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CARACTERIZACAO AGRONOMICA E MOLECULAR DE SELECOES DE
LIMEIRA ACIDA ‘TAHITI’ Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka.

Autor: Magno Guimaraes Santos
Orientadora: Claudia Fortes Ferreira
Co-orientador: Abelmon da Silva Gesteira

Resumo: As estatisticas agrupam a producao de limdes e limas acidas. O Brasil,
diferente do restante do mundo, tem sua producdo concentrada em lima acida
‘Tahiti, produzindo apenas uma pequena parcela de limbdes verdadeiros e de limas
acidas ‘Galego’. Na ultima década, a limeira acida ‘Tahit’ teve um crescente
mercado de exportacdes, no entanto, os plantios desta cultura restringiram-se em
apenas duas selecdes, ‘IAC — 5’ e ‘Quebra-galho’, e em um porta-enxerto, o
limoeiro ‘Cravo’. Dadas a escassez de trabalhos comparativos neste grupo, este
trabalho objetivou caracterizar e comparar selecdes de limeira acida ‘Tahiti’ por
meio de caracteres de desenvolvimento vegetativo, produtivo e de qualidade
fisico-quimica dos frutos, associando os mesmos a analises moleculares. O
trabalho foi dividido em dois capitulos. No primeiro, foram avaliadas nove
selecdes de limeira acida ‘Tahiti’ enxertadas sobre citrumeleiro ‘Swingle’, em um
delineamento em blocos casualizados, mediante caracteres agrondmicos de
desenvolvimento vegetativo, produtivo e qualidade fisico-quimica de frutos. No
capitulo 2 foram usados marcadores ISSR e IRAP, além de dados quantitativos
de qualidade fisico-quimica de frutos, para detectar variabilidade entre diversas
selecdes de limeira acida ‘Tahiti’. Os resultados indicaram que existem diferencas
no comportamento agrondémico entre as selecbes de limeira acida ‘Tahit?’,
apontando as selecbes ‘Persian 58’ e ‘5059’ como as de melhor desempenho
produtivo. Os marcadores ISSR e IRAP detectaram polimorfismo entre as limas
acidas, sendo que IRAP evidenciou maior percentual de polimorfismo em relacéo
ao ISSR. Os dados moleculares revelaram a formacdo de dois grupos distintos
dentro das selegcbées de limeira acida ‘Tahiti’. Um grupo composto por selecdes
com frutos com rara frequéncia de sementes, a exemplo do ‘IAC — 5’; e outro por
selecdes com frequéncia constante de sementes, caso da selegao ‘CNPMF 2000'.

Palavras-chave: Citrus latifolia, melhoramento genético, marcadores morfolégicos,

marcadores moleculares.



AGRONOMIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF "TAHITI" ACID
LIME Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka SELECTIONS.

Author: Magno Guimaraes Santos
Adviser: Claudia Fortes Ferreira
Co-adviser: Abelmon da Silva Gesteira

Abstract: Statistically, lemons and acid limes are placed in the same group. Brazil,
contrary to the rest of the world, concentrates its production in “Tahiti” acid limes,
producing only a small parcel of real lemons and of “Galego” acid limes. In 2009,
Brazil occupied fifth place in the worldwide production of lemons; only staying
behind India, Mexico, China and Argentina. In the last decade, the export market
increased for the "Tahiti"acid lime; however, plantations were restricted only to the
“IAC-5" and “Quebra-galho” selections, and in one rootstock, Rangpour.
Therefore, the objective of the present work was to compare and characterize
selections of the 'Tahiti acid lime using plant development and vyield
characteristics, physico-chemical quality of fruits and by using molecular markers.
The work was divided into two chapters. In the first chapter, nine selections of
‘Tahiti” acid lime grafted on “Swingle” citrumelo, in a randomized block design,
using agronomic characteristics of plant development, yield and physic-chemical
quality of fruit, were analyzed. In chapter 2, ISSR and IRAP markers and
guantitative data of physico-chemical quality of fruits, were used to study the
variability between the many "Tahiti'acid lime selections. The results indicate
differences in the agronomic behavior of the “Tahiti"acid lime selections; whereas
the ‘Persian 58’ and ‘5059’ were the selections with best yield. The ISSR and
IRAP markers detected polymorphism between the "Tahiti"acid lime selections.
The IRAP marker demonstrated greater percentage of polymorphism in
comparison to the ISSR markers. Molecular data revealed two groups for the
"Tahiti"acid lime selections. A group of selections with rare frequency of fruits with
seeds, such as the IAC — 5', and other selections with a constant frequency of
seeds in case of selection 'CNPMF — 2000 .

Key-words: Citrus latifolia, genetic breeding, morphologic markers, molecular

markers.



INTRODUCAO

A limeira acida ‘Tahiti’ [Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka], também
chamada limoeiro ‘Tahiti’, pertence ao grupo de citros denominado limas &cidas.
Esta lima &acida se difere da lima acida ‘Galego’ [C. aurantifolia (Christm.) Swingle]
por ser maior e ndo possuir sementes. Os citros, inclusive a limeira acida ‘Tahiti’,
sdo encontrados entre as latitudes de 35° norte e sul do equador (CAMERON e
SOOST, 1986). No Brasil, essa espécie é encontrada em todas as regifes; tanto
em plantios irrigados quanto em sequeiro.

A limeira acida ‘Tahiti’ € de constituicao triploide, 2n=27 (BACHI, 1940),
enquanto que as demais espécies pertencentes ao género Citrus sao diploides,
2n=18 (GUERRA et al., 1997). E uma planta vigorosa, com folhagem de colorag&o
verde escura. Suas flores possuem cinco pétalas, com grande numero de
estames, porém, geralmente, sem presenca poélen. Seus frutos tém
desenvolvimento partenocarpico.

Segundo Passos et al. (2002), nas condicBes climaticas do recéncavo
baiano, plantas adultas de limeira acida ‘Tahiti’ enxertadas em limoeiro ‘Cravo’ (C.
limonia Osbeck) apresentam as seguintes caracteristicas: porte elevado, altura
em torno de 3,0 m, copa arredondada, e diametro de tronco (a 30 cm do solo)
com cerca de 20 cm. As folhas séo grandes e de tonalidade verde-claro. Os frutos
sao ovalados e podem alcancar comprimento de 6,0 a 7,0 cm e diametro de 5,0 a
6,0 cm. Os mesmos podem apresentar peso de até 160 gramas, com
aproximadamente 50% de peso de suco, sabor acido, sélidos sollveis - SS na
faixa de 7,5 a 10,0 ©° brix, acidez total entre 5,7 e 6,2%, relacdo SS/acidez total
variando de 1,2 a 1,8. A casca € lisa, com coloracdo verde intenso uniforme e ndo
possuem sementes. A floracdo ocorre no més de setembro, apresentando outras
temporés variando em funcéo das chuvas e suplementacdo de agua via irrigacao.

As plantas produzem frutos durante o ano todo, com concentracdo de janeiro a



junho. A produtividade situa-se em torno de 40 t.ha™. A limeira &cida é suscetivel
ao viroide da exocorte, a Phythophtora spp. (causador da gomose) e ao Virus da
tristeza dos citros — CTV.

As frutas citricas, laranja, tangerina e limdo, tém ocupado posicdo de
destaque no mercado agricola. Sendo o limdo o de maior expansao em
exportagdes. As estatisticas disponiveis ndo fazem distin¢gdo entre os limfes e as
limas acidas. Diferente da producdo mundial que € de 70% de limbes verdadeiros
e o restante de limas acidas, a producéo brasileira € em sua maioria concentrada
em lima acida ‘Tahiti’ (IEA, 2008). Entre o ano 2003 e 2010 o faturamento com
exportacdes de limao subiu aproximadamente de 17 para quase 51 milhdes de
dolares. A quantidade de limédo exportada pelo Brasil neste periodo cresceu
quase 2 vezes, saindo de 34.011 toneladas alcancando a marca de 63.060
toneladas (IBRAF, 2011). O principal destino da lima &cida € a Unido Européia,
sendo 0s embarques mais intensos no primeiro trimestre do ano. Neste periodo,
Séo Paulo e o litoral Nordeste estdo em pico de safra e praticamente ndo existem
concorrentes internacionais, haja vista que o0 México, um dos maiores
exportadores de limdo, esta na entressafra (VITTI, 2009). A Holanda importou
61,18% da totalidade de lima acida ‘Tahiti’ exportada pelo Brasil em 2009;
seguida pelo Reino Unido (15,34%), Emirados Arabes Unidos (6,84%) e Espanha
(4,27%) (IBRAF, 2011).

O Brasil com a producao aproximada de 972 mil toneladas ocupa o quinto
lugar em nivel mundial em producio de limées, ficando atras apenas da india,
México, China e Argentina (FAO, 2011). A Regido Sudeste é a principal
produtora, com aproximadamente 77,75% do total, sendo que o Estado de Sao
Paulo é o principal produtor e exportador do Brasil. Em 2009, Sdo Paulo foi
responsavel por 69,32% da producdo brasileira de limdo, seguido por Minas
Gerais (5,45%), Bahia (5,26%), e Rio Grande do Norte (4,69 %)(IBGE, 2010).

Krug e Bacchi (1944) acreditavam que a limeira acida ‘Tahiti’ surgiu como
um triploide natural de limas diploides, mas também cogitavam que poderia ter
surgido da unido de um gameta nao-reduzido com um gameta haploide.
Baseando-se em analises de cariotipos de limoeiros e limeiras, Carvalho (2003)
sugeriu que o surgimento da limeira acida ‘Tahit’ deu-se de duas provaveis

maneiras: da jungdo de um gameta 2n de C. medica, com um gameta n de C.



limon; ou por outra, de um gameta 2n de uma limeira, C. aurantifolia ou C.
limettioides, com um gameta reduzido de C. limon.

Em limeira &acida ‘Tahit’ os microsporécitos e os megasporécitos
degeneram-se num estagio inicial de desenvolvimento. Podendo alguns
microsporocitos escapar a degeneracdo. Entdo, alguns univalentes, bivalentes e
trivalentes sdo formados durante a microsporogénese. O que justificaria a
esterilidade dessa limeira, e a formacédo de frutos com rarissimas sementes (Krug
e Bacchi 1944; Frost e Soost 1968; Carvalho, 2003).

A hibridacdo controlada é o método de melhoramento mais utilizado na
obtencdo de novas variedades citricas, mas devido a esterilidade da limeira &cida
‘Tahit’ esta metodologia se torna inaplicAvel a esta espécie. A producao de
plantulas de limeira acida ‘Tahiti’ por polinizacdo aberta € uma alternativa para
obtencdo de novos gendtipos, pois mesmo em baixa freqiéncia, ainda se
consegue encontrar sementes em alguns frutos desta espécie. Neste método,
sementes oriundas de lima acida ‘Tahiti’ ddo origem a plantulas, que ao iniciarem
sua vida reprodutiva tem seus frutos avaliados, e caso suas caracteristicas sejam
semelhantes aos de uma lima &cida, as plantas sao clonadas e comparadas com
outras selegcdes em ensaios regionais.

Krug e Bacchi (1944) obtiveram sementes de polinizagao aberta, das quais
trés plantulas sobreviveram. No entanto, nenhuma delas possuia numero de
cromossomos igual a 27 em suas células sométicas. Eles concluiram que apenas
as células gaméticas femininas com um ndmero de cromossomos proximo a
nove, dao origem a sacos embrionarios viaveis nesta variedade triploide; uma vez
gue as anteras desta espécie ndo produziam pélen.

