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Resumo � Marcadores moleculares RAPD foram utilizados para avaliar a diversidade genética em uma
população de 94 híbridos de tangerina �Cravo� (Citrus reticulata Blanco) com laranja �Pêra� (C. sinensis
(L.) Osbeck), obtidos por polinização controlada. Nas reações de amplificação foram usados
102 �primers� decâmeros de seqüência arbitrária, que amplificaram 640 fragmentos, sendo 77,2%
monomórficos entre os parentais. Utilizou-se o coeficiente de Jaccard para estimar a similaridade ge-
nética entre os híbridos, o método UPGMA para gerar o fenograma (NTSYS 1,7) e o software BOOD
para determinar a consistência de cada agrupamento. Verificou-se que a laranja �Pêra� apresenta maior
heterozigosidade que a tangerina �Cravo�, sendo, respectivamente, 180 e 126 os números observados
de loci em heterozigose. Houve alta similaridade genética entre os parentais, caracterizada pelo baixo
polimorfismo de marcadores RAPD. Não houve a formação de agrupamentos estatisticamente signifi-
cativos dos híbridos entre si e com os parentais, demonstrando que a constituição genética dos híbridos
foi originada pela segregação independente das marcas RAPD, sendo quebrado o efeito de ligação em
função do tamanho amostral em estudo. Híbridos com maior similaridade genética em relação à tange-
rina �Cravo� e laranja �Pêra� podem ser facilmente selecionados a partir de marcadores RAPD.

 Termos para indexação: frutas cítricas, marcadores genéticos, heterozigoto, variação genética.

Genetic diversity among hybrids of �Cravo� mandarin and �Pêra� sweet orange

Abstract � RAPD molecular markers were used to evaluate the genetic diversity in a progeny of
94 hybrids between �Cravo� mandarin (Citrus reticulata Blanco) and �Pêra� sweet orange (C. sinensis
(L.) Osbeck), obtained by controlled pollination. One hundred two random decamer primers were
screened, amplifying 640 fragments, 77.2% monomorphics between the parents. The Jaccard coefficient
was used to estimate the genetic similarity among the hybrids, the UPGMA method to establish the
phenogram (NTSYS 1.7) and the software BOOD to determine the significance of each cluster. The
results indicated that �Pêra� sweet orange heterozygosity degree is higher than �Cravo� mandarin, with
180 and 126 loci in heterozygose, respectively. It was observed high genetic similarity between the
parents, characterized by the low degree of RAPD polymorphism. Significant statistic groups were not
established among the hybrids and the parents, showing that the hybrid genetic constitution was
originated by independent RAPD markers segregation. Then, the ligation effect was broken because of
the sample size. Hybrids with high genetic similarity degree in relation to �Cravo� mandarin and �Pêra�
sweet orange could be easily selected using RAPD markers.

Index terms: citrus fruits, genetic markers, heterozygotes, genetic variation.
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Introdução

O histórico da citricultura brasileira evidencia a
necessidade de se buscar novas variedades.
A diversidade genética dos citros é grande, porém a
base genética das espécies economicamente impor-
tantes é estreita. Cruzamentos controlados em citros
vêm sendo realizados desde o século XIX, obtendo-se
vários híbridos de importância econômica (Moreira
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& Pio, 1991). A descontinuidade nos programas de
melhoramento e fatores biológicos, como a longa
juvenilidade, auto-incompatibilidade e incompatibi-
lidade entre algumas espécies, alta heterozigosidade,
esterilidade, depressão por endogamia, apomixia e
poliploidia têm sido as principais limitações encon-
tradas à obtenção de novas variedades de citros
(Grosser & Gmitter Junior, 1990).

No Centro de Citricultura Sylvio Moreira
(CCSM-IAC), em Cordeirópolis, SP, vem sendo con-
duzido um programa de melhoramento visando à ob-
tenção de novas variedades de citros. Uma população
de híbridos de tangerina �Cravo� (Citrus reticulata
Blanco), parental feminino, com laranja �Pêra�
(C. sinensis (L.) Osbeck) foi obtida por cruzamentos
controlados. Esses híbridos devem apresentar alta va-
riabilidade genética e podem ser importantes por se-
gregarem para diversas características de valor agro-
nômico, principalmente para o caráter resistência/
suscetibilidade à clorose variegada dos citros (CVC).
Segundo Machado et al. (1993), a laranja �Pêra� é alta-
mente suscetível à doença, e a tangerina �Cravo� não
tem apresentado sintomas no campo.

