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Caracterizacdo de Citrus x limonia Osbeck através de genémica comparativa

RESUMO

Espécies citricas estdo entre as frutiferas mais importantes do mundo e possuem uma
longa historia de cultivo em areas temperadas, tropicais e subtropicais. A maioria das
cultivares modernas possuem origem interespecifica, sendo sele¢cdes ou hibridos de
espécies progenitoras selvagens, cujas identidades e contribui¢cbes na domesticacdo aos
poucos estdo sendo estabelecidas. O limao-cravo (Citrus x limonia Osbeck) é um hibrido
pertencente a este género com possivel origem na india. Apesar de ser nomeado como
limdo, ndo apresenta morfologia dos limdes verdadeiros, possuindo fruto que se
assemelha ao de uma tangerina, com suco muito acido, o que permite sua utiliza¢cdo como
substituto para os limdes ou limas acidas comerciais. Entretanto, sua principal utilizacédo
€ como porta-enxerto, pois apresenta inUmeras caracteristicas que o tornaram o mais bem-
sucedido e utilizado por décadas nos pomares citricolas do Brasil. Existem diversas
variedades desta espécie com caracteristicas distintas, mas que compartilham uma origem
controversa. As hipdteses levantadas a respeito de sua origem sugerem que limédo-cravo
resultou de um cruzamento de tangerina (Citrus reticulata) e limdo (Citrus x limon), cidra
(Citrus medica) e tangerina ou tangerina e lim&o rugoso (C. x jambhiri). Desta forma, o
objetivo deste trabalho é caracterizar genomicamente Citrus x limonia de tal modo a
identificar possiveis espécies envolvidas em sua origem. Para buscar conhecimento sobre
a origem de liméo-cravo, nds avaliamos um conjunto de 948,437,749 sequéncias (99,95%
Illumina e 0,05% de 454) que resultaram em 409,783,077 nucleotideos (1,1 x cobertura)
em 513,098 contigs, que foram comparados com sequéncias gendmicas de clementina
(Citrus x clementina), laranja doce (C. x sinensis), tangerina Ponkan (Citrus reticulata),
cidra (Citrus medica) e toranja (Citrus maxima), além de sequéncias de 19 outras espécies
de citros, oriundas de banco publico de sequéncias. Primeiramente foram analisados
fragmentos maiores que 1,5 kb oriundos da comparacao do genoma de liméo-cravo com
o0s cinco genomas (C. medica, C. reticulata, C. maxima, C. x sinensis e C. x clementina)
e 300 pb para sequéncias oriundas de banco publico de sequéncias. As sequéncias
presentes em todas as espécies nestas comparagdes foram avaliadas quanto ao nivel de
similaridade entre si. As analises envolvendo sequéncias provenientes de genomas,

revelou que cerca de 60% das sequéncias de limdo-cravo foram mais similares as
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sequéncias de C. medica enquanto 30% deles apresentaram maior similaridade com o
genoma de C. x clementina, sendo essas, as espécies com maior similaridade com o
genoma de C. x limonia. As demais espéecies apresentaram 0s seguintes niveis de
similaridade: tangerina ‘Ponkan’ (Citrus reticulata, 5-12%), toranja (Citrus maxima, 7-
11%) e laranja doce (C. x sinensis, 2-8%). Para as andlises envolvendo sequéncias
advindas de banco de dados de sequéncias, apesar do menor nimero de sequéncias
disponiveis a serem analisadas, sequéncias de lim&do-cravo mostraram maior similaridade
as de C. depressa, 40 %, seguido das de tangerina Cledpatra (C. reshni, 21,6%), liméo
verdadeiro (C. x limon, 20,5%), limdo rugoso (C. x jambhiri, 20%), tangerina sunki (C.
sunki, 20%), C. halimii (20%), e C. ichangensis (13,3%). Os resultados apontam para
cidra e um mandarim (ou um de seus hibridos), possivelmente proximo ao grupo das
clementinas e tangerina acidas como as espécies parentais de limao-cravo. Claramente
cidra é o responsavel pela maior parte do genoma do limao-cravo e curiosamente C.
reticulata utilizada para a analise, que poderia ser o parental putativo, ndo é um dos mais

préximos do genoma de limé&o-cravo.

Palavras-Chave: liméo-cravo, filogenia de citros, comparacdo de genomas, porta-

enxerto, bioinformatica.
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Characterization of Citrus x limonia Osbeck through comparative genomics

ABSTRACT

Citrus species are among the most important fruit trees in the world and have a long
cultivation history in temperate, tropical and subtropical areas. Most modern cultivars
have an interspecific origin, being selections or hybrids of wild parent species, whose
identities and contributions in the domestication are gradually being established. Rangpur
lime (Citrus x limonia Osbeck) is a citrus hybrid possibly originated in India. Despite
being named as lemon, it does not present morphology of real lemons, having fruits that
resemble that of a mandarin, with very acidic juice, allowing its use as a substitute for
commercial lemons or limes. However, its main use is as rootstock, since it has many
features that made the most successful and used for decades in citrus orchards in Brazil.
There are several varieties of this species with different characteristics, but share a
controversial origin. The hypotheses raised about its origin suggest that Rangpur lime
resulted from a cross between mandarin (Citrus reticulata) and lemon (Citrus x limon),
citron (Citrus medica) and mandarin or mandarin and rough lemon (Citrus x jambhiri).
Thus, the goal of this study is to genomically characterize C. x limonia to identify
potential species involved in its origin. To get knowledge on the origin of C. x limonia,
we evaluated an assembly of 948,437,749 sequences (99.95% Illumina and 0.05% 454)
that resulted in 409,783,077 nucleotides (1.1 x coverage) in 513,098 contigs, which were
compared to genomic sequences of clementine (Citrus x clementina), sweet orange
(Citrus x sinensis), mandarin ‘Ponkan’ (C. reticulata), citron (C. medica) and pummelo
(Citrus maxima), and sequences of 19 other species of citrus, from public sequences
database. First, we analyzed fragments equal to or larger than 1.5 kb derived from the
comparison of Rangpur lime genome with five genomes (C. medica, C. reticulata, C.
maxima, C. x sinensis and C. x clementina) and 300 bp for sequences derived from public
database sequences. The sequences present in all species were evaluated for their level of
similarity among themselves. Analyses involving sequences from genomes revealed that
around 60% of the Rangpur lime sequences were more similar to C. medica sequences
while 20% of them showed higher similarity to the genome of C. clementina, being those,
the species with higher similarities to the genome of C. x limonia. The other species

showed the following levels of similarity: Ponkan mandarin (C. reticulata, 5-12%),
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pummelo (C. maxima, 7-11%) and sweet orange (C. x sinensis, 2-8%). For analyzes
involving sequences from the sequences database, despite the lower number of available
sequences to be analyzed, Rangpur lime sequences showed greater similarity to Citrus
depressa, 40%, followed by Cleopatra mandarin (Citrus reshni, 21.6%), lemon (C. x
limon, 20.5%), rough lemon (C. x jambhiri, 20%), sunki mandarin (Citrus sunki, 20%),
Citrus halimii (20%), and Citrus ichangensis (13.3%). The results point to citron and a
mandarin (or one of its hybrids), possibly belonging to the group of clementines and
acidic mandarin as the parental species of Rangpur lime. Clearly citron is the responsible
for the majority of Rangpur genome and interestingly, C. reticulata used for the analysis,

it could be the putative parent, is not one of the closest genomes for Rangpur lime.

Keywords: Rangpur lime, Citrus phylogeny, genome comparison, rootstock,

bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

A citricultura se destaca no Brasil por ser umas das principais culturas do
agronegocio, apresentando uma cadeia de producdo estruturada em diversos segmentos,
0 que faz do Brasil o maior produtor e exportador de suco de laranja concentrado
congelado do mundo. Dentre as regides produtoras do pais, S&o Paulo é estado
responsavel pela maior parte da produgdo nacional desta “commodity” (FAO, 2012;
STUCHI; GIRARDI, 2010).

As espécies de citros encontraram no Brasil condi¢cBes favoraveis para se
desenvolverem e produzirem com alta eficiéncia. Inicialmente a citricultura desenvolveu-
se mais nos Estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Bahia, disseminando-se
posteriormente por todo o pais (DONADIO et al., 2005).

Na década de 40, o porta-enxerto dominante nos pomares paulistas era a laranja
azeda (C. x aurantium), quando uma nova doengca foi identificada em 1937, a tristeza dos
citros, que levou ao exterminio de cerca de 10 milhGes de plantas enxertadas neste porta-
enxerto. O parque citricola do estado de Sdo Paulo possuia aproximadamente 12 milhdes
de plantas enxertadas sobre a laranja azeda, considerada susceptivel a tristeza. A réapida
disseminacdo do virus da tristeza, por meio do pulgdo-preto (Toxoptera citricidus) e
borbulhas contaminadas, resultou em prejuizos enormes a citricultura brasileira
(POMPEU JUNIOR, 2005). Entretanto, experimentos desenvolvidos em 1925 pela
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ desde 1925
(VASCONCELLOS, 1939) e em 1933 pelo Instituto Agronémico (MOREIRA, 1946)
foram fundamentais para reverter a situacdo, e de todos 0s porta-enxertos que
apresentaram resisténcia, o limdo-cravo se mostrou superior, sendo indicado para
substituir a laranja azeda. A citricultura foi restaurada gracas as caracteristicas disponiveis
neste porta-enxerto, que passou a ser o preferido pelos viveiristas e citricultores
(LARANJEIRA et al., 2005; POMPEU JUNIOR, 2005). No Estado de S&o Pulo, cerca
de 80% das plantas que comp&em 0s pomares estdo enxertadas sobre o porta-enxerto
limdo ‘Cravo’ (Citrus x limonia Osbeck) (GIRARDI; MOURAO; PIEDADE, 2007
SCHAFER; BASTIANEL; DORNELLES, 2001). De acordo com POMPEU JUNIOR et
al., 2004, 2005, no periodo de 1999-2004 o liméo-cravo representava 74,7% das mudas

formadas, continuando a ser o porta-enxerto dominante nos viveiros do estado no periodo

15



de 2004-2007, com participacdo de 56,1% da produc¢éo de mudas (JUNIOR & BLUMER,
2008). Diante disso, a importancia de limdo-cravo para a citricultura brasileira é
inestimavel.

A baixa variabilidade genética das variedades de citros utilizadas na citricultura
brasileira e a utilizacdo de poucos porta-enxertos € a causa de grandes problemas
fitossanitarios. As principais doencgas que atingem a citricultura nacional sdo: a tristeza
causado virus da tristeza (Citrus tristeza virus - CTV), o cancro citrico causado pela
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, a pinta preta causada pelo fungo Guignardia
citricarpa (Phyllosticta citricarpa), a morte stbita (MSC) e o declinio dos citros com
agentes causais desconhecidos, a leprose causada pelo virus Citrus leprosis virus (CiLV),
a clorose variegada dos citros (CVC) causada pela bactéria Xylella fastidiosa, gomose de
Phytophthora é causada pelos fungos P. parasitica e P. citrophthora, nematoides como o
nematoide dos citros (Tylenchulus semipenetrans) e o nematdide das lesdes radiculares
dos citros (Pratylenchus jaehni), viréides da exocorte (Citrus exocortis viroid - CEVd) e
xiloporose (Hop stunt viroid, HSVd) e o “huanglongbing” (HLB) ou “greening” causada
pela bactéria Candidatus Liberibacter ssp. (BARBASSO, 2005).

O género Citrus é originario do sudeste do continente asiatico, com ramos
filogenéticos que se estendem do centro da China ao Japao e leste da india a Nova Guiné,
Australia e Africa Tropical (SWINGLE; REECE, 1967; DONADIO; MOURAO FILHO;
MOREIRA, 2005). Sdo conhecidos outros centros de origem, como a regido de Yunnam,
no centro sul da China e o norte da regi&o Indo-Burma (DONADIO; MOURAO FILHO;
MOREIRA, 2005). Entretanto, a origem exata das espécies de citros modernas cultivadas
como laranja doce (C. x sinensis), limdo (Citrus x limon) e pomelo (Citrus x paradisi)
se manteve por muito tempo desconhecida. Devido a compatibilidade sexual entre citros
e géneros afins, a alta frequéncia de mutacbes somaticas, a longa histéria de cultivo e a
ampla disperséo, informacdes sobre a filogenia das espécies selvagens ancestrais e as
relacbes genéticas entre as espécies cultivadas e seus progenitores selvagens putativos
permaneceram sem solucdo (CURK et al., 2016; UCHOI et al., 2016).

As cultivares de citros sdo multiplicadas através da clonagem, o que ocorre por
enxertia ou através da apomixia via poliembrionia de sementes para manter combinacdes
desejaveis de caracteristicas. Desta forma, as cultivares possuem genotipos basicos
caracteristicos, que surgiram das espécies ancestrais selvagens através de hibridacdo

interespecifica ou sucessivas hibridizagdes introgressivas.
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O entendimento da filogenia das espécies de citros mediante a analise do genoma
é de extrema importancia, pois, esclarece as relagdes taxondmicas e origem das espécies
modernas cultivadas, assim como indicar possiveis parentais que originaram essas
especies. Outro fator importante € a utilizacao destes dados no melhoramento dirigido por
sequéncia (VELASCO & LICCIARDELLO, 2014).

No caso de limdo-cravo, além de se conhecer sua origem para melhor controle de
um possivel programa de melhoramento, os dados gendmicos possibilitariam identificar
e isolar genes de interesse nas espécies parentais, que sdo importantes em liméo cravo,
como aqueles relacionados a tolerancia ao déficit hidrico e a resisténcia a tristeza, para
serem utilizados na transferéncia de genes, selecdo em progénies de plantas com
sequéncias especificas e o direcionamento de cruzamentos para produzir hibridos com
caracteristicas superiores as encontradas em liméo-cravo.

