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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética em uma populacéo de 148 hibridos de
tangor ‘Murcott’ (Citrus reticulata Blanco x C. sinensis L. Osbeck) e laranja ‘Péra’ (C. sinensis L. Osbeck)
obtidos por polinizagdo controlada, pelo uso de marcadores fAFLP e RAPD. Marcadores polimorficos
(416 marcadores fAFLP e 33 RAPD) foram utilizados para avaliar a similaridade genética entre os hibridos,
calculada com o coeficiente Jaccard pelo método UPGMA. A consisténcia de cada agrupamento foi determinada
pelo programa BOOD. Houve alta similaridade genética entre os parentais. A laranja ‘Péra’ apresentou maior
numero (132) de loci em heterozigose em relacdo ao tangor ‘Murcott’ (105), corroborando a teoria de origem
hibrida para a laranja-doce. Observaram-se dois grupos distintos de plantas, e um deles abrangeu 80% dos
hibridos com maior similaridade com a laranja ‘Péra’. A analise bootstrap ndo revelou consisténcia estatistica
entre esses grupos. Marcadores fAFLP sdo mais eficientes na avaliacdo do polimorfismo, sendo indicados para
sele¢do de individuos hibridos mais préximos a um dos parentais.

Termos para indexagdo: citros, marcadores moleculares, similaridade genética.

Genetic diversity among hybrids of sweet orange and ‘Murcott’ tangor
evaluated by fAFLP and RAPD markers

Abstract — The objective of this work was to evaluate the genetic diversity in a population of 148 hybrids of
‘Murcott’ tangor (Citrus reticulata Blanco x C. sinensis L. Osbeck) and ‘Péra’ sweet orange (C. sinensis L.
Osbeck), obtained by controlled polination, using fAFLP and RAPD markers. Polymorphic markers (416 fAFLP
and 33 RAPD markers) were used to evaluate genetic similarity among the hybrids, calculated by the coefficient
of Jaccard, using the UPGMA method. The consistency of each group was determined by software BOOD.
There was high genetic similarity within the parents. ‘Péra’ sweet orange had a higher number of loci in
heterozygosis (132) compared to ‘Murcott’ tangor (105), supporting the theory of hybrid origin for sweet
oranges. Two distinct groups of plants were observed: one group had 80% of the hybrids that displayed higher
genetic similarity with ‘Péra’ sweet orange. The bootstrap analysis did not show consistence between the
groups. The fAFLP markers are more efficient to obtain polymorphism than RAPDs and are more suitable to
select hybrids closer to the parents.

Index terms: citrus, molecular markers, genetic similarity.

Introducéo

A citricultura constitui-se em uma das mais impor-
tantes cadeias produtivas do Brasil, gerando mais de
1,5 bilhdes de dolares por ano (Neves & Val, 2003),
destacando-se nos setores econdmico e social. Por se
tratar de uma citricultura basicamente voltada para a
inddstria de processamento de suco para exportagéo,
que responde por mais de 80% da demanda total da pro-
ducdo (Neves & Val, 2003), as laranjas-doces (Citrus
sinensis L. Osb.) s&o as variedades mais plantadas e, den-

tro deste grupo, destacam-se as laranjas ‘Péra’ (40%),
‘Valéncia’ (26%) e ‘Natal’ (23%) (Dados..., 2001).

A laranja ‘Péra’ é bem adaptada as condic6es clima-
ticas das principais regides produtoras do Estado de Sdo
Paulo; entretanto, é altamente suscetivel & clorose
variegada dos citros (CVC) (Machado et al., 1993) e a
leprose (Bastianel et al., 2004), doencas que afetam a
citricultura brasileira. Esfor¢os vém sendo realizados a
fim de selecionar novas variedades de laranja-doce, que
apresentem interesse comercial e maior toleréncia a
doencas (Cristofani et al., 2001).
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Entretanto, a baixa variabilidade genética entre vari-
edades de laranja-doce, demonstrada por recentes es-
tudos moleculares (Federici et al., 1998), e a auséncia
de variedades mais tolerantes as principais doencas, que
afetam a citricultura brasileira, fazem com que fontes
de variabilidade genética para incorporacao de resis-
téncia recaia em outras espécies de citros, tais como as
tangerinas e seus hibridos, sabidamente resistentes
a CVC e a leprose.

O tangor ‘Murcott” (C. reticulata Blanco x
C. sinensis L. Osbeck), um hibrido natural de laranja-
doce e tangerina, é uma variedade comercial no Brasil
para consumo in natura e, embora em menor escala,
para a industria de suco (Figueiredo, 1991). Uma das
mais importantes caracteristicas desse hibrido é sua
maior tolerancia a doencas que afetam os pomares bra-
sileiros, como a CVC (Machado et al., 1993; Oliveira,
2003) e a leprose (Bastianel et al., 2004), o que o torna
importante fonte genética para programas de melhora-
mento de laranjas-doces.

