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RESUMO

A historia taxondmica da subfamilia Aurantioideae é bastante complexa
devida a acdo antrépica, associada a sua biologia reprodutiva do grupo que é
caracterizada pela compatibilidade reprodutiva e pela ocorréncia de apomixia
facultativa. Os estudos filogenéticos tém apoiado a condicdo monofilética tanto
para a familia Rutaceae quanto para a subfamilia Aurantioideae. No entanto,
diversos taxons propostos para essa subfamilia ndo tém se apresentado como
grupos naturais. Em Citrus foram descritas de 11 (Engler, 1931) até mesmo 162
espécies (Tanaka, 1977). O sistema de classificacdo mais utilizado para a
subfamilia Aurantioideae foi proposto por Swingle & Reece (1967), descrevendo
16 espécies para esse género.

No presente trabalho, a filogenia de Aurantioideae foi inferida pela analise
de segmentos de DNA de origem citoplasmatica, dando énfase as relagbes
existentes entre Citrus e géneros afins, confrontando essas informagdes com o
sistema de classificacdo proposto por SWINGLE & REECE (1967). Muitos taxons
sugeridos por esse sistema de classificacao (p.ex. subtribo, grupo subtribal,
género e subgénero) se apresentaram como nao monofilético. Dentre os grupos
subtribais, apenas “arvores de citros verdadeiros” (“True citrus fruit trees”)
correspondeu a um grupo natural, formando um clado bem sustentado dentro da
subtribo Citrinae. Citrus se apresentou como um grupo polifilético, o que permitiu
propor uma definicdo mais ampla para o género, incluindo nesse os demais
representantes do grupo “arvores de citros verdadeiros”. A separacao dos
representantes de Citrus nos subgéneros Papeda e Citrus também nao foi
sustentada.

A andlise dos genomas mitocondrial e de cloroplasto sugeriu linhas
evolutivas que separaram C. medica, C. grandis e C. reticulata, bem como a
existéncia das linhagens maternas das toranjas e das tangerinas. Esses dados
apoiam a condigdo de C. grandis e C. reticulata formarem a base da origem
materna das espécies comerciais de citros. C. medica, por sua vez, nao contribuiu
como parental materno na formag¢ao dos hibridos naturais de Citrus.



Um padrao de evolugao reticulado foi proposto para a origem de C. medica,
com a possivel introgressdo de representantes do grupo “arvores de citros
verdadeiros”. Tal sugestdo se baseou na grande similaridade genética revelada
por dados de origem nuclear e na ampla divergéncia citoplasmatica, que sdo
observadas entre esse taxon e os outros representantes de Citrus.

C. reticulata apresentou uma posicao conflituosa dentro do grupo “arvores
de citros verdadeiros”, devida a incongruéncia revelada pelos dados de origem
citoplasmatica. Os dados mitocondriais sugeriram que um ancestral recente foi
compartilhado por C. reticulata, Poncirus e Fortunella, enquanto que os dados
oriundos do plastoma sugeriram que C. reticulata tenha compartiihado um
ancestral recente com os outros representantes de Citrus (com excegao de C.
medica). A hipotese apresentada para explicar tal incongruéncia sugere a
ocorréncia de um hibrido citoplasmatico no processo de formagao das tangerinas,
com possivel segregacao de organelas. A ocorréncia natural desse hibrido se
justifica pela proximidade filogenética, condicdo de simpatria € compatibilidade
observada entre Poncirus, Citrus e Fortunella.



SUMMARY

The taxonomy of the subfamily Aurantioideae is quite complex due the
anthropic action associated to reproductive biology of the group having high sexual
compatibility and facultative apomixy. Phylogenetic studies have pointed out the
monophyletic condition of the family Rutaceae as well as the subfamily
Aurantioideae. However, several taxa of this subfamily have not been shown as
natural groups. In the genus Cifrus eleven to 162 species were described. The
more used classification system for the subfamily Aurantioideae was proposed by
Swingle & Reece (1967) that described 16 species for the genus Citrus.

Here the phylogeny of the subfamily Aurantioideae was evaluated by
analysis of DNA sequences from chloroplast and mitochondria, with emphasis to
the relationship between the genus Cifrus and its relatives, and comparing such
information with the more accepted classification system proposed by SWINGLE &
REECE. Many taxa suggested by the authors (e.g., sub-tribe, group of sub-tribes,
genus and sub-genus) were no monophyletic as proposed. Among the group of
sub-tribes, only the group "True citrus fruit trees” corresponded to a natural group,
clustering a consistent clad within the sub-tribe Citrinae. The genus Citrus is a
polyphyletic group allowing a wider definition for the genus, including within it other
representatives of the group True citrus fruit trees . The division of the genus Citrus
into the sub-genus Papeda and Citrus was also not supported.

Analysis of the mitochondria and chloroplast sequences suggested evolutive
pathways separating C. medica, C. grandis e C. reticulata, as well as the existence
of maternal lines of pummelos and mandarins. Such date support the condition of
C. grandis and C. reticulata to be the maternal basis of the commercial varieties of
citrus. On the other hand, C. medica does not contribute as maternal parent in the
natural hybrids of Citrus.

A reticulate evolution pattern was proposed for the origin of C. medica, with
introgression of representative of the group True citrus fruit trees. This hypothesis
is based on the high genetic similarity reveled by nuclear sequences, and in the
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wide citoplasmatic divergence observed among these taxa and other
representative of Citrus.

Based on citoplasmatic sequences C. reticulata showed low coherence
within the group True citrus fruit trees. Mitochondrial sequences suggested that a
recent ancestral was common to C. reticulata, Poncirus, and Fortunella. Otherwise,
chloroplast sequences pointed for a common ancestral of C. reticulata within other
Citrus species, except with C. medica. Citoplasmatic hybrid and / or organelle
segregation may be a hypothesis to explain such incoherence. Since Poncirus,
Citrus and Fortunella are sympatric genera and have sexual compatibility, it may
expected that hybrids of mandarins occur in natural conditions.
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INTRODUGAO

O género Citrus é representado por plantas de porte médio (arbéreo ou
arbustivo) caracterizadas por apresentarem flores brancas e aromaticas e frutos tipo
baga, contendo vesiculas que sdo preenchidas por suco de valor comercial. Os
representantes deste género sdo em sua maioria dipldides, apresentando um conjunto
basico de cromossomos x = 9, sendo relatados poucos individuos fripldides e
tetrapléides. Estima-se que a sua origem ocorreu em torno de 20 a 30 milhdes de anos
atras, nas regides tropical e subtropical da Asia e do arquipélago Malaio, de onde
dispersaram para outras regides do mundo.

Os citros correspondem ao grupo de plantas de maior importancia econdémica
dentre os representantes da familia Rutaceae, sendo classificados dentro da subfamilia
Aurantiodeae, tribo Citreae, subtribo Citrineae e grupo subtribal C (“Arvores dos Citros
Verdadeiros”). A histéria taxondmica dessa subfamilia foi marcada pela proposi¢ao de
novos géneros, segregados do género Cifrus, como no caso de Poncirus
(RAFINESQUE, 1865-66 in: SWINGLE & REECE, 1967), fortunella e Microcitrus
(SWINGLE, 1915ab). No entanto, ndo ha fortes evidéncias morfologicas para separacéo
desses géneros, uma vez que alguns dos caracteres diagnosticos utilizados para definir
Citrus podem ser encontrados em outros géneros. Além disto, diferentes sistemas
taxondmicos tém sugerido um nimero variavel de espécies para Citrus, sendo descritas
desde 11 (ENGLER, 1931), 16 (SWINGLE & REECE, 1967), ou mesmo 162 espécies
distintas para esse género (TANAKA, 1977). Atualmente muitos taxons representantes
de Citrus sdo considerados como de origem hibrida.

Parte da complexidade filogenética e taxondmica observada em Citrus é devida a
sua biologia reprodutiva e ampla histéria de cultivo. Os seus representantes apresentam
compatibilidade sexual, 0 que possibilita a origem natural de hibridos intergenéricos e
interespecificos ao longo do processo de evolugcéo. Além disto, a existéncia de
poliembrionia nucelar adventicia permite que esses hibridos sejam mantidos
geneticamente estaveis, contribuindo com a diversidade genética que € observada no
referido grupo.



Uma grande afinidade genética é observada entre Citrus, Fortunella, Microcitrus
e Poncirus. Os estudos sobre a evolugdo em Citrus sugerem a ocorréncia de
introgressao de alguns destes géneros na sua formagao, bem como a existéncia de trés
espécies que compdem a base de formagao dos hibridos naturais do subgénero Citrus.
As relacdes de afinidade existentes entre estes taxons, tém sido discutidas a luz da
analise fenética, inferidas com base em estudos de similaridade. No presente trabalho a
complexidade taxondmica do grupo é discutida a luz de uma hipotese filogenética
baseada na evolugdao de sequéncias de DNA de cloroplastos (cpDNA) e mitocdndrios
(mtDNA).



REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Distribuigdo geografica dos representantes da subfamilia Aurantioideae

Os representantes da subfamilia Aurantioideae sdo nativos da Asia e Africa.
Vinte e sete dos seus 33 géneros estdo distribuidos na regido de Mong¢ao (sudoeste da
Asia), enquanto cinco géneros sdo encontrados na Africa tropical. Os géneros Afraegle,
Aeglopsis; Balsamocitrus e Citropsis sao encontrados unicamente na Africa Tropical,
enquanto que Clausena corresponde ao UGnico género desta subfamilia que é
encontrado nos dois continentes (SWINGLE & REECE, 1967).

Segundo estudos arqueolégicos, estima-se que o género Citrus tenha surgido ha
20 ou 30 milhdes de anos (TANAKA, 1961). Vérias de suas espécies representativas
s30 nativas das regides tropical e subtropical da Asia e do arquipélago Malaio, estando
ali distribuidas da seguinte forma: a) os representantes do subgénero Papeda sao
encontrados na China, nordeste da india, sul das Filipinas, norte e centro da Tailandia e
norte do Vietna; b) C. medica é encontrada na india, China, Indochina e Japao; c) C.
grandis esta localizada no leste do arquipélago Indiano; d) C. reticulata no sul da China
e C. tachibana no Japao (SWINGLE & REECE, 1967); e) C. halimii na Tailandia e
Malasia (STONE et al, 1974). Os outros representantes do grupo "arvores de citros
verdadeiros" estdo assim distribuidos: Eremocitrus e cinco das seis espécies
representantes de Microcitrus (SWINGLE & REECE, 1967) sé@o encontrados na
Australia; Microcitrus warbugiana e Clymenia sdo encontrados no arquipélago Bismack
e Nova Guiné; Fortunella é encontrada no sudoeste da China, enquanto na regiao
central e norte deste pais estao os representantes de Poncirus.



2. Taxonomia da subfamilia Aurantioideae

Citros corresponde a plantas arbéreas e arbustivas de climas tropical e
subtropical pertencentes a ordem Geraniales, familia Rutaceae e subfamilia
Aurantioideae (SWINGLE & REECE, 1967). Representantes desta familia séo
caracterizados por apresentarem glandulas de 6éleo, ovario apoiado sobre disco floral
(nectario), manchas transparentes nas folhas e frutos com placentagdo axial. Os
representantes Aurantioideae apresentam folhas perenes, com excegdo de
representantes dos géneros Poncirus, Aegle, Feronia, bem como trés espécies de
Clausena e uma espécie representante de Murraya. Geralmente possuem flores
brancas e freqlientemente aromaticas. Muitos dos géneros apresentam frutos globosos,
com casca de coloragao verde, amarela ou laranja, com numerosas glandulas de 6leo
que dao um agradavel aroma ao fruto quando manuseado (SWINGLE & REECE, 1967).

O sistema proposto por SWINGLE & REECE (1967) classifica as tribos,
subtribos, grupos subtribais e géneros da subfamilia Aurantioideae de acordo com o
grau de semelhanca em relacao a Citrus. Esta subfamilia é formada pelas tribos
Clauseneae e Citreae, que somam um total de seis subtribos, nove grupos subtribais,
trinta e trés géneros, duzentos e {rés espécies e trinta e oito variedades. A tribo
Clauseneae (Tribo 1) - arvores citréides de frutos primitivos e muito primitivos - agrupa
as subtribos Micromelinae (arvores citrides de frutos muito primitivo); Clauseninae
(arvores citréides de frutos primitivos) e Merriliinae (arvores citrdides primitivos de frutos
grandes), enquanto que a tribo Citreae (Tribo II) - arvores de citros e citrdides - &
formada pelas subtribos Triphasiinae (arvores citréides de frutos pequenos), Citrinae
(arvores de citros) e Balsamocitrinae (arvores citroides de frutos de casca dura) (Tabela
1).

Os caracteres utilizados como diagndstico para os representantes da tribo
Citreae sdo: presenca de espinho; folhas peniformes ou com raquis articulada; e frutos
mais elaborados, podendo apresentar estruturas vesiculares. Dentro dessa tribo, os
representantes das subtribos sa&o classificados de acordo com as seguintes
caracteristicas de frutos: a) Triphasiinae apresenta frutos pequenos, com casca fina e
l6culos preenchidos com goma mucilaginosa; b) Balsamocitrinae apresenta fruto



grande, com casca dura, preenchido com goma resinosa; ¢) Citrinae, geralmente
apresentam frutos tipo baga, com casca coriacea e léculos preenchidos com vesiculas
de suco.

A subtribo Citrinae apresenta 13 géneros e 65 espécies, incluindo as mais
importantes do ponto de vista econdmico dentre as Rutaceas (SWINGLE & REECE,
1967). Essa subtribo é subdividida em grupos subtribais, que correspondem aos grupos
A ("Primitive Citrus Fruit Trees"), B ("Near-Citrus Fruit Trees") e C ("True Citrus Fruit
Trees”). Os representantes desta subtribo sdo caracterizados por apresentar frutos
contendo vesiculas de suco, estrutura bastante peculiar em Rutaceae, que corresponde
a celulas com paredes muito finas, originadas na parede do l6culo e se desenvolvem
em grande quantidade no interior da cavidade locular. No entanto, nos representantes
do grupo A, estas vesiculas apresentam forma indefinida, que se desintegram em 6leo
ou resina quando desenvolvidos. No grupo B, as vesiculas apresentam formato conico,
estando incrustadas em toda parede do l6culo. J& no grupo C, caracterizado por
apresentar hesperidio mais desenvolvido, as vesiculas estdo incrustadas na parede
dorsal do Iéculo, nunca sdo cdnicas, sendo geralmente fusiformes e preenchem toda
area do I6culo ndo ocupada pelas sementes.

Dentro do grupo C, os géneros Fortunella, Microcitrus, Poncirus e Citrus tém
despertado grande interesse em razdo da sua importancia econémica. De acordo com a
classificacdo de SWINGLE & REECE (1967) estes géneros apresentam a seguinte
descri¢ao:

a) Fortunella. & representado por quatro espécies de arvores pequenas e arbustos.
Possui folhas unilobadas com coloragcdo prateada na parte inferior. Suas flores sé&o
originadas das axilas das folhas em grupo ou isoladamente. Estas apresentam 5
pétalas e 5 sépalas brancas, 16-20 estames e 3-7 carpelos. Os frutos sao pequenos,
variando na forma de circular a oval. A polpa do fruto, juntamente com a casca, pode
ser ingerida in natura. As suas sementes sao poliembridnicas.

b) Poncirus: & descrito como género monoespecifico (P. trifoliata), caracterizado por
apresentar folhas trilobadas, deciduas, cujos foliolos apresentam formato oval e
tamanho similar. Os seus ramos podem apresentar internés maiores que o peciolo ou
internés curtos, apresentando espinhos foliaceos, 0s quais se desenvolvem de brotos



dormentes. Diferentes de outras espécies de citros, os brotos sio escamosos,
pronunciados e pubescentes, produzindo espinhos longos e finos na axila das folhas. A
flor tem 5 pétalas, § sépalas e numerosos estames que curvam externamente da base
do ovario. Os frutos consistem de 8-13 carpelos fundidos; este é pubescente e tem um
gosto amargo devido a presenca de poncidirim. As sementes s3o cheias, externamente
enrugadas e apresentam muitos embrides.

c) Microcitrus: este género consiste de seis espécies de arvores de tamanho meédio,
apresentando flores, folhas e frutos considerados pequenos, quando comparados
aqueles apresentados por outros géneros do grupo C. As folhas sdo unilobadas,
dimérficas, mudando de catafilos muito reduzidos, presente em plantas jovens, para
folhas pequenas de formato eliptico ou ovadas lateralmente, que sdo encontradas nas
plantas maduras. O peciolo & pequeno e a superficie superior da folha é pubescente.
As folhagens jovens apresentam coloragcdo arroxeada. As flores, originadas na axila das
folhas, possuem tamanho pequeno e apresentam 4-5 pétalas e sépalas, 10-20 estames
fundidos e 4-8 carpelos contendo 4-8 6vulos por carpelo. As pétalas sio brancas e
apresentam coloragéo arroxeada na sua base. Os frutos sdo pequenos e arredondados
contendo consideravel quantidade de gotas de 6leo acido. As sementes sdo pequenas
e com o formato oval.

d) Citrus: este género é formado por 16 espécies, caracterizadas por apresentar arvores
perenes. Os ramos das copas sdo angulares quando jovem, mudando para cilindricos
guando maduros. Algumas espécies, como limas e limdes, apresentam numerosos
espinhos, oriundos das axilas das folhas de plantas jovens. No entanto, esses sio
menos proeminentes nas arvores maduras. As folhas sdo unilobadas, cujo tamanho da
lamina foliar pode variar de muito grande (toranjas e pomelos), moderado (laranjas e
limdes) até pequeno (maioria das tangerinas). O tamanho do peciolo também varia com
a espécie, do mesmo modo que o tamanho da folha. As flores estdo isoladas ou em
grupo, originadas nas axilas das folhas, podendo ser perfeitas ou estaminadas.
Geralmente as flores apresentam 4-5 sépalas, 4-8 pétalas, 20-40 estames ligados em
feixes e 8-15 carpelos fusionados, normaimente contendo 4-8 6vulos. O estilete é maior
que o ovario em flores perfeitas e tende a ser menor nas flores estaminadas. O fruto
consiste de um uUnico ovario de 8-15 carpelos fusionados, envolvido por uma



casca coriacea. A forma dos frutos varia de esferbide (laranjas), oblato (toranjas e
tangerinas) a prolato (limdes e limas). As vesiculas de suco sao pedunculadas e se
ligam na parede dorsal do lI6culo. Os septos carpelares sdo separados pelo endocarpo,
que constitui um tecido branco denominado de albedo. A casca apresenta numerosas
glandulas de 6leo e a sua coloragédo pode variar de amarelo esverdeado (limas, limbes
e pomelos), laranja avermelhado (laranjas), laranja escuro ou mesmo vermelho
alaranjado (tangerinas). As sementes apresentam formato que varia de obovdides a
arredondado, podendo conter de um a varios embrides. A coloragao apresentada pelos
cotilédones varia de branca (laranjas e pomelos) a verde (tangerinas).

A taxonomia de Citrus €& bastante complexa, tendo diferentes sistemas
taxonémicos proposto um numero variavel de espécies para este género. Inicialmente
ENGLER (1896), citado por SWINGLE & REECE (1967) descreveu seis espécies para
Citrus, incluindo alguns representantes de géneros afins como Microcitrus, Fortunella e
Poncirus. No entanto, em 1931 ele aceitou que alguns destes fossem agrupados em
géneros distintos e descreveu 11 espécies para Citrus. Ainda em 1931 BURKILL tratou
os géneros relacionados como sendo subgéneros de Citrus, mas sua proposi¢do nao foi
amplamente aceita. Mais recentemente MABBERLEY (1998) prop0s a inclusdo de
géneros como Fortunella, Microcitrus, Eremocitrus e Citrus num sé género, devido a
inconsisténcia dos caracteres diagnosticos utilizados para separacédo dos
representantes destes géneros.