A utilizacdo dos resultados gerados pelo sequenciamento de genomas de espécies
cultivadas de citros no melhoramento podera proporcionar novas oportunidades para a
criacdo de novas variedades com maior resisténcia a patdgenos e a condi¢cdes ambientais
extremas, além de proporcionar novas combinagdes de cruzamentos, gerando maior
diversidade de cor, sabor, tamanho e aroma (VELASCO & LICCIARDELLO, 2014; WU
et al., 2014). A disponibilizacdo de variedades resistentes geraria economia a cadeia
citricola, principalmente pelo fato de que o principal fator limitante da citricultura
nacional sdo as doencas, ocasionando mais de 60% do custo de producdao (MACHADO
et al., 2005).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Citrus
2.1.2 Origem, distribuicéo geogréfica e importancia econémica

Espécies citricas estdo entre as frutiferas mais importantes do mundo e possuem
uma longa historia de cultivo, que permitiu sua ampla distribuicdo geogréfica e cultivo
em areas temperadas tropicais e subtropicais (SCORA, 1988; WEBBER et al, 1967).

O género Citrus € classificado botanicamente como pertencente a familia
Rutaceae, subgénero Eucitrus, tribo Citreae e subtribo Citrinae, subfamilia Aurantioideae,
tendo ramos filogenéticos que se estendem do Sul da Asia Oriental, Malasia, Nova
Caledonia até a Austrélia (SWINGLE e REECE, 1967). A familia Rutaceae é distribuida
amplamente nos tropicos sendo composta por 160 géneros e 1.800 espécies. Em geral,
compreendem espécies autdgamas, sexualmente compativeis, altamente heterozigotas e
basicamente dipldides, com nimero de cromossomos nas células somaticas 2n = 18 e
havendo raros poliploides, como a lima acida ‘Tahiti’ (C. latifolia Tan.), de constituicéo
tripldide e origem desconhecida (CAMERON e FROST, 1968; GUERRA et al., 1997).
O género Citrus é constituido de diversas espécies de interesse econdmico, como as
laranjas doces (C. x sinensis (L.) Osbeck), laranjas azedas (C. x aurantium L.), limdes
(C. x limon Burm F.), cidras (C. medica L.), tangerinas (C. reticulata Blanco, diversas
espécies), pomelos (C. paradisi Macf.), limas acidas (C. x aurantiifolia Swing.), limas
doces (C. limettioides Tan.), e toranjas (C. maxima (Burm.) Merr.) (CHAPOT, 1975;
SOOST e CAMERON, 1975).

As rotas exatas da disperséo dos citros sdo desconhecidas, entretanto, hd mencéo
de sua importancia em textos antigos em chinés, grego e na literatura romana
(CARVALHO et al., 2005). Na cultura chinesa e indiana, as evidéncias da utilizacdo das
cidras datam de aproximadamente 800 a.C. A grande importancia da cidra nestas culturas,
talvez, se deve a variedade conhecida como mao-de-buda, que frequentemente era
utilizada em ceriménias religiosas. As cruzadas auxiliaram na dispersdo dos citros no
ocidente, no entanto, foram os Maceddnios os primeiros a descrever a presenca de citros
na Pérsia, a cidra, sendo esta possivelmente a precursora dos citros no ocidente,

apresentando resisténcia no periodo pos-colheita, boa aparéncia e odor agradavel, assim,
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possivelmente sendo utilizada em conservas para servir de alimento em viagens
prolongadas. Além disso, a cidra foi por muitos anos a Unica espécie de citros conhecida
e consequentemente, a primeira a ser distribuida para outras regiées proximas. Acredita-
se que em 500-1300 d.C. algumas espécies de citros, como cidra, laranjas e limdes, foram
dispersadas lentamente para outras areas e para a Europa por viajantes, invasores e outros
que se deslocaram ao longo das rotas comerciais. Durante os séculos XII e X1V diversas
espeécies de citros foram distribuidas na Italia, Sul da Franca e Espanha. No final do século
XIV, quatro tipos de citros ocorriam na lItalia (cidra, laranja azeda, limdo e lima).
Acredita-se que a laranja-azeda e o lim&o foram distribuidos ap6s a cidra, no entanto, sua
chegada ao ocidente é datada de 700 d.C., inicio da era crista, a partir dai, passaram a ser
distribuidas juntamente com a laranja doce e lima. Os primeiros relatos a respeito da
regido de origem da laranja doce indicam que possivelmente esta originou-se no
arquipélago indico e, posteriormente, foi levada ao Egito e distribuida no Ocidente. No
século XVI, com o blogueio do mar do mediterraneo pelos turcos, 0s portugueses
passaram a realizar expedicdes a india, de onde possivelmente trouxeram e introduziram
na Europa algumas variedades de laranja doce, sendo, em seguida, distribuida para as
Américas. As tangerinas e kunquats embora cultivadas na China e no Japao desde a
antiguidade, somente em 1805 foram levados para o ocidente (DONADIO; MOURAO
FILHO; MOREIRA, 2005; MOORE, 2001; SCORA, 1975).

A disseminacdo dos citros para 0 continente americano ocorreu principalmente
pela acdo de coleta e intercambio de sementes e material vegetal para propagacao
realizada pelos portugueses, principalmente quando retornavam da Asia durante suas
viagens exploratorias. A primeira introducédo de citros no Brasil talvez tenha ocorrido no
comeco do século XVI, possivelmente a partir de 1530, quando teve inicio a colonizagéo
feita pelos portugueses (MOORE, 2001; SCORA, 1975; OLIVEIRA et al., 2012).
Segundo DONADIO et al. (2005), as plantas citricas encontraram no litoral brasileiro
melhores condi¢des de desenvolvimento do que nas proprias regides de origem, assim,
houve uma rapida expansdo dessas plantas pelo litoral e posteriormente com o aumento
do consumo, foram sendo plantadas em muitas regides, em pequenos pomares caseiros e
pomares comerciais, contribuindo para a dispersao de citros para outras regides do pais.

A importéncia historica e econdmica atual dos citros, faz da citricultura uma
atividade importante para a economia e agricultura brasileira. O Brasil é considerado o

maior produtor de laranjas do mundo, entretanto, € no suco de laranja, que o pais se
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destaca com sua hegemonia, sendo o0 maior produtor e exportador de suco concentrado
congelado (FCQOJ).

A citricultura brasileira encontrou no estado de Sao Paulo as condic¢des favoraveis
para seu desenvolvimento e crescimento. O estado de S&o Paulo juntamente com o
Tridngulo Mineiro, abrigam o maior parque citricola interno do pais, o cinturdo citricola,
que corresponde a cerca de 174,13 milhdes de &rvores produtivas, com 1,84 caixas por
planta e corresponde a 76.5% da producdo. A area de pomares de citros no cinturdo
citricola totaliza 482.591 hectares e esta distribuida em 11.561 propriedades que
abrangem 320 municipios no estado de S&o Paulo, 29 municipios nas regifes do
Tridngulo Mineiro e Sudoeste de Minas Gerais (FUNDECITRUS, 2015; IBGE, 2015;
MONACO et al., 2015).

A laranja é a fruta citrica com maior area plantada, com 444.583 hectares, seguida
por limas &cidas e limdes com 27.938 hectares e por tangerinas com 10.070 hectares. A
safra total brasileira de laranja para 2015/16 € estimada em 410 milhdes de caixas de 40,8
kg. A producdo de suco de laranja concentrado e congelado (FCOJ) sera de 1.092 milhdes
de toneladas (BERK et al., 2015).

Para o cinturdo citricola, o Fundecitrus, estimou uma producéo na safra 2015/16
de 278,99 milhdes de caixas de 40,8 kg de laranja. O setor do cinturdo que apresenta
maior producdo de laranja, cerca de 65,95%, é o setor central, constituidos pelos
municipios de Brotas, Duartina e Matdo (FUNDECITRUS, 2015; IBGE, 2015;
MONACO et al., 2015). Na safra de laranja 2013/14, do total de 268,6 milhdes de caixas
colhidos no estado de S&o Paulo, 80 % (215,3 milhGes de caixas) foram destinadas as
industrias de processamento de suco e 20 % (53,3 milhdes de caixas) para a

comercializacdo in natura (CONAB, 2013).

2.1.3 Taxonomia e filogenia das espécies de citros

O género citros tem sido o foco de diversos estudos envolvendo taxonomia e
evolucéo, devido a sua grande importancia econdomica (CARVALHO et al., 2005). No
entanto, a taxonomia e filogenia em citros é considerada complexa, havendo diferencas
no namero de espécies consideradas, de acordo com o sistema de classificacdo adotado.
Isso se deve ao fato de existir grande variabilidade neste género, decorrente de mutagdes

espontaneas, hibridacdes naturais interespecificas, cultivo em ampla area geografica,
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alteracfes cromossémicas estruturais, apomixia e a longa histdria de cultivo (OLIVEIRA;
RADMANN, 2005). Por este motivo, sempre existiu muita divergéncia quanto a origem
e a classificacdo dos citros, principalmente no que diz respeito ao niUmero de espécies
conhecidas. Até o momento, existem duas principais classificaces que sao amplamente
aceitas, ade SWINGLE e REECE (1967) e ade TANAKA (1977). A taxonomia sugerida
por SWINGLE e REECE (1967) € constituida de 16 espécies, subdivididas no subgénero
Papeda, formado por seis espécies sem valor comercial e consideradas primitivas e o
subgénero Citrus, abrangendo dez espécies de grande importancia econémica. Ja a
sugerida por TANAKA (1977) reconheceu o género Citrus como sendo constituido de
159 espécies e 14 variantes subdivididos nos subgéneros Archicitrus e Metacitrus. A
diferenca no nimero de espécies em cada uma € resultante da classificacdo das tangerinas,
por Swingle agrupando todas as espécies de tangerina no grupo de Citrus reticulata,
enquanto Tanaka as separou em 36 espécies independentes.

De acordo com andlises quimicas e morfoldgicas, SCORA (1975) e BARRETT
& RHODES, (1976), sugeriram que o grupo constituido de espécies verdadeiras de citros
(ndo-hibridos) é constituido de apenas trés espécies botanicas, C. maxima, C. medica e C.
reticulata e demais espécies como C. x sinensis (laranja doce), C. x aurantium (laranja
azeda), C. x limon (liméo), C. paradisi (grapefruit) e C. x aurantiifolia (lima) foram
todos derivados de hibridos, cultivares, ou espécies variantes, sendo seus genomas
considerados mosaicos de grandes fragmentos de DNA das espécies ancestrais que
resultaram de poucos eventos de recombinacio interespecificos (GARCIA-LOR et al.,
2012; LI et al., 2010). MABBERLEY (1997) prop6s uma nova classificacdo, que
reconhece trés espécies e quatro grupos de hibridos. A classificacdo de Mabberley
confirma o estudo taxonémico realizado por BARRETT & RHODES (1976) que haviam
proposto os trés taxons principais [C. medica L. (cidras), C. maxima (Bir.) Osbeck
(toranjas) e C. reticulata Blanco (tangerina)], sendo estes 0s ancestrais das espécies de
citros modernas cultivadas. Entretanto, permanece questionavel a subdivisdo em quatro
grupos, sendo pouco adotada por autores. Estudos realizados, envolvendo a diversidade
de caracteristicas morfologicas (OLLITRAULT ET AL., 2003), a analise de metabdlitos
primérios (LURO et al., 2011) e metabolitos secundarios (FANCIULLINO et al., 2006)
indicaram que a diversidade fenotipica das espécies citricas derivou da diferenciacéo
inicial dos trés grupos.

Embora existam inimeras dificuldades que impediram o estabelecimento de um

sistema consenso para a classificacdo deste género, grande parte dos autores concordam
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sobre as origens das principais espécies. Atualmente quatro taxons [C. medica L. (cidra),
C. reticulata Blanco (tangerina), C. maxima (Burm.) Merr. (toranja) e C. micrantha
Wester (papeda)] sdo considerados ancestrais de todos os demais hibridos cultivados
(CASPERMEYER, 2015; CURK et al., 2014, 2015a, 2015b; GARCIA-LOR et al.,
2013a; VELASCO; LICCIARDELLO, 2014). O ultimo taxon a ser considerado como
espécie fundamental foi o subgénero Papeda, com C. micrantha como sendo a quarta
espécie, que teria contribuido para a origem dos limdes (BARKLEY et al., 2006;
GARCIA-LOR et al., 2012, 2013a, 2013b; NICOLOSI et al., 2000; OLLITRAULT etal.,
2012a). Acredita-se que a diferenciacdo destes tdxons sexualmente compativeis nas
demais espécies conhecidas atualmente, € resultado de um efeito fundador em trés
diferentes regides, seguido de uma especiacao alopatrica inicial. Desta forma, a cidra (C.
medica) teria surgido no norte-oriental da india e na regido vizinha de Mianmar e China,
atoranja (C. maxima) teria originado no arquipélago malaio e Indonésia e a diversificacao
das tangerinas (C. reticulata) teria ocorrido nas regides que incluem Vietn, sul da China
e Japdo, sendo sua principal regido inicial de distribuicdo o Leste da india (CURK et al.,
2015b; GARCIA-LOR et al., 2012; NICOLOSI, 2007; SCORA, 1975). C. micrantha teria
origem nas Filipinas, entretanto, acredita-se que algumas espécies de Papeda (C. hystrix
e C. ichangensis) sdo de origem continental, oriundas da Birméania, Tailandia e extinta
Indochina (TANAKA, 1954, SWINGLE e REECE, 1967, SCORA, 1975). A laranja doce
(C. x sinensis (L.) Osbeck), é um hibrido que se acredita tenha originado no sudeste da
Asia, possivelmente, na regido da antiga Indochina e Sul da China, estendendo-se até o
Sul da Indonésia. A laranja azeda (C. x aurantium L.) é provavelmente nativa do Sul da
Asia, possivelmente da india. A lima &cida (C. x aurantiifolia (Christm.) Swingle) tem
possivel origem no arquipélago do Leste da india, sendo posteriormente distribuida pelo
continente indiano (SAUNT, 1990). Posteriormente, segundo GARCIA-LOR et al.
(2012), a agdo humana facilitou a migragdo e a hibridacdo entre os “pools” genéticos
diferenciados da taxa basica, entretanto, a ocorréncia de apomixia parcial observada na
maioria das espécies secundarias limitou o fluxo de genes entre as espécies.

