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RESUMO

Citrus é um género de grande importancia econémica na fruticultura mundial. As
espécies desse grupo apresentam 2n = 18, e embora seus cromossomos sejam pequenos
e similares, o grupo é bem caracterizado citogeneticamente. Recentemente, 0
sequenciamento genémico total foi obtido para alguns de seus representantes. Assim
como as andlises citogenéticas realizadas no grupo, esses dados sdo importantes para
entender as complexas relacBes entre suas espécies puras e hibridas e auxiliar no seu
melhoramento. Com o objetivo de ancorar os dados gendmicos com o0 mapa
citogenético disponivel para a tangerina Citrus reticulata Blanco, espécie considerada
parental de diversos hibridos de importancia econémica como, por exemplo, a laranja-
azeda (Citrus aurantium L.) e a tangerina C. clementina Hort. ex Tan., 13 novos clones
genébmicos BACs (cromossomos artificiais de bactérias) foram mapeados por
hibridizagéo in situ fluorescente (BAC-FISH). Adicionalmente, sete BACs previamente
mapeados foram ancorados nos scaffolds através de suas sequéncias. Assim, 0 presente
trabalho apresenta a correlacdo entre os scaffolds e cromossomos de tangerina,
permitindo aprofundar estudos comparativos e de genémica estrutural no grupo. Além
disso, o presente trabalho também analisou a origem da laranja-azeda por meio dos
BACs 28A07 e 32G14, previamente mapeados em seus parentais (C. reticulata e C.
maxima), bem como verificou a variabilidade cariotipica em nove acessos dessa espécie
e em C. natsudaidai, espécie proximamente relacionada, por meio de bandeamento
CMAJ/DAPI e FISH com sondas de DNAr 5S e 45S. Os dados obtidos corroboram sua
origem a partir de cruzamento de C. reticulata e C. maxima, porém indicam diversas

alteracdes cromossémicas surgidas no hibrido apds uma ou mdltiplas origens.

Palavras-Chave: C.reticulata, C. aurantium, BAC-FISH, mapa fisico, origem hibrida.



ABSTRACT

Citrus is a genus of great economic importance in world horticulture. The species of this
group have 2n = 18, and although their chromosomes are small and alike, the group is
well characterized cytogenetically. Recently, the whole genome sequence of some of its
representatives became available. As the cytogenetic analyses, these data are important
for understanding the complex relationships between their pure and hybrid species and
for assisting their breeding programs. Aiming to anchor the genomic data with the
available cytogenetic map of the mandarin Citrus reticulata Blanco, a species
considered ancestral to several hybrids of economic importance as, for example, sour
orange (Citrus aurantium L.) and C. clementine Hort. Tan ex., 13 new genomic BAC
clones (bacterial artificial chromosomes) were mapped by fluorescence in situ
hybridization (BAC-FISH). In addition, seven previously mapped BACs were anchored
in scaffolds through their sequences. Thus, this study shows the correlation between the
mandarin scaffolds and chromosomes, allowing further comparative studies and
structural genomics in the group. In addition, this study also examined the origin of sour
orange using BACs 28A07 and 32G14, previously mapped in their ancestrals (C.
reticulata and C. maxima), as well as the karyotype variability in nine accessions of this
species and one of C. natsudaidai, a closely-related species, using CMA/DAPI banding
and FISH with 5S and 45S rDNA probes. The data confirmed its origin from C.
reticulata and C. maxima, but indicate various chromosomal changes arising in the

hybrid after one or multiple origins.

Keywords: C.reticulata, C. aurantium, BAC-FISH, physical map, hybrid origin.
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1. APRESENTACAO

O género Citrus L. (Rutaceae) compreende muitas espécies com grande
importancia econdmica na fruticultura mundial, destacando-se especialmente pela
producdo de suco concentrado. No entanto, o grupo é ainda pouco resolvido do ponto de
vista taxondmico (revisado pela ultima vez por Swingle e Reece 1967) e a divergéncia
quanto ao namero de espécies é atribuida a fatores relacionados as suas caracteristicas
reprodutivas, tais como a formacdo de embrifes apomiticos, baixo isolamento
reprodutivo entre seus representantes e alguns géneros proximos, somado ao longo

historico de cultivo (Cameron e Frost, 1968; Davies e Albrigo, 1994; Moore, 2001).

Citogeneticamente, as espécies do género Citrus sdo reconhecidas por serem
diploides com numero basico x = 9 (2n = 18). Apresentam cari6tipos simétricos
formados por cromossomos pequenos, meta- ou submetacéntricos, que ndao podem ser
reconhecidos por coloracdo convencional. No entanto, com a dupla colora¢do com o0s
fluorocromos CMA e DAPI e a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) utilizando as
sondas para 0 DNAr 5S e 45S foi possivel evidenciar marcas citoldgicas que permitiram
caracterizar as varias espécies deste grupo, distinguindo as puras com cariotipo
homomorficos daquelas hibridas que apresentam cariotipos heteromérfico, como a
laranja-azeda (C. aurantium), por exemplo (Guerra, 1993; Carvalho et al., 2005;
Moraes et al., 2007 a,b). Alem disso, essas técnicas podem auxiliar na confirmacao dos
possiveis parentais desses hibridos, além de possibilitar os estudos sobre variabilidade

cariotipica intraespecifica entre cultivares.

Essas técnicas apresentam, no entanto, uma limitacdo quanto a identificacéo de
todos os pares cromossdmicos em Citrus, o que so foi possivel apos o emprego da FISH

utilizando como sonda sequéncias gendmicas copia Unica clonadas em vetores BACs
1
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(cromossomos artificiais de bactérias), Moraes e colaboradores (2008), utilizando 13
BACs selecionados a partir de uma biblioteca genémica de Poncirus trifoliata (L.) Raf.,
uma espécie relacionada ao género Citrus, conseguiram identificar seus nove pares de
cromossémicos homologos. Esse trabalho abriu novas perspectivas para a realizagéo de
estudos citoevolutivos por meio da comparagdo dos mapas citogenéticos entre 0s
géneros Poncirus e Citrus (Mendes et al., 2011), embora o detalhamento da anélise seja
limitado pelo pequeno nimero de marcadores disponiveis e pelo fato da maioria dos
BACs mapeados ndo serem relacionados a genes ou marcadores de interesse nem tém

sua sequéncia conhecida.

Recentemente, Terol et al., (2008) construiram trés bibliotecas de BACs para a
espécie Citrus clementina var. Clemenules, uma das tangerinas mais relevantes no
mercado de frutas frescas. A disponibilidade dessas bibliotecas auxiliou no
sequenciamento de alta qualidade do seu genoma total e outras espécies do grupo dos
Citrus pelo Consércio Internacional (Wu et al., 2014). Aléem do mais, esses BACs
podem ser usados no mapeamento citogenético para integrar a sequéncia gendmica a
estrutura cromossémica e como marcadores para possibilitar analises comparativas mais

robustas.

Visando compreender a estrutura e evolucdo genémica dos citros, o presente
projeto teve como objetivos: (1) a construgdo de um mapa citogenético para Citrus
reticulata, possivel parental de C. clementina, correlacionado as informacdes gendmicas
disponiveis, (2) a analise da variabilidade cariotipica entre as laranjas-azeda (C.
aurantium L.), bem como (3) a confirmagdo de sua possivel origem através de BACs

previamente hibridizados nas espécies puras.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. O género Citrus L.
2.1.1. Origem e distribuicdo geografica

o género Citrus L., o qual pertence a familia Rutaceae, apresenta seu centro de
origem no Sudeste da Asia, chegando até o arquipélago da Malasia, tendo sido
introduzido por populagdes humanas para outras areas do mundo (Moore 2001). O
género Citrus se distribui naturalmente em uma extensa regido que inclui o sudeste da
Asia, leste da india, norte de Burma e sudeste da China, com exce¢do dos pomelos
(Citrus paradisi Macf), que tiveram sua origem, mais recentemente, no Novo Mundo
(Gmitter e Hu, 1990; Sauer, 1993; Moore, 2001). Seu cultivo se iniciou h&
aproximadamente trés mil anos atrds, sendo a cidra (Citrus medica L.) a primeira
espécie a ser introduzida na Europa (Webber, 1967, Moore, 2001). Por volta de 1.150
d.C., a laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e os limdes (C. limon (L.) Burm.F.)
foram introduzidos nos continentes Europeu e Africano, entretanto, suas origens ainda
continuam desconhecidas. Acredita-se que os limdes tenham se originado no Sudeste da
Asia e que aparentemente tenham tido a mesma rota de introducdo na Europa que a
laranja doce, por Cruzadas. As tangerinas (C. reticulata Blanco) apresentam sua origem
a partir de tangerinas silvestres da India, sendo introduzidas na Europa no século XIX

(Koller, 1994).

A introducdo dos citros nas Américas se deu durante o periodo das grandes
navegacdes, por meio de sementes ou partes de plantas trazidas da Asia (Moore, 2001).

No Brasil, essa introdugdo ocorreu em meados do século XV pelas expedicoes
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colonizadoras. Os primeiros relatos de cultivos datam de 1.540, na ilha Cananéia - Sdo

Paulo (Moreira 1991).

2.1.2. Importancia econdmica

Vaérias especies de Citrus como as laranjas (C. sinensis L. Osbeck, C.
aurantium), tangerinas (C. reticulata ‘Cravo’, C. clementina ‘Clemenules’, entre
outras), pomelos (Citrus paradisi Macfadyen), cidra (C. medica L.), limas (C.
aurantifolia) e limdes (C. limon L. Burmann) sdo apreciadas por seus frutos comestiveis
e Oleos essenciais, com uma producdo mundial excedendo 94 milhdes de toneladas
(FAO, 2015). Seus frutos podem ser consumidos in natura ou industrializados. Em todo
0 mundo, a producdo anual de todas as espécies de citros se situa atualmente em torno
de 94 milhdes de toneladas, cobrindo uma area de aproximadamente 7,5 milhdes de
hectares. 1sso é o resultado de um incremento de 50% da producdo obtida durante o
final dos anos 1980 e inicio dos anos 1990. Em torno de 60% de toda a producdo de

citros sdo laranja e 23% tangerinas, clementinas e satsumas (ponkans) (FAO, 2015).

No Brasil, a area plantada com frutas citricas é de aproximadamente 1 milhao de
hectares e a producdo supera 19 milhdes de toneladas, a maior do mundo ha quase
20anos (FAO, 2015). A producédo se concentra na regido sudeste, com destaque para
Sdo Paulo com 80% da producdo brasileira. A regido nordeste responde por 8,65% da
producdo nacional e 12,7% de area colhida. O Brasil produz um quarto da producgéo
mundial de citros, sendo que 75% destes sdo destinados ao processamento para
producéo de suco concentrado. A China e os EUA sdo tambem grandes produtores (17,6

e 11 milhdes de toneladas, respectivamente). Juntos, Brasil e EUA respondem por mais
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de 90% da producdo de mundial de suco de laranja. Na regido mediterranea, em torno
de 22 milhdes de toneladas de citros s&o produzidas, sendo destinadas principalmente
para o consumo de frutos frescos. Espanha, Italia, Egito, Turquia e Grécia s&o os lideres

nessa regiao.

2.1.3. Taxonomia

O género Citrus pertence a tribo Citreae, da subfamilia Aurantioideae que
compde a familia Rutaceae. O género apresenta uma taxonomia bastante complexa
devido as fracas barreiras reprodutivas que levam ao surgimento de hibridos viaveis
entre as especies e alguns géneros proximos. Outro fator importante que colabora com
essa complexidade é o fendmeno da poliembrionia nucelar, a qual forma embrides a
partir do tecido nucelar materno, levando a perpetuacdo de hibridos como clones
apomiticos, mantendo sua constituicdo genética. Esses fatores, somados ao longo
histérico de cultivo e selecdo de mutantes somaticos, sdo 0s principais fatores da

complexidade taxonémica deste género (Aradjo e Roque, 2005).

Os principais sistemas de classificacdo utilizados sdo os propostos por W. T.
Swingle e T. Tanaka (revisados por Swingle e Reece, 1967). Swingle (1943) subdividiu
0 género em dois subgéneros totalizando 16 espécies: Papeda, onde estdo as espécies
mais primitivas e sem valor comercial, e Citrus, que inclui as espécies de valor
econémico. Tanaka (1977), entretanto, subdividiu o género nos subgéneros Archicitrus
e Metacitrus, reconhecendo 162 espécies. Através da utilizacdo da taxonomia numérica

(Barrett e Rhodes, 1976) e de marcadores bioquimicos (Potvin et al., 1983; Handa et al.,
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1986), C. medica ‘Ethrog’, C. reticulata Blanco e C. grandis Osbeck (atualmente C.
maxima L.) tém sido propostas como as espécies verdadeiras do género que teriam
originado as espécies hibridas. Diversos trabalhos posteriores, destacando-se a analise
com os marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) e DNAcp (DNA plastidial) (Nicolosi et al.,

2000), dao suporte a essa hipotese.

