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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

A pesquisa sobre a variabilidade molecular em sele¢des de limeira acida ‘Tahiti” contribui de
forma significativa para o campo da agronomia e citricultura, com impacto direto na
sustentabilidade e na produtividade agricola. Este estudo se concentra na caracterizacao
molecular de variantes espontaneas da limeira acida ‘Tahiti’ usando quantificacdo de metilacéo
de DNA e analise de marcadores microssatélites, ferramentas fundamentais para a compreensao
das diferencas fenotipicas e resisténcia a estresses abioticos e bidticos. Identificar e selecionar
plantas com potencial agronémico a partir dessas mutacGes somaticas contribui ndo apenas para
a diversidade genética dos citros, mas também para a resiliéncia a fatores ambientais adversos,
um fator crucial em um cenério de mudancgas climéaticas e crescente demanda global por

alimentos sustentaveis.

A aplicacdo dos resultados dessa pesquisa transcende a analise académica e impacta praticas
agronémicas de melhoramento genético ao possibilitar a selecdo de plantas com caracteristicas
desejaveis, como resisténcia a doencas, maior rendimento e frutos com qualidades superiores.
Isso tem o potencial de fortalecer a citricultura brasileira, uma vez que a cultura da limeira acida

‘Tahiti’ é uma das que se destacam no pais, gerando emprego e renda nas regides produtoras.

Além disso, a abordagem epigenética adotada, ao avaliar a metilacdo do DNA e sua relacdo
com caracteristicas fenotipicas, abre novas possibilidades para o desenvolvimento de cultivares
aprimoradas por meio de técnicas de selecdo epigenética. Esse enfoque promove uma
alternativa sustentavel e inovadora ao melhoramento tradicional, alinhando-se as demandas
atuais de praticas agricolas mais sustentaveis e menos dependentes de insumos externos.
Portanto, essa pesquisa representa uma contribuicdo valiosa para o fortalecimento da
citricultura nacional, aprimorando a capacidade do setor agricola de enfrentar desafios futuros

e promover a seguranga alimentar e ambiental.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research on molecular variability in ‘Tahiti' acid lime selections significantly contributes to
the fields of agronomy and citrus cultivation, with a direct impact on sustainability and
agricultural productivity. This study focuses on the molecular characterization of spontaneous
variants in 'Tahiti' acid lime, using DNA methylation quantification and microsatellite marker
analysis—key tools for understanding phenotypic differences and resistance to abiotic and
biotic stresses. Identifying and selecting plants with agronomic potential based on these somatic
mutations not only enhances the genetic diversity of citrus but also boosts resilience to adverse
environmental factors, which is crucial in a context of climate change and growing global

demand for sustainable food.

The application of these research findings goes beyond academic analysis and directly
influences agronomic practices in genetic improvement by enabling the selection of plants with
desirable traits, such as disease resistance, higher yields, and superior fruit quality. This has the
potential to strengthen Brazilian citrus farming, as 'Tahiti' acid lime is one of the country’s most

prominent crops, generating employment and income, especially in key production regions.

Furthermore, the epigenetic approach adopted in this study, which assesses DNA methylation
and its relationship with phenotypic traits, opens new possibilities for developing improved
cultivars through epigenetic selection techniques. This approach promotes a sustainable and
innovative alternative to traditional breeding, aligning with the current demand for more
sustainable agricultural practices that rely less on external inputs. Therefore, this research
represents a valuable contribution to strengthening national citrus farming, enhancing the
agricultural sector’s ability to face future challenges and promoting both food and

environmental security.
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RESUMO

A lima 4cida 'Tahiti' estd entre as principais frutiferas produzidas pelo Brasil, se destacando pela
grande importancia economica. Porém, sua natureza triploide e a vulnerabilidade a doengas
trazem desafios para melhoramento genético da cultura. Diante do exposto, o presente trabalho
tem como objetivo a caracterizacdo molecular de sele¢des de plantas de limeira acida 'Tahiti',
por meio da quantificacdo da metilagdo do DNA e da diferenciacdo genética por marcadores
microssatélites, a fim de subsidiar trabalhos de conservacdo e melhoramento genético da
cultura. Para tanto foram utilizadas 12 plantas tidas como possiveis mutantes, previamente
selecionadas por suas caracteristicas biométricas distintas. Assim, apos a remog¢dao do DNA
gendmico das plantas, foram realizadas analises moleculares para mensurar a quantificagao
relativa da metilacdo global entre os individuos. O delineamento experimental utilizado foi o
bastante casualizado, com 12 tratamentos, sendo cada planta considerada como um tratamento,
e 4 repetigdes. Uma andlise post-hoc dos dados foi realizada pelo teste de Tukey para um nivel
de confianga de 95%, utilizando o programa estatistico SISVAR versdo 5.6. Na sequéncia, fez-
se analises moleculares com 12 pares de marcadores moleculares microssatélites para
diferenciagdo genética entre os tratamentos. Foram observadas diferencas nos padrdes de
metilacdo dos DNAs entre os tratamentos avaliados, com destaque para os tratamentos 3 e 9,
que apresentaram valores de absor¢ao de 0,621 e 0,266 nm, respectivamente. Em relagdo as
analises com marcadores microssatélites, foi possivel a amplificagdo de 19 bandas, porém todas
monomorficas, destacando que os diferentes fenotipos coletados podem ser devido a alteragdes
no epigenoma dessas plantas. Esses resultados destacam a relevancia de estudos epigenéticos
na identificagdo de fatores que influenciam a variabilidade fenotipica e molecular, contribuindo

para avancos em estratégias de conservagdo e melhoramento genético da lima 4cida '"Tahit1'.

Palavras-chave: Citrus latifolia Tan.; citricultura; mutacdo espontanea; metilagdo do DNA;

epigenética.



ABSTRACT

The ‘Tahiti’ acid lime is among the main fruit crops produced in Brazil, standing out for its
great economic importance. However, its triploid nature and susceptibility to diseases pose
challenges for the genetic improvement of the crop. Given this, the present study aims at the
molecular characterization of selections of ‘Tahiti’ acid lime plants, through DNA methylation
quantification and genetic differentiation using microsatellite markers, in order to support
conservation and genetic improvement efforts for the crop. For this purpose, 12 plants
considered as potential mutants were used, previously selected based on their distinct biometric
characteristics. Thus, after the genomic DNA extraction from the plants, molecular analyses
were conducted to measure the relative quantification of global methylation among the
individuals. The experimental design used was completely randomized, with 12 treatments,
each plant considered as a treatment, and 4 replicates. Post-hoc data analysis was performed
using Tukey's test at a 95% confidence level, employing the SISVAR statistical program
version 5.6. Subsequently, molecular analyses were conducted with 12 pairs of microsatellite
molecular markers to assess genetic differentiation among the treatments. Differences were
observed in the DNA methylation patterns among the evaluated treatments, with treatments 3
and 9 standing out, presenting absorbance values of 0.621 and 0.266 nm, respectively.
Regarding the analyses with microsatellite markers, 19 bands were amplified, but all were
monomorphic, indicating that the different phenotypes observed may be due to alterations in
the epigenome of these plants. These results highlight the relevance of epigenetic studies in
identifying factors that influence phenotypic and molecular variability, contributing to advances

in conservation and genetic improvement strategies for the ‘Tahiti’ acid lime.

