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RESUMO

O mapeamento genético tem sido uma ferramenta
importante no melhoramento de citros, proporcionando o
entendimento da herança e a identificação de regiões
genômicas relacionadas à dormência, juvenilidade, vigor,
porte das plantas, acidez dos frutos, resistência ao vírus da
tristeza, tolerância à salinidade e ao frio. O objetivo deste
trabalho consiste em discutir as principais estratégias, os
resultados e as perspectivas futuras do mapeamento genético
da resistência à CVC desenvolvido pelo programa de
melhoramento genético de citros do Centro APTA Citros
‘Sylvio Moreira’ (CAPTACSM-IAC). Uma população de 94
híbridos entre tangerina ‘Cravo’ (Citrus reticulata Blanco)
e laranja ‘Pêra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck]  foi  selecio-
nada  por  meio  de  marcadores  morfológicos  e   RAPD.
Os híbridos foram multiplicados e inoculados com Xylella

fastidiosa, utilizando-se dois métodos: enxertia de tecido
contaminado e aplicação de suspensão bacteriana em
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ferimentos. A partir de análises da segregação de marcadores
RAPD na progênie, construíram-se mapas genéticos de li-
gação dos parentais. Os resultados são importantes para o
entendimento da herança e identificação de regiões
genômicas relacionadas à resistência à CVC e de outras ca-
racterísticas genéticas dos citros de importância agronômica.

Termos de indexação: CVC, laranja ‘Pêra’, RAPD, tangerina
‘Cravo’, Xylella fastidiosa.

SUMMARY

GENETIC MAPPING FOR CITRUS VARIEGATED
CHLOROSIS RESISTANCE

Genetic mapping has been used as an important tool
in citrus breeding, allowing the understanding of the inher-
itance and the identification of genomic regions related to
dormancy, juvenility, vigor, plant size, fruit acidity, tristeza
virus resistance, salinity, and cold tolerance. The aim of this
work is to discuss the main strategies, the results obtained
and the future perspectives of genetic mapping for CVC re-
sistance in the breeding program conducted at the Centro
APTA Citros “Sylvio Moreira” (CAPTACSM-IAC). Ninety-
four hybrids between Rangpur lime (Citrus limonia Osbeck)
and ‘Pêra’ sweet orange [C. sinensis (L.) Osbeck] were iden-
tified by morphological and RAPD markers. The hybrids
were propagated and inoculated with Xylella fastidiosa, us-
ing two methodologies: grafting of infected tissue and ap-
plication of bacterial suspension in injured tissue. Genetic
linkage maps of the parents were constructed by RAPD
markers segregation data in the hybrid progeny. The results
obtained are important to the understanding of the inherit-
ance and to the identification of genomic regions related to
CVC resistance and others citrus genetic traits of agronomic
importance.

Index terms: Rangpur lime, CVC, ‘Pêra’ sweet orange,
RAPD, Xylella fastidiosa
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1. INTRODUÇÃO

A citricultura é uma das principais atividades agrícolas do Brasil, o
maior produtor de citros, responsável por, aproximadamente, um terço da
produção mundial (FAO, 1999). As exportações de suco concentrado con-
gelado de laranja e de seus subprodutos geram uma receita anual ao País
em torno de 1,5 bilhão de dólares (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA E
DO ABASTECIMENTO, 2000). No entanto, diversas pragas e doenças
vêm prejudicando a atividade citrícola, que possui características de uma
monocultura no Estado de São Paulo e está baseada em um número pe-
queno de variedades de copa e de porta-enxerto.

A clorose variegada dos citros (CVC) é uma das principais doenças
da cultura, causando prejuízos anuais da ordem de 270 milhões de dóla-
res. Essa moléstia, descoberta em 1987, no município de Macaubal, no
Estado de São Paulo (ROSSETTI & DE NEGRI, 1990), é causada pela
bactéria  Xylella   fastidiosa  (CHANG  et al., 1993;  LEE  et al.,  1993).
A bactéria, transmitida por cigarrinhas, coloniza e, conseqüentemente,
promove a obstrução parcial dos vasos do xilema,  comprometendo o
desenvolvimento das plantas e a produção de frutos. Diversas práticas
fitotécnicas, como o plantio de mudas sadias, a poda dos ramos afetados,
adubação equilibrada, irrigação,  controle  dos  vetores  e  das  plantas
daninhas hospedeiras, têm sido adotadas visando à convivência com a
CVC (FUNDECITRUS, 2000).