Em 1952, em Lake Place, na Florida, foram obtidas setenta e sete plantas
sobreviventes de polinizacdo aberta de limeira acida ‘Tahiti’ que quando adultas
foram classificadas de acordo com caracteres de fruto e folnas em 10 grupos, a
citar: Cidra (C. medica L.), limao ‘Verdadeiro’ [C. limon (L.) Burm.F.], lima acida
‘Galego’ (C. aurantifolia Swingle), pomelo (C. paradisi Macfad.), laranja doce (C.
sinensis Osbeck), lima acida ‘Tahiti’ [C. latifolia (Yu.Tanaka ) Tanaka], tangerina
(C. reticulata Blanco), laranja azeda (C. aurantium L.), lima doce (C. limettioides
Tanaka) e limequat (Fortunella sp. x C. aurantifolia) (REECE e CHILDS, 1962).



Estes trabalhos mostram que apesar da existéncia da triploidia € comum
obter algumas sementes, e dependo da presenca de polens vizinhos, podem ser
obtidas plantulas zigoéticas com caracteristicas diferentes da limeira acida ‘Tahiti’.

Soares Filho e Passos (1978) também conseguiram sementes de
polinizacdo aberta e a partir destas selecionaram duas plantas com
caracteristicas semelhantes a de limeira acida ‘Tahiti’ que deram origem as
sele¢des conhecidas como ‘CNPMF — 01’ e ‘CNPMF - 02’

De acordo com KRUG e BACCHI (1944), antigamente, conheciam-se
apenas duas selecdes de limeiras acidas sem sementes e com importancia
econdmica, ‘Bearss e ‘Tahiti’. Estudos comparativos entre eles ndo encontraram
diferencas apreciaveis nos caracteres da planta, sendo muito provavel, portanto,
gue a selecdo ‘Bearss’ seja um clone nucelar de limeira acida ‘Tahiti’.

Na década de 70, em Cordeirépolis — SP, foram avaliadas seis selecdes de
limeira acida ‘Tahiti’ enxertadas em limoeiro ‘Cravo’, a saber: IAC — 1’, ‘IAC — 2’,
1AC - 3, IAC — 4’, IAC —= 5’ e ‘IAC — 6. A selegcao ‘IAC — 5 mostrou maior
producdo nos meses de janeiro, julho e outubro. As plantas apresentaram maior
vigor e auséncia de sintomas de fissuras da casca, comportando-se como a
melhor sele¢cédo nas condi¢cdes do experimento (FIGUEIREDO et al.,1976). Todas
as selecOes deste experimento estavam infectadas com estirpes de exocorte,
exceto a selecdo IAC — 5, sugerindo que os sintomas de fissuras da casca,
responsavel por irregularidades de vigor e mortes de plantas, eram causados pelo
virus da exocorte (SALIBE e ROESSING, 1965). Anos mais tarde, Semancick e
Weathers (1972) demonstraram que o agente responsavel pela exocorte, antes
atribuido a um virus, na verdade era um viroide, denominado Viroide da Exocorte
dos Citrus(Citrus exocortis viroid, CEVd).

Desde entdo, no Brasil, o cultivo de limeira acida ‘Tahit’ vem sendo
baseada em apenas duas selecodes, o0 IAC — 5’ e 0 ‘Quebra-galho’, e em apenas
um porta-enxerto, o limoeiro ‘Cravo’ (FIGUEIREDO et al., 1996). Essas
combinacdes copa/porta-enxerto possuem vida Util reduzida, devido a grande
susceptibilidade a Phytophthora spp., presente em praticamente todos os
pomares, cuja agao é crescente devido aos cultivos sucessivos; e a contaminagao

por viroides, no caso do ‘Quebra-galho’.



O ‘IAC — 5 apresenta alta produtividade, maior precocidade, maior
tolerancia ao virus da tristeza dos citros (CTV), auséncia de caneluras na casca
do tronco e ramos, e menor incidéncia de hipertrofia do célice das flores e maior
uniformidade do pomar (FIGUEIREDO, 1991). Porém, as plantas sdo muito altas,
0 que dificulta a colheita e 0 adensamento de plantio (STUCHI, 1993). Mas estas
limitagbes podem ser superadas com 0 uso de porta-enxertos que imprimam
menor porte a copa, um exemplo é o trifoliata ‘Flying Dragon’ [P. trifoliata (L.) Raf.
var. monstrosa T. Ito] (STUCHI e SILVA, 2005).

Segundo Figueiredo (1991), a selecdo ‘Quebra-galho’ é contaminada com
o complexo de viroides dos citros(CVd), e também o exocorte(CeVd). Estes
viroides causam uma reducdo do porte e uma grande variacdo entre arvores do
pomar. Segundo Silva (2007) alguns produtores ainda preferem o ‘Quebra-galho’
ao ‘IAC — 5’ devido ao seu menor porte e maior producdo na entressafra, além de
melhor distribuicdo das safras ao longo do ano. A mesma autora selecionou
plantas altamente produtivas e infectadas com exocorte, para servirem de
matrizes fornecedoras de borbulhas de limeira acida ‘Tahiti’.

O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Citros pertencente a Embrapa
Mandioca e Fruticultura — CNPMF, dotado de grande variabilidade genética,
possui cerca de 600 acessos de citros compreendendo diversas espécies e
variedades de Citrus, além de géneros relacionados a este, como: Poncirus,
Fortunella, Microcitrus, Eremocitrus, Severinia, entre outros (SOARES FILHO et
al., 2003). Esta cole¢do de citros contém uma grande variabilidade de limoeiros,
como exemplo: ‘Verdadeiro’ (C. limon L. Burm.f.), ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck),
‘Rugoso’ (C. jambhiri Lush.), ‘Volkameriano’ (C. volkameriana Pasq.),assim como
limeira acida ‘Galego’ (C. aurantifolia Swingle), limeira acida ‘Tahiti’ [C. latifolia
(Yu. Tanaka) Tanaka]. Conta, também, com diversos acessos de limeira acida
‘Tahiti’ originados de diversos locais do Brasil e do mundo.

Os programas de melhoramento genético vegetal procuram selecionar ou
criar recursos genéticos que possam ser utilizados para sustentabilidade da
producdo agricola. Para uma eficiente utilizacdo do germoplasma € necessario
conhecé-lo tanto morfologicamente, via descricdo de caracteres morfolégicos,
guanto em nivel de genoma, utilizando técnicas moleculares, atividades estas

denominadas caracterizacao.



A caracterizacdo agronémica € um fundamento para o conhecimento das
variedades existentes, de maneira a promover a diversificagdo das variedades
disponiveis para o cultivo. Cada aspecto deve ser avaliado, buscando a defini¢céo
da variedade mais bem adaptada a cada ambiente (MOREIRA e PIO, 1991).

Diversos trabalhos de caracterizacdo de citros objetivam descrever
caracteristicas fisicas e quimicas de frutos, sempre utilizando variedades
adequadas ao consumo, tanto in natura como para a industria (P10, 1992; PIO,
1997; DOMINGUES et al.,, 1999; RADMANN e OLIVEIRA, 2003; BRUGNARA,
2006).

As analises moleculares tém atuado como uma ferramenta do
melhoramento genético, permitindo estimar a divergéncia genética, seja em nivel
de sequéncia ou frequéncia alélica, calculada entre individuos, populacdes ou
espécies (BEAUMONT et al., 1998). Além disso, os dados podem ser usados em
andlises de variabilidade genética, genética de populacbes, mapas de ligacao,
fingerprint de variedades, melhoramento assistido por marcadores, dentre outras
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares podem ser classificados basicamente em trés
grupos de acordo com a metodologia utilizada: isoenzimaticos, de hibridizacéo e
reacdo em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). Este ultimo
corresponde a uma técnica de copia e multiplicacao in vitro de um fragmento de
DNA mediada por uma enzima DNA polimerase, apOs ciclos repetitivos de
temperatura de desnaturacdo do DNA, anelamento de um iniciador da regiao de
interesse, e extenséao da fita de DNA (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O uso adequado dos marcadores moleculares depende de uma melhor
compreensao de caracteristicas, como: abundancia no genoma, nivel de
polimorfismo detectado, a especificidade do locos, reprodutibilidade técnica,
requisitos necessarios e o investimento financeiro (SPOONER et al., 2005). A
melhor compreensdo da eficacia dos diferentes marcadores moleculares € um
passo importante para caracterizagdo e classificagdo do germoplasma vegetal
(SCARIOT et al., 2007). Dentre os marcadores de amplificacdo estdo: o ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) e o IRAP (Inter Retrotransposon Amplified

Polymorphism). O polimorfismo destes marcadores corresponde a presenca de



uma determinada marca em um individuo e auséncia desta mesma marca em
outro.

Na técnica ISSR dois microssatélites (sequéncias simples de um a seis
nucleotideos repetidos em tandem — Simple sequence repeat — SSR) sédo
utilizados como iniciadores (primers). Nesta técnica, a marca lida por meio da
técnica de eletroforese corresponde ao fragmento de DNA amplificado entre dois
primers iguais e em sentidos opostos, um em cada fita. Este marcador pode ser
acrescentado no final 3’ ou 5 de uma a quatro bases de purina ou pirimidina.
Como exemplo, temos o primer (CA)sRY, em que R € uma purina e Y uma
pirimidina, e tem com alvo oito repeticdes CA (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Uma das principais vantagens deste marcador € que sua constru¢cdo nao
depende do sequenciamento como é o caso do SSR. Tendo assim a capacidade
de gerar um grande namero locos de diferentes comprimentos, além de poder ser
utilizado para analisar praticamente qualquer organismo, mesmo agueles para 0s
quais se dispde de pouca ou nenhuma informacédo genética prévia (ARCADE et
al., 2000; GUPTA et al., 1994).

Os IRAPs sao marcadores que se baseiam na amplificacdo da zona que
se encontra entre dois Retrotransposons LTR (sequéncias terminais longas)
proximos e em localizacdo oposta no genoma. Os Retrotransposons sao
elementos genéticos que se movem no interior de uma mesma célula via um
intermediario de mRNA, seguida de transcricdo reversa e insercdo da coépia de
cDNA em um novo sitio no genoma, causando mutacdes de insercdes, alteracdes
na estrutura e funcdo dos genes. Os retrotransposons sédo divididos em duas
classes: LTR e ndo-LTR. As LTRs que limitam um retrotransposon contém fins
gue sdo altamente conservados, em uma determinada familia de retroelementos.
Geralmente, um primer € desenhado para corresponder a um segmento
conservado da LTR (KALENDAR et al., 1999). Estes marcadores sao potenciais
devido a abundancia no genoma e sua capacidade para criar novas coépias e
inserir ao longo dele aumentando assim o seu tamanho (KUMAR e BENNETZEN,
1999).

Os marcadores moleculares ISSR e IRAP tém sido usados em analises

moleculares de diversas espécies incluindo as pertencentes ao género Citrus.



Marcadores IRAP, juntamente com ISSR e REMAP (Retrotransposon —
ISSR Amplified Polymorphism) foram usados em uma analise de evolucdo de
Triticale. Esses marcadores conseguiram detectar perdas e rearanjos nesse
aloploploide ao compara-lo com seus genitores: trigo e centeio (BENTO et al.,
2008). Marcadores IRAP mostraram alto polimorfismo e consequentemente alto
poder de discriminacdo entre espécies de Musa (TEO et al., 2005), de arroz
(BRANCO et al., 2007) e de populacdes de Adonis vernalis (BORONNIKOVA e
KALENDAR, 2010 ). Trabalhos tém sido direcionados para identificacdo de
retrotransposons no genoma de Vvarias espécies, entre elas Fagus sylvatica
(EMILIANI et al.,, 2008), Hordeum vulgare (LEIGH et al. 2003), Arachis
(FONSECA et al., 2006), C. aurantium e Poncirus triflotiata (BERNET E ASINS,
2003), C. sinensis (CABANAS, 2005).

Gulsen e Roose, (2001) utilizaram marcadores ISSR para analisar
divergéncia entre 57 acessos de limdes. Eles verificaram que 68,0% eram
praticamente idénticos, sugerindo que estes acessos teriam sido originados de
mutacdes, a partir de um Unico ancestral.