Keywords: Citrus latifolia Tan.; citriculture; spontaneous mutation; DNA methylation;

epigenetics.
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira, sendo um pilar essencial da economia agricola do pais, firma o
Brasil como lider global na produgao de frutas citricas, com destaque para a producao de lima
acida 'Tahiti' (Citrus latifolia Tan.) (Cortez; Silva, 2019). Essa frutifera ndo s6 impulsiona o
desenvolvimento socioecondmico em areas rurais, como também contribui de forma
significativa para a seguranga alimentar e nutricional da populagdo, sendo uma rica fonte de
vitamina C, antioxidantes e outros nutrientes cruciais (Saini et al., 2022).

O mercado global de frutas citricas, incluindo a lima 4cida 'Tahiti', continua crescendo.
Esse crescimento ¢ impulsionado pela demanda crescente por alimentos saudaveis e pela
versatilidade da fruta em varias industrias alimenticias e de bebidas (Saini et al., 2022). Em
2023, a producao de lima acida 'Tahiti' permaneceu robusta no Brasil, com avangos em técnicas
de irrigagdo e manejo agricola que melhoraram a eficiéncia produtiva, contribuindo
significativamente para a sustentabilidade e a competitividade da producdo nacional (Silva et
al.,2023).

Contudo, a citricultura brasileira enfrenta desafios notaveis, especialmente no que diz
respeito ao melhoramento genético das plantas. No caso da lima 4cida 'Tahiti', por ser uma
espécie triploide, verifica-se dificuldades na aplicagdo de técnicas tradicionais de
melhoramento, como a hibridacao, devido a sua complexa estrutura genética (Agusti, 2013).
Além disso, essa cultura ¢ vulneravel a varias doencas e pragas, como o cancro citrico, causado
pela Xanthomonas citri subsp. citri ¢ o Greening (Huanglongbing), que podem resultar em
perdas consideraveis na producao (Bassanezi et al., 2020).

Assim, a exploracdo de mutagdes espontaneas se torna uma estratégia fundamental para
a criagao de novos cultivares com caracteristicas de interesse agrondmico, contribuindo para a
variabilidade genética, necessaria em programas de melhoramento (Kondrateva et al., 2020).

Nesse sentido, as plantas, como organismos sésseis, sdo frequentemente expostas a
condi¢gdes ambientais que nao podem escapar (Dooren ef al., 2020). As respostas de estresse a
essas condicdes sdo multivariadas (Claeys; Inzé, 2013), o que caracteriza o significado da
expressao plasticidade fenotipica, sendo necessaria a sua caracterizagao biométrica e molecular,
que, quando integradas, proporciona uma abordagem mais completa e precisa para a selecao de
mutantes com grande potencial para o desenvolvimento de novos cultivares (Novelli ef al.,
2006).

A metilacdo do DNA, que ¢ um mecanismo epigenético, pode afetar a expressao génica
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e, por consequéncia, as caracteristicas fenotipicas das plantas (Tanaka et al., 2022). Estudos
tém mostrado a ligagdo entre a metilagdo do DNA e caracteristicas de interesse agrondOmico em
citros, como resisténcia a doengas (Liang et al., 2020) e qualidade dos frutos (Huang et al.,
2023).

Também, a analise com marcadores moleculares, como os microssatélites (SSRs), tem
se mostrado uma ferramenta muito poderosa para identificar e caracterizar mutantes em
diversas espécies vegetais devido a sua alta reprodutibilidade, co-dominancia e elevada
capacidade de discriminacdo genética. Esses marcadores permitem detectar variagdes no DNA,
que podem estar associadas a alteracdes fenotipicas ou epigenéticas, contribuindo
significativamente para estudos de genética, melhoramento e conservagao de recursos genéticos
(Luro et al., 2008).

Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo a caracterizagdo molecular de
selecdes de plantas de lima acida ‘Tahiti’, por meio da quantificagdo da metilacdo do DNA e
diferenciagdo genética por marcadores microssatélites, a fim de subsidiar trabalhos de

conservagao e melhoramento genético da cultura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA CITRICULTURA NO BRASIL

As frutas citricas ocupam o segundo lugar no ranking das frutas mais produzidas e
consumidas em todo o mundo e sdo frequentemente investigadas em pesquisas com grande
importancia econdmica e social (Portella et al. 2015). A produgcdo mundial de citros em
2023/2024 ¢ estimada em mais de 103 milhdes de toneladas métricas. A produgdo global de
laranjas ¢ de aproximadamente 48,82 milhdes de toneladas, com o Brasil mantendo-se como o
maior produtor, responsavel por cerca de 16,5 milhdes de toneladas, o que equivale a 33,8% da
producao global (USDA , 2023). A producao de tangerinas, incluindo clementinas e tangerinas,
continua em crescimento, destacando-se a China como maior produtora mundial de citros, com
mais de 56 milhdes de toneladas de citros produzidas em 2021 (FAO, 2021). Em relagdo aos
limdes e limas, a producdo global também vem crescendo significativamente nos tltimos anos,
acompanhando a tendéncia de expansao do mercado de citros (USDA, 2023; FAO, 2021).

O Brasil ocupa a terceira posi¢cdo como maior produtor mundial de culturas frutiferas,
atrds da China e da india que sdo lideres nesse seguimento. Entre as culturas frutiferas
brasileiras, a laranja se destaca, sendo largamente destinada tanto a producdo de suco
industrializado quanto ao mercado de frutas frescas (Carvalho et al., 2019).

O Brasil reafirmou seu papel como maior produtor e exportador global de suco de
laranja. A regido do estado de S&o Paulo, do Tridngulo Mineiro e Sudoeste de Minas Gerais €
responsavel por 347,9 milhGes de arvores adultas e 386,79 milhdes de caixas de 40,8 kg
(Fundecitrus, 2020). Sdo Paulo destaca-se por possuir 73% da producédo nacional de laranjas e
apresentar condicGes edafocliméticas e ainda dispor de diversas tecnologias, estrutura de
suporte direto e sistema produtivo- industrial. (IBGE, 2021).

No ano de 2020, a producdo brasileira de frutas citricas (laranja, limdo e
tangerina) alcancou 19,3 milhGes de toneladas, em 702,4 mil hectares de area cultivada. Desse
total, 87,25% foram dedicados a laranja, utilizando 84,40% da area de plantio para tal atividade
e cultivo (IBGE, 2021). E uma das atividades do agronegdcio de maior relevancia para o pais,
tornando a citricultura um dos setores mais importantes (Portella et al., 2015; Stuchi et al.,
2009).

A citricultura se destaca como um dos pilares do agronegdcio brasileiro, sendo o Brasil
0 maior produtor mundial de laranja doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck] (Stuchi et al, 2009). A

diversidade das cultivares influencia intensamente o vigor das plantas, a dimenséo das copas, a
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resisténcia a pragas e doencas, tolerancia a ambientes desfavoraveis, produtividade e qualidade
dos frutos (Cruz et al., 2019).

O cinturdo citricola de S&o Paulo e do Triangulo/Sudoeste de Minas Gerais €, sem
duvida, uma regido mais importante para a citricultura mundial, foi evidenciado pela sua
producdo da safra 2021/22 de 262,97 milhGes de caixas de laranja de 40,8 kg (Fundecitrus,
2022). A regido Sudeste contribui com 83,9% da produgéo nacional, consolidando-se como um
exemplo de eficiéncia desde o cultivo até a transformacao em suco (IBGE, 2021).

Os citricos, em particular a laranja, estdo entre as frutas mais consumidas mundialmente,
tanto em sua forma fresca quanto como suco (FAS-USDA, 2019). O Brasil € um dos principais
produtores de laranja, com uma producdo anual que alcanga cerca de de 18 milhGes de
toneladas, o que representa 35% da producdo global dessa fruta e 56% do suco de laranja
(Curtolo et al., 2017). aproximadamente 73% das exportacdes globais de suco de laranja (FAS-
USDA, 2019). Além disso, o Brasil domina o mercado global de suco de laranja, fornece cerca
de 80% do produto consumido ao redor do mundo, o que significa que, para cada 10 copos de

suco consumidos, 8 sdo originarios do Brasil (DW, 2024).

