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Resumo - Os citros encontram-se entre as espécies mais estudadas no mundo. Ha
varias décadas, sdo conduzidos programas de melhoramento genético de cultivares
porta-enxerto e copa, principalmente na Africa do Sul, Australia, Brasil, China, Es-
panha, Estados Unidos, Franga, Israel, Itdlia e Japao. Das estratégias classicas, e mais
recentemente as ferramentas da biotecnologia utilizadas no melhoramento genético
de citros, destacam-se a hibridacdo sexual controlada, a selecdo de mutantes espon-
taneos ou induzidos e de hibridos naturais, a hibridagdo somatica via fusdo de pro-
toplastos, o mapeamento genético, o sequenciamento de genoma e a transformacao
de plantas que tém sido usados na obtencao de novas cultivares citricas. Ressalta-se
a importancia de aspectos relacionados a diversidade genética, taxonomia e biologia
reprodutiva de Citrus (L.) e géneros afins, tais como a heterozigosidade, apomixia,
poliembrionia, ploidia, juvenilidade, partenocarpia, autoincompatibilidade, esterili-
dade gamética e zigotica. Estes sdo apontados para as perspectivas futuras na area de
melhoramento genético de plantas citricas.

Palavras-chave: Fruta citrica. Hibridacao sexual. Hibrida¢ao somatica. Mutante espon-
taneo. Mapeamento genético. Sequenciamento de genoma. Transformacao genética.

INTRODUCAO

Os citros estdo entre as fruteiras mais
plantadas, consumidas e pesquisadas no
mundo, visto sua importancia econdmica
e social. Embora apresentem grande di-
versidade de géneros, espécies, cultivares
e clones, os plantios comerciais de citros
restringem-se a um numero relativamente
pequeno de cultivares, sendo importante
a ampliacdo dessa base genética em busca
da sustentabilidade da cadeia produtiva.

O melhoramento genético de citros €
dirigido tanto a cultivares porta-enxertos,
como a cultivares-copa e suas interagoes.

Em se tratando de porta-enxertos,
tém-se buscado com as pesquisas princi-
palmente caracteristicas como:

a) compatibilidade com as cultivares-

copa;

b) inducdo de alta produtividade e

qualidade de frutos;

¢) redugdo de porte;

d) tolerancia a fatores abidticos, como
seca, salinidade e frio;

e) tolerancia/resisténcia a fatores bi-

oticos, tais como tristeza, gomose
de Phytophthora, declinio, morte-

subita-dos-citros e nematoide
Tylenchulus semipenetrans;

f) adaptagdo a solos calcarios e pesa-
dos

Considerando-se as cultivares-copa
para producao de frutos de mesa, o melho-
ramento genético de citros busca genotipos
que produzam frutas saborosas, faceis de
descascar, sem sementes, de coloragdes
intensas da casca, da polpa e do suco, com
épocas de producdo mais precoces € mais
tardias, com alto teor de solidos solaveis,
acidez equilibrada e tolerantes ao cancro
citrico e a mancha-marrom-de-alternaria
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(OLIVEIRA et al., 2011ab). Quanto as
cultivares-copa para industria, tém-se
direcionado o melhoramento genético
para maior produgdo de solidos soliveis
totais (SST) por area cultivada, maior
porcentagem de suco por fruto e ampliagdo
do periodo de colheita (SPIEGEL-ROY;
GOLDSCHMIDT, 2008).

Apods mais de um século da criagdo
do primeiro programa oficial de melhora-
mento genético de citros, coordenado pelo
Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos — United States Department of
Agriculture (Usda), na Florida, em 1893,
muitos avangos foram obtidos, sobretudo
nos Estados Unidos, Brasil, Espanha, Fran-
¢a, Italia, China, Japao, Isracl, Australia,
Africa do Sul, dentre outros paises.

Este artigo, de forma sintética, discute
as principais estratégias classicas, assim
como o uso de ferramentas da biotecnolo-
gia, em apoio ao melhoramento genético de
citros. Sdo abordados, ainda, temas como
barreiras bioldgicas e genéticas existen-
tes, além de aspectos relacionados com a
diversidade genética, taxonomia e biologia
reprodutiva de Citrus (L.) e géneros afins.

DIVERSIDADE GENETICA E
TAXONOMIA

O sudeste da Asia em especial o leste
da India, o norte de Burma ¢ o sudoeste
da China, é considerado o centro de ori-
gem e de diversidade dos citros (SOOST;
ROOSE, 1996).

A domesticacdo das espécies de citros
iniciou-se nessas regioes e em localidades
adjacentes, de onde se espalharam para
quase todo o mundo, tendo chegado ao
Brasil por volta da metade do século 16,
em navios portugueses (SPIEGEL-ROY;
GOLDSCHMIDT, 2008).

Os citros apresentam grande diversidade,
em fungao de sua genética e biologia. Parte
dessa diversidade encontra-se armazenada
em importantes bancos de germoplasma,
localizados no Centro APTA Citros Sylvio
Moreira, vinculado ao Instituto Agronomico
de Campinas (IAC), em Cordeirdpolis, SP;
na Embrapa Mandioca ¢ Fruticultura, em

Cruz das Almas, BA; no Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (Ivia), em Va-
1éncia, na Espanha; no Usda, em Riverside,
na California, Estados Unidos; no National
Citrus Germplasm Repository (NCGR), em
Beibei, na China; dentre outros. A maioria
desses bancos de germoplasma vem sendo
mantida no campo. No entanto, em fungao
de certas doengas, como huanglongbing
(HLB, ex-greening), ¢ de seus vetores, parte
desses germoplasmas estd sendo transferida
para ambientes protegidos. A distribui¢do
das cultivares conhecidas de citros obedece
a propor¢do de 39% de laranjeiras doces
[Citrus sinensis (L.) Osbeck], 5% de laran-
jeiras azedas (Citrus aurantium L.), 21%
de tangerineiras (diversas espécies), 15%
de limoeiros [verdadeiros Citrus limon (L.)
Burm. f. e limeiras acidas Citrus latifolia
(Yu. Tanaka) Tanaka e Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle], 10% de pomeleiros
(Citrus paradisi Macfad.) e de torangeiras
[Citrus maxima (Burm.) Merr.] e 10% de
outras espécies e hibridos (MACHADO et
al., 2005).

