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RESUMO 

 

Vinte e cinco BACs de uma biblioteca genômica de Poncirus trifoliata (2n = 18, 

4B+8D+4F+2FL), previamente mapeados nesta espécie, foram hibridizados in situ para 

construir o primeiro mapa citogenético comparativo para uma espécie de citros, a cidra 

(Citrus medica L., 2n = 18, 2B+8D+6F+2FL). Esta foi escolhida, pois é considerada 

uma das seis espécies verdadeiras do gênero e teria originado alguns dos principais 

híbridos de importância econômica. Dentre os BACs utilizados, 14 apresentaram sinal 

único, quatro dos quais apresentaram marcação no único par cromossômico do tipo B 

(cr. 3), sendo dois no braço curto (14A12 e 32D14) e dois no braço longo (28A07 e 

27P09). Esses BACs hibridizaram em braços opostos em um cromossomo tipo B de P. 

trifoliata. Seis BACs hibridizaram em cromossomos tipo D: 21L13 (cr. 2), 02C12, 

20C13 (cr. 4), 24E07, 55B01 e 59C23 (cr. 9). Destes, apenas a posição e o tipo 

cromossômico de 02C12 e 20C13 coincidem com sua localização em P. trifoliata. Os 

BACs 20C12 e 28A05 (cr. 6) apresentaram marcação em cromossomo tipo F em cidra e 

D em P. trifoliata. Diferentemente, os BACs 01B09 (cr. 8) e 24C13 (cr. 1) marcaram 

cromossomos do tipo F e FL respectivamente, em ambas as espécies. Sete BACs 

apresentaram marcação dispersa e quatro não mostraram sinal em cidra, embora tenham 

apresentado sinal único em P. trifoliata. Os resultados obtidos por meio das análises de 

homeologia sugerem que amplificações e desamplificações de sequências repetitivas 

que compõem os blocos CMA+ sejam os principais responsáveis pela diferenciação 

cromossômica entre esses dois gêneros altamente sintênicos. 

 

 

 
Palavras-chave: BAC, Homeologia, FISH, Citrus medica, Poncirus trifoliata 



 

 

ABSTRACT 

 

 
Twenty five BAC clones from a genomic library of Poncirus trifoliata (2n = 18, 

4B+8D+4F+2FL), previously mapped in this species, were used as probes for 

fluorescent in situ hybridization in order to construct a comparative cytogenetic map of 

citron (Citrus medica L., 2n = 18, 2B+8D+6F+2FL), the first one for a Citrus species. 

Citron was chosen because it is one of the six considered true species of the genus and it 

is thought to have originated some of the most economically important hybrids. 

Fourteen BACs gave unique signals. Among them, four mapped on the B chromosome 

pair (chr. 1), two were located on the short chromosome arm (14A12 and 32D14) and 

two on the long arm (28A07 and 27P09). Although these BAC clones also mapped to a 

B chromosome in P. trifoliata, they hybridized to the opposite chromosome arms in the 

latter species. BAC clones 21L13 (chr. 2), 02C12, 20C13 (chr. 3), 24E07, 55B01 and 

59C23 (chr. 7) hybridized to D chromosomes. Among these clones, only 02C12 showed 

the same localization and labeled the same chromosome type in P. trifoliata. BAC 

clones 20C12 and 28A05 (chr. 4) hybridized to F chromosomes in citron and D in 

Poncirus. Only BACs 01B09 (chr. 8) and 24C13 (chr. 9) hybridized to F and FL 

chromosomes, respectively, in both species. Seven BACs showed a dispersed 

hybridization signal and four other BACs did not hybridize in citron, although they 

presented unique signals in P. trifoliata. Analyses of homoeology suggest that 

amplifications and deletions of repetitive DNA sequences that constitute the CMA+ 

blocks are the main cause for the chromosome differences observed between these two 

highly syntenic genera. 

 

 

 
Key words: BAC, Homoeology, FISH, Citrus medica, Poncirus trifoliata 
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1. Apresentação 

 

Citrus é um dos gêneros economicamente mais importantes para a fruticultura 

mundial, sendo as laranjas, os limões, as tangerinas e os pomelos as culturas de maior 

destaque. No entanto, os estudos taxonômicos desse gênero são bastantes controversos 

devido à dificuldade de delimitação de suas espécies (Nicolosi, 2007). Esta 

complexidade é resultante da fraca barreira reprodutiva entre seus representantes, 

permitindo a formação de híbridos interespecíficos, associada com a frequente 

poliembrionia nucelar, assim como seu longo histórico de cultivo e seleção de mutantes 

somáticos (Moore, 2001). 

Citogeneticamente, as espécies de Citrus (2n = 18) são caracterizadas por 

apresentarem cromossomos pequenos (1 a 3,5 µm) e morfologicamente similares 

(submetacêntricos e metacêntricos) (Guerra et al., 2000). Porém, o número e posição 

dos blocos CMA+ permitiram reconhecer os principais tipos cromossômicos: A, com 

duas bandas terminais e uma proximal; B, com uma banda terminal e outra proximal; C, 

com bandas terminais; D, com uma banda terminal; e F, sem bandas (Carvalho et al., 

2005). A caracterização cariotípica deste gênero tem sido refinada pela localização de 

sequências de DNAr 5S e 45S utilizando a técnica de hibridização in situ fluorescente 

(FISH). 

Os resultados citogenéticos obtidos, assim como os estudos taxonômicos, 

bioquímicos e moleculares, indicam que a cidra (Citrus medica L. – 2B+8D+6F+2FL), a 

toranja (C. maxima Burm. – 4A+2C+4D+8F) e quatro tangerinas (C. reticulata, C. 

deliciosa, C. reshi e C. sunki.) são as espécies básicas do gênero (Barret e Rhodes, 

1976; Moore, 2001; Moraes et al., 2007a). Essas também são denominadas puras ou 

verdadeiras e possuem cariótipos homomórficos, enquanto que os demais representantes 

são híbridos e apresentam cariótipos heteromórficos. 

Apesar desses avanços, entretanto, até recentemente os estudos citogenéticos 

realizados no gênero Citrus e em gêneros correlacionados, não possibilitavam a 

identificação cromossômica individual e, portanto, estudos de homeologia envolvendo 

esses gêneros não eram possíveis. Recentemente, foi estabelecido um mapa citogenético 

para Poncirus trifoliata (L.) Raf. (4B+8D+4F+2FL), espécie proximamente relacionada 

ao gênero Citrus, utilizando FISH de BACs (Cromossomos Artificiais de Bactéria). 

Essa abordagem permitiu reconhecer seus nove pares cromossômicos (Moraes et al., 
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2008) e disponibilizou marcadores cromossômicos para a realização de estudos sobre 

homeologias e evolução cromossômica dentro dos citros. 

Dessa maneira, o presente trabalho, teve como objetivo estabelecer um mapa 

citogenético comparativo para um espécie de citros utilizando BACs oriundos de uma 

biblioteca genômica de P. trifoliata em cidra, bem como elucidar homeologias 

cromossômicas existentes entre as duas espécies, de forma a contribuir para a 

compreensão da evolução cromossômica do grupo. 
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2.1. Citogenética Vegetal 

 

 
Os primeiros estudos citogenéticos de plantas estavam restritos à determinação 

do número e da morfologia cromossômica com o uso de colorações convencionais 

(revisado por Guerra, 2000). Entretanto, nas espécies de vegetais com cromossomos 

semelhantes em tamanho e morfologia, estas análises convencionais eram limitadas. 

Como a caracterização do conjunto cromossômico de uma espécie é essencial para a 

pesquisa citogenética, novas técnicas visando contornar essas limitações foram 

desenvolvidas. A introdução das técnicas de bandeamento cromossômico ocorreu por 

volta de 1970 e possibilitou a exploração de novos enfoques na caracterização 

cromossômica pela coloração diferencial de determinadas regiões. Baseando-se no 

padrão de distribuição das bandas foi possível identificar os pares de homólogos 

(Schwarzacher et al., 1980). 