Moraes Filho et al (2011) detectaram polimofismo em variedades de
laranjeira doce e limoeiro. Além disso, a analise com marcadores ISSR
demonstrou ser uma técnica poderosa para discriminar adesdes de Poncirus
trifoliata (L.) Raf. (UZUN et al., 2010b) e de pomelos (UZUN et al.,2010a). Krueger
e Roose (2003) mostraram que marcadores ISSR séo Uteis e rapidos na distin¢ao
de hibridos e clones nucelares em diferentes tipos de citros.

Marcadores ISSR conseguiram encontrar variantes em mudas
micropagadas, sendo trés em banana Robusta e trés em Giant Governor (RAY et
al.,, 2006). Mutantes induzidos por raios gama em banana ‘Pacovan’ foram
identificados por meio de analise de ISSR. Foram selecionados 19 primers
polimorficos. A dissimilaridade entre esses mutantes variou entre 0,26 e 0,64,
(PESTANA et al., 2011). Com apenas quatro primers ISSR, Prevost e Wilkinson,
(1999) conseguiram separar 34 variedades de batata, mostrando que ISSR é uma
técnica rapida e eficiente para esta cultura. Em trabalhos de selecdo assistida
AMMIRAJU et al. (2001) identificaram trés marcadores ISSR associados a

sementes de pouca massa e quatro a sementes de grande massa em Trigo.



Os trabalhos supracitados mostram que estes marcadores tém amplo
poténcial de ser usados em analises de citros. Neste contexto, o trabalho exposto
nos capitulos a seguir, objetivou caracterizar varias selecdes de limeira acida
‘Tahiti’ por meio de caracteres agrondmicos de desenvolvimento vegetativo,
produtivo e fisico-quimicos de frutos, e mediante marcadores moleculares ISSR e
IRAP.
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COMPORTAMENTO AGRONOMICO DE SELECOES DE
LIMEIRA ACIDA ‘TAHITP’ Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka
NO RECONCAVO BAIANO
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COMPORTAMENTO AGRONOMICO DE SELECOES DE LIMEIRA ACIDA
“TAHITY’ Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka NO RECONCAVO BAIANO.

Autor: Magno Guimaraes Santos
Orientadora: Claudia Fortes Ferreira
Co-orientador: Abelmon da Silva Gesteira

RESUMO: Poucas pesquisas relacionadas a limeira acida ‘Tahit’ tém sido
realizadas no nordeste. As areas de plantio desta limeira nesta regido tém
crescido em detrimento da reducédo das areas de plantio do estado de Sao Paulo,
principalmente devido a presenca de Huanglonbing, doenca bacteriana que pode
causar inviabilidade dos pomares de praticamente todos 0s citros comerciais e
também ao potencial de exportacdo de frutas frescas. Este trabalho objetivou
avaliar potenciais selegdes limeira acida ‘Tahiti’ nas condi¢cdes edafoclimaticas do
reconcavo baiano. As sele¢cbes ‘CNPMF — 2000°, ‘CNPMF — 2001’, ‘CNPMF —
01’, ‘CNPMF - 02’, ’IAC — &', IAC — 5.1°, ‘Bearss Lime’, ‘Persian 58’, ‘5059’, foram
conduzidas em delineamento experimental em blocos casualizados, com 5
repeticbes e 2 plantas por parcela. No sétimo ano de idade foram avaliados
caracteres de desenvolvimento vegetativo, produtivo e de qualidade fisico-
quimica dos frutos. Todas as selecdes tiveram desenvolvimento vegetativo
semelhante. A selecdo ‘Persian 58, a mais vigorosa do experimento, produziu
uma média de 37,3 t.ha™. A selecdo ‘5059’ produziu menos frutos por planta, mas
como o seu numero estimado de plantas por hectare foi menor que o de ‘Persian
58’, as duas apresentaram uma mesma quantidade de frutos por area. Além
disso, apresentaram as maiores produtividades por planta e por area do
experimento. A selecdo ‘CNPMF-2001" produziu frutos com melhor qualidade

fisico-quimica.

Palavras-chaves: Citrus latifolia, eficiéncia produtiva, desenvolvimento vegetativo.
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AGROMIC BEHAVIOR OF "TAHITI" ACID LIME Citrus latifolia (Yu. Tanaka)
Tanaka SELECTIONS IN THE RECONCAVO REGION OF BAHIA.

Author: Magno Guimaraes Santos
Adviser: Claudia Fortes Ferreira
Co-adviser: Abelmon da Silva Gesteira

ABSTRACT: There is very little information regarding “Tahiti’acid lime in the
Northeast region. Plantation areas with this lime has increased due to the
reduction in plantations in the State of Sdo Paulo, especially due to the presence
of occurrence of Huanglonbing; a bacterial disease which may lead to the
infeasibility of orchards of practically all commercial citrus and also to the fresh
fruit export market. The objective of this work is to evaluate "Tahiti'acid lime
selections under edaphoclimatic conditions of the reconcavo region of Bahia. The
‘CNPMF-2000’, ‘CNPMF-2001’, ‘CNPMF-01’, ‘CNPMF-02’, 'IAC-5, ‘1AC-5.1’,
‘Bearss Lime’, ‘Persian 58’ and ‘5059’ selections were conducted in an experiment
with randomized block design with 5 replicates and 2 plants per plot. At seven
years of age, characteristics of plant development, yield and of physico-chemical
quality of fruits, were evaluated. All selections showed similar plant development.
The ‘Persian 58’ selection, the most vigorous of the experiment, presented yield of
37,3 t.ha-1. The ‘5059’ selection produced less fruits per plant, but since its
estimated number of plants per hectare was smaller than that for the ‘Persian 58’
selection, both presented the same number of fruits per area. Furthermore,
presented greater yield per plant and per experiment. The ‘CNPMF-2007

selection produced fruits with better physico-chemical qualities.

Key-words: Citrus latifolia,  yield efficiency, plant  development.
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INTRODUCAO

A lima acida ‘Tahiti’ [Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka] € conhecida e
comercializada no mercado brasileiro como liméo; razdo pela qual também é
chamada de limao ‘Tahiti’. Figura entre as frutas citricas de maior crescimento
em exportacdo nos ultimos anos (IBRAF, 2011). O Brasil, com a producao
aproximada de 972 mil toneladas, ocupa o quinto lugar em nivel mundial em
producéo de limdes/limas acidas (FAO, 2011). Apesar de o Brasil ser o maior
produtor mundial de laranja e exportador de suco dessa fruta, o destaque na
citricultura exportadora nacional in natura, € a lima acida ‘Tahiti’'(IBRAF, 2011).
O espaco conquistado no mercado externo € devido, principalmente, ao maior
consumo de caipirinha e ao uso da fruta para adornar pratos e bebidas, em
substituicdo aos limdes ‘Verdadeiros'.

Embora sejam conhecidas diversas sele¢des de limeira acida ‘Tahiti’, no
Brasil, seu cultivo é baseado, praticamente, em duas selecoes, o IAC 5 e o
‘Quebra-galho’, e em apenas um porta-enxerto, o limoeiro ‘Cravo’ [C. limonia
Osbeck]. Essas combinacdes copa/porta-enxerto podem reduzir a expectativa
de vida do pomar, devida a gomose de Phytophthora spp.(Figueiredo et al.,
1996).

A limeira acida ‘Tahiti’, por tratar-se de cultivo relativamente recente, nao
obstante sua crescente expressdo econdmica; ainda carece de pesquisas
dirigidas ao estudo de sele¢Bes de copa e porta-enxertos em comparacdo com
0s grupos das laranjeiras doces [C. sinensis (L.) Osbeck] e tangerineiras
(diversas espécies), principalmente no estado da Bahia. A maioria dos
trabalhos que foram publicados a respeito desta limeira acida foram conduzidos
no estado de Séao Paulo.

Atualmente, o Citrumeleiro ‘Swingle’ tem sido usado em substituicdo ao
limoeiro Cravo’[C. limonia Osbeck], como opcéo de porta-enxerto para limeira
acida ‘Tahiti’. A importancia do uso do porta-enxerto Citrumeleiro ‘Swingle’,
recai sobre o fato do mesmo propiciar resisténcia a gomose de Phytophthora
spp. De acordo com Feischtenberger et al. (1997) a susceptibilidade do porta-
enxerto Citrumeleiro ‘Swingle’ a gomose Phytophthora spp. € considerada

muita baixa. Em um experimento instalado em S&o Paulo, Figueiredo et al.
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(2002) nao conseguiram avaliar a combinagdo limeira acida ‘Tahiti’ sobre
limoeiro ‘Cravo’, pois todas as plantas morreram por infecgdo de Phytophthora
spp.; enquanto que as enxertadas em Citrumeleiro ‘Swingle’ continuaram vivas.

No intuito de alavancar novas alternativas para o cultivo de limeira 4cida
‘Tahiti’, este trabalho objetivou avaliar diferentes selecdes de copa, enxertadas
sobre o porta-enxerto citrumeleiro ‘Swingle’[C. paradisi Macfad. x Poncirus
trifoliata (L.) Raf.], com base em caracteres de desenvolvimento vegetativo e

produtivo, nas condi¢des climaticas de Cruz das Almas, recbéncavo da Bahia.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em outubro de 2004 na sede da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, no municipio de Cruz das Almas, recéncavo da Bahia,
em uma altitude de 225 metros, sob as coordenadas geograficas 12°40'39” S e
39°06°23” O. O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, é uma
transicdo entre as zonas Am e Aw, enquanto que pela classificacdo de
Thornthwaite é do tipo C, seco e subumido. As normais climaticas da regiao
sdo: precipitacao pluvial de 1.224 mm, temperatura de 25°C e umidade relativa
do ar de 75% e tem nos meses de junho a agosto o periodo mais chuvoso e
nos meses de novembro a marco o periodo mais seco do ano. O solo € do tipo

latossolo amarelo distrofico A moderado, textura franco argilo-arenosa.

Matriz Experimental

Nove selegbes de limeira acida ‘Tahiti’ (Tabela 1), enxertadas em
citrumeleiro ‘Swingle’, foram plantadas no espagcamento 55 m x 4,0 m e
conduzidas sem irrigacdo em delineamento experimental em blocos
casualizados, com 9 tratamentos (sele¢cdes de ‘Tahiti’), 5 repeticoes e 2 plantas
por parcela. As plantas foram adubadas e o pH do solo corrigido de acordo
com as necessidades definidas a partir de andlise de solo. O controle de
plantas invasoras foi realizado com rogcadeira mecanizada. Foram feitas podas
de galhos secos e ramos ‘ladrées’. Nao foram realizadas pulverizagdes para

controle de fungos e insetos.
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Desenvolvimento vegetativo

O desenvolvimento vegetativo das plantas foi avaliado no inicio do
segundo semestre de 2011. O diametro e a altura das copas das plantas foram
medidos com régua métrica graduada em centimetros. A altura foi tomada do
solo ao plano mediano do topo da planta. O diametro foi medido no sentido da
linha de plantio e no sentido perpendicular a esta para célculo do diametro
médio. O indice de conformacdo da copa (IC) foi obtido pela razdo da altura
sobre o diametro. Foi calculada a &rea util de cada planta de acordo com
Equacédo 1. O volume da copa foi calculado pela Equacéo 2 (Mendel, 1956).

Equagdo 1: A=11x*(2+25)

~ ) _3 (ll‘i‘lZ) 2
Equacao 2: Vc—3 LT (—4 ) .h

em que € a area util da planta em m2, Vc é o volume de copa em m3, h
€ a altura da planta em metros, |1 é o didametro no sentido da linha de plantio e
I2 é o didmetro no sentido da entrelinha de plantio em metros. O valor 2,5
apresentado na Equacédo 1 foi definido mediante pesquisa junto a produtores
da regido, equivalendo a largura suficiente para trator e implementos
realizarem os tratos culturais mecanicos, correspondendo, portanto, ao espaco
vazio da entrelinha. O nimero de plantas por hectare foi calculado segundo a

equacéao 3.

