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RESUMO

A heterocromatina foi considera como “lixo genético” por muitos anos, até¢ que estudos
indicassem suas propriedades e fungdes no genoma. Em géneros como Citrus, que possui todas
as espécies com 2n=18 e altos indices de hibridos, a heterocromatina é usada em estudos
citogenéticos para caracterizar e diferenciar as espécies de acordo com a distribuicdo de bandas
heterocrométicas. O trabalho objetivou analisar sete acessos de Citrus por sua distribuicéo
heterocromética. Os acessos foram analisados por CMA/DAPI e classificados de acordo com
0s tipos de cromossomos que sdo encontrados nas espécies de Citrus. Todos as espécies
mantiveram o padrdo de CMA/DAPI nas bandas heterocromaticas, onde todos 0s 0itos tipos
de cromossomos foram encontrados. Houveram espécies com cariétipos muito semelhantes
como em C. hystrix e C. longispina, C. iwaikan e C. kamikan, e outras que se distinguiram das
demais (C. natsukiu, C. taiwanica e C. webberi), mas no geral todos apresentaram formulas
cariotipicas diferentes. Cada acesso apresentou particularidades em cromossomos especificos,
como o heteromorfismo de bandas (bandas maiores ou menores que outras), bandas
parcialmente descondensadas, etc. O heteromorfismo de banda e falta de pares de cromossomos
homologos, podem indicar que esses acessos sao todos de origem hibrida. A partir das formulas
cariotipicas foi possivel fazer uma ligacdo parental dos acessos com 0s possiveis parentais
puros, entretanto analises através da hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com outros
marcadores citotaxondmicos sdo necessarias para confirmar essa hipétese. As analises mostram

que todos os acessos sdo 6timos modelos para estudos evolutivos dentro do grupo Citrus.
Palavras-chave: Identificacdo de possiveis hibridos, Citogenética molecular, Regibes

heterocromaticas



ABSTRACT

Heterochromatin was considered as "junk DNA" for many years, until studies indicated
its properties and functions in the genome. In genera such as Citrus, which has all species with
2n = 18 and high hybrid indexes, heterochromatin is used in cytogenetic studies to characterize
and differentiate species according to the distribution of heterochromatic bands. The objective
of this work was to analyze seven accessions of Citrus by their heterochromatic distribution.
The accesses were analyzed by CMA/DAPI and classified according to the types of
chromosomes that are found in Citrus species. All species maintained the CMA/DAPI pattern
in heterochromatic bands, where all eight types of chromosomes were found. There were
species with a very similar karyotype such as C. hystrix and C. longispina, C. iwaikan and C.
kamikan, and others that were distinguished from the others (C. natsukiu, C. taiwanica and C.
webberi), but in general all presented different karyotypes formulas. Each access presented
particularities on specific chromosomes, such as heteromorphism of bands (larger or smaller
bands than others), partially decondensed bands, etc. Band heteromorphism and lack of pairs
of homologous chromosomes may indicate that these accessions are all of hybrid origin. From
the karyotype formulas it was possible to make a parental connection of the accessions with the
possible pure parental However analyzes using fluorescence in situ hybridization (FISH) others
cytotaxonomic markers are necessary to confirm that hypothesis. The analyzes show that all
accesses are great models for evolutionary studies within the Citrus group.

Keywords: Identification of possible hybrids, Molecular cytogenetics, Heterochromatic

regions
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

HETEROCROMATINA

A heterocromatina vem sendo estudada desde o século XIX, quando ainda nédo se tinha
certeza do significado dessa estrutura no material genético. Inicialmente se compreendia que
esses segmentos de cromatina eram sequéncias repetitivas de DNA que coravam com mais
vigor do que os outros segmentos, possuindo uma forma bastante condensada no nucleo celular
mitético dos eucariontes (Brown, 1966). No século XX, Heitz (1928) propbs que a cromatina
pode ser de dois tipos: a heterocromatina, que se mantinha condensada durante todo o periodo
do ciclo celular, e a eucromatina, que apresentava alternéncia de condensacdo e nao
condensacdo durante o ciclo celular. Estudiosos acreditavam que a heterocromatina era um
“lixo genético”, que se acumulava durante a evolucdo e que ndo tinha atividade génica ou
utilidade nos processos do genoma (Henning, 1999). Porém, anos mais tarde, os citologistas
descobriram que as regides heterocromaticas apresentavam propriedades diferenciais e uteis no

genoma.