 

 

 

2.1.2. Bandeamento 

 

 
As técnicas de bandeamento cromossômico são valiosas na diferenciação 

cariotípica e expandem de forma significativa as análises citogenéticas. Casperson et al. 

(1968), por exemplo, realizaram um estudo pioneiro com o desenvolvimento do 

bandeamento Q (quinacrina), o qual revela bandas nas regiões cromoméricas. Esses 

autores conseguiram identificar os 23 cromossomos humanos (revisado por Darlington  

e La Cour, 1976). Essa técnica, bem como a técnica de bandeamento G, na qual as 

regiões que condensam mais cedo são mais fortemente coradas, são importantes nos 

estudos de citogenética humana para detectar pequenas variações cromossômicas. Uma 

técnica de bandeamento inverso ao bandeamento G é o bandeamento R, que cora as 

regiões intercromoméricas. Essas técnicas de coloração diferencial permitiram ampliar 

as análises de caracterização e evolução cariotípica em diversas espécies (Friebe et al., 

1996) 

Dentre vários tipos de bandeamento pode-se destacar o bandeamento C descrito 

por Vosa (1985). Esta técnica é amplamente empregada na citogenética vegetal e se 

caracteriza por revelar blocos de heterocromatina constitutiva que permanecem 

condensados durante todo o ciclo celular e se distribuem preferencialmente nas regiões 

terminais e/ou proximais dos cromossomos (Guerra, 2000; Summer, 2003). A análise 
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do padrão das bandas C tem sido utilizada para a caracterização dos cromossomos 

homólogos, assim como nas análises cariotípicas de muitas espécies vegetais. Um 

exemplo disso foi realizado em triticale, híbrido resultante do cruzamento entre trigo e 

centeio, no qual a análise com bandeamento C permitiu a identificação dos 

cromossomos das espécies parentais devido à variação na distribuição dos blocos de 

heterocromatina (Seal e Bennett, 1982). Várias outras espécies também tiveram seus 

cromossomos caracterizados utilizando esta técnica de bandeamento (Aguiar-Perecin, 

1985; Ortolani et al., 2007). Guerra (1985), por exemplo, sugeriu a separação dos 

gêneros Dictammus e Ruta em tribos distintas, após detectar divergências no padrão de 

bandas C, bem como outras características citológicas. Buitendijk e Ramanna (1996) 

utilizaram a técnica de bandeamento C para caracterizar o cariótipo de oito espécies 

brasileiras e chilenas do gênero Alstroemeria, todas com 2n = 16. Nesta análise foi 

observado um número variável de grandes bandas intercalares e teloméricas nas 

espécies chilenas, enquanto nas espécies brasileiras apenas blocos pequenos foram 

observados, indicando que os genomas dos dois grupos evoluíram diferentemente. 

No entanto, o bandeamento C apresenta limitações importantes, uma delas 

relacionada à conservação da morfologia cromossômica, pois atua fortemente nos 

cromossomos levando a perda de DNA e proteínas, principalmente nas regiões 

eucromáticas (Summer, 2003). 

 

 

 

2.1.2. Bandeamento com fluorocromos 

 

 
Como as regiões de heterocromatina são úteis na caracterização de cariótipos, 

muitas técnicas nas últimas décadas têm sido aprimoradas para a visualização desta 

fração dos genomas. Os estudos citogenéticos passaram a incorporar o uso de 

fluorocromos, que são corantes que apresentam propriedades fluorescentes base- 

específicos que permitem caracterizar sequências repetitivas pela proporção de pares de 

bases GC (guanina/citosina) e AT (adenina/timina). O uso de fluorocromos tem 

permitido distinguir alguns tipos de heterocromatina em plantas (Schweizer, 1976). 

Dentre os fluorocromos que apresentam afinidade pelas bases AT se destacam o DAPI 

(4‟, 6-diamidino-2-fenilindol), o Hoechst 33258 e a quinacrina, enquanto que a 

cromomicina A3 (CMA) e a mitramicina apresentam afinidade por regiões ricas em GC 

(Schweizer e Ambros, 1994; Sumner, 2003). Dos fluorocromos citados acima, os mais 
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largamente utilizados em citogenética de plantas são o CMA e o DAPI, principalmente 

na forma de dupla coloração. Existem várias vantagens em usar esse tipo de 

bandeamento com fluorocromos em relação ao bandeamento C, dentre essas se 

destacam a possibilidade de se conservar a morfologia e estrutura cromossômica, o uso 

relativamente mais rápido e altamente reproduzível, além de permitir uma análise da 

fração heterocromática de forma mais detalhada em virtude da coloração diferencial de 

cada fluorocromo (Guerra, 1993). 

O uso em conjunto dos dois fluorocromos CMA/DAPI tem permitido comparar 

cariótipos e esclarecer relações evolutivas em vários gêneros vegetais (Roser, 1994, 

1995; Moraes et al., 2007a,b). Hizume et al. (1989), por exemplo, conseguiram 

caracterizar e identificar todos os cromossomos de Pinus densiflora e P. thunbergii. 

Outro exemplo da contribuição valiosa do uso do bandeamento CMA/DAPI foi o estudo 

realizado por Guerra et al. (2000), sobre o padrão de bandeamento em espécies da 

subfamília Aurantioideae. Nesse trabalho, os autores encontraram que as espécies 

Murraya paniculata e Murraya koenigii apresentavam padrões de bandas CMA muito 

diferentes, levando-os a sugerir, portanto, a inclusão da última espécie no gênero 

Bergera, dentro da subtribo Clauseninae, enquanto que Murraya paniculata seria 

classificada junto com o gênero Merrillia, dentro da subtribo Merrilliinae. 

 

 

 

2.1.3. Hibridização in situ 

 

 
A técnica de hibridização in situ (HIS) foi desenvolvida por Gall e Pardue 

(1969) e a sua aplicação significou grandes avanços nos estudos citogenéticos (Jiang e 

Gill, 2006). Essa técnica consiste no pareamento de segmentos de DNA/RNA (sonda ou 

sequência repórter) com um segmento de nucleotídeos complementar (DNA-alvo) 

dentro da célula, permitindo, se presente, verificar sua exata localização. Para a 

detecção da sonda na preparação é necessário que esta sequência esteja marcada para 

sua identificação. Inicialmente, essa marcação era feita com moléculas radioativas, mas 

recentemente tem sido empregado com muito mais frequência fluorocromos, sendo, 

portanto, denominada de hibridização in situ fluorescente (FISH). Vários tipos de 

sequências podem ser utilizadas como sonda em uma FISH, sendo as sequências 

repetitivas em tandem, tais como o DNAr 5S e 45S, sequências centroméricas e 

teloméricas, as mais utilizadas. Além dessas, as sequências repetitivas dispersas e as de 
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cópia única ou de poucas cópias também podem ser empregadas. A utilização dessa 

última fração como sonda somente foi possível devido ao aprimoramento da técnica de 

FISH, fato que permitiu a detecção de segmentos de tamanho pequeno (Guerra, 2004). 

Nos últimos anos, vários trabalhos citogenéticos em plantas vêm utilizando a 

técnica de FISH com diferentes enfoques (Jacobs et al., 2000; Pedrosa et al., 2006; 

Souza et al., 2009). Carvalho e Guerra (2002), por exemplo, sugeriram uma forte 

estabilidade cariotípica nos 34 acessos analisados no gênero Manihot. Esses autores 

detectaram em todos os acessos a presença de quatro cromossomos com uma banda 

CMA+ na região subterminal e seis sítios de DNAr 45S revelados por FISH, sendo 

quatro desses sítios co-localizados com os blocos CMA+. 