A taxonomia dos citros ¢ bastante com-
plicada, em fung@o da ampla diversidade
de géneros ¢ espécies e de seus processos
de geragdo. Isto ocorre pela possibilidade
de hibridizagao natural entre as espécies,
embrionia nucelar, pela ocorréncia de
mutagdes espontaneas e pelo consequente
grande niimero de cultivares e de hibridos
existentes (SPIEGEL-ROY; GOLDSCH-
MIDT, 2008).

Swingle (1967) classifica o género
Citrus em dois subgéneros (Citrus e
Papeda), contendo 16 espécies e um amplo
numero de hibridos intra e interespecificos.

Tanaka (1961), com base em estudos
botanicos e de distribui¢do geografica,
classifica o género Citrus em 162 espécies.

Nicolosi et al. (2000) comentam que
estudos em Citrus realizados na década
de 1970 por R. W. Scora, confirmados por
H. C. Barret e A. M. Rhodes, sugerem a
existéncia de somente trés espécies verda-
deiras: Citrus maxima, Citrus medica € C.
reticulata sensu Swingle, considerando as
demais como espécies hibridas.

Gradativamente, a taxonomia dos citros
esta sendo esclarecida, principalmente pelo
crescente uso de marcadores moleculares
e do sequenciamento de genoma.

Além da diversidade genética presente
em Citrus, ha aquela encontrada em géne-
ros proximos, que pode ser transferida por
hibridagao sexual controlada.

Assim, existem genes interessantes
aos programas de melhoramento genético
relativos a tolerancia a frio em Poncirus
(Rafinesque); boro em Severinia (Teno-
re); Phytophthora em Citropsis (Engl.)
Swingle & M. Kellerm.; nematoide
em Microcitrus (Swingle), e sais em
Eremocitrus (Swingle) (SPIEGEL-ROY;
GOLDSCHMIDT, 2008).

GENETICA E BIOLOGIA
REPRODUTIVA

Os citros pertencem a familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae, compreenden-
do seis géneros: Fortunella (Swingle),
Eremocitrus, Poncirus, Clymenia (Swin-
gle), Microcitrus e Citrus. Em geral, sao
espécies aldgamas, sexualmente compati-
veis, altamente heterozigotas e diploides,
com numero de cromossomos nas células
somaticas 2n = 18 (CAMERON; FROST,
1968) e com DNA nuclear medido em cito-
metria de fluxo, variando de 0,8 picograma
(pg) a 1,0 pg, a depender da espécie (OLLI-
TRAULT; MICHAUX-FERRIERE, 1992).

A reproducao sexual ocorre por po-
linizagdo cruzada e por autopolinizagao,
podendo, também, haver a assexual por
apomixia nucelar (CAMERON; FROST,
1968).

As cultivares de citros, em sua maioria,
sdo altamente heterozigotas, havendo pou-
ca informagdo sobre o controle genético
de suas caracteristicas. Muitas destas sdo
poligénicas, sendo sua heranga, portanto,
controlada por varios genes. Por isso, a
probabilidade de recombinagdo de genes
em um hibrido de sucesso ¢ pequena.

Também existem outras limitagdes aos
programas de melhoramento genético por
meio de hibrida¢des sexuais controladas,
tais como a pronunciada juvenilidade dos
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seedlings (plantas oriundas da germinagao
de sementes ou pés-francos) tanto zigdticos
quanto nucelares, a apomixia (embrionia
nucelar), que leva a poliembrionia ¢ a
necessidade de distingdo entre individuos
de origem sexuada (hibridos) e nucelar
(SOOST; ROOSE, 1996). Fatores como es-
tes, dentre outros, tornam longos e custosos
os programas de melhoramento genético de
citros, além de demandarem grandes areas
para a avaliac@o das cultivares em campo.

Heterozigosidade

O nivel de heterozigosidade das espé-
cies de citros ¢ fung¢do da ocorréncia dos
processos de polinizagdo cruzada, mutagao
génica e embrionia celular, que ocorreram
durante sua evolugao. Assim, em limoeiros
verdadeiros ¢ em limeiras acidas, a hetero-
zigosidade ¢ alta, decorrente da origem por
hibridagao interespecifica, enquanto em tan-
gerineiras, como ‘Cledpatra’ (C. reshni hort.
ex Tanaka) e ‘Sunki’ (C. sunki (Hayata) hort.
ex Tanaka), ¢ baixa, sugerindo origem por
autofecundagdo (MACHADO et al., 2005).

Adicionalmente, Ueda et al. (2003)
determinaram graus de heterozigosidade
de 15% a 55% em citros, sendo de 15%
em cidreira (C. medica L.), 26% a 50%
em tangerineiras, 51% em laranjeira doce
e 55% em pomeleiros.

Apomixia e poliembrionia

A apomixia ¢ um processo de repro-
ducdo assexual, em que embrides sdo
formados a partir de células do tecido do
ovulo, sem haver fusdo de gametas (CA-
MERON; FROST, 1968). Em decorréncia
disso ocorre a formagdo de sementes po-
liembridnicas, sendo os embrides nucelares
geneticamente idénticos a planta-mae.

O nivel de apomixia varia de acordo
com as espécies e cultivares de citros. Em
geral, os limoeiros verdadeiros apresentam
nimero reduzido de embrides nucelares,
enquanto as laranjeiras doces, laranjeira
‘Azeda’, a tangerineira ‘Ponkan’ (C.
reticulata Blanco, o Poncirus trifoliata L.
Raf), os tangeleiros [tangerineira (diver-
sas espécies, incluindo a mexeriqueira C.

deliciosa Ten.) x pomeleiro] e os citran-
geiros (laranjeira doce x P, trifoliata) apre-
sentam taxas elevadas de poliembrionia.