O sistema de classificacdo proposto por SWINGLE (1943), um dos mais
utilizados para Citrus, descreve 16 espécies distribuidas nos subgéneros Citrus (10
espécies) e Papeda (6 espécies). Num outro extremo, TANAKA (1977) propde para
este género a existéncia de 162 espécies, que estao distribuidas nas se¢des papeda,
limonellus, citrophorum, cephalocifrus e aurantium do subgénero Archicitrus e nas
secOes osmocitrus, acrumen e pseudofortunella do subgénero Metacitrus. Atualmente,
C. medica, C. grandis, C. reticulata e C. halimii tem sido consideradas como as
verdadeiras espécies representantes do subgénero Citrus (STONE et al, 1974,
SCORA, 1975; BARRET & RHODES, 1976; SCORA, 1988), sendo que os demais
representantes deste grupo sao considerados hibridos naturais, originados do
cruzamento entre as espécies basicas ou mesmo com a contribuicdo de representantes



Papeda, e tém sido mantidos de modo estavel na natureza por apomixia facultativa
(SCORA, 1975; BARRET & RHODES, 1976).

De acordo com a classificagdo de SWINGLE & REECE (1967), os representantes
dos subgéneros Papeda e Citrus podem ser faciimente distinguidos com base nas
caracteristicas morfolégicas de folhas, flores e frutos. Os Papeda sao caracterizados
por apresentar peciolo alado muito grande, inflorescéncia pequena e frutos contendo
vesiculas que apresentam agregagdo de gotas de sabor acre, o que torna os frutos ndo
palataveis. Este subgénero é formado por seis espécies correspondentes a C. celebica,
C. micrantha, C. latipes, C. macropthera, C. hystrix e C. ichangensis. Os representantes
do subgénero Cifrus, por sua vez, apresentam folhas sem peciolo ou com peciolo
estreito. As flores sdo largas, aromaticas e os estames sdo ligados em feixes. Os seus
frutos apresentam vesiculas contendo suco de sabor agradavel, que varia de doce a
acido, geralmente sem gotas de 6leo, ou quando presente se encontram em baixa
concentracao. Este subgénero é representado por C. medica, C. grandis, C. reticulata,
C. limon, C. paradisi, C. aurantifolia, C. aurantium, C. sinensis, C. tachibana e C. indica.
Dentre os representantes do género Citrus, C. ichangensis apresenta caracteres
intermediarios entre os dois subgéneros, cujas folhas sdo caracteristica de Papeda e as
flores sao semelhantes aquelas observadas nos representantes do subgénero Citrus.



Tabela 1: Representantes da subfamilia Aurantioideae segundo a classificacdo de
SWINGLE & REECE, 1967.

Tribo Subtribo Grupo subtribal Géneros

Clauseneae
Micromelinae Micromelum

Clauseninae Glycosmis
Clausena
Murraya

Merriliinae Merrilia

Citreae

Triphasiinae Grupo Wenzelia Wenzelia
Monanthocitrus
Oxanthera
Merope

Grupo Triphasia Triphasia
Pamburus

Grupo Luvunga Luvunga
Paramignya
Citrinae “Primitive Citrus Fruit Severinia
Trees” - (Grupo A)
Pleiospermium
Burkillanthus
Limnocitrus
Hesperethusa
“Near-Citrus Fruit Citropsis
Trees” - (Grupo B) Atalantia

“True Citrus Fruit Fortunella
Trees” - (Grupo C) Poncirus
Microcitrus
Eremocitrus
Clymenia
Citrus
Balsamocitrinae Grupo Tabog Swinglea

Grupo Bael-fruit Aegle
Afraegle
Aeglopsis
Balsamocitrus

Grupo Wood-Apple  Feronia
Feroniella




3. Diversidade genética de Citrus

A estrutura genética apresentada pelos taxons representantes de Citrus pode
diferir de modo significativo, sendo observados diferentes niveis de heterozigosidade e
de variabilidade intraespecifica (HERRERO et al, 1996a). Esta diversidade é
determinada pela associacdo de fatores como tipo de mutacao, histéria de cultivo e
principalmente o tipo de reprodugio, apresentados por representantes deste género
(SCORA, 1988). Uma grande compatibilidade sexual é observada entre representantes
de niveis taxondmicos distintos, resultando no surgimento de hibridos interespecificos e
intergenéricos, que podem ocorrer de forma espontanea na natureza (SWINGLE, 1943).

A poliembrionia corresponde a outra peculiaridade da biologia reprodutiva deste
grupo, que afeta a sua diversidade genética. Muito embora alguns dos seus taxons
sejam monoembridnicos, a exemplo de C. medica, C. grandis, C. clementina, C.
tangerina, C. temple, C. nobilis e C. halimii, a poliembrionia é caracteristica da maioria
dos seus representantes. Nesses casos, o produto da fertilizacdo geralmente origina um
embriao zigdtico e uma quantidade varidvel de embrides de origem nucelar. Os
embrides nucelares se desenvolvem a partir da multiplicacdo do tecido somatico,
localizado adjacente ao saco embrionario, originando individuos com a mesma
constituicao genética do parental materno (FROST & SOOST, 1968). Em alguns taxons
pode ser observada uma desvantagem competitiva dos embrides zigdticos em relacéo
aos nucelares (FROST & SOOST, 1968), contribuindo para a estabilizacdo de formas
hibridas ao longo do processo de evolugdo do grupo (SCORA, 1975; BARRET &
RHODES, 1976).

Uma grande variagcdo nas caracteristicas morfoldégicas das folhas, flores e
principalmente aquelas relacionadas aos frutos podem ser observada em Citrus
(SWINGLE & REECE, 1967). O fruto maduro pode apresentar formato oblato, ovoide e
mesmo piriforme e uma varia¢gdo no tamanho, com didmetro que vai de 2 até 30 cm. A
coloracéo da casca pode variar de amarela a verde, apresentada pelas limas, até a
vermelha alaranjada, apresentada pelas tangerinas. Muito embora o fendomeno da
poliploidia apresente particular importdncia na evolugdo das plantas superiores,
respondendo por parte da sua variabilidade (STEBBINS, 1950), Citrus é representado
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predominantemente por individuos dipldides, podendo ser observada a ocorréncia
esponténea de individuos tripidides e tetraploides, bem como variagdbes cromossdmicas
estruturais dos tipos inversao e translocacio (IWAMASA & NITO, 1988). No entanto, as
mutacdes génicas sdo consideradas como responsaveis por parte significativa da
variacdo observada em espécies comerciais, cuja propagacao & predominantemente
vegetativa (HODGSON, 1969; FANG & ROOSE, 1997).

A hibridagdo parece ser a maior causa da variacdo das espécies de Citrus
(HERRERO et al, 1996a). Dados morfolégicos e moleculares sugerem que grande
parte dos representantes desse género sdo hibridos naturais (BARRET & RHODES,
1976; FEDERICI et al., 1998). GUERRA (1993), através de estudos com bandeamento
cromossomico, observou que C. sinensis, C. medica, C. limon, C. limonia, C. grandis e
C. aurantium apresentaram pelo menos um par de cromossomos em heterozigose.
HERRERO et al. (1996 a) estudando a diversidade genética com base na analise de
isoenzimas, revelou que a heterozigosidade apresentada por representantes de Citrus é
bastante variavel. Um elevado grau de heterozigosidade foi observado nos
representantes do grupo dos limbes (C. limon, C. meyeri, C. kama, C. volkameriana),
limas (C. limettioides, C. aurantifolia e C. latifolia) e C. bergamia. Os representantes de
C. sinensis, C. clementina, C. tangerina, C. temple e alguns representantes do
subgénero Papeda (C. hystrix, C. ichangensis e C. macropthera), apresentaram
heterozigosidade média. Uma pequena heterozigosidade foi observada em C.
aurantium, C. halimii, C. tachibana, C. paradisi e C. deliciosa, reduzindo gradualmente
para os taxons C. medica, C. grandis, C. unshiu, C. sunki até chegar em um nivel
minimo apresentado por C. reshni (HERRERO et al., 1996a). Esta variagdo no grau de
heterozigosidade se deve ao processo de muitiplicacdo desses taxons, sendo
geralmente observada uma maior heterozigosidade em taxons de origem hibrida cuja
propagacao se da através de clones apomiticos ou por multiplicacado vegetativa, o que
permite estabilizar tais genétipos. Os taxons propagados predominantemente pela
reproducio sexuada e com baixa taxa de poliembrionia apresentam um menor grau de
heterozigosidade.

As tangerinas correspondem ao grupo de maior diversidade genética dentre as
espécies comerciais de Citrus. SWINGLE (1943) trata as tangerinas, com excegéo de
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C. tachibana e C. indica, como representantes de C. reticulata. Para TANAKA (1954),
as tangerinas sao representadas por 36 espécies que podem ser organizadas em cinco
grupos diferentes: Grupo | - C. nobilis Lour, C. unshiu Marc. e C. yatsushiro Hort. Ex
Tanaka; Grupo Il - com espécies de menor importancia econémica (C. keraji, Hort. ex
Tanaka, C. oto Hort. ex Yuishiro e C. toragayo Hort. ex Yuishiro); Grupo Il - com 14
espécies incluindo C. reticulata (tipo 'Ponkan’), C. deliciosa, C. clementina e C.
tangerina (tipo 'Dancy'). Grupo IV - inclui C. reshni ('Cleopatra’), C. sunki e C. tachibana
(Mak.); Grupo V - inclui espécies como C. depressa e C. lycopersicaeformis.

Para HODGSON (1969), as tangerinas economicamente importantes
representam quatro espécies: C. unshiu ('Satsuma’), C. reticulata ('Ponkan’, 'Dancy’ e
‘Clementina’), C. deliciosa Tenore (Mexiricas) e C. nobilis Loureiro ('King'). A ampla
diversidade genética apresentada pelas tangerinas tem sido confirmada pelo emprego
das mais variadas técnicas de analise molecular, como isoenzimas (BALLVE et
al.,1991; HERRERO et al.,, 1996), RAPD (COLETTA FILHO ef al., 1998; FEDERICI et
al., 1998), RFLP (FEDERICI et al., 1998) e microsatélite (FANG & ROOSE, 1997; FANG
etal, 1998).

Outros representantes do subgénero Citrus, a exemplo das laranjas doce (C.
sinensis), limao (C. limon), limas (C. aurantifolia) e pomelos (C. paradisi), correspondem
a hibridos naturais e tém sido amplamente cultivados pelo homem. A histéria de cultivo
destes grupos € caracterizada pela acao da selecao artificial, associada a propagacao
vegetativa. C. sinensis tem sua diversidade atribuida a ocorréncia de mutacdes génicas,
que resultaram em modificacdes em caracteres agrondmicos como caracteristicas do
fruto (HODGSON, 1969). De modo similar, cultivares de C. paradisi apresentam uma
base genética restrita, cujos representantes foram originados por sucessivos eventos de
mutacgao, ocorridos a partir de uma mesma arvore ancestral (GMITTER, 1995). FANG &
ROOSE (1997), utilizando marcadores microssatélites (SSR) observaram uma restrita
diversidade genética para C. sinensis e C. paradisi em relacdo a C. limon. Poucas
bandas polimérficas foram obtidas (no maximo 4), num universo de 1.230 marcadores
SSR analisados, para separar 41 cultivares de C. sinensis. Por sua vez o grupo das
tangerinas foi quem apresentou maior diversidade genética, sendo observadas bandas
polimoérficas com todos os 22 iniciadores testados para este grupo.
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4. Relagdes filogenéticas de Citrus e géneros afins

Conflitos tém sido observados quanto a taxonomia e filogenia da subfamilia
Aurantioideae (SWINGLE & REECE, 1967). Caracteristicas como forma de cultivo,
ampla compatibilidade sexual e a poliembrionia, associadas aos distirbios no habitat
natural, respondem pela complexidade filogenética e taxondémica observada em Citrus
(SCORA, 1988).

SWINGLE & REECE (1967) classificaram Citrus como representante do grupo
"arvores de citros verdadeiros" (grupo C), juntamente com outros cinco géneros da
subfamilia Aurantioideae. Estudos com base na analise de cpDNA (SAMUEL et al,
2001), bandeamento cromossdémico e quantidade de heterocromatina (GUERRA et al,
2000), sugerem que esse grupo seja monofilético. A afinidade genética deste grupo é
revelada pela grande compatibilidade sexual (IWAMASA et al., 1988) e pela
similaridade observada entre esses taxons, quando s3o analisados os dados
morfolégicos (BARRET & RHODES, 1976), isoenzimaticos (RAHMAN et al, 1994;
HERRERO et al, 1996 b) e gendmicos (IWAMASA & NITO, 1988; FEDERICI et al.,
1998, GUERRA et al, 2000). Uma clara associacdo é observada entre Poncirus,
Fortunella, Citrus e Microcitrus (HERRERO et al.,, 1996 b), sendo sugerida uma maior
afinidade genética entre Fortunella e o grupo das laranjas-tangerinas, e entre
Microcitrus e o complexo cidra-lima-limdo (HERRERO ef al., 1996 b; FEDERICI et al.,
1998). Poncirus se apresenta como taxon mais divergente dentre esses quatro géneros
(HERRERO et al., 1996 b).

De acordo com a classificacao proposta por SWINGLE & REECE (1967), os
representantes de Citrus podem ser agrupados em dois subgéneros distintos (Papeda e
Citrus). TANAKA (1969a) sugere que os representantes do subgénero Papeda tenham
originado as limas que, por sua vez, deram origem ao complexo cidra-limao e as
toranjas. As laranjas teriam surgido posteriormente, a partir das toranjas (C. grandis).

Atualmente, a origem da maioria das espécies de Citrus € considerada como
resultado de hibridacdo natural. C. medica, C. grandis e C. reticulata, consideradas
como especies auténticas do subgénero Citrus, compdem a base da formacdo das
“espécies” comerciais de citros (SCORA 1975; BARRET & RHODES 1976). A
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ocorréncia de introgressdo de outros géneros na formacao desses taxons também tem
sido sugerida. Microcitrus estaria envolvido na formacgao de C. aurantifolia (BARRET &
RHODES 1976), enquanto que representantes de Fortunella estariam envolvidos na
origem de C. madurensis Lour (SINGH & NATH, 1969) e C. microcarpa Bunge
(SWINGLE & REECE 1967).

Os cruzamentos propostos para a origem de algumas das espécies cultivadas de
Citrus sao os seguintes:

a) C. grandis x C. reticulata para C. sinensis (SWINGLE & REECE, 1967;
SCORA, 1975; BARRET & RHODES, 1976);

b) C. grandis x C. reticulata para C. aurantium (SWINGLE & REECE, 1967;
SCORA, 1975; BARRET & RHODES, 1976);

c) C. limon ou C. medica x C. reticulata para C. jambhiri (SWINGLE & REECE,
1967; BARRET & RHODES, 1976);

d) cidra x lima x espécie nado identificada (MALIK et al., 1974), C. medica x lima
ou limdo rugoso (HODGSON, 1969) ou C aurantium x C. medica para C. limon
(NICOLOSI et al., 2000; GULSEN & ROOSE, 2001);

e) C. grandis x C. sinensis para C. paradisi (SWINGLE & REECE, 1967; SCORA,
1975);

f) C. medica x C. grandis x Microcifrus (BARRET & RHODES, 1976) ou C.
medica x Citrus spp subg. Papeda (TORRES et al., 1978) para C. aurantifolia;

g) C. limon ou C. medica x C. reticulata (SWINGLE & REECE, 1967; BARRET &
RHODES, 1976) para C. jambhiri,

h) C. medica x lima (HODGSON, 1967) ou C. medica x limdao rugoso
(HODGSON, 1967) para C. limonia;

i) C. medica x C. aurantium (DENG et al., 1996; NICOLOSI et al., 2000) para C.
volkameriana.

4.1. Filogenia inferida a partir de dados controlados pelo nticleo celular

Estudos de similaridade tém sido utilizados para inferir as relagdes de afinidade
em Cifrus. A andlise de dados controlados predominantemente pelo genoma nuclear
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tem apoiado a hipétese de que trés espécies, correspondendo a C. medica, C. grandis
e C. reticulata, constituem a base da origem das “espécies” comerciais desse género.

BARRET & RHODES (1976) analisando dados morfolégicos, e POTVIN et al.
(1983), utilizando dados bioquimicos, sugeriram a existéncia de dois grupos dentro do
subgénero Citrus. Um grupo maior, correspondendo as laranjas-tangerinas, formado
por C. reticulata, C. sinensis, C. aurantium, C. grandis e C. paradisi, enquanto o outro
grupo, representando o complexo cidra-lima-liméo, formado por C. medica, C.
aurantifolia e C. limon.

HERRERO et al. (1996b) analisando 10 sistemas isoenzimaticos, observaram a
formacao de dois agrupamentos que corresponderiam aos grupos laranjas-tangerinas e
o das cidras-limas-limoes-pomelos. FEDERICI ef al. (1998), analisando padrdes de
RFLP (restriction fragment length polymorphism) e RAPD (random amplified
polymorphic DNA), verificaram a formacéao de um grupo com representantes de cidras,
limas e limdes e outro envolvendo representantes das tangerinas e laranjas. Uma maior
similaridade genética tem sido sugerida para C. grandis e alguns representantes do
subgénero Papeda (HERRERO et al., 1996b; FEDERICI et al., 1998).

NICOLOSI ef al. (2000) estudando as relagcbes de representantes de Cifrus e
géneros afins com base na andlise de marcadores moleculares do tipo SCAR
(sequence-characterized amplified regions) e RAPD, detectaram a existéncia de oito
grupos que se distribuiriam da seguinte forma: 1) Grupo das cidras - C. medica, C.
aurantifolia, C. macrophylla, C. limon, C. bergamia, C. limettioides, C. jambhiri, C.
limonia e C. volkameriana; 2) Grupo das tangerinas — C. fachibana e C. reticulata num
primeiro subgrupo e C. paradisi, C. aurantium, C. sinensis e C. yunos num segundo
subgrupo; 3) Grupo das toranjas — C. grandis e C. celebica ; 4) Grupo ichang — C.
ichangensis; 5) Grupo fortunella — Fortunella margarita e C. indica; 6) Grupo Micrantha
— C. hystrix, C. micrantha, C. macroptera e C. latipes (todos representantes do
subgénero Papeda); 7) Grupo Poncirus — Poncirus trifoliata; e 8) Grupo Microcitrus — M.
australis e Eremocitrus glauca.
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4.2. Filogenia inferida com base em dados de origem citoplasmatica

A analise de dados de origem mitocondrial e de cloroplasto sugere grupos de
afinidade citoplasmatica para Citrus, separando C. grandis, C. reticulata e C. medica
em grupos distintos, e corrobora a hipétese dessas espécies comporem a base da
formacao de hibridos naturais representantes do subgénero Citrus (GREEN et al., 1986,
HANDA et al., 1986; YAMAMOTO et al., 1993; NICOLOSI et al., 2000).

GREEN et al. (1986) analisando o genoma de cloroplasto por RFLP, observaram
grande similaridade entre C. grandis, C. aurantium, C. sinensis, C. limon e C. paradisi,
que por sua vez, apresentaram maior divergéncia em relacdo ao padréo apresentado
por C. medica e C. reticulata. YAMAMOTO et al. (1993), analisando dados de RFLP de
genoma mitocondrial, verificaram a formacdo de dois grupos distintos que
corresponderiam ao grupo das toranjas e grupo das tangerinas. O grupo das tangerinas
foi formado por representantes de C. reticulata, C. tachibana (SWINGLE 1943) e
tangores (C. sinensis x C. reticulata). O grupo das toranjas foi dividido no subgrupo
toranja (C. grandis, C. paradisi, C. sinensis, C. aurantium e C. limon) e no subgrupo
Yuzu (representantes Citrus subg. Papeda, Fortunella e C. aurantifolia). Tanto C.
medica quanto P. trifoliata apresentaram ampla divergéncia citoplasmatica em relacao a
estes dois grupos (YAMAMOTO et al., 1993).