Em seu trabalho, Melo e Guerra. (2003) realizaram um estudo citotaxonômico 

em 20 espécies silvestres e cultivadas de Passiflora com números básicos secundários x 

= 6, x = 9, x =10 e x = 12. Esses autores sugeriram a partir da variabilidade no número 

de sítios 5S e 45S que as espécies com x = 6 representam o genoma ancestral para o 

gênero e que as espécies com x = 9, 10 e 12 apresentam origem tetraplóide com 

disploidia reducional bem como silenciamento de alguns sítios, principalmente os de 

5S. 

Vaio et al. (2005) estudaram a origem de alotetraplóides no gênero Paspalum 

(Poaceae) utilizando a técnica de FISH com sondas de DNAr 5S e 45S e observaram 

que os sítios 5S eram conservados quanto ao número e à localização, ao contrário do 

encontrado para os sítios 45S. A localização deste último permitiu sugerir a origem dos 

materiais analisados, resultados que foram confirmados com estudos de filogenia 

baseados em DNA cloroplastidial. 

Outro avanço nos estudos citogenéticos foi a introdução do uso de vetores com 

capacidade de clonar grandes insertos para contornar a limitação da técnica em detectar 

segmentos pequenos. Dentre vários vetores utilizados destacam-se os clones BACs 

(Cromossomos Artificiais de Bactérias), os quais permitem clonar insertos variando 

100-350 kb e são altamente estáveis (Jackson et al., 1999). A técnica FISH utilizando 

esses clones BACs tem se estabelecido como uma ferramenta bastante útil na 

identificação individual dos pares cromossômicos e tem sido largamente utilizada em 

estudos citogenéticos de várias espécies de plantas (Jiang et al., 1995; Dong et al.,  

2000; Cheng et al., 2001; Zhang et al., 2004). 
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2.1.4. Bibliotecas genômicas e mapeamento físico 

 

 
A construção de bibliotecas genômicas de grandes insertos é indispensável para 

a análise estrutural do genoma, além de se configurar como uma fonte de sequências 

para o mapeamento cromossômico (Hasterok et al., 2006). Vários vetores podem ser 

utilizados para a clonagem de grandes insertos, tais como os BACs, YACs 

(Cromossomo Artificial de Levedura) e PACs (Cromossomo Artificial derivado de P1) 

(De Jong et al., 1999). Dentre esses, os vetores BACs são os mais utilizados por serem 

mais estáveis (Jackson et al., 1999). Atualmente, bibliotecas genômicas de BACs de 

várias espécies vegetais têm sido construídas (Song et al., 2000; Kim et al., 2002; Terol 

et al., 2008). Essas bibliotecas são indispensáveis para o mapeamento físico, o qual 

representa as distâncias em pares de bases de determinadas sequências de DNA (Guerra, 

2004). Dentre várias alternativas utilizadas para construção de mapas físicos, a 

utilização da FISH para localização de sequências de DNA ao longo dos cromossomos 

se configura como uma abordagem eficaz. A introdução de clones BAC nessas 

abordagens tem permitido a localização de sequência de DNA de cópias únicas em 

diversas espécies (Jiang e Gill, 2006). Essa metodologia permitiu realizar o  

mapeamento de várias espécies vegetais, tais como: Oryza sativa (Cheng et al., 2001), 

Lotus japonicus (Pedrosa et al., 2002), Brassica oleracea L. (Howell et al., 2002), 

Poncirus trifoliata (Moraes et al., 2008) entre outras. Kim et al. (2002), por exemplo, 

conseguiram identificar os dez pares cromossômicos de Sorghum bicolor (L.) Moench 

com a utilização de 22 clones BACs em FISH. 

 

 

 

2.1.5. Citogenética molecular comparativa 

 

 
A incorporação de técnicas de biologia molecular ampliou consideravelmente as 

análises citogenéticas, principalmente no que diz respeito aos estudos de evolução 

cromossômica e genômica comparativa tanto em animais quanto em vegetais (Jackson 

et al., 2000; Yang et al., 2000; Wimmer et al., 2002; Iovene et al., 2008). Uma 

estratégia muito utilizada em análises comparativas é o uso de BACs heterólogos que 

possuem sequências conservadas entre espécies proximamente relacionadas. 

Atualmente, sondas cromossomo-específicas para várias espécies, tanto animais quanto 

vegetais, têm sido disponibilizadas. Nos estudos de mamíferos e outros vertebrados, 
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tem-se realizado análises comparativas com a técnica de ZOO-FISH, a qual utiliza 

sequências de DNA de uma espécie para pintar cromossomos de outras espécies. Essa 

variação da FISH permite, de forma mais refinada, a confirmação das interpretações de 

homeologias a partir de comparações de padrões de bandas G e R, revelando muitos 

rearranjos cromossômicos que levaram a reorganização nos genomas de diferentes 

espécies (Richard et al., 1996; Volleth et al., 2002; Hass et al., 2008). Sem dúvida, a 

maior contribuição desta técnica para as análises citogenéticas foi a possibilidade de 

detectar blocos de segmentos homeólogos. Esse enfoque tem permitido a compreensão, 

por exemplo, da evolução de espécies dentro do gênero Akodon (Silva e Yonenaga- 

Yassuda, 1998a). 

Em plantas, o aumento no número de mapas cromossômicos resultou, 

consequentemente, em um aumento significativo de marcadores que ficaram disponíveis 

para os estudos comparativos de espécies filogeneticamente relacionadas, 

possibilitando, dessa forma, além de uma análise cariotípica mais detalhada, 

contribuições para a elucidação de eventos de evolução cromossômica (Pedrosa et al., 

2002; Mandakova e Lysak, 2008; Iovene et al., 2008; Tang et al., 2008). Dentre vários 

exemplos do uso de BACs junto com a técnica de FISH em estudos comparativos, as 

análises nos gêneros Arabidopsis e Brassica são sem dúvida referenciais em plantas. 

Esses estudos têm sugerido inúmeras interrupções de colinearidade e sintenia entre  

esses gêneros, e também a presença de duplicações dentro das espécies de Brassica 

(Jackson et al., 2000; Mandakova and Lysak, 2008). 

 

 
2.2. O gênero Citrus 

 

2.2.1. Origem e distribuição geográfica 

 

 
Com exceção dos pomelos (Citrus paradisi Macf), que tiveram sua origem 

recente no novo mundo, todas as outras espécies do gênero Citrus tiveram sua origem 

atribuída a uma extensa região do Sudeste da Ásia, incluindo o leste da Índia, norte do 

Myanmar e sudeste da China (Moore, 2001). Os primeiros relatos da influência dos 

citros foram datados em 800 a.C. nas culturas chinesa e indiana. A cidra foi a precursora 

dos citros no Ocidente e foi descrita pelos macedônios na Pérsia como a “maçã das ilhas 

Medes”, pois apresentava boa aparência, além de resistência a patógenos, sendo, 

portanto, ideal para viagens prolongadas (Koller, 1994; Moore, 2001). A introdução de 

várias espécies de Citrus como a laranja-azeda (Citrus aurantium L.), a laranja-doce [C. 
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sinensis (L.) Osb.] e os limões na Europa e África se deu por volta de 1150 d.C. e 

significou um avanço considerável nas áreas de plantio (Scora, 1975). 

Na América, as grandes navegações exploradoras foram as responsáveis pela 

introdução de várias espécies de citros (Moore, 2001). No Brasil, os citros foram 

introduzidos em meados do século XVI com as primeiras expedições colonizadoras. 

Atualmente, os citros são cultivados em diversas partes do mundo por serem bem 

adaptados a diferentes condições climáticas, principalmente, nas regiões tropicais e 

subtropicais (Moreira e Moreira, 1991; Gmitter, 1995). 

