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Apresentacao

Os citros, ou seja, as laranjas, as tangerinas e os limdes, sdo as
frutas mais consumidas do Brasil, estando presentes na mesa
de familias de todas as classes sociais. Em razdo de sua
rusticidade no campo, vém sendo cultivadas em todos 0s
Estados, desde em pomares caseiros a grandes plantios
altamente tecnificados. Conseqlientemente, o Pais ¢ o maior
produtor mundial, contando com cerca de 250 milhdes de
plantas.

H& mais de um século, pesquisadores de varios paises vém
trabalhando no melhoramento genético dos citros, buscando
novas cultivares com resisténcia a pragas e a estresses
ambientais, mais produtivas, que apresentem maior periodo de
colheita e que produzam frutos de melhor qualidade. Nas
Gltimas décadas, vérias técnicas de biotecnologia passaram a
ser utilizadas, proporcionando avancos significativos nos
programas de melhoramento e de propagacdo de material
genético certificado, servindo, inclusive, como modelo para
estudos em outras espécies.

Nesse sentido, esta publicacdo reline os principais avangos
obtidos por meio do uso de técnicas de biotecnologia na cultura
dos citros, relacionados a conservacdo e caracterizacdo de
germoplasma, diagnose de doencas, caracterizacdo de



patdgenos, propagacdo, resgate de embrides, limpeza clonal,
hibridacdo soméatica, mapeamento, seqlenciamento genético e
transformacdo de plantas.

Com isso, a Embrapa Clima Temperado contribui ndo s6 para o
avanco do conhecimento cientifico como também para a
gualificacdo do processo produtivo.

Jodo Carlos Costa Gomes
Chefe-Geral
Embrapa Clima Temperado
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Biotecnologia em citros

Roberto Pedroso de Oliveira

Introducao

Os citros encontram-se entre as frutas mais consumidas no
mundo, sendo comercializados nas formas in natura e
industrializada. O Brasil é o maior produtor mundial, com uma
populacdo estimada em 250 milhdes de plantas, distribuidas
em uma area de 940 mil hectares, onde sdo produzidas cerca de
20 milhGes de toneladas de fruta por ano. Quanto a distribuicéo
espacial, 90% da produgdo nacional é obtida nos Estados de
Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo,
havendo maior concentracdo nesse ultimo. Do ponto de vista
econdmico, a citricultura movimenta mais de 3 bilhdes de
dolares por ano no Pais e, do ponto de vista social, gera mais
de 500 mil empregos diretos.

Embora a diversidade de géneros, espécies, cultivares e clones
de citros seja muito grande, é restrito 0 numero de cultivares
utilizadas nos pomares comerciais. Este fato, associado a
ocupacdo de extensas areas pela cultura e pela alta plasticidade
genética dos patdgenos, que tém grande capacidade de
adaptacdo a diferentes condicdes ambientais, fazem com que a
citricultura brasileira seja bastante vulneravel (Oliveira et al.,
2004b). Desta forma, acdes de pesquisa relacionadas a
potencializacdo do uso do germoplasma existente, ampliacéo
da base genética dos pomares e avaliagdo do potencial
agronémico dos novos gendtipos obtidos devem ser
conduzidas para a sustentacdo e otimizacdo do sistema
produtivo.
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Ha& mais de um século, a hibridacdo sexual e a selecdo de
mutacdes esponténeas tém sido utilizadas no melhoramento de
citros, tendo sido obtidas varias cultivares de interesse
agronémico (Pompeu Jr. et al., 1983). Fatores biol6gicos de
natureza genética e/ou boténica, relacionados a elevada
heterozigosidade, natureza poliembridnica, longo ciclo
reprodutivo, esterilidade de pélen e/ou estigma,
incompatibilidade e depressdo por endogamia, tém sido as
principais limitacbes encontradas no desenvolvimento de
cultivares de citros (Oliveira, 2001).

