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O Brasil € o maior produtor de laranja, sendo responsavel por 26,4% da produgéo
mundial (FAO, 2014), sendo o estado de Sao Paulo detentor de 77% da producao brasileira
de citros.

Apesar de o grupo citros apresentar grande diversidade de géneros, espécies e
variedades, um numero relativamente pequeno é utilizado nos atuais plantios o que tem
contribuido para o agravamento dos problemas fitossanitarios na cultura. Além disso, tais
problemas tém dificultado o estabelecimento e manutencao de experimentos em condicoes
de campo, uma vez que, para algumas doencas a erradicacao de plantas infectadas é uma
das poucas formas de controle. O Centro de Citricultura do Instituto Agronémico - IAC vem
realizando, desde a década de 1990, um programa de melhoramento genético de citros via
cruzamentos dirigidos. Populacdes de hibridos obtidas a partir de cruzamentos entre
diversas variedades de citros, selecionadas por marcadores moleculares, foram
estabelecidas em varias regides do estado de Sdo Paulo, constituindo-se em uma rede
experimental de novos genotipos.

As populacées foram avaliadas para caracteristicas como producao, qualidade da fruta
e resisténcia a doencas e para construgcdo de mapas de ligagdo genética, como por
exemplo: tangerina Cravo vs laranja Péra (Oliveira et al., 2004), tangerina Sunki vs Poncirus
trifoliata cv Rubidoux (Cristofani et al, 1999, 2003) e tangor Murcott vs laranja Péra (Oliveira
et al., 2007). Regides genbmicas associadas as caracteristicas quantitativas e qualitativas
foram localizadas nestes mapas tais como: apomixia, resisténcia/tolerancia ao virus da
tristeza dos citros (CTV), a clorose variegada dos citros (CVC), a gomose de Phytophthora e
ao virus da leprose dos citros (Cristofani-Yaly et al., 1999; Siviero et al., 2006; Bastianel et
al., 2009) utilizando marcadores SSR, RAPD e AFLP.

Assim como para outras plantas, o melhoramento genético de citros avancou, nas
Ultimas décadas, devido a possibilidade de associacao entre ferramentas biotecnoldgicas e
métodos classicos de melhoramento. O uso de marcadores moleculares para a selecédo
inicial de individuos zigoticos de cruzamentos controlados resultou na possibilidade de
selecdo de um numero elevado de novas combinacées e, em consequéncia, 0
estabelecimento de um grande numero de hibridos em experimentos de campo. A
construcdo de mapas de ligacdo foi de fundamental importdncia em programas de
melhoramento, permitindo a associacdo de regides gendmicas com as caracteristicas de
interesse agronémico. O mapeamento de QTLs tem auxiliado os programas de varias
espécies de plantas perenes e em citros foi possivel mapear diversas caracteristicas com
heranca quantitativa e qualitativa. Por outro lado, a existéncia de mapas de ligacéo génica e
QTLs mapeados (Bastianel et al., 2009; Ollitrault et al., 2012), a consolidagéao de uma base
de dados de sequéncias de diferentes espécies de citros, incluindo bibliotecas feitas a partir
de plantas submetidas a varias condi¢cées de estresse bidtico (Cristofani-Yaly et al., 2007),
as informacdes de expressao génica global usando microarranjos (Boava et al., 2011) e
RNA_seq, o desenvolvimento de bibliotecas de bibliotecas BAC (Ollitrault et al., 2010) e o
sequenciamento do genoma completo de citros (Gmitter et al., 2012; Xu et al., 2013; Wu et
al., 2014), tornam inevitavel e urgente a a necessidade de explorar e combinar todas as
informacdes no sentido de aprofundar os estudos sobre genética desse grupo. Entretanto,
ainda nao foi possivel estabelecer marcadores para selegéo assistida.
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A disponibilidade de recursos e ferramentas genémicas estd revolucionando o
melhoramento de plantas, por possibilitar o estudo do gendtipo e sua relagdo com o
fendtipo. O desenvolvimento de plataformas de genotipagem de alto desempenho utilizando
sequenciamento de nova geracao possibilita o sequenciamento em massa de genomas e
transcriptomas e produz um grande volume de informagoes.