2.2 LIMA ACIDA ‘TAHITI (Citrus latifolia Tan.)

O Brasil € um dos lideres mundiais na producao de citros, especialmente de lima acida
‘Tahiti’. Embora sua origem exata no cenario global ndo seja bem definida, acredita-se que essa
variedade tenha sido introduzida no Brasil aproximadamente no século XVII, vindo da regido
do Mediterraneo (ROSSI et al., 2019). No mercado atacadista da CEAGESP, a lima &cida
‘Tahiti* domina as vendas de limdes e limas acidas, representando cerca de 96% do total. A a
cultivar de liméo Siciliano, majoritariamente importada, corresponde a aproximadamente 2%,
enquanto outras variedades tém participacdo marginal. Esses numeros refletem a preferéncia
nacional pelo 'Tahiti', amplamente consumido como fruta fresca e em sucos, consolidando sua
lideranca no mercado interno e nas exportacdes (CEAGESP, 2019).

O cultivo da lima &cida ‘Tahiti’ se expandiu amplamente por todo o continente das
Américas, que € a Unica area de producao comercial da mesma. Existem inimeras contribuigdes
para 0 sucesso dessa variedade, o aparecimento da bebida caipirinha, que se tornou logo um
simbolo do pais, e sua utilizacdo generalizada em pratos de cozinha brasileira (Prevideli;
Almeida, 2020). Especificamente, o Brasil € o quinto pais do mundo a produzir limdes e limas,
sendo a relacdo producdo-utilizagao de 1,5 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2022). O estado

de S&o Paulo permanece como o maior produtor, com cerca de 70% do total produzido no pais
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(Rossi; Pandolfi, 2019). Em 2020, as exportac6es de lima &cida in natura alcangcaram 107,6 mil
toneladas (BOTEON et al., 2020).

De acordo com a FAO, 2022, a Holanda é o pais que mais importa lim&es brasileiros,
com 70,4 milhdes de quilos em 2019, dos quais redistribui por toda a Europa. A lima &cida
"Tahiti’, de acordo com Almeida, com o nome cientifico de Citrus latifolia Tanaka, € membro
da familia Rutaceae e é uma cultura extensiva no Brasil e em outros paises da América Latina
(Almeida, 2014). A produtividade da planta é bastante variavel, podendo ser entre 3.165 e
36.559 kg por hectare, dependendo do estado e das condi¢des de manejo (SIDRA, 2022), sendo
Sao Paulo o principal produtor, com 70,60% da producdo nacional, seguido pelo Pard, com
10,07% (IBGE, 2022).

As plantas de lima acida ‘Tahiti’ sdo robustas, com copas arredondadas e frutos médios,
sem sementes, apresentando casca lisa de cor verde-clara a escura e polpa amarelada e
suculenta. O elevado rendimento de suco forca a safra a ser concentrada no primeiro semestre,
com uma entressafra no segundo semestre (Bastos et al., 2014). Conforme Dovis et al., 2020,
as plantas apresentam crescimento rapido e, j& no terceiro ano, podem proporcionar uma
produtividade interessante por area, especialmente em sistemas de plantio adensado sem
irrigacdo, onde os rendimentos podem variar entre 22 e 30 toneladas por hectare, conforme
manejo e préaticas culturais.

Segundo avaliacGes de qualidade de frutos em diferentes porta-enxertos com e sem a
aplicacdo de nitrogénio e potéassio, os frutos de lima acida ‘Tahiti’ pesam entre 70-100g (Mattos
Junior. et al., 2006). S&o constituidos pelo flavedo, que é uma epiderme formada por células
cheias de carotendides e 6leos essenciais; albedo, uma camada branca contendo hemicelulose
e compostos fenolicos; polpa rica em vitamina C cujo rendimento do suco geralmente alcanca
50% do peso total da fruta (Mattos Junior et al., 2006; Mendonca et al., 2006). O fruto possui
didmetro de 47 a 65 mm e altura de 55 a 70mm, sendo adequado tanto para consumo in natura
quanto industrial (Rangel et al., 2011).

O suco de Lima acida “Tahiti’ € uma excelente fonte de vitamina C, com uma quantidade
significante de 34 a 45,75mg por 100 ml, dependendo do processo de armazenamento e do
método de processamento (Feszterova et al., 2023). O rendimento de suco é influenciado pelas
condicdes de manejo, sendo estimado em cerca de 50% do peso do fruto (Nakilcioglu-TAS &
Otles, 2020).

A lima &cida ‘Tahiti’ € um produto extremamente versatil, ja que é consumido in natura
e tempera uma variedade de pratos culinarios. O 6leo essencial produzido a partir da casca é

amplamente utilizado nas industrias farmacéuticas e cosmeticas por suas propriedades
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antioxidantes e antimicrobianas (Silva et al., 2022; Rangel et al., 2011). Além disso, a fruta é
amplamente utilizada em bebidas & base de frutas, como caipirinhas e sucos concentrados,
também sdo inovacdes de biotecnologia (Cordeiro Silva et al., 2023). As empresas que atuam
neste mercado desenvolvem tecnologia cada vez mais avancada, a fim de obter um rendimento

maior e extrair substancias biologicamente ativas (Cordeiro Silva et al., 2023; Farmfolio, 2022).

23 MUTACOES ESPONTANEAS NO MELHORAMENTO DE CITROS

Mais de um século apOs o estabelecimento do primeiro programa oficial de
melhoramento de frutas citricas em 1893 pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), que iniciou um trabalho semelhante na Florida, avancos consideraveis foram feitos
em paises por todo o mundo, como Brasil, Estados Unidos, Espanha, Franca, Italia, Japéo,
China, Israel, Australia e Africa do Sul (Soares Filho et al., 2013). Os programas de
melhoramento nesses paises tém como alvo nao apenas caracteristicas de qualidade de frutas e
sucos, mas também na resisténcia a doencas graves, como o Huanglongbing (HLB), que ameaca
a citricultura global (MCGILL, 2023; Bowman, 2023). Como em outros paises produtores, o
melhoramento no Brasil trabalha no desenvolvimento de variedades de alto rendimento com
maior toleréncia ao estresse de acordo com as tendéncias internacionais. (Gmitter; Grosser,
2023).

Apesar da utilizacdo de métodos tradicionais e biotecnolégicos no melhoramento de
citros, a maior parte das variedades comerciais de copa disponiveis atualmente originou-se da
selecdo de mutaces espontaneas de gemas (Soares Filho et al., 2013). Cerca de 70% das
variedades de citros, incluindo laranjas doces, satsumas e clementinas, foram derivadas de
mutacdes somaticas (Allario et al., 2011; Aleza et al., 2015). Essas mutagdes sdo fundamentais
para diversificar as cultivares e melhorar caracteristicas como a cor e o sabor dos frutos
(Gmitter; Albrecht, 2023; Saunt, 2020). Citros, de fato, sdo uma das culturas vegetais mais
estudadas no mundo, com programas de melhoramento em paises como Brasil, Espanha,
Estados Unidos e Japéo (Soares Filho et al., 2013; Oliveira et al., 2014).