As informacgbes oriundas de anadlises de proteina e DNA de cloroplasto (HANDA
et al.,, 1986; NICOLOSI et al., 2000) e do DNA mitocondrial (YAMAMOTO et al., 1993)
sugerem que C. medica apresente ampla divergéncia em relacdo aos outros
representantes de Citrus, mesmo em relacao a géneros relacionados como Fortunella,
Poncirus, Eremocitrus e Microcitrus.

5. Evolucao molecular
A evolucao dos organismos esta diretamente relacionada com a plasticidade de
seu genoma. A célula vegetal contém genomas de origem nuclear, mitocondrial e de

cloroplasto, cujo padrao de evolugdo €& peculiar. As variagbes no numero de
cromossomos do nucleo celular, bem como os arranjos e duplicacdes dos seus genes
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sao particularmente importante na evolucdo de plantas superiores (STEBBINS, 1950;
WALBOT & CULLIS, 1985). Variagbes no padrdao de evolucdo sao observadas ao
analisar diferentes setores de um mesmo genoma, sendo observada uma menor taxa
de mutacdo em regibes de codificacao de genes em relacdo aquelas regides
desprovidas de fungdo génica. Do mesmo modo, variagdoes nas taxas de mutagdo sdo
observadas dentro da regiao de codificacdo de polipeptidios, sendo as mutacdes de
ponto do tipo substituicdo menos freqiientes na segunda base do cédon em relagdo a
taxa de mutacdo observada na primeira e terceira base (WALBOT & CULLIS, 1985; LI,
1997; JUDD et al., 1999).

5.1.Genoma nuclear

A maior parte das informacdes genéticas das células vegetais esta localizada no
ndcleo. Os representantes de Citrus apresentam um conjunto basico de cromossomo
x=9, geralmente diploides, sendo relatada a existéncia de poucos individuos tripldides e
tetrapldides (IWAMASA & NITO, 1988). Esses cromossomos apresentam regides de
eucromatina, formada por DNAs pouco ou medianamente repetitivo, geralmente
envolvidos com a expressao génica, e por regides heterocromaticas, compostas por
DNAs altamente repetitivo. Na subfamilia Aurantioideae foi observado um aumento na
quantidade de heterocromatina, sendo este carater considerado como apomérfico para
o referido grupo de plantas. Uma elevada concentragdo de heterocromatina foi
observada em taxons avangados (>10%), como aquelas observadas nos
representantes do grupo subtribal C, tendo Citrus apresentado valor em torno de
28,71% (GUERRA et al., 2000).

5.2. Plastoma
O DNA do cloroplasto (cpDNA) corresponde a uma molécula circular, localizada
no interior dos cloroplastos, existentes no citoplasma de vegetais superiores. O padrao

de heranga apresentado por esta organela nas angiospermas é predominantemente
uniparental (BOBLENZ et al, 1990, PALMER, 1992; WAGNER, 1992; DONG &
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WAGNER, 1994), muito embora também seja observado padréo de heranga biparental
(MEDGYESY et al., 1986; SMITH, 1989; MASON et al., 1994). Uma grande variagao é
observada tanto no numero de cloroplastos, apresentado por célula vegetal (30 a 500),
quanto no numero de moléculas de DNA existente por organela (20 a 200) (PALMER,
1987). Esse genoma vem sendo bastante empregado em estudos de filogenia, devido a
estabilidade estrutural, padréao de heranca e taxa de mutagado, que lhes sdo peculiares.
Uma grande estabilidade & observada tanto na estrutura e organizagdo dos seus genes
quanto no tamanho deste genoma, sendo observado para a maioria das plantas um
tamanho que pode variar de 135 a 160 kb (OLMSTEAD & PALMER, 1994; JUDD et al.,
1999).

Em Citrus, este genoma apresenta um tamanho estimado de 166 kb (GREEN et
al., 1986). O genoma dos cloroplastos de tabaco foi totalmente seqiienciado,
apresentando 155,844 kb que encerra cerca de 113 genes. Esse genoma apresenta 21
proteinas ribossomais; 4 rRNAs; 30 tRNAs; 4 subunidades de RNA polimerase; 1 fator
de inicio de tradugao; 1 suposto intron maturase; 29 genes para fungdes fotossintéticas
e 10 ORFs conservadas, com fun¢do desconhecida. Os genes presentes no cpDNA de
arroz, uma monocotiledénea sao similares aos encontrados no cpDNA de tabaco, uma
dicotiledonea.

5.3. Condrioma

A mitocdndria vegetal apresenta como material genético um conjunto de
moléculas de DNA (mtDNA), de formato circular, que apresentam grande variacdo no
tamanho e na estrutura dos genes. O padrao de heranga apresentado por esta organela
é predominantemente materno, podendo também ser observado heranga patermna e
biparental em alguns grupos de plantas (ERICKSON et al, 1989; ERICKSON &
KLEMBLE, 1990; HAVEY, 1997).

O genoma mitocondrial dos vegetais superiores exibe uma elevada plasticidade
genotipica. Eventos de recombinagcdo homoéloga que ocorrem entre seqliéncias
repetidas, resultando em rearranjos, duplicagbes e delegdes, respondem por parte da
variagao no tamanho (218 a 2.500 kb) e na estrutura desses genomas (WALBOT &
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CULLIS, 1985; PALMER, 1992). Tais diferengcas podem ser observadas mesmo em
relacado a taxons proximamente relacionados. PALMER (1992) ao analisar seis espécies
de Brassica, observou que o tamanho do genoma mitocondrial variou de 208 a 257 kb,
e que ocorreram variacbes na localizagdo dos genes, mesmo quando foram
comparadas espécies proximamente relacionadas como B. campestris e B. oleracea.
Por sua vez, a analise do cpDNA deste mesmo grupo de plantas revelou a mesma
ordem dos genes e aproximadamente o0 mesmo tamanho do genoma (151 kb).

Em contrapartida a rapida evolugcdo estrutural apresentada pelo mtDNA de
plantas, a taxa de evolucdo com base na alteracdo de nucleotideos ao longo desta
molécula € lenta. Este DNA apresenta uma menor taxa de mutagdo pontual néo
sindnima, quando comparada com aquelas apresentadas pelo mtDNA animal (cerca de
40 a 100 vezes) e cpDNA (cerca de 3 a 4 vezes) (LI, 1997). Devido as caracteristicas
da estrutura e da taxa de mutacao apresentada pelo genoma mitocondrial de plantas, a
sua aplicacdo é pouco utilizada em estudos filogenéticos (PALMER, 1992). Esse
genoma tem sido empregado em estudos de genética de populacdes e hibridacao
(DONG & WAGNER, 1994).

O seqiienciamento do mtDNA de Marchantia polymorpha revelou que este
apresenta 186,608 kb possuindo em torno de 94 genes em potencial: 3 rRNA, 29 genes
de tRNA, 30 ORFs de proteinas de fungao conhecida e 32 ORFs de fun¢do ainda ndo
conhecida.

6. Analise filogenética

Atualmente os estudos filogenéticos tém sido amplamente debatidos por duas
correntes de pensamento, que correspondem a sistematica filogenética (cladistica), e a
sistematica fenética ou taxonomia numérica (fenética). A cladistica se baseia na
evolucao do carater, analisando os passos de fransformacao por ele sofrido, o que
permite inferir ascendéncia comum entre taxons aparentados. A fenética, por sua vez,
infere as relacdes de parentesco através da analise de distancia, avaliando o grau de
similaridade apresentada entre taxons terminais, com base na anélise simultanea de
multiplos caracteres. A mesma filogenia pode ser inferida a partir de ambas analises,
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quando o padrao de evolugdo se mantém constante apés o0 momento da divergéncia
entre os taxons. No entanto, alteragbes no padrio de evolugdo podem induzir
inferéncias que nado refletem a verdadeira filogenia entre grupos de organismos,
podendo caracteres semelhantes ter origens ancestrais distintas (AMORIM, 1997; LI,
1997).

A cladistica foi desenvolvida na década de 40 por HENNING. Este tipo de analise
se baseia na identificacdo de grupos monofiléticos, definidos quando taxons terminais
compartitham caracteres derivados (sinapomorfias). Considera-se, portanto, que o
carater derivado (apomorfico) tenha sido transferido por heranga, a partir de um
ancestral comum mais recente em relagdo aos taxons terminais analisados. No entanto,
nem todo carater derivado permite inferir relagdo de parentesco. As autapomorfias
correspondem a caracteres derivados apresentados por apenas um taxon terminal, ndo
sendo utilizados para inferir a sua relagdo filogenética com outros taxons do grupo.
Além disto, caracteres derivados similares podem ser apresentados por taxons nao
relacionados por descendéncia (homoplasias), podendo, deste modo, gerar grupos
polifileticos. O método utilizado para resolver tais incongruéncias corresponde ao
critério da maxima parciménia, que leva em consideracdo o menor nimero de passos
de transformacéo do caréater e indica o grau de homoplasia verificado na arvore gerada.
As arvores com menor nimero de passos de transformacdo e com um menor grau de
homoplasia sdo consideradas como aquelas que melhor representam a verdadeira
filogenia do grupo analisado (HENNING, 1966; AMORIM, 1997).

As homoplasias observadas em uma andlise filogenética podem ser resultantes
de convergéncia, paralelismo ou reversdo. A convergéncia ocorre quando caracteres de
origens independentes evoluem para um mesmo estado de carater. Na reversdo, um
carater no estado derivado pode ser transformado para o estado ancestral, seguindo o
sentido inverso do processo de evolugao em relagdo a este passo de transformacdo. No
paralelismo os caracteres de ramos evolutivos independentes, evoluem a partir de uma
mesma condicdo ancestral, resultando em condigdo apomorfica semelhante (AMORIM,
1997).

O método da parcimdnia minimiza o efeito das homoplasias. Dentre estes, os
mais utilizados sao os métodos de Fisher e 0 de Wagner. Eles nao impdem restricio as
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transformacdes do carater, admitindo a ocorréncia de convergéncias, reversdes ou
paralelismo. A diferenca entre estes tipos de parciménia é que, no critério de Fisher, é
pressuposta uma ordenacgao rigida no processo de transformacdo de caracteres
muitiestado, atribuindo-se custos distintos as diferentes transformagbes ocorridas. Ja na
parcimbnia de Wagner, nenhuma seqiéncia de transformacio é pressuposta na
evolucdo do carater multiestado, sendo considerado o mesmo custo evolutivo para
qualquer transformacao, independentemente dos estados do carater envolvido. Outros
critérios de parcimbnia sdo mais restritivos quanto as homoplasias consideradas. A
parcimbnia de Dollo desconsidera a ocorréncia de convergéncia como forma de
homoplasia, admitindo, no entanto, a ocorréncia de reversbes (Dollo). De modo
contrario, 0 modelo de parcimdnia proposto por Camim & Sokal considera a evolugio
ireversivel, ndo admitindo reversdes, muito embora considere a ocorréncia de
convergéncias e paralelismo (AMORIM, 1997).

7. Filogenia molecular

Estudos filogenéticos tém sido realizados utilizando-se tanto dados morfoldgicos
quanto moleculares. Atuaimente a andlise de macromoléculas, em especial do DNA,
vem sendo amplamente utilizada para este fim, numa nova linha de pesquisa
denominada de sistematica molecular. Isto se deve em grande parte ao fato do DNA
corresponder ao proprio material hereditario, cujos dados tém sido gerados de forma
rapida e em grande quantidade, frente aos recentes avancos tecnoldgicos na area de
biologia molecular (LI, 1997; JUDD et al., 1999).

O DNA apresenta dois tipos basicos de alteragbes como fonte de informagoes
para analises filogenéticas, que correspondem a mutagdo de ponto do tipo substituicéo
e a ocorréncia de intervalos na sua seqiéncia de nucleotideos ("gap”), que alteram o
comprimento da molécula de DNA, resultado de eventos de insercdo, delegdo e
duplicacdo. As mutacbes pontuais do tipo substituicdo apresentam grande importancia
nos estudos filogenéticos, sendo observado um baixo grau de homoplasias nas arvores
filogenéticas obtidas a partir da sua analise. Estas mutagbes podem ser classificadas
como transicdes e transversfes. As transicbes correspondem a substituicdo de uma
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purina por outra purina ou de uma pirimidina por outra pirimidina, enguanto que as
transversdes correspondem a troca de uma pirimidina por uma purina ou vice-versa. Na
construcao dos cladogramas, geralmente sdo dados pesos distintos para eventos de
transversbes e transigdes, uma vez que as transversdes apresentam maior custo
evolutivo, sendo menos freqliiente a ocorréncia deste tipo de mutagido de ponto, em
relacdo as transicdes. A outra fonte de informagbes, correspondente aos "gaps", é
originada durante a replicagcdo do DNA por erro de pareamento, recombinacao desigual
ou quebra de regiao poliT. As arvores filogenéticas obtidas a partir da analise desta
fonte de informacdo, geraimente apresentam um aumento da homoplasia, sendo,
portanto, menos utilizadas em estudos filogenéticos (LI, 1997).



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL.:

Inferir a filogenia de Citrus e géneros afins com base na analise do mtDNA e
cpDNA, admitindo-se o sistema taxondmico proposto por SWINGLE & REECE (1967).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Identificar regides citoplasmaticas que permitam avaliar as relagdes filogenéticas
em Citrus e géneros afins

- Confrontar os dados de mitocondria e cloroplasto para as relagbes
citoplasmaticas entre Fortunella e Citrus

- Inferir as rela¢des filogenéticas de Citrus e géneros afins com base na analise do
cpDNA.
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CAPITULO 1

FILOGENIA DE Citrus INFERIDA A PARTIR DA EVOLUGAO DAS REGIOES
trnL(UAA)- trnF(GAA) E trnT(UGU)- trnL(UAA) DE cpDNA
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Filogenia de Citrus inferida a partir da evolugdo das regides trnL(UAA) -
trnF(GAA) e trnT(UGU) - trnL(UAA) de cpDNA

Edson Freitas de Aratjo’ & Marcos Antdnio Machado® 1. Universidade Estadual de
Feira de Santana, Dpto. de Ciéncias Biol6gicas. Km 03, BR 116, Campus. 44031-460,
Feira de Santana/BA/Brazil. E-mail: efa@mail.uefs.br 2. Centro de APTA Citricultura
Sylvio moreira, C.P. 04, CEP 13490-970, Cordeirépolis/SP/Brazil. —E-mail:
marcos@centrodecitricultura.br

1. RESUMO

A relacao filogenética de 28 taxons da subfamilia Aurantioideae foi inferida com
base em 27 eventos informativos das regides trnL(UAA) -trnF(GAA) e trnT (UGU) - trnL
(UAA). Nao houve sustentacdo para alguns taxons propostos pelo sistema de
classificacdo de SWINGLE & REECE (1967). As subtribos Triphasiinae,
Balsamocitrinae e Citrineae se apresentaram numa politomia basal, ndao sendo
confirmada a condicdo monofilética para esses grupos. Dentro da tribo Citreae foi
sustentada apenas a condicdo monofilética para o grupo subtribal C (“True Citrus Fruit
Trees”), representado nesse trabalho por Microcitrus, Citrus, Poncirus e Fortunella.
Nesse clado, C. medica se apresentou separado de outras espécies de Citrus, Poncirus
e Fortunella, indicando uma condicao nao monofilética para Citrus. Os demais
representantes deste género formaram um clado, ndo sendo sustentada a separagao
nos subgéneros Papeda e Citrus. Um modelo de evolugao foi proposto para a molécula
tmL(UAA) - trnF(GAA), com base em trés eventos de duplicagdo, sugerindo linhas
evolutivas que separam C. grandis, C. medica e C. reticulata. Um padrao de evolugdo
reticulado estd sendo proposto para C. medica, através de possivel introgressdo de
outro género na formagao desta espécie.
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2. INTRODUGAO

Citrus € classificado como representante do grupo subtribal arvores de citros
verdadeiros (“true citrus fruit trees”), subtribo Citrinae, tribo Citreae, subfamilia
Aurantioideae (=Citroideae) da familia Rutaceae (SWINGLE & REECE 1967). A
condicdo monofilética de Rutaceae e da subfamilia Aurantioideae tem sido sustentada
pela analise de dados morfoldégicos e moleculares (CHASE ef al., 1999; JUDD et al.,
1999; SAMUEL et al, 2001). No entanto, estudos filogenéticos tém questionado a
condicao natural de alguns dos taxons apresentados pelo sistema de classificacdo mais
amplamente aceito para Aurantioideae, proposto por SWINGLE & REECE (1967) (DA
SILVA et al, 1988, KONG et al, 1988, WATERMAN; 1990; GUERRA et al., 2000;
SAMUEL et al., 2001).

Citrus corresponde ao grupo de maior importancia econdmica dentre os
representantes de Rutaceae (CHAPOT, 1975). Este género apresenta uma grande
diversidade genética e uma acentuada complexidade taxonémica devido aos frageis
limites reprodutivos observado entre as espécies que o compde, associado a apomixia
facultativa e a agdo antrOpica, que por sua vez burlou os limites geograficos no curso
natural de dispersédo do grupo, através de sua ampla exploragdo comercial nas regides
tropicais e subtropicais do globo terrestre (CHAPOT, 1975; SCORA, 1975, 1988;
IWAMASA et al., 1988; HERRERO et al., 1996).

Diferentes sistemas taxondmicos propuseram a existéncia de 11 (ENGLER,
1931) e até mesmo 162 (TANAKA, 1977) espécies para Citrus. O sistema de
classificacdo de SWINGLE (1943) divide este género nos subgéneros Papeda (seis
espécies) e Citrus (10 espécies). No entanto quatro espécies alopatricas, C. halimii, C.
medica, C. grandis e C. reticulata, tém sido propostas como as auténticas
representantes do subgénero Citrus (SCORA, 1975, 1988; BARRET & RHODES, 1976).
Os demais taxons deste subgénero corresponderiam a hibridos naturais, originados
pelo cruzamento entre estas espécies, ou mesmo com a contribuicio de representantes
do subgénero Papeda, mantidos geneticamente estaveis ao longo do curso evolutivo do
grupo por apomixia facultativa (SCORA, 1975; BARRET & RHODES, 1976). Tal
hipotese tem sido sustentada pela mais variada fonte de dados (HANDA & OOGAKI,
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1985; GREEN et al, 1986; HANDA et al, 1986; ROOSE, 1988; OLLITRAULT, 1990;
LURO et al,, 1992, YAMAMOTO et al., 1993).

Diferentes graus de variabilidade genética e heterozigosidade sdo observados
nos representantes de Citrus, tendo a hibridacdo importante papel neste processo
(HERRERO ef al, 1996a). A diversidade genética em Citrus tem sido avaliada com
base em dados morfologicos (BARRET & RHODES, 1976), isoenzimaticos (HERRERO
et al, 1996b), bioquimicos (POTVIN et a/, 1983) e gendémicos (GREEN ef al., 1986;
LURO et al, 1992; YAMAMOTO et al, 1993; FANG & ROOSE, 1997; FANG et al,
1998; FEDERICI et al, 1998), que tem sido utilizados para inferir as relagbes de
parentesco entre representantes de Cifrus e géneros afins com base em analise
fenética. No entanto estudos fenéticos podem nao refletir a similaridade herdada por
descendentes comuns (PALMER et al., 1988).

Estudos filogenéticos tém sido realizados pela analise direta da sequéncia
primaria de regides especificas do cpDNA, empregando-se o método da maxima
parciménia (OLMSTEAD & PALMER, 1994). A caracterizagdo destas regioes revela que
uma maior taxa de evolucao pode ser observada em setores nao codificantes do
cpDNA, resultando em duplicagbes e eventos de inser¢cao/delecdo, que respondem por
parte significativa da divergéncia observada em andlises intra e intergenérica (GIELLY
& TABERLET; 1994). Tal abordagem foi empregada na analise filogenética da
subfamilia Aurantioideae (SAMUEL et al, 2001), apresentando, no entanto, pouca
énfase para Citrus. Muito embora estudos filogenéticos de Citrus tenham utilizado o
cpDNA (YAMAMOTO et al., 1993; NICOLOSI et a/,, 2000; GULSEN & ROOSE, 2000), a
exploracao dessa fonte de dados (duplicagdo e insergcdo/delecdo), nao tém sido
utilizada de forma abrangente em Citrus. Neste trabalho foram analisadas as relacoes
existentes entre representantes de Citrus e géneros afins, através do sequenciamento
das regibes trnL(UAA) - trnF(GAA) e trnT (UGU) - trnL (UAA) do genoma de cloroplasto.