No nivel citolégico, a heterocromatina encontra-se nos teldmeros, nas regides
centrdmeéricas e pericentromericas, em alguns cromossomos sexuais, entre outros (Avramova,
2002). A heterocromatina € classificada em heterocromatina constitutiva, que geralmente
permanece fixa nesse estado em um local cromossdmico e a heterocromatina facultativa, que
pode variar de heterocromatina para eucromatina de acordo com cada processo. A
heterocromatina constitutiva é formada por DNA satélite, geralmente ndo apresentando genes.
Ja a heterocromatina facultativa pode apresentar genes e é encontrada em varios locais, como
no cromossomo sexual X dos mamiferos, tendo a importancia da desativagdo de um dos
cromossomos X quando necessario. (Park & Kuroda, 2001). Em plantas e animais, por

exemplo, a estrutura heterocromatica é formada principalmente por elementos transponiveis e
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por sequéncias repetitivas em tandem de DNA (DNA satélite), enquanto a estrutura eucromatica

é formada basicamente de genes.

Ao decorrer dos anos, muitos estudos pertinentes as regides heterocromaticas vieram a
tona com diversas consideracdes sobre suas propriedades estruturais e funcionais, assim como
sobre sua localizacéo especifica no cariotipo das espécies. A citogenética foi uma ferramenta
essencial para mostrar alguns fatos relacionados a regides heterocromaticas. Havia um certo
padrdo de localizacdo da heterocromatina nos cromossomos, onde geralmente se encontravam
em regides do centrdmero, regides terminais (telémeros), em RONs (regiGes organizadoras do
nucléolo), organizadas em blocos repetitivos (DNA Satélite), em cromossomos sexuais de
algumas espécies (Avramova, 2002), e em cromossomos B de algumas espécies, como Crepis

capillaris (Jamilena et al, 1994; Cheng e Lin, 2003).

Pesquisas mais recentes sobre a heterocromatina demonstram um importante papel na
modulagéo da expressao génica, na estrutura dos cromossomos, na especiacdo e evolucao das
espécies (Neves et al, 2005). Uma dessas pesquisas, por exemplo, aponta que transcricdes
abundantes da heterocromatina em células germinativas estdo ligadas ao controle de elementos

transponiveis (Creasey & Martienssen, 2010).

Ao decorrer dos anos, as técnicas de analise relacionados a heterocromética foram se
aperfeicoando, gerando um maior interesse entre pesquisadores, onde 0S mesmos comecgaram a
compreender melhor as estruturas heterocromaticas, aceitando a importancia dessas estruturas
para diversos estudos, como os estudos evolutivos ou de interesse citotaxonémico, por exemplo.
Umas das principais técnicas utilizadas s&o: bandeamento C, localizando toda a
heterocromatina presente no cariétipo (Guerra, 1985); percepcdo da replicacdo tardia de
algumas regides heterocromatinas (ver Pardue & Henning, 1990); bandeamento das regides
heterocrométicas a partir de fluorocromos, mostrando um padrdo de distribuicdo da

heterocromatina ricas em GC ou AT (ver Guerra et al, 2000); sitios de DNA ribossomal (45S e
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5S) conservados durante a evolucdo, localizados em regides heterocromaticas (ver Barros e

Silva & Guerra, 2010).

Os blocos de heterocromatina sdo por muitas vezes usados para estudos evolutivos em
diversos géneros de plantas, como Citrus e Poncirus, onde se observa padrdes de distribuicdo

dessas estruturas (Guerra, 1993; Carvalho, et al 2005).