Os métodos tradicionais usados no melhoramento genético de citros incluem a
hibridacdo sexual controlada e a selecé@o de hibridos naturais ou mutantes, e essas técnicas sao
eficazes para melhorar caracteristicas agronémicas e resisténcia a doencas (Manzoor et al.,
2023; Curk; Garcia-Lor, 2022). Além disso, ferramentas modernas, como a hibridagéo assistida
por marcadores moleculares, fusdo de protoplastos e sequenciamento de genomas, tém

acelerado o desenvolvimento de novas variedades (Pefia et al., 2023; Gmitter; Albrecht, 2023).
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Devido a sua alta heterozigosidade, cultivares de citros sdo geneticamente desafiadoras
para controlar suas caracteristicas (Soares Filho et al., 2013; Oliveira et al., 2014). Além disso,
muitas delas sdo poligénicas, complicando a combinacdo de genes interessantes em hibridos
(Spiegel-Roy; Goldschmidt, 2008). Programas de melhoramento, especialmente via hibridacao,
s&o longos e dispendiosos, demandando grandes areas de campo para avaliagcdo. Nesse sentido,
€ necessario usar técnicas como marcadores moleculares para agilizar o processo (Oliveira et
al., 2016).

Muitas das variedades de citros comuns atualmente, como laranjas doces e tangerinas
satsuma e clementina, evoluiram de mutagdes espontaneas de gemas, conhecidas como bud
sports (Ban; Jung, 2023; Rattanpal et al., 2020). Essas mutag¢des, mantidas pela propagagéo
vegetativa e embrionia nucelar, garantem a continuidade dos novos tracos ao longo das geragoes
(Ban; Jung, 2023; Pérez et al., 2020). Nem todas as mutacdes resultam em mudancas
fenotipicas, mas aquelas que oferecem novas caracteristicas sdo selecionadas por melhoristas
para o desenvolvimento de cultivares comerciais (Oliveira et al., 2016).

Essas mutacOes ocorrem por exclusdo, adicdo, substituicéo ou rearranjo de nucleotideos,
entre outros influenciadores como a replicacdo do DNA, radiacdo e estresses ambientais
(Pavlov et al., 2024; Ban; Jung, 2023). Ademais, especificamente, somente uma das variantes
alélicas é mutada, podendo isso ocorrer na homozigose para que 0 carater mutado se expresse
totalmente (Siju et al., 2016; Pavlov et al., 2024). Como as mutacBes sdo eventos aleatorios,
um processo de selecdo cuidadoso € necessario para identificar gen6tipos de interesse (Oliveira,
2014).

A frequéncia de mutagBes varia conforme a cultivar, 0 ambiente e praticas agricolas
como a poda, que pode estimular mutacdes somaticas (Kim et al., 2024; Pavlov et al., 2024).
Em laranjeiras doces de umbigo e pomeleiros, muta¢Ges sdo observadas com maior frequéncia.
Cultivares como 'Clementina’ e 'Satsuma’, desenvolvidas na Espanha e no Japéo, destacam-se
pela selecdo de variacBes genéticas espontaneas (Nesumi; Matsumoto, 2003; Kim et al., 2024).

Ambientes de maior estresse, tanto bidtico (como pragas) quanto abidtico (temperatura,
seca, salinidade), aumentam a frequéncia de mutacdes em citros, acelerando o surgimento de
variagOes genéticas (Kim et al., 2024; Fagoaga et al., 2023). A poda também desempenha um
papel importante ao estimular brotacdes de gemas dormentes, o que pode favorecer o
surgimento de novas mutacdes (Fagoaga et al., 2023). A recomendacdo é que as plantas
borbulheiras sejam renovadas a cada cinco anos para garantir a saude e produtividade do pomar
(Gill et al., 2023).
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Um grande nimero de caracteristicas diferentes pode ser alterado por meio de mutacdes,
como vigor, tempo de maturacdo, tamanho e forma dos frutos, coloracdo e teor de acucares.
Entretanto, mutantes com caracteristicas indesejaveis, como deformidades, devem ser evitados
(Kim et al., 2024).

A participacdo tanto de citricultores quanto de pesquisadores na busca por novos ramos
com caracteristicas fenotipicas diferenciadas é fundamental, promovendo uma pesquisa
participativa (Oliveira et al., 2017). No Brasil, com milhGes de plantas citricas em cultivo, o
ambiente € ideal para a selecdo de mutantes com valor comercial (Oliveira et al., 2017).

Essa estratégia tem sido especialmente bem-sucedida em propriedades familiares, onde
0 manejo individualizado facilita a identificacdo de novas caracteristicas (GILL et al., 2023).
Foi por meio de préaticas como estas que permitiram desenvolver cultivares, como a 'Satsuma’,
no Japao, e a 'Clementina’, na Espanha, e também, além de variagdes como as laranjas 'Umbigo’

e 'Sem Acidez' no Brasil, adaptadas as condi¢des locais (Fagoaga et al., 2023; Gill et al., 2023).

2.4  EPIGENETICA NO MELHORAMENTO GENETICO

A epigenética tem provado ser uma ferramenta poderosa no que diz respeito ao
melhoramento genético de plantas, especialmente de espécies frutiferas, pois pode regular a
expressao genética sem alterar diretamente a sequéncia do DNA (Richards, 2006; Zhang et al.,
2020). O campo de estudo examina padrdes como a metilacdo do DNA, que é fundamental para
o desenvolvimento de uma planta e a resposta ao estresse ambiental, mas serve como regulador
em funcdes como a floracdo e o amadurecimento dos frutos (Fujimoto et al., 2020; MDPI,
2023). As modificacOes epigenéticas proporcionam plasticidade fenotipica a qual se atribui a
adaptacdo das plantas a condicdes adversas, esta modificacdo € especialmente relevante para o
cultivo de espécies frutiferas como de uvas e peras (BMC Plant Biology, 2023; Richards et al.,
2017).

A metilacdo do DNA desempenha um papel crucial na regulacdo da expressao génica
em plantas frutiferas, influenciando varias caracteristicas da cultura, incluindo o
amadurecimento das frutas e a resposta aos estresses bioticos e abioticos (Zhang et al., 2020;
Zhong et al., 2013) . Em tomates, a hipermetilacdo na regido promotora de genes como CNR
esta diretamente associada ao controle do amadurecimento e da textura dos frutos, modulando
a sintese de etileno (Liu et al., 2015; Manning et al., 2006).Esses mecanismos ocorrem em
outras plantas frutiferas, como videiras e peras, onde a metilacdo influencia o acimulo de varios

metabolitos durante o desenvolvimento (Genome Biology, 2023).



19

Modificacdes epigenéticas, ou mudancas espontaneas em marcadores epigenéticos,
influenciam diretamente a expressdo de caracteristicas fenotipicas em plantas frutiferas,
atuando como fontes cruciais de variacdo sem a necessidade de alteracdes genéticas (Fujimoto
et al., 2020; Manning et al., 2006). Essas modificacGes afetam a qualidade da fruta por meio de
mudangas na cor ou sabor, como observado em estudos com uvas e macas, tornando assim
ferramentas valiosas para selecdo em programas de melhoramento genético (BMC Plant
Biology, 2023; Richards et al., 2017).

A hereditariedade de modificacGes epigenéticas, incluindo metilacdo de DNA, é outro
requisito primario para que essa técnica seja usada em programas de melhoramento de longo
prazo, devido a sua capacidade de passar caracteristicas desejaveis para geracoes futuras (Zhang
et al.,, 2020; Richards et al., 2006). No entanto, a estabilidade dessas marcas pode ser
influenciada por condicBes ambientais, como estresse hidrico e salinidade, o que representa
desafios adicionais para garantir sua manutencdo ao longo do tempo (MDPI, 2023; Genome
Biology, 2023) .