As pesquisas realizadas anteriormente sobre a filogenia e origem genética das
espécies de citros cultivadas se basearam em descritores morfologicos (FANG et al.,
1993; IBPGR, 1988; HERRERO et al., 1996a, 1996b; SWINGLE e REECE, 1967;
ZHONG e YE, 1993), dados de distribuicdo geografica (FEDERICI et al., 1998) e
marcadores bioquimicos isoenzimaticos (OLLITRAULT et al. 2003). Com o avango na

area de biologia molecular, novos estudos envolvendo inUmeras técnicas de marcadores
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moleculares passaram a ser utilizados para investigar variabilidade em citros, no intuito
de identificar e determinar as relagdes filogenéticas ao nivel de espécies e cultivares, e na
tentativa de decifrar a constituicdo genémica, possiveis parentais e cruzamentos que
originaram as diversas espécies existentes. Diversos métodos de analise molecular, ao
nivel de DNA foram utilizados em estudos filogenéticos utilizando sequéncias ou
marcadores de cloroplastos (cpDNA) (ABKENAR; ISSHIKI; TASHIRO, 2004; BAYER
et al., 2009; PENJOR et al., 2010; WU et al., 2014), sequéncias ou marcadores
mitocondriais (FROELICHER et al., 2011; YAMAMOTO et al., 1993), polimorfismo de
tamanho de fragmentos de restricdo (RFLPs) (FEDERICI et al., 1998), polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso (RAPDs) (ABKENAR; ISSHIKI, 2003; FEDERICI et al.,
1998; NICOLOSI et al., 2000), polimorfismo de tamanho de fragmento amplificado
(AFLP) (Ll etal., 2010; LIANG et al. 2007), polimorfismo de tamanho de fragmentos de
restricdo em amplicons (PCR-RFLP) (ABKENAR; ISSHIKI; TASHIRO, 2004; JENA,
KUMAR; NAIR, 2009), regibes amplificadas de sequéncias caracterizadas (SCAR)
(NICOLOSI et al., 2000), repeticbes de sequéncia simples (SSRs) (BARKLEY et al.,
2006; GULSEN & ROOSE, 2001b; OLLITRAULT et al., 2010; PANG; HU; DENG,
2003), SSR e insercdo-delecdo (Indels) (GARCIA-LOR et al., 2012, 2013a),
sequéncias simples repetitivas internas (ISSR) (FANG et al., 1998; GULSEN & ROOSE,
2001a, 2001b; SHAHSAVAR et al., 2007), sequéncias nucleares de espacadores
transcritos internos (ITS) (HYNNIEWTA; MALIK; RAO, 2014; LI et al., 2010;
PESSINA et al., 2011; XU et al., 2006), polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs)
(CURK et al., 2014, 2015b; GARCIA-LOR et al., 2013a, 2013b; OLLITRAULT et al.,
2012b; WU et al., 2014). Estas técnicas confirmam a influéncia de trés (C. medica, C.
maxima e C. reticulata) espécies na origem e evolucdo das espécies de citros, além de
sugerirem que Citrus micrantha seria o parental paterno para algumas espécies de limas
(Citrus x aurantiifolia Christm.). Apesar desses estudos terem fornecido informacoes
importantes para a origem e taxonomia das espécies de citros, os resultados ndo tém sido
sempre concordantes, exigindo uma compreensdo genética mais profunda para uma
melhor caracterizacdo e utilizacdo das espécies de citros (LI et al., 2010). Dados baseados
em marcadores moleculares e sequéncias gendmicas geralmente suportam que as laranjas
doce (C. x sinensis (L.) Osb.) e azeda (C. x aurantium L.) sdo possivelmente hibridos
que tiveram tangerina (C. reticulata) como parental paterno e toranja (C. maxima) como
parental materno, entretanto, a laranja azeda possivelmente é um F1 de toranja e tangerina

e a laranja doce possivelmente é resultado do retrocruzamento entre toranja e um hibrido

23



tangerina e toranja, sendo a toranja doadora do 6vulo e C. reticulata (com alguma
introgressdo de C. maxima) o doador de poélen (FROELICHER et al., 2011; GREEN;
VARDI; GALUN, 1986; LI et al., 2010; NICOLOSI et al., 2000; VELASCO &
LICCIARDELLO, 2014; WU et al.,, 2014). O pomelo (Citrus paradisi Macf.
(grapefruits)) possui maior semelhanga com a toranja, e poderia ser um hibrido de toranja
(parental materno) e laranja doce (parental paterno) (BARRETT; RHODES, 1976; DE
MORAES; DOS SANTOS SOARES FILHO; GUERRA, 2007; VELASCO;
LICCIARDELLO, 2014; WU et al., 2014). Os dados demonstram ainda que a cidra é a
principal espécie envolvida na origem dos limdes verdadeiros (C. x limon) e ndo
verdadeiros (C. x limonia, C. x jambhiri), e das limas &cidas (C. x aurantiifolia). A
mexerica do Rio (C. x deliciosa) e as clementinas (C. x clementina) mostraram-se
intimamente relacionadas, sendo que a mexerica do ‘Rio’ foi possivelmente originada de
tangerina (parental materno). No entanto, eventos de introgressdo simples com toranja
teria originado as espécies atuais. As clementinas seriam originadas do cruzamento entre
mexerica do Rio (parental materno) e a laranja doce (C. x sinensis) (Figura 1)
(VELASCO & LICCIARDELLO, 2014; WU et al., 2014).

C. maxima

o ' v ¥

Figura 1. A origem e evolucdo das espécies citricas. Os trés principais ancestrais das espécies de citros
incluidos no estudo, estdo representadas no topo da figura, sendo eles: Citrus reticulata, Citrus maxima e
Citrus medica e 0s possiveis cruzamentos que originou as espécies de citros atualmente cultivadas. Fonte:
Velasco e Licciardello, 2014.

C. reticulata Blanco * Chandler pummelo C. medica
Mandarin * Low-acid pummelo Citron
A4
' o &8 ’ St N - ‘
vV « & i (C. reticulata)
C. x sinensis C. x aurantium 1 C. x deliciosa * Ponkan mandarin '
* Sweet orange « Sour orange , ' *Willowleaf mandarin = ' * W. Murcott mandarin /| |  C.micrantha
N\ #+ ) L‘*’ Q ‘ ' a
T s i ; ‘ / i
X ! g
< %
C. clementina Y cyry t i
« Haploid clementine TAY = 14 A\ 4 §
(reference genome) C. paradisi C.limon C. aurantifolia g
* Clementine mandarin Grapefruit Lemon Mexican lime g
3
@
3
=

-

Os limbes verdadeiros e a bergamota (C. bergamia) teriam originado da

hibridacdo de laranja azeda como parente materno e cidra como parental paterno
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(FEDERICI et al., 1998; GULSEN & ROOSE, 2001b; L1 et al., 2010; NICOLOSI et al.,
2000; TORRESS; SOOST; DIEDENHOFEN, 1978). Para limd&o mexicano (C. x
aurantiifolia), os dados moleculares confirmaram que uma espécie de Papeda,
possivelmente C. micrantha, poderia ser o parental materno e cidra o paterno (FEDERICI
et al., 1998; LI et al., 2010; NICOLOSI et al., 2000). Os limdes cravo e rugoso (C. x
limonia, C. x jambhiri), considerados ndo-verdadeiros ou conhecidos como “mandarin-
like”, por apresentarem mais semelhangas com tangerinas € nao com os limdes, seriam
oriundos do cruzamento de cidra (parental materno) e uma espécie de tangerina acida (C.
reticulata - parental paterno), ndo sendo constatada nenhuma relagdo destas espécies com
os lim@es verdadeiros, que possuem mais semelhangas com laranja azeda (Figura 2)
(CARBONELL-CABALLERO etal., 2015; CURK et al., 2015a, 2015b; FROELICHER
etal., 2011; Ll etal., 2010; OLLITRAULT et al., 2012b).

Citrus micrantha \ Citrus reticulata Citrus maxima
Y
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(C. limonia) (C. karna)
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Figura 2. Estrutura filogenética global e origem dos principais grupos de limdes e limas. Os trés principais
ancestrais das espécies de citros descritos anteriormente e o quarto representante, estdo representadas no
topo da figura, sendo eles: Citrus medica, Citrus reticulata, Citrus maxima e Citrus micrantha e os possiveis
cruzamentos que originaram as espécies de limdes e limas. Fonte: Curk et al., 2016.

Apesar da disponibilizacdo de genomas para novos estudos envolvendo filogenia
de citros e a confirmacao de eventos de hibridagdo em C. x sinensis, C. x clementina, C.
x aurantium e demais espécies de citros de grande importancia econémica, a estrutura

gendmica de outras espécies secundarias e a maioria das variedades modernas continuam
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a ser estudadas. Além disso, nenhuma analise de filogenia de fragmentos de DNA a partir
de todo o genoma foi ainda realizada. O sequenciamento do genoma inteiro (WGS) em
grandes populagdes continua a ser caro e requer analises de bioinformatica (CURK et al.,
2014).

2.2 Porta-enxertos para citros

Todas as plantas comerciais de citros sdo constituidas de uma copa enxertada
sobre um porta-enxerto. Os porta-enxertos influenciam muitas caracteristicas dos citros,
tais como: crescimento, absorcao, resposta aos produtos de abscisdo de folhas e de frutos;
transpiracdo e composicdo quimica das folhas; sintese e utilizacdo de nutrientes; porte,
longevidade das plantas e precocidade de produgdo; maturacao, coloracdo da casca e do
suco; permanéncia e peso de frutos na planta; teores de acucares, acidos e de outros
componentes do suco; tolerancia fatores biéticos e abidticos, como salinidade; frio e seca;
conservacao pos-colheita; produtividade e qualidade da frutas (POMPEU JUNIOR,
1991; 2005; ERISMANN et al, 2008; SOUZA et al, 2010). Desta forma, muitas pesquisas
ressaltam a importancia da escolha correta dos porta-enxertos a serem utilizados e a
influéncia que o porta-enxerto possui sobre a variedade de copa a ser utilizada.

Os porta-enxertos possuem grande efeito sobre o desenvolvimento do fruto, pois
sdo responsaveis por fornecer agua e nutrientes para a planta (ALBRIGO, 1992). Assim
sendo, porta-enxertos que possuem maior vigor, possuem maior eficiéncia em extrair a
umidade do solo, mantendo a planta hidratada. Por conta disto, muitos porta-enxertos
induzem baixa concentracdo de solidos sollveis nos frutos, mas produzem mais solidos
soluveis por planta (STUCHI et al., 1996).

Variagdes nas fases de maturacdo e desenvolvimento de frutos podem ser
observadas, pelo fato, de haver grande influéncia do porta-enxerto no ciclo de
frutificacdo. No entanto, a maior influéncia verificada € em relagdo ao desenvolvimento
em tamanho das copas utilizadas (CASTLE e PHILLIPS, 1977; QUAGGIO et al., 2004).

A utilizacdo de um Unico porta-enxerto para todas as variedades de copa nédo
permite que as caracteristicas particulares de cada cultivar sejam atendidas, impedindo
que a planta manifeste seu potencial produtivo total, além de compor um grande problema

por causa de moléstias endémicas (SIQUEIRA et al., 2002).
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Os porta-enxertos sdo induzidos pelas condi¢6es do solo e do clima, além de sofrer
grande influéncia da copa e vice-versa. A ocorréncia de doengas € influenciada pela
umidade presente no solo, entretanto, isto depende da caracteristica do porta-enxerto de
ser resistente ou susceptivel. No entanto, as condic¢des do clima ocasionam mudancas no
comportamento geral da combinagdo copa/porta-enxerto, sendo que a disponibilidade
sazonal de &4gua é a mudanca climética que mais influéncia a producéo, alterando vérias
fases do desenvolvimento da planta, tais como, o florescimento, a pega do fruto, o volume
da producdo e a qualidade do fruto. Os porta-enxertos sdo afetados pelo solo, pois
apresentam diferentes caracteristicas adaptativas aos diferentes tipos de solos. Essa
plasticidade e adaptacao do porta-enxerto € muito importante, pois admite a ampliacéo de
areas destinadas a exploracao da cultura em distintos tipos de solos, condi¢des climaticas
e de manejo, empregando o uso de porta-enxertos com melhores condicGes de adaptacédo
as condicBes de cada situacdo. Para 0 aumento na producdo por area, solucdo de
problemas fitossanitarios, aumento da rentabilidade e qualidade dos frutos é de suma
importancia o conhecimento das caracteristicas e comportamentos dos porta-enxertos a
serem utilizados (PRUDENTE e SILVA, 2007).

Durante a escolha do melhor porta-enxerto a ser utilizado, os principais fatores a
serem considerados sdo a tolerancia as principais doengas e a resisténcia a seca. A
tolerancia a doencas é muito importante para a cadeia citricola, sendo que os principais
problemas ocorridos na citricultura nacional, como Gomose (Phytophthora parasitica e
Phytophthora citrophthora), Tristeza (citrus tristeza virus - CTV) e Declinio, em ordem
cronoldgica, se instalaram em pomares em funcdo da intolerancia dos porta-enxertos
utilizados em cada época (POMPEU JUNIOR, 1991; CARLOS et al., 1997).