GENERO Citrus

A subfamilia Aurantiodeae, pertencente a familia Rutaceae Engl. é composta por 33
géneros e cerca de 200 espécies, possuindo distribuicdo ampla mundialmente, mais
especificamente em zonas tropicais e subtropicais (Swingle & Reece, 1967). Com bases em
analises morfoldgicas e anatbmicas, Carpenter e Reece (1969) dividiram a subfamilia
Aurantiodeae em duas tribos: a tribo Clauseneae, composta pelas subtribos Micromelinae,
Clauseninae e Merrilliinae, e a tribo Citreae composta pelas subtribos Triphasiinae, Citrinae e
Balsamocitrinae. Citreae possui géneros de interesse econdmico como Citrus, Poncirus e
Fortunella, tendo caracteristicas semelhantes entre eles, com uma fraca barreira reprodutiva,
frequentemente gerando hibridos entre esses géneros, tornando-os taxonomicamente
complexos (Guerra et al., 2000). Citrus € um género que ja foi bastante estudado ao longo dos
anos, gragas a sua importancia econdmica na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia,
além de servir como ornamentacao (Webber, 1967; Guerra, 2009). A maioria dos representantes
com frutas citricas e de seus parentes selvagens sdo nativos do sudeste da Asia, leste da india e
norte da Australia, porém sua distribuicdo € ampla em regides tropicais e subtropicais (Swingle,
1967). Enquanto ao numero de espécies desse género, existem sistemas de classificagdo que

admitem trés, 16 ou até 157 espécies para Citrus (Samuel et al., 2001; De Araujo et al.; 2003).
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As frutas citricas estdo em primeiro lugar no mundo no que diz respeito a producéo de
frutas. Elas sdo cultivadas em mais de 80 paises ao redor do mundo, sendo que em 50 desses
paises o cultivo é comercial (Chang, 1992), onde desde 2001 o Brasil se encontra como o maior
produtor e exportador de frutas citricas em nivel mundial (Xin, 2001) (Ministério da Agricultura
do Brasil, 2017). A contribuicdo da industria de Citrus para a economia mundial é enorme
(estimado em mais de 10 milhdes de dolares por ano) e fornece empregos para milhdes de
pessoas ao redor do mundo na colheita, manuseio, operacdes de transporte, de armazenamento
e de marketing. A producdo de Citrus registou um aumento consideravel durante os anos 90 e
chegando atualmente a 100 milhdes de toneladas. Considerando o valor terapéutico destes
frutos e a consciéncia geral de salde entre o publico, os Citrus tém importancia em todo o

mundo, e o consumo de fruta fresca é susceptivel ao aumento (Ladaniya, 2008).

Citrus desempenha um importante papel na industria farmacéutica, devido ao seu
fornecimento de nutrientes das frutas, como a vitamina C, que possui indica¢fes de consumo
diario (Ladaniya, 2008). Os frutos possuem diversos fitoquimicos, que sdo de grande interesse
para a industria alimenticia e farmacéutica, tais como: carotenoides (licopeno e B-caroteno),
limondides, flavanonas (naringins e turinoside), vitamina-B e outros complexos de nutrientes
relacionados (tiamina, riboflavina, acido nicotinico / niacina, acido pantoténico, piridoxina,

acido folico, biotina, colina e inositol) (Filatova e Kolesnova, 1999).

Swingle (1967) dividiu género Citrus em dois subgéneros distintos: Citrus e Papeda;
que sdo facilmente distinguidos pelas folhas, flores e caracteristicas do fruto. Todos o0s
representantes do subgénero Citrus possuem interesse econdmico, apresentando vesiculas de
celulose, quase sem agregacdes densas de 6leo e nunca contendo 0leo azedo, causando assim
um sabor agradavel. Possuem folhas grandes ou pequenas, possuindo aroma agradavel, e flores
grandes e perfumadas (Webber & Batchelor, 1943). O género inclui alguns dos frutos mais

importantes comercialmente no mundo, como Tangerina (Citrus reticulata Blanco), Laranja
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doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), Toranja (Citrus paradisi Macf.), Limao (Citrus limon (L.)

Burm f.) e Lima (Citrus aurantifolia (Christm) Swingle) (Hynniewta et al, 2014).