 

 
2.2.2. Importância econômica 

 

 
O gênero Citrus engloba frutíferas de grande importância mundial, destacando- 

se, principalmente, nas regiões tropicais e subtropicais (Gmitter, 1995). As espécies de 

maior interesse sócio-econômico são principalmente as laranjas-doce e as tangerinas, 

seguidas dos limões e pomelos. Além da utilidade de seus frutos na alimentação 

humana, tanto in natura como industrializados, as plantas cítricas também são fontes de 

óleos essenciais e pectina, além disso, se extraem óleos das folhas para cosméticos e o 

bagaço é usado na preparação de ração (Koller, 1994). 

O Brasil deteve em 2007 uma posição de destaque na citricultura mundial, 

produzindo um número expressivo de mais de 18 milhões toneladas de frutos se 

destacando, portanto, como o maior produtor do mundo seguido pelos países Estados 

Unidos, México, Índia e China (FAOSTAT, 2007). No Brasil, as regiões de maior 

produção estão nos estados de São Paulo, com um total de 79% de toda produção de 

laranja no país, Minas Gerais, Bahia, Sergipe e Rio Grande do Sul (Zanon et al., 2008). 

Visando melhorar as variedades com características favoráveis ao cultivo, muito 

tem se investido nos últimos anos com programas de melhoramento genético nos citros 

(Calixto et al, 2004). 

 

 

 

2.2.3. Taxonomia do gênero Citrus 

 

 
O gênero Citrus apresenta uma taxonomia bastante complexa em função de 

vários fatores, destacando-se, principalmente, sua biologia reprodutiva. A presença da 
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poliembrionia nucelar, que é a formação de vários embriões a partir da nucela (tecido 

materno diplóide), permite a estabilidade genética com formação de híbridos 

apomíticos. Outros fatores como fracas barreiras reprodutivas entre o gênero Citrus e 

gêneros próximos, que permitem o estabelecimento de híbridos interespecíficos férteis, 

além de uma longa história de cultivo, podem contribuir de forma significativa para a 

dificuldade na delimitação das espécies dentro do gênero (Barret e Rhodes, 1976). 

Os dois principais sistemas de classificação taxonômica utilizados são bastante 

controversos quanto ao número de espécies reconhecidas. O primeiro sistema, proposto 

por Walter T. Swingle (1943) indicou apenas 16 espécies distribuídas em dois 

subgêneros: Papeda, constituído por seis espécies primitivas e sem valor comercial, e 

Citrus, com 10 espécies todas de importância econômica. Posteriormente, o taxonomista 

Tyôzaburô Tanaka (1954) propôs o segundo sistema, o qual ampliou o número de 

espécies para 162, e estas foram divididas em dois subgêneros, Archicitrus e Metacitrus 

(revisados por Swingle e Reece, 1967). A principal diferença entre esses dois sistemas 

está relacionada com a classificação das tangerinas: o primeiro sistema as classificou 

como C. reticulata, enquanto que o segundo as separou em 36 espécies independentes. 

A falta de um consenso quanto ao número de espécies observada entre esses dois 

sistemas reflete a alta complexidade do gênero. Vários outros autores se empenharam na 

tentativa de esclarecer esse problema. Barret e Rhodes, (1976), por exemplo, baseando- 

se em análises filogenéticas de dados bioquímicos e morfológicos de 146 acessos, 

concluíram a presença de apenas três espécies verdadeiras ou puras no gênero Citrus, 

sendo as demais híbridas. Asíns et al. (1998), sugeriram 198 cultivares de Citrus a partir 

de estudos isoenzimáticos, porém, com dois grupos principais, um formado pelas 

laranjas e tangerinas e outro que inclui as limas, limões, a cidra e o pomelo. 

No geral, esses estudos, juntamente com análises citogenéticas, propõem  apenas 

C. medica (cidra), C. grandis (toranja) e quatro tangerinas (C. deliciosa, C. reticulata, 

C. reshni e C. sunki) como espécies biológicas ou puras (Moore, 2001; Carvalho et al., 

2005; Moraes et al., 2007a,b). As outras espécies, tais como as laranjas e limões, são 

derivadas de cruzamentos, não só dessas espécies puras, mas também de cruzamentos 

entre essas e os híbridos formados (Moore, 2001). Muitos outros estudos têm sido 

realizados com o objetivo de compreender essa problemática e contribuir para os 

estudos taxonômicos e evolutivos do grupo (Federici et al., 1998; Nicolosi et al., 2000). 
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2.2.4. Citogenética do gênero Citrus 

 

 
Strasburguer (1907) e Osawa (1912) foram os responsáveis pelos primeiros 

estudos cromossômicos do gênero Citrus, os quais sugeriram o número cromossômico 

haplóide n = 8 (citado por Krug, 1943). Frost (1925) reportou pela primeira vez n = 9 

como o número cromossômico haplóide em meiócitos de laranja doce e pomelo. Essa 

divergência é explicada pelas limitações das técnicas da época, bem como pelas 

características cromossômicas do gênero. Mais recentemente, Guerra et al. (1997) 

analisaram 51 acessos de 20 espécies de citros, incluindo Poncirus trifoliata e sete 

híbridos interespecíficos. Estes autores encontraram somente 2n = 18, sem detectar 

variação cromossômica numérica, apenas diferenças em relação ao número e posição 

das constrições secundárias entre os acessos analisados. 

As espécies de Citrus são todas diplóides, apresentando número cromossômico 

constante 2n = 18, exceto o limão Tahiti (Citrus latifolia Tan., 2n = 3x = 27) e outros 

poliplóides que ocorrem ocasionalmente no gênero (Araújo e Roque, 2005). A 

poliploidia pode ocorrer naturalmente devido, principalmente, à formação de gametas 

não-reduzidos, duplicação do complemento cromossômico em células somáticas ou 

ainda pela indução de cruzamentos entre diplóides divergentes e tetraplóides (Lee, 

1988). A forma triplóide, que é obtida a partir de fusão de um gameta diplóide com um 

gameta haplóide, bem como por outras técnicas, se configura como a forma de maior 

interesse no melhoramento dos Citrus, pois permite a formação de frutos sem sementes 

(Krug, 1943; Latado et al., 2007). 

 

 

 

2.2.5. Bandeamento Cromossômico e FISH em Citrus 

 

 
O fato dos cromossomos de Citrus serem pequenos (1 a 3,5 µm) e 

morfologicamente similares (Guerra et al., 1997) dificultou as análises com coloração 

convencional. Com a introdução das técnicas de bandeamento, as análises 

cromossômicas tornaram-se mais confiáveis e permitiram um melhor detalhamento 

cariotípico das espécies dentro do gênero. 

Análises baseadas em bandeamento C no gênero Citrus, por exemplo, 

demonstraram a presença de numerosos blocos heterocromáticos, principalmente nas 

regiões terminais e proximais dos cromossomos (Guerra, 1985). Como esta técnica pode 
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afetar a morfologia do cromossomo, bem como estar sujeita a variações no padrão de 

bandas entre metáfases de uma mesma lâmina, os estudos citogenéticos passaram a 

incorporar o bandeamento com os fluorocromos CMA/DAPI, o qual, além de ser mais 

prático e conservar a morfologia cromossômica, revelou um padrão que frequentemente 

se correlaciona às bandas C e se mostrou altamente reproduzível (Guerra, 1993). 