Na década de 1940, o porta-enxerto que era exclusivamente utilizado na
citricultura paulista era a laranjeira ‘Azeda’. O surgimento da tristeza em Sdo Paulo em
1937 e a sua crescente dispersdo pelo pulgéo-preto e por borbulhas ocasionou a morte de
plantas de citros, que haviam sido enxertadas no porta-enxerto dominante nos pomares, a
laranjeira ‘Azeda’. A ocorréncia desta doenga nos pomares ocasionou a morte de
aproximadamente 10 milhdes de arvores, do total de 12 milhdes existentes (MOREIRA,;
MOREIRA, 1991). Nesse momento, a busca de porta-enxertos tolerantes a tristeza, que
possivelmente poderiam ser utilizados para reconstru¢do da citricultura, como limé&o-
cravo e a tangerineira ‘Cledpatra’ foram utilizados (POMPEU JUNIOR, 2005).

Com a ocorréncia do declinio dos citros, na década de 1970, houve uma grande

diversificacdo na utilizacdo dos porta-enxertos (RODRIGUEZ et al., 1979). Contudo, as
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excepcionais caracteristicas do limdo-cravo, fizeram com que ele continuasse a
predominar nos novos plantios (POMPEU JUNIOR, 2005).

O aparecimento da morte subita dos citros (MSC), ocasionou novamente a
diversificacdo dos porta-enxertos, sendo que a producdo de mudas no ano de 2003, passou
a ser 39,8 % de mudas de limdo-cravo, 32,6% tangerineira ‘Cledpatra’ e 13,7 %
citrumeleiro ‘Swingle’. Variedades tolerantes como o Poncirus trifoliata e a tangerineira
‘Sunki’ também sao utilizadas (POMPEU JUNIOR et al, 2004; 2005). A utilizagdo de
porta-enxertos substitutos do liméo-cravo, o qual é susceptivel a morte subita dos citros
(MSC) por outros resistentes, como tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni hort. ex. Tanaka),
‘Sunki’ (C. sunki hort. ex Tanaka) e o citrumelo ‘Swingle’ (Poncirus trifoliata (L.) Raf.
x Citrus x paradisi Macfad.), aumentou significativamente (MULLER et al., 2002;
POMPEU JUNIOR et al., 2004). Eembora o controle do declinio dos citros
(RODRIGUEZ et al., 1979) e da morte subita dos citros (BASSANEZZI et al., 2003) seja
realizado através do uso de porta-enxertos tolerantes, como a tangerinas Cledpatra (C.
reshni hort. ex Tanaka) e Sunki [C. sunki (Hayata) hort. ex Tanaka] e citrumelo Swingle
(C. x paradisi Macfaden x Poncirus trifoliata Rafinesque), estas espécies sdo menos

tolerantes ao déficit hidrico do que o limdo-cravo.

2.2.1 Liméo-cravo (Citrus x limonia) e sua importancia para a citricultura paulista

A partir da década de 60, com a utilizacdo de clones nucelares na citricultura, o
limdo-cravo (C. x limonia L. Osbeck) se tornou o porta-enxerto mais utilizado para
formagé&o de pomares no Brasil, sendo fundamental para a citricultura paulista (POMPEU
JUNIOR, 2005). A sua lideranca no mercado citricola, por apresentar caracteristicas
consideradas excepcionais, fez com que em 1970, 99% do total de mudas produzidas
pertencessem a esse porta-enxerto (MOREIRA et al., 1991).

As excepcionais caracteristicas apresentadas pelo lim&o-cravo, como grande vigor
no viveiro antes e depois da enxertia, producao precoce, bom comportamento nos solos
arenosos e de média a baixa fertilidade, compatibilidade com todas as cultivares copas,
bom pegamento das mudas por ocasido do plantio no pomar, facilidade na obtengéo das
sementes, media resisténcia ao frio, rapido crescimento das plantas, altas producgdes de
frutos de regular qualidade, média tolerancia a gomose, tolerancia as racas fracas do virus

da tristeza dos citros (CTV) e principalmente sua tolerancia ao déficit hidrico tornaram-
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no o preferido pelos viveiristas e citricultores. A tolerancia a seca é essencial para a
citricultura brasileira, uma vez que é pouco irrigada e depende de chuvas para o
suprimento de a4gua (CARNEIRO et al., 2011; POMPEU JUNIOR, 2005; SALIBE;
MOREIRA, 1984).

Segundo SWINGLE, 1943, o limdo-cravo era considerado um lemandarin, ou
seja, um hibrido natural de limdo (C. x limon) e tangerina, originado na regido de Cantao,
sul da China. Na classificacdo de TANAKA (1954) foi considerado uma espécie (C. x
limonia), nativa da india onde é conhecido como Jamir (POMPEU JUNIOR, 2005). Ha
diversas denominacBes para esta espécie: Ragpur lime ou mandarin-lime (Estados
Unidos), Canton lemon (China), Sylhet lime, Surrh nimboo e Sharbati (india), Hime
lemon (Japdo), Japansche citroen (Java), lima Rangpur (Argentina). No Brasil, além de
liméo-cravo, € conhecido também como limao rosa, vermelho, vinagre, selvagem, bugre
e limpa-tacho (ROLFS & ROLFS, 1931).

Supbe-se que o limdo-cravo tenha sido levado da Asia para a Europa e
posteriormente para as Americas, onde possivelmente foi introduzido no Brasil por
colonizadores. O primeiro registro do uso de limdo-cravo como porta-enxerto no Brasil
foi relatado por ROLFS & ROLFS (1931), que encontraram plantas de laranjas
enxertadas nesse porta-enxerto em Minas Gerais, em 1900 (POMPEU JUNIOR, 2005).

O liméo-cravo vem sendo utilizado no Estado de S&o Paulo, desde 1920, porém
em 1950 seu uso foi ampliado como substituto ao porta-enxerto predominante neste
periodo; a laranja Azeda, que é susceptivel ao virus da tristeza dos citros (POMPEU
JUNIOR, 2005).

Além da susceptibilidade as racas severas do virus da tristeza dos citros, como a
variante Capao Bonito (MULLER et al., 1968) e a morte subita dos citros (BASSANEZI
et al., 2002), o limdo cravo é suscetivel aos nematdides T. semipenetrans e P. jaheni
(CAMPOS, 2002), ao declinio dos citros (BERETTA et al., 1986a), aos virdides da
exocorte e xiloporose (POMPEU JUNIOR & SALIBE, 2002) e algumas sele¢fes como
Rangpur lime D.22.30 e o liméo cravo hibrido n.2 mostraram-se suscetiveis ao virus da
galha lenhosa (CARVALHO et al., 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Desvendar por meio de comparacdo de sequéncia gendmicas a constituicao

gendmica de limao-cravo (Citrus x limonia).

3.2 ESPECIFICOS

Atribuir por meio da comparagdo de sequéncias gendmicas a contribuicdo das

espécies de citros utilizadas na anélise comparativa para o genoma de limao ‘Cravo’.

Atribuir parentabilidade as sequéncias de limao-cravo utilizadas.

Avaliar a distribuicdo e a representatividade das sequéncias utilizadas na analise.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Genomas e Sequéncias Disponiveis

O painel comparativo utilizado para estabelecer a origem filogenética de lim&o-
cravo (C. x limonia) foi constituido da comparacéo de seu genoma com genomas de cinco
espeécies de citros (primeiro painel comparativo). Os genomas de Citrus x limonia, Citrus
medica e Citrus maxima foram sequenciados pelo Centro APTA Citros “Sylvio Moreira”,
Cordeirdpolis, Brasil. As informac6es sobre a montagem, assim como a descri¢do das
espécies que compdem o primeiro painel comparativo sao descritos na Tabela 1. Além
dos genomas sequenciados pelo Centro de Citricultura, genomas de duas espécies ja
disponiveis, foram incluidos nas analises, sendo eles: Citrus x clementina e C. x sinensis
(WU et al., 2014). Posteriormente, foram incluidos nas analises sequéncias publicas de
dezenove outras espécies de citros (Tabela 2). A inclusdo das sequéncias se deu pelo fato,
de haver auséncia de espécies pertencentes ao grupo dos limdes (C. limon), limas (C. x
aurantiifolia) na analise do primeiro painel comparativa. Além disso, se recorreu a bancos
de sequéncias publicos, pois, ambos 0s grupos ndo apresentam genomas disponiveis e
pelo fato de que outras espécies com sequéncias disponiveis poderiam ser inseridas nas

analises de comparacdo genémica do segundo painel comparativo.

4.2 Mapeamentos de Sequéncias

Para avaliar a distribuicdo cromossdmica das sequéncias de limdo-cravo utilizadas
na analise comparativa entre 0s 0s seis genomas disponiveis, 9.553 sequéncias que foram
utilizadas no primeiro painel comparativo foram ancoradas nos nove cromossomos de

Citrus x clementina haplode (http://www.phytozome.net/clementine.php) (WU et al.,

2014). A ancoragem das sequéncias de lim&o-cravo no genoma de referéncia foi realizada
por meio de Blastn. O resultado do Blastn foi filtrado por meio de um programa Java,
para obter as coordenadas gendmicas de cada sequéncia. Em seguida, as coordenadas
genbmicas foram utilizadas para 0 mapeamento nos respectivos cromossomos de C. x
clementina. Para a construcdo do mapa de ancoragem e visualiza¢do utilizou-se o
programa MapChart vs. 2.3 (VOORRIPS, 2002).
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4.3 Analise Comparativa

Para a comparagdo entre os genomas, duas etapas foram realizadas;
primeiramente se realizou a comparacgdo de sequéncias oriundas dos genomas de citros.
Para esta etapa, foi necessaria a criacdo de uma base de dados (banco de dados) para a
realizacdo das andlises in silico constituido das sequéncias gendmicas das espécies. A
base de dados foi constituida de 513.098 sequéncias de Citrus x limonia, 78.481 de Citrus
medica, 297.599 de Citrus reticulata, 1.398 de Citrus x clementina, 132.150 de C. x
sinensis e 315.837 de Citrus maxima. Posteriormente, as sequéncias disponiveis neste
banco de dados foram comparadas as sequéncias de liméo cravo através de buscas de
similaridade.

Na segunda etapa foi realizada a integracdo de sequéncias de outros representantes
do género que ndo foram anteriormente incluidas nas analises por ndo apresentarem
genoma disponivel. Diferentemente da etapa anteriormente descrita, nesta recorreu-se a
busca de sequéncias em banco de dados publico [NCBI (National Center for
Biotechnology Information) - www.ncbi.nim.nih.gov]. Alguns critérios foram
estabelecidos para a sele¢do das sequéncias; adotou-se a exclusdo manual de sequéncias
de origem citoplasmaticas (copDNA e mtDNA) e nucleares correspondentes a transposases
e marcadores microssatélites (SSRs). Apds a remoc¢do de sequéncias citoplasmaticas,
transposons e de microssatélites, realizou-se a criagdo de um segundo banco de dados
constituido das sequéncias selecionadas nesta segunda etapa e dos genomas utilizados na

primeira etapa.

4.4 Alinhamento Local e Extracéo de Sequéncias

A busca por similaridade foi realizada com o programa de alinhamento local
Blastn (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL, 1997). O resultado do
alinhamento foi filtrado com auxilio de um programa Java, com o objetivo selecionar
apenas fragmentos de sequéncias de limao-cravo que apresentavam alta similaridade com
sequéncias de todos as outras especies utilizadas, o programa também realizou a selecéo
de fragmentos igual ou maiores que 1,5 Kb no primeiro painel e 300 pb no segundo painel.

Na segunda etapa, utilizou-se o limite inferior de 300 pb, pois, buscou-se regides que
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Tabela 1. Informagdes dos genomas (drafts) sequenciados pelo Centro de Citricultura ou disponiveis publicamente utilizados no primeiro painel comparativo.

. Numero de
Espécie Nome comum Sequenciamento NS0 Numgro de Cobﬁrtgra reads Total de bases
contigs gendomica -
sequenciados
. . . - Centro de
Citrus x limonia Osbeck cv. Limdo-cravo ev. St iy itura “Sylvio 1.184 513.098 31,65 942.659.464 95.393.157.060
St. Barbara Barbara .
Moreira
Centro de
Citrus medica * Cidra doce Citricultura ‘Sylvio 11.275 78.481 17,40 532.157.632 52.439.734.239
Moreira’
Centro de
Citrus maxima ! Toranjacv. Vermelha  Citricultura ‘Sylvio 2.251 315.837 26,88 830.305.994 81.028.318.358
Moreira’
Centro de
Citrus reticulata Blanco? Tangerina ‘Ponkan’ Citricultura ‘Sylvio 2.745 297.599 26,93 830.877.303 81.158.950.455
Moreira’
Citrus x clemezgtma Hort. ex Clementlr]g Nules WU et al. 2014 n/a 1398* n/a n/a n/a
Tan. cv. Nules Haploide
C. x sinensis (L) Osb. cv. Laranja doce 'Pineapple’ WU et al. 2014 n/a 132.150 n/a n/a n/a

Pineapple?

1. Genomas sequenciados pelo Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira’ - CCSM.

2 - Genomas disponiveis publicamente (WU et al. 2014).

