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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos sdecionar isolados de
Phytophthora parasitica com dta agressvidade em citros, avdiar méodos de inoculacdo em
gendtipos quanto a resisténcia a gomose de Phytophthora e detectar marcadores moleculares
ligados a locos controladores de caracteristicas quantitativas (QTLS) de resisténcia a gomose.
Foram testados 15 isolados de P. parasitica procedentes do Estado de S&o Paulo. As plantas
foram inoculadas por meio de contato, método do disco, inser¢do sob casca, agulha e pdito-
de-dente infestado com o patdgeno. Para o trabalho de deteccdo de marcadores e QTLS foram
inoculados 98 individuos de uma progénie F;, obtida do cruzamento entre Citrus sunki,
parentad suscetivel, e Poncirus trifoliata ‘Rubidoux’, parentd dtamente resstente ao
patogeno. As avaiacles fenctipicas da ressténcia a gomose da progénie foram incorporadas
aos mapas de ligacdo de P. trifoliata ‘Rubidoux’ e C. sunki, estabelecidos através de 170
marcadores moleculares do tipo RAPD, usando a estratégia de ‘pseudo testcross. Os isolados
gpresentaram  variacdo na agressvidade quando inoculados em C. limon Burmann. e C.

limonia Osbeck. com destaque para o isolado, LRS23/97. A avdiacdo de resisténcia de



gendtipos de citros a gomose pode ser ledizada em plantulas e ‘in vitro', aravés de inser¢éo
de agulha infestada com o patégeno e atraveés do método do disco e da insercdo sob casca em
plantas com didmetro acima de 40 mm. Os individuos da populacdo F;, inoculados
atificidmente através do método do disco, apresentaram lesdes intermediarias em relacdo aos
parentais. A herdabilidade do cardter foi de 18,7%. Foram detectados 36 marcadores
moleculares associados a resgténcia a gomose, dos quais, 19 mapeados em P. trifoliata
‘Rubidoux’ e 10 em C. sunki. Foram detectados trés QTLs de resisténcia a gomose nos grupos
de ligagdo I, Il e V do mapa de P. trifoliata ‘Rubidoux’ e um QTL no grupo de ligagéo Il em
C. sunki. A propor¢do da variacdo fenotipica, explicada pela associacdo marcador-QTL de
ressténcia a gomose, variou de 14 a 60% em P. trifoliata ‘Rubidoux’ e foi de 18% em C.
sunki. Considerando-se as médias de leso obtidas pelos hibridos, a baixa herdabilidade
determinada e a deteccéo de mais de um QTL de ressténcia a gomose, pode-se airmar que a

heranca da resisténcia € de natureza quantitativa.



EVALUATION OF INOCULATION METHODS TO Phytophthora parasitica AND QTLsS
RESISTANCE TO Phytophthora GUMMOSIS ON Citrus sunki vs. Poncirus trifoliata
HYBRIDS. Botucatu, 2001, 114p. Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas)
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadud Paulista.

Author: AMAURI S'VIERO

Adviser: EDSON LUIZ FURTADO

SUMMARY

The objectives of the study were to sdect Phytophthora parasitica
isolaes with high agressvity on citrus, to evaduate inoculaion methods and to detect
molecular markers linked to resistance QTLs to Phytophthora gummoss. Fifth teen isolaes of
P. parasitica from the State of S&o Paulo were tested. Young plants were inoculated and by
contact, through the insartion of a disc and tricking infested, needle and toothpick infested
with pathogen. For the markers and QTLSs detection, 98 individuds of the F progeny obtained
from Citrus sunki, (susceptible parent) and Poncirus trifoliata ‘Rubidoux’, (resistant) cross
were inoculated. The phenotypic evduations for Phytophthora gummoss resstance were
incorporated on genetic linkage maps built with 170 RAPD markers using the pseudotestcross
draiegy. The isolaes showed variation in agressvity when inoculaed on Citrus limon
Burmann. and Citrus limonia Osbeck. The LRS23/97 isolate showed more agressvity. The
citrus genotypes evduation to resstance to Phytophphtora gummoss were made in seedlings

and ‘in vitro' by needle insartion with pathogen, disc insartion method under bark and disc



method in plants with diameter larger than 40 mm. The F; hybrids, which were atificdly
inoculated by disc method, showed intermediates symptoms compared to the parents. The
heretability of Phytophthora gummoss resstance was 18,7%. 36 molecular markers were
associated to Phytophthora gummoss resstance and 19 were associated with P. trifoliata
‘Rubidoux’ map and 10 with C. sunki map. It was aso detected 3 QTLs linked to
Phytophthora gummoss resistance on I, Il and V linkage groups of P. trifoliata ‘ Rubidoux’
map and 1 QTL on Il linkage group of C. sunki map. The phenotypic variaion retio explained
by association markers-QTLsS, was in a range of 14 to 60% for P. trifoliata ‘Rubidoux’ and
was 18% for C. sunki. Consdering, the average leson showed by the hybrids the low
character of heretability and the detection of more than 1 QTL linked to citrus Phytophthora

gummosis, the resi stance showed a inheritance of resstance is quantitative character.