CITOGENETICA DE Citrus E GENEROS RELACIONADOS

A citogenética € uma ciéncia que vem auxiliando a identificacdo, bem como a
caracterizacdo genética de varios representantes da familia Rutaceae (Guerra, 1983). A
citogenética busca analisar os cromossomos de uma forma ampla, visando suas caracteristicas
mais marcantes como: tamanho, tipo morfolégico etc. A anélise citogenética é de extrema
importancia para géneros como Citrus e géneros relacionados, pois ambos possuem uma grande
compatibilidade em seus padrdes de tamanho, morfologia e tipo cromossdmico e uma fraca
barreira reprodutiva que permitem cruzamentos interespecificos, com isso dificultando sua

classificacdo (Guerra, 1993).

Os cromossomos de Citrus geralmente sdo bem pequenos, o que dificultou os trabalhos
dos citogeneticistas no inicio, que usavam corantes acéticos e Giemsa para visualizar
cromossomos mitéticos e meidticos. Tanto a técnica de Giemsa, como a técnica de coloracgéo
por corante acéticos, deixam em evidéncia a maior parte das regibes cromossémicas, até as
regides pouco densas (Guerra, 1982). Com o cromossomo praticamente todo corado, foi
possivel obter uma melhoria na contagem cromossémica desse género, onde apresentou um
numero constante de 2n = 18, com excecao de alguns cultivares poliploides (Guerra, 1984). Um
grande avango na citotaxonomia surgiu com as andlises da heterocromatina, onde o
bandeamento C foi uma técnica bastante utilizada para localizar toda a heterocromatina
constitutiva no cromossomo, o0 que auxiliou na caracterizacao citoldgica, bem como a distingéo

de algumas espeécies de Citrus (Guerra, 1993).
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Existem técnicas mais refinadas como a coloracdo cromossémica por fluorocromos,
onde geralmente sdo usados a cromomicina A3 (CMA), que detecta zonas heterocromaticas
ricas em guanina / citosina, e o 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que detecta zonas
heterocromaticas ricas em adenina / timina (Guerra, 2000). Esse tipo de analise em Citrus tem
permitido, por exemplo, apontar as possiveis espécies puras e as possiveis especies de origem
hibrida (Moraes et al., 2007). Os blocos heterocromaticos nos cromossomos de Citrus e géneros
relacionados, geralmente sdo compostos integralmente por guanina e citosina (GC), onde nédo
sdo encontrados blocos heterocromaéticos ricos em adenina e timina (AT), assim sendo
classificado como CMA" (positivo) / DAPI" (negativo). Essa classificacdo quanto ao padréo de
bandas heterocromaticas positivas, negativas ou neutras foi primeiro proposto por Guerra
(1993), enquanto que a visualizacdo e classificacdo dos tipos cromossémicos presentes em
Citrus foi dada por Guerra (1993) e Carvalho et al. (2005), que definiram oito tipos de
cromossomos encontrados nesse grupo. A partir dessas caracterizagfes, pode-se constatar que
existe uma grande variedade de padrfes de bandas entre as espécies de Citrus, que permitem
definir com mais precisdo as demais semelhancas e diferencas genéticas de cada espécie (Silva

et al, 2014).

As bandas heterocromaéticas encontradas nos cromossomos de Citrus sdo formadas por
DNA satélite, que sdo sequéncias de DNA altamente repetitivas e organizadas em tandem
(Guerra, 2000). Apesar da maior parte da heterocromatina ndo ser codificante, alguns satélites
podem apresentar sitios ativos de DNAr (DNA Ribossomal), que estdo ligados a fun¢des como
transcrigdo, organizagdo do nucléolo (RONSs), entre outras (Pedrosa et al, 2000; Guerra, 2000).
Os sitios de DNAr 5s e 45s séo bastante estudados e utilizados, devido a sua presenca na

maioria dos seres vivos e por sua 6tima conservagdo durante a evolugdo (Carvalho et al, 2005).

