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RESUMO

Em programas de melhoramento de citros, a
caracterizagdo adequada dos recursos genéticos disponiveis € de
grande importancia, principalmente devido as caracteristicas
biolégicas da cultura, como a heterozigosidade, a embrionia
nucelar e o longo ciclo reprodutivo. A facilidade com que
ocorrem hibridagbes (interespecificas e intergenéricas) e a
embrionia nucelar favoreceram a formagdo e a preservagdo de
novas combinacgfes, classifitas como espécies. Neste estudo,
marcadores RAPDs foram utilizados para analisar 15 acessos de
Citrus spp, sendo quatro variedades de laranjeiras do€e (
sinensisOsbeck), quatro tangerineira€ ( reticulata Blanco,C.
nobilis Loureiro, C. sunki Loureiro eC. deliciosaTenore), uma
laranjeira azeda €. aurantium L.), um pomeleiro Q. paradisi
Macf.), uma torangeiraQ. grandis Osbeck), uma cidreiraC{
medica L.), uma limeira acida . latifolia) e dois hibridos
(Citrus clementinaT. x C. tangerinaT. x C. paradisiMacf.)).
Doze sequéncias iniciadoras aleatorias foratiiaadas para
estudar os 15 gendtipos, encontrando-se um grau de similaridade
minimio de 0,81 ("Simple Matching") entre as tangerineiras. Os
menores graus de similaridade foram encontrados entre as
espécies d€itrus menos aparentada€( medica C. grandise
C. latifolia). As quatro cliivares de laranjeiras doces nao
puderam ser diferenciadas pelos marcadores RARxados,
apresentando similaridade maxima.

Palavras-chave:Citrus, melhoramento, diversidade.
SUMMARY

In citrus improvement programs the
characterization of the available genetic resources is of great
importance, mainly concerning biological characteristics of the
culture, as the heterozigosity, nucellar the embriony and long
reproductive cycle. Favored by nucellar embriony interespecific
and intergeneric hybridizations and genotypes preservation
happen easily. RAPDs markers were used to analyz@itt&s
spp., four sweet orangeC( sinensisOsbeck), €. medica C.

grandiseC. latifolia), four mandarins €. reticulataBlanco,C.
nobilis Loureiro, C. sunki Loureiro e C. deliciosaTenore), a
sour orange €. aurantium L.), a grapefruit C. paradisi
Marcf.), a pummelo Q. grandis Osbeck), a cidra . medica
L.), a lime (C. latifolia) and two hybrid<{trus clementinaT.

x (C. tangerinaT. x C. paradisiMacf.)). Genetic similarities of
15 Citrus genotypes obtained with twelve random primers,
indicated a minimum similarity degree of 0.81 (simple
matching) among the mandarins. Lower similarity degrees were
obtained among less related Citrus speci€s (nedica C.
grandis e C. latifolia). The four varieties of sweet orangés. (
sinensisOsbeck) could not beifferentiated by RAPD markers,
showing maximum similarity.
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INTRODUCAO

Os citros apresentam uma taxonomia
muito complexa, principalmente com relacdo ao
numero de espécies que constituem o gé@éras
e géneros correlacionados. E possivel que a grande
diversidade observada entre as plantas citricas
cultivadas, responsavel pela sua complexa
taxbnomia, seja oriunda de mutacdes e de alteragdes
cromossdmicas estruturais ancestrais, preservada
através da embrionia nucelar (IWAMASA & NITO,
1988). Muitos bidtipos, classificados como espécies
podem ter sido originados de hibridizactes
interespecificas. A  embrionia nucelar foi
provavelmente responsavel pela preservacédo destes
hibridos, possibilitando um isolamento reprodutivo
destas novas combina¢gbes (CAMERON & FROST,
1968).
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Vérios sistemas de taxonomia para o O presente trabalho teve como objetivo a
géneroCitrus tém sido propostos. Esses sistemas caracterizacdo de 15 gendtipos de citros, presentes
diferem principalmente quanto ao ndmero de na colecdo de citros da Estagdo Experimental
espécies que compdem os varios géneros. Hoocker, Agronomica da Universidade Federal do Rio Grande
de acordo com a revisédo de SWINGLE & REECE do Sul (EEA/UFRGS), em Eldorado do Sul, Rio
(1967), em 1875 classificou o géne@itrus em Grande do Sul (Brasil) com a utilizagdo do marcador
somente quatro espécies, enquanto Engler, em 1931,molecular RAPD.
propds 11 espécies para 0 género e Swingle, em
1943, subdividiu o géneroCitrus em dois MATERIAIS E METODOS
subgéneros:Papeda e Citrus, com 16 espécies.