O bandeamento com os fluorocromos CMA e DAPI permitiu distinguir os 

cromossomos quanto ao número e posições de blocos heterocromáticos, estabelecendo 

os seguintes tipos cromossômicos: A (duas bandas terminais e uma proximal), B 

(bandas proximal e terminal), C (duas bandas terminais), D (uma banda terminal), E 

(uma banda intersticial), F (sem bandas), FL (cromossomo F grande), G (bandas 

subterminal e uma terminal) e H (uma banda proximal). Os tipos cromossômicos D, F e 

FL são os mais comuns, enquanto os tipos A, B, C, E, G e H são mais raros, não sendo 

encontrados em todos os acessos e, quando presentes, estão em pequeno número 

(Cornélio et al., 2003; Yamamoto e Tominaga, 2003; Carvalho et al., 2005). Miranda et 

al. (1997a), analisaram espécies dos gêneros Citrus, Poncirus e Fortunella quanto ao 

padrão de distribuição das bandas CMA+ e detectaram que os tipos cromossômicos 

citados acima não eram exclusivos do gênero Citrus, sendo, portanto, comuns entre os 

dois primeiros gêneros citados e mais divergente nos acessos de Fortunella. Esse tipo  

de análise permitiu demonstrar o alto polimorfismo cromossômico presente nas espécies 

cítricas, descrever citogeneticamente diversos acessos e demonstrar a origem híbrida da 

maioria dos materiais devido aos heteromorfirmos observados entre os homólogos 

(Carvalho et al., 2005; Moraes et al., 2007b). 

A FISH com as sondas DNAr 5S e 45S aliadas ao bandeamento CMA/DAPI 

adicionou mais oito tipos cromossômicos e possibilitou a diferenciação de vários 

acessos dentro do gênero Citrus, bem como de gêneros próximos, contribuindo, dessa 

forma, para a compreensão das relações evolutivas (Miranda et al., 1997b; Roose et al., 

1998; Carvalho at al., 2005, Brasileiro-Vidal et al., 2007). Em 1996, Matsuyama e 

colaboradores estudaram C. sinensis com sondas de DNAr 26S e DNA telomérico 

mostrando que os sítios de DNAr nessa espécie é co-localizado com blocos de DNA 

repetitivo que compõem as bandas CMA+. Posteriormente, Pedrosa et al. (2000) 

demonstraram que os sítios de DNAr 5S e 45S em diferentes variedades de C. sinensis 

são constantes, bem como as bandas CMA+. 

Análises de distribuição dos sítios 5S e 45S, aliadas à coloração CMA/DAPI, 

reforçaram a condição homomórfica das espécies consideradas verdadeiras e 

confirmaram a origem híbrida para aquelas espécies que apresentaram uma condição 
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heteromórfica sendo, portanto, consideradas híbridos intra- ou intergenéricos (Carvalho 

et al., 2005, Yamamoto e Tominaga, 2003; Moraes et al., 2007a,b). Moraes et al. 

(2007b) analisaram seis acessos de pomelos e, ao contrário do que se esperava, 

encontraram variações intraespecíficas quanto ao padrão de bandas e distribuição de 

sítios de DNAr 5S e 45S. 

Outros dez acessos do grupo lima-limão-cidra-pomelo foram também analisados 

quanto ao padrão de bandas CMA/DAPI e localização dos sítios de DNAr 5S e 45S 

(Carvalho et al., 2005). As análises mostraram que a limas e limões são heterozigóticos 

para todos os sítios de DNAr e que a cidra, C. medica, é provavelmente um dos 

parentais dos outros acessos analisados. 

Uma limitação da técnica de bandeamento CMA/DAPI, mesmo quando aliada à 

FISH com sondas de DNAr 5S e 45S, é a impossibilidade da identificação de todos os 

pares cromossômicos dentro do gênero Citrus. Para contornar esse problema, os 

avanços na biologia molecular com a introdução de vetores com capacidade de clonar 

grandes insertos, principalmente os BACs, foram fundamentais. Moraes et al. (2008) 

conseguiram identificar todos os pares cromossômicos de P. trifoliata pelo uso de uma 

biblioteca BAC. Esses marcadores serão fontes valiosas para identificação 

cromossômica de outras espécies de citros, bem como possibilitarão inferir homeologias 

e contribuir para a elucidação da evolução cromossômica nesse grupo. 
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Resumo 

O gênero Citrus é conhecido por sua grande importância econômica e complexa 

taxonomia. Apenas seis espécies de Citrus são consideradas verdadeiras, dentre elas 

C.medica L., a cidra. Estudos anteriores baseados no bandeamento CMA/DAPI 

demonstraram que a cidra apresenta cariótipo homomórfico, formado por quatro tipos 

cromossômicos distintos. No presente trabalho, com base no padrão de blocos CMA+ e 

na hibridização de 25 BACs oriundos de uma biblioteca genômica de P. trifoliata (L.) 

Raf., espécie proximamente relacionada ao gênero Citrus, foi possível identificar 

individualmente cada par cromossômico e, desta forma, construir um mapa citogenético 

comparativo para C. medica. Os dados obtidos demonstraram um alto grau de 

conservação de sequências entre estes gêneros, permitindo a hibridização de BACs 

heterólogos e a determinação das homeologias cromossômicas. Além disso, foi possível 

visualizar alterações na posição de alguns BACs em relação às bandas CMA+. Uma vez 

que nenhuma quebra de sintenia foi detectada entre as espécies, eventos de 

amplificação/desamplificação de sequências de DNA repetitivo parecem ser os 

principais responsáveis pela evolução cromossômica desde a separação desses dois 

gêneros. 

 
Palavras-chave: BAC, FISH, Citrus, Poncirus, mapeamento, homeologia cromossômica 
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Introdução 

 

 

O gênero Citrus se destaca mundialmente por apresentar muitas espécies com 

grande importância econômica, sendo as laranjas [Citrus sinensis (L.) Osbeck], os 

limões [Citrus limon (L.) Burm. F)], as tangerinas [C. deliciosa Ten. e C. reticulata 

Blanco] (Webber 1967; Moreira e Moreira 1991; Spiegel-Roy e Goldschmidt 1996) e os 

pomelos (Citrus paradisi Macfad) as espécies de maior destaque. Seus representantes 

também são reconhecidos pelas dificuldades de delimitação taxonômica ocasionadas 

principalmente pelas fracas barreiras reprodutivas e pela poliembrionia nucelar, 

associadas à longa história de cultivo. Isso se reflete nos dois principais sistemas de 

classificação, os quais diferem amplamente quanto ao número de espécies reconhecidas 

(revisados por Swingle e Reece 1967). 

Os estudos citogenéticos realizados em Citrus e gêneros relacionados têm se 

mostrado bastante informativos para a caracterização das espécies, contribuindo para 

elucidar suas relações taxonômicas (Guerra et al. 2000; Cornélio et al. 2003; Carvalho 

et al. 2005; Brasileiro-Vidal et al. 2007; Moraes et al. 2007a, b). Isso porque, embora o 

grupo apresente caracteristicamente uma alta estabilidade no número (2n = 2x = 18) e 

morfologia dos cromossomos (predominantemente metacêntricos com 1– 3,5 µm) 

(Guerra et al. 1997), uma grande variabilidade quanto à quantidade e localização de 

blocos heterocromáticos tem sido observada por bandeamento cromossômico entre as 

espécies de Citrus e gêneros relacionados (Guerra et al. 1997, 2000; Yamamoto e 

Tominaga, 2003; Moraes et al. 2007a,b). Nesse grupo, os blocos heterocromáticos são 

todos ricos em CG, apresentando-se fortemente corados com o fluorocromo 

cromomicina A3 (CMA) e geralmente negativos com o corante DAPI, que identifica 

bandas ricas em AT. A coloração CMA/DAPI permitiu agrupar os cromossomos em 

oito tipos: A (duas bandas terminais e uma proximal), B (bandas proximal e terminal),  

C (duas bandas terminais), D (uma banda terminal), E (uma banda intersticial), F (sem 

bandas), FL (cromossomo F grande) e G (bandas terminal e subterminal no braço longo) 

(Carvalho et al. 2005). Esses tipos cromossômicos foram bastante úteis, por exemplo, 

para detectar heteromorfismo nos pares cromossômicos da maioria das espécies, 
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confirmando a origem híbrida das mesmas (Moore 2001, Guerra 2009). Por outro lado, 

Moraes et al. (2007a), utilizando bandeamento CMA/DAPI e FISH com DNAr 5S e 

45S, sugeriram a inclusão de outras três espécies de tangerinas dentro do grupo das 

espécies consideradas biologicamente verdadeiras. Isso porque, além da cidra (Citrus 

medica L.) e toranja (C. maxima Burm), dois grupos de tangerinas [C. reshni Hort. ex 

Tan. e C. sunki (Hayata) Hort. ex Tan.; C. deliciosa Ten. e C. reticulata Blanco] 

apresentam cariótipos homomórficos, sendo esse um importante indício de que essas 

são espécies verdadeiras ou puras que, através de cruzamentos entre elas e entre 

espécies de gêneros próximos, originaram as demais, consideradas híbridas (Guerra 

1993; Carvalho et al. 2005, Yamamoto e Tominaga 2003; Moraes et al. 2007a). 