Para marcar as regides do cromossomo que apresentam os sitios de DNAr 5s e 45s,

assim como outras regifes de interesse, é usada a técnica de Hibridizacdo in situ Fluorescente
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(FISH). Primeiramente, para conseguir localizar as sequéncias de interesse, se faz necessario
isolar o fragmento de interesse, marca-lo com uma molécula marcadora de facil deteccdo. O
fragmento de interesse serd chamado de sonda, onde podera ser hibridizado in situ, isto é, no
sitio ou local do cromossomo onde essa sequéncia se encontra presente (para uma descricdo
detalhada dessa técnica ver Guerra, 2004). Em Citrus, a FISH tém sido utilizada para mapear
0s genes ribossomais 5S e 45S (Guerra, 2004) e também para localizar o DNA satélite de Citrus
e géneros relacionados, como a CsSat 181 (Beridze et al, 1992; Barros e Silva et al, 2010) e
CL600 (De Felice et al, 2004). Esse tipo de analise, somada as analises de bandeamento com
os fluorocromos CMA/DAPI, sdo de extrema importante para os estudos citotaxdémicos que
envolvem a subfamilia Aurantioideae, principalmente a grupos relacionados a Citrus, como

Poncirus, Murraya e Fortunella (Barros e Silva et al., 2012).
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INTRODUCAO

A heterocromatina foi considera como “lixo genético” por muitos anos, até¢ que estudos
indicassem suas propriedades e fungdes no genoma. A estrutura heterocromatica é basicamente
composta por DNA satélites, que sdo sequéncias altamente repetitivas e organizadas em
tandem, estando presentes em certas areas do cromossomo. (Henning, 1999). A
heterocromatina vem sendo usada para estudos de classificacdo e identificacdo de espécies em
representantes da subfamilia Aurantioidea, onde géneros como Citrus, Fortunella e Poncirus

séo bastante estudados a partir da distribuicdo dessa heterocromatina (Guerra, 1993).

H& uma grande ocorréncia de hibridos interespecificos dentro desse grupo devido a fraca
barreira reprodutiva, mutacGes somaticas, apomixia, etc causando alta frequéncia de
cruzamentos interespecificos dentro do mesmo género e entre géneros relacionados tornando a
taxonomia e filogenia desse grupo bastante complicada e controversa (Guerra, 1993; Nicolosi
et al, 2000). Em Citrus estima-se que apenas de trés a seis espécies sejam de origem pura, entre
elas estdo C. medica L., C. reticulata Blanco, C. maxima (Burm.) Merril e algumas tangerinas

(Tanaka, 1977; Guerra, 2009; Mendes et al, 2011).

A citogenética vem sendo fundamental para compreender e caracterizar as espécies em
Citrus, onde todas (exceto alguns cultivares poliploides) possuem o numero cromossémico
mitotico 2n=18 (Guerra, 1984). Apesar de todos possuirem nimero cromossémico recorrente,
existem caracteristicas que podem indicar 0s seres puros e possiveis hibridos dentro desse
grupo, como a distribuicdo de heterocromatina nos cromossomos (Guerra, 1993). Essa
distribuicdo é observada gracas as técnicas como colora¢do por giemsa, bandeamento C e,
principalmente, por fluorocromos cromomicina A3 (CMA) e o 4',6-diamidino-2-fenilindol

(DAPI) (Guerra, 2000), que gerou a classificacdo atual dos tipos cromossémicos presentes nas
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especies de Citrus, possibilitando caracterizar e diferenciar as espécies, bem como indicar quais

s80 as espécies puras e quais sdo as possiveis espécies de origem hibrida (Carvalho et al, 2005).