A mais econômica forma e menos danosa ao meio ambiente de
promover o controle de qualquer doença consiste na utilização de varie-
dades resistentes. As espécies de citros apresentam grande variabilidade
quanto ao nível de resistência/suscetibilidade à CVC (LI, 1997), sendo as
laranjas-doces, que compõem a maioria dos plantios de citros brasileiros,
as mais suscetíveis à doença. Essa conjuntura ressalta a importância do
melhoramento genético dos citros, visando à obtenção de variedades com
genes de resistência. Como a doença se encontra distribuída somente na
América do Sul (TIMMER et al., 2000), a maioria das ações de melhora-
mento devem ser ralizadas no País.

O melhoramento de citros é mais complexo do que o de muitas
outras espécies, em razão de limitações biológicas relacionadas à eleva-
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da heterozigosidade, natureza poliembriônica, longo ciclo reprodutivo,
esterilidade, incompatibilidade e depressão por endogamia (GROSSER
& GMITTER JR., 1990). Além disso, no momento, não existem informa-
ções sobre a natureza e o modo de herança genética das principais caracterís-
ticas de importância agronômica, inclusive em relação à resistência à CVC.

O mapeamento genético consiste em uma das estratégias mais efi-
cazes para a realização de estudos avançados de genética, podendo possi-
bilitar o entendimento da herança, a identificação e o isolamento de genes
(ROOSE et al., 2000). Uma vez isolados, os genes podem ser clonados e
transferidos para variedades comerciais por meio de transformação gené-
tica, superando as barreiras biológicas existentes nas espécies de citros
(GMITTER JR. et al., 1996).

Este trabalho tem por objetivo discutir as principais estratégias, os
resultados  parciais  obtidos  e  as  perspectivas  futuras  do  programa de
melhoramento genético de citros desenvolvido no Centro APTA Citros
“Sylvio Moreira” (CAPTACSM-IAC), no que se refere ao mapeamento
genético visando à resistência à CVC.

2. ESTRATÉGIAS E PROCEDIMENTOS
DO MAPEAMENTO GENÉTICO

As espécies do gênero Citrus reúnem características bastante favo-
ráveis  à  construção  de  mapas genéticos.  São diplóides, com pequeno
número haplóide de cromossomos (n = 9) (SOOST & CAMERON, 1975),
altamente polimórficos, possibilitam a produção de híbridos
interespecíficos e intergenéricos com facilidade (BARRETT, 1985) e
apresentam genoma pequeno (1C = 0,62 pg) (GUERRA, 1984).

Dessa forma, diversos trabalhos de mapeamento vêm sendo
realizados com sucesso em citros, buscando-se genes e/ou caracteres de
locos quantitativos (QTLs) de resistência/tolerância a sais e ao frio
(MOORE et al., 2000), ao vírus da tristeza (CRISTOFANI, 1997),
dormência, juvenilidade e vigor (ROOSE et al., 1992), porte das plantas
e acidez dos frutos (GMITTER JR. et al., 1996).
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Os requisitos fundamentais para o mapeamento genético são os
seguintes: a) Escolha de parentais com comportamento fenotípico
contrastante em relação à característica de interesse; b) Reprodução
sexuada controlada entre os parentais com produção de uma progênie
com tamanho representativo de eventos meióticos; e c) Disponibilidade
de técnicas para obtenção de centenas de marcadores com comportamento
mendeliano.