As espécies de Citrus podem também ser reunidas em grandes grupos informais,
com mais alta afinidade entre si. Asins et al. (1998), por exemplo, baseados na
diversidade isoenzimatica de 198 cultivares de Citrus e géneros proximos, separaram as
espécies comerciais em dois grupos: o das limas, limdes, cidras e pomelos (formados
por C. aurantifolia Christm, C. limon (L.) Burm. F., C. limettioides Tan., C. medica, C.
maxima, e C. paradisi), e o0 das tangerinas e laranjas (formado por C. reticulata, C.

sinensis, C. aurantium).

2.1.4. Filogenia do género Citrus

Com o aprimoramento das técnicas moleculares, foi possivel introduzir nos
estudos do grupo andlises filogenéticas baseadas em marcadores moleculares ou
sequenciamento de DNA para entender as relacGes evolutivas entre suas espécies. Tais
ferramentas tém contribuido ndo apenas para compreender as relacdes taxondmicas e
filogenéticas dos citros, como também para conhecer a variabilidade genética existente
entre seus representantes, aprimorando programas de melhoramento genético (Herrero

etal., 1996).
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Os primeiros estudos moleculares na subfamilia Aurantioideae foram realizados
com marcadores isoenzimaticos, os quais foram empregados para distinguir embrides
nucelares daqueles zigéticos (Xiang e Roose, 1988). Isoenzimas também possibilitaram
dividir as cultivares de Citrus em dois principais grupos: um formado pelas laranjas e

tangerinas e outro pelas limas, limdes, cidra e pomelos (Asins et al., 1998).

Os estudos filogeneéticos consideram Aurantioideae (Rutaceae) como um grupo
monofilético (Morton, 2003; Bayer et al., 2009). A classificacdo de Swingle e Reece
(1967), uma das mais aceitas, divide Aurantioideae em duas tribos: Clauseneae e
Citreae. Essa ultima inclui a subtribo Citrinae a qual é composta por seis géneros
(Fortunella, Eremocitros, Poncirus, Clymenia, Microcitrus e Citrus). Em 2001, Samuel
e colaboradores, baseando-se em sequéncias do espacador intergénico plastidial e intron
rpslé e dados fitoquimicos, corroboraram o monofiletismo da  subfamilia
Aurantioideae, porém sugeriram que a sua divisao classica em duas tribos (Clauseneae e
Citreae) somente era justificada se os géneros Murraya e Merrillia fossem transferidos

para a tribo Citreae.

Varios marcadores de DNA, tais como RFLP(Restriction Fragment Length
Polymorphism), e SSR(Simple Sequence Repeat) foram empregados nos estudos do
género Citrus visando esclarecer as relagfes filogenéticas entre suas espécies (Fang et
al., 1994). Marcadores bioguimicos e moleculares suportaram a proposta anterior de
apenas trés espécies puras no género (C. medica, C. reticulata e C. maxima; Scora,
1975; Barret e Rhodes, 1976), sendo as demais consideradas espécies de origem hibrida
(Moore, 2001). A origem dos hibridos também foi investigada com marcadores
moleculares. Federici e colaboradores (1998), utilizando marcadores RFLP e RAPD,

investigaram as relacdes filogenéticas de 88 acessos de 45 espécies de Citrus e seis
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géneros relacionados. Os autores concluiram que a cidra (C. medica) esta envolvida na
origem dos limdes e limas; além disso, sugeriram que as tangerinas apresentam uma
estreita relacdo genética e que a toranja tem relagcbes com o subgénero Papeda. Anélises
utilizando outros marcadores (SCARs, SSRs e SNPs) corroboraram alguns desses
achados, no entanto, as relacbes entre as espécies puras e especies relacionadas
apresentou divergéncia entre as varias analises (Nicolosi et al., 2000; Barkley et al.,
2006; Ofllitrault et al.,, 2012a). Garcia-Lor e colaboradores (2013), utilizando
marcadores SSR e InDel em espécies hibridas, observaram que as mesmas sdo como um
mosaico de grandes fragmentos de DNA das espécies ancestrais, resultado de poucos
eventos de recombinacdo. Esses mesmos autores, em 2013, utilizando marcadores
moleculares do tipo SNPs, demonstraram que 44 acessos de citros puros ou verdadeiros,
incluindo espécies de Citrus, Papeda, Fortunella, Eremocritrus e Poncirus, formaram
clados com alto suporte. Como concluséo, eles apontam C. reticulata como grupo irmao
de Fortunela e Poncirus, separado do grupo formado por C. medica, C. maxima e C.
micrantha. Além disso, outras Papedas aparecem na base desse grande clado principal,
mostrando que as mesmas ndo formam um grupo monofilético. Esses resultados
corroboram parcialmente os resultados prévios de sequéncias génicas plastidiais rbcL,
porém discordam dos resultados encontrados por analises com marcadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Barkley et al., 2006; Pang et al.,

2007).
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2.1.5. Estudos genéticos e gendbmicos no género Citrus

2.1.5.1. Mapeamento genético

Nas ultimas duas décadas, o desenvolvimento de marcadores moleculares
viabilizou a construcdo de mapas genéticos para um numero muito maior de espécies,
inclusive de plantas. Sua construgdo inclui o estabelecimento de linhagens progenitoras
e populagbes segregantes visando encontrar polimorfismos no nivel do DNA. Através
de andlises estatisticas baseadas em frequéncia de recombinacdo € possivel entdo
estimar a ligacdo e a distancia entre os diferentes marcadores (Ferreira e Grattapaglia,
1998). Os mapas genéticos estdo entre as ferramentas moleculares mais importantes e
tém sido construidos para vérias espécies de interesse econémico como Oryza sativa
(Harushima et al., 1998), Phaseolus vulgaris (Gepts et al, 2008) e Poncirus trifoliata
(Gmitter et al., 1996). Esses mapas fornecem um arcabouco para analises genémicas,
facilitando a identificacdo de regiGes que controlam caracteres de importancia

agrondmica.

Nos citros, varios tipos de marcadores genéticos vém sendo utilizados na
construcdo deste tipo de mapa, destacando-se RFLP, RAPD, AFLP e SSR (Liou et al,
1990; Sankar e Moore, 2001; Simone et al., 1998; Ling et al., 1999, Chen et al., 2007),
possibilitando localizar genes e/ou locos de heranca quantitativa (QTLs) associados, por
exemplo, a tolerancia ao frio (Cai et al., 1994; Moore et al., 2001) e a resisténcia ao
virus da tristeza (Gmitter et al., 1996). Embora vérios mapas de ligacdo tenham sido
construidos para os citros, o baixo numero de marcadores (pouco saturados) e a
ocorréncia do numero de grupos de ligacdo diferentes do esperado dificultaram a
compreensdo de sua estrutura genémica. Recentemente, Ollitrault e colaboradores

(2012) estabeleceram um mapa genético saturado de C. clementina com base em
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marcadores SSR, SNP e Indels. Esse mapa tem sido referéncia para o grupo dos citros,

pois facilitou a montagem do genoma total no projeto de sequenciamento.

2.1.5.2. Sequenciamento genémico

Em 2003, o Consorcio Internacional do Genoma de Citrus (ICGC) foi instituido
com o objetivo de gerar uma sequéncia gendmica completa de citros, visando auxiliar as
pesquisas genéticas e seus programas de melhoramento. Para isso, vérias ferramentas
foram desenvolvidas: mapas genéticos de ligacdo integrados a mapas fisicos, dados de
ESTs, bibliotecas BACs (cromossomo artificial de bactéria), além de ferramentas de
bioinformatica (Gmitter et al., 2012).

Inicialmente, C. sinensis cv. ‘Valencia’ foi selecionada como o genoma modelo
para 0 sequenciamento, uma vez que essa especie € amplamente conhecida, sendo uma
das mais importantes economicamente. Esse acesso foi utilizado por um grupo
independente de pesquisadores para o sequenciamento utilizando a plataforma Illumina
GAIl com o objetivo de se obter uma cobertura de 8-10x o tamanho do genoma. Em
2013, o projeto de sequenciamento deste genoma foi concluido e anunciado (Xu et al.,
2013). No entanto, devido a varios problemas relacionados a montagem de genomas
altamente heterozigotos, o ICGC decidiu utilizar clones haploides de citros. Nesse
contexto, trés linhagens haploides da tangerina Citrus clementina ‘Nules’ foram
geradas, caracterizadas e uma linhagem foi selecionada para sequenciamento (Aleza et
al., 2009). Recentemente, o ICGC publicou as sequéncias de nove espécies do género
Citrus incluindo as sequéncias genémicas de C. sinensis e C. clementina. A principal
diferenca entre essas duas sequéncias genémicas, € que a primeira apresentou uma
montagem mais fragmentada do que a da Clementina haploide. Em C. clementina,

301,4 Mb de scaffolds (L50 = 6,8 Mb) foram ancorados ao mapa genético da especie,
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representando 96% da montagem nos nove cromossomos dos citros, enquanto que a
sequéncia do duplo haploide de C. sinensis previamente publicado compreendia 327,8
Mb, mas um L50 de 1,8 Mb e uma ancoragem equivalente a 79%. Embora,
encontramos diferengas quanto alguns parametros da montagem de sequéncias entre
essas duas espécies, 0 numero dos genes preditos nos dois casos é muito similar
(~25.000), indicando uma boa cobertura dos espacos génicos em ambas as montagens

(Wu et al.,2014).

2.2 Citogenetica de Citrus

2.2.1 Citogenetica classica

A citogenética compreende os estudos relativos ao cromossomo isolado ou em
conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia,
organizacdo, funcdo e replicacdo, quanto a sua variacdo e evolucdo (Guerra, 1988). A
utilizacdo de dados citogenéticos na taxonomia vem sendo feita desde o inicio do século
passado, como um dos instrumentos importantes na sistematica vegetal para a
compreensdo das relacdes de parentesco e dos mecanismos de evolugdo cromossémica,

tanto em pequenas quanto em grandes categorias taxonémicas (Guerra, 1990).

O numero cromossdmico € o parametro mais utilizado na citogenética vegetal e
a caracteristica citolégica para a qual se tem o maior niumero de informacdes. Variagoes
nos nimeros cromossémicos em citros sao raras e se devem a poliploidia (multiplicagédo
de todo o conjunto hapléide) (Aradjo e Roque, 2005). Os primeiros estudos
cromossdmicos do género Citrus foram realizados por Strasburger em 1907. Nesse

trabalho, o autor sugeriu n =8 como 0 nimero cromossdmico haploide do género

11
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(Raghuvanshi, 1962). Posteriormente Frost (1925) considerou o numero cromossémico
haploide como sendo n = 9. Essa diferenca se deu possivelmente pelo pequeno tamanho
dos cromossomos e pela técnica de preparagdo utilizada, levando a uma contagem
equivocada. As espécies de citros ndo apresentam nenhuma variagdo numérica no nivel
diploide. Isso foi demonstrado por diversos trabalhos, inclusive por Guerra e
colaboradores que realizaram um extenso estudo citogenético onde foram analisados 51
acessos de 20 espécies de citros, Poncirus trifoliata e sete hibridos interespecificos

(Guerra et al., 1997).

Todas as espécies do género Citrus sdo diploides (2n = 18), com excecdo do
limdo Tahiti (Citrus latifolia Tan.), que € triploide. (Araujo e Rogue, 2005) A obtencao
de hibridos triploides em citros € um objetivo importante do melhoramento, pois 0s
frutos podem apresentar grande valor comercial por ndo produzir sementes. Individuos
triploides sdo obtidos a partir da fusdo de um gameta diploide (2n) com um gameta
haploide (n). Em Citrus, tem sido mostrado que o gameta diploide é fornecido
preferencialmente pela planta-mée (Esen e Soost, 1971). O limdo Tahiti € um triploide
natural, provavelmente de origem hibrida (Carvalho et al., 2005), que exemplifica bem

as espécies poliploides com grande importancia econémica.

Além do numero e morfologia cromossémicos, 0s sitios ativos de DNAr,
chamados regides organizadoras de nucléolos (RONSs), também podem ser detectados
em coloracdo convencional como uma constricdo secundaria e, por serem
frequentemente polimorficos, sdo intensamente estudados em citogenética quanto ao
namero, tamanho e localizagdo no cromossomo (ver por exemplo Pedrosa et al., 1997).
Por isso, a RON pode ser bastante Gtil na caracteriza¢do de espécies e cultivares. Guerra

et al. (1997), analisando 51 acessos de citros com coloragédo convencional Giemsa 2%,

12
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observaram uma alta variacdo quanto ao numero e posicdo da constricdo secundaria
(RON). Em 19 acessos as constricGes secundarias ndo foram evidentes, nos demais
acessos variou de um a trés por carioétipo, sendo localizadas na regido de um a trés pares
do cromossomo maior, na regido terminal/subterminal do cromossomo menor e/ou na
regido terminal sugerindo uma ativagdo cedo na intérfase, além de uma alta variacéo

estrutural e heterozigosidade do germoplasma dos citros

2.2.2 Caracterizacao da heterocromatina

Os genomas de plantas em geral apresentam uma grande fracdo de sequéncias
repetitivas, podendo chegar a aproximadamente 90% do conteldo total de DNA
(Schwarzacher, 2003). Essas sequéncias podem estar dispostas tanto na forma dispersa,
espalhadas por todo complemento genémico, quanto podem formar blocos de repeats
em tandem. Embora a maioria seja ndo codificante, algumas familias génicas, como os
sitios de DNAr sdo organizados em tandem, com unidades de repeticdo adjacentes umas

as outras (Hemleben et al., 2007).