O surgimento de técnicas para modificar epigeneticamente genomas, com CRISPR-
Cas9 sendo o exemplo mais conhecido, permitiu a alteracdo direta dos padrbes de metilacdo do
DNA, criando novos caminhos para o avanco do cultivo de frutas, esse desenvolvimento deu
origem ao conceito de epibreeding, que visa utilizar esses métodos para aprimorar 0
conhecimento existente sobre epigenética em plantas frutiferas (BMC Plant Biology, 2023;
Richards et al., 2017) . Em culturas como a videira e 0 morango, essa abordagem ja mostrou
resultados promissores, oferecendo uma forma de melhorar a qualidade dos frutos e a
resisténcia a estresses sem a necessidade de organismos geneticamente modificados (Zhang et
al., 2020; MDPI, 2023) .

A metilacdo do DNA desempenha um papel crucial na regulacdo da expressdo génica
em plantas citricas, como o limeira Tahiti, particularmente sob condi¢bes de estresse
relacionadas a enxertia e a0 ambiente (Huang et al., 2021). A pesquisa de Huang et al., 2021,
demonstra que a enxertia em citricos leva a desmetilacdo generalizada do DNA, que esta
associada a resposta da planta ao estresse hidrico, desenvolvimento e resisténcia a doencas.
(Huang et al., 2021). Além disso, modificacdes epigenéticas, como a metilagdo de DNA, tém
sido associadas a adaptacdo de citros a condi¢cdes de seca e salinidade, demonstrando o
potencial da epigenética para melhorar caracteristicas fenotipicas e a qualidade dos frutos em
programas de melhoramento genético (Shaikh et al., 2024). Essas descobertas indicam que a
manipulacdo epigenética pode ser uma ferramenta eficaz no aprimoramento da producéo de
citros (Shaikh et al., 2024).
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2.5 MARCADORES MOLECULARES EM CITROS

A aplicacdo de marcadores moleculares tem revolucionado o estudo da genética de
citros, auxiliando na caracterizacdo genética, desenvolvimento de novas cultivares, e na
conservacao de germoplasma (Koninskaya et al. 2023). Entre os marcadores mais utilizados
estdo os SSRs (Simple Sequence Repeats), também conhecidas como microssatélites, estdo
entre os tipos de marcadores mais amplamente empregados devido ao seu extenso polimorfismo
e codominancia, esses atributos os tornam valiosos para pesquisadores em desenvolvimento de
pesquisas que estudam variabilidade genética e identificacdo de cultivares (Gmitter; Grosser,
2023; Herrero et al., 1996).

Os SSRs, além de serem muito utilizados em pesquisas com citros, ndo sao apenas
eficazes na identificacdo de diferencas genéticas em populacBes, mas tambeém sdo aplicados
tanto em hibridos naturais quanto a variedades comerciais (FANG et al. 1997). Uma
investigacao recente enfatizou a importancia dos SSRs na caracterizacdo de cultivares de laranja
doce (Citrus sinensis) e tangerina (Citrus reticulata), demonstrando a eficiéncia na distingéo de
mutacdes somaticas (Novelli et al., 2006; Pefia et al., 2023).

Outra classe de marcadores que estd ganhando destaque sdo os SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms), que permite a andlise de variacBes genéticas em larga escala e com maior
precisdo, sendo utilizado para 0 mapeamento de QTLs (locos de caracteristicas quantitativas),
especialmente em programas de melhoramento genético que buscam caracteristicas
agronomicamente importantes, como resisténcia a doengas e qualidade de frutas (CURK et al.,
2023). A combinagdo de SSRs e SNPs provou ser uma abordagem robusta na caracterizacao
genetica, conforme observado em um estudo recente conduzido com Varias espécies de citros
(Oliveira et al., 2014; PENA et al., 2023).

Além dos SSRs e SNPs, os AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) também
sdo amplamente utilizados, principalmente na analise da diversidade genética e na sele¢do de
porta-enxertos resistentes a doencas como o Huanglongbing (HLB), uma das maiores ameacas
a citricultura mundial (Gmitter; Grosser, 2023; Garcia-Lor et al., 2022). Estudos mostram a
aplicabilidade dos SSRs na compreenséo da estrutura genética de diferentes populacdes, o que
auxilia na gestdo de programas de conservacdo e melhoramento, a utilizacdo de SSRs tem sido
crucial para descobrir a variabilidade do gendtipo e diferenciar espécies de citros, como parte
dos esforgos para aumentar a produtividade e a resisténcia a doencas (Duhan et al. 2020).

Com o avanc¢o das tecnologias de sequenciamento de préximas geracGes (NGS), a

capacidade de identificar milhares de marcadores genéticos em todo o genoma se tornou uma
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realidade. O NGS tem sido aplicado com sucesso em citros na identificagdo de SNPs e no
desenvolvimento de mapas genéticos de alta densidade, facilitando a selecdo assistida por
marcadores (Pefia et al., 2023).

Pesquisas recentes indicam que a incorporacdo de ferramentas biotecnoldgicas
avancadas, como sequenciamento de nova geracdo (NGS), em combina¢do com marcadores
moleculares tradicionais como SSRs e SNPs, tem acelerado os programas de melhoramento
genetico de citros, essas tecnologias proporcionam maior precisdo na selecao de caracteristicas
desejaveis, incluindo resisténcia a doencas e produtividade (Curk; Garcia-Lor, 2023). Além
disso, os avancos na gendmica funcional, incluindo a identificagdo de QTLs (locos de
caracteristicas quantitativas), ampliou os horizontes da citricultura. Isso facilitou o
desenvolvimento de uma ampla gama de cultivares adaptadas a diversas condi¢fes

agroambientais e demandas do mercado (Gmitter; Grosser, 2023).

26 INTEGRACAO DE GENETICA E EPIGENETICA NO MELHORAMENTO
GENETICO

A integracdo entre genética e epigenética no melhoramento genético de frutiferas tem
emergido tornou uma abordagem crucial para a criacdo de variedades mais resilientes e
produtivas que podem se adaptar a diversas condi¢des ambientais (Gmitter; Grosser, 2023). A
genética tradicional, que examina variacoes hereditarias de DNA, agora é complementada pela
epigenética, que explora mudancas qualitativas na expressdo genética sem alterar sequéncias
de DNA (Garg et al. 2015). ModificacOes epigenéticas, particularmente metilacdo de DNA e
alteracdes de histonas, desempenham um papel vital na compreensdo dos processos de
regulacdo da expressdo genética e na manifestacdo de caracteristicas fenotipicas (Henikoff;
Greally, 2016; Gallego-Bartolomé et al., 2019).

Foi demonstrado que a regulacdo epigenética desempenha um papel crucial na
expressao de caracteristicas agrondmicas importantes em espécies frutiferas. EI-Sharkawy et
al. (2015) descobriram que, em Malus x domestica (magd), mutacBes somaticas reguladas
epigeneticamente resultaram em mudancas na producdo de antocianinas, responsaveis pela
coloracdo dos frutos. O controle dessas caracteristicas por meio de métodos epigenéticos abre
novas possibilidades para melhorar o cultivo de frutas. Caracteristicas agronémicas
significativas podem ser ajustadas sem a necessidade de modificagGes permanentes no genoma
(Hu et al. 2014). Em frutas citricas, outras abordagens epigenéticas tém se mostrado eficazes



22

na selecdo de caracteristicas de resisténcia a doencas e qualidade de frutos (Gmitter; Grosser,
2023; Pefa et al., 2023).