A partir da segunda metade do século XX, varias técnicas de
biotecnologia passaram a ser utilizadas como ferramentas
auxiliares nos programas de melhoramento, possibilitando: a
caracterizacdo genética e estudos de filogenia e de taxonomia;
pré-imunizacdo de laranjeiras doces contra o virus da tristeza;
resgate de embrides zigoticos; identificacdo precisa de hibridos;
limpeza clonal de virus, virdides e micoplasmas de plantas
matrizes;, micropropagacéo; diagnose de doencas; obtencdo de
hibridos sométicos por meio da fusdo de protoplastos; inducéo
de mutantes e de variantes somaclonais; mapeamento
genético; sequenciamento do genoma de citros e de seus
patégenos; e geracdo de plantas geneticamente modificadas.

Os principais avancos obtidos e as perspectivas existentes séo
descritas nesta publicacéo.

2. Areas da biotecnologia
2.1. Caracterizacdo genética de germoplasma

Os Citrus e géneros correlacionados, Poncirus e Fortunella,
pertencem a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, tendo
seu centro de origem na Asia. Em geral, compreendem
espécies aldgamas, sexualmente compativeis, altamente
heterozigotas e diploides, com numero de cromossomos nas
células somaticas 2n = 18 (Cameron & Frost, 1968).
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A existéncia de um banco de germoplasma, ou seja, de uma
colecdo de genotipos de diferentes procedéncias, é
fundamental para o estabelecimento de um programa de
melhoramento. O Brasil possui dois dos principais bancos
ativos de germoplasma (BAG) de citros existentes no mundo.

O BAG do Centro APTA Citros “Sylvio Moreira”, localizado em
Cordeirépolis, SP, conta com 1.709 introdugdes, distribuidas em
636 acessos de laranjeiras doce, 383 de tangerineiras e seus
hibridos, 118 de limoeiros e hibridos, 45 de laranjeiras ‘Azeda’,
56 de limeiras doces, acidas e hibridos, 46 de limoeiros ‘Cravo’
e hibridos, 13 de limoeiros ‘Rugoso’, 66 de pomeleiros, 44 de
toranjeiras e hibridos, 200 de P. trifoliata e hibridos, e 102 de
outras espécies de citros e géneros correlacionados (Machado
et al., 2005).

O BAG da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, localizado
em Cruz das Almas, BA, conta com 626 acessos,
compreendendo diversas espécies e cultivares do género
Citrus, além de gendtipos de géneros afins, tais como Poncirus,
Fortunella, Microcitrus, Eremocitrus e Severinia.

Em funcdo das caracteristicas morfologicas serem altamente
influenciadas pelas condicdes ambientais e de manejo das
plantas, além de detectarem um baixo polimorfismo, varios
tipos de marcadores isoenziméaticos e moleculares vém sendo
utilizados na caraterizacdo genética de acessos de
tangerineiras, limeiras, P. trifoliata e hibridos dos bancos de
germoplasma, visando eliminacdo de duplicatas, estudos de
similaridade/distancia genética, nivel de heretozigosidade e de
evolucdo dos citros (Coletta Filho et al., 1998; Oliveira et al.,
2001; Oliveira & Radmann, 2005). Esses estudos também sdo
importantes para orientar a selecdo de materiais promissores, a
realizacdo de novos cruzamentos e 0 entendimento da heranca
de diversos caracteres (Barbosa Neto & Bered, 1998). Por outro
lado, esses marcadores ndo tém conseguido explicar a
variabilidade fenotipica observada em laranjeiras doces e
limoeiros verdadeiros (Novelli et al., 2000; Targon et al., 2000).

11
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2.2. Filogenia e taxonomia

A filogenia e a taxonomia dos Citrus é bastante complexa, em
funcdo da alta variabilidade do género, decorrente de
hibridacbes naturais interespecificas, mutacdes espontaneas,
alteracBes cromossdmicas estruturais, apomixia e cultivo em
ampla area geogréfica (Oliveira & Radmann, 2005). Em funcéo
disso, sempre existiu muita divergéncia quanto a origem e a
classificacdo dos Citrus, principalmente no que diz respeito ao
numero de espécies conhecidas: 159 para Tanaka (1977), 16 para
Swingle & Reece (1967) e trés para Barret & Rhodes (1976).