* - O genoma de Citrus x clementina estd montado a nivel de cromossomo (nove cromossomos e scaffolds ndo alocados), por isso, apresenta menor nimero de

contigs em relagdo aos demais genomas que encontram-se como drafts.

n/a - informagdes ndo avaliadas.
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L Taxonomy . . . Nidg Nidg Nidg
Espécie Nome comum Sistema de Swingle (1943) Sistema de Tanaka (1954) sequéncias sequéncias sequéncias
1D 1 i 2 i 3
(NCBI)! utilizadas® avaliadas

C. unshiu 55188 Tang. ‘Satsuma’ C. reticulata Blanco C. unshiu Marcow 288 260 156
C. limon 2708 Limao verdaeiro C. limon C. limon (L.) Burm.f. 191 92 44

C. reshni 171252 Tang. ‘Cleopatra’ C. reticulata Blanco C. reshni Hort. ex Tan 82 75 37

C. aurantium 43166 Laranja azeda C. aurantium C. aurantium L. 109 58 49

C. aurantiifolia 159033 Lima &cida C. aurantiifolia (Christm.) Swingle  C. aurantiifolia (Christm.) 58 36 25

C. jambhiri 64884 Lim&o rugoso C. limon C. jambhiri Lush 52 33 25

C. ichangensis 2709 Ichang papeda C. ichangensis Swing. C. ichangensis Swing. 52 31 15

C. nippokoreana 237570 Korai tachibana C. reticulata Blanco C. nippokoreana Tan. 17 14 13

C. amblycarpa 481546 Tang. ‘Nasnaran’ C. reticulata Blanco C. amblycarpa (Hassk.) 12 12 12

C. halimii 416192 Mountain C. halimii B.C. Stone (Tan. Class.) C. halimii B.C.Stone 19 11 10

C. limettioides 200542 Lima doce C. aurantifolia (Christm.) Swing. C. limettioides Tan. 26 11 11

C. hystrix 170989 Combava/Makrut lime C. hystrix DC. C. hystrix DC. 25 10 10

C. longispina 481548 Canniisan C. longispina Wester C. longispina Wester 9 9 9

C. tachibana 200544 Tachibana C. tachibana (Mak.) Tan C. tachibana Tanaka 37 6 5

C. depressa 697036 Tang. ‘Shekwasha’ C. reticulata Blanco C. depressa Hayata 27 5 5

C. sunki 237574 Tang. ‘Sunki’ C. reticulata Blanco C. sunki (Hayata) Hort. ex Tan. 7 5 5

C. indica 341931 Indian wild orange C. indica C. indica Tan. 21 5 5

C. deliciosa 558547 Mex. do ‘Rio’ C. reticulata Blanco C. deliciosa Ten. 5 4 2

C. bergamia 380129 Bergamota C. aurantifolia var Bergamia C. bergamia Risso and Poit. 10 2 1

Tabela 2. Espécies de Citrus com sequéncias disponiveis utilizadas na etapa de comparacdo de genomas, oriundas de banco de dados de sequéncias.

L. Numero total de sequéncias nucleotidicas disponiveis no NCBI, 2- NUmero de sequéncias remanescentes apds remo¢do de marcadores microssatélites,
transposons e de origem citoplasmatica, 3- NUmero total de sequéncias avaliadas apds a Blastn, somente sequéncias presentes em todas as espécies foram

avaliadas.

34



estivessem presentes em todas as espécies incluidas na analise e como as sequéncias
possuiam tamanho menor e eram de diferentes espécies, preferiu-se utilizar este
paramétro. No total, 9.594 sequéncias maiores ou iguais a 1,5 Kb (1.500 pb - 4.925 pb)
foram selecionadas pelo programa na primeira etapa e valores distintos de sequéncias
para cada espécie utilizada no segundo painel comparativo foram obtidos na segunda
etapa. As sequéncias selecionadas na primeira etapa, originaram arquivos de coordenadas
genbmicas e posteriormente foram utilizadas para a extracdo das sequéncias nos
respectivos genomas. A extracdo das sequéncias, foi realizado a partir do arquivo multi-
fasta com 0 auxilio do programa BedTools vs. 2.25, comando “getfasta” (QUINLAN;
HALL, 2010). Para isto, um script wrapper em Perl (perl wrapper script) foi escrito para

executar o programa Bedtools com o comando “getfasta”.

4.5 Alinhamento Multiplo das Sequéncias

Os arquivos de sequéncias nucleotidicas de origem genémicas foram utilizados
para alinhamento multiplo utilizando-se 0 modo de alinhamento progressivo no programa
Tcoffee vs. 11.0 (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000). O alinhamento multiplo
individual dos arquivos de sequéncias foi realizado por meio de um script wrapper em
Perl, onde o programa T-coffee foi executado com a opgdo “cdna” como padrao. Como
resultado padréo do alinhamento multiplo realizado pelo programa T-coffee, trés arquivos
séo gerados: o resultado do alinhamento em formato de texto (.txt), o alinhamento em
formato HTML e um cladograma gerado pelo método neighbor joining. Os cladogramas
gerados foram utilizados para andlise de contribui¢cdo genémica das diferentes espécies

para o genoma de limdo-cravo.

4.6 Avaliacdo da Contribuicdo Genémica

Para a estimativa da contribuicdo de cada espécie para o0 genoma de liméo-cravo,
os cladogramas gerados na etapa de alinhamento mdltiplo foram avaliados
individualmente. Dois métodos distintos de avaliacdo foram realizados para os 9.594
cladogramas provenientes do alinhamento multiplo das sequéncias genémicas

pertencentes ao primeiro painel comparativo, sendo que o primeiro foi através de um
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script Perl e a segundo por meio do pacote Phylip vs. 3.6 (FELSENSTEIN, 1993). No
entanto, para a avaliacdo dos 439 cladogramas originados da comparacao de sequéncias
gendmicas e génicas que constituiram o segundo painel comparativo, nenhum script Perl
foi utilizado. Para a avaliacdo individual de cada cladograma, realizou-se a anotacéo
manual de cada cladograma e em seguida utilizou o programa Phylip. Para a avaliagcdo
individual de cada cladograma, estipulou-se valores numéricos para cada sequéncia,
sendo que, os cladogramas foram constituidos de sete sequéncias, cada uma
representando uma espécie distinta e os valores estipulados a cada sequéncia variavam de
um a sete. As sequéncias foram avaliadas de acordo com a similaridade entre si e
estipulou-se valores de acordo com a proximidade e distancia, sendo que a espécie
avaliada por padrdo sempre recebia o valor ‘um’ e as demais ou 0 mesmo valor, caso
fossem proximas e estivessem no mesmo clado ou um valor diferente caso fossem
distantes. Posteriormente, os valores estipulados para cada sequéncia foram anotados
individualmente em uma planilha e os cladogramas com auséncia de alguma sequéncia
foram desconsiderados. Por fim, se contabilizou a ocorréncia do valor “um” em cada

coluna e o valor de sequéncias similares a liméo-cravo foi obtido (Figura 3).

Laranja doce 3 C c [

3 C
Sequéncias doprsssa |iimonial C. medica -l ting C. maxima C. sinensis

€. depressa  sequéncia_10 = 1 1 4 4 2 3
Tangerina ‘Ponkan’ 3

C.depressa  sequéncia_11 2 1 5 1 2 3 4

Tangerina ‘Clementina’ (4 PP Coepreso sequéndas 4 1 3 3 2 2 1
€. depressa sequéncia_15 5 1 1 4 2 2 3
Toranja [ 3 Cdepressa  sequéncia_79 1 1 2 3 a 5 3
-
Citrus depressa (1 v
Anotacdo manual
dos cladogramas
«l— Lim&o-cravo ‘ 1
. ‘fl
£\ S,
Cidra | 2

Figura 3. Anotacdo manual dos cladogramas que constituiram o segundo painel comparativo. Os 439
cladogramas que constituiram o segundo painel comparativo foram anotados individualmente e
manualmente. Estipulou-se valores numéricos para cada uma das sete sequéncias que constituirdo 0s
cladogramas de acordo com a proximidade e distancia a liméo-cravo, espécie de referéncia (valor 1).
Sequéncias de espécies situadas no mesmo clado de limdo-cravo receberdo o mesmo valor (valorl),
enquanto que, sequéncias em clados diferentes receberam valores distintos de liméo-cravo de acordo com
sua distancia.

Para a construcdo de um cladograma consenso das sequéncias presentes em cada

painel comparativo, o pacote Phylip vs. 3.6 com o programa “consensus tree” foi
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utilizado. As pipelines utilizadas em cada painel comparativo sdo demostradas na Figura
4,

(@)
cOMPARACAO DOs | L LT T
GENOMAS %‘f .594 arquwos
Citrus limonia
" SeTubo DE 9.594 arqulvos : PerlScript: ':E:Lbedmul.s pl
Citrus reticulata SIMILARIDADE — = :
cSV : EXTRAGAO DE

Citrus medica » B
Citrus sinensis BLASTn | BH ‘ SEQUENCIAS
Citrus clementina (Fragmentos > 1,5 KB) Blastn output  Programa Java Arquivo BED BEDTOOLS vs, 2.25:

Citrus maxima

“comando getfasta”

FILTRAR SEQUENCIAS/GERAR ARQUIVOS

BED

i ANOTACAO DOS CLADOGRAMAS i i
: ; 5 I arqu'i\ros
: ARVORE CONSENSO : : v pERL

: PerlScript: run_tcoffe.pl

A2l ‘ sCllubleit CONSTRUCAD ALINHAMENTO
: DOS CLADOGRAMAS “ MULTIPLOS (MSA)
5 q

T-COFFEE vs. 11.0

(b)

BUSCA DE SEQUENCIAS
EM BANCO DE DADOS

Citrus limonia :
v i I PperlScript: run_bedtools.pl :
Espécies SIMILARIDADE L L :
(Citrus sp.) EXTRAGAO DE
- cpDNA BLASTn ER : SEQUENCIAS i
- mtDNA F tos > 300 pb! H :
E m’:spo“se [rragmentos pb) Blastn output  Programa Java Arquivo BED § BEDTOOLS: “ge’ffasta :
t command
FILTRAR SEQUENCIAS/GERAR ARQUIVOS .
o GERARARQUIVOS RO
N
P
CONSENSO CLADOGRAMAS oo | énL e
PHYLIP | EXCEL/LIBRECALC Pertscrpt: run_tcoffe pl
CONSTRUGAO ALINHAMENTO :
X N DOS CLADOGRAMAS “ MULTIPLOS (MSA)
© RESULT i : T-COFFEE T-COFFEE

Figura 4. Pipelines utilizadas na comparacédo das sequéncias gendmicas das espécies investigadas
quanto a similaridade com Citrus x limonia. (a) etapas para a comparacdo de sequéncias advindas de
genomas, e em (b) para sequéncias oriundas de genomas e banco de dados publico (NCBI).



5. RESULTADOS

5.1 Mapeamento de Sequéncias Genémicas

Afim de esclarecer a distribuicdo cromossémicas e a representatividade das
sequéncias de limdo-cravo (C. x limonia) utilizadas, 9,553 sequéncias foram mapeadas
nos cromossomos de clementina (C. x clementina). A localizacdo genOGmica das
sequéncias nos nove cromossomos (scaffolds, conjunto bésico) de Citrus x clementina
(WU et al., 2014) é fornecido na Figura 5. Os dados confirmam a representatividade das
sequéncias utilizadas, sendo que, todos o0s nove cromossomos de clementina
apresentaram sequéncias similares a lim&o-cravo, além disso, verificou-se que as

sequéncias apresentaram uma distribuicdo cromossomica uniforme.

Scaffold 9 TN NN T AN onsecuincias

123456789

Scaffold 8

Scaffold 7

Scaffold 6

Scaffold 5

Scaffold 4

Scaffold 3

Scaffold 2

Scaffold 1

Figura 5. Distribuicdo cromossémica das sequéncias de limao-cravo (Citrus x limonia). Um total de 9.553
sequéncias de limdo-cravo foram mapeadas nos nove cromossomos de Citrus x clementina cv. Nules,
usando-se o Blastn para localizacdo especial das sequéncias e suas coordenadas para 0 mapeamento
propriamente dito no genoma de referéncia haploide de C. x clementina.

5.2 Analise Comparativa de Sequéncias

5.2.1 Comparacao de sequéncias genébmicas

Para obter conhecimento sobre a origem de limao-cravo, foi avaliado um conjunto
de 948.437.749 sequéncias (99,95% Illumina e 0,05% de 454) que resultaram em
409.783.077 nucleotideos (1,1 x cobertura), distribuidos em 513.098 contigs, que foram
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comparados com o primeiro painel, contendo sequéncias gendmicas de Citrus x
clementina, Citrus x sinensis, Citrus reticulata, Citrus medica e Citrus maxima. Os
fragmentos maiores que 1,5 kb presentes em todas as espécies foram avaliados quanto ao
nivel de similaridade entre si.

A andlise de comparacdo dos genomas pertencentes ao primeiro painel, retornou
como resultados 9.594 arquivos. O processamento destes arquivos de saida do Blastn
gerou novos arquivos, contendo agora as coordenadas das regides similares de cada
sequéncia de cada uma das seis espécies utilizadas na analise, totalizando 57,564
sequéncias. Posteriormente, estes 9.594 novos arquivos foram utilizados para gerarem os
cladogramas, que foram avaliados de duas formas, a primeira, por meio de um script na
linguagem Perl e a segunda forma de analise dos cladogramas, por meio do pacote de
programas PHYLIP. Ambos os métodos retornaram os mesmos valores, sendo que do
total de cladogramas gerados, 6.968 (72,63%) apresentaram similaridades entre as
sequéncias de limao-cravo e as demais espécies utilizadas na andlise e, em 2.626 (27,37
%) cladogramas, as sequéncias de limdo-cravo ndo mostraram similaridade com todas as
demais espécies.

De acordo, com os cladogramas avaliados, a cidra (C. medica) foi a espécie que
apresentou maior similaridade com as sequéncias genémicas de limdo-cravo. No total,
cerca de 4.338 cladogramas evidenciaram a clusterizacdo das sequéncias de liméo-cravo
com a cidra. Quando considerados somente 0s 6.968 cladogramas, ou seja, aqueles que
apresentaram clusterizacao das sequéncias de lim&o-cravo com as sequéncias de alguma
das espécies inseridas na analise, a correspondéncia seria de 62,3%, enquanto que, ao
considerar-se o total de 9.594 cladogramas, isto representaria 45,2%. A segunda espécie
a apresentar o maior nimero de sequéncias mais similares a limdo-cravo foi C.
clementina, com 1.459, cerca de 20,9% dos cladogramas que apresentaram maior
similaridade com liméo-cravo e 15,2% do total de cladogramas avaliados. A toranja (C.
maxima), foi a terceira espécie a apresentar maior similaridade com C. x limonia, em um
total de 534 cladogramas. As demais espécies com similaridade foram: tangerina
‘Ponkan’ (C. reticulata) com cerca de 409 cladogramas e, em seguida, laranja doce (C. x
sinensis) com 228 cladogramas apresentando maior similaridade com as sequéncias de
limdo-cravo. Para a visualizagcdo dos resultados, um cladograma consenso foi gerado
(Figura 6).
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Limdo-cravo
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+--1254- Cidra
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+-862.0-| Tang. ‘Clementina’
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o Laranja doce
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Laranja doce

Toranja

Tang. ‘Ponkan’
Tang. ‘Clementina’
Cidra

Limdo-cravo

Figura 6. Cladograma consenso de espécies citricas. Todos os cladogramas obtidos através do programa
T-coffee vs. 11.0 foram utilizados para a construcgao do cladograma consenso através do pacote PHYLIP
v. 3.6 por meio do programa “consensus tree”. (a) - cladograma consenso com os ndmeros de
cladogramas similares entre as espécies. (b) - cladograma simplificado.