Em citros existem, ainda, cultivares
monoembridnicas, como as tangerineiras
‘Wilking” [mexeriqueira ‘Willowleaf” x
tangerineira ‘King’ (C. nobilis Lour.)];
‘Kincy’ (tangerineira ‘King’ x tangerineira
‘Dancy’ C. tangerina hort. ex Tanaka);
‘Temple’ (tangoreiro, denominagao ge-
neralizada de hibridos de tangerineira
com laranjeira doce) e ‘Clementina’ (C.
Clementina hort. ex Tanaka), os pomeleiros
‘Wheeny’ e ‘Sukega’, as toranjeiras e as
cidreiras (MACHADO et al., 2005).

Embora a apomixia viabilize, na
pratica, a producdo de porta-enxertos via
sementes, em que varias plantas nucelares
podem ser produzidas a partir de uma unica
semente, dificulta a obtengao e a selegio de
hibridos em programas de melhoramento
genético por meio de cruzamentos
controlados.

Em termos evolutivos, a apomixia fa-
cultativa, que ocorre em citros, ¢ uma van-
tagem. Por um lado, isto possibilita que se
fixe a heterozigosidade da espécie gerada
por hibridag@o e por mutagdo da reprodu-
¢do vegetativa, como importante meio de
adaptag@o ao ambiente, e, por outro lado,
permite a formacao de individuos hibridos
para ampliar a variabilidade genética.

Como desvantagem, a apomixia
favorece o acimulo de genes mutantes
recessivos e deletérios para varias carac-
teristicas, o que diminui as chances de
sucesso dos programas de melhoramento
por hibridagao, especialmente nos casos de
autopolinizacao.

Ploidia

Embora a diploidia seja predominante
em citros, outros niveis de ploidia sdo ve-
rificados na natureza, tais como: monoploi-
dia, triploidia, tetraploidia, pentaploidia e
octaploidia.

Os poliploides podem ter origem soma-
tica ou sexual (MACHADO et al., 2005).
Os autopoliploides de origem somatica
podem surgir naturalmente, por mutagao
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de gema ou por embriogénese nucelar e,
artificialmente, pelo uso de colchicina ou
cultura in vitro de tecidos (SPIEGEL-ROY;
GOLDSCHMIDT, 2008). Artificialmente,
alotetraploides podem ser obtidos por
meio de hibrida¢do somatica via fusdo de
protoplastos, neste caso sendo tetraploides
heterozigoéticos (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 1990), ou, também, podem ser
induzidos pelo tratamento com colchicina,
sendo autotetraploides (SPIEGEL-ROY;
GOLDSCHMIDT, 2008).

Spiegel-Roy e Goldschmidt (2008)
comentam que os triploides e, principal-
mente, os tetraploides originados sob a
forma espontanea sdo os tipos poliploides
mais frequentes na natureza, além, eviden-
temente, dos diploides.

A frequéncia de tetraploides naturais
¢ da ordem de 1% a 7% (SALEH et al.,
2008).

Em geral, comparativamente as diploi-
des, as plantas tetraploides sdo menores,
tendo habito lento e compacto de cresci-
mento. A juvenilidade ¢ maior, as folhas
sdo verdes bem escuras, mais espessas
e mais largas. Os frutos tém casca mais
grossa, poucas sementes e menor teor de
suco. As glandulas de 6leo sdo maiores, a
fertilidade € inferior, e a producao de frutos
¢ menor (CAMERON; FROST, 1968).

Normalmente, os tetraploides ndo
apresentam valor comercial como culti-
vares, embora, em fun¢ao do menor vigor,
tenham potencial para ser utilizados como
porta-enxertos ananicantes, em que a
menor produgdo por planta ¢ compensada
pelo maior adensamento (OLLITRAULT;
MICHAUX-FERRIERE, 1992; SALEH
et al., 2008). A maior importancia dos te-
traploides consiste no uso como parentais
em programas de melhoramento genéti-
co, objetivando a produgdo de triploides
(SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT,
2008).

Os triploides por sua vez podem ser
obtidos por cruzamentos controlados en-
tre tetraploides e diploides (GROSSER;
GMITTER JUNIOR, 1990), espontanea-
mente de hibridagdes convencionais entre
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diploides monoembridnicos e pelo cultivo
in vitro de endosperma (MACHADO et
al., 2005).

Em geral, existe tendéncia de os frutos
dos triploides serem partenocarpicos. Por
isso, sdo de grande interesse em programas
de melhoramento genético de citros de
mesa, em que se desejam obter cultivares
apirénicas (frutos sem sementes). Normal-
mente, em fun¢do da dificuldade de resga-
tar os embrides triploides por problemas
genéticos em seu desenvolvimento e/ou
por endosperma pobre e/ou malformado,
recomenda-se o cultivo in vitro dos embri-
oes (OLIVEIRA, 2013).

Segundo Soost ¢ Roose (1996), as se-
mentes triploides de citros sdo geralmente
menores que as diploides obtidas no mes-
mo cruzamento, sendo, por isso, facilmente
selecionadas.

Ainda morfologicamente, os triploi-
des possuem folhas grossas, de formato
intermediario entre os diploides ¢ os
tetraploides.

Quanto a exemplos de cultivares tri-
ploides, tém-se a limeira-acida ‘Tahiti’,
provavelmente originaria de cruzamento
espontaneo entre diploides (CAMERON;
FROST, 1968), e os pomeleiros ‘Oroblan-
co’ ¢ ‘Melogold’, que foram obtidos de
cruzamento controlado entre tetraploides
e diploides (SOOST; ROOSE, 1996).

Vale salientar que Espanha, Estados
Unidos e Franga estdo, ha anos, aplican-
do substanciais esforgos na geracdo de
cultivares triploides, produtoras, particu-
larmente, de frutos tipo tangerina, com
caracteristicas de alta qualidade, sendo,
produzidos, anualmente, milhares de novos
hibridos, para serem avaliados em campo.