Keywords: citrus disease - genetic mapping — Phytophthora foot rot



1. INTRODUCAO

Os citros Citrus spp.) € uma das mais importantes culturas, dentro do
setor agro-industrid do Brasil, em termos econdmicos e socias, gerando importantes divisas
para o Pais. As doencas, entre outros fatores, podem afetar a citricultura causando preuizos na
producdo e demandando recursos para protecéo e controle em viveiros e pomares. Entre as
principais doencas estdo aquelas causadas por Phytophthora spp. onde se destaca a gomose de
Phytophthora e a podridéo de radicelas causadas, notadamente por Phytophthora parasitica
Dadur.

As principais edtratégias de controle da gomose sfo: plantio de mudas
sadias, evitar plantio em &reas infestadas com o patégeno, com excesso de umidade do solo,
controle cultura evitando ferimentos nas platas, aumento dos teores de matéria organica do
solo e controle quimico com uso de produtos sstémicos. No entanto, 0 uso de cultivares

resistentes € o méodo mais econdmico e ficiente de controle da gomose.



Os programas de melhoramento de citros tém como principais objetivos
sdlecionar gendtipos superiores associando caracteristicas de interesse agrondmico, adaptacéo
edafoclimética e incorporagdo de genes de ressténcia as pragas e doencas. Com relacdo ao
cultivar porta-enxerto, adém destas a selecdo de gendtipos superiores € dirigida para ressténcia
a gomose, tolerancia a podridao de radicdlas e ainda resisténcia ao virus da tristeza dos citros
(CTV), declinio e nematoides.

A divedsficacdo de portaenxertos na ditricultura brasileéra € uma
necessidade, hgja vista que mais de 85% das plantas citricas estéo assentadas sobre o porta-
enxerto de limoeiro ‘Cravo’, moderadamente resstente a gomose. Edta redidade se apresenta
como um risco aos produtores quando se recorda a catastrofe dos anos quarenta com a
chegada do CTV a0 Brasl, dizimando milhdes de plantas citricas assentadas praticamente
sobre um Unico porta-enxerto, alaranja‘ Azeda , res stente a gomose.

O edtudo de locos controladores de caracteristicas quantitativas (QTLS)
associado a0 uso de mapas genéticos obtidos por marcadores moleculares permite identificar,
mapear e quantificar o efeito dos QTLs. A ficiéncia na deteccdo de QTLs depende do nimero
de QTLs, magnitude do seu feito, herdabilidade da caracteridtica, interagbes entre 0s genes,
tipo e tamanho da populacéo segregante, tamanho do genoma, freqliéncia de recombinacéo
entre 0 QTL e 0 marcador e saturagéo do mapa (Tankdey, 1993).

O presente estudo teve como objetivos: sdecionar isolados de
Phytophthora parasitica com dta agressvidade em plantas citricas, estabelecer métodos
precoce de inoculagdo e avdiacd e detectar marcadores moleculares ligados a locos

controladores de caracteristicas quantitativas para resisténcia a gomose.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da gomose dos citros

O género Citrus apresenta espécies de importéncia econdmica,
incluindo laranja doce Citrus sinensis), tangerinas (C. reticulata), limdes (C. limon), limas (C.
aurantium) e pomeos (C. paradis). Os citros sf0 origin&rios do sudeste asiético, sendo a
egpécie frutifera mais plantada no mundo. A cultura dos citros € uma das mais importantes na
economia brasileira sob ponto de vista econémico e socid.