Em Aurantioideae, os estudos com coloragdo convencional Giemsa ou Feulgen e
bandeamento C demonstraram que muitas das espécies do grupo, apresentam
cromossomos  pequenos, similares e com grandes blocos heterocromaéticos
principalmente nas regides terminais (Guerra, 1985). As técnicas de bandeamento foram
informativas nas andlises dos cromossomos das espécies do género Citrus porque
facilitaram a caracterizacdo dos mesmos. Contudo, a desvantagem da utilizagéo desse
método foi sua interferéncia na morfologia dos cromossomos. Além do mais, o padrdo

de bandas apresentou variagoes, inclusive em uma mesma lamina.
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Citologicamente, a heterocromatina também pode ser diferenciada quanto a sua
composigdo por meio da utilizagdo de corantes fluorescentes. Os fluorocromos mais
utilizados no bandeamento cromossdmico sdao o 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),
que cora preferencialmente regibes ricas em AT, e a cromomicina Az (CMA), corando
preferencialmente regides ricas em GC. Bandas obtidas com esses corantes sao ditas

DAPI* e CMAY, respectivamente.

Em 1993, Guerra observou que a coloragio CMA/DAPI é mais indicada nos
estudos citogenéticos dos citros, que possuem grandes blocos CMA*/DAPI", uma vez
que preserva a morfologia cromossémica e por apresentar alta reprodutibilidade dos
resultados. Os diferentes acessos de Citrus se apresentam extremamente polimorficos
entre si em relacdo ao padrdo de bandas heterocromaticas reveladas pela dupla
coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI permitindo, portanto, novas
possibilidades para andlises evolutivas no grupo (ver Guerra et al., 2000; Yamamoto et
al., 2007). De acordo com o numero e a localizagdo das bandas CMA* nos
cromossomos foi possivel estabelecer uma classificacdo cromossémica para 0s Citros.
Inicialmente, cinco tipos foram descritos por Guerra (1993). Esses tipos cromossémicos
foram posteriormente revistos e ampliados por Carvalho et al. (2005). Os tipos
cromossdmicos estdo representados na Figura 1, sendo eles: tipo A (trés bandas CMA*,
duas terminais e uma proximal), B (duas bandas CMA", uma terminal e uma proximal),
C (duas bandas CMA™ terminais), D (uma banda terminal CMA"), E (uma banda CMA*
subterminal), F (sem banda), G (duas bandas CMA®*, uma subterminal e uma terminal) e
H (uma banda CMA* proximal). Os tipos, A, B, C, E, G e H sdo raros e sdo ausentes em
alguns acessos, por isso sdo Uteis na diferenciagdo e sdo também chamados de

cromossomos marcadores. Os tipos cromossdmicos que aparecem em maior nimero e

14
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em todos os acessos sdo 0 D e o F. Essa classificacdo foi bastante relevante, pois
permitiu a diferenciagdo dos cariétipos das espécies puras, as quais apresentaram
cariotipo homomorfico, como Citrus reticulata (2C+10D+6F), daquelas consideradas
hibridas com cari6tipo heteromorfico, como C. sinensis (2B+2C+7D+7F) (Guerra

2009).

- e ey a9 JJ 9@ J —/

A B C D E F F.L. G H

Figura 1: Tipos cromossémicos de Citrus, de acordo com o nimero e posicdo das bandas CMA*. As

bandas CMA* estdo representadas em amarelo e os bragos cromossémicos estdo em branco (DAPI)

(modificado a partir de Carvalho et al., 2005).

Embora os blocos de heterocromatina sejam evidenciados como blocos
continuos em sua visualizagéo citoldgica, estudos vém demonstrando diferengas quanto
a sua constituicdo, podendo conter aglomerados de DNA repetitivos intercalados com
outras sequéncias (TAIC- Arabidopsis Sequencing Consortium 2000). Entre as
sequéncias que podem estar presentes nessa fracdo, destacam-se as familias de DNA

satélites (DNAsat), essas podem ser cromossomo- especificos ou mesmo amplamente
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distribuidas dentro do género (Hemleben et al., 2007; Winterfeld and Rdser 2007). A
heterocromatina pode ser constituida ndo apenas por uma, mas por algumas familias de

DNA repetitivos distintas (Lim et al., 2006).

Ingle e colaboradores (1973) observaram uma grande quantidade de DNA satélite
(25%) em Citrus. Mais recentemente, algumas sequéncias satélites dos géneros Citrus e
Poncirus foram identificadas. Em 1992, Beridze e colaboradores conseguiram isolar o
primeiro DNA satélite de C. ichangensis, o qual foi caracterizado com uma sequéncia
consenso de 181pb e um alto conteido de GC (63%). Estudo posterior verificou a
presenca dessa familia de DNA satélite em outras espécies, tais como C. limon, C.
sinensis, Poncirus trifoliata, com variagdo tanto no tamanho do mondmero (179-186
pb), quanto no conteddo de GC (58.6%-68%) (Fann et al., 2001). Essa grande
representacdo, tanto nas espécies do género Citrus quanto nas do género Poncirus, e a
grande quantidade de contetdo GC sugeriam que essa familia de DNA satélite seria o
principal componente que constitui 0s blocos heterocromaticos CMA™. Barros e Silva et
al. (2010) conseguiram comprovar que de fato esse DNA satélite, denominado
CsSat181, fazia parte da maioria das bandas heterocromatica CMA*/DAPI" das espécies
de Citrus, Poncirus e Fortunella. Nesse trabalho, os autores observaram que alguns
blocos ndo possuiam CsSat, nem sitios de DNAr 45S, sugerindo a possibilidade de que
outras familias de DNAsat possam estar relacionadas a formacdo das bandas
heterocromaticas em Aurantioideae. A demonstracdo da composicdo dos blocos CMA*

foi possivel com o uso da técnica de hibridizagéo in situ fluorescente.
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2.2.3 Hibridizagéo in situ

A hibridizacdo in situ (HIS) é uma das técnicas mais informativas usadas na
citogenética atual. Consiste no isolamento de uma sequéncia de DNA marcada por uma
molécula sinalizadora (sonda) e hibridizada no DNA ou RNA (alvo) existente nas
células do organismo em estudo. Ap6s o uso de fluorocromos, como molécula
sinalizadora de sonda, a técnica de HIS ficou conhecida por FISH (fluorescent in situ
hybridization) e se transformou em uma das técnicas mais informativas da citologia,
sendo aplicada em é&reas tdo diversas quanto a biologia do desenvolvimento, a

citotaxonomia, a citogenética clinica e o0 melhoramento genético (Guerra, 2004).

A técnica se baseia no fato de que o DNA é formado por duas fitas
complementares, as quais podem ser facilmente separadas em fitas simples, ou
desnaturadas, e posteriormente renaturadas, voltando ao estado de fita dupla. Se durante
a renaturacdo do DNA cromossdmico houver sonda disponivel no meio em torno do
cromossomo, as copias de sondas, em quantidade muito maior, competirdo com a fita de
DNA cromossémico complementar e poderdo ser hibridizadas in situ, isto €, no sitio

exato onde aquela sequéncia ocorre naturalmente (Guerra, 2004).

As sequéncias mais comumente utilizadas no estudo do cari6tipo sdo as de DNA
repetitivo, em especial o DNA ribossomal (DNAr) 5S e 45S. Os sitios de DNAr 5S e
45S foram localizados por FISH em diversos géneros como em Hypochaeris (Ruas et
al., 2005), Phaseolous (Pedrosa-Harand et al., 2006) e Poncirus (Brasileiro-Vidal et al.,
2007). Em Citrus, a utilizacdo combinada da técnica de bandeamento CMA/DAPI
juntamente com a hibridacdo in situ fluorescente possibilitou o aumento das marcas
cromossoémicas, levando a uma maior diferenciagdo dos cromossdmicos em subtipos,

como por exemplo, a identificacdo dos cromossomos F/5S para toranja,e D/5S-45S para
17
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as tangerinas (Moraes et al.,2007a). Em 2000, Pedrosa e colaboradores analisaram 10
cultivares de Citrus sinensis através do padrdo de bandas CMA/DAPI e da localizagéo
dos sitios do DNAr 5S e 45S por hibridizagdo in situ. Esses autores observaram um
mesmo padrdo de bandas CMA e a mesma distribuicdo dos sitios de DNAr para todas as
cultivares, entretanto uma alta heterozigozidade cromossomica (heteromorfismo) foi
encontrada, apoiando a conclusdo de Barrett e Rhodes (1976) de que C. sinensis nao é
uma espécie verdadeira, e sim, um hibrido interespecifico. Matsuyama et al. (1996),
através da FISH de DNAr e telomérico, caracterizou parte da heterocromatina
constitutiva das regiGes teloméricas dos cromossomos de C. sinensis ‘Trovita’,
detectando nas extremidades dos cromossomos sequéncias teloméricas. Moraes et al.
(2007) analisaram seis acessos de pomelos (C. paradisi Macf.) e, ao contrario do que se
esperava, encontraram variagfes intraespecificas quanto ao padrdo de bandas e

distribuicéo de sitios de DNAr 5S e 45S.

Outros dez acessos do grupo lima-limao-cidra-pomelo foram também analisados
quanto ao padrdo de bandas CMA/DAPI e a localizagdo dos sitios de DNAr 5S e 45S
(Carvalho et al., 2005). As andlises mostraram que as limas e limdes foram
heterozigoticos para todos os sitios de DNAr e que somente a cidra, C. medica, por
possuir cariétipo homomorfico, poderia ser considerada uma espécie verdadeira,

enguanto o0s outros nove acessos seriam hibridos.

As tangerinas sdo consideradas um grupo de espécies de Citrus que apresenta
uma grande variagdo em caracteres morfologicos e moleculares, assim como no numero
de especies. Moraes e colaboradores (2007), analisando 13 acessos de tangerinas atraves
da coloracdo CMA/DAPI e da técnica de FISH com sondas de DNAr 5S e 45S,

sugeriram que as tangerinas séo citologicamente separadas em trés grupos distintos: (1)
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C. sunki e C. reshi, (2) tangerinas mediterraneas, C. deliciosa e as espécies relacionadas
a C. tangerina ‘Dancy’ e C. reticulata ‘Cravo’, (3) demais cultivares consideradas
hibridos interespecificos. Além disso, esses autores identificaram um cromossomo
marcador para as espécies de tangerina: um cromossomo do subtipo D/5S-45S, bem
como, sugeriram a auséncia e presenga do cromossomo B como um marcador

citogenético adicional para distinguir entre os dois principais grupos de tangerinas.

2.2.4. Mapeamento citogenético

A utilizacdo de marcadores cromossdmicos formados a partir de clones de DNA
gendmico com grandes insertos copia simples pela técnica de FISH tem possibilitado a
identificacdo cromossdmica e o estabelecimento de mapas citogenéticos em diversos
grupos vegetais (Fransz et al., 2000; Cheng et al., 2001b; Kim et al., 2005). Dentre os
clones utilizados para essa estratégia se destacam os BACs (cromossomos artificiais de
bactérias), os quais foram utilizados na construgcdo de mapas em diversas espécies como
batata (Dong et al., 2000), arroz (Cheng et al., 2001a, b) e sorgo (Kim et al., 2005). Téo
importante quanto a contribuicdo dessa estratégia para a identificacdo cromossémica e o
estabelecimento de um mapa fisico integrado a estrutura cromossdmica €é a
possibilidade de se realizar mapeamentos comparativos utilizando os BACs marcadores
de uma espécie em representantes de géneros proximos. Esses marcadores permitem
identificar as homeologias existentes, bem como possibilitam associar regides
envolvidas em rearranjos cromossémicos a eventos de evolugdo cariotipica. A FISH
com sondas BACs foram utilizadas em pinturas cromossomicas em Arabidopsis

thaliana (Lysak et al., 2003), permitindo estabelecer os mecanismos responsaveis pela
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reducdo do nimero cromossdmico ancestral de Brassicaceae, n = 8, na origemdon =5
em Arabidopsis (Lysak et al., 2006).

Atualmente, vérias bibliotecas de BACs estdo disponiveis, principalmente para
as espécies de grande interesse agronémico como os citros (Gmitter et al., 1996; Kami
et al., 2006). Moraes et al (2008), utilizaram BACs da biblioteca gendmica de Poncirus
trifoliata, uma espécie proxima ao género Citrus, e conseguiram identificar os nove
pares cromossdmicos dessa espécie. Esses marcadores foram usados para propor uma

nomenclatura integradora para os cromossomos dos citros (Costa Silva et al., 2015).