Partenocarpia,
incompatibilidade e
esterilidade

A partenocarpia consiste na producao
de frutos mesmo sem o estimulo a re-
producdo sexual (CAMERON; FROST,
1968). Em citros, o nivel de partenocarpia
varia em funcdo da espécie. O pomeleiro
‘Redblush’, por exemplo, ¢ uma cultivar
fortemente partenocarpica, pois estimula

a formacdo de grande quantidade de frutos
sem o processo sexual e, por isso, a pre-
senca de sementes em seus frutos € muito
rara. Ja a limeira-acida ‘Tahiti’ consiste
em outro exemplo bastante conhecido de
partenocarpia em citros (OLIVEIRA et
al., 2004).

A incompatibilidade relaciona-se com
a esterilidade, que ¢ classificada em fung@o
do estadio em que ocorre, podendo ser
gamética, de natureza relativa ou absoluta,
ou zigética (FROST; SOOST, 1968). A
autoincompatibilidade, por sua vez, con-
siste na inabilidade de formacao de frutos
por autopolinizagdo, mesmo sendo férteis
os graos de pélen e as células-ovo de uma
mesma espécie.

A esterilidade gamética relativa nor-
malmente ocorre por autoincompatibilida-
de, ndo havendo a formagdo de embrides
apos a autopolinizag@o, embora as células
gaméticas sejam funcionais. Esse tipo de
esterilidade ocorre em tangerinas do grupo
Clementinas e nos tangeleiros ‘Orlando’,
‘Lee’ e ’Nova’. Em outros casos, como o
da laranjeira ‘Shamouti’ (C. sinensis), ndo
existe incompatibilidade entre os gametas,
porém a fecundag@o ndo ocorre, em fun-
¢do de os ovulos apresentarem maturagao
posterior a dos graos de polen (OLIVEIRA
et al., 2004).

A esterilidade gamética absoluta, por
outro lado, decorre de problemas de viabi-
lidade dos graos de polen, sendo verificada
nas laranjeiras doces de umbigo ‘Bahia’,
‘Lane Late’, ‘Navelina’ e ‘Navelate’, e
na limeira-acida ‘Tahiti’. As cultivares de
tangerineira do grupo das Satsumas (C.
unshiu Marcow.) também sao consideradas
macho-estéreis, embora produzam uma
pequena porcentagem de polen viadvel
(FROST; SOOST, 1968).

A esterilidade gamética feminina por
defeito na formacgdo do saco embrionario
¢ relatada em cultivares de tangerineira
do grupo das Satsumas e nas laranjeiras
do grupo ‘Umbigo’. No entanto, ndo ¢
uma esterilidade absoluta, pois alguns
sacos embrionarios podem completar o
seu desenvolvimento, estando aptos a

fecundagdo. Na limeira-acida ‘Tahiti’,
um numero pequeno de dvulos funcionais
desenvolve-se, podendo, ocasionalmente,
haver a formagao de sementes (OLIVEI-
RA, 2013).

Por fim, a esterilidade zigdtica ocorre
quando ndo sdo produzidos embrides ca-
pazes de germinar, embora tenha ocorrido
a fertilizagdo. Desenvolvendo ou ndo o
embrido zigdtico, varias cultivares de
citros podem produzir embrides nucelares
assexuadamente (FROST; SOOST, 1968).

Juvenilidade

A juvenilidade refere-se a incapacidade
de florescimento durante o periodo de de-
senvolvimento inicial da planta originada
por semente. Segundo Machado et al.
(2005), a duragao do periodo juvenil varia
de dois a 13 anos, em fungdo da espécie
de citros, das condigdes ambientais e do
sistema de cultivo adotado. Nesse periodo,
as plantas normalmente apresentam maior
vigor vegetativo, crescimento vertical,
ramos em formato angular e presenga de
espinhos.

Longos periodos juvenis atrasam o
melhoramento genético dos citros, pois ndo
ha produgdo de frutos e, quando estes sdo
produzidos, apresentam, nas safras iniciais,
caracteristicas distintas das plantas com
completo amadurecimento fisiologico, tais
como: frutos mais alongados, casca mais
enrugada, albedo mais espesso, ¢ suco
com alteragdes na porcentagem e no teor
de acucares (SPIEGEL-ROY; GOLDSCH-
MIDT, 2008).

ESTRATEGIAS DE ]
MELHORAMENTO GENETICO

As principais estratégias classicas
existentes para o melhoramento genético
de citros consistem na hibridagdo sexual
controlada e na selecao de mutantes espon-
taneos ou induzidos e de hibridos naturais.
Enquanto as estratégias com uso de ferra-
mentas de biotecnologia referem-se a hibri-
dag@o somatica via fusdo de protoplastos,
sequenciamento de genoma, mapeamento
genético e transformagao genética.
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Hibridacao sexual
controlada

A hibridacdo sexual controlada ¢
passivel de ser realizada, em fungao de
as espécies de Citrus e de géneros afins
serem, geralmente, compativeis sexual-
mente. A técnica ¢ descrita em detalhes por
Bordignon, Medina Filho e Ballvé (1990).
Além de ser importante na geragdo de va-
riabilidade, essa técnica possibilita o uso
de fontes de adaptagdo ao convivio com
estresses biodticos (causados por pragas)
e abioticos (relacionados com o clima e
o solo) ¢ de genes relacionados com as
caracteristicas horticulturais interessantes
existentes nos citros.

Virios fatores influenciam no suces-
so da hibridacdo sexual controlada, tais
como dominio da tecnologia, condigdes
climaticas, especialmente temperatura e
pluviosidade, ocorréncia de doengas nas
flores, com destaque para a podridao-floral-
dos-citros, e caracteristicas genéticas das
espécies envolvidas no cruzamento, no-
tadamente, conforme Soares Filho et al.
(2013), o grau de poliembrionia dos pa-
rentais femininos, que, quanto mais baixo,
permite a formacgdo de maior quantidade
de hibridos. Esses fatores determinam a
eficiéncia do cruzamento e, também, a
propor¢ao entre embrides zigdticos e nu-
celares existentes nas sementes.