Tanaka, citado por SCORA (1975), em 1961 propds As plantas utilizadas no presente estudo
a existéncia de 159 espécies para os citros. Essaspertencem a colecdo de citros da EEA/UFRGS
diferencas com relacdo ao numero de espécies (Tabela 1). Aproximadamente 100mg de folhas
deveram-se ao fato de que Swingle considera muitos jovens foram coletadas de cada planta para a analise
dos representantes desse grupo como hibridos, RAPD.

enquanto Tanaka o0s considera como espécies

verdadeiras. Extrac&o do DNA total

Embora estes dois Ultimos sistemas de O DNA total foi extraido segundo
classificagéo tenham sido os mais utilizados na metodologia descrita por MURRAY & THOMPSON
sistematica dosCitrus, varios autores sugerem  (1980), e utilizada por BASTIANElet al. (1998). A
numeros de espécies diferentes daqueles propostosquantificacio e a qualificagio do DNA gendmico
por Swingle e Tanaka, baseados em estudos foram efetuadas segundo metodologia descrita por
quimicos, bioquimicos, morfolégicos e moleculares SAMBROOK et al. (1989).

(BARRET & RHODES, 1976; HANDA¢et al, 1986;

GREENget al.,, 1986). Reacdes de amplificagdo e eletroforese
BARRET & RHODES (1976), estudando As reacbes de amplificacdo foram

a morfologia das plantas, sugeriram, baseados em preparadas em um volume de 12,3contendo:

146 marcadores, a existéncia de trés grupos de x ; .

; a . o ! 1,3u¢ de tampdo 10x (100mM Tris-HCI PH 8,3;

|mpo_rtant:|a comerplal emitrus: O grup_o deCitrus 500mM KCl; 20mM de MgCl2 e 0,01% de

medical (C. medicalL., C. aurantifolia L. € C. N P

limon Burm.f.), o grupo d&itrus reticulataBlanco gelatina); 200mM de cada nucleotideo dATP, dTTP,
' dCTP e dGTP (Gibco); 15ng da seqléncia iniciadora

(C. reticulata Blanco, C. sinensisL. Osbeck C. -
paradisi Marcf., C. aurantium L. e C. jambhiri de 10 nucleotideos (Operon), 15ng do DNA

Lush.) e o grup@. grandis(L.) Osbeck. gendmico e 1,5 unidades da enzilre polimerase
Estudos da Fracdo | das proteinas de (Cembiot/RS). 1f¢ de dleo mineral (Sigma) foi
folhnas também levaram HANDAet al (1986) a adicionado para evitar evaporagéao.

considerarem queCitrus medica L., C.

reticulata Blanco eC. grandis (L.) Osbeck

s8o as espécies originais dos citros. Estdgbelal - G_gnétipos preseqt(_es na colecdo de citros da EEA/UFRGS que foram
resultados foram apoiados por estudos com utiizados para analises RAPD.

isoenzimas e marcadores baseados em DNA -

(GREENet al, 1986: TORRES:t al, 1978: Nome cientifico segundo TANAKA (1954) Nome comum

ROOSE, 1988; LURO et al, 1992; cCitrus clementinax (C. tangerinax C. paradisj Tangerineira 'Lee'

YAMAMOTO et al, 1993, COLETTA Citrus reticulata Tangerineira '‘Ponkan’
C. nobilis Tangerineira ‘de Umbigo'
FILHO et al, 1998)' C. aurantium Laranjeira azeda
Em citros, marcadores moleculares ¢ paradisi Pomeleiro 'Foster'
tém sido amplamente utilizados em umc. sinensis Laranjeira ‘Caipira’
grande numero de espécies para fins dé- 'at'fi!'a #'me'f%ac_'da.'STahk'F]'