10000)
A

Equagdo 3: Np = (
Produtividade

A producéo (P) referiu-se ao niumero e peso total de frutos por parcela
em 2011. Os frutos colhidos foram contados e pesados por planta, calculando-
se a média por parcela. A producdo por hectare (t.ha-*) foi estimada de acordo
com a Equacéo 4, onde p (kg) é o peso por planta e A (m2?) a area ocupada por
planta. A eficiéncia produtiva Ep foi calculada por planta, dividindo-se a

producao pelo volume de copa (kg.m-3), de acordo com a Equacéo 5.

Equagdo4: P =p+x (10200)
U _ P
Equagdo 5: Ep = e

Caracterizacao Fisico-quimica de frutos
Em cada parcela foi coletada uma amostra de 10 frutos, ou seja 5 frutos

por planta, escolhidos aleatoriamente ao redor da copa, com coloracdo e
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firmeza nos padrbes ideais de colheita (frutos com coloracdo verde intenso e
casca firme). Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, determinando-
se: a) comprimento e didmetro do fruto, medido com régua tipo calha graduada
em centimetros (cm); b) peso dos frutos, estabelecida por balanca digital, em
gramas (g); c) rendimento do suco, avaliado com base na relacdo peso do
suco/peso dos frutos, em porcentagem (%); d) espessura da casca, mensurada
com paquimetro graduado em milimetros (m); €) nimero de sementes por
fruto; f) teor de sélidos soluveis (SS), determinado por refratometria, mediante
emprego de refratbmetro de leitura direta, sendo os valores expressos em
porcentagem em peso (°Brix); g) acidez titulavel (AT), obtida mediante diluicdo
de 0,5 g de suco (de cada amostra) em 40 mL de agua destilada e com auxilio
de uma bureta digital foi realizada a titulagdo da solugdo com NaOH a 0,1 N e
indicador fenolftaleina (expressa em gramas de acido citrico/100g de suco); h)

ratio, indice de maturacgéo, calculado pela razdo SS/AT.

Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia segundo o modelo de
blocos inteiramente casualizados:

Yij = m + bj + ti + eij

Yij: valor observado na parcela que recebeu o tratamento i no bloco j;
m: média geral;
bj: efeito do bloco j;
ti: efeito do tratamento i (sele¢des);
eij: efeito do erro experimental associado a parcela que recebeu o tratamento i
no bloco j.

As médias individuais foram comparadas pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento vegetativo

As selegcbes de limeira acida ‘Tahiti ndo mostraram diferengas
significativas para os caracteres de desenvolvimento vegetativo; com excecéo
da variavel volume de copa (Tabela 2).

A selecdo ‘Persian 58’ apresentou maiores médias de altura e didmetro
de copa, 3,20 m e 4,55 m, respectivamente. Consequentemente, esta selecéo
apresentou maior volume de copa (34,8 m3), diferindo-se estatisticamente das
demais.

Atualmente, Huanglongbing (HLB, ex-greening) € a doenca mais
devastora para citricultura, pois reduz tragicamente a producao e atinge todas
as espécies de citros. Uma das medidas mitigadoras preconizadas para o
controle desta doenca € a eliminacdo de plantas sintomaticas. Sendo assim, o
adensamento ou aumento do nimero de plantas por hectare podera minimizar
a perda de produtividade por area (TERSI, 2010). Neste experimento o menor
volume de copa foi o da selegdo ‘CNPMF — 2000’ (25,0 m?®). A menor altura de
planta foi encontrada em ‘CNPMF — 2001’ (2,8 m). O indice de conformacao foi
menor que 1,0 para todas as selecdes, revelando que neste experimento todas
as copas possuem diametro maior que a altura.

A diminuicdo do vigor para adensamento de plantio € uma das novas
vertentes da citricultura. Além de beneficios, como incremento de producao nas
primeiras safras, melhor cobertura do solo e menor perda de agua por
evaporacao, facilitacdo das pulverizagbes mecanicas e das colheitas, e, em
caso de catastrofes biolégicas ou climaticas, maior chance de permanéncia de
bom estande de plantas (PHILIPS, 1978).

Apesar do teste de F da andlise de variancia nao ter detectado
diferencas significativas entre o ndmero de plantas por hectare, pbéde-se
verificar que a selecdo com maior potencial de adensamento de plantio, tendo
o citrumeleiro ‘Swingle’ como porta-enxerto, foi a ‘CNPMF — 2000’ (384 plantas
por hectare). A selegdo ‘Persian 58 contrasta para esta caracteristica (319
plantas por hectare). Estes resultados séo reflexos da area util ocupada pelas

sele¢des avaliadas.
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Trabalhos realizados com porta-enxertos tém mostrado sua influéncia
sobre o desenvolvimento da copa. A esse respeito, o trifoliata ‘Flying Dragon’
[P. trifoliata (L.) Raf. var. monstrosa T. Ito] tem possibilitado reducdes
substanciais no porte da limeira acida ‘Tahiti (STUCHI E SILVA, 2005).

Nas condi¢cdes climaticas de Bebedouro - SP, sem uso de irrigacao,
plantas da selecdo ‘IAC — 5.1°, com sete anos idade, combinadas com
citrumeleiro ‘Swingle’ atingiram 37,1 m® de copa (AVILES, 2009); superando 0s
valores de ‘Persian 58’ e do proprio ‘IAC — 5.1’ (27,5 m?), obtidos no presente
estudo. A selecao ‘IAC — 5’ desenvolveu uma copa com 29,9 m3. Figueiredo et.
al. (2001) avaliaram plantas de ‘IAC — 5’ sobre citrumeleiro ‘Swingle’, com dez
anos de idade, sem presenca de irrigacéo, e obtiveram resultados de volume
de copa de 66,0 e 70,1 m3 nas cidades de Aguai e Bebedouro - SP,
respectivamente. Nufez (2010), utilizando a mesma combinagcdo copa/porta-
enxerto, nas mesmas condicfes hidricas, também na regido de Bebedouro,
porém com plantas tendo seis anos de idade, obteve um volume de copa de
33,7 m3 e altura de 3,5 m.

A selecdo ‘CNPMF — 01" em pesquisas no estado de Sdo Paulo foi
considerada como alternativa a IAC — 5" (STUCHI et al., 2002). No presente
trabalho, essa selecéo atingiu 3,04 m de altura, diametro de 4,2 m e 28,5 m3 de
volume de copa, manifestando, portanto, boa capacidade de adensamento de
plantio. J4 em Bebedouro - SP a referida selecdo apresentou valores de 4,0 m
de altura, 5,0 m de diametro e 51,1 m?3 de volume de copa quando enxertado
sobre tangerineira ‘Cledpatra’ (C. reshni hort. ex Tanaka), no sétimo ano de
idade, na condicdo de auséncia de irrigacdo (STUCHI et al.,, 2002). Esta
diferengca de comportamento do ‘CNPMF — 01’ pode ser devido a combinacéo
copal/porta-enxerto, como também as condicbes nutricionais, edaficas ou
climaticas. Figueiredo et al (2001) em estudo de competicdo de porta-enxertos
em combinagdo com a selegado ‘IAC — 5’ de limeira acida ‘Tahiti’, verificou que
as copas sobre citrumeleiro ‘Swingle’ foram mais volumosas (70,1 m?) que as
enxertadas em tangerineira ‘Cledpatra’ (62,2 m?). Esses resultados indicam que
até o sétimo ano de idade as plantas na regido de Bebedouro — SP apresentam

maior desenvolvimento que no reconcavo baiano. Dessa maneira o ideal seria
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avaliar o desenvolvimento vegetativo de outros pomares de limeira acida ‘Tahiti

sobre citrumeleiro ‘Swingle’ da regido para confirmar esta hipotese.

Produtividade

O teste f da andlise de variancia (ver Tabela 2) revelou que as sele¢cbes
mostraram diferencas altamente significativas em todas as variaveis
relacionadas a producdo de frutos. Segundo o teste de Skott-Knott o0s
agrupamentos de médias foram iguais para as trés primeiras variaveis, ou seja,
todas as selecdes receberam as mesmas notas para os caracteres numero de
frutos, peso de frutos e producéo por area.

As selecbes ‘Persian 58 e ‘5059 foram estatisticamente iguais e
superiores as demais em todas as variaveis de producdo de frutos. Porém, o
‘Persian 58’ apresentou maiores médias de numero e peso de frutos por planta
e produtividade por area: 1.217,8 frutos, 118,2 kg, 37,28 tha’,
respectivamente. Enquanto que a selegao ‘5059’ apresentou média de 1097,8
frutos, peso de 99,0 kg, produtividade de 37,14 tha™. E interessante ressaltar
gque, mesmo apresentando uma menor produtividade por planta, ‘5059’
alcangou ‘Persian 58’ em produtividade por area; isto devido ao maior estande
de plantas apresentado por ‘5059’ que proporcionou um incremento na
produtividade por hectare (Tabela 1).

Com relacédo a eficiéncia produtiva, as selegcbes ‘Persian 58 e ‘5059’
também se destacaram entre as demais. A primeira com 3,3 kg.m™ e a
segunda com 3,6 kg.m>. As selecées ‘CNPMF- 02 e ‘Bearss lime’
apresentaram médias de 2,7 kg.m™ e 1,96 kg. m™>. As selecdes ‘IAC — 5.1’ (1,5
kg.m?) e ‘CNPMF — 01’ (1,9 kg.m™) mostraram comportamento de producao
intermediario no experimento. Avilés (2009), analisando a eficiéncia produtiva
em plantas de limeira acida ‘Tahit’ com mesma idade, encontrou uma
produtividade de 1,2 kg.m™ para a selecdo ‘IAC — 5.1" enxertada em
citrumeleiro ‘Swingle’, enquanto que sobre o trifoliata ‘Flying Dragon’ as plantas
apresentaram uma produtividade média de 3,2 kg.m™. Estes maiores valores
de produtividade por volume de copa estdo relacionados com a reducdo de
copa proporcionada por este porta-enxerto. Na regido de Bebedouro — SP, este

porta-enxerto produziu uma média 46,6 t.ha™ no espacamento de 4,0 x 1,0 m
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com presenca de irrigacdo (STUCHI e SILVA, 2005). Em Rio Branco - AC, a
limeira acida ‘Tahiti’ sobre tangerineira ‘Sunki’ (C. sunki Hort. ex Tan.) produziu
uma média 2,5 kg.m™ (LEDO et al., 2008). No norte do estado de S&o Paulo,
plantas da selecdo ‘Quebra-Galho chegaram a produzir 12,8 kg.m™, aos onze
anos de idade, sobre limoeiro ‘Cravo’.

Apesar de produzirem copas relativamente baixas, as selegbes ‘CNPMF
— 2000°, ‘CNPMF - 2001’ e ‘IAC — 5 manifestaram o pior desempenho
produtivo neste experimento, com produtividades em toneladas por hectare de
“2,62”, “3,89”; “5,85”, respectivamente.

Apesar de ndo quantificada, houve incidéncia do fungo Colletrotrichum
acutatum, agente etiolégico da doenga conhecida por “Queda prematura dos
frutos” ou “Podridéo floral dos citros”, em todas as plantas do experimento. A
baixa producédo de ‘CNPMF — 2000’, ‘CNPMF — 2001’ e ‘IAC — 5’ em relacao as
selegdes ‘5059’ e ‘Persian 58’ pode estar associada a uma maior tolerancia
destas Ultimas selecdes ao patdégeno, ou a uma maior capacidade
florescimento, apds ataques deste fungo. Esta doenca esta associada a alta
umidade do ambiente, fato que pode ser justificado pelas condigcbes ambientais
da regido do recbncavo baiano durante o periodo das principais floradas de
limeira acida ‘Tahiti‘ resultando assim na elevagao do indice de abortamento
floral desta espécie.