As limita¢des dessa tecnologia rela-
cionam-se com a existéncia de barreiras
biologicas e genéticas para obtengdo dos
hibridos sexuais, muitas das quais podem
ser superadas por ferramentas da bio-
tecnologia, tais como resgate in vitro de
embrides, sele¢do de individuos zigoticos,
por meio de marcadores moleculares, ¢
sele¢do assistida por marcadores (OLI-
VEIRA, 2013).

Em fungédo da dificuldade de gerar po-
pulagdes hibridas e de selecionar individu-
0s promissores, especialmente em razao da
ocorréncia de esterilidade e de depressao

genética, tem-se dado preferéncia ao uso
de parentais femininos monoembrioni-
cos nos cruzamentos (SPIEGEL-ROY;
GOLDSCHMIDT, 2008). Assim, espécies
monoembrionicas, como as cidreiras, to-
rangeiras, Clementinas, dentre outras, que
somente ddo origem a embrides zigoticos,
sdo as preferidas nos programas de melho-
ramento genético por hibridag@o sexual.

Quanto a obtencdo de porta-enxertos
hibridos, Soares Filho et al. (2013) cha-
mam a atenc¢ao para o uso de parentais fe-
mininos com baixo grau de poliembrionia,
destacando, nesse sentido, o emprego da
tangerineira ‘Sunki’. Isto, porque, além
de seu grau de poliembrionia ser pouco
acentuado, em torno de 10%, a ‘Sunki’
apresenta elevado nivel de heterozigosi-
dade, permitindo alta previsibilidade nos
resultados de seus cruzamentos, dando ori-
gem a expressivas quantidades de hibridos,
com bom vigor e relativa uniformidade.

Alguns dos principais exemplos de
cultivares-copa, obtidos por meio de
cruzamentos controlados, sdo os hibridos
tipo tangerineira ‘Orlando’, ‘Minneola’,
‘Sunshine’, ‘Page’, ‘Sunburst’, ‘Fallglo’,
‘Robinson’, ‘Lee’, ‘Osceola’, ‘Nova’ e
‘Encore’.

Mais recentemente, foram langados pela
Universidade da California, nos Estados
Unidos, os hibridos ‘Tahoe Gold’, “Yose-
mite Gold’ e ‘Shasta Gold’, e, pelo Ivia,
na Espanha, os hibridos ‘Garbi’ e ‘Safor’.

Deve-se, também, destacar o trabalho
de melhoramento de cultivares-copa con-
duzido na Unité Expérimentale Citrus,
vinculada ao Centre de Coopération Inter-
nationale en Recherche Agronomique pour
le Développment — Institut National de La
Recherche Agronomique (CIRAD-INRA),
San Giuliano, Cérsega, Franga, onde foram
gerados milhares de hibridos triploides de
citros, os quais serdo avaliados e selecio-
nados em condig¢des brasileiras de solo
e clima, sob a coordenacdo da Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Quanto as cultivares porta-enxerto hi-
bridas, tém-se os tradicionais citrangeiros
‘Carrizo’ ¢ ‘Troyer’, além do citrumeleiro
‘Swingle’ (C. paradisi x P, trifoliata), que se
encontram entre os porta-enxertos mais utili-
zados no mundo, este ultimo especialmente
no Brasil, apos o advento da morte-subita-
-dos-citros, em relagdo a qual ¢ resistente.

Mais recentemente, foram langados
pelo Ivia, os porta-enxertos ‘Forner-
Alcaide n® 5°; ‘Forner-Alcaide n® 13’;
‘Forner-Alcaide n°418’; e ‘Forner-Alcaide
n® 517, estando em fase de registro naque-
le Pais outros oito novos porta-enxertos
obtidos por hibridagdo controlada (INS-
TITUTO VALECIANO DE INVESTIGA-
CIONES AGRARIAS, 2014).

No Brasil, a Embrapa Mandioca e
Fruticultura vem conduzindo um programa
de melhoramento genético de citros ha 25
anos, tendo realizado milhares de cruza-
mentos entre os principais porta-enxertos
utilizados comercialmente. Como resultado
desse trabalho, em combinacdo com copas
de laranjeira “Valéncia’ [C. sinensis (L.)
Osb.], em ensaios conduzidos no norte do
estado de Sdo Paulo, tém-se destacado os
hibridos” HTR - 051; HTR - 069; HTR -
053; HTR - 116; LCR x TR - 001; LVK x
LCR - 038; TSKC x (LCR x TR) -
059; TSKC x (LCR x TR) - 073; TSKC x
CTSW-033; TSKCx CTSW -041; TSKC x
TRFD - 003 ¢ TSKC x TRFD - 006, den-
tre outros, os quais estdo em fase final de
avaliacdo em campo. Esses porta-enxertos
caracterizam-se pela redugdo que determi-
na o porte da mencionada cultivar-copa,
associada a alta eficiéncia de produgdo
de frutos ¢ a alta qualidade destes (teores
elevados de solidos soluveis).

Selecado de mutantes
espontédneos ou induzidos
e de hibridos naturais

A maioria das cultivares de citros
existentes originou-se a partir de mutagdes
espontaneas de gema com posterior sele-

"HTR - Hibrido trifoliado; LCR - Limoeiro ‘Cravo’; LVK - Limeiro ‘Volkameriano’ - Citrus volkameriana V. Ten. & Pasq.; TR -
Poncirus trifoliata; TRFD - P, trifoliata selegdo ‘Flying Dragon’; TSKC - Tangerineira ‘Sunki’ comum e CTSW - Citrumeleiro ‘Swingle’.
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¢ao feita por melhoristas e/ou agricultores
(SOOST; ROOSE, 1996).

A mutacdo somatica envolve uma
alteragdo no DNA, sendo relativamente co-
mum em citros, podendo ser mantida pela
propagagdo vegetativa ¢ pela embrionia
nucelar. A taxa de mutacdo varia de acordo
com a cultivar, o ambiente e as praticas
culturais, sobretudo a poda (SPIEGEL-
ROY; GOLDSCHMIDT, 2008).