A metilagdo do DNA, um dos principais mecanismos epigenéticos, € amplamente
cientifica em plantas por seu papel na regulacédo da expressao génica. Gallego-Bartolomé et al.
(2019) destacam como a manipulagéo dos niveis de metilagdo pode alterar a expressdo de genes
em Arabidopsis, indicando que a mesma técnica pode ser aplicada a frutiferas. Essa
manipulagéo permite caracteristicas regulares desejaveis, como resisténcia a estresses abioticos.
Em arroz, Hu et al. (2014) observaram que a hipometilacdo causada pela mutacdo de uma
metilase CG resultou em letalidade de mudas, destacando a importancia do equilibrio
epigenético para o desenvolvimento saudavel de plantas.

A resposta epigenética ao estresse ambiental tem sido objeto de diversos estudos, como
o0 de Garg et al. (2015), que demonstram que padrdes de metilacdo de DNA estdo associados a
resposta ao estresse de seca e salinidade em cultivares de arroz. O conhecimento dessa relacéo
pode ser aplicado no desenvolvimento de frutiferas mais resilientes, como os citros, que
enfrentam desafios ambientais e extremos (Gallego-Bartolomé et al., 2019). A capacidade de
regular a expressdo génica em resposta ao estresse ambiental por meio de mecanismos
epigenéticos oferece uma estratégia eficaz para o cultivo sustentavel dessas plantas (Friedrich
etal., 2019).

Outro aspecto relevante da epigenética € a memoria epigenética, que permite que as
plantas "lembrem" exponham as condi¢Oes estressantes anteriores, ajustando suas respostas
subsequentes. Friedrich et al. (2019) analisaram como modifica¢es de cromatina armazenam
informacdes sobre observacGes passadas a variacfes de temperatura. Em frutiferas perenes,
como os citros, essa capacidade é fundamental, uma vez que essas plantas precisam se adaptar
as flutuagdes sazonais durante seus ciclos de vida (Gallego-Bartolome et al., 2019). A memoria
epigenética pode levar a maior estabilidade na producéo e qualidade dos frutos, mesmo em
condi¢Bes ambientais varidveis (Pefia et al. 2023).

Marcadores moleculares, como SSRs (Simple Sequence Repeats) e SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms), tém sido amplamente usados para identificar variabilidade
genética em frutiferas. Curk & Garcia-Lor (2023) discutem a importancia de integrar dados
epigenéticos com marcadores moleculares para aumentar a precisdo na selecdo de
caracteristicas agrondmicas desejaveis em citros. Ao combinar essas abordagens com a analise
de QTLs (Quantitative Trait Loci), é possivel identificar regides do genoma associado a
caracteristicas como resisténcia a doencas e qualidade dos frutos, o que acelera o processo de

selecdo (Koninskaya et al., 2023).
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Ferramentas emergentes, como a edicdo génica CRISPR/Cas9, aliadas a regulacao
epigenética, estdo revolucionando o campo de melhoramento genético de frutiferas. Pefia et al.
(2023) exploram como essa combinag&o possibilita o desenvolvimento de novas cultivares sem
a necessidade de alterar permanentemente o genoma, permitindo a expressdo controlada de
genes em resposta a fatores ambientais. Essa abordagem tem o potencial de melhorar
significativamente a produtividade e a resiliéncia de frutiferas no longo prazo (Garg et al. 2015)

Portanto, a integracdo entre genética e epigenética no melhoramento genético de
frutiferas oferece uma abordagem mais precisa e eficaz para o desenvolvimento de novas
cultivares, especialmente em citros (Curk; Garcia-Lor 2023). A combinagdo de ferramentas
moleculares, como marcadores SSR e SNP, com o controle epigenético da expressdo génica,
acelera o processo de selecdo de plantas com caracteristicas agronémicas superiores. A
continuidade das pesquisas nessa area promete avangos inovadores para a sustentabilidade e

produtividade da agricultura global (Henikoff; Greally, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL

O experimento foi desenvolvido utilizando plantas previamente selecionadas na
Fazenda Costa Mello, produtora de lima acida ‘Tahiti’, localizada no municipio de Iturama —
MG, cujas coordenadas geograficas sao 19°43'40" Sul e 50°11'45" Oeste de Greenwich, com
altitude média de 453 metros. O clima predominante ¢ quente e imido no verdo e frio e seco
no inverno, com precipitacdo média anual ¢ de 1378 mm, concentrada entre novembro e margo
e temperatura média anual de 24,7°C (Climate-Data, 2021).

Anteriormente, foram observadas um pomar comercial de lima &cida ‘Tahiti’, 12 copas
de plantas morfologicamente distintas dos demais clones TAC-5 na area, com frutos de
coloragdo e formato diferentes e bem como com formato de folhas também distintos, sendo

caracterizadas como provaveis mutantes espontaneos.
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Figura 1 - Visualiza¢do comparativa de frutos e folhas dos mutantes de lima acida Tahiti com

a lima 4cida ‘Tahiti’ clone IAC-5 e visualizacdo da planta de um dos mutantes

Frutos - Mutante Lima Acida Tahiti. Frutos - Lima Acida Tahiti.

Folhas - Mutante Lima Acida Tahiti (esquerda). Planta - Mutante Lima Acida Tahiti.
Folhas - Lima Acida Tahiti (dircita).

Fonte: Fotografias tiradas pelo autor (2024).

Essas 12 copas selecionadas de limeira dcida ‘Tahiti’, encontram-se enxertadas sobre o
porta-enxerto Fly Dragon (Poncirus trifoliata var. monstrosa), e cultivadas com espagcamento

de 3 metros entre linhas e 2 metros entre plantas, possuem 10 anos de idade média de producao.

3.2  MANEJO DAS PLANTAS

Com relagdo aos tratos culturais, o manejo da irrigagdo esta sendo realizado por pivos
centrais, com operagao intermitente guiada por estratégias de manejo e variaveis climaticas. O
controle de pragas e doencas ¢ conduzido mediante a aplicacdo criteriosa de produtos
registrados, de acordo com as necessidades sazonais e preventivas. A adubagdo e correcao do
solo sdo realizadas apos andlises de solo e foliar especificas para cada area. Nao foram

realizadas podas nas areas de producao.
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33  ANALISE MOLECULAR

3.3.1 Extracao do DNA

Para a extracdo do DNA gendmico das plantas, utilizando o método do CTAB, folhas
jovens de cada planta selecionada foram selecionadas, acondicionadas em caixas térmicas e
levadas para o Laboratorio de Fruticultura e Floricultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnoldgicas (FCAT/UNESP), Campus de Dracena — SP, onde foram realizadas as analises
moleculares.

A extracdo do DNA genomico dos tecidos vegetais foi realizada segundo técnica descrita
por Lodhi et al. (1994), com modificagdes descritas a seguir: 0,1 g de folhas novas e limpas de
cada amostra foi macerado em nitrogénio liquido e homogeneizado em tubos de
microcentrifuga de 2,0 ml, contendo 1,0 ml de Tampao de Extragdo (2% CTAB, 1,4 M NaCL,
(0,2%-Bmercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM TRIS-HCI-pH 8§,0).

Apo6s 25 minutos de incubacdo a 60° foram adicionados 1,0 ml de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1), centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm a 23°C. Em um novo tubo, o
sobrenadante foi transferido, ao qual se adicionou 500 microlitros de NaCL 5 M e 2 volumes
de etanol absoluto. Apos incubagao a -80°C por 5 minutos, centrifugou-se a 6.000 rpm por 5
minutos a 4°C e depois a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o pellet formado foi
lavado em 1,0 ml (70%), posto para secar e ressuspendido em 100 microlitros de TE. Apds o
pellet ter dissolvido totalmente, esse foi tratado com 20 microlitros de RNAse, incubado a 37°C
por 20 minutos.