Mendes et al (2011), utilizando os BACs marcadores descritos anteriormente em
P. trifoliata por Moraes et al. (2008), construiram o primeiro mapa citogenético para
uma espécie dentro do género Citrus, C. medica. Além de identificar os cromossomos
homedlogos, foi possivel propor mecanismos de evolucdo cariotipica, tais como
amplificacdo/contracdo das sequéncias repetitivas, entre essas duas espécies.
Posteriormente essas marcas foram utilizadas em C. reticulata ‘Cravo’, outra espécie
considerada pura dentro do género, e como em cidra foi verificado que o cariotipo de C.
reticulata difere do cari6tipo de P. trifoliata, mas é, no entanto, mais similar a este que

a C. medica (Costa Silva et al., 2015).

C. maxima ‘Pink’ também foi analisada nesse contexto ¢ seu mapa foi
estabelecido sendo utilizado em estudo comparativo com as demais espécies. Como
resultado foi observado que nenhuma quebra de sintenia foi observada entre as espécies
basicas do género e que os eventos de amplificacdo e/ou contracdo das bandas
heterocroméaticas CMA™ parecem ser frequentes entre as espécies de Citrus. Nesse
mesmo trabalho, os autores investigaram os cromossomos 2 e 3 de C. sinensis

‘Valencia’ visando confirmar a origem e investigar as alteragdes cariotipicas envolvidas
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na formacdo desse hibrido. Como resultado, os dados do mapeamento dos BACs
especificos para os cromossomos 2 e 3 corroboram que toranja e tangerina sejam de fato
0s provaveis parentais de C. sinensis. No entanto, diferencas em relagdo ao padrdo de
bandas CMA/DAPI esperado sdo compativeis com altera¢fes na fracdo heterocromaética
do hibrido em relacdo aos parentais, e ndo simplesmente com uma origem mais
complexa para esse hibrido como recentemente proposto, uma vez que a origem do

cromossomo tipo B ndo seria explicada (Xu et al., 2013; Wu et al., 2013)
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DE TANGERINA
(Citrus reticulata Blanco)
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Integracdo entre a sequéncia genémica e 0 mapa citogenético de tangerina (Citrus
reticulata Blanco)

Mendes S, Régis T?, Terol, J?, Soares Filho W S3, Talon M?, Pedrosa-Harand Al

!Laboratério de Citogenética e Evolucio Vegetal- Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE, Recife - PE, Brazil; 2Centro de Gendmica y Postcosecha, Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias, Valencia, Spain; 3Embrapa Cassava & Fruits,

Cruz das Almas - BA, Brazil

Resumo

Citrus € um género de grande importancia econémica na fruticultura mundial. Apesar
do pequeno tamanho do genoma de suas espécies, apenas recentemente o
sequenciamento genémico foi obtido para alguns de seus representantes. Assim como as
analises citogenéticas prévias realizadas no grupo, esses dados sdo importantes para
entender as complexas relacdes entre suas espécies e auxiliar seus programas de
melhoramento. Com o objetivo de ancorar os dados genémicos com o mapa
citogenético ja disponivel para a tangerina Citrus reticulata Blanco, espécie considerada
parental de diversos hibridos de importancia econdmica, 14 novos clones gendémicos
BACs (cromossomos artificiais de bactérias) foram utilizados em hibridizacéo in situ
fluorescente (BAC-FISH), 13 destes apresentando marcacdo Unica. Além disso, sete
BACs previamente mapeados tiveram seus terminais sequenciados, permitindo a sua
correlagdo com scaffolds e consequente integragdo dos cromossomos com o0s dados
gendémicos. Assim, o presente trabalho apresenta a correlagdo entre todos os scaffolds e
cromossomos de tangerina, permitindo aprofundar estudos comparativos e de gendmica

estrutural no grupo.
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Abstract

Citrus is a genus of great economic importance in world fruit production. Despite the
small size of the genome of their species, only recently genomic sequencing was
obtained for some of their representatives. Like the previous cytogenetic analyzes in the
group, these data are important for understanding the complex relationships between
their species and assist their breeding programs. In order to anchor the genomic data
with cytogenetic map now available for Tangerine Citrus reticulata Blanco, species
considered parental several hybrids of economic importance, 14 new genomic clones
BACs (artificial chromosomes of bacteria) were used in fluorescence in situ
hybridization ( BAC-FISH), 13 of these presenting unique marking. In addition, seven
previously mapped BACs were sequenced terminals allowing its correlation with
scaffolds and subsequent integration of chromosomes with genomic data. Thus, this
study shows the correlation between all scaffolds and tangerine chromosomes, allowing

further comparative studies and structural genomics in the group.
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Introducéo

O género Citrus (L.) é conhecido por apresentar varias especies com grande
importancia econdmica, destacando-se a laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), o
limdo (Citrus limon (L.) Burm.) e as tangerinas (C. reticulata Blanco, C. clementina
Hort. Ex. Tanaka). Além disso, 0 género se destaca devido a grande variabilidade
morfolégica e uma taxonomia bastante complexa, sendo apenas poucas espécies
consideradas puras ou verdadeiras, tais como C. medica ‘Ethrog’ (cidra), C. maxima
(Brum.)Merr. (toranja) e algumas tangerinas (C. deliciosa Ten. ‘Comum’ ou
‘Montenegrina’, C. reticulata Blanco ‘Cravo’, C. sunki (Hayata) Hort. ex Tan e C.
reshni Hort. ex Tanaka). As demais espécies sdo hibridas, formadas a partir de
cruzamentos entre essas e/ou com espécies de géneros proximos, como, por exemplo, C.
clementina, formada pelo cruzamento entre C. sinensis e C. reticulata ‘Murcott’
(Moore, 2001, Moraes et al., 2007, Aleza et al., 2009, Ollitraut et al.,2012, Wu et

al.,2014).

Nos ultimos anos varias ferramentas tém sido utilizadas na tentativa de
esclarecer as relagdes dentro do género, incluindo o emprego de marcadores
moleculares, tais como izoenzimas, SNPs, SCARs, RFLP, SSRs e RAPD (Federice et
al., 1998; Nicolosi et al.,2000; Barkley et al.,2006; Ollitrault et al., 2012a; Garcia et al
2013). Além disso, diversos mapas genéticos, bibliotecas BAC (cromossomo artificial
de bactéria), mapas citogenéticos e mais recentemente o sequenciamento de diferentes
genomas (Barkley et al.,2006; Terol et al., 2008; Guerra, 2009; Ollitrault et al., 2012b;

Xu et al.,2013; Wu et al., 2014) tem sido realizados para dar suporte aos programas de
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melhoramento e também tém contribuido para o melhor entendimento da evolugédo do

género.

Os estudos citogenéticos em Citrus permitiram a caracterizacdo cariotipica de
muitas espécies (Guerra, 2009). No geral, 0 género apresenta 2n = 18 e nimero basico x
= 9, com cromossomos pequenos e morfologicamente similares, sendo a maioria
metacéntricos e submetacéntricos (Guerra et al., 1997). A utilizacdo de coloragéo
CMA/DAPI e o uso da FISH (hibridizacéo in situ fluorescente) com sondas de DNA
ribossomal (DNAr) 5S e 45S tornou possivel diferenciar as espécies puras, com
cariotipo homomérfico, daquelas hibridas que apresentam cari6tipos heteromérficos,
baseando-se no nimero e posicdo dos blocos CMA™ e de sitios de DNAr. Em vista
disso, os cromossomos de citros foram classificados em nove tipos basicos: A (trés
bandas CMA", duas terminais e uma proximal), B (uma banda CMA* terminal e outra
proximal), C (duas bandas CMA™ terminais), D (uma banda CMA* terminal), E (uma
banda subterminal, F (sem banda), FL (sem banda sendo o maior do complemento), G
(duas bandas CMA®, uma subterminal e uma terminal) e H (uma banda CMA*
proximal), com subtipos de acordo com o numero e localizacdo dos sitios de DNAr 5S e
45S, como por exemplo, os subtipos F/5S encontrados nas toranjas e D/5S-45S nas
tangerinas (Pedrosa et al.; 2000, Carvalho et al.; 2005; Brasileiro-Vidal et al.; 2007;
Moraes et al.; 2007 a, b). No entanto, embora essas técnicas tenham sido bastante
importantes para a caracterizacdo de acessos e espécies em Citrus, elas se mostraram

limitadas quanto & identificacdo dos cromossomos homélogos e home6logos.

Atualmente, uma abordagem que tem contribuido para os estudos genémicos é a
técnica de mapeamento fisico com clones de grandes insertos, tais como BACs. A

técnica de FISH utilizando BACs como sondas (BAC-FISH), tem sido aplicada
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principalmente na construcdo de mapas citogenéticos em espécies que apresentam
genomas pequenos (Fonséca et al., 2010). Tais mapas, associados a mapas genéticos,
mapas de contigs e dados gendmicos sdo ferramentas importantes nos projetos de
sequenciamento, contribuindo para avaliar os possiveis gaps na montagem (Cheng et
al., 2001) e permitindo identificar quais BACs sdo eucromaticos e potencialmente ricos
em genes (Wang et al., 2006). Além disso, essas anélises tém sido bastante eficientes e
tém trazido informacgdes quanto a organizacdo e evolugcdo cromossdmica em varias
espécies de plantas (Fransz et al, 2000; Cheng et al, 2001b; Kim et al, 2005; Fonséca et
al., 2010). Em 2007, Moraes e colaboradores, utilizando o0 mapeamento através da FISH
com sondas BAC associados com a localizacéo dos sitios de DNAr 5S e 45 e o padrao
de distribuicdo das bandas CMA®, conseguiram identificar os nove pares de
cromossomos homélogos da espécie Poncirus trifoliata, utilizando para isso 13 BACs
de uma biblioteca gendmica dessa espécie. Posteriormente, esses BACs foram
mapeados nas espécies Citrus medica ‘Ethrog’ (Mendes et al., 2011) e C. reticulata
‘Cravo’ (Costa Silva et al., 2015), permitindo identificar os nove pares cromossémicos
e correlaciona-los com os homedlogos das espécies previamente mapeadas. Foi
verificado que os caridtipos de C. medica e C. reticulata diferem do cariotipo de P.
trifoliata devido a presenca de expans@es/contracfes dos blocos heterocromaticos, além
de possiveis inversdes. Embora esses trabalhos tenham trazido importantes avangos nos
estudos cromossdmicos para o género Citrus, ndo havia correlacdo desses marcadores

cromossémicos com mapas geneticos ou dados genémicos.

Em 2013, Xu e colaboradores publicaram a sequéncia gendmica da laranja doce
(Citrus sinensis). Para reduzir a complexidade na montagem de um genoma altamente

heterozigoto, os autores utilizaram uma linhagem duplo-haploide gerada a partir de
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cultura de antera da laranja doce ‘Valencia’. Como resultados foram gerados 16.890
contigs maiores que 500 pb (N50 = 49,89 kb) e 4.811 scaffolds maiores que 500 pb
(N50 = 1,69 Mb), representando 320,5 Mb dos estimados 367 Mb do genoma, numa
cobertura de 87,3%. Desses, 239 Mb foram ancorados no mapa genético atravées de 160
scaffolds, permitindo o estabelecimento de nove pseudocromossomos ordenados com
base no tamanho dos grupos de ligagcdo. Quatro dos nove pseudocromossomos foram
correlacionados aos cromossomos atraves da anotacdo de sequéncias de DNAr 5S ou
45S ou de um DNA satélite de 107 pb, além disso esses resultados foram confirmados

por FISH (Xu et al., 2013).

Recentemente, Wu e colaboradores (2014) sequenciaram oS genomas de nove
acessos do género Citrus (C. clementina haploide, C. reticulata ‘Ponkan’, C. reticulata
‘Willowleaf’, C. reticulata ‘Murcott’, C. maxima ‘Chandler’, C. maxima ‘Low-acid’, C.
sinensis e C. aurantium ‘Seville’), tendo como base a linhagem haploide da tangerina C.
clementina, para a qual trés bibliotecas BACs haviam sido construidas (Terol et al.,
2008). Os dados de sequéncia de C. clementina corresponderam a 301,4 Mb (contig L50
= 119 kb e scaffold L50 = 6,8 Mb) e forneceram uma cobertura ancorada do genoma
estimada em 96%. A disponibilidade das bibliotecas BACs para tangerinas juntamente
com os dados de sequéncia tornou possivel, no presente trabalho, integrar os dados
citogenéticos e gendmicos pela primeira vez no género. Para isso, 0 mapa citogenético
de C. reticulata ‘Cravo’, espécie considerada basica e um dos parentais de C.

clementina, foi expandido e utilizado para ancorar 0 genoma de C. clementina.
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Materiais e Métodos

Material vegetal

Sementes de Citrus reticulata ‘Cravo’ foram obtidas do Banco de Germoplasma

da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas-BA, Brasil.

Preparac0es citologicas e coloracdo CMA/DAPI

Pontas de raizes obtidas de sementes germinadas foram pré-tratadas em 8-
hidroxiquinoleina (2 mM) por 24 h a 10°C, fixadas em etanol-acido acético (3:1 v/v)
por 2-24 h e estocadas a -20 °C. As preparacOes citologicas foram feitas por

esmagamento de acordo com Moraes et al (2007a).