; = . sunki angerineira 'Sunki
caracterizacao _de ggr_moplasmas, estudog. medica Cidreira 'of Comerce"
taxonomicos e fllogenetlcos, mapeamento - grandis Toranjeira 'Parafso’
identificacdo de mutantes, entre outrosc. sinensis Laranjeira 'Valéncia'
(LURO et al, 1992; CAlet al, 1994; LURO gitrqs clementinax (C. tangerinax C. paradis) Ianggripeirg_'leceola‘

. . . sinensis aranjeira 'Cipd
et al, 1995, MACHADO ?t al 1996, C. sinensis Laranjeira 'Pera do Rio’
BASTIANEL et al, 1998, COLETTA (. deliciosa Tangerineira 'Cai’

FILHO et al, 1998).

Ciéncia Rural, v. 31, n. 5, 2001.



Caracterizacdo de gendtiposCi¢rus spp. através de marcadores RAPD.

765

A amplificacdo foi conduzida em Tabela 2 - Relagéo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e nimero de
termocicladores MJ Research Thermocycler, banga_ls geradas por oligonucleotideo iniciador na analise
programados para 36 ciclos de um minuto a genetica de 15 gendtipos de citros.
92°C, um minuto a 38 e dois minutos a
72°C, acrescidos de 10 minutos &C2o0 final
do ultimo ciclo.

Oligonucleotideo
iniciador

Seqléncia Fragmentos Fragmentos

amplificados polimérficos

Os padrdes de amplificacdo foram opaB02 5'CCGTCGGTAG 3' 06 05
visualizados através de eletroforese em gel deOPABO3 5'TGGCGCACAC 3' 04 03
agarose 1,4%, corado com brometo de etideg®PAB04 5'GGCACGCGTT 3 09 07
0.5na/m) e fot tad st Eadl ABO5 5'CCCGAAGCGA 3' 05 04
(0,5ng/n¥) e fotografado no sistema Eagle eye gpgqo 5 CCTTGACGCA 3" 09 07
(STRATAGENE). OPG10 5' AGGGCCGTCT 3' 04 03

OPHO4 5'GGAAGTCGCC 3' 07 07
Analise dos dados OPHO9 5' TGTAGCTGGG 3' 07 04
inilar OPI11 5' ACATGCCGTG 3' 10 06
.. O grau de S|m||ar!dade entre 0 o5 5'AGAGGGCACA 3' 05 04
gendtipos foi estimado através da presenca oUspyos 5' CTGGGCAACT 3' 14 10
auséncia de bandas (polimérficas e opPN20 5 GGTGCTCCGT 3' 05 04
monomorficas). Os tamanhos dos fragmentostggg 85 64
foram estimados por comparagdo com o
marcador 1Kb DNA ladder. O peso molecular
das bandas obtidas nas duas andlises foi estimadoOPABO5_857pb; OPABO04_663pb); cidreira

com o uso do software GEL (SCHAFFER &
SEDEROFF, 1989). Os dados foram analisados
utilizando-se o sistema de taxonomia numérica e
andlise multivariada NTSYS (Numerical Taxonomia
and Multivariate Analysis System) - versdo 1.7
(ROHLF, 1992). A matriz de similaridade foi gerada
usando o coeficiente SM ("Simple Matching") e o
dendograma construido pelo método UPGMA
(“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Average”).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os doze oligonucleotideos iniciadores
utilizados produziram um total de 85 bandas, sendo
64 polimoérficas. A relacéo dos "primers" utilizados,
bem como do ndmero de fragmentos monomorficos
e polimérficos produzidos, foram mostrados na
tabela 2. Os fragmentos amplificados variaram de
300 a 3000 pares de bases.

Numeros diferentes de fragmentos
polimorficos por oligonucleotideo iniciador foram
obtidos, variando de trés (OPABO3 e OPABO5) a 10
fragmentos (OPMO06) (Tabela 2). Este alto niumero
de polimorfismo por oligonucleotideo iniciador
possivelmente tenha ocorrido devido a distancia

(AB0O5_1439pb; OPHO4_2441pb), laranjeira azeda
(OPHO04_1303pb) e para a tangerineira 'Ponkan’
(OPN20_872ph).