Contudo, apesar de todas essas abordagens, não foi possível reconhecer todos os pares 

cromossômicos nas diferentes espécies de Citrus. 

A introdução da técnica de FISH com sondas de BAC (cromossomos artificiais 

de bactérias) tem ampliado o número de marcadores citogenéticos utilizados para a 

identificação dos cromossomos em várias culturas de plantas como batata (Dong et al. 

2000), arroz (Cheng et al. 2001), sorgo (Kim et al. 2005) e algodão (Wang et al. 2008), 

bem como tem possibilitado comparar diferentes genomas em um enfoque evolutivo 

(Jiang e Gill 2006; Mandáková e Lysak, 2008). Recentemente, Moraes et al. (2008) 

construíram um mapa citogenético para Poncirus trifoliata (L.) Raf. (2n = 2x = 18, 4B+ 

8D+4F+2FL), uma espécie próxima ao gênero Citrus. Os autores mapearam 13 BACs de 

uma biblioteca genômica de P. trifoliata que, juntamente com a localização do DNAr e 

a coloração CMA/DAPI, permitiram identificar os nove pares cromossômicos e mapear 

o gene de resistência ao vírus da tristeza dos citros (CTV). 

No presente trabalho, utilizamos os BACs mapeados de P. trifoliata para a 

construção do primeiro mapa citogenético de uma espécie do gênero Cítrus, a espécie 

verdadeira C. medica (2n=2x=18, 2B+8D+6F+2FL). Desta forma, foi possível também 

reconhecer as homeologias entre os cromossomos dessas duas espécies e demonstrar a 

conservação de sintenia entre os dois genomas, apesar das diferenças na distribuição dos 

blocos heterocromáticos entre esses cariótipos. 
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Materiais e Métodos 

 

 

Material Vegetal 

 

Sementes de Citrus medica var. Etrog foram obtidas do Banco de Germoplasma da 

EMBRAPA Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia, Brasil. 

 

 
Preparação cromossômica e coloração CMA/DAPI 

 

Pontas de raízes obtidas da germinação das sementes foram utilizadas para preparações 

citológicas. As raízes foram pré-tratadas em 8-hidroxiquiloneína (0,002 M) por 20 h a 

10 °C, fixadas em etanol absoluto : ácido acético glacial (3:1, v/v) por 2 h e estocadas a 

-20 °C. A preparação e a seleção das lâminas, bem como a coloração CMA/DAPI foram 

realizadas segundo Moraes et al. (2007b). As melhores metáfases foram fotografadas 

em microscópio de epifluorescência Leica com câmera Cohu CCD usando o software 

QFISH (Leica). As lâminas foram descoradas novamente e estocadas a -20 °C. 

 

 

 

Hibridização in situ fluorescente 

 

25 BACs selecionados da biblioteca genômica de Poncirus trifoliata (L.) Raf. (Yang et 

al. 2001) e previamente mapeados na espécie (Moraes et al. 2008 e A. P. Moraes, dados 

não publicados) e o clone D2 de Lotus japonicus, para a localização do DNAr 5S 

(Pedrosa et al. 2002), foram utilizados como sondas. Todos foram marcados por nick 

translation (Invitrogen e Roche) usando Cy3-dUTP (GE). O procedimento e as 

condições da FISH seguiram basicamente o descrito por Jiang et al. (1995) com 

pequenas modificações e estringência de 73%, conforme descrito por Silva et al (em 

preparação). Quando necessário foi utilizado DNA bloqueador (fração Cot-1 do DNA 

genômico de P. trifoliata) preparado de acordo com Zwick et al. (1997). Todas as 

preparações foram contra coradas com DAPI (2 µg/ml) em Vectashield (Vetor). As 
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imagens foram capturadas como descrito anteriormente e nos casos de re-hibridização 

da mesma lâminas, as mesmas foram descoradas como descrito acima. 

 

 

 

Medições cromossômicas 

 

 
O tamanho cromossômico relativo e a razão entre braços foram calculados baseados em 

cinco metáfases mitóticas usando ferramenta do Adobe Photoshop, programa também 

usado para o processamento final das imagens. O tamanho dos braços foi medido a 

partir das imagens sobrepostas CMA e DAPI, enquanto o tamanho dos blocos CMA+ 

foram baseados apenas na imagem do CMA. Para estabelecer a posição relativa de cada 

clone BAC ao longo dos cromossomos, foram selecionados 15 sinais de hibridização e 

as medições do telômero mais distante ao sinal e deste ao telômero mais próximo foram 

realizadas com o software Image Tool 3,0. Os cromossomos foram numerados de 

acordo com a nomenclatura estabelecida para P. trifoliata por Silva et al. (em 

preparação). 

 

 

 
Resultados 

 

Sondas preparadas a partir de 25 BACs, além da sequência de DNAr 5S, foram 

hibridizadas em cromossomos metafásicos de cidra, identificando oito dos nove pares 

cromossômicos (Tabela 1). Os resultados da coloração CMA/DAPI mostrou ser o 

genoma de cidra bastante homomórfico, coincidindo com dados descritos anteriormente 

por Carvalho et al. (2005) e Yamamoto et al. (2007). Além disso, também foi observada 

a presença de um par de D com a banda CMA+ subterminal (Carvalho et al., 2005; 

Guerra, 2009) (Fig. 1e). 

Sete dos 25 BACs hibridizados (06I11, 02G12, 25H02, 36A15, 06C13, 19F02 e 

20A12) apresentaram sinais dispersos em todo complemento cromossômico, apesar do 

uso do DNA bloqueador, e outros quatro BACs (31F02, 91C01, 95B01 e 95D01) não 
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apresentaram sinal em cidra. Quatorze BACs apresentaram sinal único e puderam ser 

mapeados (Tabela 2). Desses, quatro marcaram o único par cromossômico tipo B 

(cromossomo 3), sendo dois praticamente co-localizados no braço longo na região 

adjacentes à banda CMA+ (27P09 e 28A07; Fig.1 b) e dois co-localizados na região 

terminal do braço curto (14A12 e 32D14; Fig. 1d). Seis BACs e a sequência de DNAr 

5S identificaram os quatro pares distintos de cromossomos tipo D da espécie, o que foi 

confirmado pela hibridização de todos os BACs consecutivamente em uma mesma 

lâmina (Fig. 1f). O BAC 21L13 apresentou marcação co-localizada com a região da 

banda CMA+ no braço longo do cromossomo 2. Já os BACs 02C12 e 20C13 mostraram 

marcação no mesmo par cromossômico (cr. 4), sendo o primeiro na região intersticial  

do braço curto e o segundo co-localizado à banda CMA+ do braço oposto. Um terceiro 

par cromossômico do tipo D, denominado cromossomo 5, foi identificado pela presença 

do sítio de DNAr 5S, intersticial no braço curto. Os BACs 24E07, 55B01 e 59C23 

fazem parte da região do gene de resistência ao CTV, característica presente em P. 

trifoliata. Esses BACs foram co-localizados no braço longo do cromossomo 9 na região 

intesticial (Fig. 1h). 

Dois dos três pares de F em cidra foram identificados com os seguintes 

marcadores: 20C12 e 28A05, co-localizados na região terminal do cromossomo 6 (Fig. 