Apo6s selecdo, as laminas foram envelhecidas por trés dias e posteriormente
coradas com CMA (0,1 mg/ml) por 1h e contracoradas com DAPI (1pg/ml) por 30 min
(Moraes et al., 2007a). Apds dois a trés dias, as melhores células foram capturadas em
microscopio de epifluorescéncia Leica acoplado a camara Cohu utilizando o software
QFISH (Leica). As laminas foram descoradas em etanol-acido acético (3:1 v/v) por 30
minutos, seguido de etanol absoluto por 1h, secas e estocadas a -20 °C até utilizacdo na

FISH.

Hibridizac&o in situ fluorescente

Foram utilizados como sondas 14 clones BACs de C. clementina var.

Clemenules (Terol et al., 2008, Tabela 1) . As sondas de BACs foram obtidas por mini-
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prep utilizando o Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen) e marcadas com Cy3-dUTP (GE)

por nick translation (Roche).

O procedimento de hibridizagéo in situ fluorescente foi realizado de acordo com
Pedrosa et al. (2002), exceto a lavagem de estringéncia que foi realizada com 0,1x SSC
a 42 °C. As preparacdes foram contracoradas com DAPI (2ug/mL) em Vectashield
(Vector) e as metafases selecionadas foram capturadas como descrito acima. As
imagens foram sobrepostas, coloridas artificialmente e editadas uniformemente para
brilho e contraste utilizando o programa Adobe Photoshop. As rehibridizacGes foram

realizadas seguindo o protocolo Heslop-Harrison et al., (1992).

Medi¢bes cromossdmicas

Para estabelecer a posicdo de cada clone BAC ao longo do cromossomo, o sinal
do BAC foi medido em relacdo ao telébmero do braco oposto e essa distancia foi usada
no calculo da posicao relativa ao tamanho cromossémico total, em uma média de 15 a
20 cromatides por BAC, usando o programa Adobe Photoshop. O tamanho de cada
cromossomo foi baseado nas medicGes de Costa Silva et al., (2015) para 0 mesmo
acesso. Os cromossomos foram numerados de acordo com a nomenclatura proposta para
os citros (Costa Silva et al.,, 2011). O idiograma foi gerado usando um macro

desenvolvido no PowerPoint e posteriormente redesenhados no programa Corel Draw.
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Sequenciamento e analise de sequéncias

Seis BACs marcadores de P. trifoliata previamente mapeados citogeneticamente
em C. reticulata (24C13, 21L13, 28A07, 02C12, 28A05, 01B09, Costa Silva et al.,
2015) foram purificados como descrito acima e tiverem seus terminais sequenciados
com o0s primers M13F (5"d[GTAAAACGACGGCCAG]3) e MI13R
(5"d[CAGGAAACAGCTATGAC]3") na Macrogen Inc. (Seoul, Coreia) ou na
Plataforma de Sequenciamento de DNA, do Laboratério de Bioinformatica e Biologia
Evolutiva, Departamento de Genética- CCB — UFPE (Recife, Brasil). O BAC 59C23
havia sido previamente selecionado para o mapeamento fisico do loco CTV. As
sequéncias foram utilizadas para posicionamento dos respectivos BACs nos scaffolds
correspondentes através de BLAST contra o genoma de C. clementina disponivel na
plataforma Phytozome v1.3. Os BACs de C. clementina mapeados citogeneticamente
também tiveram seus terminais sequenciados para confirmar sua identidade, exceto trés
BACs para os quais o0 sequenciamento ndo foi conclusivo, sendo provisoriamente

identificados com BAC1, 2 e 3.

Resultados

Os resultados do bandeamento CMA/DAPI (Fig. 1 e 2) obtidos nesse trabalho
para C. reticulata ‘Cravo’ (2C + 10D +4F +2FL) corroborou os dados publicados
previamente sobre sua formula cariotipica (Carvalho et al., 2005; Moraes et al.,

2007a,b; Costa e Silva et al., 2015).

Um total de 14 BACs foi hibridizado em cromossomos metafésicos de Citrus

reticulata ‘Cravo’ (Tabela 1). Treze clones BACs apresentaram sinal tnico em
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diferentes tipos cromossémicos e puderam ser mapeados (Tabela 1). Sete desses BACs
hibridizaram na regido terminal do braco longo de dois diferentes cromossomos do tipo

F. Enquanto os BACs 3, 09D09, 11P02, 17K23, 21H01 e 29H23 hibridizaram no
cromossomo 8 (Fig. la-b, Fig. Suplementar la-f), o BAC 42H16 hibridizou no
cromossomo 9 (Fig. 1c-d). J& os BACs 1 (Fig. 2c-d) e 2 (Fig. 2e-f) hibridizaram no
cromossomo 1, tipo Fr. Quatro BACs marcaram trés cromossomos diferentes tipo D: o
BAC 32G14 hibridizou na regido terminal do braco curto no cromossomo 6 (Figura 2a-

b) e o BAC 03F24 hibridizou no cromossomo 2 no braco longo adjacente a banda
CMA" (Fig. Suplementar 2c-d); enquanto os BACs 32G18 e 33D18 marcaram 0
cromossomo 4 (Fig. Suplementar 2a-b). Com esses resultados, foi verificado que apenas
um dos novos BACs mapeados no presente trabalho apresentou sinal unico préximo a
bandas CMA™ (03F24). Um clone BAC (CCH3030J12) mostrou marcacdo dispersa em

todo complemento e ndo pode ser mapeado (Fig. suplementar 2e-f).
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Figura 1. Coloracdo CMA/DAPI e FISH com BACs de Citrus clementina e Poncirus
trifoliata em cromossomos metafasicos de C. reticulata ‘Cravo’. Em (a) e (c),
bandeamento CMA.. (b) BACs 09D09 (verde), 17K23 (vermelho) e BAC 3 (amarelo).
Em (d) BAC 42H16 (amarelo) e 0o BAC de P. trifoliata59C23 (vermelho). Barra em (d)
=5 pum.
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Figura 2. Coloragdo CMA/DAPI e FISH com clones BACs de Citrus clementina em
cromossomos metafasicos de C. reticulata ‘Cravo’. Em (a), (¢) ¢ (¢) bandeamento
CMA,; (b) BAC 32G14, (d) BAC 1 e (f) BAC 2. Barraem (d) =5 pm.

Adicionalmente, sete BACs de P. trifoliata previamente mapeados em C.
reticulata ‘Cravo’ (Costa Silva et al., 2015) puderam ser ancorados no genoma de C.

clementina com base nas suas sequéncias. Dessa forma, 20 pontos de ancoragem
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puderam ser estabelecidos, permitindo a associacdo de sete scaffolds com seus
respectivos cromossomos (Fig. 3, Tabela 1). O cromossomo 1 (F.), previamente
identificado pelo BAC 24C13, foi correlacionado ao scaffold 3, que teve sua orientagdo
confirmada pelos BACs 1 e 2. O cromossomo 2 (tipo D) foi integrado em um ponto em
cada brago ao scaffold 4 pelos BACs 21L13 e 03F24. O cromossomo 3 (tipo C)
correspondeu ao scaffold 8, de acordo com o BAC 28A07. O cromossomo 4 (tipo D) foi
ancorado em trés pontos na regido terminal do scaffold 2 através dos clones 02C12,
32G18 e 33D18. O cromossomo 6 (tipo D) foi correlacionado ao scaffold 1 pelos BACs
32G14 e 28A05. Ja os cromossomos 8 e 9 (tipo F) foram correlacionados aos scaffold 5
e 7, respectivamente, sendo o primeiro integrado em seis pontos (BACs 3, 01B09,
09D09, 17K23, 11P02 e 29H23) no brago longo e um ponto no brago curto (21H01) e o
segundo em dois pontos (42H16 e 59C23). O clone 30J12, do scaffold 9, ndo pode ser
mapeado, pois apresentou marcacdo dispersa em todo complemento. No geral foi
observada conservacdo de colinearidade e congruéncia na posicdo dos BACs entre
cromossomos e scaffolds, sendo necessario reorientar os scaffolds 1, 2, 4 e 7 de modo
que 0 Mb correspondesse ao inicio do braco curto. Nao foi observada correlagdo entre

os tamanhos dos scaffolds e os tamanhos fisicos dos cromossomos (Figura 3).
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Tabela 1: Localizacéo fisica dos marcadores clones BACs de C. clementina nos
cromossomos de C. reticulata ‘Cravo’ em seus respectivos scaffolds

Cromossomo/ Tipo Clones Posicéo no Posicdo no n
Scaffold cromos- scaffold? Cromossomo
sémico
Cromossomo 1 Fu 24C13¢ 0,07 0,08°
Scaffold 3 BAC 1° 0,17 0,23+0,09 20
BAC 2¢ - 0,39+0,10 20
Cromossomo 2 D 21113 ¢ 0,15 0,12°
Scaffold 4* CCLO03F24 0,88 0,77+0,08 19
Cromossomo 3 C 28A07 ¢ 0,89 0,80°
Scaffold 8
Cromossomo 4 D CCER1032G18 0,08 0,15+0,06 20
Scaffold 2* CCL033D18 0,12 0,19+0,04 19
02C12¢ 0,20 0,19°
Cromossomo 6 D 28A05¢ 0,01 0,07°
Scaffold 1* CCER1032G14 0,28 0,25+0,03 19
Cromossomo 8 F CCL021H01 0,10 0,36+0,04 19
Scaffold 5 BAC 3° - 0,59+0,08 19
CCER1017K23 0,81 0,75+0,08 18
CCLO011P02 0,81 0,68+0,08 19
01B09¢ 0,91 0,82°
CCH3029H23 0,92 0,83+0,04 20
CCH3009D09 0,96 0,83+0,04 18
Cromossomo 9 F 59C23¢ 0,38 0,57
Scaffold 7* CCH3042H16 0,79 0,80+0,08 20

& Para permitir comparacdo entre as posicdes no cromossomo e no scaffold, foram
calculadas posi¢des relativas no scaffold, considerando a posicdo em Mb e o tamanho
total do scaffold e convencionando o inicio do braco curto como 0 Mb. Quando
necessario, o inicio e fim do scaffold foram invertidos (indicado por *)

®(Costa Silva et al.,2015)

°BACs provisoriamente sem identificacdo

YBACs de P. trifoliata (Moraes et al.; 2008)

n amostragem
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Chr.1 Scf.3 Chr.2 Chr.3 Sct.8 Chr.a Chr.5 Chr.6 Chr.7 Chr.8 Scf.5 Chr.9
24c13[m- -~~~ = B M) . .
£ 2113 - . | 32G18E - - - - - L 28A0 -———— 1
-7 ) 33018 -~~~ ] i 21HO = - - - - -
BAC 155~ 02C12/~ T = - - - - ] 1 e —
32G14= - - _ _
BAC 2=
- L] BAC 3 59C23pmm ~
— -7 11P02 - e
03F24 " 28A07fm=r —~ "~ 1 = 17K23ms) T~ azH16={" "~
01809k~~~
J 09D09/ |3~ _
29H23 N L
_‘ sct.a — sctf.2 scf.1 - i sct.7
== BACs de P frifoliata == Sitio de DNAr 455/CMA+
== BACs de C. clementina == Sitio de DNAr 58
== Sitio de DNAr 453 = CMA+/CsSat

Figura 3: Idiograma mostrando a correlacao entre scaffolds e cromossomos de Citrus reticulata ‘Cravo’ (modificado de Costa Silva et al., 2015),
ancorados por BACs de P. trifoliata (roxo, previamente mapeados) e C. clementina (em laranja)
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Discussao

Nesse trabalho, a utilizacdo de BACs no mapeamento citogenético e seu
sequenciamento parcial (sequéncias de terminais de BACs - BES) permitiu pela
primeira vez a integracdo da sequéncia do genoma de Citrus com seus Cromossomos, 0
que representa um avanco no conhecimento genémico do grupo. Atualmente ja se tem
disponivel as sequéncias gendémicas de varias espécies citricas, sendo o genoma de C.
clementina o que apresentou uma melhor qualidade de sequéncia (Wu et al., 2014). De
fato, a concordancia geral observada entre a posicao das sequéncias nos cromossomos e
nos scaffolds indica uma boa qualidade na montagem dos mesmos. A incongruéncia
encontrada quanto ao tamanho de alguns scaffolds e os respectivos cromossomos
(Figura 3) pode ser em parte explicada pela grande quantidade de heterocromatina
localizada principalmente nas regides terminais dos cromossomos, varidvel mesmo

entre espécies de tangerinas (Moraes et al., 2007b).

Estudos anteriores mostraram que as espécies de Citrus apresentam genomas
pequenos que variam aproximadamente de 360 Mb em C. reticulata a 400 Mb em C.
paradisi por genoma haploide (Dolezel et al., 1992; Ollitraut et al 2003). Essas espécies
apresentam cerca de 20% do genoma constituido por sequéncias repetidas em tandem
localizadas principalmente nas regides terminais dos cromossomos (Mendes et al.,
2011; Silva et al., 2015). A principal sequéncia apresenta um monémero de 181 pb e
rico em GC (>60%), denominado de CsSat, que forma grande parte dos blocos
heterocromaticos CMA™ presentes em espécies de Citrus e espécies de géneros
proximos (Fann et al., 2001; Barros e Silva et al., 2010). Além disso, as analises das
sequéncias gendmicas realizadas pelo Consorcio Internacional do Genoma de Citrus

tem demonstrado a partir das anotagdes que 45% do genoma dos citros sao sequéncias
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repetitivas, tais como retrotransposons LTR, que sdo em parte excluidas da montagem

do genoma (Wu et al., 2014).