A producdo de citros na safra de 98/99 girou em torno de
387.725.000 de caixas de 40,8kg. O Estado de S&o Paulo € o maior produtor do Brasil onde se
concentram cerca de 76% das plantas citricas, contando com aproximadamente 201.940.000
de a&vores em producdo e ocupando uma area caculada em 796.265 ha. Aproximadamente
62% da producdo naciond € destinada a exportagdo na forma de suco concentrado para
Europa, Estados Unidos da América (EUA) e Japdo, gerando importantes divisas para o Pais.
Outra parte da producdo € consumida ‘in naturad ou na forma de sucos no mercado interno e
uma peguena parte (1%) é exportada como frutafresca (Amaro, 1999).



Os principais fatores que afetam a producéo de citros séo fertilidade
do solo, clima, irrigacdo, combinacdo copalportarenxerto e os problemas fitossanitérios,
principdmente doencas. Atudmente existem descritas mais de 35 doencas de importancia
econdmica que afetam a cultura de citros. Dentre das se destaca a gomose, causada
notadamente por Phytophthora parasitica e Phytophthora citrophthora. O agente causador da
gomose eda difundido em todas as regifes citricolas do mundo. Egtima-se que os danos
provocados por Phytophthora em citros sgan de 10 a 30 % da producdo mundid,
proporcionando preuizos de milhdes de ddlares por ano (Timmer et ., 2000).

Phytophthora spp. é habitante do solo e provoca doengas no colo,
raizes e radicdas das plantas citricas. As folhas dos citros sfo atacadas mais freglientemente
em viveros e, em pos-col heita, 0 patdégeno causa de podridéo parda do fruto.

O estudo das doengas provocadas por Phytophthora em citros esta
inimamente ligado a0 estudo de portaenxerto. O porta-enxerto exerce grande influéncia e
modificagdes na cultivar-copa como vigor, producéo, quaidade dos frutos, nutricdo e
ressténcia a pragas e doencas. No caso especifico do Brasil, acrescenta-se a toleréncia a seca,
acidez, dta saturacdo de duminio, baixa saturacdo de cécio e declinio (Pompeu J, 1991).
Cadtle et d. (1993) agruparam as caracteristicas inerentes a0 porta-enxerto das plantas citricas
em trés topicos. caracteridticas ligadas a0 processo de embrionia nucdar; caracteridticas
horticulturails como porte, producdo e tamanho de fruto, quaidade de suco, supresséo de
juvenilidade, compatibilidade com diversas copas, nutricdo, ressténcia €/ou tolerdncia ao frio,
seca, encharcamento, sdinidade, dcdinidade e caacteridicas  fitossanitérias  como
resséncialtolerdncia a Phytophthora spp., a0 virus da trigeza dos citros (CTV), aos
nematoides (Tylenchulus semipenetrans, Radopholus similis e Pratylenchus p.) e ao declinio.

A evolucdo higtdrica do uso de porta-enxertos na citricultura brasileira
eda diretamente ligada a ocorréncia das doencas gomose, tristeza e declinio. O primero porta
enxerto utilizado em grande escda no Brasl foi a laranja ‘Caipira que € suscetivel a gomose e
possui baixa ressténcia a seca. Devido a ata suscetibilidade a gomose, 0 porta-enxerto laranja
‘Capird foi subdituido pela laranja ‘Azeda, que embora resstente a gomose, é adtamente

suscetivel atristeza quando utilizado como porta-enxerto de laranja doce.



Na década de 40 com o gparecimento da tristeza forgcou a subgtituicdo
de porta-enxerto de laranja ‘Azeda, resstente a Phytophthora spp., por porta-enxertos,
resgentes a triteza, no entanto mas suscetiveis a gomose, como O limoeiro ‘Cravo,
‘Rugoso’ e ‘Lima da Pérsa. Na década de 70 o aparecimento do declinio, que incide mais
fortemente sobre plantas citricas enxertadas sobre o lim&o ‘Cravo’, promoveu uma timida
diversficacdo de porta-enxerto liméo ‘Cravo’ para porta-enxertos de tangerinas ‘Sunki’ e
‘Cledpatra, que gpresentam ato grau de tolerancia ao declinio, no entanto, sGo suscetivels a
gomose (Pompeu Jr., 1991; Feichtenberger, 2001).

Atudmente, a citricultura brasileira esa centrada praticamente em um
Unico porta-enxerto, o limoeiro ‘Cravo’, que € utilizado em cerca de 90% das plantas citricas
do pais. Com o avanco da area citricola para a regido sul do Estado de Sdo Paulo onde se
obsarvam maiores indices pluviosdade, portanto aeas mas Umidas e mas favoraveis ao
desenvolvimento de doengas provocadas por Phytophthora spp., os produtores tém preferido
utilizar o porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’, que é dtamente resgente a gomose, mas, no
entanto, incompativel com a laranja ‘Péa a principa cultivar-copa cultivada no pais (Tedfilo
Sobrinho, 1991).