As principais caracteristicas envolvidas
nessas mutagdes relacionam-se ao vigor,
época de producdo, colorag@o interna dos
frutos, numero de sementes, além de teor
de agticares e de acidos organicos da polpa.
Mutantes espontaneos, com caracteristicas
desfavoraveis, tais como frutos anormais e
folhas com caracteristicas atipicas, também
tém surgido, sendo, contudo, descartados.

Sao inumeros os exemplos de cultiva-
res decorrentes de mutag@o espontanea de
gema, como: laranjeira ‘Pera’, possivel
mutacdo de um tipo desconhecido de la-
ranjeira doce; laranjeira ‘Bahia’, surgida a
partir da laranjeira doce ‘Seleta’; laranjei-
ras doces ‘Baianinha’, ‘Cara Cara’, ‘Nave-
late’, ‘Lane Late’ e “Navelate’, mutantes da
‘Bahia’; laranjeira doce ‘Shamouti’, oriun-
da da ‘Beledi’; laranjeira doce ‘Salustiana’,
oriunda da ‘Comuna’, que ¢ um tipo de
laranjeira ‘Caipira’; laranjeira ‘Midknight’,
proveniente da ‘Valéncia’; diversos mutan-
tes de ‘Clementina’, como a tangerineira
‘Clemenules’, mutagdo da ‘Clementina
Fina’, tangerineira ‘Clemenpons’, que ¢
uma variagdo da ‘Clemenules’, tangerinei-
ra ‘Marisol’, mutante da ‘Clementina Oro-
val’ e tangerineira ‘Lorentina’, resultante
da ‘Marisol’; e pomeleiro Ruby, oriundo da
‘Tompson’ (BONO; SOLER; CORDOVA,
1996; SOOST; ROOSE, 1996; OLIVEIRA
etal., 2011a).

Além de ser utilizada nos programas de
melhoramento genético de citros, a selegdo
de mutantes espontaneos ¢ uma pratica co-
mum em pequenas propriedades, sobretudo
no Japao e na Espanha. Esse trabalho € co-
ordenado por cooperativas ou executado in-
dividualmente por viveiristas e citricultores.
Essa pratica deve ser incentivada no Brasil,

onde sdo cultivadas centenas de milhdes
de plantas citricas e, muito provavelmente,
existam mutantes com caracteristicas inte-
ressantes para ser selecionados.

A indugio de mutagdes € outra estratégia
utilizada com sucesso no melhoramento ge-
nético de citros, buscando-se a mutagénese
gendmica ou a mutagao de genes.

Na mutagénese genOmica, sao
utilizados mutagénicos quimicos, como
a colchicina, com o objetivo de alterar
o nimero de cromossomos, ou seja, o
nivel de ploidia do genoma. Esta técnica
¢ utilizada principalmente para a geracao
de autotetraploides, que, em seguida,
serdo empregados em cruzamentos com
diploides para obtengdo de triploides
(OLIVEIRA, 2013).

Para a mutagénese de ponto, sdo
utilizados mutagénicos fisicos, como raios
gama, raios-X, particulas néutron, etc. Nesse
caso, o gene ¢ alterado pelo(s) processo(s)
de delegdo, adi¢do e/ou substitui¢do de
nucleotideos. Como apenas um dos alelos
¢ alterado, a herancga é quase sempre reces-
siva, o que gera a necessidade de que ocorra
homozigose para que haja expressdao do
carater mutado (MACHADO et al., 2005).

Como a mutagdo de ponto é um evento
aleatorio, ha necessidade de condu¢ao de
um processo de selecdo dos genotipos
gerados, buscando-se materiais com carac-
teristicas de interesse (OLIVEIRA, 2013).

As principais caracteristicas alteradas na
mutacdo de ponto referem-se a variagdes no
tamanho das arvores, época de maturagdo,
numero de sementes e cor dos frutos.

As principais cultivares obtidas até
hoje por meio dessa tecnologia sdo: po-
meleiro ‘Star Ruby’, a partir de irradiagdo
com néutrons de sementes de ‘Hudson’, €
pomeleiro ‘Rio Red’, a partir da irradiagao
de gemas de ‘Ruby Red’ (HENSZ, 1985);
‘Minneola’ sem sementes, a partir do
tangeleiro ‘Minneola’ (SPIEGEL-ROY;
VARDI, 1989); mutantes de laranjeira
‘Pera’, com menor niimero de sementes por
fruto, por meio da irradiacdo de borbulhas
com raios gama (LATADO et al., 2001);
tangerineira ‘Moncalina’, a partir da ‘Mon-

cada’; ‘Murta’, obtida do tangoreiro ‘Mur-
cott’; tangerineiras ‘Nulessin’, ‘Nero’,
‘Clemenverd’ ¢ ‘Neufina’, provenientes
da ‘Clemenules’, por meio de irradiagdo
(INSTITUTO VALENCIANO DE IN-
VESTIGACIONES AGRARIAS, 2014);
e ‘Tango’, obtido do hibrido ‘Afourer’;
‘DaisySL’, oriunda da tangerineira ‘Daisy’;
‘KinnowLS’, mutante da tangerineira
‘Kinnow’; ‘FairchildLS’, proveniente
de irradia¢do de tangerineira ‘Fairchild’;
‘EncoreLS’, resultante de tangerineira
‘Encore’; ‘Nova Seedless’ € ‘Nova-sin’,
relacionadas com o hibrido ‘Nova’, todas
essas por raios gama (UNIVERSITY OF
CALIFORNIA, 2014).

Além disso, em fungdo de a maioria
das espécies de citros apresentar compati-
bilidade sexual, muitas cultivares surgiram
sob a forma de seedlings hibridos naturais,
os quais foram identificados ¢ selecionados
por melhoristas e/ou citricultores (SOOST;
ROOSE, 1996). Como exemplos podem-
se citar o limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia
Osbeck, de origem Indiana); os tangoreiros
‘Ortanique’, ‘Ellendale’ e ‘Murcott’; a
tangerineira ‘Okitsu’, de origem nucelar
de semente de “Miyagawa’; a tangerineira
‘Afourer’ (‘Nadorcott’), de seedling de
‘Murcott’, e a laranjeira ‘Delta Seedless’,
de seedling de ‘Valéncia’ (SOOST; ROO-
SE, 1996; OLIVEIRA et al., 2011a).