Avaliando as selegdes ‘CNPMF — 2000’, ‘CNPMF — 2001’, ‘CNPMF —
01’, ‘IAC - 5, ‘IAC — 5.1, sobre citrumeleiro ‘Swingle’, no quinto ano de idade,
Bremer Neto et al. (2008), em experimento realizado em Bebedouro — SP,
observou tendéncias de crescimento vegetativo e de produtividade

semelhantes ao encontrado no presente trabalho.

Caracterizacao fisico-quimica de frutos

Na Tabela 3, podem ser observadas diferencas estatisticas entre as
selegcdes estudadas relativamente as variaveis: peso, espessura da casca,
namero de sementes por fruto.

As selegdes ‘CNPMF — 2001, ‘CNPMF — 01’, ‘CNPMF - 02, ‘IAC — 5,

‘Bearss lime’ e ‘Persian 58’ relacionaram-se aos maiores pesos de fruto. Cabe
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destacar que ‘Persian 58’, apesar de ter apresentado maior numero de frutos
por planta, ndo manifestou reducdo no peso de seus frutos (105,7 gramas).

A selecdo ‘CNPMF — 2001’ produziu frutos maiores, com maior peso e
maior espessura de casca. Quanto ao comprimento e diametro, ndo foram
observadas diferencas estatisticas.

Todos, com excegao do ‘Bearss lime’, produziram sementes. A presenca
de sementes € uma caracteristica indesejavel em frutos de mesa. As selecdes,
‘Persian 58’, ‘56059’, ‘CNPMF — 01’, produziram menos sementes por fruto. A
‘CNPMF — 2000’ apresentou frutos mais achatados e com mais sementes em
relacdo as demais. Em média, a cada trés frutos desta selecdo, dois
produziram sementes. O fato do experimento esta localizado préximo de outras
espécies citricas pode explicar a frequéncia de sementes nas demais selecoes,
uma vez que esta limeira praticamente ndo produz polén. Sendo assim em
plantios comerciais onde ocorre a monocultura desta limeira € pouco frequente
a producéo de frutos com sementes.

N&o foram encontradas diferencas significativas para o rendimento de
suco. A média geral para rendimento de suco do experimento foi 40,8%.
Segundo os padrdes de classificagdo de lima acida ‘Tahiti’, os frutos para
exportacdo devem apresentar no minimo 40,0% de teor de suco, abaixo desse
valor, os frutos sdo considerados imaturos (CEAGESP, 2000). De acordo com
os atacadistas da Central de Abastecimento do Estado de S&o Paulo -
CEAGESP, o mercado interno prefere lima acida ‘Tahiti’ com casca lisa e muito
suco, ao passo que o mercado externo, tem preferéncia por frutos com casca
de coloracgéo verde intensa (IEA, 2008).

Stuchi et al. (2009), avaliando o comprimento e diametro de frutos de
1AC 5.1 em combinacdo com diferentes porta-enxertos, ndo detectaram
diferencas estatisticas. Nesse mesmo trabalho, o citrumeleiro ‘Swingle’ induziu
peso de fruto préximo ao encontrado na Tabela 3 (91,7 g).

Em Bebedouro - SP, frutos de ‘IAC — 5 sobre citrumeleiro ‘Swingle’
apresentaram peso, comprimento e diametro de 91,0 g, 5,9 cm e 5,3 cm,
respectivamente (FIGUEIREDO et al, 2002). Na mesma regido, NUNES et al
(2010) obteve para essa combinacdo copa/porta-enxerto frutos com 49,5 cm de

diametro e 78,3 g de peso. Maiores rendimentos de suco foram encontrados



28

em outros trabalhos igualmente realizados em S&o Paulo; embora os frutos
apresentassem menor peso (AVILES, 2009; NUNES et al, 2010; STUCHI,
2009).

Os resultados da Tabela 4 revelaram que as selegdes ‘CNPMF — 2001’ e
1AC — 5 produziram frutos menos acidos que os demais; nao diferindo
estatisticamente entre si. O maior indice de maturagéo (ratio) foi encontrado na
selecdo ‘CNPMF — 2001’. Os frutos das selegdes de limeira acida analisados
apresentaram baixo indice de maturacdo quando comparados aos de outros
trabalhos (FIGUEIREDO, 1991; MIRANDA e CAMPELO JUNIOR, 2010;
NUNEZ, 2010).

CONCLUSOES

Dentre os materiais avaliados no presente estudo, as selegdes ‘Persian
58 e ‘6059’ da limeira acida ‘Tahiti’ se destacam como as mais produtivos para
as condicbes edafoclimaticas locais, apresentando poténcial para o plantio na

regido do recbncavo baiano.
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Tabela 1. ldentificagdo e origem das selegdes de limeira acida ‘Tahiti’ usadas

no estudo.
SELECOES ORIGEM

‘CNPMF — 2000’ Embrapa Mandioca e Fruticultura — BA

‘CNPMF — 2007’ Embrapa Mandioca e Fruticultura — BA

‘CNPMF - 071’ Embrapa Mandioca e Fruticultura — BA

‘CNPMF - 02’ Embrapa Mandioca e Fruticultura — BA

1AC - &’ Instituto Agrondmico de Campinas — SP

IAC - 5.1 Instituto Agrondmico de Campinas — SP
‘Bearss Lime’ Universidade da Califérnia - Riverside — EUA
‘Persian 58’ Universidade da Califérnia - Riverside — EUA

‘56059’ Origem Desconhecida
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Tabela 2 — Dados de volume de copa (VC), altura de planta (H), diametro médio de copa (DC), indice de conformacéo da copa
(IC), area util da copa (A), numeros de plantas por hectare (NP), numero de frutos por planta (NF), peso de frutos por planta
(PESO), producao por hectare (PROD) e eficiéncia produtiva (EP) de nove sele¢des de limeira acida ‘Tahiti’ [Citrus latifolia (Yu.
Tanaka) Tanaka], com sete anos de idade, enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’ [C. paradisi Macfad. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.].
Cruz das Almas - BA. Marco de 2012.

SELECOES VC(m3) H(@m) DC(m) IC A (m?) NP NF PESO (kg) PROD (t.ha') EP (kg.m?)
CNPMF -2000 2497a 290a 404a 0,72a 26,30 a 384 a 67,60 d 6,50 d 2,62d 0,27 d
CNPMF -2001 27,15a 2,76a 4,34a 064a 29,17 a 343a  146,40d 11,48d 3,89d 0,43d

CNPMF - 01 28,49 a 3,04 a 423 a 0,72 a 28,37 a 354 a 591,40 ¢ 54,85 c 19,03 ¢ 1,89 ¢

CNPMF - 02 26,15a 294a 4,10a 0,72a 26,66 a 380a  795,00b 71,72 b 26,56 b 2,72b

IAC -5 2987a 299a 4,34a 069a 29,53 a 343a  188,80d 17,20 d 5,85d 0,60 d
IAC —5.1 2753a 3,11a 4,10a 0,76a 26,74 a 376 a 489,00 c 41,75 ¢ 15,50 ¢ 1,49 ¢
BEARSSLIME 26,17a 2,82a 4,16a 0,68a 27,60 a 372a 571,40c 53,87 C 18,78 ¢ 1,96 b
PERSIAN 58 3485b 320a 4,55a 0,70a 31,52 a 319a 1217,80a 118,24 a 37,28 a 3,34a
5059 27,05a 3,04a 4,12a 0,74a 26,75 a 379a 1097,80a 99,00 a 37,14 a 3,62 a
CV (%) 15,66 7,43 6,10 8,12 9,51 10,17 28,92 32,18 37,92 32,03
Teste F 0,05 0,08™  0,07™ 0,08™ 0,06" 0,10 0,00” 0,00” 0,00” 0,00”
Média Geral 28,02 2,98 4,21 0,71 28,07 361 573,91 52,73 16,89 1,81

Médias dos tratamentos nas colunas seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). CV — Coeficiente de
variacdo, "™ néo significativo, ’ significativo a 5% de probabilidade, e " significativo a 5% de probabilidade
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Tabela 3 — Dados de peso (PF), comprimento (CF), diametro (DF), espessura da casca (EC), numero de sementes (NS),
rendimento de suco (RS), acidez titulavel (AT), solidos soluveis (SS) e ratio (RT) de frutos de nove selecdes de limeira acida
‘Tahiti’ [Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka], com sete anos de idade, enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’ [C. paradisi Macfad. x
Poncirus trifoliata (L.) Raf.]. Cruz das Almas - BA. Marco de 2011.

SELECOES PF (9) CF (cm) DF (cm) EC (mm) NS RS(%) Ssst AT? RT
CNPMF — 2000 91,28 b 572 a 5,44 a 3,74 a 0,71 b 42,00 a 7,58 a 6,53 a 1,16 b
CNPMF — 2001 115,80 a 6,45 a 5,72 a 4,35 a 0,59 b 39,50 a 7,65 a 6,09 b 1,25 a

CNPMF - 01 107,59 a 6,23 a 5,73 a 3,33b 0,19 a 39,70 a 7,57 a 6,52 a 1,17 b

CNPMF- 02 105,95 a 6,00 a 5,51 a 3,35b 0,22 b 39,50 a 7,28 a 6,52 a 1,12 b

IAC -5 108,57 a 6,22 a 5,66 a 3,08b 0,36 b 42,00 a 7,32a 6,34 b 1,16 b
IAC —5.1 91,77 b 581a 5,58 a 3,57b 0,43 b 40,00 a 7,68 a 6,84 a 1,12 b
BEARSS LIME 106,76 a 6,14 a 5,58 a 3,05b 0,00 a 41,00 a 7,48 a 6,73 a 1,11 b
PERSIAN 58 105,74 a 6,42 a 5,60 a 3,04b 0,06 a 40,00 a 7,36 a 6,64 a 1,11 b
5059 96,04 b 6,33 a 5,69 a 321b 0,05 a 44,00 a 7,44 a 6,87 a 1,08 b
CV (%) 8,20 5,86 5,22 14,47 107,74 11,13 3,51 3,67 4,50
Teste F 0,00 0,11"™ 0,90 0,03° 0,01” 0,22 " 0,31" 0,00~ 0,01"
Média Geral 103,40 6,16 5,61 3,34 0,25 40,80 7,47 6,60 1,13

Médias dos tratamentos nas colunas seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). CV — Coeficiente de
variagdo, °(9.100g™" - gramas de &cido por 100 gramas de suco), * (° brix), " significativo a 5% de probabilidade, ~ significativo a 1% de probabilidade.
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ANALISE DE VARIABILIDADE DE SELECOES DE LIMEIRA ACIDA ‘TAHITP
MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES ISSR E IRAP.

Autor: Magno Guimaraes Santos
Orientadora: Claudia Fortes Ferreira
Co-orientador: Abelmon da Silva Gesteira

RESUMO: Marcadores ISSR e IRAP tém sido usados para detectar variabilidade
em citros. Diversos trabalhos foram realizados para estimar a variabilidade entre
variedades de limoeiro, mas ndo em limeiras acidas. Sendo assim este trabalho
objetivou detectar variabilidade entre sele¢cdes de limeiras acidas ‘Tahiti’, por meio
de marcadores moleculares tipo ISSR e IRAP, e mediante -caracteres
agrondmicos de fruto. Foram analisados 28 gendtipos de citros; 25 selecdes
originadas de limeiras acidas ‘Tahit’ e trés espécies controle. Foi utilizada a
distancia Euclidiana Média para dados fisico-quimicos de fruto (peso,
comprimento, didmetro, cor da casca, espessura da casca, numero de sementes,
rendimento de suco, acidez titulavel, sélidos sollveis e ratio) e a distancia de
Jaccard para dados obtidos dos marcadores moleculares (ISSR e IRAP). Foram
realizados quatro agrupamentos: o primeiro baseado em dados fisico-quimicos, o
segundo em ISSR, o terceiro em IRAP e o quarto em ISSR mais IRAP. O primeiro
agrupamento separou 0s genétipos por espécie. A variavel que mais contribuiu
para divergéncia entre os acessos foi o nimero de sementes por fruto. O
agrupamento de marcadores ISSR e IRAP, separaram as limas acidas ‘Tahit’
achatados, em um grupo, as demais limas acidas e lim6es verdadeiros num
segundo e as tangerinas em um terceiro grupo. Foram testados 24 primers ISSR,
17 foram polimérficos e geraram 125 bandas, 69 polimérficas. Para o marcador
IRAP foram testados 8 primers, todos polimérficos. As andlises de IRAP geraram
49 bandas polimorficas e 18 monomorficas. Estes marcadores conseguiram
detectar polimorfismo entre limeiras acidas, limoeiros e tangerineiras. As analises

revelaram a formacgao de dois grupos dentro das limeiras acidas ‘Tahiti’.