Os marcadores genéticos OPI11_934pb,
OPB12_1391pb e OPB12_756pb foram encontrados
nas laranjeiras doce, azeda e pomeleiro 'Foster' e
também esteve presente na toranjeira. Esta
similaridade sugere um parentesco entre estas
espécies. SCORA (1975) e BARRET & RHODES
(1976) sugeriram que estas espécies tenham a
toranjeira Citrus grandis[L] Osbeck) como espécie
ancestral. Estes autores consideram que as
laranjeiras doced. sinensisOsbeck) e a laranjeira
azeda €. aurantiumL.) sejam hibridas de toranjeira
(C. grandig e tangerineirasd, reticulata Blanco),
enquanto o pomeleiro C( paradisi Macf.) é
considerado um provavel hibrido @e sinensise C.
grandis Os marcadores OPABO02_2058pb presente
nas laranjeiras, pomeleiro e e@. reticulata
OPAB2_2217pb presente nas laranjeiras, pomeleiro
e nas tangerineiras e OPH09_1465pb presentes nas
laranjeiras e enC. grandis também apdiam estes
resultados.

Os marcadores OPB12 1058pb e
OPMO06_324pb comuns a limeira acida 'Tah@’ (
aurantifolia Swing.) e a cidreirad. medical.); e

genética dos materiais estudados, tendo em vista queos marcadores OPI11 934pb e OPG10 575pb
as trés espécies consideradas por muitos autorescomuns ao 'Tahiti' e a toranjeirg@.(grandi como

como as espécies ancestrais dos citosnedical.,
C. grandis[L] Osbecke C. reticulataBlanco) estéo
incluidas neste estudo.

Marcadores espécie-especificos foram
encontrados para a toranjeira (OPAB03_1063pb;
OPN20_2168pb; e OPI11_873pb; limeira &cida
"Tahiti' (OPMO06_395pb); pomeleiro (OPM06_663pb;

sugerem a origem hibrida da lima &cida Tahiti, tendo
a cidreira e a toranjeira como possiveis parentais. O
marcador OPMO06_395pb, especifico para a limeira
acida Tahiti e ndo encontrado na toranjeira e
cidreira, possivelmente é oriundo de um terceiro
ancestral, como sugerido por SCORA (1975) e
BARRET & RHODES (1976) que atribuiram uma

Ciéncia Rural, v. 31, n. 5, 2001.
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origem hibrida composta por trés espécies para as Tenore) sugerindo que este grupo é hibrido de

limeiras acidas . grandis C. medicae uma
espécie do géneMicrocitrus).

O agrupamento dos coeficientes SM pelo
método UPGMA resultou no dendrograma (Figura

tangerineira comumQ, reticulata Blanco). Estes
autores sugeriram que hibridagcbes e mutacdes
possivelmente foram fatores importantes na
evolucdo destas espécies sendo responsaveis pela

1), onde os gendtipos estudados foram separados emgrande diversidade fenotipica e genética encontrada

dois grandes grupos: grupo A formado pelas
tangerineiras (Lee, Sunki, Ponkan, de Umbigo, Cai e
Osceola); pomeleiro Foster, laranjeiras doce
(Caipira, Valéncia, Pera do Rio e Cipo) e laranjeira
Azeda e o grupo B formado pela limeira acida
Tabhiti, cidreira Of Comerce e toranjeira Paraiso. As
laranjeiras doce e azeda, bem como a pomeleiro
consideradas hibridas por alguns autores (SCORA,
1975; BARRET & RHODES, 1976) formaram
subgrupo intermediario dentro do grupo A.

Dentro do grupo das tangerineiras, o0
coeficiente de similaridade minimo foi de 0,81
(Figura 1), indicando um alto grau de similaridade

genética entre os gendtipos deste grupo. Estes

resultados estdo de acordo com o0s obtidos por
COLETTA FILHO et al (1998) que, ao utilizarem
RAPDs para comparar diferentes genoétipos de
tangerineiras, encontraram indices de similaridade
(Jaccard) superiores a 0,77. As tangerineiras 'Cai’ (
deliciosa Tenore) e 'De Umbigo' Q[ nobilis
Loureiro) foram as espécies deste grupo que
apresentaram maior grau de similaridade genética
(0,90).