Hibridacao somatica

A hibridagdo somatica via fusdo de pro-
toplastos aplica-se tanto ao melhoramento
de cultivares porta-enxerto quanto ao de
cultivares-copa.

Em se tratando de porta-enxertos, as
aplicagdes referem-se, principalmente, a
obtencdo de hibridos alotetraploides en-
tre cultivares que exibam caracteristicas
complementares de interesse agronémico.

Também pode ser utilizada com a fina-
lidade de enriquecimento de germoplasma,
por possibilitar o cruzamento entre espécies
sexualmente incompativeis. Os hibridos
somaticos obtidos sdo alotetraploides, em
fungao de o processo ser aditivo, ndo ocor-
rendo segregagdo meiotica. Por essa razdo,
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os genes deletérios recessivos acumulados
nos parentais ndo se expressam e as carac-
teristicas controladas por genes dominantes
ou codominantes presentes em um ou outro
parental podem-se expressar nos hibridos
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Segundo Oliveira (2013), sao exemplos
dessas caracteristicas a tolerancia ao frio e
a seca, assim como a resisténcia a pragas,
dentre as quais a gomose de Phytophthora, o
virus-da-tristeza-dos-citros (Citrus tristeza
virus, CTV) e o nematoide Tylenchulus
semipenetrans.

Quanto ao uso da hibridagao somatica
no melhoramento de cultivares-copa, os
alotetraploides obtidos podem ser cruzados
com plantas diploides, objetivando a ge-
racdo de hibridos triploides, cujo especial
interesse ¢ o da producdo de frutos sem
sementes. Como desvantagens dessa téc-
nica, pode-se obter uma unica combinagao
por cruzamento, ¢ os hibridos somaticos
gerados podem apresentar problemas de
fertilidade, impossibilitando seu uso em
ciclos subsequentes de hibridagdo sexual
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Alternativamente, modificagdes na me-
todologia podem ser introduzidas, visando
a producdo de hibridos assimétricos ou de
cibridos (VARDI; BLEICHMAN; AVIV,
1990), de forma que contornem essas
limitagoes.

Os cibridos sdo hibridos citoplasma-
ticos que, por sua vez, apresentam DNA
nuclear de apenas um dos parentais. Ja os
hibridos assimétricos sdo hibridos somati-
cos resultantes da fusdo de protoplastos de
dois doadores. Desses, um ndo apresenta o
contetdo cromossdmico completo, o que,
normalmente, ¢ conseguido por meio de
tratamento com irradia¢do ou com muta-
génico quimico (OLIVEIRA, 2013).

Atualmente, a hibridagdo somatica vem
sendo utilizada como atividade de rotina
em programas de melhoramento genético
de citros conduzidos no Japao, Estados
Unidos, Franga, Isracl, Espanha e Brasil.
Centenas de hibridos somaticos vém sendo
produzidos e avaliados em campo nesses
paises, para identificar seu potencial de uso

no sistema produtivo.

No Brasil, pesquisas que visem gerar
hibridos somaticos resistentes a fatores
bidticos e tolerantes a abidticos vém sendo
conduzidas principalmente na Universida-
de de Sao Paulo (USP), por meio da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(Esalq), no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (Cena) e, também, na Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Sequenciamento de
genoma

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

Inicialmente, em fungdo de o geno-
ma dos citros ser de alta complexidade e
de grande tamanho, a estratégia foi a de
sequenciar os principais patogenos da cul-
tura. Dessa forma, foram sequenciados os
genomas das bactérias Xylella fastidiosa,
agente causal da clorose variegada dos citros
(CVC); da Xanthomonas axonopodis pv.
citri, causadora do cancro citrico, e do virus-
da-leprose (Citrus leprosis virus, CiLV).

Posteriormente, iniciaram-se os tra-
balhos de sequenciamento do genoma de
espécies de Citrus e de géneros proximos,
tais como: laranjeiras doces em varios pai-
ses, ‘Clementinas’, na Espanha, tangerineira
‘Ponkan’, Poncirus trifoliata e limoeiro
‘Cravo’, no Brasil, toranjeira, nos Estados
Unidos e Brasil, e citrangeiro ‘Carrizo’, nos
Estados Unidos. Recentemente, cerca de
87% do genoma da laranjeira ‘Valéncia’,
com base em duplo-haploide obtido por
cultura de anteras, foi sequenciado, apresen-
tando um tamanho de 367 megabases (Mb)
(XU et al., 2013). Paralelamente, o Con-
sorcio Internacional do Genoma Citros —
International Citrus Genome Consortium
(ICGC), que retne grupos de pesquisa do
Brasil, dos Estados Unidos, da Franga, da
Espanha e da Itlia, estd sequenciando um
genoma haploide de ‘Clementina’. Assim,
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informagdes importantes para novas estra-
tégias de melhoramento por transformagéo
genética estdo sendo geradas.

Mapeamento genético

Mapas genéticos de ligag@o saturados
com marcadores moleculares sdo basicos
em estudos avangados de genética, pos-
sibilitando a identifica¢do e o isolamento
de genes, entendimento da heranca de
caracteristicas de interesse e de estudos da
estrutura, expressdo e fun¢do desses genes
(OLIVEIRA, 2013).

As espécies de Citrus possuem particu-
laridades bastante favoraveis a construgao
de mapas genéticos de ligagdo, dado que
sdo diploides, apresentam ntimero haploide
de cromossomos relativamente pequeno
(n = 9), sdo altamente polimorficas, e
permitem a produgdo de hibridos interes-
pecificos e intergenéricos com facilidade
(OLIVEIRA, 2013).

O desenvolvimento das técnicas de
marcadores moleculares viabilizou o
mapeamento genético em varias espécies,
na medida em que inimeros marcadores
sem interferéncia ambiental puderam ser
rapidamente produzidos.