A diversidade genética também é um fator importante na escolha
dos parentais:  sendo  pequena,  dificultará a obtenção de marcadores,
enquanto, sendo demasiadamente elevada, como pode ocorrer em alguns
cruzamentos intergenéricos, pode provocar erros no cálculo das distâncias
e na ordem dos marcadores nos grupos de ligação. Tais erros seriam em
função de distorções na segregação das marcas em vista de problemas no
pareamento dos cromossomos ou a processos de seleção pré ou pós-
zigótica resultantes da manifestação de genes deletérios recessivos.

Quanto maior o tamanho da progênie,  mais  precisa  será  a  esti-
mativa  da  freqüência  de  recombinação  genética entre os marcadores,
porém mais trabalhosa a pesquisa. Estima-se que, no mínimo, deva-se
utilizar uma amostra em torno de cem indivíduos para a identificação
de genes ou regiões genômicas de interesse (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

O mapeamento de espécies perenes teve um grande impulso com o
trabalho de GRATTAPAGLIA & SEDEROFF (1994), que propuseram a
utilização da estratégia pseudo-testcross. Por meio dessa estratégia, a
configuração do cruzamento não precisa ser planejada a priori, como em
um cruzamento teste clássico, mas pode ser inferida a posteriori, após a
análise de segregação dos marcadores na progênie. Por isso, é de grande
aplicação no mapeamento de espécies perenes altamente heterozigotas
como os Citrus. A eficiência da estratégia pseudo-testcross é diretamente
proporcional ao nível de heterozigose e à distância genética dos indivíduos
cruzados (CARLSON et al., 1991). Ao contrário dos mapas integrados
anteriormente construídos, são gerados dois mapas de ligação, um para
cada progenitor em função das marcas que se encontravam em
heterozigose em um parental e homozigose no outro.
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A população híbrida deve ser genotipada para algumas centenas de
marcadores, inicialmente selecionados por serem polimórficos entre os
parentais.  Atualmente, mapas genéticos de ligação de várias espécies
estão sendo construídos com relativa facilidade pela disponibilidade de
diferentes tipos de marcadores moleculares (GEBHARDT et al., 1989;
GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994). Marcadores, como os RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism),  AFLP (Amplified Fragment Length

Polymorphism), microssatélites e outros, permitem a detecção de
polimorfismos genéticos em número praticamente ilimitado diretamente
do DNA. Os marcadores são obtidos por meio de procedimentos
relativamente simples, em qualquer fase da planta, sem interferência
ambiental e de forma a representar praticamente todo o genoma. Os
marcadores morfológicos e bioquímicos (isoenzimáticos), anteriormente
empregados, não apresentam essas vantagens, porém também podem ser
utilizados conjuntamente na construção de mapas de ligação (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

Os mapas de ligação são obtidos a partir dos dados de segregação
das marcas na população híbrida. A construção dos mapas pode ser feita
pelo procedimento clássico denominado de mapeamento de três pontos,
onde os marcadores são ordenados seqüencialmente com base nas
distâncias dois a dois. Utilizando-se aplicativos específicos, como o
Linkage1 (SUITER et al., 1983), MapMaker (LANDER et al., 1987),
GMendel (LIU & KNAPP, 1992) e JoinMap (STAM, 1993), em função
da freqüência de recombinação genética (crossing over), pode-se dispor
os marcadores em grupos de ligação e ordená-los em cada grupo,
estimando-se a distância entre eles em porcentagem de recombinação ou
unidades de centiMorgan. Os aplicativos citados utilizam diversas funções
de mapeamento para o cálculo das distâncias entre os marcadores, como
a de HALDANE (1919), KOSAMBI (1944) e CROW (1990). Basica-
mente,  a  distância  de  mapa  é  a  razão entre o número observado de
indivíduos com genótipos recombinantes e o número total de indivíduos
genotipados. A correlação entre a distância física (número de pares de
bases) e distância entre genes (freqüência de recombinação) não é alta
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em  todo  o  genoma,  pois  existem  regiões  cromossômicas  onde  há
probabilidade alta de recombinação  e  regiões onde a recombinação é
suprimida, tais como telômeros e centrômeros (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

A construção de um mapa genético gera ainda grande número de
informações básicas sobre a estrutura e a organização do genoma das
espécies estudadas, tais como padrões de distorção de segregação
mendeliana de segmentos cromossômicos ou a presença de inversões,
translocações e duplicações de segmentos de DNA (TANKSLEY et al.,
1992).