Diversos marcadores moleculares têm sido utili-
zados como ferramentas em programas de melhora-
mento por hibridação sexual, permitindo a caracteri-
zação genética de um grande número de genótipos
por meio de procedimentos relativamente simples,
rápidos e sem interferência ambiental. Os marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA �
fragmentos de DNA amplificados ao acaso) consis-
tem em um dos mais utilizados, por se tratar de uma
técnica simples, de baixo custo e relativamente me-
nos exigente em mão-de-obra (Huff et al., 1993).
O polimorfismo de RAPD é detectado pela amplifi-
cação, de forma arbitrária, de fragmentos de DNA
de diferentes tamanhos, pela reação de polimerase
em cadeia (PCR), na presença da enzima termoestável
DNA polimerase (Williams et al., 1990).

A heterozigosidade e a similaridade genética são
medidas de diversidade entre os parentais e híbri-
dos, podendo ser estimadas por meio de marcadores
moleculares (Barbosa Neto & Bered, 1998), tendo
aplicação em estudos taxonômicos e de melhoramen-
to. Informações sobre as relações genéticas existen-
tes entre híbridos, dentro de cruzamentos, são de gran-
de importância para os melhoristas, pois podem ori-
entar a seleção de materiais promissores, novos cru-
zamentos e entendimento da herança de diversos
caracteres em citros.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a diversi-
dade genética, utilizando marcadores moleculares
RAPD, em híbridos de tangerina �Cravo� com laran-
ja �Pêra�.

Material e Métodos

Os parentais tangerina �Cravo� e laranja �Pêra�, e uma
população de 94 híbridos F1 dessas variedades, obtidos
por cruzamentos controlados, foram utilizados em estu-
dos de diversidade genética.

O DNA foi extraído de folhas frescas e maduras,
utilizando-se o método CTAB, proposto por Murray &
Thompson (1980) e adaptado por Cristofani (1997).
A quantificação do DNA extraído foi feita em gel de
agarose, corado com brometo de etídio (0,5 ng mL-1),
comparando-se a λ-DNA intacto nas concentrações de 50,
100, 150 e 200 ng L-1; e a qualidade do DNA foi avaliada
com base na ausência/presença e intensidade de rastro no
gel após corrida eletroforética (Sambrook et al., 1989).

As reações de amplificação foram preparadas em
um volume final de 13 µL, com 1,3 µL de tampão 10x
(200 mM Tris-HCl pH 8,4; 500 mM KCl - GIBCO BRL);
soluções 1,54 mM de MgCl2 (GIBCO BRL) e 0,2 mM de
cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP - GIBCO BRL);
15 ng de cada �primer�; 1,5 unidade de Taq DNA
Polymerase (GIBCO BRL); e 15 ng de DNA genômico.
Adicionou-se 20 µL de óleo mineral (Sigma) por reação.
As amplificações foram realizadas em termocicladores
MJ Research Inc., programados para 36 ciclos de 1 minu-
to a 92oC, 1 minuto a 36oC, 2 minutos a 72oC e 10 minu-
tos de extensão a 72oC. Foram utilizados 102 �primers�
decâmeros de seqüência arbitrária dos �kits� A, AB, AT,
AV, B, C, D, E, G, H, I, M, N, P, Q, R, U e Y da Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, USA.

Os produtos de amplificação foram separados por
eletroforese, utilizando-se géis de agarose a 1,4%, con-
tendo 5 µg mL-1 de brometo de etídio. A corrida foi reali-
zada a 94 V, por aproximadamente 3 horas, em tampão
TAE 1X (0,04 M Tris-acetato + 1 mM EDTA). Foram apli-
cados 5 µL da solução de amplificação com 1 µL de tam-
pão de carregamento (0,25% de azul de bromofenol + 40%
de sacarose) por canaleta do gel. O marcador �Plus DNA
Ladder� de 1 kb (GIBCO BRL) foi utilizado como padrão
para cálculo do peso molecular. A visualização das ban-
das foi realizada sob luz ultravioleta. Somente foram con-
sideradas as bandas monomórficas e polimórficas que se
apresentaram de forma consistente e reproduzível nos géis
de agarose.
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As heterozigosidades da tangerina �Cravo� e da laranja
�Pêra� foram comparadas pelo somatório do número de
bandas presentes nos parentais que segregavam na popu-
lação de híbridos (Cristofani, 1997). O coeficiente de
Jaccard foi utilizado para estimar a similaridade genética
entre os parentais e híbridos, sendo obtido o fenograma
com o método da média aritmética não ponderada para
agrupamento aos pares (UPGMA - Unweigthed pair group
arithmetic average), de acordo com Sneath & Sokal (1973),
utilizando-se o software NTSYS 1,7 � Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System (Rohlf,
1992). Os valores de �bootstrap� de cada agrupa-
mento foram determinados com o software BOOD
(Coelho, 2000).