Palavras-chaves: Citrus latifolia, diversidade genética, dissimilaridade.
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ANALYSIS OF THE VARIABILITY OF "TAHITI'ACID LIME SELECTIONS BY
ISSR AND IRAP MOLECULAR MARKERS.

Author: Magno Guimaraes Santos
Adviser: Claudia Fortes Ferreira
Co-adviser: Abelmon da Silva Gesteira

ABSTRACT: ISSR and IRAP markers were used to detect the variability in citrus.
Many works were carried out to estimate the variability between lemon varieties,
but not acid limes. Therefore, the objective of the present work was to study the
variability between “Tahiti"acid lime selections using ISSR and IRAP markers and
agronomic characteristics of fruits. Twenty-four were analyzed: 25 original
"Tahiti"acid lime selections and three controls. The Average Eucledian distance
was used for the physico-chemical data of fruits (weight, length, diameter, peel
color, peel thickness, number of seeds, juice yield, tritable acidity, soluble solids
ratio) and Jaccard’s index for all the molecular maker data (ISSR and IRAP). Four
clusters were obtained: the first one based on all physico-chemical data, the
second based on ISSR data, the third based on the IRAP data and the fourth
based on the combined data (ISSR and IRAP). The first cluster separated the
genotypes according to their species. The variable which most contributed to the
diversity between the accessions was the number of seeds per fruit. The cluster
formed by the ISSR and IRAP markers separated the flat “Tahiti"acid limes in one
group, the remaining acid limes and lemons in a second group and the tangerines
in a third group. Twenty-four ISSR primers were tested, whereas 17 were
polymorphic and presented 125 bands, of which 69 were polymorphic. For the
IRAP marker, 8 primers were tested, all polymorphic. The IRAP analysis
generated 49 polymorphic and 18 monomorphic bands. These markers were able
to detect polymorphism between the acid limes, lemons and tangerines. Two
groups were formed for the “Tabhiti"acid limes.

Key-words: Citrus latifolia, genetic diversity, dissimilarity
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INTRODUCAO

A limeira acida ‘Tahiti’ [Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka] é um triploide
natural (2n = 3x = 27) que, ao contrario da outras limeiras acidas como, por
exemplo, a ‘Galego’ [C. aurantifolia (Christm.) Swingle], raramente produz
sementes. Os gendtipos utilizados comercialmente sdo conhecidos como clones,
nao existindo variedades dentro desta espécie. Estes clones tém sido
selecionados a partir das poucas sementes produzidas ou de gemas de plantas
superiores em plantios comerciais. Entretanto, existem davidas sobre a identidade
genética destes materiais, podendo os mesmos apresentar origem hibrida ou
serem mutantes com caracteristicas tipicas de limeira acida ‘Tahiti’, o que, por
sua vez, poderia justificar as diferencas de produtividade e desenvolvimento
vegetativo observadas nos plantios desta espécie. O uso de marcadores em nivel
de DNA torna-se uma abordagem atrativa, por possibilitar a localizacdo de
diferencas entre individuos ao longo da sequéncia do genoma, denominado
deteccao de polimorfismo.

Marcadores moleculares sdo poderosas ferramentas que tém sido
utilizadas em citros com diferentes finalidades, como: identificacdo de hibridos
(SCHAFER et al, 2004), andlises de diversidade genética (BARKLEY et al., 2006),
construcdo de mapas de ligacdo (SANKAR e MOORE, 2001; GULSEN et al.,
2010) identificagdo de cultivares (BISWAS et al., 2010). A melhor compreenséo
da eficacia dos diferentes marcadores moleculares é um passo importante para
caracterizacao e classificacdo do germoplasma vegetal (SCARIOT et al., 2007).

Dentre os marcadores moleculares, destaca-se 0 ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) que delimita fragmentos de DNA amplificados entre dois
microssatélites em direcbes opostas. Trata-se de marcadores dominantes
altamente reprodutiveis e polimoérficos, os quais ndo necessitam de precisam
conhecimento prévio das sequéncias de DNA para desenho de seus primers
(BORNET e BRANCHARD, 2001).

Marcadores IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism)

amplificam a regido entre dois retrotransposons LTR (Long Terminal Region).



38

Possuem as mesmas caracteristicas descritas para os marcadores ISSR, porém
necessitam do conhecimento prévio do genoma para construcao de seus primers.
As regibes LTR sdo altamente conservadas dentro das familias de
retrotransposons, permitindo que estes sejam usados como marcadores em
diversas espécies (KALENDAR, 1999). Eles sdo muito abundantes, pois podem
compbe cerca 50% do genoma de um cromossomo vegetal (KUMAR e
BENNETZEN, 1999).

Diante da auséncia de trabalhos na literatura que estudem sele¢des de
limeira acida ‘Tahiti’ em nivel molecular, este trabalho teve por objetivo analisar a
variabilidade entre os gendtipos originados de limeira acida ‘Tahiti’  por meio de
marcadores moleculares do tipo ISSR e IRAP, e relaciona-los com marcadores

agrondmicos de frutos.

MATERIAL E METODOS

Vinte e oito gendtipos do Banco de Germoplasma (BAG) de Citros da
Embrapa Mandioca e Fruticultura (ver tabela 1), localizada no municipio de Cruz
das Almas — BA, Brasil, foram empregados neste trabalho. Todos os gendétipos
foram originados de sementes de limeira acida ‘Tahit’, com excegcdo das
variedades tangerineira ‘Sunki’ (C. sunki Hort. ex Tanaka), limao ‘Verdadeiro Fino’
[C. limon (L.) Burm.f.] e limeira acida ‘Galego’ (C. aurantifolia Swingle), que foram

usadas como controle.

Caracterizacdo agrondmica de frutos

Em cada planta foi coletada uma amostra de 10 frutos, escolhidos
aleatoriamente ao redor da copa, com coloracao e firmeza nos padrdes ideais de
colheita. Avaliaram-se suas caracteristicas fisico-quimicas de importancia
agrondmica, determinando-se: a) comprimento e diametro do fruto, medido com
régua tipo calha graduada em centimetros (cm); b) rendimento do suco, avaliado
com base na relagdo peso do suco/peso dos frutos, em porcentagem (%); c)
espessura da casca, mensurada com paquimetro graduado em milimetros (mm);
d) nimero de sementes por fruto; e) teor de soélidos solluveis (SS), determinado

por refratometria, mediante emprego de refratdmetro de leitura direta, sendo os
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valores expressos em porcentagem em peso (°Brix); f) acidez titulavel (AT), obtida
mediante diluicdo de aproximadamente 0,5 g de suco (de cada amostra) em 40
mL de agua destilada, utilizando uma bureta digital e realizando a titulacdo da
solucdo com NaOH a 0,1 N, expressa em gramas de acido citrico/100g de suco;
g) ratio, indice de maturacdo calculado pela razdo SS/AT; h) cor da casca (1-

verde intenso, 2- verde, 3- verde claro, 4- amarelo e 5- alaranjado).

Caracterizacdo com marcadores moleculares ISSR e IRAP

Extragcdo de DNA e condi¢cdes de PCR

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens, utilizando-se o método
CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990). A avaliacdo da quantidade e qualidade do DNA
foi efetuada mediante analise comparativa das amostras em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etidio. As amostras foram diluidas em TE e padronizadas

em 5 ng.uL™.

Primers ISSR e IRAP
Foram utilizados 24 primers ISSR e 8 primers IRAP. As informagdes sobre

os iniciadores podem ser obtidas na Tabela 2.

Amplificagédo do DNA

A mistura de reagentes (mix) para reacdo de amplificacdo de ISSRs e
IRAPs foi preparada para um volume final de 15 pL, contendo 0s seguintes
reagentes: Tampao de enzima 1X [KCI 50 mM, Tris-HCI| 10 mM (pH 8,3)], 1,5 mM
de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,4 uM de cada primer,

20 ng de DNA gendmico e uma Unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen).

As amplificacbes foram conduzidas em termociclador da marca Applied
Biosystems modelo Veriti® 96-Well com o seguinte programa de amplificacéo:
uma etapa inicial de 94°C por 3 min., seguida de 35 ciclos de 94°C por 40 s,
temperatura de anelamento variou de 48° a 60°C (a depender do primer) por
40s, 72°C por 1 min., com extenséao final de 72°C por 5 min. Os produtos da
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 3,0%, corado

com brometo de etidio e fotodocumentados utilizando o sistema de captura de



40

imagens (Vilber Lourmat).

Analise dos dados

A matriz de dissimilaridade gerada foi baseada em médias de
caracteristicas quantitativas estimadas a partir da distancia Euclidiana Média. A
contribuicdo relativa de cada caractere para a diversidade entre os genotipos foi
obtida pela metodologia proposta por (SINGH, 1981), utilizando o programa
computacional GENES (CRUZ, 2006).

Os fragmentos oriundos das reacdes de ISSR e IRAP foram avaliados
como auséncia (0) e presenca (1) de bandas. A partir destes dados, foram
elaboradas trés matrizes de dissimilaridade genética entre 0s genaétipos,
calculadas a partir do coeficiente de Jaccard (indice do complemento de Jaccard
= 1-c) por meio do Software GENES (CRUZ, 2006). Trés matrizes foram
construidas, sendo a primeira resultante dos dados de ISSR, a segunda de IRAP
e a terceira da analise conjunta destes dois marcadores. O teste de agrupamento
dos genotipos foi realizado pelo método UPGMA (Unweighted pair-group Method
with arythmetic mean) empregando o software Statistica (STATISTICA, 2002). A
correlacao cofenética foi calculada para verificar correlacdo entre as matrizes de
distancia e agrupamento, por meio do teste de Mantel. Para verificar a
consisténcia das bifurcacbes no dendrograma, a analise de bootstrap foi
conduzida utilizando-se 1000 permutacdes, por meio do programa GENES
(CRUZ, 2006). O critério adotado para formacdo de grupos dentro dos

agrupamentos foi a média da matriz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta o dendograma construido por meio da matriz de
distancia Euclidiana Média com base em dados quantitativos (Tabela 1). Este
dendograma mostrou coeficiente de correlacdo cofenética de 0,99, indicando boa
representacdo dos dados, haja vista que valores maiores que 0,56 sao
considerados adequados (VAZ PATTO et al.,, 2004). A média da matriz de
dissimilaridade de dados quantitativos foi 1,10, sendo os acessos ‘Chapada’ e

‘Casca Grossa’ os mais proximos, com dissimilaridade 0,06. Por sua vez, a
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tangerineiras e o0 limoeiro ‘Verdadeiro Fino’ foram os mais distantes,
dissimilaridade de 3,35. Neste dendograma foram criados quatro grupos. O
primeiro (G1) composto pelas limeiras acidas ‘Tahiti’ ‘CNPMF — 10°, ‘CNPMF —
11’, ‘CNPMF — 12’, ‘CNPMF — 13’, ‘CNPMF - 16’, ‘CNPMF - 17’, ‘CNPMF — 18,
‘CNPMF - 19, ‘CNPMF — 20’ ‘Bearss Lime’, ‘Chapada’, ‘Casca Grossa’,
‘Comprido’, ‘Lagoa Grande’, ‘Limeira’, IAC — 5.1°, IAC — 5.0°, ‘5059’, ‘Persian 58’,
‘CNPMF - 01’, ‘CNPMF - 02’, ‘CNPMF - 03’, ‘CNPMF — 2000’, ‘CNPMF — 2001’;
0 segundo (G2) formado por limeira acida ‘Galego’; o terceiro (G3) formado por
limoeiro ‘Verdadeiro Fino’ e o quarto (G4) formado por tangerineiras ‘Sunki’ e
‘CNPMF — 08’. Quanto ao formato de fruto, as limeiras acidas mostraram
hesperidios com formato esferoide achatados, comprimento menor que diametro,
ou esferoide oblongo, comprimento maior que diametro (Tabela 1).

