos baseados em SNPs para a diferenciacdo genética de
cultivares de laranja Valéncia, utilizando a analise por HRM como ferramenta de validagao.

Metodologia

1. Identificagdo de SNPs

As sequéncias gendmicas de Citrus sinensis foram obtidas em laboratério por meio da técnica de
DArT-seq correspondentes aos cultivares de interesse. Elas foram submetidas a um script desenvolvido
em Python, responsavel por realizar a varredura em arquivos no formato FASTA para a detecg¢éo de
posi¢cdes gendmicas contendo polimorfismos do tipo SNP. O script gera arquivos em formato HTML
com a localizagdo exata dos SNPs identificados. Para o desenho de primers, foram selecionadas
regides flanqueadoras contendo trés linhas de sequéncia acima e trés linhas abaixo da posigdo do SNP
(Figura 1).

Figura 1 - Representagao das regides flanqueadoras contendo o SNP de interesse: (lilas) regiao
flanqueadora, (azul) regido com o SNP de interesse, (amarelo) SNP de interesse.

GAGTGCTTGTTAGAGATGTTTCCATCATCGATTCAGATTTTTGTTAGAACACCAATTGAGGAG
ATTGTGAGACTCGAAGTTGAAGTGTTGATTGCGGTTCGTGATGTAAAAGAAATTGTTGCAAA
CATTATTGATTTATCACTTCGCAACCAAGATTTATTTTATGCTGGAACGAAGCTTGAAGCTTGC
AAGACCTTGGCTAGTTATGGCATCAAAAATAATTACGTCGTAGACGTGCTACCTTCCCCATTT
CAGATATTTGTTAAGACTTGGGGTGGAAAGACTATAACACTTGATGTCCAGCCATATAACACG
GTCCAAGATGTGAAAGTCAAACTTTTTGACAAACTGCAGACTCCTCTTCATCTTCAGAGTAT
CGT[T]ITTTGATGGAAAGCGGCTATTTGAAAACCATGTTCTGGCAAGCTACAACATCCAAAA
GCATTCGACTCTTCACATGGTTTTGGCACCCTCTTCAAGGATCATCGAATTGCCATTAATCTT
TATTGATCCTTCAATATCACTGTCTATTTCCATTTCTGAAGTGAAAGAAATGGCTAAAGTCAAA
TTTCAAGCTGCAGTGAAGGAGTTATTAGTCGATCAAGTGGCATTACAGGATGACCGCACTCT
GGCTGATTATGGTATGGACTTGTCCGAGAAAGTGGTTCTCGTGTTTTGAGAAGGCAATAATA
GAGTCTTATTCCATATTGGTTGATGCCATTATTTTACCTGATATAATTACATTTGAAAACCTATAC
ACAGATGCTTCAAAGGACATGTATTTTAGACCCTTTTCTTAA

Fonte: Elaboragao prépria

2. Desenho dos primers

O desenho dos primers foi realizado utilizando o software Primer3 (https://primer3.ut.ee/),
desenvolvido especificamente para a projegéo de iniciadores. A sequéncia contendo o SNP (Figura 1)
foi inserida no campo sequence target, que corresponde a area na qual o programa lé a sequéncia
completa e identifica regiées adequadas para o desenho dos primers. Foram estabelecidos intervalos
de tamanho (70-120 bp, 100-200 bp e 150-250 bp), e, a partir desses parametros, o programa gerou
automaticamente os pares de primers forward (left) e reverse (right).

3. Etapa de verificagao e simulagao das curvas
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A verificagéo inicial foi realizada no PerlPrimer (https://perlprimer.sourceforge.net/) software

utilizado para avaliar parametros dos primers gerados, tais como: comprimento (18—24 nucleotideos),
conteldo de GC (40-60%), temperatura de anelamento (Tm) (58-60 °C), além de verificar a
possibilidade de formagéo de dimeros ou estruturas secundarias indesejaveis

Os primers validados foram entdo inseridos na plataforma uMelt (https://www.dna-
utah.org/umelt/quartz/) , que simula curvas de dissociagao de DNA a partir das sequéncias de primers
e do alvo. Essa analise permite avaliar a diferenga de temperatura de melting (ATm) entre os alelos.
Para a etapa de HRM, considerou-se adequado um ATm minimo de 0,5 °C, garantindo que o SNP seja
capaz de gerar perfis de dissociagédo distintos e, consequentemente, diferenciar os cultivares de C.
sinensis.