Nos ultimos anos, além dos descritores morfolégicos (IBPGR,
1988) e dos dados de distribuicdo geogréfica, diversos tipos de
marcadores moleculares tém sido utilizados para elucidar essas
questdes (Federici et al., 1998). Atualmente, somente C. medica,
C. reticulata e C. grandis tém sido aceitos como subgéneros dos
Citrus (Machado et al., 2005). Segundo esses autores, 0S
demais taxons desses subgéneros sdo hibridos naturais entre
tais espécies ou entre representantes sexualmente compativeis
de outros subgéneros.

2.3. Pré-imunizacéo

Ha décadas, a pré-imunizacdo, também conhecida por prote¢do
cruzada, vem sendo utilizada com sucesso no controle do virus
da tristeza dos citros (CTV), que, na primeira metade do século
XX, dizimou 9 milhGes de laranjeiras enxertadas sobre
laranjeira ‘Azeda’ no Brasil (Oliveira et al., 2004b).

O principio da pré-imunizacdo consiste em inocular plantas
suscetiveis com isolados fracos do virus, de forma a conferir
um efeito protetor em relacdo as ragas mais severas, mesmo na
presenca do principal vetor da doenca, o pulgdo preto
(Toxoptera citricidus Kirk.). Para se ter uma idéia da
aplicabilidade dessa tecnologia, em 1990, haviam mais de 80
milhdes de laranjeiras pré-imunizadas no Pais (Muller et al.,
1999).
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2.4. Resgate de embrides

A hibridacdo por meio de cruzamentos controlados vem sendo
utilizada ha mais de um século no melhoramento de citros,
tendo sido obtidos alguns hibridos de importancia econémica
(Moreira & Pio, 1991). Nesses programas, o resgate e a cultura
in vitro de embribes zigdticos tém sido utilizados para
aumentar a freqUéncia de hibridos identificados, principalmente
qgquando o genitor feminino é altamente poliembriénico (Soares
Filho et al., 1997). Além da genética dos genitores, 0 numero de
hibridos em uma populac¢édo varia em funcdo do vigor, fatores
ambientais e estado fisiolégico das plantas (Cameron & Frost,
1968).

Em citros, a cultura in vitro de tecidos vem sendo estudada ha
guase quatro décadas, tendo iniciado com o estabelecimento
do meio MT (Murashige & Tucker, 1969) para cultivo de tecidos
nucelares. Na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, o
cultivo de embribes vem sendo feito rotineiramente ha mais de
uma década, em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com
adaptagbes nas concentracbes de sais e de vitaminas (Soares
Filho et al., 1997), tendo possibilitado o resgate de milhares de
hibridos.

2.5. Selecdo de hibridos e de plantas nucelares

Além da reproducdo sexuada por meio de auto-polinizacdo ou
polinizacdo cruzada, muitas espécies dos géneros Citrus,
Poncirus e Fortunella séo capazes de reproduzir-se
agamicamente por apomixia, formando varios embrides a partir
da diferenciacdo de células do tecido nucelar. Desta forma,
além do embrido sexual, podem se formar um ou mais
embrides nucelares por semente (Frost & Soost, 1968).

As linhagens nucelares sdo importantes por serem
geneticamente idénticas a planta matriz, livres de virus,
uniformes e, geralmente, proporcionarem maior producdo e
longevidade do que as plantas que lIhe deram origem (Spiegel-

13
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Roy & Kochba, 1980). Praticamente todos os porta-enxertos
produzidos no Pais sdo derivados de linhagens nucelares,
sendo, na pratica, feita a semeadura e a selecdo com base em
caracteres morfoldgicos ainda no viveiro.

Em razdo dos caracteres morfologicos geralmente
apresentarem natureza poligénica com heranca aditiva e serem
altamente influenciados pelo meio ambiente (Cameron & Frost,
1968), a identificacdo precisa dos hibridos vem sendo realizada
por meio de marcadores bioquimicos e moleculares (Oliveira et
al., 2003).