Segundo o teste de Singh (1981) o caractere de maior contribuicdo para
divergéncia entre os individuos foi o numero médio de sementes por fruto
(72,5%). O nuamero de sementes também contribuiu significativamente para a
diferenciacdo de clones de laranja doce cv. ‘pera’ (C. sinensis Osbeck) e de
outras variedades desta espécie (DOMINGUEZ et al., 2004).

As limeiras acidas ‘Tahiti’ ndo produziram mais que uma semente por fruto,
com excec¢ao de ‘CNPMF — 16’ e ‘CNPMF — 20’ que produziram mais de trés,
enquanto que a limeira acida ‘Galego’ produziu em média seis sementes por fruto.
O limoeiro ‘Verdadeiro Fino’ produziu 19 sementes por fruto, ao contrario do
limoeiro ‘Verdadeiro CNPMF — 03’ que ndo apresentou semente nos frutos
analisados (Tabelal).

Nas andlises de ISSR, de 24 primers avaliados, 17 foram polimérficos. No
total, foram obtidas 125 bandas, sendo 69 polimoérficas e 56 monomorficas. Os
primers com maior polimorfismo foram DICA3'RG, TriATC3'RC e TriCAA3'RC;
cada um com seis bandas polimorficas (Tabela 2).

Quanto agrupamento de ISSR (Figura 2), a correlacdo cofenética foi de
0,99. Em uma avaliacgéo inicial, observa-se uma separacdo do grupo de limoeiros
e limeiras &cidas do grupo das tangerineiras. A dissimilaridade média entre os 28
individuos analisados foi 0,16. Os acessos mais distantes foram ‘CNPMF — 20’ e
Tangerineira ‘Sunki’ (0,44). N&ao foi encontrada dissimilaridade entre as sele¢des
‘CNPMF — 10’, ‘CNPMF - 13, ‘CNPMF - 16’, ‘CNPMF — 17’, ‘CNPMF — 18’ e ‘IAC
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- 5, IAC - 5.1°, ‘Persian 58, ‘CNPMF — 01’, ‘Lagoa Grande’, ‘Casca Grossa’,
‘CNPMF - 02’, ‘Comprido’, ‘5059, ‘Bearss lime’, ‘CNPMF — 2001’. Com base nos
resultados obtidos ndo foi possivel diferencid-los dos materiais acima citados
empregando marcadores ISSR, sugerindo que 0S mesmos apresentam base
genética estreita.

O dendograma formado com os dados dos marcadores ISSR revelou a
formacao de 3 grupos diferentes (Figura 2). No grupo G1 foram agrupados 10
gendtipos (‘CNPMF - 10’, ‘CNPMF — 11, ‘CNPMF - 12’, ‘CNPMF - 13,
‘CNPMF — 16’, ‘CNPMF — 17’, ‘CNPMF — 18, ‘CNPMF - 19, ‘CNPMF - 20’,
‘CNPMF — 2000’) com média de dissimilaridade (0,03).

Dentro do G1 esta a limeira acida ‘Tahiti CNPMF — 2000’ que € uma
selecéo obtida de uma mutacdo de gema. A partir de suas sementes é que foram
originadas as demais selecdes integrantes do G1. De maneira geral, quando
estdo verdes, os frutos desse grupo, apresentam uma coloracdo verde mais
intensa e brilhante em relacdo as demais selegbes de limeiras acidas ‘Tahiti
comuns’. Além disso, o0s frutos desse grupo possuem diametro maior que o
comprimento, ou seja, frutos esferdides achatados. Os seus frutos também
possuem maior incidéncia de sementes, em relacdo as demais selecbes de
limeira acida ‘Tahiti’ convencionalmente cultivadas, em média trés sementes a
cada dois frutos (Tabelal).

A excecdo dos gendtipos ‘CNPMF — 03’, limoeiro ‘Verdadeiro Fino' e
limeira acida ‘Galego’, os demais integrantes do grupo G2 (‘IAC - &’, ‘IAC - 5.1°,
‘Limeira’, ‘Persian 58’, ‘CNPMF — 01’, ‘Lagoa Grande’, ‘Casca Grossa’, ‘CNPMF —
02’, ‘Comprido’, ‘Chapada’, ‘5059’, ‘Bearss lime’, ‘CNPMF — 2001’) sdo marcados
por frutos de padrao limeira acida ‘Tahiti’, ou seja, frutos oblongos a
arredondados, e com menor frequéncia de sementes, média de uma a cada trés
frutos (Tabela 1).

O terceiro grupo (G3) foi formado pelas microtangerineiras: ‘CNPMF — 08’ e
‘Sunki’. A tangerineira ‘Sunki’ geralmente é usada como porta-enxerto. Os frutos
dessas tangerineiras possuem poucas sementes (quatro a seis - ver Tabela 1) e
neste estudo foram usadas como espécies controle.

Na tabela 2 encontram-se os dados obtidos das analises de marcadores
IRAP. Todos os primers testados mostraram polimorfismo, mas o IRAP 5 foi 0 que



43

apresentou maior numero de bandas polimérficas (19), enquanto que o IRAP 3
mostrou apenas um loco polimérfico. Os primers geraram um total de 67 bandas,
sendo 49 polimorficas e 18 monomorficas.

A correlacdo cofenética para este estudo foi de 0,90, o que também é
considerado alto. O dendograma construido a partir dos dados dos marcadores
IRAP agrupou os germoplasmas em 6 grupos (Figura 3) os gendétipos, IAC — 5.1,
CNPMF — 03’ e limoeiro ‘Verdadeiro Fino’ que antes pertenciam ao grupo G2 do
agrupamento ISSR, passaram a formar grupos individuais, G3, G4 e G5,
respectivamente. Com um valor de dissimilaridade de 0,57, os individuos que
mais divergiram entre si foram as tangerineiras e a limeira acida ‘Tahiti CNPMF —
2001. Os acessos ‘CNPMF — 01 e ‘Lagoa Grande’ n&o apresentaram
dissimilaridade.

Na analise conjunta dos dados dos marcadores ISSR e IRAP (Figura 4),
constatou-se que houve correlacéo cofenética de 0,98 entre 0os agrupamentos. A
média da matriz conjunta foi de 0,19, valor esse proximo ao encontrado na
analise com o marcador ISSR. Os trés grupos formados no dendograma da figura
4 foram os mesmos formados pelos dados de ISSR. Semelhante ao agrupamento
anterior, os acessos mais divergentes foram ‘CNPMF — 2001’ e as tangerineiras
(0,47).

Os gendtipos ‘CNPMF — 01 e ‘Lagoa Grande’ ndao mostraram diferencas
genéticas. Reforcando a estreita base entre esses acessos de limeira acida
‘Tahiti’. O fato de n&o ter sido detectado poderia ser justificado pela ineficiéncia
(insuficiente  ndimero) dos primers utilizados. N&o podemos descartar a
possibilidade de ocorréncia de divergéncias entre estes materiais, uma vez que
ha evidencias de ocorréncia de mutacdo somatica em citros em uma taxa elevada
que deram origem a individuos proximamente relacionados (MACHADO et al.,
2005), mas que os marcadores moleculares nem sempre conseguem detectar
(BARKLEY et al. 2006).

Todos o0s gendétipos analisados possuiam frutos do tipo limeira acida, com
excecao de ‘limoeiro ‘Verdadeiro Fino’, Tangerineira ‘Sunki’, ‘CNPMF — 08’ e
‘CNPMF — 03’ (Tabela 1). Apesar de esses dois ultimos serem provenientes de
sementes de frutos de limeira acida ‘Tahiti’, eles herdaram caracteristicas muito
diferentes da méde. REECE e CHILDS (1962) também obtiveram hibridos desta
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limeira com caracteristicas de frutos semelhantes as dos parentais masculinos.
Os frutos de ‘CNPMF — 08’ sdo idénticos as de tangerineira ‘Sunki’ sendo esta,
portanto, seu provavel parental masculino. Os trés dendogramas mostraram que
estes dois genotipos sdo altamente similares com distancia de dissimilaridade em
torno de 0,06. Praticamente, todos os primers mostraram bandas espécie-
especificas para estes exemplares. O ramo do dendograma que faz ligacao entre
eles dois é altamente sustentado pelas analises de bootstrap, que em todos os
dendogramas apresentou valores iguais a 100,0%.

O acesso ‘CNPMF — 03’ possui algumas caracteristicas semelhantes a de
uma planta de limoeiro ‘Verdadeiro’, ou seja, plantas vigorosas com presenca de
espinhos e frutos elipsoides. Os primers DICA 3'RG, TriAAC 3'RC e TriACG 3'RC
apresentaram bandas especificas para estes dois gendtipos, apesar de ndo se
agruparem. Na figura 4 a dissimilaridade entre estas duas variedades foi de 0,18,
proxima da encontrada entre ‘CNPMF — 03’ e as limeiras acidas ‘Tahiti’ (média de
0,17).

Ao compararmos os dados das figuras 1 e 4 foi observado que a distancia
entre os grupos de limeiras acidas ‘Tahiti’ com frutos oblongos e com frutos
achatados foi maior que a encontrada entre as limeiras acidas ‘Tahiti’ com frutos
oblongos e a ‘Galego’, e o limoeiro ‘Verdadeiro Fino’.

Neste estudo, os marcadores IRAP detectaram maior variabilidade.
Comparando os dados da tabela 2, observa-se que o0s marcadores ISSR
apresentaram 55,2% de bandas polimérficas, uma média de 4,06 bandas
polimorficas por primer, e os marcadores IRAP mostraram 73,1% de bandas
polimorficas, uma média de 6,12 bandas polimérficas por primer. Além disso, a
dissimilaridade média (0,27) da matriz IRAP foi maior que a de ISSR (0,16). Um
trabalho realizado com marcadores moleculares, dentre eles ISSR e IRAP,
corrobora com o resultado encontrado neste estudo. BRETO et al. (2001) analisou
a variabilidade entre cultivares de tangerineiras ‘Clementinas’ (C. clementina Hort.
ex Tan.) e verificou que IRAP foi quem detectou maior polimorfismo, 14,6%,
enquanto que os demais apresentaram no maximo 2,4%, ressaltando a baixa
variabilidade entre estas tangerineiras.

BERNET et al. (2004) usaram marcadores IRAP e conseguiram separar 0s

limoeiros verdadeiros ‘Fino’, ‘Verna’ e ‘Eureka’ em um grupo distinto dos demais
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limoeiros avaliados. Contudo, esta separacdo nao foi suportada por meio de
marcadores ISSR.

Ja, BISWAS et al. (2010), conduzindo um trabalho com marcadores ISSR,
IRAP, dentre outros, para estudar a diversidade genética em Citrus e géneros
relacionados, verificou que os marcadores ISSR e IRAP apresentaram a mesma
meédia de bandas polimorficas por primer (4,67). Porém, ISSR detectou 84,9% de
polimorfismo contra 82,4% de IRAP.