2b) e o BAC 01B09 na região terminal do cromossomo 8 (Fig. 2d). Já o cromossomo 

tipo FL, além de ser identificado por sua morfologia, por ser o maior do complemento 

cromossômico, também pode ser identificado pelo BAC 24C13, que marcou a região 

subterminal do braço curto (Fig. 2f). Para um par cromossômico do tipo F (cr. 7) 

nenhum marcador estava disponível. 

 

 

 

Discussão 

 

No presente trabalho, a utilização da FISH de BACs permitiu a identificação de 

sete pares cromossômicos em cidra. Quando associada ao uso do DNAr 5S e à dupla 

coloração CMA/DAPI, os nove pares cromossômicos da espécie podem ser 

identificados, confirmando-a como uma espécie homomórfica (Carvalho et al. 2005; 

Yamamoto et al. 2007). A FISH com BACs tem se estabelecido como uma ferramenta 

bastante útil na identificação cromossômica, bem como em análises comparativas, e tem 

sido largamente utilizada em estudos citogenéticos de várias espécies de plantas (Jiang 
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et al. 1995; Zhang et al. 2004; Dong et al. 2000; Cheng et al. 2001; Islam- Faridi et al. 

2002; Kim et al. 2005; Moraes et al. 2008; Iovene et al. 2008; Pedrosa et al. 2009). 

Dos 25 BACs usados neste trabalho, sete (02G12, 06C13, 06I11, 19F02, 20A12, 

25H02 e 36A15) apresentaram padrão de hibridização disperso em cidra ao contrário do 

observado em Poncirus, na qual apresentaram sinal único em cromossomos tipos B 

(06I11, 25H02), D (06C13, 20A12) e F (02G12, 19F02, 36A15) (Moraes et al.2008 e 

A. P. Moraes dados não publicados). Isso sugere que esses BACs contêm sequências de 

DNA em seus insertos que foram amplificadas em Citrus em relação a Poncirus. O 

genoma de todas as plantas apresenta, além de sequências repetitivas em tandem, uma 

grande fração de DNA repetitivo disperso em todo o complemento. Essas duas frações 

podem chegar a corresponder, em alguns casos, a 90% do genoma (Vershinin et al. 

2001; Jiang et al. 2003; Chang et al. 2008). Em comparação com a taxa de evolução de 

sequências únicas e pouco repetidas (Schmidt 2002), vários estudos têm demonstrado 

que as sequências repetitivas evoluem mais rapidamente contribuindo, dessa forma, para 

a evolução dos genomas (Li et al. 1995; Schmidt e Heslop-Harrison 1994, Sharma e 

Raina, 2005). Sequências repetidas podem estar presentes em várias espécies de um 

mesmo grupo taxonômico ou serem específicas para uma determinada espécie, sendo 

em alguns casos cromossomo-específica (Wang et al. 1995; Ananiev et al. 2002, 

Hemleben et al. 2007). 

Dos BACs hibridizados em cromossomos tipo D em cidra, três (24E07, 55B01 

e 59C23) fazem parte da região do gene de resistência ao CTV (vírus da tristeza dos 

citros) correspondentes a um contig de 1,2 Mb de Poncirus trifoliata (Yang et al. 2001). 

Desses, apenas o BAC 55B01 está dentro de uma região de 282 kb correspondente à 

região onde o gene foi finamente mapeado (Yang et al. 2003). O CTV é um dos 

principais patógenos de citros, responsável por grandes perdas econômicas da indústria 

mundial (Garnsey & Lee 1998). Isso porque as espécies de Citrus não apresentam 

resistência total ao CTV, mas sim apenas alguns níveis de resistência parcial para 

algumas característica da doença, como ocorre em C. maxima (Burm) Merrill (Garnsey 

et al. 1997), ou nenhuma resistência, como na maioria das espécies de Citrus (Gottwald 

et al. 1996). Em P. trifoliata, essa resistência é controlada por um único gene dominante 

(CTV) (Gmitter et al. 1996) e essa região tem sido extensamente estudada (Yang et al. 

2001, 2003). A conservação de ligação desses três BACs corrobora a idéia de que a 

região esteja estruturalmente conservada e que a falta de resistência total em Citrus se 
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deva a variações pontuais causadas por possíveis recombinações dentro dessa região 

(Rai 2006). 

Dentre os 14 BACs mapeados em ambas as espécies, apenas quatro (02C12, 

20C13, 01B09 e 24C13), localizados nos pares cromossômicos 4 (tipo D), 8 (F) e 1 (FL) 

se mostraram conservados quanto à posição e ao tipo cromossômico. 

Embora o cromossomo 3 de P. trifoliata e C. medica sejam do tipo B, a 

localização dos BACs 14A12, 27P09, 28A07 e 32D14 em braços distintos indica a 

ocorrência de alterações cromossômicas entre esses gêneros no processo de 

diferenciação cariotípica. Mais de um evento são necessários para explicar tal diferença, 

podendo ter sido causada por inversões pericêntricas, amplificações/desamplificações  

de sequências repetitivas ou uma combinação dessas. Na primeira hipótese, um mínimo 

de duas inversões pericêntricas, uma abrangendo o centrômero e o bloco CMA+ 

proximal e outra abrangendo a maior parte do cromossomo, exceto o bloco CMA+ 

terminal, poderiam explicar a localização dos invertida dos BACs sem alteração 

aparente dos blocos nos braços curto e longo (Fig. 4a). A segunda hipótese refere-se às 

amplificações e desamplificações dos blocos CMA+ proximais e terminais, em uma ou 

outra espécie (Fig. 4b). Diferentes rearranjos estruturais podem ocorrer entre espécies 

relacionadas, podendo ser detectados em estudos comparativos, como as inversões e 

translocações ocorridas nos genomas de Arabidopsis e gêneros relacionados 

(Mandáková e Lysak 2008) e no gênero Lotus (Hayashi et al. 2001, Pedrosa et al. 

2002). Diferentemente desses outros estudos, entretanto, nenhuma alteração 

intercromossômica foi detectada, sugerindo uma conservação de sintenia entre esses 

gêneros e compatível com as fracas barreiras reprodutivas observadas no grupo (Scora 

1975; Moore 2001). 

A comparação do cromossomo 2, identificado pelo BAC 21L13, em ambas 

espécies, assim como dos cromossomos 6 (20C12 e 28A05), 7 (sem marcador) e 9 

(24E07, 55B01 e 59C23), indica claramente a ocorrência de 

amplificação/desamplificação das sequências repetitivas que compõem os blocos 

CMA+. Isso é corroborado pela diferença de tamanho dos cromossomos homeólogos 

(Fig. 3 e 4c, d, e, f). No caso do cromossomo 2, além da amplificação/desamplificação 

da banda proximal, modificando o cromossomo de B para D, ou vice versa, houve 

possivelmente também a amplificação e desamplificação das bandas terminais, 

alterando a posição do BAC em relação ao bloco CMA+ (Fig. 4c). As espécies de Citrus 

são caracterizadas por apresentarem grandes blocos de DNA repetitivo em tandem ricos 

em GC, localizados principalmente na região terminal dos braços longos (Guerra et al. 
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2000). Além do DNAr 45S, que compõe principalmente os blocos proximais, a maioria 

dos blocos CMA+ são constituídos por uma sequência satélite conhecida como 

CsSat181, a qual é altamente conservada e a principal família de DNA satélite do 

gênero Citrus e gêneros próximos, como Fortunella e Poncirus (Fann et al. 2001; 

Barros e Silva et al. 2010). A amplificação/desamplificação de sequências repetitivas 

em tandem tem sido atribuída a mecanismos de crossing-over desigual ou recombinação 

ilegítima (McAllister e Werren 1999), podendo levar a alterações na estrutura 

cromossômica sem, necessariamente, alterar a ordem de outras sequências (Navratilova 

et al. 2003). Mecanismos de amplificação/desamplificação têm sido atribuídos à deleção 

de sítios grandes e amplificação de sítios menores de DNAr 45S (Dubcovsky e Dvorak 

1995), particularmente conhecido pela sua mobilidade dentro do genoma. Outros 

mecanismos, como transposição via elementos transponíveis e recombinação ectópica, 

também têm sido propostos para explicar tal fenômeno (Pedrosa et al. 2006). 