Resultados

Diante da varredura gendmica baseada em dados de sequenciamento por Dart-seq das amostras
foi possivel realizar a identificagcdo de X SNPs nos cultivares do grupo varietal Valéncia. Com base
nessas regides foi possivel fazer a confecgédo de X pares de primers especificos.

O desenho dos primers foi realizado com o auxilio do software PerlPrimer
(https://perlprimer.sourceforge.net/) considerando todos os parametros especificos recomendados,
como: TM, GC°®, auséncia de dimeros e tamanho dos primers. O tamanho dos primers possuem uma
variagdo de tamanho variando entre 53 e 69 pares de base, com TM médio de x°C, atendendo aos
critérios de qualidade predefinidos para a aplicacdo em ensaios de HRM.

As regides flanqueadoras selecionadas foram analisadas também pelo software uMelt
(https://www.dna-utah.org/umelt/quartz/) que é responsavel por simular curvas de fusdo e previséo
de Tm dos amplicons. As curvas obtidas (Figura 2) evidenciam pontos de fus&o distintos com mais de
0,5°C, sugerindo que os primers possuem um potencial para a diferenciagdo genética confiavel.

Os primers ainda seréo testados experimentalmente por meio da amplificagdo do DNA extraido das
amostras de laranja Valéncia seguido da analise de dissociagdo por HRM com o intuito de confirmar a
capacidade de diferenciagdo genética entre os cultivares.

Figura 2: Curvas de fus&o obtidas no uMelt
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Fonte: Elaboragao propria

Discussao

XXIX Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXV Encontro Latino Americano de Pés-Graduagao e
XV Encontro de Iniciagao a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2025

3


https://perlprimer.sourceforge.net/
https://www.dna-utah.org/umelt/quartz/
https://www.dna-utah.org/umelt/quartz/
https://perlprimer.sourceforge.net/
https://www.dna-utah.org/umelt/quartz/

O uso de marcadores moleculares sdo ferramentas fundamentais para a identificagdo genética em
muitas espécies de plantas (Bastianel et al, 2006). Os marcadores baseados em SNPs tem se
mostrado uma estratégia promissora para a diferenciagdo genética devido a sua alta abundéncia e
sensibilidade. No presente trabalho foi possivel identificar X regiées polimérficas e a partir delas
desenhar primers especificos.

Os parametros de qualidade obtidos para os primers estdo de acordo com os critérios descritos em
estudos anteriores, nos quais o sucesso do HRM depende de amplicons curtos e regides polimorficas
bem definidas (Simko, 2016). Ainda que nao tenham sido testados experimentalmente até o momento,
os primers desenhados apresentam caracteristicas promissoras para a diferenciagao de cultivares de
Valéncia. Além disso, as curvas de melting obtidas no uMelt (https://www.dna-
utah.org/umelt/quartz/) reforcam a eficacia dos primers desenhados, evidenciando a diferenciagéo
entre os cultivares.

Conclusao

O presente estudo demonstrou que a identificagdo de SNPs em regides gendmicas especificas de
Citrus sinensis, aliada ao desenho de primers otimizados para HRM, permite a diferenciagdo genética
potencial entre cultivares do grupo Valéncia. As analises in silico indicaram que os primers possuem
caracteristicas adequadas, como tamanho, Tm, conteddo de GC e ATm suficiente para gerar perfis de
fusdo distintos, evidenciando seu potencial para discriminar cultivares de forma rapida, sensivel e de
baixo custo. Assim, a combinagdo de SNPs e HRM se mostra uma estratégia promissora para
assegurar autenticidade, rastreabilidade e sustentabilidade na produgéo de laranja-doce, oferecendo
uma ferramenta molecular eficiente para a citricultura.
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