3. MATERIAL E METODOS

Material vegetal - Foram analisados 37 representantes da subfamilia Auranticideae,
sendo 36 destes coletados no banco ativo de germoplasma de Citrus do Centro de
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APTA Citricultura Sylvio Moreira (CCSM-IAC), em Cordeirépolis-SP e um oriundo do
Centro Nacional de Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF-EMBRAPA), em Cruz das
Almas-Ba (Tabela 1). As amostras de folhas foram coletadas dos representantes de
Murraya, Merrilia, Triphasia, Severinia, Atalantia, Feroniella, Aegle, Hesperethusa,
Poncirus, Fortunella, Microcitrus e Citrus, sendo liofilizadas e armazenadas em camaras
frias para posterior extracido de DNA total.

Os representantes da tribo Citreae foram incluidos na andlise como grupo
interno, enquanto que os géneros Murraya e Merrilia, representantes da tribo
Clauseneae, foram utilizados como grupo externo, na polarizagdo das arvores geradas.
Os representantes do grupo “arvores de citros verdadeiros” foram o objeto principal
deste estudo.

Extragdo de DNA total - O DNA total foi isolado de folhas de acordo com metodologia
descrita por MURRAY & THOMPSON (1980), modificada por MACHADO ef al. (1996).
A qualidade e quantidade do DNA extraido foram determinadas como descrito por
SAMBROOK et al. (1989). -

Amplificagdo dos segmentos intergénicos - A amplificacdo foi realizada segundo
procedimento descrito por SAMBROOK et al. (1989), utilizando-se como iniciadores as
sequéncias 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3' e 5-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3
para a regido tmL(UAA)-trmF(GAA) e 5-TCTACCGATTTCGCCATATC-3' e 5-
CATTACAAATGCGATGCTCT-3' para a regiao trnT(UGU)-tmL(UAA) (TABERLET et a/.,
1991). A reacao de amplificacao foi realizada em um volume final de 50 pl contendo 15
ng de DNA “gendmico”, 0,25 mM de cada dNTP, 10 mM de Tris-HCI pH 8,3, 50 mM de
KCI, 1,5 mM de MgCl, 25 ng de cada iniciador, 2 unidades de Tag DNA Polimerase e
um volume de agua MiliQ estéril suficiente para completar o volume final da reagdo. A
reacao foi realizada inicialmente com a desnaturagdo do DNA por dois minutos a 94°C,
seguida de 33 ciclos de amplificagdo de 1 min a 94°C, 1 min na temperatura de
anelamento e 1,5 min a 72°C. Foi realizado um tempo de extenso final de 10 min a
72°C. A temperatura de anelamento utilizada foi 60°C para regido trnL(UAA) -
tmF(GAA) e 57°C para tmT(UGU) - trnL(UAA). A reagdo de amplificacdo foi realizada
em um termociclador MJ Research modelo PTC-100 ™. O produto da amplificacao, que
para as duas regibes estudadas correspondem a presenca de uma banda de
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aproximadamente 1 kb, foi analisado aplicando-se uma aliquota de 5 ul da reacéo, em
um gel de agarose 1%, em tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato, 1 mM EDTA),
corado com 0,1 mg/ml de brometo de etideo. O produto da reagao foi brecipitado com
acetato de sddio e etanol e posteriormente seqienciado via dideoxi-terminator, em um
seqglienciador automatico ABI 377 (Perkin Elmer). Somente seqiiéncias com qualidade
> 20 avaliada pelo software CONSED foram consideradas.

Analise dos dados - As seqliéncias obtidas foram inicialmente alinhadas com auxilio do
programa Clustal V, realizando o alinhamento de forma manual quando necessario.
Foram utilizadas na analise apenas as regides que apresentaram boa qualidade,
eliminando trechos terminais das sequéncias que poderiam resultar em erro de leitura.
Os caracteres foram polarizados utilizando Murraya e Merrilia como grupo externo.
Todas as apomorfias analisadas foram confirmadas por andlise do sequenciamento. A
matriz utilizada na andlise foi montada com base em 566 caracteres oriundos do
segmento trnL(UAA) - trnF(GAA) e 323 caracteres do segmento trnT(UGU) - trnL(UAA),
perfazendo um total de 889 caracteres, incluindo os quatro tipos de nucleotideos e os
gaps. Trés tipos de analises foram realizados com base nestas informacdes. Na
primeira andlise a matriz utilizada apresentou 775 caracteres, considerando os gaps
como eventos unicos e sendo tratados como a quinta fonte de informagao. Na segunda
analise, apenas as quatro bases foram consideradas como caracteres validos, sendo
analisada uma matriz de 889 caracteres. Na terceira analise apenas os "gaps"
envolvendo dois ou mais nucleotideos foram considerados como caracteres validos,
numa matriz com 21 eventos de delecao/insercéo ou duplicacdo, que foram analisados
como presenga ou auséncia do carater.

As trés analises foram realizadas pelo método de parcimbnia de Wagner,
utilizando o programa de analise filogenética PAUP 4.0b4a. for Windows (SWOFFORD,
2000), utilizando algoritmos TBR para procura heuristica. Foi realizado o teste de
bootstrap por meio de 500 amostragens.

4. RESULTADOS

A seqiiéncia nucleotidica do segmento intergénico trnL(UAA) - trnF(GAA) foi
determinada para os representantes da subfamilia Aurantioideae, correspondentes aos
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géneros Murraya, Merrilia, Triphasia, Aegle, Feroniella, Atalantia, Severinia,
Hesperethusa, Microcitrus, Poncirus, Fortunella e Citrus (Tabela 1), perfazendo um total
de 556 caracteres na matriz analisada. Foram observadas as seguintes apomorfias: 7
duplicacbes; 5 eventos de delecdes/insercédo (Tabela 2); e 34 mutacdes de ponto. Uma
analise intraespecifica foi realizada para P. trifoliata, C. medica e C. reticulata, nao
sendo observadas diferengas entre as variedades utilizadas nesse trabalho. As
tangerinas “Sunki’, ‘Clementina’, ‘Ponkan’, “Satsuma’ e ‘Dancy’ foram utilizadas como
representantes de C. reficulata, enquanto que os ftrifoliatas ‘English large’, "“Small
flower”, ‘Davis A" e ‘Rubidoux” representaram Poncirus trifoliata. Para C. medica foram
analisadas as cidras ‘Etrog’, ‘Diamante” e '‘Doce’. As mesmas sequéncias de
nucleotideos também foram observadas entre C. reticulata, C. limonia e C. jambhiri, e
entre C. grandis, C. limon, C. limettioides, C. aurantium, C. sinensis e C. latifolia.
Autapomorfias foram observadas tanto para os representantes de Poncirus quanto os
de C. medica.

Trés eventos de duplicacéo apresentados pelo segmento trnL(UAA) - trmF(GAA)
conferiram significativa diferenca molecular entre os representantes de Citrus e géneros
relacionados. Com base nas duplicacbes e
(TACGTATTTCTTTTTATGAAAAAGAAATACGTATTTCTTTTTATGAAAAAGAA), f
(GAAAAAGAAAAA) e g (TGTTATTGTTAT), quatro tipos basicos de molécula foram
observados nesta regiao (Figura 1): 1. Segmento aurantioideae (molécula ancestral):
segmento de 49 pb caracterizado por ndo apresentar as duplicacdes e, fe g. Onze dos
12 géneros analisados, representando as duas tribos (Clauseneae e Citreae) e 5 das 6
subtribos da subfamilia Aurantioideae, apresentam este tipo de segmento; 2. Segmento
citrus: segmento de 55 pb caracterizado por apresentar a duplicagdo g. Este
segmento foi encontrado em Citrus apenas nos representantes do subgénero Papeda e
grupo das toranjas (Tabela 1); 3. Segmento reticulata: segmento de 61 pb
caracterizado por apresentar as duplicacbes f e g Encontrado apenas em
representantes do género Citrus da grupo das tangerinas (Tabela 1); 4. Segmento
fortunella: segmento de 76 pb caracterizado por apresentar a duplicagdo e.
Encontrado apenas em representantes do género Fortunella.
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Trezentos e vinte e trés caracteres da regido tmT(UGU) - tmL(UAA) foram
utilizados na analise de segmentos oriundos dos géneros Murraya, Merrilia, Triphasia,
Aegle, Feroniella, Atalantia, Severinia, Hesperethusa, Microcitrus, Poncirus, Fortunella e
Citrus. foi observada a existéncia de 36 apomorfias correspondentes a trés
duplicacbes, cinco eventos de insercdo/delecéo (Tabela 2) e 28 mutagdes de ponto. O
evento t corresponde a autapomorfia de C. medica (Tabela 2). A duplicacdo n é
compartilhada por Merrilia e Murraya. O evento. de deleciolinsercao s foi observado. nos
genotipos C. grandis, C. limon, C. limettioides, C. latifolia, C. aurantium, C. paradisi e C.
sinensis, sendo-que nenhuma diferenca foi observada entre estes genétipos. Da mesma
forma, nenhuma diferenca na sequéncia foi observada entre C. reticulata, C. limonia, e
C. jambhiri.

Trés- analises foram realizadas com base nas informagbes obtidas a partir do
sequenciamento das regides tnL(UAA) - trnF(GAA) e trnT (UGU) - trnl (UAA). Na
primeira analise (A1) foram geradas trés arvores com 97 passos de transformacao,
Ci=0,9588 e ri=0,9649. Na tribo Citreae (clado Citreae) foi observado uma politomia
basal com cinco grupos, dentre os quais ha apoio para um clado que agrupa os
géneros Severinia e Alalantia e outro que agrupa Aegle e Hesperethusa. O género
Citrus aparece em um clado que agrupa ainda os géneros Poncirus, Fortunella e
Microcitrus. C. medica aparece em uma politomia basal no clado, fora do grupo que
reine as demais espécies do género, Fortunella e Poncirus (Figura 2). Um grupo
monofilético foi observado dentro do género Citrus, com excegio de C. medica. Outros
dois clados foram observados dentro deste grupo, considerados aqui como grupo das
toranjas e grupo das tangerinas. O grupo das tangerinas € formado por C. reticulata, C.
tachibana, C. jambhiri e C. limonia, enquanto o grupo das toranjas é formado por C.
grandis, C. sinensis, C. limon, C. latifolia, C. aurantium e C. limettioides. Foram
observados valores de bootstrap (500 amostragens) correspondentes a 94 para o clado
citros, 93 para o clado das toranjas e 88 para o clado das tangerinas (Figura 2).

Na segunda analise (A2) foram obtidas 3 arvores, apresentando 63 passos,
ci=0,984 e ri=0,984. Nestas arvores ndo sdo observados os clados que separam
Microcitrus, Poncirus, Fortunella e Citrus, sendo todos os outros clados idénticos aos
apresentados na primeira analise. Na terceira andlise (A3) foram geradas 6 arvores,
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com 23 passos, ci=0,91, ri=0,96. Esta analise apresentou a mesma topologia
apresentada pela analise A1.

5. DISCUSSAO

Conflitos tém sido observados quanto a taxonomia e filogenia da subfamilia
Aurantioideae. O sistema de classificagdo proposto por SWINGLE & REECE (1967)
dividiu a subfamilia nas tribos Clauseneae (subtribos Micromelinae, Clauseninae e
Merriliinae) e Citreae (subtribos Triphasiinae, Balsamocitrinae e Citrinae). Os dados
gerados no presente estudo sugerem uma maior afinidade filogenética para Murraya e
Merrilia, que se encontram fora do clado que agrupa os representantes da tribo Citreae.
No entanto, estudos recentes propdem que a tribo Clauseneae nao corresponde a um
grupo natural, e que a divisdo em duas tribos, como proposto por SWINGLE & REECE
(1967), s6 se justifica com a transferéncia de Murraya s.s e Merrilia da tribo Clauseneae
para Citreae (GUERRA et al,, 2000; SAMUEL et al., 2001). Estudos quimiotaxondmicos
e macromoleculares colocam Murraya s.|. como grupo nao monofilético, sugerindo uma
maior afinidade filogenética entre Murraya s.s. e Merrilia, sustentando a divisdo deste
género em Muraya s.s. e Bergera (KONG et al., 1988; LI ef al, 1988, WATERMAN,
1990; SAMUEL et al., 2001). Estudos citogenéticos também corroboram tal proposigao,
de modo que os representantes da tribo Citreae, assim definida, seriam caracterizados
por caracteres apomorficos como auséncia de carbazol, elevada quantidade de
heterocromatina (>10%) e forte padréo de bandeamento cromossémico por conjunto
hapléide (GUERRA et al., 2000).

A anélise dos segmentos trnL(UAA) - trnF(GAA) e trnT (UGU) - trlL (UAA) do
cpDNA néao apoia a separacao das tribos Triphasiinae, Balsamocitrinae e Citrinae, nem
a separagao dos grupos subtribais A e B, propostos para a subtribo Citrinae por
SWINGLE & REECE (1967). Uma maior afinidade filogenética é sugerida para
Severinia buxifolia e Atalantia monophylla e para Hesperethusa crenulata e Aegle
marmelos. Estudos citogenéticos apoiam a hipotese de uma maior afinidade entre
Severinia buxifolia e Atalantia monophylla (GUERRA et al., 2000). No entanto, Severinia
e Hesperethusa representam o grupo A e Afalantia o grupo B da subtribo Citrineae,
enquanto Aegle e Feroniella sao classificados como representantes da subtribo
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Balsamocitrinae. SAMUEL et al. (2001) nao observaram qualquer relagio de afinidade
para as subtribos do sistema de classificacdo proposto por SWINGLE & REECE (1967)
e GUERRA et al. (2000) sugerem que estas constituem grupos artificiais.

Por outro lado, o presente estudo apoia a condigao natural do grupo subtribal C
(True Citrus Fruit Trees), sendo observada a formacdo de um clado para os
representantes dos géneros Poncirus, Citrus, Fortunella e Microcitrus (grupo C). A
condicdo monofilética deste grupo também tem sido corroborada pela analise do
segmento intergénico atpbi/rbcl e do intron 16 rps (SAMUEL et al., 2001), bem como
pela afinidade existente entre seus taxons, revelada pela compatibilidade sexual
(IWAMASA et al, 1988), similaridade morfolégica (BARRET & RHODES, 1976),
organizagao do genoma (IWAMASA & NITO, 1988) e dados isoenzimaticos (RAHMAN
et al., 1994).

Uma clara separag&o € observada entre Severinia buxifolia (grupo A) e os
representantes do grupo C. Estudos de similaridade sugerem uma maior proximidade
filogenética entre S. buxifolia e representantes de Citrus (HERRERO et al, 1996 b;
FEDERICI et al, 1998). Por sua vez, estudos citogenéticos revelam que os
representantes do grupo C apresentam um padrao de bandeamento cromossémico e
proporcao de heterocromatina por conjunto hapléide caracteristicos, que os distingue
daqueles observados em Severinia. Muito embora alguns hibridos artificiais (6 hibridos
em 860 flores polinizadas) tenham sido produzidos através de cruzamentos controlados
(BORDIGNON, 1995), os cruzamentos artificiais sugerem uma baixa eficiéncia
reprodutiva entre entre Severinia e o referido grupo (CAMERON & FROST, 1968;
IWAMASA et al., 1988). O isolamento reprodutivo observado entre Severinia buxifolia e
estes géneros, corrobora a hipotese de que Microcitrus, Poncirus, Fortunella e Citrus
representem um grupo natural separado de Severinia.

Citrus se apresenta como um grupo ndo monofilético. Os dados oriundos das
regides trnL(UAA) - tmF(GAA) e tmT (UGU) - tmL (UAA) do cpDNA sugerem maior
divergéncia de C. medica em relagdo a outros representantes de Cifrus, quando
comparados com Poncirus e Fortunella. A anélise de dados de origem mitocondrial e de
cloroplasto dao sustentagdo a hipétese de maior divergéncia citoplasmatica de C.
medica em relagdo a Poncirus, Microcitrus, Eremocitrus, Fortunella e Citrus spp.
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(GREEN et al., 1986; HANDA et al., 1986; YAMAMOTO et al., 1993; NICOLOSI ef al,
2000). Por outro lado, a analise de dados morfolégicos (BARRET & RHODES, 1976),
bioquimicos (POTVIN et al, 1983), isoenzimaticos (HERRERO ef al, 1996 b) e
genoémicos (FEDERICI et al, 1998) sugerem grande afinidade filogenética entre C.
medica e os demais representantes do género. Essa incongruéncia, revelada pela
grande similaridade total e ampla divergéncia citoplasmatica, sugere um padrao de
evolugao reticulado para C. medica, com possivel introgressdo de outros géneros na
sua formagao.

Uma parte representativa da variabilidade observada nos segmentos trL(UAA) -
tmF(GAA) e trnT (UGU) - trnL (UAA) é devido a eventos de duplicacdo, sugerindo ser
este um mecanismo comum no seu processo de evolugdo. Os eventos de duplicacio e,
f e g, ocorridos no segmento intergénico trnL(UAA) - trnF(GAA), conferiram diferenca
significativa entre representantes de Citrus e géneros afins. Usando o critério de
parcimonia consideramos que esta molécula tenha evoluido a partir do segmento
aurantioideae, dando origem aos outros trés tipos de moléculas. Deste modo o
segmento aurantioideae deve iniciaimente ter sofrido a duplicagdo g, originando o
segmento citrus. Em seguida, uma duplicagdo f teria ocorrido em um ancestral
contendo o segmento citrus, dando origem ao segmento reticulata. O segmento
fortunella teria sido originado de modo independente, a partir do evento de duplicacéo
e ocorrido em um ancestral contendo o segmento aurantioideae (Figura 1). C. medica
€ representada pelo segmento aurantioideae, sugerindo maior divergéncia
citoplasmatica em relacdo a outros Citrus. A duplicagdo g sugere grupo monofilético
para representantes Papeda, grupo das toranjas e grupo das tangerinas. Uma nova
segregacao, dentro deste clado, é caracterizada pelo evento de duplicagao f, sugerindo
que o grupo das tangerinas divergiu do grupo Papeda - toranja antes da ocorréncia
desta duplicagdo. Este modelo de evolugcao sugere tempos de divergéncia distintos
separando C. medica, C. grandis e C. reticulata, estando de acordo com outros estudos
realizados com base na analise dos genomas citoplasmaticos (GREEN et al., 1986;
YAMAMOTO et al., 1993; NICOLOSI et al., 2000).

A base genética das “espécies” comerciais (hibridos naturais), representantes do
subgénero Citrus sensu Swingle é formada por C. medica, C. reticulata e C. grandis e
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pela introgressdo de genes dos representantes do subgénero Papeda (SCORA, 1975;
BARRET & RHODES, 1976). Um padrao de heranga materno é sugerido para o
plastoma de Citrus (CORRIVEAU & COLEMAN, 1988), o que permite definir linhagens
maternas envolvidas na origem dos hibridos naturais, através da anélise dos segmentos
trnL(UAA) - trnF(GAA) e trnT (UGU) - trnL (UAA).

C. aurantifolia & considerado um hibrido natural de Papeda x complexo cidra-
limao (SCORA, 1976), C. medica x Microcitrus (SCORA, 1988) ou C. medica x
Microcitrus x C. grandis (BARRET & RHODES, 1976). Os dados gerados neste
trabalho, com base na analise de cpDNA, sugerem pouca similaridade entre o plastoma
de C. aurantifolia e os de C. medica, Microcitrus e C. grandis. No entanto, C. hystrix e
C. aurantifolia apresentam uma maior similaridade, quando comparados com outros
Citrus analisados, ndo compartilhando algumas apomorfias presentes nos grupos das
toranjas e tangerinas. Além disto, dados isoenzimaticos revelam que C. aurantifolia
apresenta um alelo de fosfoglucomutase, tipico dos representantes Papeda (TORRES
et al, 1978), corroborando a hipbtese de contribuicido de representantes deste
subgénero na sua formagado. NICOLOSI et al (2000) sugeriram que C. micrantha
(subgénero Papeda) ou um taxon similar a esse tenha originado C. aurantifolia.