A grande maioria das características herdáveis de importância
econômica resultam da ação conjunta de vários genes. Essas características
são conhecidas como poligênicas, quantitativas ou de herança complexa,
sendo denominados de QTLs (Quantitative Trait Loci) os locos que
controlam os fenótipos resultantes. Supõe-se que a resistência à CVC
também seja de caráter quantitativo.

Segundo FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998), por meio de
marcadores moleculares, pode-se mapear QTLs e entender a arquitetura
de características quantitativas, ou seja, o número, posição, ação gênica,
magnitude de efeito e interações. Se determinado marcador estiver
fisicamente ligado a um gene que controla um caráter de interesse
agronômico, a seleção do marcador implica a seleção indireta do gene de
interesse. A capacidade de detectar um QTL depende da magnitude do
seu efeito sobre a característica, do tamanho da população segregante, da
freqüência de recombinação entre o marcador e o QTL e da herdabilidade
da característica. Conforme os mesmos autores, o principal problema na
identificação de QTLs refere-se à expressão final do fenótipo, a qual sofre
a ação de vários fatores genéticos e ambientais.

Para o entendimento da herança e identificação dos QTLs de
resistência a qualquer agente biótico, a população segregante e os parentais
devem ser submetidos a uma pressão de inóculo do patógeno. Quando os
fenótipos observados segregam de acordo com as proporções esperadas
pelas leis de Mendel, a característica de resistência pode ser tratada como
se fosse outro marcador. Podem ocorrer, porém, variações na penetrância
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do loco controlador da resistência ou proporções de segregação diferen-
tes, evidenciando a participação de mais de um loco no processo ou
interações epistáticas, dificultando a avaliação dos fenótipos (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

3. PESQUISAS NO CENTRO APTA CITROS
“SYLVIO MOREIRA”

Uma das linhas de pesquisa do programa de melhoramento do
Centro APTA Citros “Sylvio Moreira” (CAPTACSM-IAC), em
Cordeirópolis (SP), consiste no mapeamento genético de citros visando
à resistência à CVC.

As variedades tangerina ‘Cravo’ (Citrus reticulata Blanco), parental
feminino, e laranja ‘Pêra’ [C. sinensis (L.) Osbeck], parental masculino,
foram dois dos parentais escolhidos para as análises de mapeamento. A
‘Pêra’, principal variedade copa utilizada no Brasil, é altamente suscetí-
vel à CVC, enquanto a tangerina ‘Cravo’ tem-se mostrado resistente,
embora  a  bactéria consiga se multiplicar em seus tecidos quando inocu-
lada (MACHADO et al., 1993). Os parentais foram escolhidos em função
do comportamento diferencial em relação à resistência à CVC. Por meio
de análises RAPD, verificou-se uma similaridade genética elevada entre
os parentais (74,5%), o que explica a dificuldade de obter polimorfismos
de DNA em relação a cruzamentos intergenéricos.

As sementes resultantes dos cruzamentos controlados entre tange-
rina ‘Cravo’ e laranja ‘Pêra’ deram origem a milhares de plantas nucelares
e zigóticas. Os parentais e os híbridos apresentaram características
morfológicas bastante semelhantes. Por isso, utilizaram-se marcadores
RAPD conjuntamente com marcadores morfológicos (largura e compri-
mento das folhas, comprimento e tipo de asa do pecíolo) para a seleção
de plântulas zigóticas (OLIVEIRA et al., 2000). Dessa forma, relacio-
nou-se uma progênie composta por 143 híbridos. A porcentagem de
plântulas zigóticas foi de 5,6% e 19,4%, respectivamente, ao serem culti-
vadas adensadas em canteiros e de forma isolada em tubetes.
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Os híbridos obtidos foram transplantados em sacos de polietileno
de 5 L, contendo substrato comercial à base de perlita, e cultivados em
casa de vegetação. Após um ano de cultivo, apenas 94 híbridos sobrevi-
veram. Provavelmente, a expressão de genes deletérios recessivos em
homozigose comprometesse o desenvolvimento dos demais híbridos.