A quantificagao foi feita com 1puL. do DNA gendmico extraido, em espectrofotdmetro
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific), baseadas nas razdes de 260 nm -280 nm (>1,8) para
contaminagdo com proteinas ¢ 260 nm-230 nm (>2,0) de contaminagdes por fendis e
polissacarideos, utilizando-se agua ultra pura para o ajuste inicial do equipamento seguindo as
recomendacoes do fabricante (SAMBROOK et al., 1989). Razao entre os valores de 1,8 € 2,0
¢ considerada ideal, sendo que valores inferiores a 1,8 indicam excesso de proteinas e valores
superiores a 2,0 indicam excesso de solventes organicos. Os valores de quantificacdo e

qualidade das amostras podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1: Quantificacdo do DNA de mutantes espontineos de lima acida 'Tahiti' por

espectrofotometria
Tratamentos Razao 260 nm / 280 nm Concentracio (ng / pL)
1 1,87 274,2
2 1,95 109,8
3 1,97 136,2
4 1,93 124,4
5 1,95 297,0
6 1,88 327,7
7 1,95 256,8
8 1,93 283,9
9 1,88 219,5
10 1,88 242,0
11 1,88 3314
12 1,88 334,5

Fonte: Elaboragao propria dos autores, utilizando o software SISVAR (2024).

3.3.2 Metilacao do DNA

O teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), metodologia essencialmente
baseada no uso de anticorpos sensiveis a 5-mC., foi utilizado para realizar a quantificagao
relativa de metilagao global entre os DNAs gendmicos dos tratamentos. Tal procedimento foi
realizado utilizando-se o Imprint DNA Methylation Quantification kit (Sigma-Aldrick), usando
tiras com pogos pré-tratados com reagente ligante de DNA metilado, e utilizando um anticorpo
de captura sensivel a metilacdo do DNA e um anticorpo de detecg¢ao, permitindo a deteccao
colorimétrica da quantidade absoluta de metilagdo presente do DNA.

Ap6s a diluicao das amostras de DNA e uma concentracdo de 50ng/ul, 4 pl de cada
DNA foi misturado a 26l de solugao fixadora de DNA metilado, totalizando 6 reagdes de 30ul
cada, que foram transferidas para cada pogo, bem como o branco, que apresentou agua ultrapura
ao invés de DNA e o controle positivo, que apresentou DNA metilado fornecido no kit utilizado

Apds 60 minutos de incubacdo a 37°C, acrescentou-se, em cada pogo, 150l de solucao
de bloqueio, e voltou-se a incubar os pogos a incubar os pogos por mais 30 minutos a 37°C.
Passado o periodo de incubagdo, as solugdes, juntamente com o DNA, foram removidos, € cada
poco foi lavado 3 vezes com solugdo de lavagem diluida para 1X.

Adicionou-se entdo, em cada pogo, 50ul de anticorpo de captura, diluido em uma
concentragdo de 1:1000, e incubou-se os mesmos por 60 minutos a temperatura ambiente

(25°C). Apos o periodo de incubagao, removeu-se o anticorpo de captura, efetuou-se a lavagem
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de cada poco, com 150 pl de solucao de lavagem diluida, por 4 vezes, e adicionou-se 50 ul de
anticorpo de detec¢do, diluido em uma concentragcdo de 1:1000, e incubou-se novamente a
temperatura ambiente, por 30 minutos.

ApoOs esse periodo, efetuou-se a remocao de anticorpor de detecgdo, e cada pogo foi
lavado novamente por 5 vezes. E, finalmente, com auséncia de luz, adicionou-se em cada poco,
100 pl de solugdo reveladora, incubando por 1-10 minutos, antes de adicionar 50 ul da solugao
de parada.

A absorbancia da solugdo contida nos pogos foi realizada em um comprimento de onda
de 450nm em equipamentos a PowerWav XS Microplate Reader (Biotek). E, apos as leituras
dos valores brutos, a formula utilizada para obteng@o dos valores corrigidos foi: (A450 Amostra

— A450 Branco)/A450 Branco)]X100.

3.3.3 Analise Molecular por Microssatélites

Na sequéncia, para as andlises dos loci procedeu-se a amplificagdo de regides de
microssatélites (SSR) utilizando 12 pares de primers, que se encontram detalhados na Tabela 2.

A reagdo de amplificagdo de volume de 15 uL foi constituida de tampao PCR (1X),
0,1mM de cada ANTP, 2 mM de MgCl,, 1uM de cada integrante do par de primer (F e R), 2
unidades de Taqg DNA polimerase, 18 ng de DNA genomico. As condigdes de amplificagdo
realizadas foram as seguintes: 3min a 94°C (desnaturacdo), 30seg a 94°C, 1min a temperatura
de pareamento de cada par de primer (Tabela 2), Imin a 72°C, 35x (30seg a 94°C, 1min a
temperatura de pareamento de cada par de primer, Imin a 72°C) e 10min a 72°C (extensao),

realizadas no Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).
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Tabela 2: Iniciadores SSR utilizados na amplificagdo de citros, com suas respectivas sequéncias
e temperaturas de pareamento (Ta)

Nome Sequéncia (5'-3") Ta °C
CTR 1F CACACACACACACACAR'G 55
CTR 2F AACAACAACAACAACRC 48
CTR 3F ATCATCATCATCATCRC 48
CTR 4F ATGATGATGATGATGRC 48
CTR 5F CAACAACAACAACAARC 48
CTR 6F CTTCTTCTTCTTCTTRC 48
CTR 7F TGTTGTTGTTGTTGTYC 48
CTR 8F CRTGTTGTTGTTGTTGT 48
CTR 9F AGAAGAAGAAGAAGARC 48

CTR 10F TGTTGTTGTTGTTGRC 47
CTR 11F CCGCCGCCGCCGCCGRLC 72
CTR 12F GTAGTAGTAGTAGTARC 48

Nota: 'R=(A,G); 2Y=(C,T)
Fonte: Elaboragao propria dos autores, utilizando o software SISVAR (2024).

Os produtos de amplificacao foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida
12%, preparado com 120 mL de matriz de ploacrilamida, 120 uL de TEMED e 800 pL de APS
(95 mg/mL), com tampao TBE 1X. Apds a secagem do gel de poliacrilamida, foi realizada uma
pré-corrida de 1 hora, a 50°C com uma corrente de 80 W.

As amostras desnaturadas a 95°C por 5 minutos e imediatamente transferidas para gelo.
Como padrdo de peso molecular, foi utilizado o “ladder” de 50 bp, desnaturado juntamente com
as amostras. Os produtos foram entdo separados em gel desnaturante de poliacrilamida 12%
com tampao TBE 1X. A eletroforese foi realizada em corrente constante de 80 W e temperatura
maxima de 50°C por quatro horas.

Os géis foram corados por fotorevelacdo das placas de poliacrilamida, utilizando
solugdo contendo 4cido acético glacial para a etapa de fixagao; solu¢ao contendo acido nitrico
para a etapa de pré-tratamento; solucao de nitrato de prata para a etapa de impregnacao, e
solucao com soédio carbonato anidro e formaldeido para a revelagdo do gel, seguindo protocolo
descrito por (Creste et al., 2001).

A visualizagdo dos resultados das amostras, apos a eletroforese, foi realizada com leitura

visual, seguida de contagem das bandas para obtengao de uma matriz binaria, e fotografadas.

3.3.4 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizados, com 12
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tratamentos, sendo cada planta selecionada considerada como uma parcela experimental, em
triplicata. A absorbancia da solu¢do contida nos pogos foi realizada em um comprimento de
onda de 450nm em equipamento a PowerWav XS Microplate Reader (Biotek).