As espécies C. grandis, C. limon, C. limettioides, C. latifolia, C. aurantium, C.
paradisi e C. sinensis constituem o grupo das toranjas. Estes dados estdo de acordo
com o agrupamento para Citrus obtido através dos padroes de RFLP (restriction
fragment length polymorphism ) de cloroplasto (GREEN et al., 1986; YAMAMOTO et al.,
1993) e mitocondria (YAMAMOTO et al., 1993). SCORA (1988) propde que C. sinensis
e C. aurantium sejam originadas do cruzamento entre C. grandis x C. reticulata. Nossos
dados sugerem que C. grandis, C. sinensis e C. aurantium compartiham de um
plastoma ancestral mais recente, sugerindo que C. grandis corresponda ao parental
materno de C. sinensis e C. aurantium.

A origem genética do ‘limao verdadeiro’ (C. limon) tem sido objeto de muitas
investigagbes. MALIK et al. (1974) propuseram que C. medica corresponda a um dos
parentais deste taxon, juntamente com outra fonte de genes fora do grupo cidra-lima.
SCORA (1976) propds que C. limon tenha sido originado do cruzamento de C. medica x
C. aurantifolia ou C. grandis x C. medica. Para HIRAI & KOZAKI (1981), C. sinensis, C.
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aurantium ou C. reticulata sao possiveis candidatos a parental de C. /limon, juntamente
com C. medica. A andlise dos segmentos trnL(UAA) - trnF(GAA) e trnT (UGU) - tmL
(UAA) sugere uma grande divergéncia entre os plastomas de C. medica, C. reticulata e
C. limon, colocando as cidras e tangerinas como improvaveis parentais maternos de C.
limon, o que inviabiliza o cruzamento C. reticulata x C. medica para a formacao desse
taxon. Esses dados sugerem ainda que C. aurantium, C. sinensis e C. grandis s&o
possiveis candidatos ao parental materno, uma vez que participam da mesma linhagem
citoplasmatica de C. limon. Dados mitocondriais revelam que C. limon e C. aurantium
apresentam padrao idéntico de RFLP, distinto daqueles observados em C. grandis e C.
sinensis (YAMAMOTO et al,, 1993). Além disto, dados isoenzimaticos demonstram que
C. aurantium e C. limon compartiiham de um alelo W do sistema Pgi, que nao é
encontrado em C. medica, C. grandis ou C. sinensis (TORRES et al, 1978). Mais
recentemente, NICOLOSI et al (2000) e GULSEN & ROOSE (2001), baseados na
analise dos genomas citoplasmatico e nuclear, propuseram que C. limon foi originado
do cruzamento C. aurantium x C. medica, tendo C. aurantium como seu parental
materno.

Os dados gerados nesse trabalho sugerem a formagao do grupo das tangerinas
(C. reticulata, C. tachibana, C. limonia e C. jambhiri). Esses dados colocam C.
tachibana como taxon mais divergente dentro do grupo e sugerem a contribuicdo das
tangerinas na formagao dos limbes ‘Rugoso’ e ‘Cravo’. A analise de RFLP mitocondrial
apoia a hipétese de que C. fachibana apresente um padrao mais divergente dentre os
representantes das tangerinas (YAMAMOTO et al, 1993). Esses dados corroboram a
classificagao proposta por SWINGLE & REECE (1967), que separou C. fachibana dos
demais representantes das tangerinas (C. reticulata). Tanto C. jambhiri quanto C.
limonia séo considerados como hibridos. A origem de C. jambhiri tem sido proposta
como sendo resultado do cruzamento C. J/imon ou C. medica x C. reticulata
(HODGSON, 1969; SWINGLE & REECE, 1967; BARRET & RHODES, 1976; SCORA,
1988) e para C. limonia os cruzamentos propostos sdo C. medica x lima x espécie nao
identificada (MALIK et al, 1974) e C. medica x lima ou C. medica x ‘Limdo Rugoso’
(HODGSON, 1967). Os dados gerados neste trabalho apoiam a contribuicido de C.
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Jambhiri para C. limonia e de C. reticulata para C. jambhiri, sugerindo que esses
atuaram como parental materno na formacgéo desses taxons.

O grupo “arvores de citros verdadeiros” (“True Citrus Fruit Trees”) proposto por
SWINGLE & REECE (1967) corresponde a um grupo monofilético. No entanto, Citrus
apresenta uma origem complexa. Esse género se apresenta como um grupo naoc
monofilético devido a posicéo isolada de C. medica dentro do clado Citrus. A separacdo
de Citrus nos subgéneros Papeda e Citrus sensu Swingle também se apresenta como
agrupamento artificial. O modelo de evolugdo da molécula sugere tempos de
divergéncia distintos para C. medica, C. grandis e C. reticulata, definindo as linhagens
das toranjas e tangerinas, o que reforca a hipétese da contribuicio desses taxons como
a base da formagéo dos hibridos naturais. No entanto, a ampla divergéncia revelada
pelos dados de origem citoplasmatica e a afinidade genética sugerida pela analise de
dados de origem nuclear, para essas trés espécies, sugerem a ocorréncia de um
padrao de evolucgao reticulado para Cifrus, com possivel introgressao de outros géneros
do grupo ‘arvores de citros verdadeiros’ (‘frue citrus fruit trees’) na formagao de seus

taxons.
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Tabela 1: Representantes da subfamilia Aurantioideae avaliados nesse estudo. Grupos subtribai:

de Citrinae: Grupo A (“Primitive Citrus Fruit Trees”), Grupo B (“Near-Citrus Fruit Trees”) e Grupo (
“True Citrus Fruit Trees”. Classificagao proposta de SWINGLE & REECE (1967).

Tribo Subtribo Grupo Espécies Nome comum-clone Cédigo
Clauseneae
Clauseninae Murraya paniculata Cv415
Merrilinae Merilia caloxilon CN733
Citreae
Triphasiinae Triphasia trifolia MatO1
Balsamocitrinae Aegle marmelo Cv411
Feroniella oblata Cv410
Citrinae Grupo A Severnnia buxifolia Cv419
Hesperethusa crenulata Cv413
Grupo B  Atalantia monophylla CZA01
Grupo C F. margarita [Lour.} Swing. Kumquat nagami Cv423
F. hindisii [Champ] Swing. Kumquat HongKong CN72%
P. trifoliata [L.] Raf. Laranja Trifoliata ‘Rubidoux’ VEL835
P. trifoliata [L.] Raf. Laranja Trifoliata ‘Davis A’ VEL848
P. trfoliata [L.] Raf. Laranja Trifoliata ‘Small lower CV384
P. trfoliata [..] Raf. Laranja Trifoliata ‘English large’ VEL832
Microcitrus sp. Cv418
Citrus medica L. Cidra ‘Diamante’ CN689
C. medica L. Cidra ‘Etrog’ Cvae7
C. medica L. Cidra ‘Doce’ Cv364
C. sinensis L. Osbeck Laranja doce ‘Péra’ Mat02
C. grandis L. Osbeck Toranja ‘Siamesa’ Cv 357
C. limon [L.] Burm. Limao verdadeiro ‘Eureka’ CN 644
C. limettioides Tan. Lima doce ‘Lima da Pérsia CN318
C. latifolia Tan. Lima acida Limao Tahiti’ CN654
C. aurantifolia Swing. Lima acida ‘Limao galego’ CN323
C. aurantium .. Laranja azéda ‘Sao Pauio’ Cv244
C. paradisi Macfadyen Pomelo ‘Duncan’ CN333
C. hystrix DC. Mauritius Papeda CN 384
C. junos Sieb. Ex Tan. Papeda CN 703
C. ichangensis Swing. ichang papeda Cva73
C. tachibana [Mak.]Tan. Laranja Tachibana CN708
C. reticulata Blanco Tangerina ‘Ponkan’ CN 224
C. reticulata Blanco Tangerina ‘Satsuma Owari’ Cv 169
C. reticulata Bianco Tangerina ‘Sunki’ CV 200
C. reticulata Blanco Tangerina ‘Clementina’ Cv 174
C. reticulata Blanco Tangerina ‘Dancy’ Cv 427
C. limonia Osbeck ‘Lima&o Cravo’ CN 685
C. jambhin Lush. ‘Limao Rugoso da Florida’ CN 695
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Tabela 2: Eventos de delecao/insercdo e duplicacdo apresentados nas seqiéncias

obtidas das regides trnL(UAA)-trmF(GAA) e trnT(UGU)-trnL(UAA).

Regido Evento Segiiéncia Tipo de evento
trnL(UAA)-trnF(GAA) A CTTTTT Duplicacéo
B AAAGAAA Duplicacédo
C GG delecdo/insercéo
D TATATAGAC delecao/insercao
E 27pb* Duplicacao
F GAAAAA* Duplicagao
G TGTTAT* Duplicagao
H GTTTITIT Duplicacao
/ CAAGTT delecao/insercao
J GGATAT Duplicacao
K TT delecao/insergao
L ATGAACACC delecao/insercao
M ATTGCT* Duplicagao
tnT(UGU)-trnL(UAA) N TTAGAT* Duplicacao
0] AT* delecao/insercao
P AA delegao/insercao
Q AT* delecao/insergao
R CGAAT Duplicacao
S TGGAGAAA* delecao/insercao
T GGG delecaol/insercao
U TTTATA* Duplicacado

* sinapomorfias



A

Segmento aurantioideae (SA)

CAACCAAATACGTATTTCTTTTTATGAAAAAGAAAAGAATTGTTATGAA

Segmento citrus (SC)

CAACCAAATACGTATTTCTTTTTATGAAAAAGAAAAGAATTGTTATIGTTATGAA

9)
Segmento reticulata (SR)

CAACCAAATACGTATTTCTTTTTATGAAAAAGAAAAAGAAAAGAATTGTTATIGTTATGAA

h (9)
Segmento fortunella (SF)

CAACCAAATACGTATTTCTTTTTATGAAAAAGAAATACGTATTTCTTITTITATGAAAAAGAAAAGAATTGTTATGAA

(e)

B
g f

Segmento Aurantioideae (SA)—» Segmento Citrus (SC) —»Segmento Reticulata (SR)

e

Segmento Fortunella (SF)

Figura 1: Padrdao de evolugdo do segmento trnL(UAA) - trnF(GAA) baseado nas
duplicagcdes e, f e g. A- tipos de segmentos com as respectivas duplicagbes (regiao
sublinhada); B- Seqiiéncia de eventos de duplicagdo ao longo da evolugdo da molécula.
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Figura 2: Uma das trés arvores mais parcimoniosas [97 passos, ci=0,9588 e ri=0,9649]
idéntica a arvore consenso, originada da andlise das regides trnL(UAA) - trnF(GAA) e
trnT(UGU) - tmtL(UAA), considerando como informativos ‘gap” e mutacdo de ponto.
Teste bootstrap foi realizado com 500 amostragens.
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1. Abstract

The taxonomy of Citrus L. is discussed in the light of the phylogeny of Citrus and
allied genera inferred from the evolution of the segments trnL(UAA)-tmF(GAA) and
tmT(UGU)-tmL(UAA) of the cpDNA. Twenty eight species from twelve genera of the
subfamily Aurantioideae were sampled and phylogenies were constructed using
maximum parsimony and neighbor-joining and are well supported by high bootsptrap
values. The molecular data support a clade constituted by Citrus, Poncirus Raf.,
Fortunella Swingle, and Microcitrus Swingle but do not support a hypothesis of
monophyly of Citrus, due to the isolated position of Citrus medica L.. These results are
congruent with an analysis of morphological evolution of diagnostic characters within the
tribe Citreae. A more conservative position with a wider definition of Citrus to include all
the cited relatives is intended to avoid great nomenclatural changes in such an
economic important group.

Key Words
Rutaceae, Aurantioideae, Citrus, phylogeny, taxonomy, cpDNA
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2. Introduction

The taxonomy of Citrus L. and allied has been a challenge for botanists. Most of
its complexity derives both from the biology of the species and its cultivation history. The
species have great ability to cross and to produce hybrids (both intra and intergeneric).
Some of these hybrids are fertile by zygote derived embryos or can become fertile by
spontaneous formation of adventitious nucellar embryos which contributes to the
maintenance of genetic stability and to the perpetuation of the hybrids as apomictic
clones (Chapot, 1975; Scora, 1975). Associated with these biological properties, species
of Citrus were transferred between areas in the Far East (Chapot, 1975; Scora, 1975),
where crossing between species became possible, biurring the taxonomic limits
previously maintained by geographical isolation. This resulted in a swarm of
morphological forms that have been interpreted as few as eleven (Engler, 1931) to as
much as 145 species (Tanaka, 1977).

The taxonomic situation is further complicated by the confused boundaries
between Cifrus and allied genera. The history of the subfamily Aurantioideae was
marked by the proposal of new genera segregated from Citrus, such as Poncirus Raf.
(Swingle & Reece, 1967), Fortunella Swingle (Swingle, 1915 a), and Microcitrus Swingle
(Swingle, 1915 b). Engler (1896) initially treated the allied species of Citrus in just one
genus but, later on, he accepted this subdivision (Engler, 1931). There are not, however,
strong morphological characters to separate these genera and many of the diagnostic
characters of one genus can be found in the species of another. Burkill (1931) treated
Swingle’s genera as subgenera of Citrus but his proposal was largely overlooked. More
recently, Mabberly (1998), when revising Citrus and related genera in Australia, merged
with Citrus the genera Fortunella, Eremocitrus Swingle, and Microcitrus.

One of the most usually accepted classifications for the subtribe Citrinae (Swingle
& Reece, 1967) is clearly gradist, with the genera being arranged as if they were in a
progressive series: “Primitive Citrus Fruit Trees”, “Near-Citrus Fruit Trees” and “True
Citrus Fruit Trees”. In the present work, this problem is treated from an explicit
phylogenetic hypothesis for Citrus and allied genera, based on the evolution of two
segments of the cpDNA. A complete analysis of the molecular evolution of the group
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with discussion of the parental lineages in Citrus is being prepared by Araudjo and
Machado.

3. Material & Methods

Plant material was obtained from the active germplasm banks of the Sylivio
Moreira Citrus Centre (CCSM - IAC, Cordeirépolis, Sao Paulo, Brazil) and the National
Centre of Cassava and Tropical Fruits (CNPMF - EMBRAPA, Cruz das Almas, Bahia,
Brazil; table 1). Total DNA was extracted from lyophilised leaves according the
methodology of Murray & Thompson (1980) modified by Machado et al. (1996).

Amplification was conducted according procedures described by Sambrook et al.
(1989) using as primers the sequences 5-CGAAATCGCTAGAGCTACG-3’ and 5-
ATTTGAACTGGTGACACGAG-3' for the trnL(UAA)-trnF(GAA) segment, and 5-
TCTACCGATTTCGCCATATC-3* and 5-CATTACAAATGCGATGCTCT-3' for the
trmT(UGU)-tmL(UAA) region (Taberlet et al., 1991). The amplification reactions were

carried out using a thermal cycler MJ Research model PTC-100™

and later sequenced
via dideoxi-terminator at an ABI 377 (Perkin Elmer).

The obtained sequences were aligned with the Clustal V programme (Higgins et
al.,, 1992) but for many sequences manual alignment was necessary. Murraya L. and
Merrillia Swingle, both of the tribe Clauseneae, were used as outgroups.

Two different parsimony analyses (MP) were carried out. In the first analysis, the
gaps were treated as a fifth state rendering 111 (of 889) parsimony informative
characters. When the gaps were treated as missing states (second analysis), there were
43 informative characters. These analyses were performed on the aligned sequences
using the heuristic search option (excluding uninformative characters) in Paup 4.0b4a
(Swofford, 2000) with branch-swapping algorithm set to TBR (Tree-Bisection-
Reconnection), and the MULPARS option in effect, keeping only 10 trees per replicate.
Neighbor-joining analysis was conducted the same version of Paup with the option
criterion set to distance. A HKY85 model (Hasegawa, Kishino & Yano, 1985) was
employed to estimate the distances between sequences. Five hundred replicates were
performed with the option Maxtrees = 5000 to obtain bootstrap support values both for
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MP and NJ analyses. The aligned matrix can be obtained from the first author
(efa@uefs.br).

Evolution of morphological characters putatively apomorphic for the subfamily
Aurantioideae (table 2) was analysed by their optimization on one of the most
parsimonious trees obtained from the first analysis using Winclada (Nixon, 1999).

4. Resulits

We sampled 28 species from 12 different genera of the Aurantioideae (table 1).
The tmL(UAA)-tmF(GAA) and trnT(UGU)-trnL(UAA) regions provided data both from
point mutation and segment duplication (table 3) that were phylogenetically informative
for the relantioship of Citrus and allies. The sequenced regions included 889 characters,
198 (22.3%) were variable, and 111 (12.5%) were parsimony informative. The genetic
distance between each pair of genotypes calculated by Paup ranged from 0 among
species of the Citrus aurantium-C. paradisi clade, the Citrus reticulata-C. jambhiri clade,
and the Fortunella hindsii- F.margarita clade, to 0.02364 between Murraya paniculata
and Hesperethusa crenulata.

The phylogeny obtained from point mutation data is highly congruent with the
main events of duplications observed in the two segments analysed (table 2). The
evolution of the trnL(UAA)-trnF(GAA) and trnT(UGU)-trnL.(UAA) segments within the
Citrinae is marked by 11 duplication and 10 insertion/deletion events. In the present
study, the duplication events appeared supporting six clades while just two clades were
supported by a indel event (figure 1).

Parsimony analysis (MP) produced six most parsimonious trees (213 steps, ci
0.90 and ri 0.97) when considering gaps as new states. Bootstrap tests show strong
support for the main clades of the trees. One of the most parsimonious trees from the
first analysis, identical to the strict consensus tree, is illustrated at figure 1. The
consideration of gaps as missing states produced three trees with 63 steps, ci 0.94 and
ri 0.98. There was less resolution in the Cifrus-clade (figure 1) just retaining the
Fortunella, the C. reticulata-C. limonia and the C. aurantium-C. paradisi clades.
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Neighbor-joining (NJ) analysis gave result similar to the found in MP trees except
for the less resolution within the Citrus-clade (figure 2). Both methods recovered a large
monophyletic group joining the representatives of the genera Citrus, Microcitrus,
Fortunella, and Poncirus. MP trees also recovered a monophyletic group including ali
representatives of the genus Citrus except for C. medica (figure 1). This group was not
obtained in the NJ analysis but both methods do not supported monophyly of the genus
Citrus due to the positioning of C. medica. In the NJ tree, C. medica appeared in a clade
with Microcitrus but this group collapse in the bootstrap consense tree and its positioning
remains as unresolved in both analyses.

MP and NJ analyses support sister-group relationships between Aegle-
Hesperethusa and Severinia-Atalantia but do not provide evidence for sister-group
relationship of the Citrus-clade.

5. Discussion

5.1. Tribes and subtribes

Murraya and Merrillia, the two genera of the tribe Clauseneae included in the
analysis, appear as a clade supported by a duplication of 6 bp in the trnL(UAA)-
tmF(GAA) region. This seems to support the traditional division of the subfamily
Aurantioideae into two tribes Clauseneae and Citreae, differentiated mainly by the
presence in the tribe Citreae of spines, leaves pinnate or with an articulated rachis
(characters 1, 2), and a more elaborated berry. In spite of this, the diagnostic characters
of the Clauseneae seem to be plesiomorphies in the Auranticideae and recent cpDNA
phylogeny have shown that this tribe may not be monophyletic (Samuel et al., 2001). On
the other hand, this division into two tribes is justified if Merrillia and Murraya (except for
the species segregated as Bergera L.) are transferred to Citreae (Samuel et al., 2001).
This narrower concept of the Clauseneae is also supported by the presence of
carbazoles and by a limited quantity of heterochromatin per haploid chromosome set
(Guerra et al., 2000). Unfortunately, the present study did not include a large enough
sampling of the genera of Clauseneae to allow discussion of its circumscription.
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There is no support for the subdivision of the Citreae into the subtribes
Triphasiinae, Citrineae and Balsamocitrineae. Representatives of the three subtribes
appear as an unresolved basal polytomy into the Citreae-clade (figure 1). The type of
fruit has been traditionally used to diagnose the subtribes of Citreae. Triphasiinae is
characterised by small fruits with thin rind and locules filled with mucilaginous gum.
Balsamocitrinae is diagnosed by large fruits with woody rind and locules filled with
resinous gum. Citrinae is usually defined by its berries with coriaceous rind and locules
filled with pulp vesicles, the hesperidium (Swingle & Reece, 1967), although this type of
fruit is not universal in this subtribe.