Por serem plantas heterozigotas, geracgGes F;
obtidas de cruzamentos dirigidos em citros
apresentam, normalmente, alta taxa de segregacdo
genética. Marcadores moleculares possibilitam a
avaliacdo da similaridade genética entre gen6tipos nos
primeiros estagios de desenvolvimento, e sdo
vantajosos para esse tipo de estudo em plantas
perenes, como os citros (Nicolosi et al., 2000).
Em cruzamentos dirigidos de citros, informacdes
sobre as relagdes genéticas entre os hibridos podem
orientar a selecdo de materiais promissores e 0
entendimento da heranca de diversos caracteres de
interesse, e sdo fundamentais para o melhoramento
(Bastianel et al., 1998; Oliveira et al., 2002a).

Em citros, marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) tém sido utilizados em estudos de
diversidade genética (Machado et al., 1995; Bastianel
et al., 1998; Nicolosi et al., 2000; Oliveiraet al., 2002a;
Andrade et al., 2004). Marcadores AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism), por sua vez, sdo
considerados mais eficientes que RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), RAPD e SSR (Single
Sequence Repeat), pela sua alta reprodutibilidade e
elevada taxa multiplex, ou seja, nimero de marcadores
simultaneamente analisados em um mesmo gel, e vém
sendo utilizados para analise de diversidade genéticaem
muitas espécies vegetais (Pejic et al., 1998). Em citros,
a utilizagdo de marcadores AFLP é recente e poucos
trabalhos utilizando essa categoria de marcadores sdo
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relatados. AFLP foram empregados com sucesso na
construcdo de mapas genéticos (Simone et al., 1998;
Oliveira, 2003) e na caracterizagdo de hibridos sométicos
(Guoetal., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
genética entre hibridos de tangor ‘Murcott’ e laranja
‘Péra’, pelo uso de marcadores RAPD e fAFLP.

Material e Métodos

Foram utilizados 148 hibridos de tangor ‘Murcott’
(parental feminino) e laranja ‘Péra’ (parental masculi-
no), previamente selecionados por genotipagem
morfométrica e molecular (Oliveira et al., 2002b).
O DNA gendmico total foi isolado de folhas frescas de
acordo com Machado et al. (1995). A concentragdo e a
qualidade das amostras de DNA foram determinadas
por visualizacdo sob luz ultravioleta em gel de agarose
(0,8%) com brometo de etidio (0,5 ng mL-1), e com di-
luicdo serial de A—-DNA (250 a 50 ng mL-1) (Sambrook
et al., 1989). Aliquotas de cada amostra de DNA foram
diluidas a5 e 100 ng pL! e armazenadas a -20°C, para
posterior utilizacdo na geracdo de marcadores RAPD e
fAFLP, respectivamente.

As reacGes de RAPD foram preparadas conforme
descrito por Machado et al. (1995), utilizando-se
13 oligonucleotideos iniciadores randémicos (OPB13,
OPCO08, OPE10, OPE17, OPY05, OPY13, OPABO04,
OPAB18, OPAF04, OPAF06, OPAF12, OPATO7,
OPAT13) (Operon Technologies, Califérnia, USA).
Os produtos de reacdo foram visualizados sob luz
ultravioleta em gel de agarose (1,4%), corado com
0,5 ng mL1de brometo de etidio (Sambrook et al., 1989).

Os marcadores AFLP foram gerados utilizando-se o
AFLP Plant Mapping Kit — System | com iniciadores
marcados com fluoréforos especificos (FAFLP) para o
seqlienciador automatico ABI Prism 377 (Applied
Biosystems), conforme especificagbes do fabricante,
com modificagdes descritas por Oliveira (2003).
Aproximadamente 1 ug de cada amostra de DNA foi
digerida com as enzimas EcoRI (5U) e Msel (1U)
(Gibco) a 37°C por 4 horas e estocadas a -20°C.
Adaptadores EcoRI e Msel foram ligados a aliquotas
de DNA e digeridos com T4 DNA ligase (Gibco).
As etapas de pré-amplificacdo, amplificagdo seletiva e
eletroforese seguiram a descrigdo de Oliveira (2003).
Os dados de fAFLP foram coletados e armazenados pelo
programa ABI Prism Collection, conforme instrugdes do
fabricante e analisados pelos programas GeneScan, ver-
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sdo 2.0, e Genotyper, versdo 2.5 (Applied Biosystems).
A fim de evitar erros decorrentes da automatizacdo da
analise dos géis pelo programa Genotyper como, por
exemplo, a auséncia de determinado fragmento decor-
rente da ndo amplificacdo, a classificacdo binaria (pre-
senca/auséncia) gerada pelo aplicativo foi visualmente
validada, confirmando-se os picos obtidos na corrida
eletroforética para cada combinacgédo de iniciadores.