Resultados e Discussão

A partir de 102 �primers�, selecionados por apre-
sentarem amplificação de pelo menos um fragmento
com padrão adequado, foram obtidos 146 marcadores
RAPD revelando polimorfismo entre os parentais e
segregação na progênie, e 80 marcadores
não-polimórficos, mas com segregação na progênie.
Desta forma, 180 loci em heterozigose em laranja
�Pêra� e 126 em tangerina �Cravo� foram avaliados.
Como o número de fragmentos que apresentaram
polimorfismo na progênie é diretamente proporcio-
nal ao número de loci em heterozigose (Barbosa
Neto et al., 1996), esses dados indicam que a
heterozigosidade em laranja �Pêra� é maior do que
em tangerina �Cravo�. Federici et al. (1998) fizeram
uma classificação de espécies cítricas, utilizando
marcadores RFLP, baseada em um índice de
heterozigosidade, tendo observado variações de
0,766 a 1,472 para as espécies estudadas, sendo de
1,032 e 1,185 para C. reticulata e C. sinensis, res-
pectivamente. Esses resultados concordam com os
observados neste trabalho e com as hipóteses de ori-
gem do gênero Citrus. Em geral, espécies inferidas
como de origem híbrida, como as laranjas doces
(C. sinensis), apresentam um número de fragmentos
polimórficos maior do que as espécies não híbridas,
como as tangerinas (C. reticulata). Segundo
Federici et al. (1998), C. sinensis possui uma quanti-
dade de loci em heterozigose próxima à dos híbridos
produzidos pelo homem, enquanto a espécie
C. reticulata possui heterozigose menor, sendo,
por isso, considerada uma espécie ancestral
do gênero Citrus (Roose, 1988).

As reações de RAPD proporcionaram 640 produ-
tos de amplificação, sendo 77,2% monomórficos en-
tre os parentais. Houve elevada similaridade genéti-
ca entre tangerina �Cravo� e laranja �Pêra� (74,5%),
mesmo utilizando o coeficiente de Jaccard, que é re-
comendado para dados binários de populações bas-
tante semelhantes. Durante a seleção dos marcadores
RAPD, a existência de bandas sem polimorfismo en-
tre os parentais e segregação na progênie (12,5%)
consistiu em um indício de mesmos loci gênicos em
heterozigose simultânea nos parentais. Cristofani
(1997) raramente observou esse polimorfismo ao tra-
balhar com o cruzamento intergenérico
C. sunki x Poncirus trifoliata (L.) Raf..

Apenas 226 (35,2%) fragmentos apresentaram
polimorfismo na progênie; maior proporção de
polimorfismo foi obtida por Al-Janabi et al. (1993),
Cai et al. (1994) e Grattapaglia & Sederoff (1994)
ao trabalharem com cana-de-açúcar, outras espécies
de citros, e eucalipto, respectivamente. O baixo
polimorfismo pode ser explicado pela maior simila-
ridade genética entre os parentais. Esse resultado era
esperado, pois, taxonomicamente, essas espécies são
classificadas como próximas (Davies & Albrigo,
1994), e vários autores acreditam que a espécie
C. sinensis seja um híbrido proveniente de
C. reticulata. Segundo Federici et al. (1998), a espé-
cie C. sinensis deve ser um híbrido de C. maxima
com C. reticulata. No entanto, a taxonomia do gê-
nero Citrus é ainda bastante complexa, em razão da
ocorrência de mutação, hibridação, apomixia e sele-
ção por muitos séculos de cultivo (Herrero et al.,
1996).