Dessa forma esse trabalho objetivou analisar citogeneticamente sete acessos do género
Citrus do banco de germoplasma da EMBRAPA/CNPMF, a fim de caracterizar e diferenciar
esses acessos a partir da distribuicdo de bandas heterocromaticas com auxilio dos fluorocromos
de CMA e DAPI, bem como indicar as espécies que sdo possivelmente puras ou de origem

hibrida.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal usado foi obtido através do banco de germoplasma da
EMBRAPA/CNPMF, em Cruz das Almas — BA, onde foram usados acessos de sete espécies
de Citrus: Citrus hystrix DC., Citrus iwaikan hort. ex Tanaka, Citrus kamikan, Citrus
longispina Wester, Citrus natsukiu, Citrus taiwanica Tan. et Shim e Citrus webberi Wester.
As sementes desses acessos foram extraidas, manualmente, de frutos maduros, e enviadas ao
laboratério de Citogenética Vegetal, no setor de Botanica do Centro de Ciéncias Agrérias -
UFPB. As sementes foram lavadas com uma solucéo de hipoclorito de sdédio a 4% por 30
segundos. Em seguida as sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri com papel

filtro umedecido.

Para o pré-tratamento foi usado o agente antimitdtico 8-hidroxiquinoleina (8HQ) 0,002
M por 24 horas a 10° C. Posteriormente foi feito a fixagdo do material com Carnoy 3:1 (trés
partes de alcool etilico P.A. para uma de &cido acético glacial), agitado por 30 minutos com uso
do vortex, mantido em temperatura ambiente por uma hora e 30 minutos, em seguida, todas as

fixacOes foram estocadas em freezer a -20°C. As preparacdes das laminas do material fixado
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foram feitas através das raizes dos acessos, onde foram deixadas em &gua destilada para depois
serem digeridas com uma solugéo enzimatica contendo 2% celulase (Onozuka) e 20% pectinase
(Sigma) (w/v) por 25 minutos a 37°C. As laminas foram preparadas pelo método de

esmagamento em acido acético 45%.

As melhores laminas foram selecionadas ap6s serem coradas com uma solucéo de 4',6-
diamidino-2-fenilindol.2HC1 (DAPI) [2 pg/ml]:glicerol (1:1, v/v), indicando as melhores
laminas. Logo apds, foram coradas com novamente com DAPI e com o flurocromo

cromomicina A3 (CMA).

Os cromossomos foram classificados de acordo com a metodologia de distribuicdo dos
blocos heterocromaticos em Citrus (Guerra ,1993; Caravalho et al., 2005), onde existem oito
tipos de cromossomos: tipo A apresenta duas bandas terminais e uma proximal; tipo B apresenta
uma terminal e outra proximal; Tipo C: duas terminais; Tipo D: um terminal; Tipo E: uma
banda subterminal/intersticial; Tipo F: ndo apresenta bandas; Tipo FL: maiores cromossomos e
ndo apresentam bandas; Tipo G: uma terminal e uma subterminal. A figura 1 mostra o

ideograma que representa o0s oito tipos de cromossomos encontrados em Citrus.

RESULTADOS

Todos os sete acessos eram diploides, apresentaram nimero cromossémico 2n = 18. Apds
a técnica de coloracdo pelos fluorocromos CMA/DAPI os materiais avaliados apresentaram
cromossomos com 0s blocos heterocromaticos CMA'/DAPI, variando enquanto sua

localizagdo na estrutura cromossomal. Nao se observou bandas DAPI* em nenhum dos acessos
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analisados. A tabela 1 apresenta todos os nomes das espécies analisadas e a respectiva formula

cariotipica de cada acesso.

Todos os tipos cromossdmicos foram encontrados nos acessos analisados, onde todos os
acessos apresentaram heteromorfismos cromossdmico, seja pelo tamanho do cromossomo ou
pelo tamanho das bandas heterocrométicas. Cromossomos do tipo D e F foram evidenciados
em todos 0s acessos e sempre apareceram em maior nimero nas analises, enquanto os tipos A,
B, C, E e G ndo foram visualizados em todos 0s acessos e apareceram em menor nimero. Os
tipos E e G foram localizados em trés acessos (Citrus hystrix, Citrus longispina e Citrus

webberi).