No presente trabalho, BACs da biblioteca genômica de P. trifoliata foram 

utilizados com sucesso como marcadores citogenéticos para construir o primeiro mapa 

cromossômico de uma espécie de Citrus e estabelecer as homeologias cromossômicas 

entre os dois gêneros. Nossos resultados revelaram uma alta conservação de sintenia 

entre Poncirus e Citrus e uma frequente divergência quanto aos tipos cromossômicos, o 

que pode ser principalmente atribuído a amplificação e desamplificação de sequências 

repetidas em tandem presentes nesses blocos. Esses marcadores poderão agora ser 

utilizados para estabelecer homeologias dentro do gênero Citrus e investigar a utilidade 

dos tipos cromossômicos na investigação da origem dos híbridos de importância 

econômica. 
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Tabela 1. Lista dos BACs hibridizados em Citrus medica e a comparação de sua 

distribuição e posição em Poncirus trifoliata (baseado em Moraes et al. 2008 e A. P. 

Moraes, dados não publicados). Os 14 BACs mapeados em ambas as espécies estão 

indicados em negrito e os 4 que tiveram sua posição ou tipo cromossômico conservado 

entre as espécies estão sublinhados. 
  

Distribuição / Posiçãoa 
 

BAC Citrus medica Poncirus trifoliata 

01B09 Única / 8F Única / 8F 

02C12 Única / 4DS Única / 4DS 

02G12 Dispersa (10xCot-1) Única / 9FL 

06C13 Dispersa (10xCot-1) Única (10xCot-100) / DS 

06I11 Dispersa (50xCot-1) Única / 3BL 

14A12 Única / 3BS Única / 3BL 

19F02 Dispersa Única / D 

20A12 Dispersa (10xCot-1) Única / DS 

20C12 Única / 6FL Única / 6DS 

20C13 Única (10xCot-1) / 4DL Única / 4DL 

21L13 Única / 2DL Única / 2BS 

24C13 Única / 1FLS Única / 1FLS 

24E07 Única / 9DL Única / 9FL 

25H02 Dispersa (10xCot-1) Única / BS 

27P09 Única / 3BL Única / 3BS 

28A05 Única (10xCot-1)/ 6FL Única / 6DS 

28A07 Única / 3BL Única / 3BS 

31F02 Sem sinal Única / DL 

32D14 Única / 3BS Única / 3BL 

36A15 Dispersa (20xCot-1) Única / 9FL 

55B01 Única / 9DL Única / 9FL 

59C23 Única / 9DL Única / 9FL 

91C01 Sem sinal Única / F 

95B01 Sem sinal Única / BS 

95D01 Sem sinal Única / F 

a 
Distribuição: única, dispersa ou sem sinal, com ou sem a presença de DNA bloqueador 

.Cot. Posição: número = par cromossômico; letra maiúscula = tipo cromossômico; S ou 

L = braços curto ou longo, respectivamente. 
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a 
de acordo com Silva et al., em preparação 

Tabela 2. Posição 

metafásicos de cidra 

física dos BACs marcadores nos respectivos cromossomos 

Cromosomoa Clone Média da 
posição relativa 

Desvio padrão 

1 24C13 0,18 0,05 

2 21L13 0,79 0,05 

3 14A12 0,11 0,04 

 
32D14 0,11 0,03 

 
28A07 0,25 0,04 

 
27P09 0,79 0,04 

4 02C12 0,21 0,06 

 
20C13 0,79 0,06 

5 DNAr 5S 0,83 0,04 

6 20C12 0,80 0,05 

 
28A05 0,85 0,04 

8 01B09 0,79 0,04 

9 24E07 0,48 0,04 

 
59C23 0,50 0,06 

 55B01 0,55 0,06 
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Figura 1 - Localização de BACs e do DNAr 5S em cromossomos do tipo B e D de cidra. 

Em a, c, e, e g os cromossomos foram corados com CMA. Sinais de hibridização são 

mostrados em b (BACs 27P09 e 28A07), d (BACs 14A12 e 32D14), f (BACs 02C12, 

20C13, 21L13, 55B01 e DNAr 5S) e h (BACs 24E07, 55B01 e 59C23), onde os 

cromossomos estão contracorados com DAPI, visualizados em cinza. Os insertos em b, d, f 

e h mostram um dos cromossomos marcados com cada BAC em maior aumento. Em a, c e g 

os tipos dos cromossomos marcados estão indicados. Barra em h corresponde a 5µm. 
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Figura 2 - Localização de BACs em cromossomos tipo F e FL de cidra. Em a, c e e, os 

cromossomos foram corados com CMA. Sinais de hibridização são mostrados em b (BACs 

20C12 e 28A05), d (BAC 01B09), e f (BAC 24C13). Os insertos em b, d e f mostram um dos 

cromossomos marcados com cada BAC em maior aumento. A barra em f corresponde a 5µm. 
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Figura 3 - Idiograma Citrus medica representando a posição do DNAr 5S e dos 14 BACs que 

apresentaram sinal único. Os blocos CMA+ estão indicados em amarelo e os BACs de acordo com 

as cores da legenda. Os cromossomos foram numerados de acordo com o idiograma de Poncirus 

(Silva et al., em preparação). 
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Figura 4 – Esquemas de possíveis eventos de evolução cromossômica entre P. trifoliata 

e C. medca. (a) e (b) cromossomo 3, (c) cromossomo 2, (d) cromossomo 4, (e) 

cromossomo 7 e (f) cromossomo 9. As setas representam 

amplificações/desamplificações e as linhas, inversões. Os cromossomos estão 

representados na mesma escala (dados do presente trabalho e de Silva et al., em 

preparação), refletindo suas diferenças de tamanho. 
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5- CONCLUSÕES 

 

1- A maioria dos BACs marcadores de Poncirus trifoliata puderam ser mapeados in situ 

em Citrus medica, demonstrando a possibilidade de utilização de sondas heterólogas 

entre gêneros distintos no grupo. 

 

 

2- Os resultados obtidos a partir da FISH com sondas de BAC demonstram ser essa uma 

técnica bastante eficaz na identificação cromossômica e na inferência de homeologias 

no grupo, tendo possibilitado a construção do primeiro mapa citogenético para uma 

espécie do gênero Citrus. 

 

 

3- Alguns BACs cópia-única em P. trifoliata mostraram sinal disperso em C. medica, 

indicando divergência na distribuição de sequências repetidas dispersas entre as duas 

espécies. 

 

 

4- A hibridização in situ dos BACs que apresentaram sinal cópia única em C. medica 

confirmam a condição homomórfica da cidra, previamente indicada pelas análises de 

bandeamento CMA e localização de sítios de DNAr 5S e 45S. 

 

 

5- Nenhuma quebra de sintenia foi detectada, indicando a ausência de rearranjos 

intercromossômicos no grupo. 

 

 

6- Embora inversões pericêntricas e outros rearranjos não possam ser descartados, 

amplificações e desamplificações de sequências repetidas em tandem, que formam os 

proeminentes blocos CMA+ presentes no grupo, são aparentemente frequentes, 

contribuindo para a baixa conservação dos tipos cromossômicos entre os homeólogos, e 

os principais responsáveis pela diferenciação cromossômica dentro dos citros. 
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should be labelled clearly; other lettering should be kept to a minimum. Avoid the use 

of fine tints, especially as background to text. 
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will be published as received from the author without any conversion, editing, or 

reformatting. After acceptance for publication, ESM will be published as received from 
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