Estudos genéticos tém sugerido que as
tangerineiras sdo muito proximas entre si. TORRES
et al. (1978) observaram baixo nivel de
polimorfismo de quatro locos isoenzimaticos entre
33 cultivares de tangerinas. MACHADG®t al
(1996) encontraram baixo polimorfismo RAPD entre
acessos de tangerinas do Mediterrar@odgliciosa

neste grupo.

Da mesma forma, SAWAZAKIet al.
(1992) analisando 7 sistemas enzimaticos
encontraram diferencas entre as tangerineiras
'‘Clementina’ e 'Ponkan' em relagdo a 'Sunki' e a
'‘Cledpatra’, apesar do baixo nimero de alelos por
loco e baixa heterozigosidade, confirmando que a
diversidade varietal das tangerineiras € devida a
hibridacdes.

As tangerineiras 'Lee' e 'Osceola’, hibridos
resultantes de um mesmo cruzamento (HODGSON,
1967), apresentaram 81% de similaridade genética.
Apesar de ser um alto indice de similaridade, este
valor foi inferior ao encontrado entre estas e outros
gendtipos de tangerinas, possivelmente devido a
heterozigose das espécies genitoras destas duas
variedades hibridas.

Uma maior dissimilaridade genética foi
encontrada entre as espédizsmedica(cidreira Of
Comerce), C. grandis (toranjeira Paraiso) eC.
latifolia  (limeira acida Tahiti) (Figura 1). O
coeficiente entre o grupo das tangerineiras e as
outras duas espécies verdadeiras dos cit@s (
medicae C. grandig foi proximo de 0,6. Este indice
foi superior ao indice de 0,27 encontrado por
COLETTA FILHO et al. (1998). Esta diferenca,
possivelmente, deve-se ao coeficiente de
similaridade utilizado neste trabalho, que considera
as auséncias de fragmentos como evidéncias de
homologia e fornecem informac¢bes equivalentes as
comparagdes presenca/presenca.

Os quatro cultivares deCitrus

Lar. Cipé
Lim. Tahiti

B

Tor. Paraiso

Lar. Pera do Rio

Cid. Of Comerce

sinensisanalisados (‘Caipira’, 'Valéncia', 'Cipd'

e %7 £u %3 1'2mg_m e 'Pera do Rio') apresentaram similaridade
Tang. Sunki méaxima  (100%) mostrando que  0s

Tome onan oligonucleotideos iniciadores utilizados n&o

g. De Umhigo

Tang, C'ai foram eficientes para detectar diferencas

{anggsgwlﬂ genéticas dentro desta espécie. O grau de
—] . similaridade encontrado neste estudo para as

— Lar. Caipira laranjeiras doce, que ndo permite a

— Lar. Valéncia diferenciacdo entre os quatro cultivares

analisados, esta de acordo com aqueles
encontrados por outros autores em estudos de
diversidade genética para a espécie, com
isoenzimas e  marcadores moleculares

Figura 1 — Andlise de agrupamento pelo método UPGMA (“Unweighte

(SAWAZAKI et al,1992; LUROet al, 1995).
As laranjeiras doce @, sinensis Osbek)

Pair Group Method with Arithmetic Average”) entre

apresentam uma estreita base genética, visto

gendtipos presentes na colecdo de citros da EEA/UFRGS .. .
(Estacéo Experimental Agronomica da Universidade Federald4€: provz_ivelmente,e_l Iaran]elra doce S€ja um
interespecifico (SCORA, 1975;

do Rio Grande do Sul). hibrido
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BARRET & RHODES, 1976) e a proliferagdo da CAl, Q., GUY, C.L., MOORE, G.A. Extension of the linkage

maioria das variedades comerciais ocorreu pela map in citrus using Random Amplified Polymorphic DNA e
= ~ i RFLP mapping of cold-acclimation-responsive loci.

selecdo de mutacdes Soma“(?@%SON’ 19.67)' Theoretical Applied Genetics Berlin, n.89, p.606-614,

SAWAZAKI et al(1992), analisando sete sistemas 1994,

enzimaticos para caracterizar espécies de citros de

|aranjeiras' tangerineiraS, |imeiraS’ |imoeiros e CAMERON, J.W., FROST, H.B. Genetics, breedmg and nucellar
f ahili Ati embryony. In: REUTHER, W., BATCHELOR, L.D.,

Poncnuserjpontraram graqde variabilidade genetica WEBBER, H.J. (Eds).The citrus industry. VI Berkeley :

interespecifica, porém ndo encontraram nenhuma  pjversity of California, 1968. V.2. p.325-370.

variedade entre os cultivares de laranjeira doce

('Ham“n" ‘Natal', 'Va|éncia" 'Pineap|e‘, 'Ruby" COLETTA FILHO, H.D., MACHADO, M.A., TARGON, M.L.