Citrus hystrix (3B + 10D + 2E + 2F + 1G) e Citrus longispina (3B + 10D + 1E + 3F +
1G) tiveram a férmula cariotipica muito semelhante, apenas se diferenciando pelos nimeros de
E e F. C. hystrix (figura 2a-c) sempre apresentava um cromossomo do tipo E com a banda
terminal fraca e/ou pequena, o confundindo-o com os tipos D ou F (asterisco na fig. 2c); além
disso, em algumas células um cromossomo do tipo B apresentava sua regido proximal
parcialmente descondensada (seta na fig. 2c). Em C. longispina (figura 2d-f) havia um D que
apresentava banda fraca (asterisco na fig. 2f) e um cromossomo que hora se parecia com E, mas
na verdade era o tipo G (intersecdo na fig. 2f). O acesso de Citrus webberi (14D + 1E + 2F +
1G) se assemelha com os dois anteriores por apresentar os tipos E e G; C. webberi (figura 2g-
i) apresentou dois cromossomos do tipo D que apresentam bandas terminais fracas, onde uma
era quase imperceptivel (asteriscos na fig. 2i). Além disso, em algumas células o cromossomo

tipo D exibia a banda terminal parcialmente descondensada (seta na fig. 2i).

Citrus iwaikan (1A + 1B + 1C + 9D + 5F + 1F,) e Citrus kamikan (1A + 1B + 3C + 8D
+ 5F) apresentaram a formula cariotipica um pouco semelhante, se distinguindo pelas
quantidades de cromossomos tipo C e D, e pela presenca de um Fr. Em C. iwaikan (figura 3a-

¢) houve um D que exibia a banda terminal muito fraca (asterisco na fig. 3c), um FL que podia



21

ser confundido com o tipo D ou F (seta menor na fig. 3c) e um cromossomo do tipo A que
apresentava a regido proximal parcialmente descondensada (seta na fig. 3c). Em C. kamikan
(figura 3d-f) sempre mostrava dois cromossomos do tipo D que apresentavam as bandas
terminais bem fracas (asteriscos na fig. 3f); além disso, em algumas situacGes durante as

analises, um cromossomo do tipo C se parecia muito com um do tipo A (intersecédo na fig. 3f).

Citrus natsukiu (2A + 1C + 8D + 7F) mostrou uma varia¢ao em sua formula em algumas
células, devido as pequenas bandas terminais em alguns cromossomos descondensados,
fazendo com que o nimero de cromossomos D e F variassem um pouco. Entretanto, C. natsukiu
(figura 3g-i) apresentou em todas as células analisadas um cromossomo do tipo D com bandas
terminais fracas (asterisco na fig. 3i) e um cromossomo do tipo A com a regido proximal
parcialmente descondensada (seta na fig. 3i). Citrus taiwanica (2B + 1C + 10D + 4F + 1FL)
também mostrou uma pequena variacdo em sua férmula em diferentes células por conta de
bandas fracas de cromossomos; porém, o padrdo mais recorrente e confidvel em C. taiwanica
(figura 3j-1) mostrou a ocorréncia de dois cromossomos do tipo D que exibiam constantemente
bandas mais fracamente coradas em relacdo aos outros cromossomos do tipo D (asteriscos na

fig. 3I) e a presenca de um cromossomo do tipo Fi.

DISCUSSAO

Todos o0s acessos apresentaram o numero diploide recorrente de 2n = 18 (Guerra, 1984),
bem como o padrdo de bandas heterocromaticas CMA*/DAPI", foram observados descrito por

Guerra (1993).



22

Todos o0s acessos apresentaram heteromorfismo de bandas heterocromaticas CMA™ pela
diferenca no tamanho e intensidade em um ou mais cromossomos do mesmo tipo, como mostra
as figuras 2 e 3. Esse heteromorfismo pode ser explicado pela evolucdo de sequéncias repetidas
em tandem (DNAsat), que compde a heterocromatina desses possiveis hibridos, associadas a
mecanismos moleculares que resultam em processos genéticos como mutagdes, crossing-over
desigual, conversdo de genes, amplificacdes de sequéncias repetitivas, etc (Smith, 1976;

Stephan, 1989; Mehrotra & Goyal, 2014).