The fruits of the species of Triphasiinae and Balsamocitrinae share a
plesiomorphic condition in Aurantioideae, locules filled with mucilaginous or resinous
gum. The hard-shelled fruits of the Balsamocitrinae (those of Feroniella Swingle and
Aegle Koenig) seem to be an independent development (character 10). This putative
parallelism is reinforced by the quite different structure of the fruit in these genera. In
Feroniella, the fruit results from a fusion of the locules of the ovary into a single cavity
with the placentation becoming parietal (character 11). In Aegle, the fruit retains the
locule structure in a manner similar to that found in the Triphasiinae, except for its woody
rind and larger size. The occurrence of woolly seeds (character 9) appears, in the
context of the present study, as an autapomorphy of the genus Aegle, although this
condition may be found in other genera of Balsamocitrinae such as Swinglea Merrill and
Feronia Corréa (Swingle & Reece, 1967).

5.2. Relationships between the genera of the subtribe Citrinae

Within the Citrinae, the alliances recognised by Swingle & Reece (1967) are not
supported. These authors grouped Severinia Ten. and Hesperethusa M. Roem. in their
“Primitive Citrus Fruit Trees”, because of their fruits with pulp vesicles without definite
shape which become oily or resinous at maturity, and Afalantia Corréa in their “Near-
Citrus Fruit Trees” because of its fruit with conical puip vesicles imbedded in the locule
wall. These two grades share a diplostemonous androecium, a character that seems to
be a plesiomorphy within the Citrinae.
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The genus Afalantia has a puzzling position in the phylogeny of the Citreae. It
was grouped with Severinia in all MP trees in the first analysis because they share a 6
bp duplication at the trnT(UGU)-trnL(UAA) region and one additional point mutation at
the tmL(UAA)-trnF(GAA) segment rendering seven characters to support this
relationship. On the other hand, Atalantia shares a 6 bp duplication in the tmL(UAA)-
trnF(GAA) region with the Citrus-clade (striped boxes in figure 1). The fruit structure of
Atalantia subgenus Afalantia is more similar to that found in the Citrus-clade because of
the presence of pulp-vesicles in the mature fruit, but these vesicles are sessile, broad-
based, and present on the lateral walls of the locules. Afalantia subgenus Rissoa (Amn.)
Swingle has a quite different, nearly dry, fruit, which may suggest the genus is not
monophyletic, a possibility also suggested by isoenzymatic data (Herrero et al., 1996).
The optimisation of the hesperidium as a character on the gene tree (character 5)
favours the hypothesis of parallel acquisition of this kind of fruit by Afalantia and the
Citrus-clade. However, the unique structure of the hesperidium within the Angiosperms
makes quite improbable an hypothesis of independent origin of this kind of fruit in the
Rutaceae. Therefore, the hypothesis of a group bringing together Atalantia and the
Citrus-clade seems to be more congruent with morphological evolution of the fruit, that
of Atalantia subgenus Atalantia with broad based vesicles immersed in all the locule
walls probably being more primitive than the fruit with stalked vesicles found in the
Citrus-clade. A cladistic analysis based on morphological characters could test this
hypothesis.

Citrus, Poncirus, Microcitrus, and Fortunella constitute a monophyletic group
(bootstrap 100). This group (the Citrus-clade in figure 1) is also supported by
morphological characters such as numerous stamens (at least 4x the number of the
petals; character 4) and elongate, stalked pulp-vesicles attached only on the dorsal wall
of the locule (characters 6, 7, 8). More recently, a study based on the atpB/rbcL spacer
of the cpDNA (Samuel et al., 2001) showed these genera to belong to the same clade.
Guerra et al. (2000) showed that this group may be also characterised by strongly
banded karyotypes and increased amount of heterochromatin.

However, in none of the MP or NJ analyses is C. medica L. grouped with the
other species of Citrus. Besides lacking the duplication g (table 1) of the tmL(UAA)-
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ttnF(GAA) segment, it presents a duplication at the trnT(UGU)-trnL(UAA) molecule not
shared with other Citrus. This result seems to corroborate the isolated position of this
species within Cifrus as previously indicated by cytoplasmatic genome data (Handa et
al., 1986; Yamamoto et al., 1993; Araljo & Machado, 1999). Further data would provide
more resolution at the base of the Cifrus-clade, but this set of evidence strongly supports
the isolated position of C. medica within the genus Citrus obtained in this present
analysis.

Swingle & Reece (1967) divided the genus Citrus into the subgenera Citrus and
Papeda based on the presence of acridic oil in the fruit and of broad-winged petioles in
subgenus Papeda. The present study does not support this proposition. Besides the
evident polyphyly of subgenus Citrus, due to the position of C. medica, there are no
synapomorphies linking the species of subgenus Papeda (underlined species in figure
1), and C. hystrix DC. shares two point mutations with the C. aurantifolia-C. paradisi
clade.

Poncirus was segregated from Citrus by its deciduous, palmately trifoliolate
leaves (character 3) developing from scaly buds. These characters are autapomorphies
within the Citrinae and have been interpreted as adaptations for survival to winters in the
temperate zone in North and Central China where the genus occurs. Fang & Zhang
(1994) have argued that a more recently discovered species, P. polyandra S. Q. Ding, X.
N. Zhnag & M. Q. Liang, could link this genus with Citrus.

Microcitrus is another small genus (ca. 6 species) from Australia and New
Guinea. It is strongly related to Cifrus from which it differs mainly by dimorphic leaves in
the seedlings. One of the characters used to segregate Microcitrus from Citrus is the
presence of free filaments (Swingle & Reece, 1967). Nonetheless, this character is
variable in Citrus, most species of the subgenus Papeda have free filaments, while
some other species of this subgenus and those of the subgenus Citrus have filaments
cohering in bundles. Mabberley (1998) considered these characters insufficient to justify
maintaining Microcitrus as an independent genus and proposed sinking it into Citrus. He
also cited as evidence the formation of hybrids between species of these two genera.

The genus Fortunella includes four species of the “kumquats” from Eastern Asia
(China, Hong Kong, and Malay Peninsula). It is traditionally separated from Citrus by
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quantitative characters, 3-7 locules in the ovary (x 8-18) with 2 ovules per locule (x 4-12)
and smaller fruits. In other vegetative, floral, and fruit characters, Fortunella is quite
similar to Citrus, including the polyadelphous androecium (character 4) with numerous
stamens cohering in bundles, a character more commonly found in Citrus subgenus
Citrus.

Eremocitrus (not investigated in the present work) is a monospecific genus from
central-eastern Australia. It is strongly related to Cifrus and its main distinctive
characters (small leaves with palisade parenchyma on both faces, thick cuticle and
stomata sunken in pit-like depressions) may be interpreted as xerophytic adaptations to
semiarid habitats, without great taxonomic value. This position was adopted by
Mabberley (1998) who transferred Eremocitrus glauca (Lindl.) Swing. to the genus
Citrus.

Both the present results and the recently accumulated information about
Aurantioideae phylogeny support a view of an early diversification of different lineages of
Citrus and allies. The absence of sharp delimitation of these genera may reflect the
spreading of these early lineages over south-eastern Asia, Australia and major
archipelagos without great morphological changes and with many parallel
developments. The taxonomic assumptions about the boundaries between Citrus and
related genera has been marked by the recognition of genera diagnosed by inconsistent
characters. The present study shows that the Citrus-clade is a natural group and the
recognition of Microcitrus, Fortunella, and Poncirus as valid genera makes Citrus
polyphyletic because of the position of C. medica. C. medica is the type species of the
genus Citrus and a more conservative position with a wider definition of Citrus to include
all the cited relatives seems preferable, as this avoids great nomenclatural changes in
such an economically important group. At the same time, this supports the proposition of
Mabberley (1998) who merged Australian species of Microcitrus and Eremocitrus in the
genus Citrus. This position is well supported by both molecular and morphological data,
and Citrus, so defined, becomes a group with ca. 27-35 species and with a
morphological coherence defined by many synapomorphies, especially the
polystemonous androecium and the fruit a hesperidium berry filled with slender-staiked
vesicles, attached only to the dorsal wall of the locules.
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Table 1. Species included in this study. Taxonomic treatment foliowed Swingle & Reece

(1967).
Taxa Place of origin Voucher’ GenBank Acc. n°
R1 R2 R3
Tribe Clauseneae
Subrtibe Clauseninae
Murraya paniculata CVv416  Ay116525  Ay115655 Ay115632
Subrtibe Merriliinae
Merllia caloxyfon (Ridl.) Swingle Malay CN733  Ay116523  Ay115653 Ay115630
Peninsula
Tribe Citreae
Subrtibe Balsamocitrinae
Aegle marmelos (L.) Corréa India Cv411 Ay116508  Ay115638 Ay115615
Feroniella oblata Swingle Indo-China Cv410  Ay116511 Ay115641 Ay115618
Subrtibe Citrinae
Atalantia monophyila DC. india CRZ01 Ay116509 Ay115639 Ay115616
Citrus subg. Citrus
Citrus  aurantifolia  (Christm.) East indian CN323  Ay116510  Ay115640 Ay115617
Swingle Archipelago
Citrus aurantium L. Southeastem CV244  Ay116533 Af434803  Af434804
Asia
Citrus grandis (L.) Osbeck Southeastem CV 357 Ay116512  Ay115642 Ay115619
Asia
Citrus jambhiri Lush. Southeastem CN695 Ay116517  Ay115647 Ay115624
Asia
Citrus latifolia Tanaka Southeastem  CN654  Ay116518  Ay115648 Ay115625
Asia
Citrus limettioides Tanaka Southeastem  CN318  Ay116519  Ay115649 Ay115626
Asia
Citrus limon (L.) Burm f. Southeastem CN644 Ay116520  Ay115650 Ay115627
Asia
Citrus limonia Osbeck Southeastem CN685 Ay116521 Ay115651 Ay115628
Asia
Citrus medica L. China and CN683  Ay116534 Af434806  Af434807
india
Citrus paradisi Macf. ? CN333  Ay116526  Ay115656 Ay115633
Citrus reticulata Blanco Philippines CN 224  Ay116527 Ay115657 Ay115634
and
Southeastem
Asia
Citrus sinensis L. Osbeck China and MTO02 Ay116535 Af434809  Af434810
Southeastem
Asia
Citrus tachibana (Mak.) Tanaka Japan CN708  Ay116528  Ay1158658 Ay115635
Citrus subg. Papeda (Hassk.)
Swingle
Citrus hystrix DC. Indonesia CN 384 Ay116515 Ay115645 Ay115622
Citrus ichangensis Swingle China CV373  Ay116516 Ay115646 Ay115623
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Citrus junos Sieb. ex Tanaka
Fortunella marganta (Lour.)
Swingle
F. hindisii (Champ.) Swingle

Hesperethusa crenulata (Roxb.) M.
Roem.
Poncirus trfoliata (L.) Raf.

Microcitrus sp.
Severinia buxifolia (Poir.) Ten.

Subrtibe Triphasiinae
Triphasia trifolia (Burm.f.) P.Wils.

China
Southem
China
Southem
China
India

Central and

Northem
China
Australia
Southem
China

Southeastemn

Asia

CN 703
Cv423

CN729
Cv413

VEL835

Cv418
Cv419

MTO1

Ay116531
Ay116522

Ay116514
Ay116513
Ay116529

Ay116524
Ay116532

Ay116530

Ay115661
Ay115652

Ay115644
Ay115643

Ay115659
Ay116

Ay115654
Af434800

Ay115660

Ay115637
Ay115629

Ay115621
Ay115620
Ay115636

Ay115631
Af434801

Ay059643

Region of cpDNA: R1 = intergenic spacer trnT-trnL; R2 = intron trnL 5'exon - trnL 3'exon;

R3 = intergenic spacer trnL-tmF
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Table 2. Putative apomorphic characters for the Rutaceae subfamily Aurantiocideae.

Character

1. Spines present

2. Leaves simple or with articulated rachis

3. Palmate trifoliolate leaves

. Stamens at least 4x the number of petals

. Hesperidium berry (locules filled with pulp vesicles)
. Pulp-vesicles with definite (elongate) shape

. Pulp-vesicles slender-stalked

. Pulp-vesicles attached only to the dorsal walis of the locule

Ww 0 N o O

. Seeds woolly
10. Fruit with rind woody

11. Parietal placentation
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Table 3. Events of duplication in the tmL(UAA)-tnF(GAA) and tmT(UGU)-trnL(UAA)

regions of the cpDNA of the representatives of the Subfamily Aurantioideae.

Region Event Code  Sequence
TmL(UAA)-trnF(GAA) dupl. a CTTTTT
dupl. b AAAGAAA
indel c GG
indel d TATATAGAC
dupl. e 27pb
dupl. f GAAAAA
dupl. g TGTTAT
dupl. h GTTTTTTT
indel i CAAGTT
dupl. Ji GGATAT
indel k T
indel / ATGAACACC
dupl. m ATTGCT
TrnT(UGU)-trnL(UAA) dupl. n TTAGAT
indel o AT
indel p AA
indel q AT
dupl. r CGAAT
indel s TGGAGAAA
indel t GGG
dupl. u TTTATA
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Figure 1:

One of the six most parsimonious trees [213 steps, ci 0.95, ri 0.97] identical to the strict
consensus tree, derived from the analysis of the trnL(UAA)-tmF(GAA) and trnT(UGU)-
trnL(UAA) cp-DNA segments considering gaps as new states. The Citrus-clade is
identified by arrow. Open lines indicate nodes that collapse in the consensus tree when
gaps are considered as missing states. Solid boxes designate major duplications events
in the trnL(UAA)-trnF(GAA) segment (see figure 2 for codes) while open boxes indicate
major duplications in the trnT(UGU)-trnL(UAA) segment and striped boxes indicate
homoplasious duplications in this segment. Morphological characters (tabie 2) plotted on
cladogram are represented by numbers inside circles: open circles = non-homoplasious
forwards transitions, solid circles = homoplasies. Numbers above lines represent the
number of nucleotide substitutions and those below lines are bootstrap support values
(500 replications). The underlined names refer to the species of Cifrus subgenus
Papeda. Taxa indicated at the right side of the brackets refer to the classification
Swingle & Reece (1967).
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nse tree.
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CAPITULO 3

INCONGRUENCIA NAS RELAGOES CITOPLASMATICAS DE Citrus:
SEGREGAGAO DE ORGANELAS OU CONVERGENCIA MOLECULAR?
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Incongruéncia nas relagoes citoplasmaticas de Citrus: segregacdo de organelas
ou convergéncia molecular?

Edson Freitas de Araujo’ & Marcos Antbnio Machado® 1. Universidade Estadual de
Feira de Santana, Dpto. de Ciéncias Biolégicas. Km 03, BR 116, Campus. 44031-460,
Feira de Santana/BA/Brasil. E-mail: efa@uefs.br 2. Centro de APTA Citricultura Sylvio
Moreira, CP. 04, CEP 13490-970, Cordeirépolis/SFP/Brasil. E-mail:

marcos@centrodecitricultura.br

1. RESUMO

Seis marcadores moleculares, presentes nos segmentos de cloroplasto (trnLuaay-
trFcan) ) € mitocdndria (18S-5S), foram utilizados na caracterizacao citoplasmatica de
40 acessos representantes do grupo “arvores de citros verdadeiros” (“True Citrus Fruit
Trees”). Os dados oriundos de ambas organelas sugerem a existéncia de dois grupos
para o subgénero Citrus, correspondentes as linhagens maternas das toranjas e das
tangerinas. Uma posicao conflituosa é observada para a linhagem das tangerinas. Os
dados de cloropiastos sugerem que esta linhagem forma um grupo monofilético com
outros representantes de Citrus (Papeda e linhagens maternas das toranjas). Os dados
mitocondriais sugerem grupo monofilético formado por representantes da linhagem
materna das tangerinas, Poncirus e Fortunella. Tanto Fortunelia hindisii quanto outros
representantes de Cifrus estado fora deste clado. A ocorréncia de segregagcdo de
organelas € proposta como provavel explicacao para as diferentes combinag¢des dos
tipos citoplasmaticos observados dentro do referido grupo.

2. INTRODUGAO

Estudos sobre evolugdo tém sido realizados a partir da andlise direta de
diferentes genomas existentes na célula vegetal. Em angiospermas, as organelas
citoplasmaticas apresentam heranga predominantemente uniparental (WALBOT &
CULLIS, 1985), podendo ser transferidas para as progénies através do parental
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materno ou paterno (BOBLENZ et al., 1990; DONG & WAGNER, 1994; PALMER, 1992:
WAGNER, 1992). Heranca biparental também tem sido observada tanto para
mitocondrias (ERICKSON & KEMBLE, 1990; ERICKSON et al, 1989; HAVEY, 1997),
quanto para cloroplastos (MASON et al, 1994; MEDGYESY et al., 1986; SMITH, 1989).
Esta variacdo no padrdo de heranca afeta diretamente os estudos de hibridacdo
(CRUZAN et al., 1993), fluxo génico (McCAULEI, 1994, 1995) e inferéncias filogenéticas
(HARRIS & INGRAM, 1991), que utilizam a andlise dos genomas destas organelas.
Conseqiientemente, incongruéncias nas inferéncias filogenéticas podem ser
observadas ao se analisar diferentes genomas da célula, em espécies de origem
hibrida (RIESEBERG & SOLTIS, 1991; SANG et al, 1997; SOLTIS & KUZOFF, 1995:
WOLFE & ELISENS, 1995).

Em Citrus e géneros afins os marcadores citoplasmaticos tém se apresentado
como uma ferramenta nos estudos de diversidade genética e filogenia (GREEN et al,,
1986; HANDA et al, 1986; YAMAMOTO et al, 1993). Recente estudo com base na
analise de cpDNA sugere uma classificagdo mais ampla para Citrus, incluindo os
representantes dos géneros Fortunella, Poncirus e Microcitrus, devido a posicio isolada
de C. medica dentro do grupo (ARAUJO et al, no prelo). Andlises dos genomas de
origem mitocondrial e de cloroplasto corroboram tal divergéncia citoplasmatica de C.
medica em relagéo a Citrus e géneros afins (HANDA et al., 1986; YAMAMOTO et al,
1993). No entanto, os dados citoplasmaticos ndo sdo conclusivos quanto a relacéo
entre representantes de Fortunella e Citrus. A analise do genoma mitocondrial sugere
uma grande afinidade entre estes taxons, agrupando Fortunella num subgrupo dentro
de Citrus (YAMAMOTO et al, 1993). Por sua vez, os dados de cpDNA sugerem grupo
monofilético para os representantes dos subgéneros Papeda e Citrus sensu Swingle e
outro para os representantes Fortunella. Uma melhor compreensdo das relacbes
citoplasmaticas existentes entre esses taxons, bem como do processo de hibridagdo na
origem de Citrus, envolve a analise de um maior nimero de acessos de Fortunella e
Citrus, através de marcadores oriundos de ambas organelas citoplasmaticas.

Este trabalho teve por objetivo analisar as relacdes entre representantes do
grupo “arvores de citros verdadeiros”, com base em sinapomorfias presentes nos
segmentos intergénicos 18S-5S (mitocondria) e trnL(UAA) - trnF(GAA) (cloroplasto),
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discutindo as relacdes citoplasmaticas entre estes taxons. Incongruéncias foram
observadas nas relagbes inferidas por cpDNA e mtDNA para representantes dos
géneros Citrus e Fortunella. A ocorréncia de heranga biparental ao longo do processo
de evolugéo de Citrus, resultando em mistura de organelas citoplasmaticas, esta sendo
proposta para explicar tal incongruéncia.