No sequenciamento da laranja doce ‘Valencia’, Xu e colaboradores (2013)
utilizaram as sequéncias do DNAr 5S e 45S e de um DNA satélite de 107 pb presentes
na montagem do genoma para correlacionar quatro dos nove pseudocromossomos aos
cromossémicos da espécie. Os pseudocromossomos 1 (SWO1) e 8 (SWO8) que
apresentaram DNAr 45S na regido proximal foram considerados correspondentes aos
dois cromossomos tipo B. O pseudocromossomo 6 (SWO6), contendo a sequéncia do
DNAr 5S e 45S na regido distal, correspondeu a um cromossomo tipo D. Ja o
pseudocromossomo 7 (SWQO7), com sequéncias de DNA satélite abundantes em ambos
o0s terminais, correspondeu a um cromossomo tipo C. No entanto, a correlagéo entre 0s
pseudocromossomos de C. sinensis e C. clementina (Wu et al., 2014), juntamente com
os dados do presente trabalho, mostram que apenas a correspondéncia entre SWO6
(cromossomo 5) e um cromossomo D e entre SWO8 (cromossomo 3) e um cromossomo
B sdo compativeis com os dados de BAC-FISH. De fato, a correspondéncia entre 0s
scaffolds SWO6 e 6 de C. clementina, permite relacionar esses scaffolds ao
cromossomo 5 e o scaffold 9, por excluséo, ao cromossomo 7, embora tais resultados
necessitem de confirmacdo com sequéncias Unicas. O pseudocromossomo SWO7
corresponde ao cromossomo 2, do tipo D e ndo C em C. sinensis (Costa Silva et al.,
2015). O cromossomo 3 ¢é heteromdrfico em C. sinensis, formado por um B/45S e por
um C (Costa Silva et al., 2015). Provavelmente o duplo-haploide sequenciado
apresentou esse cromossomo como um B/45S (Xu et al., 2013). O cromossomo C em
homozigose do duplo-haploide, provavelmente corresponderia a0 pseudocromossomo

SWO4 (cromossomo 6), enquanto o segundo B em homozigose corresponderia ao
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SW69, ndo SWOL1 (cromossomo 7), uma vez que esses pares sdo provavelmente D/C e
D/B (derivado de um A), respectivamente, na laranja doce, considerando os tipos
cromossomicos de C. reticulata e C. maxima, seus parentais (Costa Silva, 2012). A
correspondéncia entre os demais cromossomos e scaffolds (ou pseudocromossomos) de

C. sinensis também foi estabelecida no presente trabalho (Tabela 2).

Tabela 2: Correlacdo dos cromossomos de Citrus com 0s respectivos scaffolds de C.

clementina e C. sinensis e tipos cromossdmicos

Cromossomos Scaffolds de Scaffolds de Tipo Tipo
Citrus clementina  Citrus sinensis® cromossémico de cromossomico

C. reticulata de C. sinensis

1 3 SWO5 FL

2 4 SWOQ7 D [C]®/D¢

3 8 Swos C (B/45S)",
C e B/45S°

4 2 SWO02 D

5 (6)° SWO06 D D/45SP

6 1 SWO04 D (DIC)

7 (9)¢ SWO09 D (D e B/45S)

8 5 SWO03 F

9 7 SWO1 F [B/45S]°
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& Baseado na correspondéncia com os scaffolds de C. clementina (Wu et al., 2014)
bXu et al. (2013)

¢ Costa Silva (2012)

9 Entre parénteses, correlacdes néo confirmadas por BAC-FISH

A integracdo entre os dados gendmicos e citogenéticos alcancada no presente
trabalho permitira avancar ainda mais no entendimento da origem e evolucéo de outros
acessos de citros, unindo os dados cromossdmicos (Mendes et al., 2011; Silva, 2012;

Silva et al., 2015) e genémicos (Wu et al., 2014) disponiveis no grupo.
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BAC 09D09

Figura Suplementar 1: FISH com BACs de C. clementina em cromossomos
metafasicos de C. reticulata. Em (a), (b) e (c), bandeamento CMA. Em (b), BACs
11P02 (vermelho) e 09D09 (amarelo). Em (d), BAC 29H23. Em (f) BAC 21HO01
Barraem (f) =5 um.

60



Mapeamento Citogenético em Citrus Mendes S.

Figura Suplementar 2: FISH com BACs de C. clementina em cromossomos
metafasicos de C. reticulata. Em (a), (c) e (e), bandeamento CMA. Em (b), BACs
32G18 (vermelho) e 33D18 (azul). Em (d), BAC 03F24; Em (f) BAC 30J12. Barra
em (f) =5 um.
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Manuscrito 2

VARIABILIDADE CARIOTIPICA DA LARANJA-AZEDA
(Citrus aurantium L.) E A ORIGEM DO SEU CARIOTIPO

HETEROMORFICO

Artigo a ser submetido a revista Tree Genetics & Genomes
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VARIABILIDADE CARIOTIPICA DA LARANJA-AZEDA (Citrus aurantium
L.) E A ORIGEM DO SEU CARIOTIPO HETEROMORFICO

Mendes S*, Guerra St, Soares Filho W S?, Guerra M, Pedrosa-Harand A*

'Laboratério de Citogenética e Evolucdo Vegetal- Universidade Federal de Pernambuco-
UFPE, Recife - PE, Brazil; 2Embrapa Cassava & Fruits, Cruz das Almas - BA, Brazil

Resumo

A laranja-azeda (Citrus aurantium L.) é uma das espécies de destaque na
citricultura mundial. Assim como a laranja-doce (Citrus sinensis Osbeck.), tem
origem a partir do cruzamento entre tangerinas e toranjas. Visando investigar a
origem e variabilidade de seu cari6tipo, nove cultivares de C. aurantium e uma
cultivar de Citrus natsudaidai Hayata, proximamente relacionada a C. aurantium,
foram analisados utilizando dupla coloragédo sequencial CMA e DAPI e FISH com
sondas de DNAr 5S/45S e BACs (cromossomos artificiais de bactérias)
marcadores. Os acessos de laranja azeda analisados apresentaram quatro formulas
cariotipicas distintas, mas seis entre nove acessos tiveram como formula 1A + 1B +
1C + 8D + 7F. Citrus natsudaidai apresentou formula 2A + 1C + 6D + 9F. Os
acessos ‘Standard’, ‘Sem espinho’, ‘Variegada’ e C. natsudaidai apresentaram trés
sitios de DNAr 45S em diferentes cromossomos. Os acessos ‘Sem espinho’ e

‘Variegada’ apresentaram dois sitios de DNAr 5S também em diferentes
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.cromossomos. A presenca de um cromossomo tipo A/45S e de um cromossomo
F/5S reforca que C. aurantium seria um hibrido derivado de C. maxima. J& um
cromossomo D/5S-45S da suporte a C. reticulata como segundo parental. No
entanto, varias alteragdes cromossdmicas, aconteceram ap0s 0 evento de
hibridacdo, que poderiam ser em parte explicadas por reducdo de blocos

heterocromaticos, em parte poderiam sugerir origem multipla para alguns acessos.
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Introducéo

A laranja-azeda (Citrus aurantium L.) apresenta grande importancia na

citricultura mundial, sendo produzida principalmente na Europa. Na medicina, é
destinada para tratar resfriados, febres, desordens hepaticas, problemas digestivos,
etc, sendo utilizada também na preparacdo de comidas, por pintores em
construgcOes, como aromatizante, e até em rituais espirituais (Wu et al., 2014).
Diferentes marcadores moleculares tém demonstrado que a laranja-azeda é

um hibrido originado a partir do cruzamento entre tangerinas (C. reticulata Blanco)
e toranjas (C. maxima (Burm.) Merril) (Moore, 2001; Garcia-Lor et al.,2013), 0 que
foi confirmado a partir do sequenciamento genémico total dessas trés espécies (Wu

etal., 2014).

As espécies do género Citrus apresentam cromossomos similares, pequenos
e numero bastante estavel (2n = 18), mas sdo amplamente varidveis quanto a
distribuicdo (quantidade e localizagdo) de blocos heterocrométicos. Nove tipos
cromossémicos foram reconhecidos por meio de bandeamento CMA/DAPI e estdo
presentes em diferentes quantidades nas espécies do género: A (trés bandas CMA™,
duas bandas terminais e uma proximal), B (duas bandas CMA*, uma banda terminal
e uma proximal), C (duas bandas CMA® terminais), D (uma banda CMA*
terminal), E (uma banda intersticial) F (sem bandas), F. (sem banda, sendo o maior
do complemento), G (duas bandas intersticiais) e H (uma banda CMA* proximal)
(Carvalho et al., 2005, Guerra, 2009). Os tipos A, B, C, E, G e H sdo menos
frequentes e, portanto, utilizados como cromossomos marcadores, enquanto que 0s

tipos D e F sdo 0s mais comuns estando sempre presentes nos caridtipos. Essa
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;:Iassifica(;éo permitiu distinguir as espécies verdadeiras, com cariltipos
homomorficos, daquelas hibridas as quais apresentam cari6tipos heteromoérficos no
que se diz respeito a localizagdo e numeros de bandas (Moraes et al 2007a; Guerra,
2009). Dentre os hibridos, a laranja-azeda apresentou formulas cariotipicas
heteromorficas e variaveis: 2A+1C+7D+8F (Guerra, 1993), 1B+2C+8D+7F (Befu
et al., 2002) e 1A+1B+1C+7D+8F (Cornélio et al., 2003; Yamamoto et al., 2007).
Uma vez que nem todos os acessos utilizados foram identificados, a extensdo da

variabilidade cariotipica apresentada pela espécie ndo pdde ser investigada.

Além do bandeamento cromossdomico CMA/DAPI, o ndmero e a
localizacdo dos sitios de DNAr 5S e 45S fornecem dados que proporcionam
marcadores cromossdmicos adicionais nas analises. A utilizacdo dessas técnicas em
conjunto, possibilitou definir subtipos cromossémicos caracteristicos de
determinadas espécies como o subtipo cromossémico D/5S-45S, presente nas
tangerinas, e o subtipo F/5S, caracteristico das toranjas (Moraes et al., 2007a e b).
A identificacdo de todos os cromossomos homdlogos e homeblogos, no entanto, s6
foi possivel com a introducdo na FISH com sondas genémicas de copia Unica em
vetores com grandes insertos (100-300 kb), tais como os cromossomos artificiais de
bactérias (BAC) (Mendes et al.,2010; Costa Silva et al., 2012). Em Citrus medica
L. (2B+ 8D + 8F), uma das espécies puras do grupo, 0s nove pares cromossomicos
foram identificados com marcadores da biblioteca de BAC de uma espécie
relacionada, Poncirus trifoliata. Além disso, a analise desse estudo em comparagao
com o mapeamento de P. trifoliata permitiu também propor 0s principais
mecanismos envolvidos na evolugdo cromossémica no grupo (Mendes et al., 2011).
Recentemente, Costa Silva (2012), analisou a possivel origem da laranja-doce a
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bartir de C. reticulata e C. maxima, baseando-se no reconhecimento com BACs
marcadores dos cromossomos homedlogos de seus possiveis parentais identificados
em trabalhos anteriores (Nicolosi et al., 2000; Moore 2001) e corroborados com
estudos gendmicos mais recentes (Wu et al., 2013; Xu et al., 2013). Embora no
geral compativel, os cromossomos tipo B de C. sinensis ndo foram conservados em
relacdo aos seus parentais, sugerindo modificacGes a partir de cromossomos tipo A

oriundos de C. maxima.

No presente trabalho, a suposta variabilidade intraespecifica em C.
aurantium foi reavaliada por meio da andlise dos padrdes de bandas CMA* e sitios
de DNAr 5S e 45S em nove acessos da espécie e em um acesso de Citrus
natsudaidai, incluida por Swingle como uma variante de C. aurantium (Swingle e
Reece, 1967). O cariotipo mais comum identificado para C. aurantium foi entdo
investigado com marcadores BAC cromossomo—especificos previamente utilizados

nos supostos parentais visando esclarecer o relacionamento entre esses cariotipos.

Material e métodos

Material vegetal

Sementes de diferentes cultivares de C. aurantium e de C. natsudaidai
foram obtidas do banco de germoplasma da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura
Tropical, (Cruz das Almas, Bahia, Brasil) e do Texas A & M University (College

Station, Texas, EUA), além de um acesso comercial (Tabela 1). Plantas jovens
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foram mantidas em jarros no Jardim Experimental do Departamento de Botanica da

UFPE.