No mapeamento de citros, varios tipos
de marcadores moleculares vém sendo
utilizados, destacando-se o restriction
fragment length polymorphism (RFLP);
random amplified polymorphic DNA
(RAPD); amplified fragment length
polymorphism (AFLP); simple sequence
repeat (SSR), e single-nucleotide
polymorphism (SNP), os quais, geralmen-
te, possibilitam a deteccdo de um numero
praticamente ilimitado de polimorfismos
genéticos diretamente em nivel de DNA,
de forma que represente todo o genoma
(OLIVEIRA, 2013).

Dezenas de mapas de ligacdo foram
gerados em citros, a partir dos quais se
tém buscado genes e/ou caracteres de locos
quantitativos de tolerancia a sais e ao frio,
reguladores da dorméncia, juvenilidade,
vigor, porte de plantas, acidez de frutos,
resisténcia ao virus-da-tristeza-dos-citros
(Citrus tristeza virus, CTV), ao nematoide
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Tylenchulus semipenetrans, a gomose cau-
sada por Phytophthora, dentre outros (OLI-
VEIRA, 2013). Para tanto, a populacdo
segregante e os parentais dos cruzamentos
devem ser avaliados quanto a resposta a
caracteristica desejada. Quando os fenoti-
pos observados segregam de acordo com as
proporgdes esperadas pelas leis de Mendel,
marcadores genéticos associados a carac-
teristica em questdo sdo localizados nos
mapas de ligagdo. Uma vez identificados e
isolados, esses genes podem ser clonados e
transferidos para cultivares comerciais, por
meio de transformacao genética.

Transformacéo de plantas

As plantas transgénicas ou geneticamente
modificadas sdo aquelas que expressam
genes originados de outro organismo. Parti-
cularmente em citros, esta técnica apresenta
grande potencial, por possibilitar a introdu-
¢ao de material genético em situagdes em que
as espécies sdo sexualmente incompativeis,
por acelerar o processo de obtengdo de cul-
tivares melhoradas e por restringir a adigdo
de genes indesejaveis, em fungado dos efeitos
da heterozigosidade decorrente dos cruza-
mentos sexuais (MACHADO et al., 2005).

A primeira transformagdo genética de
c€lulas de citros foi realizada no final da dé-
cada de 1980, tendo sido obtida a expressao
eaintegracdo de DNA exogeno em laranjeira
doce utilizando-se sistema de protoplas-
tos (KOBAYASHI; UCHIMIYA, 1989).

Atualmente, a transformagao genética
de citros vem sendo realizada em varios
laboratoérios distribuidos pelo mundo,
sendo o cocultivo com Agrobacterium
tumefaciens o método mais empregado
(OLIVEIRA, 2013), embora o bombar-
deamento de particulas, a eletroporagio,
o cocultivo com A. rhizogenes ¢ 0 RNA
de interferéncia também estejam sendo
utilizados (DONMEZ et al., 2013).

As principais vantagens do cocultivo
com A. tumefaciens referem-se a facil
manipulacdo, integracao de poucas copias
do fragmento de DNA a ser transferido para
a planta, baixo rearranjo no genoma, maior
probabilidade de integracao em regido de

transcricdo ativa do cromossomo ¢ alta
fertilidade das plantas transgénicas obtidas
(MACHADO etal., 2005). Por outro lado,
as maiores limitacdes relacionam-se a
baixa eficiéncia dos protocolos existentes
para a regeneragdo de plantas de muitas
cultivares (DONMEZ et al., 2013).

Em se tratando da introdugao de genes
de importancia agronémica em citros,
ja existem trabalhos relacionados com
resisténcia ao virus-da-tristeza-dos-citros
(Citrus tristeza virus, CTV) utilizando
gene da capa proteica em laranjeiras doce e
‘Azeda’; limoeiro ‘Galego’ (C. aurantifolia)
e pomeleiro; resisténcia a fungos; resistén-
cia a solos salinos por meio do gene HAL2,
e produgdo de frutos com menor nimero de
sementes e precocidade de produgdo com
os genes LEAFY e APETALAL.

No Brasil, o gene que codifica a toxi-
na sarcotoxina IA, de reconhecida agdo
antibacteriana, foi introduzido em laran-
jeira ‘Pera’, na laranjeira ‘Pineapple’, foi
introduzido o gene que codifica a proteina
PR-5 de tomate visando resisténcia a
Phytophthora citrophthora. As laranjeiras
doces ‘Hamlin’, ‘Valéncia’ e ‘Pera’ foram
transformadas com os genes Xa2l e attA
com atividade antibacteriana, visando
resisténcia a Xanthomonas axonopodis
pv. citri e Xylella fastidiosa (OLIVEIRA,
2013). Além disso, a laranjeira ‘Hamlin’ foi
transformada com o gene hrpN de Erwinia
amylovora, visando resisténcia a cancro ci-
trico (BARBOSA-MENDES et al., 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Embora existam poucos programas
de melhoramento genético de citros no
mundo, dois dos quais no Brasil, um na
Embrapa e outro no Centro APTA Citros
Sylvio Moreira, centenas de outros grupos
de pesquisa vém trazendo contribuigdes
significativas a cultura, notadamente na
area de Biotecnologia. Por isso, o nimero
de cultivares langadas tem aumentado
nos ultimos anos, tanto as decorrentes de
hibridag@o sexual, quanto aquelas obtidas
por meio da selecdo de mutantes esponta-
neos ou induzidos e de hibridos naturais.

No tocante ao uso da hibridagédo
somatica via fusdo de protoplastos e da
transformagdo genética, subsidiadas por
estudos de sequenciamento de genoma
e de mapeamento genético, centenas de
genotipos candidatos a cultivares porta-
enxerto e a cultivares-copa foram obtidos
nos ultimos anos e estdo sendo avaliados
em estufas e em campo, devendo ser bre-
vemente liberados para cultivo.

O avango tecnoldgico abriu um universo
de possibilidades no melhoramento genético
de citros, permitindo a superacao das barrei-
ras genéticas e biologicas existentes. Dessa
forma, nos proximos anos, esperam-se res-
postas tecnologicas eficientes aos desafios
bidticos e abidticos da cultura e as demandas
dos citricultores e dos consumidores.
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