Trabahos de genética e melhoramento dos citros tém sido redizados
visando a sdlecéo de cultivares de citros superiores e principdmente associados a obtencdo de
materias resstentes as principais doengas dos citros. No entanto, aé o0 presente ndo se
observam estudos especificos relacionados a heranca da ressténcia no patossstema citros-
Phytophthora.

2.2 Doencas de Phytophthora em citros

Os avancos da biologia molecular, quimica e bioguimica promoveram
importantes mudancas na micologia e na classficagdo de fungos. Organismos do Filo
Oomycota, pertencentes a0 antigo Reino Fungi, foram transferidos para um novo Reno
denominado Chromista. Com esta modificacdo, 0 género Phytophthora assm como outros de
grande interese fitopatologico como Pythium, Peronospora, Plasmopara ndo sSG0 mas
condderados “fungos verdadeiros’ (Hawksworth et d., 1995). Agrios (1997) segue a
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classficagdo adotada por Hawksworth et a. (1995) e denomina Phytophthora de pseudofungo
ou ‘Chromigtan fungallike'.

Atudmente, onze espécies de Phytophthora estéo associadas ao
complexo de doengas Phytophthora - citros (Erwin & Ribeiro, 1996), cinco das quais ja foram
rdlatadas na América do Sul (Fawcett & Bitancourt, 1940). De todas as espécies de
Phytophthora relatadas em citros apenas duas, P. parasitica e P. citrophthora, estdo
identificadas como causadoras da maioria das doencas do complexo Phytophthora - citros,
provocando preuizos da ordem de milhdes de dolares no mundo. As perdas na producéo
causadas por doencas do complexo Phytophthora - citros nos EUA variam de 20 a 26%
(Broadbent, 1977). O prejuizo total avaiado no combate preventivo e curativo as doengas
provocadas pelo género Phytophthora em citros ultrgpassa 76 milhdes de ddlares anudmente
(Erwin & Ribero, 1996).

As espécies de Phytophthora mais importantes relacionadas com
doencas em citros sdo: P. citrophthora (RE. Smith. & E.H. Smith.) Leonian. e P. nicotianae
(Breda de Haan) (Tucker) var. parasitica (Dastur) Waterh. (sinonimia de P. parasitica). P.
citrophthora é mais adgptada a regides de clima frio, sendo patogénica a mas de 83
hospedeiros, sendo os citros o principd hospedeiro. Em citros, P. citrophthora causa
importantes doencas nas raizes e pate aea, incluindo-se os frutos em regibes de clima
mediterrdneo. A espécie P. parasitica ocorre mais freqientemente em regifes quentes e
subtropicais do mundo, sendo descrita atacando mais de 400 espécies de plantas. Em citros, P.
parasitica, ataca principalmente as raizes e radicelas sendo menos fregliente na parte aérea das
plantas. S8o reconhecidas outras espécies de Phytophthora em citros de importancia
secundéria, provocando ataques ocasionais como: P. palmivora (Butler) E. J Butler que é
dtamente patogénica as raizes dos citros em solos da Florida (EUA) e estd associada a
infecgBes da parte aérea em regides Umidas. Phytophthora citricola Sawada ocorre atacando
frutos em regides quentes como Mediterréneo, Austrdia, Brasil e findmente, P. hibernalis
Carne e P. syringae (Kleb.) Kleb. que causam gomose severa e podriddo parda em frutos de
tangerinas e laranja-doce em regifes frias e Umidas, respectivamente (Broadbent, 1977; Erwin
& Ribeiro, 1996; Timmer et ., 2000).
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O tombamento de mudas em viveiros pode ocorrer em pré e pos
emergéncia das plantulas citricas. Entre os agentes causadores de tombamento destacam-se:
Phytophthora spp., Pythium spp. e Rhizoctonia solani, todos afetando tecidos da regido do
colo das mudas. Em plantas cultivadas, em regime de céu aberto e em viveiros contaminados
com o patdgeno, € comum a ocorréncia de podriddes de raizes e radicdlas em mudas, lesbes
clordticas (anasarca) e necroticas em folhas, brotagbes novas e hastes tenras. As infecgbes sio
mais freqlientes em anos de chuva intensa no outono/inverno (Feichtenberger, 2001).