Os híbridos foram multiplicados vegetativamente, sendo enxerta-
dos em porta-enxertos de limão ‘Cravo’. Essas plantas foram divididas
para avaliação do nível de resistência de cada híbrido à CVC e do poten-
cial agronômico, acreditando-se, nesse caso, na possibilidade de obter
material de valor comercial. Após oito meses da enxertia, realizou-se a
inoculação de plantas híbridas com Xylella fastidiosa, comparando-se os
seguintes métodos: a) Enxertia de tecidos de ramos com sintomas de CVC;
b) Aplicação de suspensão de Xylella fastidiosa em ferimento das plantas.

A  enxertia  de  ramos  com  sintomas  de  CVC foi feita,  empre-
gando-se dois tipos de tecidos (segmento de ramo  e  pecíolo),  realizan-
do-se duas inoculações em um intervalo de 30 dias. Em cada inoculação,
enxertou-se um segmento de ramo com diâmetro médio de 3-4 mm e com-
primento de 3-4 cm e um pecíolo por planta, coletados de ramos com,
pelo menos, 15% de sintomas de CVC nas folhas, segundo a escala
diagramática proposta por AMORIM et al. (1993). Na primeira enxertia,
empregaram-se tecidos de plantas com três anos de idade cultivadas em
casa de vegetação e diagnosticadas por PCR para a presença de Xylella

fastidiosa. Na segunda enxertia, usaram-se tecidos de plantas com dez
anos de idade, desenvolvidas em pomar comercial, as quais apresenta-
vam sintomas visuais de CVC.  Plantas-controle foram  estabelecidas,
fazendo-se a enxertia com tecidos de plantas sadias.

A bactéria foi assepticamente multiplicada em placas de Petri con-
tendo meio de cultura semi-sólido PW (DAVIS et al., 1981), por cinco
subcultivos de dez dias. Para a inoculação das plantas com suspensão de
Xylella fastidiosa,  utilizou-se  a  linhagem 9a5c,  isolada  de  plantas  de
vinca (Catharanthus roseus L.). Para a inoculação, utilizou-se suspensão
bacteriana em região de poda das plantas 15 cm acima do ponto de enxertia
da variedade/híbrido. Na região do corte da poda, efetuaram-se, a cada
30 minutos, cinco aplicações de 10 µL de suspensão de bactérias diluídas
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em  solução  PBS  (LEE et al., 1993),  pH 7,0,  com  concentração  apro-
ximada de 108 células/mL, estimada em câmara de Newbauer. Nesse caso,
estabeleceram-se  plantas-controle,  aplicando-se  solução  PBS  sem
bactérias.

As  plantas  inoculadas  estão  sendo  observadas  com  relação  à
incidência e intensidade de sintomas da doença. Até doze meses após a
inoculação, não houve o desenvolvimento de sintomas.

Para as análises de mapeamento, extraiu-se DNA de folhas dos hí-
bridos, utilizando o método CTAB proposto por MURRAY &
THOMPSON (1980) e adaptado por CRISTOFANI (1997). As reações de
RAPD foram feitas com 97 primers decâmeros de seqüência arbitrária da
Operon Technologies. Os marcadores RAPD foram utilizados em virtude
da fácil implementação, baixo custo, necessidade de pequenas quantida-
des de DNA genômico, rápida obtenção dos marcadores e elevado
polimorfismo representativo de todo o genoma (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

As análises de ligação entre os marcadores foram realizadas com o
aplicativo MAPMAKER 3.0 (LANDER et al., 1987), adotando-se a es-
tratégia pseudo-testcross, a função Kosambi, LOD ≥ 6,0 e uma freqüên-
cia máxima de recombinação (θ) de 0,25. Utilizaram-se somente
marcadores com a configuração Aa x aa e aa x Aa, ou seja, com bandas
presentes em um parental (Aa) e ausentes no outro (aa), de forma a se
obter um mapa de ligação específico para cada progenitor.