O uso de um tipo de marcador ndo exclui o uso de outro. Ja que eles
podem possuir regides de anelamento diferentes, eles podem ser usados em
situacdes diversas e detectar niveis de polimorfismo diferentes, a depender da
espécie.

As matrizes criadas revelam que a dissimilaridade encontrada entre as
limeiras acidas e limGes foi baixa. No agrupamento consenso (ISSR+IRAP)
(Figura 4) o valor médio de dissimilaridade foi 0,13 entre limeira acida ‘Tahiti’ e
‘Galego’, 0,18 entre limoeiro ‘Verdadeiro Fino’ e limeira acida ‘Tahiti’, 0,24 entre
limoeiro Verdadeiro ‘Fino’ e limeira acida ‘Galego’. Esta maior dissimilaridade
entre os limoeiros e limeiras acidas, também foi observada por SHAHSAVAR et
al., (2007), que utlizando seis marcadores ISSR para estudar as relagbes
filogenéticas entre espécies de citros, agruparam a limeira acida ‘Tahit’ com a
‘Galego’ (80% de similaridade) e detectaram menor similaridade, em torno 64%,

entre o grupo de limdes e limeira 4cidas.

CONCLUSOES

Com base nos dados agronémicos e moleculares, péde-se concluir que ha
divergéncia entre as limeiras &cidas ‘Tahiti, os limoeiros ‘Verdadeiros’ e as
tangerineiras, sendo menor esta divergéncia entre as limeiras &cidas e os
limoeiros. Os marcadores moleculares conseguiram separar as limeiras &cidas
‘Tahiti em dois grupos distintos, um referente a limeiras acidas ‘Tahiti’ de frutos
achatados e outro a frutos oblongos, mas nao foram suficientes para diferenciar

todas as limeiras acidas ‘Tahiti’ dentro dos grupos.
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Tabela 1. Médias de peso (PF), comprimento (CF), diametro (DF), cor da casca
(COR) espessura da casca (EC), numero de sementes (NS), rendimento de suco
(RS), acidez titulavel (AT), solidos soluveis (SS) e ratio (RT) de frutos de

genatipos de citros. Cruz das Almas, Bahia, 2012.

Tipo de Fruto Genotipos CF DF COR EC NS RS AT SS RT
lima &acida Galego 450 4,70 400 180 580 045 6,87 6,80 1,01
liméao 'Verdadeiro' Fino 721 6,00 4,00 6,20 19,00 0,35 556 6,60 1,19
limao 'Verdadeiro' CNPMF - 03 719 6,17 3,00 558 0,08 0,33 546 7,20 1,34
lima acida 'Tahiti' * CNPMF - 10 6,15 6,23 2,25 3,28 1,10 0,37 6,75 7,50 1,11
lima acida 'Tahiti' * CNPMF - 11 6,05 6,08 2,36 4,04 095 0,39 6,61 7,80 1,18
lima acida 'Tahiti' * CNPMF - 12 597 6,24 238 3,71 168 040 6,41 8,28 1,30
lima acida Tahiti' * CNPMF - 13 574 584 240 391 086 0,41 6,41 8,40 1,31
lima acida 'Tahiti' * CNPMF - 16 592 6,80 252 360 380 045 588 940 1,60
lima acida 'Tahiti' * CNPMF - 17 592 6,10 2,37 360 156 040 6,54 8,05 1,24
lima acida Tahiti' * CNPMF - 18 550 555 233 3,71 105 0,41 7,18 7,00 0,97
lima acida 'Tahiti' * CNPMF - 19 590 6,02 2,38 297 151 041 6,55 8,00 1,22
lima acida Tahiti' * CNPMF - 20 560 565 2,33 4,02 350 045 6,54 8,05 1,24
lima acida 'Tahiti' * CNPMF -2000 5,73 544 236 3,74 0,71 042 653 758 1,16

Média 585 599 2,37 366 1,67 041 6,54 8,01 1,23
lima &cida 'Tahiti' 5059 6,33 569 2,20 3,21 0,05 044 6,87 7,44 1,08
lima acida 'Tahiti' Bearss Lime 6,14 558 2,80 3,05 0,00 038 6,73 7,48 1,111
lima &acida 'Tahiti' Casca Grossa 5,92 544 263 3,06 040 0,37 6,25 7,64 1,14
lima &cida 'Tahiti' Chapada 589 543 261 3,06 095 037 6,21 7,66 1,12
lima acida 'Tahiti' CNPMF - 01 6,23 573 250 3,33 0,19 0,38 6,52 7,58 1,17
lima acida 'Tahiti' CNPMF - 02 6,00 551 220 335 0,22 0,37 6,52 7,28 1,12
lima acida 'Tahiti' CNPMF -2001 6,46 5,72 236 4,35 059 0,36 6,09 765 1,25
lima &cida 'Tahiti' Comprido 6,84 6,08 200 0,34 140 0,39 6,17 7,00 1,13
lima &cida 'Tahiti' IAC-5.0 6,22 566 280 3,08 036 038 6,34 7,32 1,16
lima &cida 'Tahiti' IAC-5.1 581 558 250 357 043 0,39 6,84 7,68 1,12
lima acida 'Tahiti' Lagoagrande 7,00 6,20 2,00 0,30 0,00 0,38 6,36 7,20 1,13
lima &cida 'Tahiti' Limeira 6,92 6,40 220 3,60 0,20 046 597 7,20 1,20
lima &cida 'Tahiti' Persian 58 6,42 560 2,20 3,04 0,06 039 6,64 7,36 1,11

Média 6,32 574 239 287 037 039 6,42 7,42 1,14
Microtangerina CNPMF - 08 290 3,30 5,00 260 6,00 0,19 3,50 9,70 2,77
Microtangerina Sunki 3,08 3,90 5,00 280 4,00 0,18 3,32 10,30 3,10

"lima acida 'Tahiti' com frutos achatados (gendtipos cujo parental feminino é o ‘CNPMF — 2000’
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Tabela 2. Iniciadores ISSR e IRAP utilizados na amplificacdo de citros, com suas

respectivas sequéncias, temperaturas de anelamento (Ta), nimero de bandas

monomorficas (NBM), nimero de bandas polimorficas (NBP) e niamero total de

bandas (NTB).

Primer (ISSR) Sequéncia Ta (°C) NBM  NBP NBT
DICA3'RG CACACACACACACACARIG 50 4 6 10
TriCAC3'RC CACCACCACCACCACRC 52 2 0 2
TrTGT3'YC TGTTGTTGTTGTTGTY?C 48 2 4 6
TrTGT5'CR CRTGTTGTTGTTGTTGT 56 2 4 6
TriIAAC 3'RC AACAACAACAACAACRC 51 2 5 7
TriAAG 3'RC AAGAAGAAGAAGAAGRC 48 3 3 6
TriATC 3'RC ATCATCATCATCATCRC 48 0 6 6
TriATG 3'RC ATGATGATGATGATGRC 51 1 5 6
TriACG 3'RC ACGACGACGACGACGRC 58 4 2 6
TrAGA 3'RC AGAAGAAGAAGAAGARC 48 0 4 4
TriTAG 3'RC TAGTAGTAGTAGTAGRC 48 0 2 2
TriTTC 3'RC TTCTTCTTCTTCTTCRC 48 3 0 3
TrTTG 3'RC TTGTTGTTGTTGTTGRC 48 2 4 6
TriTCT 3'RC TCTTCTTCTTCTTCTRC 48 1 4 5
TriTCC 3'RC TCCTCCTCCTCCTCCRC 48 5 0 5
TriTGA 3'RC TGATGATGATGATGARC 48 3 0 3
TriCAA 3'RC CAACAACAACAACAARC 48 3 6 9
TriCAT 3'RC CATCATCATCATCATRC 48 2 0 2
TriCTT 3'RC CTTCTTCTTCTTCTTRC 48 1 5 6
TriCTC 3'RC CTCCTCCTCCTCCTCRC 48 4 1 5
TriCCG 3'RC CCGCCGCCGCCGCCGRC 48 3 4 7
TriCGC 3'RC CGCCGCCGCCGCCGCRC 48 1 0 1
TriGAC 3RC GACGACGACGACGACRC 48 6 0 6
TriGTA 3'RC GTAGTAGTAGTAGTARC 56 2 4 6
Total 56 69 125
% 44,8 55,2 100,0
1R= (A,G); 2Y= (C,T)
Primer (IRAP) Sequéncia Ta (°C) NBM  NBP NBT
IRAP 2 (LCB) GGACCTATTTGCCAATGCT 55 1 3 4
IRAP 3 (LGC) CCAATTCCGGAAGGTTCTAGG 60 0 1 1
IRAP 5 (SSGB) AGTACGTCATTGCCTGTCCG 60 0 19 19
IRAP 6 (SSCC) ATCTCCCATTTCCGACCACT 57 4 3 7
SABRINA GCAAGCTTCCGTTTCCGC 51 4 7 11
STOWAWAY GCAAGCTTCCGTTTCCGC 54 1 7 8
SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 60 1 5 6
NIKITA CGCTCCAGCGGTACTGCC 52 7 4 11
18 49 67
Total % 260 731 100,0
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Figura 1. Dissimilaridade genética entre 20 gendtipos de citros. Dendrograma
construido a partir da matriz de dissimilaridade contendo 9 variaveis quantitativas
de frutos, utilizando-se o método de agrupamento UPGMA. NUmeros nas

bifurcacdes significam a % de consisténcia das mesmas.
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Figura 2. Dendrograma construido para 28 genoétipos de citros a partir de 69
bandas polimorficas de 24 marcadores ISSR  utilizando-se o método de
agrupamento do UPGMA. Numeros nas bifurcacdes significam a % de

consisténcia das mesmas.
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Figura 3. Dendrograma construido para 28 genoétipos de citros a partir de 49

bandas polimérficas de 8 marcadores IRAP
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agrupamento do UPGMA. Numeros nas bifurcacbes significam a % de

consisténcia das mesmas.
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Figura 4. Dissimilaridade genética entre 28 gendétipos de citros. Dendrograma
construido a partir da matriz de dissimilaridade contendo 69 e 49 bandas
polimorficas oriundas dos marcadores ISSR e IRAP, respectivamente, utilizando-
se 0 método de agrupamento UPGMA. Numeros nas bifurcacdes significam a %

de consisténcia das mesmas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A lima acida ‘Tahiti’ € uma fruta de crescente expansao dentro do mercado
de exportacdo de frutas frescas (VITTI, 2009). Este trabalho de avaliacdo de
selecbes traz resultados de grande valia para citricultura brasileira, mais
especificamente, para a nordestina. Haja vista que até entdo, no Nordeste, nao foi
realizada nenhuma pesquisa com tantas selegbes de limeira acida ‘Tahiti’. Visto
gue as mesmas séao direcionadas principalmente as laranjas doces.

As selegbes ‘Persian 58 e ‘5059 mostraram que tém potencial para
aumentar a média de produtividade da citricultura litorAnea do Nordeste, mesmo
diante da presenca de Colletrotrichum acutatum nas floradas de inverno. No
intuito de obter resultados mais conclusivos sobre o comportamento agronémico
das selecbes estudadas, este trabalho de avaliacdo tem sido realizado também
em outros estados da federacdo, a saber: Ceara, Distrito Federal, Pernambuco,
Séo Paulo e Sergipe.

Os dados dos marcadores moleculares ISSR e IRAP separaram a limeira
acida ‘Tahiti CNPMF — 2000’ e seus relacionados, das demais selecdes utilizadas
neste estudo, como por exemplo ‘IAC — 5’. Desta maneira sugere-se que ‘CNPMF
— 2000, seja considerada como uma variedade de limeira acida ‘Tahiti’ e ndo uma
selecéo ou clone, pois apresenta caracteristicas moleculares e agrondmicas que

a distingue da limeira acida ‘Tahiti’ comum.
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