Houve alta similaridade genética também entre os
híbridos (74,18% a 99,72%). Esse resultado era espe-
rado pela pronunciada semelhança fenotípica entre
plantas híbridas com 1,5 ano de idade, cultivadas em
casa de vegetação. Embora os híbridos fossem bas-
tante semelhantes, não foram encontrados gêmeos,
os quais podem ocorrer em citros devido à
poliembrionia por clivagem do embrião sexual ou
pela existência de mais de um gametófito normal no
óvulo (Frost & Soost, 1968). Medina Filho et al.
(1993) relataram a ocorrência de 2% de híbridos gê-
meos em cruzamentos entre diferentes espécies de
Citrus com P. trifoliata.

O fenograma revelou a separação dos híbridos em
dois grupos geneticamente distintos em função de
cada parental (Figura 1). A maior parte dos híbridos,
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Figura 1. Similaridade entre híbridos do cruzamento de tangerina �Cravo� (Citrus reticulata Blanco) com
laranja �Pêra� (C. sinensis (L.) Osbeck), gerada pelo coeficiente de Jaccard e agrupada por UPGMA.
A consistência de cada agrupamento foi determinada com o software BOOD.
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58 (60,4%), apresentou maior similaridade genética
com laranja �Pêra�, enquanto os 36 híbridos restan-
tes foram mais similares à tangerina �Cravo�. Segun-
do Lynch & Milligan (1994), quando se trabalha com
marcadores dominantes (RAPD), existe a tendência
de aproximar os híbridos ao parental com maior nú-
mero de loci em heterozigose. Procurou-se aumen-
tar a acurácia dos resultados das análises de agrupa-
mento trabalhando-se com um número de loci (640)
superior ao comumente utilizado. Luro et al. (1995),
Bastianel et al. (1998) e Cristofani (1997) utilizaram
25, 31 e 253 loci, respectivamente, em análises de
agrupamento de híbridos.

Com base nos resultados de similaridade genéti-
ca dos híbridos em relação a seus parentais, podem-se
escolher híbridos mais próximos de laranja �Pêra� e
de tangerina �Cravo�, em função dos objetivos do
programa de melhoramento.

No fenograma, verificou-se a presença de possí-
veis agrupamentos entre os híbridos por UPGMA
(Figura 1), porém as análises de �bootstrap� revela-
ram baixa consistência desses agrupamentos (me-
nos de 84%). Essa informação demonstra que a cons-
tituição genética dos híbridos foi originada pela se-
gregação independente das marcas RAPD, e foi que-
brado o efeito de ligação, em razão do tamanho
amostral em estudo. Agrupamentos de híbridos de
C. deliciosa Tenore x C. nobilis Loureiro foram ob-
tidos por Bastianel et al. (1998), provavelmente por
trabalharem com número reduzido de marcadores
moleculares e de indivíduos. No presente trabalho, a
consistência estatística dos agrupamentos diminuiu
à medida que os grupos representados no fenograma
passaram a conter maior número de híbridos, che-
gando a menos de 2% nos agrupamentos com mais
de nove indivíduos. Esse resultado indica que não
se formaram agrupamentos estatisticamente signifi-
cativos entre os híbridos.

Embora a similaridade genética entre os híbridos
e parentais tenha sido calculada com base em dados
moleculares, que, muitas vezes, não correspondem a
regiões expressas do DNA (Barbosa Neto & Bered,
1998), os resultados apresentados devem ser bastan-
te consistentes, em decorrência de não haver interfe-
rência do ambiente, o que é comum em dados
fenotípicos, e dos marcadores RAPD geralmente pro-
porcionarem uma ampla cobertura do genoma
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Os resultados gera-
dos apresentam grande utilidade ao melhoramento

de tangerina �Cravo� e laranja �Pêra�, pois permitem
maior compreensão sobre a genética dos citros e for-
necem subsídios para programas de seleção de hí-
bridos e de retrocruzamento.

Conclusões

1. Híbridos com maior similaridade genética em
relação à tangerina �Cravo� e à laranja �Pêra�, em cru-
zamentos entre essas variedades, podem ser facil-
mente selecionados, utilizando-se marcadores
moleculares RAPD.

2.  A laranja �Pêra� apresenta uma heterozigosidade
maior do que a tangerina �Cravo�.

3. Existe similaridade genética elevada entre tan-
gerina �Cravo� e laranja �Pêra�, caracterizada pelo
polimorfismo reduzido de marcadores RAPD.

4. Não ocorrem agrupamentos estatisticamente
significativos entre híbridos de uma população F1,
quando se trabalha com um número representativo
de marcadores moleculares e de indivíduos.
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