Os marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) encontram-se entre os mais recomendados
para a identificacdo precisa e precoce de hibridos de citros
(Oliveira et al., 2000). Isso ocorre em funcao da facil execucao,
rapida obtencdo de marcadores, elevado polimorfismo,
possibilidade de automacdo, necessidade de pequena
guantidade de DNA, baixo custo quando comparado a outros
marcadores moleculares, auséncia de hibridacdo e de utilizagcdo
de radioisétopos e o polimorfismo ser visualizado na forma de
banda amplificada de DNA visivel em gel de agarose corado
com brometo de etidio (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Como
limitacOes dessa técnica, pode-se citar problemas de
reprodutibilidade dos resultados, ambiglidade na interpretacédo
de bandas, co-migracdo de fragmentos de tamanho igual ou
muito préximo e o carater dominante da maioria dos
marcadores obtidos (Cruz & Milach, 1998). Segundo Oliveira et
al. (2000), a utilizacdo de uma Uunica reacdo de RAPD é
suficiente para a deteccdo de mais de 99% dos hibridos de
determinados cruzamentos.

Além dos RAPDs, marcadores bioquimicos, ou seja,
isoenzimaticos (Oliveira & Radmann, 2005), e marcadores
moleculares microssatélites (SSR) (Cristofani et al., 2001) tém
sido frequentemente utilizados na sele¢do de hibridos.



Biotecnologia em citros 15

2.6. Limpeza clonal

A utilizacdo de material genético sadio é fundamental para o
estabelecimento de programas de certificacdo de mudas.

A técnica da microenxertia, inicialmente aplicada em citros por
Navarro et al. (1975), vem sendo utilizada na limpeza de
patdgenos sistémicos de plantas matrizes ha décadas, sempre
associada a termoterapia para aumentar a eficiéncia do
processo.

A microenxertia é feita inoculando-se a porcdo apical de um
apice caulinar de tamanho aproximado de 0,2 mm em uma
incisdo em forma de “T” invertido na haste de um micro-porta-
enxerto estiolado produzido in vitro (Carvalho et al., 2005).
Apo6s o desenvolvimento do enxerto, € necessaria a indexacao,
pois o0s processos de microenxertia e de termoterapia nao
apresentam eficiéncia absoluta na limpeza de virus e virdides
(Roistacher, 1985).

2.7.  Micropropagacao

A micropropagacdo ou propagagdo in vitro de citros vem sendo
utilizada apenas em atividades de pesquisa, pois as plantas
resultantes desse processo tém apresentado maior
sensibilidade & seca e ao tombamento, em razdo de néo
apresentarem uma raiz pivotante verdadeira e o sistema
radicular ser mais superficial (Carvalho, 1992). O seu uso em
pomares comerciais justifica-se apenas nos casos de
disponibilidade restrita de sementes do porta-enxerto, quando
sdo produzidas poucas sementes, como em tangerineira ‘Sunki’,
ou em materiais recém obtidos pelos programas de
melhoramento (Carvalho et al., 2005).

Existem varios protocolos para a propagacdo in vitro de
cultivares de citros. Kobayashi et al. (2003), por exemplo,
recomendam os meios de cultura MS e WPM suplementados
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com 1,8 pM de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,7 UM de AGj
(&cido giberélico).

2.8. Diagnose de doencas

Anualmente, milhdes de plantas citricas morrem no Pais em
decorréncia de problemas fitossanitarios, principalmente em
funcdo da morte subita dos citros e do declinio (Fundecitrus,
2006).

O diagnostico preciso dessas e de outras doencas é
fundamental para os programas de certificagdo de mudas e
para a sustentacdo da produtividade. Desta forma, além da
indexacdo com plantas indicadoras, testes serologicos, como o
ELISA, sdo rotineiramente utilizados para a diagnose do virus
da tristeza, e testes moleculares, como o PCR (Polymerase
Chain Reaction) e o RT-PCR, para a deteccdo da presenca de
bactérias causadoras do cancro citrico (Xanthomonas
axonopodis pv. citri), da clorose variegada dos citros (Xylella
fastidiosa) e do Huanglongbing (Candidatus liberibacter spp.),
para os virus da tristeza e da leprose (Citrus Leprosis Virus -
CiLV) e do fungo causador da mancha-preta (Guignardia
citricarpa) (Astua-Monge et al., 2004).