Tabela 1: Acessos de C. aurantium e C. natsudaidai analisados, com suas

respectivas procedéncias

Espécie Cultivar Procedéncia

C aurantium Australiana Texas A&M University
Chinesa Texas A&M University
Comum CNPMF
Double calice CNPMF
Jacaranda CNPMF
Sem espinho CNPMF
Smooth flat Seville CNPMF
Standard Texas A&M University
Variegada Comercial

C. natsudaidai CNPMF

Preparacao das laminas

Meristemas radiculares foram pré-tratados com 8-hidroxiquinoleina 2 mM
por 24 h a 10 °C, fixados em etanol/acido acético (3:1, v/v) por 24 h a temperatura
ambiente e estocados no freezer a -20 °C para posterior anélise. Para preparacao
das laminas, as raizes foram lavadas com agua destilada e digeridas com uma

solucdo de celulase 2% (Onozuka) e pectinase 20% (Sigma) por 2 h a 37 °C.
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i:’osteriormente, 0s meristemas foram lavados com agua destilada e esmagados em
uma gota de &cido acético 45%. As laminas foram congeladas em nitrogénio
liquido para a remocéo das laminulas e entdo coradas com DAPI (2 g/ml): glicerol
(1:1, v/v) para selecdo das melhores preparaces. Em seguida, foram descoradas em
etanol:acido acético (3:1, v/v) por 30 min a temperatura ambiente e transferidas

para etanol absoluto por 1-24 h.

Dupla coloracdo com CMA e DAPI

Apds envelhecimento de trés dias, as laminas foram coradas com CMA (0,5
mg/ml) por 1 h, contracoradas com DAPI (1 pg/ml) por 30 min, montadas em meio
de montagem e guardadas por mais trés dias no escuro a temperatura ambiente. As
melhores células foram analisadas em microscépio de epifluorescencia Leica
DMLB e capturadas através do Software Leica QFISH, utilizando uma camera de
video Cohu-CCD. Em seguida, as laminas foram descoradas para serem

posteriormente utilizadas na hibridizag&o in situ.

Hibridizagéo in situ

As sondas D2 (fragmento de 500 pb do DNAr 5S de Lotus japonicus;
Pedrosa et al., 2002) e R2 (fragmento de 6,5 kb com unidade de repeti¢cdo do 18S-
5,8S-25S de Arabidopsis thaliana; Wanzenbdck et al., 1997) foram utilizadas para
localizagdo dos sitios de DNAr 5S e 45S, respectivamente. Adicionalmente, 0s

BACs 28A07, marcador do cromossomo 3, e 32G14, marcador do cromossomo 6,
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;‘oram utilizados como marcadores cromossomo-especificos em C. aurantium
‘Comum’. Esses BACs foram previamente mapeados em C. maxima e C.
reticulata, sendo um da biblioteca gendémica de Poncirus trifoliata (28A07) e um
BAC (32G14) da biblioteca de C. clementina hibridizado em C. reticulata (Costa
Silva et al., 2015; Mendes et al., em andamento). As sondas foram marcadas com
biotina-16-dUTP (Roche), Cy3-dUTP (GE) ou digoxigenina-11-dUTP (Roche) por
nick translation (Roche ou Invitrogen). A hibridizacdo das sondas de DNAr seguiu
0 protocolo de Jiang et al. (1995) com modifica¢des, enquanto os BACs foram
hibridizados segundo (Mendes et al., 2011) A mistura de hibridizagdo foi
constituida de 50% formamida (v/v), 10% sulfato de dextran (v/v), 2x SSC, e 2-5
ng/pL de sonda. O banho de estringéncia foi realizado a temperatura de 42 °C em
0,1x SSC. A sonda marcada com biotina foi detectada com anticorpo anti-biotina
produzido em camundongo (Dako) e os sinais amplificados com anticorpo contra
anticorpos de camundongo desenvolvido em coelho conjugado com TRITC
(Roche). Para a sonda marcada com digoxigenina, a deteccao foi realizada com o
anticorpo anti-digoxigenina-FITC de ovelha e a amplificacdo com anticorpo anti-
IgG de ovelha conjugado com FITC (Roche). As preparacdes foram coradas com
DAPI (2 g/mL) e montadas em Vectashield (Vector). As imagens das células foram

adquiridas como indicado anteriormente.
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Resultados

As cultivares analisadas apresentaram 18 cromossomos meta a
submetacéntricos e o padrdo de coloragdo CMA/DAPI permitiu realizar uma
melhor caracterizacdo dos cariétipos. Todo o complemento se mostrou
uniformemente corado com DAPI, exceto nas regibes onde se localizaram as
bandas CMA*/DAPI*. Estas foram identificadas preferencialmente na regido
terminal do braco longo dos cromossomos, caracterizando o tipo cromossémico D
como mais frequente. Os cromossomos tipo A e C foram observados em todos os
acessos, embora com heteromorfismo no tamanho das bandas (Fig. 1, 2 e 3). Em C.
aurantium, todos 0s acessos apresentaram cromossomos tipo A com a banda
proximal e uma das bandas terminais fracas, enquanto que em C. natsudaidai todas
mostraram a mesma intensidade (Fig. 2). Para o tipo cromossémico B, identificado
em sete dos acessos, a banda CMA* proximal foi sempre menor que a banda
terminal (Fig. 3). Em todos os cari6tipos foi observado um par F. (0 maior
cromossomo F, sem bandas ou com uma banda bem peguena no brago longo, Fig.
1a). Com base no padrdo de bandeamento, cinco férmulas cariotipicas (Figura 3),
contendo cinco tipos cromossdmicos distintos, foram identificadas: ‘Variegada', 1A
+ 1C + 7D + 9F; ‘Chinesa’ 1A + 1B + 2C + 6D + 8F; ‘Smooth Flat Seville’ com
2A + 1C + 8D + 7F; * Comum’, ‘Jacaranda’, ‘Standard’, ‘Sem espinho’, ‘Double
calice’ e ‘Australiana’ com 1A + 1B + 1C + 8D + 7F; e Citrus natsudaidai com
formula 2A + 1C + 6D + 9F (Fig. 3). A formula 1A + 1B + 1C + 8D + 7F foi a

mais comum para a espécie, sendo observada em seis dos nove acessos.
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A distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S foi analisada nas cultivares
‘Variegada’, ‘Sem espinho’, ‘Standard’ e em C. natsudaidai (Fig. 3). Os sitios de
DNAr 45S foram identificados em numero de trés e coincidiram com as bandas
CMA" localizadas nas regiGes proximais de cromossomos A e B ou nas regifes
terminais de cromossomos C ¢ D. Em ‘Variegada’ eles foram observados nos
cromossomos A, C e no maior par cromossémico D (Fig. 1 e 2). Enquanto que em
‘Sem espinho’ e ‘Standard’ foram mapeados nos mesmos cromossomos, A, B e
num par de D (Fig. 1-3). Em C. natsudaidai, dois sitios estavam nos cromossomos

A e outro num D (Fig. 2-3).

Os sitios de DNAr 5S foram mapeados apenas nas cultivares ‘Variegada’ e
‘Sem espinhos’. Esses sitios apresentaram variagdo quanto ao tipo cromossémico
nos quais estavam presentes. Em ‘Variegada’ eles foram identificados em posicao
subterminal em dois dos cromossomos portadores do DNAr 45S, C e D (Fig. 2-3).
Esse cromossomo D foi denominado D/5S-45S (ver Carvalho et al., 2005). Ja na
cultivar ‘Sem espinho’, um sitio foi localizado no cromossomo F e outro no tipo D

também portador do DNAr 45S (Fig. 1 e 3).

Visando entender a origem do cari6tipo mais frequente de C. aurantium L.,
foram utilizados dois BACs marcadores para os cromossomos 3 (28A07) e 6
(32G14) na variedade ‘Comum’. O BAC 28A07 apresentou marcagio adjacente A
banda CMA™ no brago longo do cromossomo A e de um D. J4& o BAC 32G14

marcou os bragos curtos em cromossomos tipo C e D.
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Discussao

Variabilidade no padrédo de bandeamento e sitios de DNAr

O uso combinado da dupla coloragdo com CMA/DAPI e mapeamento dos
sitios de DNAr 45S e 5S permitiu realizar a caracterizacdo citogenética de nove
acessos de C. aurantium L.. Seis tipos cromossémicos (A, B, C, D, F e F.) foram
identificados compondo quatro diferentes formulas cariotipicas. A maioria dos
acessos (seis de um total de nove) apresentou 0 mMesmo conjunto
(1A+1B+1C+8D+7F) descrito anteriormente por Cornélio et al., (2003) e diferiu
apenas no numero de cromossomos D e F quando comparado com a férmula

cariotipica (LA+1B+1C+7D+8F) proposta por Yamamoto et al., (2007).

Para C. natsudaidai, uma pequena contradicdo com o caridtipo descrito na
literatura por Yamamoto et al., (2005) foi encontrada. Esses autores reportaram
uma férmula que corresponderia, usando a nomenclatura proposta por Carvalho et
al.,, 2015, a 1A+2C+7D+8F, enquanto que no presente trabalho foi encontrado
2A+1C+6D+9F. Essa diferenca pode ser devido ao ndo uso do DAPI como contra-
corante, levando a um menor contraste das bandas CMA™, onde um cromossomo
tipo A com a banda proximal fracamente corada tivesse sido erroneamente
reconhecido como um cromossomo tipo C. Contudo, a existéncia de um
polimorfismo intraespecifico, como observado para C. aurantium, ndo pode ser

descartado.
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Recentemente, Barros e Silva et al. (2010) demonstraram que 0s blocos
CMA", exceto os que correspondem ao DNAr 45S, apresentam, em sua maioria, a
mesma constitui¢do, sendo compostos por sequéncias de DNA satélite, denominado
CsSat. A distribuicdo desse DNA satélite, e consequentemente dos tipos
cromossémicos, variou entre acessos, sugerindo expansdo e contracdo no numero
de repeticfes desse DNA satélite. Esse aumento ou diminui¢do pode estar
relacionado a atuacdo da recombinacgdo ectdpica, mediados ou ndo pelas unidades
de repetigdo presentes em diferentes cromossomos. Uma vez que a sintenia entre as
espécies basicas tem sido mantida (Mendes et al., 2011; Costa Silva, 2012; Costa
Silva et al., 2015), rearranjos estruturais provavelmente ndo estdo envolvidos, e a
expansdo e a contracdo de sequéncias de CsSat foram propostos para explicar as
diferengas na quantidade dos diferentes tipos cromossémicos encontrados entre as
espécies puras do género. E possivel que esse mesmo mecanismo também explique
a diferenca observada entre os tipos cromossdmicos da laranja-doce e seus
parentais, C. maxima e C. reticulata (Costa Silva, 2012). Uma vez que na laranja-
azeda foram observadas diferencas entre cultivares da mesma espécie, isso
significaria que as mudancgas nos blocos heterocromaticos seriam mais rapidas e
frequentes que as mudancas associadas a especiacdo das espécies puras do género
ou ao surgimento da laranja doce, que manteve seu cariétipo inalterado em todas as

variedades analisadas (Pedrosa et al., 2000).

A localizagdo do DNA ribossomal mostrou uma conservagdo numérica dos
sitios entre todos os espécimes analisados. Para o 45S, dois dos trés loci
identificados estavam presentes em cromossomos tipo A (A/45S) e D, independente
da férmula cariotipica encontrada no acesso. Nesse mesmo cromossomo D também
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;‘oi identificado um sitio de DNAr 5S (D/5S-45S) nos dois acessos analisados
(‘Variegada’ e ‘Sem espinho’), ambos com féormula cariotipica distinta. Essa
distribuicdo de DNAr em cromossomos tipo D foi anteriormente relatada para
outras espécies hibridas do género (Pedrosa et al., 2000; Carvalho et al., 2005;
Moraes et al., 207b), tendo sido herdado a partir do cromossomo 5 de C. reticulata
(Costa Silva et al., 2015). O 5S também foi identificado em um cromossomo tipo F
(F/5S) de ‘Sem espinho’, cultivar que apresentou a formula cariotipica
frequentemente encontrada em C. aurantium, mostrando também que ele pode estar
presente em todos os acessos de laranja-azeda com mesma férmula cariotipica. De
fato, esse cromossomo tipo F (F/5S) € o homedlogo em C. maxima do D/5S-45S, e
é esperado nos hibridos que se originaram a partir dessa espécie, tais como C.
sinensis (Pedrosa et al., 2000), C. paradisi ¢ no tangelo ‘Orlando’ (Moraes et al.,

2007) e C. aurantium.