Todos o0s 9.594 cladogramas foram utilizados pelo pacote de programas PHYLIP,

e a arvore consenso foi determinada através do programa “consensus tree”. O cladograma

consenso gerado demonstrou que 4.359 sequéncias gendmicas de limé&o-cravo

relacionadas com as sequéncias gendmicas de cidra, enquanto que 1.254 sequéncias

apresentaram similaridade entre as trés espécies (C. x limonia, C. medica e C. x

clementina). Somente 862 cladogramas, do total avaliado, apresentaram sequéncias

similares entre C. reticulata e C. limonia, C. medica e C. clementina. A toranja e laranja

doce apresentaram, 1.582 cladogramas em que suas sequéncias apresentaram maior

similaridade. Nenhum cladograma apresentou sequéncias similares entre todas as

espécies avaliadas. A propor¢do genémica de limdo-cravo é apresentada na Figura 7.
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Figura 7. Propor¢do do genoma de limdo-cravo (C. x limonia) baseada na comparacdo de sequéncias
gendmicas de diferentes espécies de Citrus.
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5.2.2 Comparacao de sequéncias génicas e gendémicas

Para incluir outras espécies de citros, principalmente, representantes do grupo dos
limdes e tangerinas acidas nas analises e ter maiores informacdes a respeito da filogenia
de lim&o-cravo, recorremos a banco de dados publicos de sequéncias (NCBI) e no total
dezenove espécies de citros com sequéncias disponiveis foram incluidas nas anélises.

As andlises de comparacdo das sequéncias oriundas de banco de dados publicos e
dos genomas completos utilizados no primeiro painel foi similar a realizada no primeiro
painel comparativo, agora com dezenove espéecies de Citrus, sendo oito espécies
representantes do grupo das tangerinas (C. depressa, C. reshni, C. sunki, C. unshiu, C.
amblycarpa, C. nippokoreana, C. tachibana, C. deliciosa), cinco espécies de Papeda (C.
halimii, C. hystrix, C. longispina, C. bergamia e C. ichangensis, assim como limédo-cravo,
designado como “mandarin-like”), duas espécies do grupo dos limdes (C. x limon e C. x
jambhiri), duas limas (C. x aurantiifolia e C. limettioides), uma laranja azeda (C.
aurantium) e uma espécie selvagem primitiva de citros, C. indica. No total, foram
selecionadas 1.047 sequéncias oriundas do NCBI, que apdés a filtragem para a remogéo
de sequéncias de origem citoplasmatica e regifes gendmicas correspondentes a
transposons, resultaram em apenas 679 sequéncias, que foram submetidas as analises. O
resultado do alinhamento obtido e analisado pelo programa Java, resultou em 439
sequéncias, que foram utilizadas e avaliadas separadamente, de acordo com cada espécie
utilizada, para a busca de similaridade com os genomas de limdo-cravo, toranja, cidra,
tangerina e clementina (Tabela 2).

Dentre todas as espécies citricas utilizadas no segundo painel comparativo, a que
apresentou maior nimero de sequéncias com maior similaridade a limao-cravo foi uma
tangerina, C. depressa, com cerca de 40% do total de sequéncias avaliadas. C. depressa
é um porta-enxerto possivelmente originaria de Taiwan e Okinawa, no Japao e possui
como caracteristica um fruto pequeno com sementes poliembri6nicas com cotilédones
verdes, de cor laranja e acido, alcangando um sabor palatdvel com o amadurecimento. As
sequéncias génicas de C. depressa utilizadas, ndo apresentaram maior similaridade com
nenhuma das demais espécies utilizadas na anélise, inclusive com as sequéncias de C. x
clementina. Tangerina ‘Cleopatra’ (C. reshni) apresentou cerca de 21,6% de suas
sequéncias com maior similaridade a lim&o-cravo, ao contrario, do resultado encontrados
para C. depressa, tangerina ‘Cleopatra’ apresentou o mesmo valor de similaridade para

as sequéncias de limdo-cravo e C. x clementina, cerca de 21.6% e 18,9%.
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Tabela 3. Propor¢do gendmica das espécies de Citrus utilizadas na etapa de comparacao de genomas, oriundas de banco de dados de sequéncias. O numero de

sequéncias avaliadas, propor¢do gendmica (%) relativo a o total de sequéncias avaliadas para cada espécie é apresentado.

Espécie seqﬁzgsias Ii&):ia % me((:jlica % C. reticulata % clerr?ér:(tina % magi.ma % sir?énzis %
C. depressa 5,0 2,0 40,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. reshni 37,0 8,0 21,6 2,0 54 7,0 18,9 8,0 21,6 30 81 6,0 16,2
C. x limon 44,0 9,0 20,5 10,0 22,7 6,0 13,6 2,0 4,5 3,0 6,8 3,0 6,8
C. x jambhiri 25,0 50 20,0 6,0 24,0 30 12,0 0,0 0,0 2,0 8,0 3,0 12,0
C. sunki 5,0 1,0 20,0 1,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. halimii 10,0 2,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. unshiu 156,0 23,0 147 20,0 12,8 22,0 141 17,0 10,9 25,0 16,0 26,0 16,7
C. ichangensis 15,0 2,0 13,3 1,0 6,7 1,0 6,7 2,0 13,3 0,0 0,0 1,0 6,7
C. aurantifolia 25,0 3,0 12,0 9,0 36,0 0,0 0,0 1,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. limettioides 11,0 1,0 9,1 4,0 36,4 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 18,2 1,0 9,1
C. amblycarpa 12,0 1,0 8,3 0,0 0,0 3,0 25,0 1,0 8,3 0,0 0,0 0,0 0,0
C. x aurantium 49,0 4,0 8,2 11,0 22,4 7,0 14,3 4,0 8,2 3,0 6,1 2,0 4,1
C. nippokoreana 13,0 1,0 7,7 1,0 7,7 3,0 23,1 0,0 0,0 2,0 15,4 0,0 0,0
C. hystrix 10,0 0,0 0,0 6,0 60,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. tachibana 50 0,0 0,0 2,0 40,0 0,0 0,0 1,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. longispina 9,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 22,2 1,0 111 3,0 33,3 0,0 0,0
C. bergamia 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. x deliciosa 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. indica 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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A tangerina ‘Cleopatra’, possivelmente é originaria da india, apresenta fruto
vermelho-alaranjado, pequeno e aspero, com sabor um pouco de acido e com frutificacéo
durante o ano todo. Assim como limdo-cravo, tangerina ‘Cleopatra’ ¢ utilizada na
citricultura como porta-enxerto.

Lim&o-cravo também apresentou alta similaridade de sequéncias com liméo
verdadeiro (C. x limon) 20,5% e limdo rugoso (C. x jambhiri) 20%, no entanto, ambas as
espécies apresentaram maior similaridade com cidra (C. medica), cerca de 22,7% e
24,0%, respectivamente. O limao rugoso é possivelmente nativo da india e é utilizado
como porta-enxerto, apresenta fruto acido de cor que varia do amarelo-limao ao amarelo-
alaranjado. C. sunki, uma tangerina acida utilizada como porta-enxerto, exibiu sequéncias
similares apenas com limao-cravo e clementina, apresentando concomitantemente, 20 %
de sequéncias mais similares a essas duas espécies. Entre as espécies pertencentes ao
subgénero Papeda, somente C. halimii e C. ichangensis apresentaram sequéncias génicas
mais similares a limdo-cravo, e as demais espécies, (C. hystrix, C. longispina, C.
bergamia), ndo apresentaram sequéncias com maior similaridade com limao ‘Cravo’. C.
hystrix, C. tachibana e as duas limas, C. x aurantiifolia e C. limettioides, apresentaram
maior similaridade com cidra, cerca de 60%, 40%, 36% e 36,4%, respectivamente das
sequéncias avaliadas. Ja bergamota (C. bergamia - Papeda), tangerina do ‘Rio’ (C. %
deliciosa) e a espécie selvagem de citros, C. indica ndo apresentaram nenhuma sequéncia
com mais alta similaridade com nenhuma das espécies utilizadas nas analises.

As espécies que apresentaram maior numero de sequéncias similares a C. x
limonia, foram C. depressa, C. reshni, C. sunki, representantes do grupo das tangerinas e
C. halimii e C. ichangensis do subgénero Papeda. Quando os cladogramas consenso das
respectivas espécies sdo avaliados (Figura 8), verifica-se a clusterizacdo destas espécies

no grupo contendo limao ‘Cravo’ (C. x limonia) e cidra (C. medica).
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Figura 8. Cladogramas consenso de sequéncias génicas e gendmicas de espécies de citros. Todos os cladogramas
obtidos pelo programa T-Coffee foram utilizados para a construgdo dos cladogramas consenso por meio do
pacote de programas PHYLIP vs. 3.6 utilizando o programa “consensus tree”. Os cladogramas consenso com as
respectivas espécies de citros analisadas em relagdo a similaridade com sequéncias genémicas de C. x limonia,
C. medica, C. maxima, C. reticulata e C. x clementina, sdo apresentados;
aurantifolia, (c) C. x aurantium, (d) C. bergamia, (e) C. deliciosa, (f) C. depressa, (g) C. halimii, (h) C. hystrix,
(i) C. ichangensis, (j) C. indica, (k) C. x jambhiri, (I) C. limettioides, (m) C. x limon, (n) C. longispina, (o) C.
nippokoreana, (p) C. reshni, (g) C. sunki, (r) C. tachibana e (s) C. unshiu. Em cada cladograma consenso liméo-
cravo foi destacado em negrito e a localizacdo de cada uma das dezenove espécies utilizadas é identificada com
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Figura 8 (Continuagéo). Cladogramas consenso de sequéncias génicas e gendmicas de espécies de
citros. Todos os cladogramas obtidos pelo programa T-Coffee foram utilizados para a construcdo dos
cladogramas consenso por meio do pacote de programas PHYLIP vs. 3.6 utilizando o programa
“consensus tree”. Os cladogramas consenso com as respectivas espécies de citros analisadas em relagdo
a similaridade com sequéncias gendmicas de C. x limonia, C. medica, C. maxima, C. reticulata e C. x
clementina, sdo apresentados; (a) C. ambrycarpa, (b) C. x aurantifolia, (¢) C. x aurantium, (d) C.
bergamia, (e) C. deliciosa, (f) C. depressa, (g) C. halimii, (h) C. hystrix, (i) C. ichangensis, (j) C. indica,
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destacado em negrito e a localizacdo de cada uma das dezenove espécies utilizadas € identificada com

sublinhado.
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6. DISCUSSAO

Desde o inicio das pesquisas envolvendo caracterizacao e filogenia de citros, a
fim de esclarecer e facilitar sua classificacdo botanica, inimeros relatos e sugestdes foram
feitas na tentativa de elucidar a historia evolutiva e as etapas da domesticacdo que levaram
a origem desde grupo de frutiferas de grande importancia histérica e econémica.

Os sistemas de classificagcdo propostos para o género citros e atualmente aceitos,
SWINGLE (1943) revisado por REECE (1967) e o de TANAKA (1954, 1961),
desempenharam um grande papel para a compreensdo das relacdes filogenéticas deste
grupo de plantas. Apesar destes sistemas terem se baseado simplesmente em dados
morfolégicos, suposices ja foram feitas a respeito da origem de algumas espécies
citricas, especialmente a de limao-cravo (C. x limonia). Uma das primeiras suposicoes a
respeito da origem de liméo-cravo foi feita por WEBBER (1943) que acreditava que
limao-cravo era originario do cruzamento entre lima &cida (C. x aurantiifolia) e tangerina
(C. reticulata Blanco), sendo mais proximo das tangerinas. Com 0 avango nas pesquisas
envolvendo filogenia de citros, novas sugestdes foram surgindo, e desde a proposta
inicial, outras espécies foram incluidas como possiveis parentais, como o limdo-rugoso
(Citrus x jambhiri Lush.) (SINGH & SCHROEDER, 1962; GULSEN & ROOSE, 2001a;
LI etal., 2010) e a cidra (C. medica) (BARRETT & RHODES, 1976; FEDERICI et al.,
1998; NICOLOSI et al., 2000). Entretanto, a maioria das sugestdes a respeito da origem
de lim&o-cravo, assumiam que C. reticulata era seu parental materno, uma suposicdo além
dos dados gerados, baseada principalmente pelas caracteristicas fenotipicas e
morfologicas, principalmente do fruto. O fruto de limao-cravo é muito parecido com o de
uma tangerina, apresenta facilidade de descascamento, a cor do fruto € laranja-
avermelhado e a polpa de cor laranja, isto, fez com que esta espécie recebesse alguns
nomes como “mandarin-like” e “lemandarin”, que designavam a sua relagao ao grupo das
tangerinas.