2.9. Hibridacdo somética

Em citros, a hibridacdo somética via fusdo de protoplastos
aplica-se tanto ao melhoramento de cultivares copa quanto de
porta-enxertos. No caso do melhoramento de porta-enxertos, as
aplicacdes referem-se, principalmente, & obtencdo de hibridos
alotetrapldides entre cultivares que exibam caracteristicas
complementares (Grosser et al., 1988a). Também pode ser
utilizada com a finalidade de enriquecimento de germoplasma,
por possibilitar o cruzamento entre espécies sexualmente
incompativeis (Grosser et al., 1988b).

Os hibridos somaticos obtidos sdo alotetrapldides, em funcéo
do processo de fusdo de protoplastos ser aditivo, nédo
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ocorrendo segregacdo meidtica. Por essa razdo, 0s genes
deletérios recessivos acumulados nos genitores ndo se
expressam e as caracteristicas controladas por genes
dominantes ou codominantes presentes em um dos genitores
podem se expressar nos hibridos (Grosser & Gmitter Jr., 1990a).
Segundo Hutchison (1985), sdo exemplos dessas caracteristicas
a toleréncia ao frio, resisténcia a gomose causada por
Phytophthora parasitica, ao virus da tristeza e ao nematoide
Tylenchulus semipenetrans.

Quanto ao uso da hibridacdo somatica no melhoramento de
cultivares copa, os hibridos alotetrapléides obtidos podem ser
cruzados com plantas diploides para originarem hibridos
triploides, os quais apresentam especial interesse por nao
produzirem sementes (Grosser & Gmitter Jr., 1990a).

Como desvantagens dessa técnica, somente uma unica
combinagdo por cruzamento pode ser obtida por par de
genitores e os hibridos sométicos gerados podem apresentar
problemas de fertilidade, impossibilitando seu uso em ciclos
subsequentes de hibridacdo sexual (Grosser & Gmitter Jr.,
1990b). Alternativamente, modificacbes na metodologia podem
ser introduzidas, visando a producdo de hibridos assimétricos
(Vardi et al., 1990) ou de cibridos (Xu et al., 2004), de forma a
contornar essas limita¢des. Os cibridos sdo hibridos
citoplasmaticos, que apresentam DNA nuclear de apenas um
dos genitores. J& os hibridos assimétricos sdo hibridos
somaticos resultantes da fusdo de protoplastos de dois
doadores, sendo que um deles ndo apresenta o conteldo
cromossémico completo, o que, normalmente, é conseguido
por meio de tratamento com irradiacdo ou com mutagénico
guimico.

Nos dias atuais, a hibridacdo somatica vem sendo utilizada
como atividade de rotina em programas de melhoramento de
citros conduzidos no Japdo, Estados Unidos, Franca, Israel,
Espanha e Brasil. Inimeros hibridos vém sendo obtidos,
destacando-se os obtidos entre: laranjeira ‘Trovita’ e P. trifoliata
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(Ohgawara et al., 1985), limeira &cida ‘Galego’ e laranjeira
‘Valéncia’ (Grosser et al., 1989), tangerineira ‘Cledpatra’ e
laranjeira ‘Azeda’ (Louzada et al., 1992), ‘Mexerica’ e laranjeira
‘Shamouti’ (Ollitrault et al., 1996), laranjeira ‘Succari’ e
tangerineira ‘Dancy’ (Mourdo Filho et al., 1996), laranjeira
‘Valéncia’ e limoeiro ‘Femminello’ (Tusa & Bosco, 1996), dentre
muitos outros. Atualmente, os hibridos descritos vém sendo
avaliados quanto ao potencial de uso no sistema produtivo.

No Brasil, pesquisas visando gerar hibridos somaticos
resistentes ao virus da tristeza dos citros, a morte subita dos
citros e ao declinio tém sido conduzidas na Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ e no Centro de Energia
Nuclear na Agricultura - CENA (Mour&o Filho, 2002).

2.10. Inducdo de mutantes e de variantes somaclonais

A maioria das cultivares de citros, especialmente de laranjeiras
doces, s@o resultantes de mutacdo espontdnea de gemas. A
frequéncia de mutacbes esponténeas pode ser aumentada pelo
uso de mutagénicos fisicos e/ou quimicos, como a radiacdo e a
colchicina, respectivamente.