A identificacdo de um cromossomo C/5S-45S na cultivar Variegada se mostra
como um dado novo para Citrus e levanta a hipdtese de que podem existir outras
espécies puras no género Citrus ou em géneros proximamente relacionados que
poderiam ter participado da formacdo de hibridos com C. aurantium. De fato, esse
mesmo tipo cromossdmico foi recentemente detectado em Fortunela obovata
(Barros-e-Silva et al., 2013), intimamente relacionada as espécies de Citrus
(Garcia-Lor et al.,2013a), 0 que mostra que ele pode estar bem representado em

outros grupos menos estudados.
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A origem dos cariétipos de C. aurantium e C. natsudaidai

Comparando as quatro formulas cariotipicas encontradas nos nove acessos de
C. aurantium, com aquelas dos seus supostos parentais (C. maxima e C. reticulata),
foi observada a presenca de cromossomos A, tipo cromossémico ausente em varios
espécies citricas (Cornélio et al., 2003; Yamamoto e Tominaga, 2003; Carvalho et
al., 2005) mas presente em C. maxima (4A+2C+4D+8F) e em outros supostos
hibridos envolvendo esta espécie (Moraes et al., 2007) (Fig.3). A ocorréncia de
cromossomos A também na amostra investigada de C. natsudaidai fornece um
novo indicio de que essas duas espécies sejam de fato proximamente relacionadas,
como proposto por Swingle (Swingle e Reece, 1967). Nesse caso, parece provavel
que C. natsudaidai seja mais um dos numerosos hibridos de C. maxima com

alguma das outras espécies de citros.

A presenca dos cromossomos D/5S-45S e F/5S na cultivar ‘Sem espinho’
também reforca a relacdo de parentesco entre C. aurantium com C. reticulata e C.
maxima, embora esse padrdo precise ser confirmado em outras cultivares de
laranja-azeda. Os dados cariotipicos concordam, portanto, com a conclusdo de
varios autores usando dados bioquimicos e moleculares de que C. aurantium seria
um hibrido derivado de C. maxima e C. reticulata (Moore, 2001). Recentemente,
Garcia-Lor e colaboradores (2013) realizaram um estudo filogenético que se baseou
numa analise de 42 marcadores SNPs identificados em 27 genes nucleares e
corroboraram os dados anteriores que C. aurantium € um hibrido natural
interespecifico entre C. reticulata e C. maxima. Além disso, o sequenciamento do
genoma de C. aurantium ‘Seville’ e a analise comparativa com outros oito genomas

indicam que a laranja-azeda é um hibrido F1 do cruzamento dessas duas espécies.
77



Mapeamento Citogenético em Citrus Mendes S.

A FISH com BACs marcadores em C. aurantium ‘Comum’ permitiu
identificar a origem dos cromossomos marcadores (A, B e C) da espécie a partir da
comparagdo com 0s cromossomos de seus parentais C. reticulata e C. maxima (Fig.
3). A marcagdo do BAC 28A07 nos tipos cromossomicos A e D em C. aurantium
demonstra que o cromossomo tipo A é o cromossomo 3, o qual foi herdado de C.
maxima (Costa Silva, 2012). Ja em C. reticulata esse mesmo BAC hibridizou em
cromossomo tipo C, diferente do observado em C. aurantium ‘Comum’. No
entanto, o cromossomo C de C. aurantium ndo corresponde ao cromossomo 3 e é
na verdade originario do cromossomo 6 de C. maxima, também um C, como
mostrou 0 BAC 32G14 (Fig. 5). Esse resultado sugere possivelmente uma reducéo
da banda CMA" fraca do brago curto do cromossomo 3 herdado de C. reticulata,
dando origem a um cromossomo tipo D em C. aurantium ‘Comum’. Em ‘Chinesa’,
dois cromossomos C foram observados, ndo estando claro se um deles seria o
cromossomo 3 tipo C original. No entanto, essa cultivar apresenta um ndmero
diferente de Ds e Fs em relacdo ao esperado, indicando ao menos outras alteracdes
em relacdo aos parentais. Ja os dois cromossomos tipo A presente em ‘Smooth flat
Seville’ (2A + 1C + 8D + 7F) poderiam ser os cromossomos 3 e 7 originais, sem a
mudanc¢a do cromossomo 7 de A para B como observado na maioria dos demais
acessos. No entanto, mesmo nesse acesso, apenas um cromossomo tipo C, ndo dois,

sdo observados (Fig. 3).

Desse modo, fica evidente que em ambos os hibridos ja estudados, laranja-
doce e laranja azeda (Costa Silva, 2012 e presente trabalho) a formacéo do hibrido
esta associada a mudanga na distribuicdo da heterocromatina. Como C. aurantium
‘Seville’ é um hibrido F1 mantido de forma assexuada (Garcia-Lor et al., 2013),
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;assas mudancas podem estar associadas diretamente ao evento de hibridacdo. No
caso de C. aurantium, as mudancas afetaram cromossomos de ambos 0s parentais,
mas também envolveram os cromossomos 3 e 7, 0S mais variaveis entre as espécies
basicas analisadas (Costa Silva et al., 2011; Mendes et al., 2011; Costa Silva et al.,

2015).
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Figura 1. Padrdo de bandeamento CMA" e distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e
45S em Citrus aurantium. A-B: ‘Australiana’. C-D: ‘Double calice’. E: ‘Comum’.
F: ‘Sem espinho’. G: ‘Jacarandd’. Fotografias mostram metafases com
bandeamento CMA", cromossomos corados com DAPI, sitios de DNAr 5S em
vermelho e DNAr 45S em verde. Letras mailsculas indicam o0s tipos
cromossémicos. Cabeca de seta e setas indicam um gap no DAPI e pequenos blocos
CMA" terminal em um dos cromossomos F., respectivamente. Detalhes em F
mostram bandas CMA" de cromossomos tipo A, B, C, F e FL. Barra em G

corresponde a 10 pum.
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i:igura 2. Padrdo de bandeamento CMA™ e distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e
45S em Citrus aurantium e C. natsudaidai. A-B: ‘Standard’. C-D: ‘Chinesa’. E:
Citrus natsudaidai. F: ‘Variegada’. G: ‘Smooth flat Seville’. Fotografias mostram
metafases com bandeamento CMA®, cromossomos corados com DAPI, sitios de
DNAr 5S em vermelho e DNAr 45S em verde. Letras mailsculas indicam os tipos
cromossomicos. Setas indicam pequenos blocos CMA™ terminal em um dos
cromossomos Fi. Detalhes em B mostram bandas CMA de cromossomos tipo A,
B, D, em E mostra o tipo Ae D e em F, os tipos A, C e D. Barraem G corresponde

a 10 pum.
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i:igura 3. Representacdo esquematica da distribuicdo cromossémica das bandas
CMA",(amarelo) dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) e dos BACs
marcadores (laranja) nos cromossomos dos acessos de C. aurantium e C.
natsudaidai analisados em comparacdo aos caridtipos das espécies parentais C.
reticulata (modificado de Costa Silva et al., 2015) e C. maxima (modificado de
Costa Silva, 2012). A féormula cariotipica de ‘Comum’ ¢ a mesma das variedades
‘Jacaranda’, ‘Standard’, ‘Sem espinho’, ‘Double Calice’ e ‘Australiana’, porém a
posi¢ao dos sitios de DNAr 458 s6 foi confirmada para ‘Sem espinho’ e ‘Standard’
e do DNAr 5S para ‘Sem espinho’. Quadrados indicam mudanca confirmadas
(linhas continuas) ou sugeridas (linhas tracejadas) no bloco CMA* ou no tipo
cromossomico em relacdo aos parentais. A localizagio do BAC 32G14 no

cromossomo 6 foi confirmada em C. reticulata, mas ndo em C. maxima.
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Figura 4. Hibridizagdo dos BACs cromossomo-especificos em C. aurantium

‘Comum’ em comparagdo aos tipos cromossdmicos revelados pelos blocos CMA™.
Em A e C, padrdo de bandeamento CMA™*. Em B e D, marcacdo dos BACs 17K23
e 28A07 respectivamente. Barra em F corresponde a 10pum.
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CONCLUSOES
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CONCLUSOES

1. Os clones BACs sdo uma ferramenta bastante Gtil na integracdo de mapas
citogenéticos e sequéncias gendmicas, como demonstrado em C. reticulata.

2. A integracdo dos dados citogenéticos com os dados genémicos
demonstraram uma congruéncia na montagem dos genomas das espécies
citricas, particularmente o da espécie C. clementina, aqui investigado.

3. O bandeamento CMA/DAPI e a FISH com sondas de DNAr 5S e 45
demonstraram uma grande variabilidade cariotipica nos nove acessos de C.
aurantium e em C. natsudaidai, possivelmente resultantes de reducbes dos
blocos heterocromaéticos formados por sequéncias CsSat.

4. A presenca de um cromossomo tipo A/45S e um tipo F/5S confirmam a
origem de C. aurantium a partir de C. maxima. J& o cromossomo tipo D/5S-
45S confirma a participacdo de C. reticulata na origem desse hibrido.

5. A FISH com BACs marcadores em Citrus aurantium ‘Comum’ permitiu
inferir a origem dos cromossomos marcadores da espécie a partir da
comparagdo com 0s Cromossomos previamente mapeados de seus parentais
C. reticulata e C. maxima. O cromossomo 7 seria um tipo A, enquanto o B é
0 cromossomo 3 e 0 C, 0 cromossomo 6.

6. Todos os acessos de C. aurantium revelaram diferencas na distribuicdo da
heterocromatina em relacdo ao esperado a partir de um cruzamento dos seus
parentais, sugerindo alteragdes cromossémicas ap6s a hibridizacao.

7. Embora a hipotese de contragdo/expansdo de sequéncias repetitivas seja a
mais provavel para explicar as diferencas entre o hibrido e seus parentais,
ndo podemos descartar as hipoteses da presenca de eventos eventuais de
reproducdo sexuada entre hibridos, ou de sua origem multipla envolvendo
eventualmente outras espécies, particularmente no caso de C. aurantium
‘Variegada’.
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For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of
your artwork — photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art
will then be produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail.
The published work will directly reflect the quality of the artwork provided.
Electronic Figure Submission

- Supply all figures electronically.

- Indicate what graphics program was used to create the artwork.
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- For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please
use TIFF format. MS Office files are also acceptable.

- Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the
files.

- Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
Line Art

- Definition: Black and white graphic with no shading.

- Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and
lettering within the figures are legible at final size.

- All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

- Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have
a minimum resolution of 1200 dpi.

- Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the
files.

Halftone Art

- Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
- If any magnification is used in the photographs, indicate this by using
scale bars within the figures themselves.

- Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

- Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones

containing line drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

- Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

- Color art is free of charge for online publication.

- If black and white will be shown in the print version, make sure that the
main information will still be visible. Many colors are not distinguishable from
one another when converted to black and white. A simple way to check this is
to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

- If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in

the captions.

- Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

- To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

- Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork,
usually about 2-3 mm (8-12 pt).

- Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do
not use 8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

- Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

- Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

- All figures are to be numbered using Arabic numerals.

- Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
- Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).
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- If an appendix appears in your article and it contains one or more

figures, continue the consecutive numbering of the main text. Do not number
the appendix figures, "Al, A2, A3, etc.” Figures in online appendices
(Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

- Each figure should have a concise caption describing accurately what

the figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not

in the figure file.

- Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the

figure number, also in bold type.

- No punctuation is to be included after the number, nor is any

punctuation to be placed at the end of the caption.

- Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use

boxes, circles, etc., as coordinate points in graphs.

- Identify previously published material by giving the original source in

the form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

- When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

- For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174

mm wide and not higher than 234 mm.

- For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122

mm wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please
be aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that
Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive
these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that

- All figures have descriptive captions (blind users could then use a textto-

speech software or a text-to-Braille hardware)

- Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying

information (color-blind users would then be able to distinguish the visual
elements)

- Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and
other supplementary files to be published online along with an article or a book
chapter. This feature can add dimension to the author's article, as certain
information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission
- Supply all supplementary material in standard file formats.
- Please include in each file the following information: article title,
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journal name, author names; affiliation and e-mail address of the corresponding
author.

- To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized

files may require very long download times and that some users may
experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

- Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

- Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable
for long-term viability.

- A collection of figures may also be combined in a PDF file.
Spreadsheets

- Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data
IS intended.

- If the readers should be encouraged to make their own calculations,
spreadsheets should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats

- Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb
(Mathematica notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

- It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

- If supplying any supplementary material, the text must make specific
mention of the material as a citation, similar to that of figures and tables.
- Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as
shown in the animation (Online Resource 3)", ... additional data are given in
Online Resource 4”.

- Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.
Captions

- For each supplementary material, please supply a concise caption
describing the content of the file.

Processing of supplementary files

- Electronic supplementary material will be published as received from
the author without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

- The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary

material

- Video files do not contain anything that flashes more than three times

per second (so that users prone to seizures caused by such effects are not put at

risk) After acceptance Upon acceptance of your article you will receive a link to the
special Author Query Application at Springer’s web page where you can sign the
Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to order
OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.
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Once the Author Query Application has been completed, your article will be
processed and you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer provides an alternative publishing option: Springer Open
Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular
subscription-based article, but in addition is made available publicly through
Springer’s online platform SpringerLink. We regret that Springer Open Choice
cannot be ordered for published articles.

- Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant
the Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the
widest possible protection and dissemination of information under copyright laws.
Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains
with the author. In opting for open access, they agree to the Springer Open Choice
Licence.

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print
version, authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed
without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an
Erratum, which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version,
the paper can also be cited by issue and page numbers.

Integrity of research and reporting

Ethical standards

Manuscripts submitted for publication must contain a declaration that the
experiments comply with the current laws of the country in which they were
performed. Please include this note in a separate section before the reference list.
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given. This note should be added in a separate section before the reference list.
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