O mapa genético de ligação de laranja ‘Pêra’ contém 117 marcas,
dispostas em 12 grupos de ligação, totalizando 612,1 cM, com distância
entre os marcadores variando de 0 a 25,4 cM. O mapa de tangerina ‘Cra-
vo’ contém 51 marcas, dispostas em 12 grupos de ligação, totalizando
353,3 cM, com distância entre os marcadores variando de 0 a 25,4 cM.

Uma  característica  interessante  dos  mapas  obtidos  consistiu  na
concentração de marcas em determinadas regiões dos grupos de ligação.
Isso  pode  ser  explicado  pelo  fato  de  os  cromossomos  de  Citrus

possuírem  grande  quantidade  de  heterocromatina  e  em  posições
variáveis (GUERRA, 1993), havendo, nesses locais, menor ocorrência
de recombinação genética (TANKSLEY et al., 1992). A concentração dos
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marcadores nas regiões de eucromatina representa um fator favorável,
pois a maioria dos genes que se expressam se encontram nessas regiões.
Para a determinação de QTLs, PATERSON et al. (1988) recomendam uma
distância média máxima entre marcadores de 20 cM. Nos mapas de la-
ranja ‘Pêra’ e tangerina ‘Cravo’, as distâncias médias entre marcadores
foram de 5,2 e 6,9 cM respectivamente.

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

A associação da incidência e intensidade de sintomas provocados
pela Xylella fastidiosa na população híbrida gerada com os marcadores
moleculares dos mapas genéticos de ligação de laranja ‘Pêra’ e tangerina
‘Cravo’ certamente proporcionará melhor entendimento da genética de
resistência dos citros à CVC. Um estudo mais detalhado do(s) gene(s) ou
QTLs envolvidos, incluindo seqüenciamento e clonagem, permitirá a sua
transferência, por meio de transformação genética, para as variedades de
citros suscetíveis à CVC. Isso é ainda mais interessante em função de
serem estudados genes de resistência existentes dentro do próprio gênero
Citrus, passíveis de serem transferidos por processos naturais de
hibridação, já que as espécies se cruzam entre si.  Essa  estratégia  de
melhoramento é importante por haver menores riscos de impacto
ambiental,  sendo,  conseqüentemente,  mais  simples  o  processo  de
liberação de nova variedade para o plantio comercial.

Se, por um lado, as características genéticas e biológicas dos citros
dificultam o melhoramento genético clássico por cruzamentos controla-
dos, por outro favorecem a obtenção de mapas genéticos de ligação. Essa
facilidade, associada à atual disponibilidade de técnicas moleculares, as
quais possibilitam a obtenção de um número praticamente ilimitado de
marcadores, e a existência de técnicos especializados está possibilitando
uma série de pesquisas relacionadas  ao  entendimento  da  herança  e
identificação de regiões genômicas relacionadas à resistência/tolerância
a inúmeros agentes bióticos e abióticos.
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Os mapas genéticos de ligação obtidos de laranja ‘Pêra’ e tangerina
‘Cravo’ podem ser utilizados para análise genética de outras característi-
cas de interesse agronômico, além da resistência à CVC, bastando-se ana-
lisar o comportamento da população híbrida em relação ao caráter a ser
estudado. Como exemplo, pode-se citar o estudo da resistência ao cancro
cítrico, uma vez que também existe comportamento diferencial dos
parentais quanto ao nível de resistência a essa doença. Em razão desses
aspectos, atualmente, também estão sendo desenvolvidas pesquisas de
mapeamento genético relacionadas à resistência à gomose, leprose e vírus
da tristeza no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira”. Dessa forma, acre-
dita-se que grandes avanços serão alcançados no mapeamento genético
dos citros nos próximos anos em relação à CVC e a vários outros fatores
determinantes na produção de citros.
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