Raios gama, raios X e particulas neutron sdo os agentes
mutagénicos fisicos mais utilizados, podendo ser irradiadas
praticamente todas as partes das plantas, tanto sob condigGes
in vivo quanto in vitro. Freqlentemente, a radiacdo induz a
mutacdes pontuais de genes. Como exemplo de sucesso do uso
da irradiacdo no melhoramento de citros, pode-se citar o
pomeleiro ‘Star Ruby’, que apresenta polpa de coloracédo
vermelha intensa (Hensz, 1981). Nos casos de formacdo de
guimeras, ou seja, presenca de células com constituicdo
genética distinta em um mesmo tecido da planta, esta pode ser
separada mediante cultura in vitro de tecidos.

O principal mutagénico quimico utilizado em citros € a
colchicina, que induz mutagénese gendmica, ou seja, promove
uma alteracdo no numero de cromossomos (Machado et al.,
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2005). Genotipos tripléides, resultantes do cruzamento entre 0s
tetrapldides obtidos com colchicina e diploides, apresentam
grandes perspectivas no segmento de producdo de frutos sem
sementes (Davis & Albrigo, 1994). Além da colchicina, o 2,4-D
também é bastante utilizado para induzir mutagbes em tecidos
cultivados in vitro.

Durante o cultivo in vitro de tecidos podem ocorrer alteragbes
genéticas nas células, principalmente nas cultivadas por longos
periodos, que passaram pela fase de calo ou que foram
cultivadas com doses elevadas de reguladores de crescimento,
resultando em variantes somaclonais (Roca & Mroginski, 1991).

A grande limitacdo da técnica de inducdo de mutantes in vivo e
de variantes somaclonais in vitro refere-se ao processo de
alteracdo genética ser aleatdrio, resultando, na maioria das
vezes, em mutacBes deletérias. Por isso, a necessidade de
processos eficientes de selecdo para o sucesso do programa de
melhoramento por essa metodologia.

2.11. Mapeamento genetico

As espécies do género Citrus relinem caracteristicas bastante
favoraveis a construcdo de mapas genéticos de ligacdo. Sao
diploides com pequeno numero hapléide de cromossomos (n =
9), altamente polimérficas, e possibilitam a producdo de
hibridos interespecificos e intergenéricos com facilidade
(Oliveira et al., 2005).

A existéncia de mapas genéticos de ligacdo saturados com
marcadores moleculares consiste na base para estudos
avancados de genética, podendo possibilitar a identificacdo e o
isolamento de genes, entendimento da heranca, e estudos da
estrutura, expressdo e funcdo desses genes (Roose et al., 2000).
Uma vez identificados e isolados, os genes podem ser clonados
e transferidos para cultivares comerciais por meio da
transformacédo genética, superando as barreiras bioldgicas
existentes nas espécies de citros (Gmitter Jr. et al., 1996).
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Para o planejamento de um programa de mapeamento
genético, alguns requisitos sdo fundamentais, destacando-se: a)
Escolha de genitores com comportamento fenotipico
contrastante em relagdo a caracteristica a ser mapeada; b)
Reproducdo sexuada controlada entre os genitores com
producdo de uma progénie com eventos meidticos
representativos; e c¢) Disponibilidade de técnicas para a
obtencdo de centenas de marcadores com comportamento
Mendeliano (Oliveira, 2001).

O desenvolvimento das técnicas de marcadores moleculares
viabilizou o mapeamento genético em varias espécies, na
medida em que inumeros marcadores sem interferéncia
ambiental puderam ser rapidamente produzidos. No
mapeamento de citros, varios tipos de marcadores moleculares
vém sendo utilizados, destacando-se o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD, AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence
Repeat), os quais, geralmente, possibilitam a deteccdo de um
numero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos
diretamente ao nivel de DNA, de forma a representar todo o
genoma (Oliveira, 2001).