A seguir, discute-se a contribuicdo dos grupos de espécies de citros (cidras,
tangerinas, toranjas e laranjas, limdes e limas, e espécies do subgénero Papeda) para o

genoma de limao ‘Cravo’.
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6.1 Contribuicdo das Cidras (Citrus medica)

No presente estudo, os dados referentes a analise comparativa de sequéncias
gendbmicas exclusivas entre as espécies avaliadas, confirmou a predominancia de
sequéncias de cidra (C. medica) na constituicdo genémica de limdo-cravo. Do total de
6.968 cladogramas com sequéncias de limdo-cravo avaliados, 4.338 apresentaram
sequéncias com maior similaridade com a cidra, correspondendo a cerca de 62.3% dos
cladogramas avaliados. Esse resultado estd de acordo com os descritos anteriormente
(BARRETT & RHODES, 1976; FEDERICI et al., 1998; GULSEN & ROOSE, 2001b;
NICOLOSI et al., 2000), de que o genoma de limédo-cravo é constituido principalmente
de sequéncias de cidra. Dados citogenéticos também comprovam a contribuicdo de C.
medica para o genoma de limdo-cravo (CARVALHO et al., 2005). Entretanto, dados
cloroplastidiais, sugeriram que a tangerina seria o parental materno de liméo-cravo
(GULSEN & ROOSE, 2001a), o que € totalmente contraditorio com os dados genémicos
encontrados em nossas andlises. Na anélise referente ao primeiro painel comparativo,
constituido apenas de drafts das seis espécies de citros avaliadas, incluindo lim&do-cravo,
uma espécie de C. reticulata foi incluida, tangerina ‘Ponkan’, entretanto, ao contrario do
que se acreditava, esta espécie ndo apresentou numero suficiente de sequéncias
gendmicas similares a limdo-cravo, contradizendo as hipoteses advindas de analises
mitocondriais e cloroplastidiais de que Citrus reticulata seria o parental materno de C. x

limonia.

6.2 Contribuigdo das Tangerinas (Citrus reticulata)

Neste estudo, tangerina ‘Ponkan’ teve apenas 409 cladogramas apresentando
sequéncias exclusivas com similaridade apenas com limédo-cravo e 862 cladogramas com
sequéncias compartilhadas com C. x clementina e C. medica similares a limao-cravo.
Além disso, numerosas excecOes da heranca materna do genoma citoplasmaético,
resultando em diferentes graus de heranca mtDNA e cpDNA paternal ou biparental foram
relatados, comprovando que a heranca de genomas citoplasmaticos néo é universalmente
materna e a presenca de uma série de padrdes de heranca, indica que diferentes estratégias
foram adotadas por diferentes organismos (KORPELAINEN, 2004). Em citros, BERNET
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et al. (2010), usando toranja ‘Chandler’ x tangerina ‘Fortune’, confirmaram esta possivel
excecdo ao padrdo conhecido de heranga materna, comprovando que as organelas também
podem ser herdadas do parental paterno, em uma porcentagem muito pequena, no entanto,
representativa. De acordo com o resultados de BERNET et al. (2010) cerca de 10% das
mudas provenientes do cruzamento em que toranja ‘Chandler’ foi progenitor feminino,
apresentaram marcadores organelares de tangerina. Segundo FROELICHER et al. (2011),
a contribuicdo citoplasmatica das tangerinas para as espécies secundarias de citros é
limitada, e isto, ja foi confirmado por dados cloroplastidiais (BAYER et al., 2009; JENA,;
KUMAR; NAIR, 2009; NICOLOSI et al., 2000; YINGZHI et al., 2007).

Estudos desenvolvidos por CARBONELL-CABALLERO et al. (2015) com sitios
de heteroplasmia, ou seja, a mistura de genomas de organelas (mitocondrias ou
cloroplastos) dentro de uma célula ou individuo, e atribuido a mutacGes ou heranca
biparental, em 34 genomas de cloroplasto de citros avaliados, demonstrou um nivel
inesperado de heteroplasmia nesses genomas plastidiais e confirmou-se que esse evento
é relativamente frequente e esta frequentemente relacionado a heranga biparental, mais
do que eventos de mutacdo. Os dados apresentados indicam que a filogenia de citros
apenas através de dados organelares pode ser insuficiente para o entendimento da
filogenia deste género tdo complexo e inferéncias filogenéticas derivadas da analise de
sequéncias de genes nucleares pode ser mais informativas para determinar as relagdes
entre as diferentes cultivares (RAMADUGU et al., 2013).

Nossas analises demostraram, que a espécie de tangerina ‘Ponkan’ utilizada nado
contribui em proporgéo suficiente para ser considerado como parental de limdo-cravo,
sendo mais apropriado assumir a cidra como parental deste hibrido. Os resultados
demostraram que a tangerina ‘Ponkan’, por apresentar uma baixa propor¢do de
sequéncias mais similares a limdo-cravo ndo pode ser considerada como parental.
Contudo, a participacdo de uma tangerina ndo pode ser descartada. Nossos dados
confirmam a participacdo de uma tangerina, com constituicdo gendmica diferente de
tangerina ‘Ponkan’, no genoma de limdo-cravo. Aparentemente, surpreendendo as
expectativas, Citrus x clementina, uma tangerina hibrida, originada possivelmente do
cruzamento de mexerica do ‘Rio’ (Citrus x deliciosa, como parental feminino) e laranja
doce (C. x sinensis, como parental paterno) (SAMAAN, 1982; WU et al., 2014), foi a
segunda espécie a apresentar o maior numero de sequéncia exclusivas similares ao liméo

‘Cravo’.
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Se considerarmos, a constituicdo genémica das espécies utilizados, cidra (C.
medica), toranja (C. maxima) sdo consideradas espécies selvagens e ancestrais de citros,
sendo consideradas ndo-hibridas. A terceira espécie considerada pura e ancestral é uma
tangerina (C. reticulata Blanco) desconhecida ou que possivelmente se perdeu durante o
processo de domesticacdo, a Unica espécie de tangerina com genoma sequenciado e
utilizado neste estudo ¢ a tangerina ‘Ponkan’, que anteriormente acreditava-se ser uma
espécie pura, no entanto, as analises gendmicas comprovaram que o genoma desta espécie
apresenta introgressdes de toranja (C. maxima) e, assim, ndo pode ser considerada uma
espeécie nao-hibrida ancestral (WU et al., 2014). A Gltima espécie utilizada como parental,
a laranja doce (C. x sinensis), é comprovadamente um hibrido originado de um
cruzamento entre toranja e tangerina e o hibrido resultante deve ter sido retrocruzado com
toranja ((C. maxima x C. reticulata) x C. maxima), sendo a toranja doadora do évulo e
C. reticulata (com alguma introgressdo de C. maxima) o doador de pélen (WU et al.,
2014). Sendo assim, podemos concluir que as espécies ancestrais possuem sequéncias
exclusivas, pois sdo homozigotas e os hibridos resultantes (heterozigotos), como
clementina e laranja doce, além das sequéncias oriundas de seus respectivos parentais,
possuem sequéncias proprias que sofreram mutacdo e evoluiram independentemente.
Sabidamente, citros apresenta alta taxa de mutacao, e acredita-se que todas as variedades
de laranja doce originaram apenas de um exemplar, que ap6s processos espontaneos de
mutacdo somatica durante sua evolucdo originaram as diversas cultivares de laranja doce
disponiveis atualmente (WU et al., 2014; XU et al., 2013).

C. x clementina, apresentou um valor de sequéncias similares a liméo-cravo
considerado representativo, e se considerarmos as sequéncias presentes no genoma de
citros clementina, seu genoma seria composto de sequéncias de tangerina (C. reticulata),
toranja (C. maxima) e de laranja doce (C. x sinensis). As sequéncias de tangerina e toranja
encontradas no genoma de C. clementina adviriam de ambos 0s parentais, pois, seu
parental materno, a mexerica do ‘Rio” (C. x deliciosa), é possivelmente um hibrido de
tangerina (C. reticulata) com introgressdes simples de toranja (C. maxima) e seu parental
paterno, a laranja doce (C. x sinensis), supostamente originada de retrocruzamento de
toranja e tangerina (VELASCO & LICCIARDELLO, 2014; WU et al., 2014). No entanto,
possivelmente ha sequéncias oriundas de laranja que poderiam sofrer mutacdes, sendo
possivelmente transmitida para clementina. Como as sequéncias utilizadas em nossas

analises sdo oriundas dos genomas de todos as espécies doadores de sequéncias para C.
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x clementina, exceto mexerica do ‘Rio’ (C. x deliciosa), as sequéncias que apresentaram
exclusividade (1.459 sequéncias), apenas com limdo-cravo, ndo possuem similaridade
com as sequéncias de C. maxima, C. reticulata e C. x sinensis, evidenciando que uma
tangerina diferente de tangerina ‘Ponkan’ (C. reticulata), que teria contribuido para o
genoma de C. x clementina e algum de seus parentais (C. x deliciosa e C. x sinensis), e
consequentemente, esta espécie desconhecida, possui grande importancia na contribuicéo
da constituicdo gendmica de lim&o-cravo.

As sequéncias presentes no genoma de liméo-cravo que sdo mais similares a
clementina (C. x clementina) e divergem das sequéncias de tangerina ‘Ponkan’ (C.
reticulata) e das demais espécies de citros utilizadas, demostram o que foi relatado
recentemente por alguns autores, a existéncia de tangerinas distantes genomicamente de
tangerina ‘Ponkan’ e que possivelmente sdo distintas das espécies de tangerinas
conhecidas atualmente (CARBONELL-CABALLERO et al., 2015; WU et al., 2014). A
analise gendmica revelou que, o genoma da tangerina Mangshan da China, considerada
uma espécie selvagem, e que anteriormente, se considerava ter a mesma origem das
demais tangerinas (C. reticulata), revelou ser uma espécie distinta, reconhecida como C.
mangshanensis e que apresenta parentesco distante e divergéncia substancial de
sequéncias das demais tangerinas (C. reticulata) (WU et al., 2014). A divergéncia de C.
mangshanensis dos demais mandarins foi confirmado por dados cloroplastidiais
(CARBONELL-CABALLERO etal., 2015).

Os resultados obtidos através da analise comparativa de sequéncia génicas e
gendmicas, revelaram similaridade de lim&o-cravo com tangerinas utilizadas como porta-
enxerto, como tangerina ‘cleopatra’ (C. reshni), tangerina sunki (C. sunki) e C. depressa.
FROELICHER et al. (2011), através de marcadores mitocondriais, demonstrou o
agrupamento de limdo-cravo em um grupo de tangerinas, denominado ‘tangerinas
acidas’, constituido de sete acessos, todos de porta-enxertos, sendo que trés desses
acessos foram do grupo das tangerinas (C. sunki 'Sunki mandarin’, C. reshni 'Cleopatra
mandarin'e C. depressa 'Shekwasha'), trés acessos de liméo-cravo (C. x limonia ‘Rangpur
lime’, C. x limonia ‘Rangpur nepal’ e C. x limonia ‘Volkamer lemon’) ¢ um de limao-
rugoso (C. x jambhiri ‘Rough lemon’). O limdo rugoso, também é considerado por
FROELICHER et al. (2011), como pertencente ao grupo das ‘tangerinas acidas’, também
apresentou grande similaridade com lim&o-cravo, cerca de 20% do total de suas

sequéncias avaliadas. Interessantemente, todas as espécies citadas anteriormente,
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possuem em comum seu uso na citricultura como porta-enxerto, desta forma, nossos
resultados confirmam a grande semelhanca entre essas espécies e sdo apoiados pelos
dados anteriores descritos por FROELICHER et al. (2011), através de dados de
marcadores mitocondriais e por (CURK et al., 2015a) por dados de marcadores SSRs
nucleares, SSRs cloroplastidiais, SNPs e indels mitocondriais.

Segundo OLLITRAULT et al. (2012a), o grupo das tangerinas acidas (C. reshni
‘Cledpatra mandarin’, C. sunki 'Sunki mandarin’, C. reticulata ‘Depressa’ ¢ C. reticulata
‘Sun Chu Sha’) apesar de estarem no grupo das tangerinas, apresentam particularidades
que as diferem substancialmente das demais espécies de tangerinas. A possivel explicacédo
para a divergéncia entre as tangerinas tradicionais e as acidas (OLLITRAULT et al.,
2012a), pode estar relacionada a sua constituicdo gendmica. A comparacdo entre as
sequéncias das chamadas tangerinas "tradicionais", como a cultivar asiatica ‘Ponkan’ e a
cultivar mediterranea mexerica do ‘Rio’, evidenciaram que essas espécies possuem
introgressdes de toranja (C. maxima), enquanto que outras tangerinas anteriormente
agrupadas neste mesmo grupo, possuem origem distinta das tangerinas tradicionais (WU
etal., 2014).

De acordo com FROELICHER et al. (2011) o grupo de tangerinas acidas (C. sunki
'Sunki mandarin’, C. reshni 'Cledpatra mandarin' e C. depressa 'Shekwasha’) podem ser
ou estar relacionadas ao parental materno de lim&o-cravo, pois possivelmente o
citoplasma de limédo-cravo € oriundo destas tangerinas acidas (BAUSHER et al., 2006),
no entanto, os resultados obtidos pelas analises de comparacdo de sequéncias genémicas,
demonstram o oposto do que foi proposto por FROELICHER et al. (2011), apesar da
limitacdo do nimero de sequéncias disponiveis destas espécies e utilizadas nas analises,
as tangerinas acidas utilizadas ndo poderiam apresentam contribuicdo suficientemente
superior a cidra (62,3%), para serem consideradas possivelmente o parental materno de
limdo-cravo. Entretanto, a contribuicdo de um hibrido ancestral em comum, ndo poderia
ser descartada como parental de limdo-cravo, pois, essas espécies compartilham
caracteristicas em comum, como tolerancia a diversas fatores bidticos e abioticos,
caracteristicas particulares do grupo das tangerinas, e que, possivelmente poderiam ter
sido transmitidas para estes porta-enxertos. Entretanto, a hipotese de FROELICHER et
al. (2011) de que uma espécie de tangerina acida seria possivel parental de limao-cravo é
confirmada por dados de marcadores SSRs nucleares, SSRs cloroplastidiais, SNPs e

indels mitocondriais (CURK et al., 2015a).
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6.3 Contribuicdo das Toranjas (Citrus maxima), Laranja-doce (Citrus x sinensis) e
Laranja-azeda (Citrus x aurantium)

As espécies de toranja (C. maxima) e laranja-doce (C. x sinensis) utilizadas nas
analises de comparacdo de sequéncias genémicas, ndo apresentaram alto numero de
sequéncias com lim&o-cravo. Toranja e laranja doce, apresentaram 534 e 228 sequéncias
mais similares a limdo-cravo, respectivamente, entretanto, 0 nimero de sequéncias em
comum entre essas duas espécies foi de 1582, possivelmente pelo fato de laranja-doce ser
um hibrido desta espécie com tangerina.