A Selecao Gendmica Ampla (GWS) enfatiza a predigcao simultanea (sem o uso de
testes de significancia para marcas individuais) dos efeitos genéticos de milhares de
marcadores de DNA (SNP, DArT, Microssatélites) dispersos em todo o genoma de um
organismo, de forma a capturar os efeitos de todos os locos (tanto de pequenos quanto de
grandes efeitos) e explicar toda a variagdo genética de um carater quantitativo. A condigao
fundamental para isso € que haja desequilibrio de ligagdo, em nivel populacional, entre
alelos dos marcadores e alelos dos genes que controlam o carater (Resende, 2014).

Os primeiros trabalhos com citros estdo sendo realizados utilizando marcadores
DarT_seq™ que combinam a reducéo da complexidade do genoma dos marcadores DArT
(Diversity Arrays Technology) com a genotipagem por sequenciamento de ultima geracao. O
DNA total foi extraido de cada populacdo, quantificado em Espectrofotdmetro Nanodrop-
8000, normalizado para 100 ng/uL, distribuidas em placas (96 pocos) e enviado para a
plataforma de genotipagem para a Diversity Arrays Technology Pty Ltd (DArT P/L, Austrélia).

Depois do sequenciamento e de analises estatisticas para controle de qualidade e
corte do cddigo de barras, as sequéncias foram alinhadas com o genoma de referéncia
tangerina Clementina, disponivel em Phytozome v9.1. Os dados foram classificados como
presenca / auséncia. A genotipagem utilizando tecnologia DArT_seq™ produziu 10.369
marcadores polimorficos para a populacdo mapa de tangor Murcott (TM) x laranja Pera (LP),
7.851 marcadores para a populagdo mapa de tangerina Sunki e Poncirus trifoliata e 13.514
marcadores polimérficos para a populagéo do hibrido 163 (TM x LP 163) x laranja Péra de
Abril.

Utilizando os dados de genotipagem com marcadores DArT seq™ e dados
fenotipicos, demos inicio aos estudos de selecdao genémica com a populagdo de tangor
Murcott x laranja Pera utilizando 185 individuos e quatro variaveis relacionadas as
caracteristicas dos frutos como largura, altura, nUmero de gomos e numero de sementes.
Foram obtidos valores de herdabilidade genémica baseada em marcas (h,y) de 0,31, 0,49 e
0,50 para numero de sementes, gomos e altura de fruto e acuracia da selecao gendmica de
0,58, 0,68 e 0,69 para estas mesmas caracteristicas. Com estes resultados preliminares,
pode-se concluir que os marcadores estdo explicando bem as caracteristicas e, portanto, ha
potencial para a efetividade da selecao genémica em Citrus. Nesse sentido, a selegdo com
o auxilio de um catalogo contendo os valores genéticos de marcas associadas aos fenotipos
podera impactar favoravelmente o melhoramento. No melhoramento genético a GWS
aumenta a eficiéncia e rapidez do processo seletivo. Com a GWS, a predicéo e a selegéao
poderdo ser realizadas em fases muito juvenis de plantas de citros, acelerando assim o
processo de melhoramento genético. As acuracias da selecao baseada em fenétipos foram
0,77, 0,69 e 0,88, respectivamente, as quais sdo superiores aquelas da selecao genbémica.
Mas, um indice incluindo simultaneamente as informag¢des fenotipicas e moleculares
conduziu a acuracias de 0,81, 0,80 e 0,90, respectivamente, portanto, superiores aquelas da
selecdo baseada em fendtipos, especialmente para a segunda variavel.
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