O mapeamento de espécies perenes de elevada
heterozigosidade, como o0s citros, teve um grande impulso com
0 trabalho de Grattapaglia & Sederoff (1994), que propuseram a
utilizacdo da estratégia pseudo-testcross. Desta forma, a
configuracdo do cruzamento pode ser inferida apds a analise de
segregacdo dos marcadores da progénie, ndo havendo a
necessidade de ser planejada a priori, como em um cruzamento
teste classico. Por meio dessa estratégia, mapas de ligacdo de
cada genitor podem ser construidos com base em marcadores
gue segregam na progénie e se encontram em heterozigose em
um genitor e em homozigose recessiva no outro. Segundo
Carlson et al. (1991), a eficiéncia desse procedimento é
diretamente proporcional ao nivel de heterozigose e a distancia
genética entre 0s genitores.
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A construcdo de mapas de ligacdo é realizada pelo
procedimento classico denominado de mapeamento de trés
pontos, sendo os marcadores ordenados seqiencialmente em
grupos de ligacdo, com base em dados de frequéncia de
recombinacdo genética (crossing overs) obtidos em uma
progénie. Aplicativos especificos, como o Linkage-1 (Suiter et
al., 1983), MapMaker (Lander et al., 1987), GMendel (Liu &
Knapp, 1992) e JoinMap (Van Ooijen & Voorrips, 2001) tém sido
utilizados na construcdo de mapas de ligacdo. Em cada
aplicativo, diversas funcdes de mapeamento, como as de
Haldane (1919), Kosambi (1944) e Crow (1990) podem ser
utilizadas para o célculo das distdncias entre marcadores.

Dezenas de mapas de ligacdo ja foram gerados em citros,
destacando-se os de C. grandis x P. trifoliata (Cai et al., 1994), de
C. grandis e de C. reshni x P. trifoliata (Luro et al., 1996), de C.
latipes e de C. aurantium (Simone et al., 1998), de C. sunki e P.
trifoliata (Cristofani et al., 1999), de C. volkameriana (Garcia et
al., 1999), de ‘Sacaton’ x citrange ‘Troyer’ (Roose et al., 2000),
de C. sinensis cv. Péra e de C. reticulata cv. Cravo (Oliveira et
al.,, 2004a), de C. volkameriana x P. trifoliata Rubidoux e de C.
aurantium x P. trifoliata Flying Dragon (Ruiz & Asins, 2003).

A partir dos mapas de ligacdo descritos, tém-se buscado genes
e/ou caracteres de locos quantitativos (QTLs — Quantitative Trait
Loci) de toleréncia a sais e ao frio (Cai et al., 1994; Moore et al.,
2000), reguladores da dorméncia, juvenilidade e vigor (Roose et
al., 1992), porte de plantas e acidez de frutos (Gmitter Jr. et al.,
1996; Roose et al., 1996), resisténcia ao virus da tristeza (Gmitter
Jr. et al, 1996; Cristofani et al., 1999), ao nematdide Tylenchulus
semipenetrans (Ling et al., 2000) e a gomose causada por
Phytophthora (Siviero, 2001). Para tanto, a populagdo
segregante e os genitores devem ser avaliados quanto a
resposta a caracteristica em questdo. Quando os fendtipos
observados segregam de acordo com as proporcbes esperadas
pelas leis de Mendel, marcadores genéticos associados a
caracteristica sdo localizados nos mapas de ligagdo. Uma vez
identificados e isolados, esses genes podem ser clonados e
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transferidos para cultivares comerciais por meio de
transformacdo genética (Gmitter Jr. et al., 1996).

2.12. Transformacédo de plantas

As plantas transgénicas ou geneticamente modificadas sédo
aquelas que expressam genes originados de outro organismo.
Particularmente em citros, esta técnica apresenta grande
potencial, por possibilitar a introducdo de material genético em
situacBes em que as espécies sdo sexualmente incompativeis,
por acelerar o processo de obtencdo de cultivares melhoradas e
por restringir a adicdo de genes indesejaveis, em fun¢ao dos
efeitos da heterozigosidade decorrente dos cruzamentos
sexuais (Machado et al., 2005).

A primeira transformacdo genética de células de citros foi
realizada no final da década de 80, tendo sido obtida a
expressdo e a integracdo de DNA exdgeno em laranjeira doce,
utilizando um sistema de protoplastos (Kobayashi & Ushimiya,
1989).