3. MATERIAL E METODOS

Material vegetal - Foram coletadas amostras de folhas de 48 representantes da
Rutaceae, correspondendo aos géneros Murraya, Severinia, Atalantia, Feroniella,
Aegle, Hesperethusa, Poncirus, Fortunella, Microcitrus, Fagara, Hellietta, Ruta e Citrus,
(Tabelas 1, 2 e 3), oriundas dos Bancos Ativo de Germoplasma do Centro de
Citricuitura Sylvio Moreira (CCSM-IAC)-Cordeirdpolis/SP, Centro Nacional de Mandioca
e Fruticultura Tropical (CNPMF-EMBRAPA)-Cruz das Almas/Ba e Taquari, Santa
Maria/RS. _

- Amplificagdo dos segmentos intergénicos - A extragdo do DNA total foi realizada pelo
método CTAB, a partir da maceragado de folhas em nitrogénio liquido, de acordo com o
procedimento descrito por MACHADO et al. (1996), adaptado de MURRAY &
THOMPSON (1980). A amplificacdo foi realizada segundo procedimento descrito por
SAMBROOK et al. (1989). O segmento intergénico de cloroplasto trnL(UAA) -
tmF(GAA) foi amplificado utilizando os iniciadores 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’
e 5-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’ (TABERLET et al, 1991). A regido intergénica
mitocondrial 18S-5S foi amplificada utilizando-se a combinagcdo dos iniciadores
mt1851180 (7A) 5-GACATGCGCCTAAGGAGAAA-3, mt5S5P1  (4A) 5'-
AAACACGTCTCACCGTAGTG-3' e mt18S3P1 (3A) 5-TGCCACAAAGGCCTTTGGTG-
3’ (AL-JANABI et al., 1994) que geraram os segmentos 7A-4A e 3A-4A com tamanhos
aproximados de 1,0 kb e 0,3 kb. A reagdo de amplificacdo foi realizada num volume
final de 50 pi contendo 15 ng de DNA total, 0,25 mM de cada dNTP, 10 mM Tris-HCI pH
8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM de MgCl,, 25 ng de cada iniciador, 15 mg/m! de BSA, 2
unidades de Tag DNA Polimerase e agua MiliQ estéril até completar o volume da
reacdo. A reacdo de amplificacdo foi realizada em 33 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a
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60°C e 1,5 min a 72°C. A extens3o final foi por 10 min a 72°C. A mesma temperatura de
anelamento foi utilizada para a amplificagdo dos segmentos das regides trnL(UAA) -
tmF(GAA) e 18S-5S. A reacdo de amplificagdo foi realizada em um termociclador MJ
Research modelo PTC-100 ™. Uma aliquota de 5 pl do produto de amplificacio foi
analisada por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,1 mg/ml de brometo de
etidio em tampao 1X TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) para verificacdo do
segmento amplificado. O produto da reagdo foi precipitado com acetato de sdodio e
etanol e posteriormente foi sequenciado via dideoxi-terminator, em um seqienciador
automatico ABI 377 (Perkin Eimer).

O segmento de origem mitocondrial 3A-4A (~0,3 kb), foi submetido & eletroforese
em gel de poliacrilamida 6%, com tampao 0,5X TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3; 2 mM
EDTA). A corrida foi realizada a 300 volts, 4°C por 3 horas. O gel foi corado com nitrato
de prata de acordo com procedimento descrito por BEIDLER et a/l. (1982).
Andlise do sitio de restrigdo Banl do segmento 18S-5S - O sitio de restricdo Banl
(GGPuPyCC) foi caracterizado para os representantes da familia Rutaceae através da
amplificacdo, digestdo e sequenciamento do segmento 18S-5S (7A-4A). A reagdo com
Banl foi de acordo com recomendagbes do fabricante (Boehringer-Mannheim). O
produto da digestao foi analisado em gel de agarose 1%, contendo 0,1 mg/mi de
brometo de etidio num tampéo TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 7,2). A
analise do sitio de restricdo Banl para os representantes das familias Poaceae,
Onagraceae, Cytinaceae, Brassicaceae, Santalaceae, Papilionideae, Fabaceae e
Solonaceae foi realizada baseado na analise direta das seqiiéncias do segmento 18S-
58 depositadas no Genbank.
Padrdo de heranga do segmento 18S-5S8 - O padrao de heranca do segmento 18S-5S
foi determinado pela analise de 15 hibridos originados dos cruzamentos P. frifoliata x C.
aurantium, C. sinensis x C. limonia e C. paradisi x P. trifoliata. Estes hibridos foram
discriminados dos embrides nucelares por marcadores morfolégicos (folha trilobada) e
moleculares do tipo RAPD (random amplified polymorphic DNA). A técnica de RAPD foi
realizada de acordo com MACHADO et al. (1996).
Avaliacdo da plasticidade evolutiva no segmento 18S-5S - O grau de conservagao dos
setores contendo as sinapomorfias R+, D+ e Tvt, foi avaliado através da homologia

75



apresentada por seqiéncias moldes de 100 pb, com as seqiiéncias do banco de dados
Genbank, através do programa BLAST. Os setores que apresentaram um maior grau
de conservagao foram considerados como de menor plasticidade evolutiva.
Caracterizagdo dos plastomas - A caracterizacao dos plastomas foi realizada com base
nos quatro tipos de segmentos apresentados pela regidao trnL(UAA) - trnF(GAA),
proposto por ARAUJO & MACHADO (capitulo 1 dessa tese). Estes segmentos foram
caracterizados com base nas duplicacdes e (TACGTATTTCTTTTTATGAAAAAGAAA), f
(GAAAAA) e g (TGTTAT). O plastoma | apresenta o segmento aurantioideae que
corresponde a uma molécula de 49 pb, desprovida das trés duplicacdes. O plastoma i
apresenta o segmento citrus que corresponde a uma molécula de 57 pb que contém a
duplicacéo g. O plastoma Ill apresenta o segmento reticulata que corresponde a uma
molécula de 61 pb que apresenta as duplicacbes f e g. O plastoma IV apresenta o
segmento fortunella que corresponde a uma molécula de 76 pb que apresenta a
duplicagao e.

4. RESULTADOS

O segmento intergénico mitocondrial 18S-5S (~ 1,0 kb) foi analisado para
representantes da subfamilia Aurantioideae, correspondentes aos géneros Murraya,
Merrilia, Hesperethusa, Atalantia, Severinia, Triphasia, Feroniella, Aegle, Microcitrus,
Fortunella, Poncirus e Citrus (subfamilia Aurantioideae) (Tabela 1). A caracterizagcao
molecular deste segmento revelou a presenca de trés caracteres informativos para
Citrus, correspondendo a duas mutacbes de ponto (transicao e transversao), ocorridas
no interior do gene 18S, e um evento de delecaol/insergcao ocorrido na regiao
intergénica (Figura 1). A mutacdo do tipo transicdo (G:C—A:T) ocorreu no interior do
sitio de restricdo Banl, permitindo determinar os fenétipos presenga ou auséncia de
restricdo, considerados respectivamente como genétipos R+ e R-. A transversdo é
caracterizada pela mutagao de ponto AT—TA, localizada a aproximadamente 530 pb do
sitio de restricao Banl e a 190 pb do evento insercdo/delegcido. Com base nesta mutagao
foram determinados os gendtipos Tva (A:T) e Tvr (T:A). O evento delecdofinsercao

~

correspondeu a auséncia ou presengca de pentanucleotideo (3-ATGTT-5" ), sendo
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considerados como genoétipos D+ e D-, respectivamente. Os genétipos R- (auséncia de
restricao), D+ (auséncia do pentanucleotideo 5-ATGTT-3’) e Tvr (T:A) correspondem a
sinapomorfias dentro da subfamilia Aurantioideae (Tabela 1).

Com base nos caracteres restricdo e delecdo/insercdo do segmento 18S-5S
foram observados os genétipos D+R+, D-R+ e D-R-, que caracterizaram os tipos
mitocondriais observados nos representantes do grupo subtribal “arvores de citros
verdadeiros” (Tabelas 1, 2 e 3). Microcitrus sp., Fortunella hindisii, C. aurantifolia, C.
medica e representantes do subgénero Papeda (C. hystrix, C. yunos e C. ichangensis)
apresentaram tipo mitocondrial D-R+ (Tabelas 1 e 2). Os representantes de Poncirus
trifoliata, Fortunella margarita, F. crassifolia, F. japonica, C. reticulata, C. unshiu, C.
sunki, C. jambhiri, C. tangerina, C. clementina, C. volkameriana e C. limonia
apresentaram tipo mitocondrial D+R+ (Tab. 3). Os representantes do subgénero Citrus
correspondentes a C. grandis, C. aurantium, C. limon, C. sinensis, C. paradisi, C.
latifolia e C. limettioides apresentaram tipo mitocondrial D-R- (Tabela 2). Foi realizada
uma analise intra-especifica avaliando-se sete variedades de C. medica, cinco
variedades de C. grandis (Tabela 2) e quatro variedades de P. ftrifoliata (Tabela 3),
sendo observado o mesmo tipo citoplasmatico mitocondrial para as variedades
representantes de cada uma das referidas espécies. Em todos os 15 genétipos D+R+
analisados, foi observada a presenc¢a da sinapomorfia TvT. Esta sinapomorfia nao foi
observada na andlise da seqiiéncia de genétipos D-R- e D-R+.

Um padrao de heranga materna foi observado para o segmento 18S-5S (Figura
2), revelado pela andlise de hibridos interespecificos e intergenéricos originados dos
cruzamentos P. trifoliata x C. aurantium, C. sinensis x C. limonia e C. paradisi x P.
trifoliata. Dentro do subgénero Citrus foram observados dois agrupamentos,
correspondentes as linhagens maternas das toranjas e tangerinas, com base nas
sinapomorfias apresentadas pelo segmento 18S-5S. A linhagem das tangerinas é
composta por C. reticulata, C. unshiu, C. tangerina, C. clementina, C. sunki, C. jambhiri,
C. volkameriana e C. limonia e a linhagem das toranjas € formada por C. grandis, C.
aurantium, C. limon, C. sinensis, C. paradisi, C. latifolia e C. limettioides. Foram
observadas diferentes plasticidades genotipicas para os trés setores do segmento 18S-
5S utilizados no estudo. Os escores obtidos nesta andlise variaram de 200 (E=4e™°) a



36 bits (E=1.4). O setor contendo a transversao (Tvy) apresentou 100% de similaridade
(escore=200 bites e E=4e™°) com Lepidoceras chilense, Arabidopsis thaliana,
Oenothera berteriana, S. cereale, Corynae crassa, Glycine max, Zea mays, Triticum
aestivum, Lupinus luteus. Este setor apresentou escores de 194 bites (E=3e™®) a 192
bites (E=1e™*) para Nicotiana tabacum, Oryza sativa, Rafflesia pricei, Cytinus ruber. Os
escores restantes para esta regido variaram de 178 bites (E=2e™*°) a 68 bites (E=4e™'%)
contemplando 83 organismos, incluindo algumas bactérias. O setor contendo a restricdo
Banl apresentou escores de 163 bites (E=9¢>°) com Lepidoceras chilense e 105 bites
(E=2e?") com Nicotiana tabacum. Escores de 94 bites (E=7e'®) a 38 bites (E=0,36),
para esta regiao, contemplaram 13 organismos dentre os quais Zea mays, Glycine max
e Trticum aestivum apresentaram menor homologia. O setor contendo o evento

insercdo/delecao (indel) apresentou escores de 98 bites (5¢°

) com Arabidopsis
thaliana e 88 bites (4e'°) com Glycine max. Os escores restantes foram de 84 bites
(E=7e™") a 36 bites (E=1,4) para 16 organismos.

O sitio de restricao Banl (GGPuPyCC), localizado no gene 188, foi caracterizado
para os representantes da Rutaceae, Poaceae, Onagraceae, Cytinaceae, Brassicaceae,
Santalaceae, Papilionideae, Fabaceae e Solonaceae. Neste universo, trés eventos de
mutacao foram observados, correspondendo a duas mutagdes de ponto e um evento de
delecao (Tabela 4). O fenbtipo auséncia de restricdo foi observado em representantes
da linhagem materna das toranjas, que apresentaram a seqiiéncia AGCGCC contendo
uma fransi¢ao no interior do sitio, @ em Zea mays que apresentou uma dele¢ao de oito
pares de bases envolvendo todo o sitio Banl. Os outros genétipos analisados
apresentaram o fenétipo presenga de restricdo. Triticum aestivum, S. cereale e
Oenothera berteriana apresentaram a sequéncia GGTGCC. Os demais gendétipos do
tipo R+ apresentaram a seqiiéncia GGCGCC (Tabela 4).

Foi realizada a caracterizagdo dos plastomas de 31 representantes do grupo
“arvores de citros verdadeiros”. O plastoma | foi observado para representantes de
Poncirus (05), C. medica (03) e Microcitrus sp. O plastoma Il foi observado no
subgénero Papeda sensu Swingle, representado por C. ichangensis e C. hystrix e nos
representantes do subgénero Citrus Sensu Swingle, correspondentes a C. grandis (02),
C. aurantium (01), C. limon (01), C. sinensis (01), C. paradisi (01), C. latifolia (01) e C.
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limettioides (01). O plastoma It foi observado em C. reticulata, C. unhiu, C. sunki, C.
clementina, C. tangerina, C. limonia, C. jambhiri e C. volkameriana. O plastoma IV foi
observado nos quatro representantes de Forfunella analisados, correspondendo a F.
margarita, F. crassifolia, F. japonica e F. hindisii (Tabela 3).

5. DISCUSSAO

O segmento mitocondrial 18S-5S apresentou padrdo de heranga matermno e
elevado grau de conservacdao para os representantes do grupo “arvores de citros
verdadeiros’. As sinapomorfias observadas para o referido grupo, ocorreram em setores
deste segmento que apresentaram plasticidades evolutivas distintas. Dentre estes, o
setor contendo a ftransversao A T—>T.A apresentou um grau de conservagao
significativamente elevado, sugerindo a agao de maior pressao seletiva em relacao aos
outros setores analisados. No entanto, as sinapomorfias D+ e transversao Tvr
ocorreram sempre associadas num mesmo fipo de molécula, sugerindo que ambas
foram transferidas por heranga a partir de um ancestral comum. Com base nos
caracteres restricdo e delecao/insergdo, foram observados os tipos mitocondriais D-R+,
D+R+ e D-R-. O genétipo D-R+ foi considerado como “tipo ancestral’, por possuir
caracteres pleisiomorficos para a subfamilia Aurantioideae.

Um grupo monofilético tém sido observado dentro da tribo Citrineae (subfamilia
Aurantioideae), contemplando os representantes do grupo arvores de citros verdadeiros
(ARAUJO & MACHADO, 1999; SAMUEL ef al, 1999; 2001). Os géneros deste grupo
apresentam caracteres diagnésticos pouco consistentes, tendo recentemente sido
sugerido a inclusdo de outros géneros em Citrus (MABBLEY, 1998; ARAUJO ef al., no
prelo). A andlise do segmento 18S-5S revela um mesmo tipo mitocondrial,
correspondendo ao genétipo D+R+, para os representantes de Poncirus, Fortunella e
Citrus (C. reticulata, C. limonia, C. volkameriana, C. unshio, C. sunki e C. jambhiri). Este
gendtipo é caracterizado por apresentar duas sinapomorfias, que dao sustentagao a um
grupo monofilético formado por estes taxons. De acordo com estes dados, uma maior
afinidade citoplasmatica é sugerida existir entre representantes do grupo das tangerinas

79



e géneros afins, em relacdo a outros representantes de Citrus, corroborando com a
hipétese de Citrus corresponder a um grupo nao monofilético.

Os representantes de Fortunella e Citrus apresentam grande afinidade genética,
revelada pela analise de dados morfolégicos (BARRET & RHODES, 1976, HANDA &
OOGAK]!, 1985) e moleculares (HERRERO et al, 1996; FEDERICI et al., 1998). No
entanto, alguns conflitos foram observados nas relagdes citoplasmaticas entre
representantes destes géneros, quando se comparam o0s dados oriundos da
mitocondriais com os de cloroplasto. A analise dos segmentos trnL(UAA) - trnF(GAA) /
trnT(UGU) - trnL(UAA) do cpDNA, (ARAUJO et al, no prelo) sugere um grupo
monofiletico para os representantes Citrus (Papeda e linhagens maternas das
tangerinas e toranjas) e outro para Fortunella hindisii e Fortunella margarita. A
caracterizacao citoplasmatica realizada neste trabalho revelou que todas as quatro
espécies de Fortunella analisadas apresentaram plastoma do tipo IV, corroborando
condicao monofilética para este grupo. De outro modo, os dados de mitocondria
sugerem que representantes Fortunella, Poncirus e linhagem materna das tangerinas,
cujo tipo mitocondrial corresponde a D+R+, formam um grupo monofiiético. F. hindisii e
outros representantes de Citrus estao fora deste clado.

A linhagem materna das tangerinas apresenta uma posicao conflituosa dentro do
grupo estudado, uma vez que essas compartitham sinapomorfias tanto com Fortunella e
Poncirus (dados mitocondriais), quanto com outros representantes de Citrus (dados de
cloroplasto). Tal incongruéncia poderia sugerir que os tipos mitocondriais D+R+
apresentaram origens independentes, através de convergéncia molecular. No entanto, a
disposicao mais parcimoniosa dos tipos mitocondriais D+R+, numa arvore gerada com
base em analises dos segmentos de cloroplasto (trnLwuaartmFeaa/trnT (ucu)-trluaa)
(dados gerados no capitulo 1 dessa Tese), exige a ocorréncia de pelo menos trés
eventos independentes de transformacao de mitocdndrias do tipo D-R+ em D+R+ e um
evento de reversdo (D+R+ —D-R+) (Figura 3). A molécula 18S-5S apresenta elevado
grau de conservacdo, com “plasticidade evolutiva® distinta para as regides onde
ocorreram as mutacdes utilizadas neste estudo. Tal fato sugere diferentes intensidades
de selecao atuando nos setores analisados. Portanto, mutacdes ocorridas em setores
mais conservados, devem apresentar uma probabilidade significativamente menor de
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serem mantidas ao longo da evolugdo da molécula 18S-5S, em relagdo aos setores
menos conservados, o que vem sugerir independéncia entre os eventos de mutacio.
No entanto, toda molécula do tipo D+R+ analisada apresentou as sinapomorfias D+ e
Tvr. Portanto, cada evento de transformacdo D+R+ « D-R+ envolve duas mutagdes
independentes. Seriam necessarios, entdo, a ocorréncia de pelo menos oito eventos de
mutacao para explicar a distribuicdo dos tipos mitocondriais no grupo estudado. Devido
as caracteristicas da molécula 18S-5S, da especificidade e do nimero de eventos de
mutagdo necessarios para explicar a ocorréncia dos tipos mitocondriais, bem como do
curto tempo de divergéncia existente entre Poncirus, Citrus e Fortunella, sugerido pela
afinidade filogenética apresentada por estes taxons, consideramos pouco provavel que
tal incongruéncia tenha sido originada por convergéncia molecular. Portanto este
segmento deve ter sido transferido por heranga para os representantes do grupo Citrus-
Fortunella-Poncirus, apresentando estes um “ancestral mitocondrial’ comum D+R+.
Este ancestral deveria ter ocorrido no sudoeste e centro da China, que corresponde ao
centro de origem dos taxons C. reticulata, Fortunella e Poncirus.