O grau de similaridade entre os genétipos foi estima-
do por meio da presenca ou auséncia dos
marcadores fAFLP e RAPD nos parentais e sua se-
gregacao nos hibridos. Marcadores monomorficos para
a progénie ndo foram considerados na analise, confor-
me Oliveira et al. (2002a). Cada banda foi considerada
um Unico locus genético, ndo levando em consideragao
possivel alelismo entre diferentes tipos de AFLP,
conforme utilizado por Meyer etal. (2004).
A heterozigosidade dos parentais foi comparada pelo
somatorio do nimero de bandas presentes nos parentais
que se segregavam dentro da populacdo de hibridos
(Barbosa Neto et al., 1996). A construcdo do
dendrograma com relac6es de similaridade entre os in-
dividuos foi realizada com uso do NTSYS-PC, verséo 2.0
(Rohlf,1997). A matriz de similaridade foi gerada usan-
do o coeficiente Jaccard, e o dendrograma construido
pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averege) (Sneath & Sokal,
1973). A analise bootstrap de cada agrupamento foi
determinada por meio do aplicativo BOOD (Coelho,
2000).

Resultados e Discussao

Das 64 combinacdes de oligonucleotideos iniciadores
utilizadas na analise fAFLP, somente 59 produziram pro-
dutos de amplificacdo com resolucéo suficiente. Foram
gerados 416 fAFLP com tamanho entre 50 e 500 pb.
A andlise de segregacao desses fAFLP na progénie
resultou na identificacdo de 89 marcadores fAFLP
heterozigotos em tangor ‘Murcott’ (21,4% do total),
122 em laranja ‘Péra’ (29,2%) e 205 em ambos parentais
(49,4%). Os 15 iniciadores randomicos (RAPD) gera-
ram um total de 33 bandas polimérficas, sendo
16 heterozigotas no tangor ‘Murcott’ (48,5%), 11 na la-
ranja ‘Péra’ (33,3%) e seis (18,2%) em ambos parentais.

Conforme Saliba-Colombani et al. (2000), o nimero
de loci polimorficos detectados em uma progénie é pro-
porcional a distancia genética entre seus parentais.
O fato de terem sido detectados 50,6% de loci

polimdrficos entre os parentais evidencia a existéncia
de distancia genética de magnitude intermediaria entre
eles. Esses resultados podem ser explicados, tendo em
vista que o tangor ‘Murcott’ € um hibrido de laranja-
doce. Além do mais, € provavel que a laranja-doce te-
nha também origem hibrida, com uma tangerina como
um dos seus parentais (Barret & Rhodes, 1976).

O alto grau de heterozigosidade de hibridos de la-
ranja-doce justifica a hipdtese de origem hibrida des-
se taxon (Federici et al., 1998). Essa hipotese € re-
forcada neste trabalho, uma vez que o nimero de
loci (FAFLP e RAPD) em heterozigose detectado
em ‘Péra’ foi superior (132) ao verificado para tangor
‘Murcott’ (105).

O numero de fAFLP gerado por combinacéo de ini-
ciadores foi de, em média, 4,9 para tangor ‘Murcott’ e
5,5 para laranja ‘Péra’, significativamente inferior ao
obtido por Guo et al. (2002) em Poncirus trifoliata (40)
e tangerina (25) (Citrus reticulata Blanco cv. Red).
Possivelmente, esse nimero de AFLP deve-se a distan-
cia genética maior entre essas espécies. Maior similari-
dade genética entre as variedades de laranja doce e
tangor ‘Murcott’ do que entre Poncirus trifoliata e
C. reticulata foi demonstrada, recentemente, por Nicolosi
et al. (2000), em estudos de filogenia dos citros com
base em marcadores moleculares RAPD, SCAR e
cpDNA. Entretanto, apesar do reduzido numero
de fAFLP em relacédo ao total de fragmentos gerados, a
eficiéncia desse marcador (nimero médio de loci
polimoérficos por combinacdo de iniciadores) foi
superior a observada com marcadores RAPD (1,46 e
1,13 locus polimorfico por iniciador, para tangor
‘Murcott’ e laranja ‘Péra’, respectivamente) e, de modo
similar, superior ao polimorfismo verificado em outros
estudos de diversidade genética em geragdes F; de citros
avaliados por RAPD. Bastianel et al. (1998) e Oliveira
et al. (2002a) encontraram média de trés loci
polimorficos por iniciador RAPD, analisando hibridos de
tangerinas ‘Montenegrina’ x ‘King’ e laranja ‘Péra’ x
tangerina ‘Cravo’, respectivamente. A maior capacida-
de de gerar polimorfismo dos marcadores fAFLP, em
comparacdo com marcadores RAPD, os credenciam
para estudos de diversidade genética em citros.