Cromossomos com regifes parcialmente descondensadas foram comumente
encontradas nos acessos de C. hystrix, C. iwaikan, C. natsukiu e C. webberi (setas maiores nas
figuras 2c, 3c, 3i e 2i). Houve uma preferéncia na ativacdo dessas regifes em apenas um
cromossomo em cada acesso, onde C. hystrix que teve apenas um cromossomo B com a regido
proximal, C. iwaikan e C. natsukiu em um cromossomo do tipo A na regido proximal e C.
webberi em apenas um dos cromossomos D com a regido terminal. As sequéncias de
heterocromatina que formam essas regides geralmente estdo ligadas a regides organizadoras do
nucléolo (RONS), com genes ativos de DNAr 5S e 45S (Pedrosa et al., 2000; Moraes, 2007,
Barros e Silva et al, 2010). A ativagéo preferencial de cada cromossomo pode indicar que nessas
regides, onde a heterocromatina esta parcialmente descondensada, podem haver sitios ativos de
transcricdo que exercem uma funcdo especifica durante o ciclo mitético (Milhomem et al,

2013).

Em trabalhos de revisdo, como de Guerra (2009), os tipos E, G e F.ndo séo encontrados
nas espécies puras de Citrus, mas foram encontrados em alguns acessos analisados neste
trabalho: tipo E e G em C. hystrix, C. longispina e C. webberi, e tipo FL em C. iwaikan e C.
taiwanica. O tipo F_ apareceu em algumas células de outros acessos, entretanto sua
classificacéo foi relativamente inviavel, pois em algumas células 0s cromossomos nao estavam

com o nivel de condensacdo ideal, o que induziu a classifica-los como D ou F erroneamente.
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Esses tipos de cromossomos podem indicar que esses possiveis hibridos acumularam diferencas
na heterocromatica durante sua evolugéo, a ponto de “criar” os tipos E, G e FL (Cornélio et al,

2003; Carvalho et al, 2005; Moraes et al, 2007).

A analise da distribuicdo de bandas CMA* indica que todos os acessos analisados sdo
possivelmente de origem hibrida, pois ha uma heterogeneidade nos padrdes de bandas, onde ha
falta de pares cromossomos homologos dentro da formula cariotipica de cada acesso, o que ja
foi visto em trabalhos anteriores com outras espécies de origem hibrida (Guerra, 1993; Guerra,
2000; Cornélio, 2003; Carvalho et al, 2005). Entretanto andlises atraves da hibridizacéo in situ
fluorescente (FISH) com outros marcadores citotaxondémicos sdo necessarias para confirmar

essa hipotese (Guerra, 2009).

Com as andlises de bandeamento CMA/DAPI foi possivel identificar, caracterizar e
detalhar cada acesso a partir da distribuicdo de bandas heterocromaticas ricas em GC
(CMA*/DAPI), as quais mostraram gue todos 0s acessos sdo possivelmente de origem hibrida

e que sdo 6timos modelos para estudos evolutivos dentro do grupo Citrus.
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ACESSOS ANALISADOS
DE CITRUS

FORMULA CARIOTIPICA

Citrus hystrix DC

Citrus iwaikan hort. Ex Tanaka

Citrus kamikan

Citrus longispina Wester

Citrus natsukiu

Citrus taiwanica Tan. et Shim

Citrus webberi Wester

3B + 10D +2E +2F +1G

1A +1B + 1C+ 9D +5F + 1FL

1A +1B +3C +8D + 5F

3B +10D + 1E + 3F + 1G

2A+1C+8D +7F

2B +1C + 10D +4F +1FL

14D + 1E + 2F + 1G

Tabela 1. Tabela com 0 nome das espécies analisadas e com suas respectivas férmulas cariotipicas
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Figura 2. Prancha das células mitoticas coradas com CMA/DAPI de Citrus hystrix DC
(1a-c), Citrus longispina Wester (1d-f) e Citrus webberi Wester (1g-i)
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Figura 3. Prancha das células mit6ticas coradas com CMA/DAPI de Citrus iwaikan
hort. Ex tanaka (2a-c), Citrus kamikan (2d-f), Citrus natsukiu (2g-i) e Citrus taiwanica Tan. et
Shim (2j-1)