'Moro' e 'Pera’). Segundo estes autores, a auséncia di rpnglriéiaertin Sa'@tr lﬁ”ig’ssuS‘i’:‘gtr;fAF?g”s]i‘;kedr'g’eéSgﬁyt?crgo”9
identificacéo pelas isoenzimas entre variedades de  ggin n.102 p.133-139, 1998. ' '
C. sinensis apesar do numero médios de alelos por

loco e alta heterozigosidade, sugere que a origem daFERREIRA, M.E., GRATTAPAGLIA, D.Introdug&o ao usql_de
diversidade varietal pode ter sido decorrente de marcadores RAPD e RFLP em andlise genéticaBrasilia:
mutacdes P EMBRAPA, 1995. 220p.

Similarmente, LURCet al (1995) usaram GREEN, R.M., VARDI, A., GALUN, E. The plastone 6itrus.
"primers" VNTR-PCR para avaliar a diversidade Physical map, variation among Citrus and species and
genética em tangerineiras e laranjeiras e n&o comparisom with related genera.Theoretical Applied

. X Genetics,Berlin, n.72, p.170-177, 1986.
encontraram diferencas entre as 10 cultivares de P
laranjeira doce . sinensiy analisadas. Esses HANDA, T., ISHIZAWA, Y., OOGAKI, C. Phylogenetic study
autores utilizaram minisatélites como of fraction | protein in the gen@itrus al?d its close related
oligonucleotideo iniciador para avaliar a diversidade ~ 957er® Japan Journal of Genetics,Tokyo, n.61, p.15-24,
genética em laranjeiras doce, mas as sequéncias
utiizadas ndo foram eficientes para detectar HODGSON, R.W. Horticultural varieties of citrus. In:
possiveis mutacdes responsaveis pela ampla i‘fUT,tHER; ‘(’j"-'tBAT(\?/IHE'-OkRIv '--DJ WEB-?ERf’g'ﬂ'f (Eds).
H = 4 i € CItrus Inaustry. erkeley: university o allfornia.
variacao presente nesta espécie. 1967
. p.431-591.

Desta forma, os marcadores RAPDs
utilizados neste trabalho, também ndo foram [WAMASA, M., NITO, N. Cytogenetics and the evolution of
eficientes para distinguir variedades de laranjeiras E”g?\leé’;{éus'gvaéedfggés-T"I‘iA”\_‘TPERNA;,'ONA'-TCI';R_US

H s 3 P . , O, , el AviviProceeaqings... Iel AViv :
doce. tp(\ll dlscnmltnagt;ao ge ma’:erlalsd muito d International Society of Citriculture, 1988. v.1, p. 165-275.
aparentados, no entanto, pode ser alcangado quandc
se aumenta o nimero de bandas polimérficas, por LURO, F., BOVE, J.M., OLLITRAULT, P. DNA Amplified
meio do uso de um nUmero maior de "primers" fin_g_erprint(ijng(,j_a u_feful tolol_for_rgiterminaﬂontsof genetic
. origin an Iversity analysis InCitrus. ortscience,
(WELSH et al, 1991 FERREIRA & Alexandria,v.30, n.5, p.1063-1067, 1995.
GRATAPAGLIA, 1995). Possivelmente, a
utilizacdo de um maior nimero de "primers", ou de LURO, F., LAIGRET, F., BOVE, J.M. Application of random
outros marcadores moleculares, como microsatélites ~ amplified polymorphic DNA (RAPD) tcCitrus genetic and
e AFLP aumental’iam a pr0babi|idade de se taxonomy. In: INTERNATIONAL CITRUS CONGRESS, 7,
t fti ifi d Lo Italy, 1992. Proceedings... Italy : International Society of
encontrar em sitios especificos das possiveis Citriculture, 1992. V.1, p.225-228.

mutacgfes de ponto ocorridas nesta espécie.
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