O coeficiente de Jaccard tem sido utilizado nos estu-
dos de diversidade genética em plantas (Jakse et al.,
2001; Oliveira et al., 2002a). Em milho, a comparacéao
de diferentes coeficientes de similaridade demonstrou
que o tipo de marcador molecular utilizado em analises
de similaridade pode causar alteracdes nas analises e
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interpretagfes dos resultados (Meyer et al., 2004).
Em estudos de diversidade com dados gerados por
marcadores dominantes, como RAPD e AFLP, coefici-
entes que ndo consideram as auséncias de fragmentos
como evidéncias de homologia, tais como Jaccard,

Sorensen-Dice, Anderberg e Ochiai’s, sdo 0s mais indi-
cados (Meyer et al., 2004).

O agrupamento do coeficiente Jaccard pelo
método UPGMA resultou em um dendrograma
(Figura 1), em que os hibridos foram separados em dois

P —
.
I
e ———

Péra

Il[L

0,44 0,52 0,59

0,67 0,75

Figura 1. Dendrograma baseado no coeficiente Jaccard entre hibridos de tangor ‘Murcott’ e
laranja ‘Péra’. As posic¢des relativas dos parentais estdo destacadas. As demais linhas repre-
sentam, cada uma, um individuo hibrido. No eixo x, encontram-se os valores de similaridade.
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grupos, um contendo cerca de 80% dos individuos com
maior similaridade genética com laranja ‘Péra’, e outro
com os 27 hibridos restantes (20%) com maior similari-
dade com tangor ‘Murcott’. Essa maior proporcao de
hibridos similares ao parental masculino laranja ‘Péra’
esta de acordo com a origem do tangor ‘“Murcott’, um
hibrido de laranja-doce. Assim, uma progénie gerada a
partir de fecundacdo cruzada entre tangor ‘Murcott’ e
laranja ‘Péra’ seria um tipo de retrocruzamento e, por-
tanto, os genomas desses hibridos apresentardo maior
contribuicdo porcentual de laranja ‘Péra’.

Como pode ser observado no dendrograma (Figura 1),
houve a formacdo de pequenos subgrupos entre os
hibridos. Entretanto, a analise bootstrap ndo revelou
consisténcia estatistica entre esses grupos. Conforme
Oliveira et al. (2002a), a ndo-formacdo de grupos
estatisticamente significativos pode ser decorrente da
constituicdo genética dos hibridos que, neste trabalho,
teria sido originada pela segregacdo independente dos
marcadores RADP e fAFLP, sendo quebrado o efeito
da ligagéo, de acordo com o tamanho amostral da
populacdo segregante (148) e com o numero de
marcadores utilizado (448). Pejic et al. (1998),
analisando a similaridade genética em 33 linhagens
de milho com marcadores RAPD, SSR e AFLP,
observaram que 150 marcadores foram suficientes
para estimar a similaridade genética, e que o
acréscimo no nimero de marcadores ndo aumentou
a precisao dos resultados.

Marcadores moleculares séo considerados excelen-
tes ferramentas para avaliacdo da diversidade genética
em muitas espécies de plantas (Garcia et al., 1998).
No melhoramento de espécies perenes de longo ciclo
vegetativo como 0s citros, essa ferramenta pode
direcionar a selecdo precoce de hibridos mais proximo
ao parental de interesse. Marcadores fAFLP mostra-
ram-se mais eficientes do que RAPD, na construcdo
de dendrogramas de similaridade genética em hibridos
de citros. Estudos complementares poderdo dar subsi-
dios aos trabalhos de selecdo dos hibridos de acordo
com maiores ou menores similaridades com parentais
proximos geneticamente.

Conclusoes

1. Existe alta similaridade genética entre as varieda-
des tangor ‘Murcott’ e laranja ‘Péra’.

2. A laranja ‘Péra’ apresenta maior heterozigosidade
que o tangor “‘Murcott’.

3. Marcadores fAFLP sdo eficientes na construcao
de agrupamentos de hibridos e no estudo de similarida-
de genética desses hibridos com seus parentais.
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