Embora o bombardeamento de particulas, técnica conhecida
como biobalistica, também possa ser utilizado na
transformacéo de plantas de citros (Yao et al., 1996), o co-
cultivo com Agrobacterium tumefaciens tem sido o método
mais empregado. As principais vantagens desse sistema
referem-se a: facil manipulacdo, integracdo de poucas copias
do fragmento de DNA a ser transferido para a planta, baixo
rearranjo no genoma, maior probabilidade de integracdo em
regido de transcricdo ativa do cromossomo e alta fertilidade
das plantas transgénicas obtidas (Machado et al., 2005). Na
literatura também existem alguns exemplos de transformacéo
de citros utilizando a espécie A. rhizogenes (Balch & Alejo,
1998).

Em se tratando da introducdo de genes de importancia
agronémica em espécies de citros, ja existem trabalhos
relacionados a: resisténcia ao virus da tristeza utilizando gene
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da capa protéica em laranjeiras doce e ‘Azeda’, limoeiro
‘Galego’ e pomeleiro (Gutiérrez et al., 1997; Dominguez et al.,
2000; Yang et al., 2000), resisténcia a fungos (Pefia & Navarro,
1999), resisténcia a solos salinos por meio do gene HALZ2
(Cervera et al., 2000), producdo de frutos com numero menor
de sementes (Koltunow et al., 2000) e precocidade de producéo
com os genes LEAFY e APETALAL (Pefa et al., 2001).

No Brasil, 0 gene que codifica a toxina sarcotoxina IA, de
reconhecida acédo antibacteriana, foi introduzido em laranjeira
‘Péra’ (Astua-Monge et al., 2004); na cultivar Pineapple de
laranjeira doce foi introduzido o gene que codifica a proteina
PR-5 de tomate visando resisténcia a Phytophthora citrophthora
(Fagoaga et al., 2001); e cultivares de laranjeira doce Hamlin,
Valéncia e Péra foram transformadas com os genes XaZ2l e attA
com atividade antibacteriana, visando resisténcia a
Xanthomonas axonopodis pv. citri e Xylella fastidiosa
(Boscariol, 2004)

2.13. Sequenciamento de genoma

O genoma consiste no conjunto de genes de um organismo.
Nos ultimos anos, grandes conquistas nessa area vém sendo
obtidas com o desenvolvimento da bioinformética e de
métodos de seqienciamento automatico de DNA cada vez mais
eficientes.

Em funcdo do genoma dos citros ser considerado de alta
complexidade e grande tamanho (0,6 pg de DNA por célula
haploéide), a estratégia principal tem sido sequenciar 0s
principais patégenos da cultura, 0os quais possuem genomas
mais simples (Machado et al., 2005). Desta forma, foram
sequienciados 0s genomas das bactérias Xylella fastidiosa,
agente causal da clorose variegada dos citros (CVC) (Simpson
et al., 2000) e da Xanthomonas axonopodis pv. citri, causadora
do cancro citrico (Silva et al., 2002), além do genoma do virus
que causa a leprose (CiLV). Este ultimo seqienciamento foi
efetuado pela empresa brasileira Alellyx Applied Genomics, do
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grupo Votarantim. Atualmente, com base nos resultados
gerados, tém-se buscado estratégias para reduzir a
patogenicidade desses organismos.

O sequenciamento de genes utilizando informacgbes contidas
nos RNAs mensageiros, ou seja, nas sequéncias ESTs
(Expressed Sequence Tags) também tem sido realizado,
buscando-se informagbes parciais sobre o0 genoma expresso de
citros. Nesse aspecto, o Centro APTA Citros “Sylvio Moreira” ja
conta com mais de 250 mil ESTs seqUenciadas, as quais podem
ser utilizadas para comparacdes entre espécies, obtencdo de
marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) Uteis para
saturar mapas genéticos de ligagdo e montagem de laminas
para microarray visando analise funcional do genoma de citros
(Machado et al., 2005).

3. Perspectivas

Um universo de perspectivas foi aberto com o desenvolvimento
e aplicacdo de técnicas de biotecnologia, possibilitando a
superacdo das barreiras genéticas existentes aos métodos
tradicionais de melhoramento. A aplicagdo dessas técnicas com
racionalidade e objetividade devera proporcionar grandes
avancos na busca por cultivares mais produtivas e com fatores
de resisténcia a agentes bidticos e abioticos, cultivares estas
altamente demandadas pelo sistema produtivo.
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