As diferencas na quantificagdo do conteudo de metilagdo do DNA entre os tratamentos
foram avaliadas usando Andlise de Variancia (ANOVA). A anélise post-hoc foi realizada com o
teste de Tukey para um nivel de confianca de 95% (p <0,05) por meio do programa

computacional SISVAR versao 5.6 (Ferreira, 2019).
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4.1 DIFERENCAS NOS NiVEIS DE METILACAO ENTRE SELECOES DE LIMEIRA

ACIDA 'TAHITI'

A andlise da quantificacdo da metilacdo global do DNA gendmico, por ELISA com

anticorpos anti 5-mC, demonstra diferenca estatisticamente significativa entre as selecdes de

limeira 4cida ‘Tahiti’ avaliadas, com destaque para os tratamentos 3 e¢ 9, que apresentaram

valores de absorbancia de 0,621 e 0,266 nm, respectivamente, podendo ser observada na Tabela

3.

Tabela 3 - Valores de absorbancia do DNA de mutantes espontaneos de lima acida ‘Tahiti’,
obtidos pelo teste de ELISA com anticorpos anti 5-mC e sua respectiva analise de

variancia
52:‘15?2?) Absorbancia 450nm Q;Zg;ﬁ)do
Tratamentos | Repeticao 1 Repeticao 2 | Repeticao 3 0.071688*
1 0,086 0,078 0,085 0.083 f
2 0,075 0,072 0,081 0.076 f
3 0,641 0,606 0,617 0.621 a
4 0,190 0,186 0,195 0.190 ¢
5 0,163 0,160 0,163 0.162d
6 0,163 0,172 0,164 0.166 d
7 0,137 0,149 0,144 0.143d
8 0,075 0,064 0,072 0.070 f
9 0,263 0,252 0,283 0.266 b
10 0,076 0,070 0,082 0.076 f
11 0,064 0,062 0,075 0.067 f
12 0,111 0,110 0,126 0.115¢
Média 0.167
CV % 4.59

Nota: *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras diferentes diferem estatisticamente

entre si. Fonte: Elaboracdo propria dos autores, utilizando o software SISVAR (2024).
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42  AMPLIFICACAO DE MARCADORES SSRS E AUSENCIA DE POLIMORFISMO

Ja a Tabela 4 apresenta o numero de fragmentos amplificados pelos 12 pares de primes
de marcadores moleculares microssatélites utilizados, podendo ser observado um total de 19

bandas monomoérficas geradas.

Tabela 4 - Numero de bandas geradas pela amplificacdo de fragmentos de DNA de plantas
selecionadas de lima acida ‘Tahiti’ por 12 pares de primers de marcadores

moleculares SSR. NM = nimero de bandas monomorficas. NP = nimero de banda

polimorficas
Par de Primer SSR NM NP
1 1 0
2 1 0
3 1 0
4 1 0
5 2 0
6 1 0
7 2 0
8 3 0
9 2 0
10 2 0
11 1 0
12 2 0
TOTAL 19 0

Fonte: Elaboragdo propria dos autores, utilizando o software SISVAR (2024).

A auséncia de polimorfismo em marcadores SSRs em mutantes espontaneos foi
observada em vérias espécies de citros, incluindo a laranja 'Péra' (Martasari et al., 2023). Isso
pode ser explicado pela natureza clonal da propagacdo dessas plantas, que mantém a
uniformidade genética entre individuos (Barkley et al., 2006).

Rodrigues et al., (2012), investigando a variabilidade genética em mutantes de figueiras
originados por radiacdo gama, utilizando marcadores RAPD e AFLP, verificaram que dos mais
de mil fragmentos amplificados, nenhum mostrou polimorfismo, apoiando a hipdtese de que a
auséncia de polimorfismo em marcadores moleculares em mutantes pode ser uma caracteristica
comum em plantas clonais, devido a estabilidade genética mantida durante a propagacao
vegetativa.

Também, a falta de polimorfismo em SSRs também pode ser atribuida a baixa taxa de

mutagdo espontanea em regioes microssatélites do genoma (Vigouroux et al, 2002). Entretanto,
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nao se pode descartar a possibilidade de ocorréncia de divergéncias entre estes materiais, uma
vez que ha evidencias de ocorréncia de mutagcdo 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 ef al. 2006).

Nesse caso, a auséncia de polimorfismo nos marcadores SSRs, combinada com a
variagdo na quantificacdo do conteudo de metilagdo global do DNA, sugere que a variabilidade
fenotipica observada nos mutantes espontaneos de lima &cida 'Tahiti' pode ser resultado de
mecanismos epigenéticos, uma vez que a metilacdo do DNA ¢ um mecanismo epigenético que
pode influenciar a expressdo génica sem alterar a sequéncia gendmica, resultando em diferentes

fendtipos (Tanaka et al., 2022).

43  PAPELDAEPIGENETICANA GERACAO DE VARIABILIDADE FENOTIPICA EM
CITROS

Essa suposi¢do ¢ apoiada por estudos em outras espécies de plantas que mostram a
importancia da epigenética na geracao de diversidade fenotipica, até mesmo na auséncia de
variagdo genética (Schmitz et al., 2013; Rodrigues et al., 2015). No caso da lima 4cida 'Tahiti',
a metilacdo do DNA pode estar impactando a expressdo de genes importantes, como aqueles
relacionados a aspectos de tamanho e formato dos frutos, cor da casca e a produgdo de

compostos volateis, resultando nos diferentes fendtipos que foram observados.

44 EVIDENCIAS DA RELACAO ENTRE METILACAO DO DNA E
CARACTERISTICAS AGRONOMICAS EM CITROS

Estudos em outras espécies de citros tém mostrado a conexao entre padrdes de metilagao
do DNA e caracteristicas agrondOmicas importantes, como resisténcia a doencas (Liang ef al.,
2020), maturagao dos frutos (Huang et al., 2023) e qualidade dos frutos, incluindo o teor de
solidos soluveis e a acidez (Menezes et al., 2021). Além disso, observou-se que a metilacao do
DNA esta ligada a regulacdo de processos cruciais no desenvolvimento das plantas, como
floragdo e frutificacdo (Zhang et al., 2020).

Os resultados deste estudo abrem novas perspectivas para o melhoramento genético da
limeira 4cida 'Tahiti', destacando o potencial da analise da metilacio do DNA como uma
ferramenta complementar a analise de marcadores moleculares. A identificacdo de marcadores

epigenéticos que estdo associados a caracteristicas desejaveis pode ajudar na selecao de
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mutantes com potencial para desenvolver novos cultivares, contribuindo, assim, para a

sustentabilidade e competitividade da citricultura brasileira.

45 PERSPECTIVAS DE MELHORAMENTO GENETICO UTILIZANDO
EPIGENETICA EM CITROS

Além disso, entender os mecanismos epigenéticos envolvidos na regulagdo da expressao
génica em citros pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias de melhoramento, pela
manipulacdo da metilagdo do DNA para induzir caracteristicas desejaveis em plantas cultivadas
(Tanaka et al., 2022). Epigenética, junto com a genética tradicional, pode oferecer novas
ferramentas que seriam usadas no desenvolvimento de cultivares de lima &cida 'Tahiti' mais

produtivas, resistentes e adaptadas as demandas do mercado e também as mudancas climéticas.
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5 CONCLUSAO

Houve diferenca significativa entre os valores de quantificacdo de contetido global de
metilacdo do DNA entre as plantas selecionadas de lima acida ‘Tahiti’, sugerindo uma variacao
fenotipica por expressdo génica, uma vez que ndo foram observadas varia¢des na sequéncia do

DNA dessas plantas pelos marcadores moleculares SSR utilizados.
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