SCORA (1975) e BARRET & RHODES (1976) propdoem que C. medica, C.
grandis e C. reticulata correspondam as espécies basicas para o subgénero Citrus
sensu Swingle. A analise dos segmentos 18S-5S e trnL(UAA) - trnF(GAA) corrobora a
separagao destas espécies. Trés tipos mitocondriais € de cloroplasto distinguem o
citoplasma destes taxons, sugerindo duas linhagens maternas para os representantes
do subgénero Cifrus. A linhagem materna das toranjas, apresentando tipo mitocondrial
D-R- e plastoma do tipo Il, é formada por C. grandis, C. sinensis, C. latifolia, C.
limettioides, C. paradisi, C. aurantium e C. limon. A mesma afinidade citoplasmatica tem
sido sugerida entre estes taxons, pela analise de RFLP dos genomas de cloroplasto
(GREEN et al, 1986) e mitocondria (YAMAMOTO et al, 1993). Ja a linhagem materna
das tangerinas, caracterizada pelo tipo mitocondrial D+R+ e plastoma do tipo ill, é
formada por C. reticulata, C. sunki, C. unshiu, C. clementina, C. tangerina, C. limonia, C.
Jjambhiri e C. volkameriana. C. medica apresenta tipo mitocondrial D-R+ e plastoma do
tipo I. Ambas linhagens maternas séo corroboradas pela filogenia dos segmentos
intergénicos de cloroplasto trnL(UAA) - trnF(GAA) e trnT(UGU) - trmL(UAA) (capitulo 1
dessa Tese).
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A andlise dos segmentos 18S-58 e trnL(UAA) - tmF(GAA) ndo sustenta a
classificacao proposta por SWINGLE (1943) que segrega os representantes de Citrus
nos subgéneros Papeda e Citrus sensu Swingle. Um mesmo tipo de plastoma (tipo Il) é
observado para C. grandis e representantes Papeda, diferente daquele apresentado por
C. reticulata (tipo llI) e C. medica (tipo ). Os dados de cloroplasto sugerem grupo
monofilético para representantes Papeda, C. grandis e C. reticulata (ARAUJO et al, no
prelo), tendo C. medica apresentado uma ampla divergéncia citoplasmatica em relagao
aos outros representantes de Citrus (GREEN et al, 1986; HANDA et al, 1986;
YAMAMOTO et al, 1993; ARAUJO et al, no prelo). Além disto, a analise mais
parcimoniosa dos dados mitocondriais (18S-5S) sugere que C. grandis (D-R-) e
representantes Papeda (D-R+) compartihem de um ancestral materno mais recente do
que C. reticulata (D+R+). A transformacéo do genétipo D-R+ para D-R- exigiria apenas
uma mutacdo de ponto do tipo transicdo dentro do sitio de restricdo Banl, contra trés
eventos distintos de mutacdo (restricdo, delecdo e transversao) que se fazem
necessarios para uma transformacao do tipo D+R+ em D-R-. Estes dados estao de
acordo com as analises isoenzimaticas (HERRERO et al, 1996) e gendmicas
(FEDERICI et al, 1998), que também sugerem a existéncia de uma maior afinidade
genética entre representantes Papeda e C. grandis em relagdo a C. reticulata e C.
medica.

Estudos filogenéticos sugerem que as cidras tenham contribuido na formagao
das limas e dos limdes (MALIK et al., 1974). Uma clara afinidade genética é verificada
entre estes taxons, revelada pela analise de dados morfolégicos (BARRET & RHODES,
1976; MALIK et al, 1974), bioquimicos (POTVIN ef al, 1983), isoenzimaticos
(HERRERO et al., 1996) e gendmicos (FEDERICI et al., 1998). No entanto os dados
citoplasmaticos sugerem ampla divergéncia entre cidras e os representantes destes
dois grupos (GREEN et al, 1986; HANDA et al, 1986; YAMAMOTO et al, 1993;
ARAUJO & MACHADO, capitulo 1 dessa tese). Os limdes Cravo, Rugoso e
Volkameriano apresentam tipo mitocondrial D+R+ e plastoma Il, enquanto Eureka
possui tipo mitocondrial D-R- e plastoma ll. Os representantes das limas apresentam os
tipos mitocondriais D-R- (Tahiti e lima da Pérsia) e D-R+ (Galego) e plastoma do tipo .
Estes dados sugerem que C. limon, C. latifolia e C. limettioides apresentam afinidade
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materna com o grupo das toranjas, podendo qualquer um dos seus representantes ser
o parental materno destes taxons. ”

C. reticulata é considerado como um dos parentais de C. jambhiri (SWINGLE &
REECE, 1967, BARRET & RHODES, 1976). Para a origem de C. volkameriana foi
proposto o cruzamento C. medica x C. aurantium (DENG et al., 1996; NICOLOSI et al.,
2000). Os dados oriundos de mtDNA (18S-5S) e cpDNA (trnLuaartmFcas) ), indicam
que o cruzamento C. medica x C. aurantium nao deva ter dado origem a C.
volkameriana, e sugerem que C. reticulata corresponda ao provavel parental materno
na formacdo destes taxons. Esses dados citoplasmaticos apoiam a sugestao do
cruzamento C. medica x C. jambhiri para a origem de C. limonia (HODGSON, 1967),
uma vez C. jambhiri e C. limonia participam de uma mesma linhagem materna.

Taxons com padrao de evolugdo reticulado podem apresentar genomas de
origens ancestrais distintas. Consequentemente, incongruéncias nas inferéncias
filogenéticas tém sido observadas quando se analisam diferentes genomas da célula,
em espécie de origem hibrida (RIESEBERG & SOLTIS, 1991; SANG et al, 1997,
SOLTIS & KUZOFF, 1995, WOLFE & ELISENS, 1995). Alguns conflitos foram
observados nas relagdes citoplasmaticas entre os taxons Fortunella e Citrus reticulata,
quando se comparou os dados do segmento trnL{(UAA) - trnF(GAA) com os do 18S-5S.
Estes conflitos poderiam ser explicados pela ocorréncia de segregac¢ao de organelas ao
longo do processo de formacgao destes taxons. SHORE & TRIASSI (1998), estudando
Turnera ulmifolia, verificaram que a heranga biparental de organelas citoplasmaticas,
seguida de segregacao somatica, tem originado individuos quiméricos. Em Citrus, as
organelas citoplasmaticas sao consideradas como uma das causas da origem de
mosaicos somaticos (Figura 4), podendo este padrdo ser transferido para progénies
tanto de origem nucelar quanto zigética (CAMERON & FROST, 1969). Portanto a
segregacado vegetativa em um individuo quimérico poderia originar setores com as
diferentes combinacdes de organelas (p. ex. D+R+/plastoma Ill; D+R+/plastoma IV; D-
R+/plastoma IV), que através da embriogénese nucelar poderia resultar em individuos
nao quiméricos. Muito embora o padréo de heranga do segmento 18S-5S se apresente
como uniparental, heranca biparental pode ser observada paras as organelas
citoplasmaticas em plantas. Portanto, a ocorréncia de poucos eventos de heranca



biparental envolvendo as organelas citoplasmaticas, e posterior fixacdo dos diferentes
tipos citoplasmaticos pela a¢do da deriva genética, poderia explicar a incongruéncia
entre as relagdes filogenéticas observadas a partir da andlise dos genomas de
mitocOndria e cloroplasto em Citrus e Fortunella. Tal proposta pressupde a ocorréncia
de hibridacdo entre estes taxons. No entanto, € pouco provavel que a possivel mistura
citoplasmatica tenha sido resultado da manipulagao do homem, uma vez que os dados
sugerem uma origem citoplasmatica unica para as tangerinas (tipo mitocondrial D+R+ e
de plastoma Iil), sendo este grupo considerado como o de maior diversidade genética
dentro do subgénero Citrus. Por sua vez, estes taxons apresentam compatibilidade
sexual, afinidade filogenética e condicdo de simpatria (sudoeste da China), que
corroboram hip6tese de introgressao natural ao longo da sua formacéo.

Uma grande diferenca no padrao de evolugao dos genomas de cloroplasto e
mitocondria & observada em plantas. No entanto, a analise das regides de cloroplasto
tmL(UAA) - tmF(GAA) e tmT(UGU) - tmL(UAA) e mitocdndria (18S-5S) sugerem as
mesmas linhagens maternas (linhagens das toranjas e tangerinas), dentro do
subgénero Citrus. Estes dados também sugerem que Citrus ndao deva corresponder a
uma unidade taxonOmica isolada dos representantes dos géneros Fortunella e
Poncirus, uma vez que é observada uma maior afinidade citoplasmatica entre estes
taxons e representantes de Citrus em relagdo a C. medica. Um padrao de evolucao
complexo, envolvendo heranga biparental de organelas e introgressdo intergenérica
parece compor o processo de formagao de Citrus.



GENE 18S GENE 58

B

Genétipo R+
5-GGGAGCCGGCGCCTTTCGAAGCACTTTCTAGTGTGCTGCGCGCTTTAGTTTGATTGCAGC-3'
Genoétipo R-
5-GGGAGCCAGCGCCTTTCGAAGCACTTTCTAGTGTGCTGCGCGCTTTAGTTTGATTGCAGC-3'

Genotipo Tva
5-TAGTGGTACACAGAAGTCATGGGTGATCATTGGTCCGATGCTTCGGGCGAAACCAATTCC-3'
Genotipo Tvr
5-TAGTGGTACACAGAAGTCATGGGTGATCATTGGTCCGATGCTTCGGGCGAAACCTATTCC-3

Genétipo D-
5-GCCCGCCGCCAGTGGGAAGCAAGCTAGCCCCCTATGTTGGTTGGGGGAAGAGGGCATTTC-3'
Genétipo D+

5-GCCCGCCGCCAGTGGGAAGCAAGCTAGCCCCCT—-GGTTGGGGGAAGAGGGCATTTC-3

Figura 1. Regido intergénica do mtDNA 18S-5S. A) Localizagdo dos setores restrigio
(R+/-), transverséao (TVA/T) e delegaolinsergdo (D+/-) e dos iniciadores 7A , 4A e 3A. B)
Seqiéncia de parte dos setores contendo os caracteres restricao, transversao e
delecéofinsercdo: R+ (presenca de restricdo), R- (auséncia de restrigdo); Tvy (presenca
da transversdo) TvA (auséncia da transverséo), D- ( greseng:a do pentanucleotideo
¥ATGTT®) e D+ (auséncia do pentanucleotideo *ATGTT® )
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Figura 2. Padrdo de heranga do segmento 18S-5S. A - carater restricdo Banl
(segmento 7A-4A)- C. paradisi, P. trifoliata e hibrido (C. paradisi x P. trifoliata); B-
carater delecédo (segmento 3A-4A)- C. sinensis, C. limonia, hibrido (C. sinensis x C.
limonia ). L1-ladder = 1kb; L2-ladder = 100pb; M= parental materno; P=parental paterno;
H=hibrido.
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Figura 3. Distribuicdo dos tipos mitocondriais D+R+ em uma das arvores filogenéticas
geradas para os representantes da subfamilia Aurantioideae com base nas seqiiéncias
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Figura 4. Padrao variegado em Cifrus. A: ramo apresentando padrdo quimérico e

ramo normal; B: Fruto quimérico e fruto normal originado de um mesmo ramo, C:
vista frontal de frutos quimeéricos e frutos normais; D: Vista geral de um ramo normal
fixado numa planta quimeérica.
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Tabela 1. Caracterizagao citoplasmatica de representantes da subfamilia Aurantioideae
com base nos caracteres restricdo (R+ ; R-), insercao/delecdo (D+ ; D-) e transversdo
(Tv a; Tv7) da regiao 18S-5S e tipos de cloroplasto (I, 1i, lll e IV) com base nos tipos de
segmentos (aurantioideae, citrus, reticulata e fortunella) apresentados pela regido
tmL(UAA) - trnF(GAA).

Espécies 18S-5S trnL(UAA)-trnF(GAA)

Restricdo Dele¢ao Transversao Segmento Tipos de
cloroplasto

Murraya paniculata R+ D- Tva Aurantioideae |

Merrilia caloxilon R+ D- Tva Aurantioideae |

Hesperethusa crenulata R+ D- Tva Aurantioideae |

Atalantia monophylla R+ D- Tva Aurantioideae |

Triphasia trifolia R+ D- Tva Aurantioideae I

Severinia buxifolia R+ D- Tva Auranticideae I

Feroniella oblata R+ D- Tva Aurantioideae i

Microcitrus sp. R+ D- Tva Aurantioideae |

Poncirus trifoliata R+ D+ Tvr Aurantioideae ]

Fortunella margarita R+ D+ Tvr Fortunella \V]

C. medica R+ D- Tva Aurantioideae I

C. ichangensis R+ D- Tva Citrus I

C. hystrix R+ D- Tva Citrus Il

C. reticulata R+ D+ Tvr Reticulata 1]

C. grandis R- D- TV a Citrus I
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Tabela 2. Tipos citoplasmaticos dos representantes do subgénero Citrus

baseado nos caracteres delegao/insercdo e restricido do segmento
mitocondrial 18S-5S.

Swingle (1943) Tanaka (1961) Clone Gendtipo Acesso
C. medica C. medica Doce D-R+ CN364
of commerce D-R+ CV365
Etrog D-R+ Cv367
Mindanao D-R+ CN693
Diamante D-R+ CN689
Mao de buda D-R+ CN687
D.J.-=RJ D-R+ CN686
C. reticulata C. reticulata Ponkan D+R+ CN224
C. unshio Satsuma ‘Owari’ D+R+ Ccv169
C. sunki Sunki D+R+ Cv200
C. clementina Clementina D+R+ Cv174
C. tangerina Dancy D+R+ cvaz7
C. grandis C. grandis Siamesa D-R- Cv357
151-428 D-R- CV347
Sunshine D-R- CV350
Shatenayan D-R- Cv354
indochina D-R- CVv358
C. sinensis C. sinensis Péra D-R- MAT
Hamiin D-R- MAT
Caipira D-R- MAT
C. aurantium  C. aurantium Sao Paulo D-R- CV244
C. paradisi C. paradisi Duncan D-R- CV333
C. aurantifolia  C. aurantifolia Galego D-R+ CN323
C. limettioides Lima da Pérsia D-R- CN318
C. latifolia Tahiti D-R- CN654
C. limon C. limon Eureka D-R- CN644
C. jambhiri Rugoso da Flérida D+R+ CN695
C. limonia Limao Cravo D+R+ CN685
C. volkameriana  Volkameriano D+R+ TEL




Tabela 3. Caracterizagdo citoplasmatica de representantes de Fortunella, C. reticulata e
Poncirus com base nos caracteres restricdo, delegdo e transversdo da regiao 18S-5S e
tipos de cloroplasto (I, Ill e V) com base nos tipos de segmentos trnL(UAA) - trmF(GAA)
(SA = segmento aurantioideae; SR=segmento reticulata; SF=segmento fortunella).

Espécies 18S-5S trmL(UAA)-tmF(GAA)
(Swingle & Clone Restricdo Delecdao Transversao  Tipode Tipo de
Reece, Segmento cloroplasto
1967)
P. trifoliata  Davis A R+ D+ Tvr SA I
Small flower R+ D+ Tvr SA |
Rubidoux @ R+ D+ Tvr SA I
English large R+ D+ Tvr SA I
C. reticulata Dancy R+ D+ Tvr SR i
Sunki R+ D+ Tvr SR it
Clementina R+ D+ Tvr SR ]l
Satsuma R+ D+ Tvr SR ]l
Ponkan R+ D+ Tvr SR il
F. crassifolia R+ D+ Tvr SF v
F. japonica R+ D+ Tvr SF v
F. margarita R+ D+ Tvr SF v

F. hindisii R+ D- Tva SF 1\
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Tabela 4. Carater restricao Banl apresentado pelo segmento 18S-58 em
representantes das familias Poaceae, Onagraceae, Cytinaceae, Brassicaceae,
Santalaceae, Papilionideae, Solanaceae e Rutaceae:PR=Presenca de restricio;
AR=auséncia de restricao.

Familia Espécie Gendtipo  Sitio de restricdo Banl  Fendtipo
Poaceae Triticum aestivum’ R+ GGTGCC PR
Zea mays' R- Delecao do sitio (8 pb) AR
S. cereale’ R+ GGTGCC PR
Onagraceae O. berteriana’ R+ GGTGCC PR
Cytinaceae  Cytinus ruber’ R+ GGCGCC PR
Brassicaceae A. thaliana’ R+ GGCGCC PR
Santalaceae L. chilensis’ R+ GGCGCC PR
Papilionideae Lupinus lutens’ R+ GGCGCC PR
Fabaceae Glycine max’ R+ GGCGCC PR
Solanaceae  Nicotiana tabacum’ R+ GGCGCC PR
Rutaceae Ruta graveolens® R+ GGCGCC PR
Fagara rhoifolia® R+ GGCGCC PR
Hellietta cuspidata® R+ GGCGCC PR
Murraya paniculata R+ GGCGCC - PR
Severinia buxifolia? R+ GGCGCC PR
H. crenulata® R+ GGCGCC PR
A. monophylia® R+ GGCGCC PR
Aegle marmelos?® R+ GGCGCC PR
Feroniella oblata® R+ GGCGCC PR
Microcitrus sp.? R+ GGCGCC PR
Poncirus trifoliata® R+ GGCGCC PR
F. crassifolia® R+ GGCGCC PR
Citrus hystrix? R+ GGCGCC PR
C. medica® R+ GGCGCC PR
C. reticulata® R+ GGCGCC PR
C. grandis® R- AGCGCC AR
C. aurantiun?’ R- AGCGCC AR
C. sinensis® R- AGCGCC AR
C. limon? R- AGCGCC AR
C. latifolia® R- AGCGCC AR
C. limmetioides® R- AGCGCC AR
C. paradis? R- AGCGCC AR

Obs: 'Informagdes obtidas do banco de dados GenBank.

2Caracterizacéo direta do produto de amplificacdo, clivagem (Banl) elou
sequenciamento da regiao 18S-5S.
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CONCLUSOES

- Os representantes da tribo Citreae formaram um clado separado de Murraya e Merrilia
(tribo Clauseneae).

- As subtribos Balsamocitrinae, Triphasiinae e Citrinae se apresentaram como uma
politomia basal no clado Citreae, ndo sendo sustentado 0 agrupamento proposto por
SWINGLE & REECE (1967).

- O grupo subtribal “arvores de citros verdadeiro” ("True Citrus Fruit Trees") corresponde
a um grupo natural dentro da tribo Citreae. Nao foi sustentada a condicdo monofilética
para os grupos subtribais “arvores de citros primitivos” "Primitive Citrus Fruit Trees" e
“arvores de frutos relacionados a citros ("Near-Citrus Fruit Trees").

- Citrus se apresentou como grupo polifilético. Uma classificagdo mais natural para o
referido grupo foi proposta, com a inclusdo de Microcitrus, Eremocitrus, Poncirus e
Fortunella em Citrus.

- C. medica apresentou uma ampla divergéncia citoplasmatica dentro do grupo, nao
tendo participado como parental materno na formacao das espécies comerciais de
citros. Um padrao de evolucao reticulado, com possivel introgressao de representantes
de “arvores de citros verdadeiro” ("True Citrus Fruit Trees") foi proposto para a sua
origem.

- Duas linhagens maternas foram definidas para os representantes de Citrus subgénero
Citrus com base na analise do mtDNA e cpDNA. A linhagem das toranjas é formada por
C. grandis, C. aurantium, C. limon, C. limettioides, C. latifolia, C. paradisi e C. sinensis,
e a linhagem das tangerinas € formada por C. reticulata (‘Sunki’, ‘Ponkan’, ‘Clementina’,
‘Dancy’ e ‘Satsuma’), C. limonia, C. jambhiri e C. volkameriana. C. grandis e C.
reticulata compdem a base materna da formacao das “espécies” comerciais de citros.



- C. reticulata apresentou uma posi¢do conflituosa dentro do grupo “arvores de citros
verdadeiros®. Os dados de origem mitocondrial sugerem a formagao de um clado com
C. reticulata, Poncirus e Fortunella, enquanto os dados originados de cloroplasto
sugerem a formacdo de um clado com C. reticulata e Citrus spp. (exce¢ao de C.
medica). A hipétese apresentada para explicar tal incongruéncia sugere a ocorréncia de
um hibrido citoplasmatico no processo de formacido das tangerinas, com possivel
segregacao de organelas.
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