Os valores encontrados para toranja superam os de tangerina ‘Ponkan’ (409), e
confirma a nossa hipotese, que tangerina ‘Ponkan’ ndo ¢ um dos mais proximos do
genoma de limao ‘Cravo’.

A contribuicdo de |C. maxima, C. x sinensis e C. X aurantium para 0s genomas de
limas e limdes € reportado. C. x aurantium possivelmente contribuiu para a origem de C.
limetta e C. x limon e hibridos entre C. maxima e C. reticulata teriam contribuido para a
origem de C. limettioides e C. meyeri (CURK et al., 2016). Entretanto, para espécies
consideradas “mandarin-like”, como limao-cravo e limdo rugoso, a pouca informacéo a
respeito da contribuicdo direta destas espécies, possivelmente, sequéncias compartilhadas

foram advindas de hibridos que possuem sequéncias de toranja e laranja em seu genoma.

6.4 Contribuicdo dos Limdes (Citrus x limon) e Limas (Citrus x aurantiifolia)

Inimeros trabalhos sugeriram que limao-cravo é um hibrido de limédo verdadeiro
(C. x limon) (SWINGLE e REECE, 1967) ou lima (C. x aurantiifolia) (BARKLEY et
al., 2006). Acredita-se que o limdo comum (C. x limon) é possivelmente um hibrido entre
cidra (C. medica - parental materno) e laranja azeda (C. aurantium - parental paterno)
(CURK et al.,, 2016; FROELICHER et al., 2011). A contribuicdo da cidra para 0s
genomas dos grupos dos limdes e limas é conhecida e descrita por marcadores
moleculares e dados citogenéticos (CARVALHO et al., 2005; CURK et al., 2015a; LI et
al., 2010; NICOLOSI et al., 2000). Entretanto, GARCIA-LOR et al. (2013), confirmaram
que Citrus x limon apresenta uma constituicdo gendmica diversificada, com C. medica

contribuindo com 50% de seu genoma, C. reticulata com 38,5% e C. maxima com 11,5%.
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Analises filogenéticas de limdes e limas, por meio de genes nucleares, genoma
mitocondrial e cloroplastidial, demostraram a formacdo de trés grupos principais,
possivelmente derivados de hibridac&o interespecifica direta: o primeiro constituido de
lima acida (C. x aurantiifolia) e C. macrophylla, resultantes da hibridacao de papeda (C.
micrantha) e cidra (C. medica); o segundo denominado de grupo dos “limdes amarelos”,
constituido pelos limdes verdadeiros (C. x limon), possiveis hibridos entre laranja azeda
(C. x aurantium, que se acredita ser um hibrido entre C. maxima e C. reticulata) e cidra,
e o terceiro constituido de dois porta-enxertos, limao-cravo (C. x limonia) e lim&o rugoso
(C. x jambhiri), possiveis hibridos entre cidra e tangerina acida (CURK et al., 2015a).
Em nossas analises, limdo verdadeiro (C. x limon), apresentou cerca de 20,4% de
sequéncias com maior similaridade a limdo-cravo, entretanto, como ambos possuem a
mesma origem genética, possivelmente estas sequéncias poderiam ser sequéncias com a
mesma origem (originadas de cidra), mas que evoluiram e divergiram diferentemente.
Dados citogenéticos, apontam a divergéncia de limao verdadeiro de limao ‘Cravo’, limao
‘Rugoso’ e ‘Volkameriano’ (C. volkameriana), pela presenca de um cromossomo
exclusivo do tipo C em limao verdadeiro. No entanto, as trés espécies (limao ‘Cravo’,
limdo ‘Rugoso’ e ‘Volkameriano’) distintas de limdo verdadeiro , apresentaram cariotipo
muito similar, sendo que, C. volkameriana e C. x jambhiri, diferiram de C. x limonia,
por apresentar dois pequenos sitios extras de DNAr 45S em dois cromossomos, um do
tipo D e outro do tipo F. Desta forma, foi verificado que todas as espécies se mostraram
relacionadas com cidra (C. medica), sobretudo pela presenca de um cromossomo tipo B
(CARVALHO etal., 2005). De acordo, com CURK et al. (2015b), polimorfismo de SNPs
presentes em acessos de limdo-cravo diferem dos padrdes presentes em liméo e lima e de
acordo com a analise de estrutura gendmica a contribuicdo de cidra é de 50%.

Os resultados demostraram pouca similaridade de limdo-cravo com lima doce (C.
limettioides) 12,3% e lima acida (C. x aurantiifolia) 9,1%, ambas as espécies
apresentarem maior semelhangca com cidra, possivelmente suposto parental dessas
espécies. A lima doce € possivelmente originada do cruzamento de um hibrido entre C.
maxima e C. reticulata com cidra e a lima &cida do cruzamento entre C. micrantha
(papeda) e C. medica (CURK et al., 2016; UCHOI et al., 2016). Apesar de as limas,
lim&es verdadeiros e limdo ‘Cravo’ terem a cidra como espécie parental, aparentemente

estas espécies apresentam constituicdes gendmicas distintas.
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6.5 Contribuicdo do subgénero Papeda

Interessante foi a similaridade de limdo ‘cravo’ com espécies do subgénero
Papeda. Em nenhum estudo anterior tal agrupamento havia sido relatado. As sequéncias
de C. jambhiri apresentaram maior similaridade com cidra (24 %), mas foi a quarta
espéecie a apresentar maior similaridade com limdo-cravo (20%). A outra espécie a
apresentar similaridade com limdo ‘Cravo’ foi C. ichangensis, que apresentou a mesma
proporcdo gendmica para clementina e limdo-cravo, cerca de 13,3% do total de
sequéncias avaliadas. A contribuicdo de espécies do subgénero Papeda para o grupo dos
limdes, s6 é confirmada para lima &cida (C. x aurantifolia), considerada hibrido de cidra
(C. medica) e papeda (C. micrantha) (CURK et al., 2016; OLLITRAULT et al., 2012b;
UCHOI et al., 2016). C. ichangensis ¢ considerado um ‘mandarin-like’, assim como
limdo-cravo, por possuir caracteristicas semelhantes a tangerinas e é considerada a mais
resistentes espécies do género Citrus, alem disso, essa espécie difere das demais espécies
do subgénero Papeda, a qual pertence, em algumas caracteristicas morfoldgicas, como

apresentar flores e sementes grandes, que sdo monoembrionicas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos através da andlise de gendmica comparativa entre 0s
genomas de limdo-cravo e outros cinco genomas, alguns de espécies ancestrais (C.
medica e C. maxima) e sequéncias oriunas de banco de dados publicos possibilitou
informacgdes a respeito da origem e constituicdo genémica dessa espécie de grande
Importancia para citricultura paulista.

Nossos resultados, condiz com hipdteses baseadas em estudos filogenéticos por
meio de sequéncias cloroplastidiais e marcadores nucleares descritas anteriormente, de
que a cidra é um possivel parental para limdo-cravo. Entretanto, ao contrario do que se
acreditava, nossos resultados demostram que a espécie com maior contribuicdo genémica
para o genoma de lim&o-cravo ¢ a cidra e ndo tangerina ‘Ponkan’.

Apesar de tangerina ‘Ponkan’ ndo ser umas das espécies mais relacionadas a
lim&o-cravo, ndo podemos descartar a influéncia de um representante do grupo das
tangerinas na constituicdo do genoma desse porta-enxerto, uma vez que em seu genoma
h& presenca de sequéncias de tangerina ‘Ponkan’ e clementina. Apesar de 0 genoma de
lim&o-cravo apresentar sequéncias de tangerina ‘Ponkan’, os resultados demostram que
tangerina ‘Ponkan’ e Citrus x clementina apesar de serem consideradas tangerinas,
apresentam origens distintas e consequentemente, o grupo das tangerinas apresenta
espécies distintas.

Neste sentido, acreditamos que possivelmente um hibrido a ncestral pertencente
ao grupo das tangerinas &cidas e muito proximo de Citrus x clementina é a segunda
espécie com maior contribuicdo para o genoma de Citrus x limonia, pelo fato de
clementina ter sido a segunda espécie entre todos 0s genomas analisados a apresentar o
segundo maior nimero de sequéncias similares as de limdo-cravo.

Assim, tendo em consideracdo as evidéncias apresentadas a respeito da
contribuicdo dos cinco genomas analisados na constituicdo gendmica de limao-cravo, trés
possiveis hipoteses foram formuladas para explicar a alta contribuicéo da cidra (62,26%)
e a presenca de sequéncias das demais espécies no genoma desta espécie.

A primeira hipotese, seria a de que possivelmente, limédo-cravo teria sido
originado do cruzamento simples entre cidra (C. medica) e um hibrido ancestral

desconhecido, mas pertencente ou proximo ao grupo das tangerinas acidas. Este hibrido
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ancestral, deveria possuir em seu genoma, sequéncias de tangerina (C. reticulata), toranja
(C. maxima) e laranja (C. x sinensis), desta forma, o hibrido de lim&o-cravo resultante
teria maior contribuicdo de cidra e tangerina em seu genoma e pequenas proporcoes de
toranja e laranja. Além disso, essa afirmacédo se baseia na grande similaridade de liméo-
cravo com espécies pertencentes ao grupo das tangerinas acidas e a clementina,

assumindo a um ancestral em comum a estas espécies (Figura 9).

Citrus medica Citrus reticulata

(Cidra) (C. x clemetina)
Citrus reticulata &7 Citrus medica
(Mandarin) & (Cidra)
3 Citrus maxima - Citrus sinensis
K (Toranja) k (Laranja doce)

»,

Citrus x limonia
(Lim3o-cravo)

Figura 9. Possivel origem de limdo-cravo através de cruzamento simples. Lim&o-cravo seria originado de
um cruzamento simples entre cidra e um hibrido ancestral do grupo das tangerinas, representado por
clementina, a espécie deste grupo com maior similaridade genémica com liméo-cravo.
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Na segunda hipotese, limdo ‘Cravo’ seria originado do retrocruzamento entre
cidra e o ancestral do grupo das tangerinas &cidas com sequéncias de C. reticulata, C.
maxima e laranja, sendo que o hibrido resultante teria retrocruzado com cidra ((cidra x
hibrido de tangerina &cida) x cidra), isto explicaria a alta contribuicéo de cidra (62,26%)

para o genoma de limdo ‘Cravo’ (Figura 10).

Citrus medica Citrus reticulata
Cidra (C. x clemetina)
Citrus reticulata “*  Citrus maxima
(Mandarin) % (Toranja)
* Citrus sinensis
& (Laranja doce)

RETROCRUZAMENTO COM

J CIDRA (C. medica)

Citrus medica
X (Cidra)

F1

Citrus x limonia
(Limao-cravo)

Figura 10. Possivel origem de lim&o-cravo através de retrocruzamento. O hibrido F1 de lim&o-cravo seria
originado do cruzamento entre cidra em uma tangerina ancestral préximo a C. clementina e das tangerinas
acidas com genoma constituido de sequéncias de toranja, tangerina ‘Ponkan’, laranja-doce e seria originado
de um retrocruzamento entre cidra e um hibrido ancestral do grupo das tangerinas, representado por
clementina, a espécie deste grupo com maior similaridade gendémica com liméo-cravo.
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A terceira hipotese, seria o cruzamento de cidra com tangerina acida com

sequéncias de tangerina, toranja e laranja, no entanto, o hibrido resultante sofreria

introgressoes de cidra (Figura 11).

Citrus reticulata
(C. x clemetina)

Citrus medica
Citrus maxima

(Cidra)
Citrus reticulata 3
(Mandarin) % (Toranja)

Citrus sinensis

{ (Laranja doce)

A INTROGRESSAO B a2\
)‘ SIMPLES ¥/
- 4 - -
. Citrus medica
(Cidra)

\
Citrus x limonia

TSelL _‘ (Limao-cravo)

Figura 11. Possivel origem de lim&o-cravo através de cruzamento simples. Lim&o-cravo seria originado de
um cruzamento simples entre cidra e um hibrido ancestral do grupo das tangerinas, representado por

clementina, a espécie deste grupo com maior similaridade gendémica com liméo-cravo.



8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

a)

b)

d)

Dentre todas as espécies de citros utilizadas para nossa analise de sequéncias,
cidra (C. medica) foi a que apresentou maior similaridade com o liméo-cravo (C.
x limonia), sendo considerado de grande importancia para a origem genémica de
lim&o-cravo.

C. x clementina, uma tangerina, foi a segunda espécie a apresentar 0 maior
nimero de sequéncias nucleares com mais alta similaridade a limdo-cravo,
confirmando a participacdo de uma espécie de tangerina como possivel parental
de limé&o-cravo.

Tangerina (C. reticulata), que se acreditava ser um parental de limdo-cravo e em
nossa analise representado pela tangerina “Ponkan”, apresentou um menor
numero de sequéncias com mais alta similaridade a limédo-cravo, indicando que o
possivel parental de limdo ‘Cravo’, do grupo das tangerinas, seria proximo das
clementinas e distante de tangerina “Ponkan”, utilizada na analise.

Sequéncias oriundas de banco de dados publicos e de outras espécies de citros,
revelaram que limdo-cravo, apresentou grande similaridade com espécies
pertencentes ao grupo das tangerinas &cidas e a liméo rugoso. Possivelmente, um
hibrido em comum ou pertencente a este grupo e proximo das espécies C. x

clementina e C. x jambhiri, teria participa¢do no genoma de limao ‘Cravo’.
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