A podriddo de radicdas dos citros comum em viveros, pomares
novos e adultos, foi primeramente reconhecida como doenca importante do patossstema
citros — Phytophthora, por Fraser (1942). A podriddo de radicelas é causada por P. parasitica
e P. citrophthora ocorre em nivel da superficie elou imediatamente abaixo da superficie do
solo. Os sintomas tipicos da doenca sdo: podriddo das radicelas e de raizes finas nutridoras,
exsudacdo de goma, escurecimento e morte de tecidos da casca das radicelas provocando
reducdo dgnifictiva no nimero de radicdas de platas susceivesintolerantes,
amarelecimento da planta, seca e morte da muda e de plantas atacadas (Graham & Timmer,
1992; Graham, 1995).

A podriddo parda dos frutos, causada por diversas espécies de
Phytophthora, ocorre no pomar antes da colheita em frutos locaizados no terco inferior da
planta. A infeccdo nos frutos se da por esporos méveis (zoosporos) do patdgeno que so
caregados do solo para a parte afrea das plantas via respingos de &gua. Os frutos
contaminados gpresentam uma podriddo seca e odor caracteristico. Os sintomas iniciais S0
lesdes peguenas de cor marom aumentando de tamanho posteriormente atingindo grandes
areas do fruto (Broadbent, 1977; Timmer et al., 2000).

2.3 A gomose dos citros

A gomose, causada notadamente por P. parasitica, € uma das
principais doengas dos citros e ocorre em todas as regides citricolas do mundo (Graham &
Timmer, 1992). No Bradl, P. citrophthora e P. parasitica sdo os causadores da gomose, sendo
que P. paradsitica predomina na grande maoria de viveros e pomaes comedcias
(Feichtenberger, 2001).



Segundo Fawecett (1923), os primeiros relatos de doengas em plantas
citricas com sintomas parecidos com sintomas de gomose no mundo foram redizados em
1646 na Itdia. N entanto, a primera epidemia de grande importancia foi relatada na llha de
Acores, em 1834. Na América do Norte, a doenca foi primeiramente relatada na Caifornia em
1875. No Brasil, a gomose foi primeiramente relatada no inicio do século passado por Averna-
Saccé (1917) que foi descrita como causada por Bacterium gummes.

As principais espécies de Phytophthora causadoras de gomose séo P.
parasitica e P. citrophthora. As espécies P. parasitica e P citrophthora possuem
caracteriticas como: micdio cenocitico, em gerd heterotdicas, produz esporangios papilados,
persgentes, piriformes a esféicos e edruturas sexuas femininas (oogbnio) e masculines
(anterideo, do tipo anfigeno) diferenciadas do micdlio que ddo origem a0 06sporo (esporo
sexud), auséncia de vesiculas na liberacdo de zodsporos (esporo assexud, moéve), fase
vegetativa dipldide sendo a fase hapldide efémera, possuem esporéngio apica e papilado,
normamente persgente. Muitos isolados formam clamidosporos (estrutura vegetativa com
funcdo de sobrevivéncia) parede espessa, com habilidade de sobrevivéncia em solos e em
matéria organica em decomposicdo aravés de micdlio, esporangios, zoOSPoros, Cistos,
clamidosporos e oosporos (Watanabe, 1994; Erwin & Ribeiro, 1996; Feichtenberger, 2001).

Os esporangios e zoosporos (esporos dotados de flagelos que
conferem mobilidade) sB o0s principais responsiveis peda infeccdo e peo  rdpido
desenvolvimento da doenca, sendo capazes de germinar em &gua livre e infectar a planta
guando atraidos por exsudados das raizes e radicdas da planta, e S0 mais predominantes no
solo no verdo (Graham & Timmer, 1992). Os odsporos e, principamente, os clamidésporos,
S80 as mas importantes edtruturas de sobrevivéncia do patdgeno, atuando como indculo
primério de infecgdo encontrados no solo principamente no inverno (Lutz & Menge, 1991).

A diferenciacdo das espécies de Phytophthora associadas a gomose
dos citros pode ser feita por méodos morfolégicos, moleculares e pela curva de crescimento
‘in vitro em diferentes temperaturas. Isolados de P. parasitica crescem em temperaturas
superiores a 35°C, sendo o 6timo entre 30-32°C, enquanto que isolados de P. citrophthora néo
apresentam crescimento a 35°C, possuindo crescimento ideal entre 24 a 28°C. A maioria dos
isolados de P. citrophthora néo produz clamidosporos em meio de cultura (Erwin & Ribeiro,
1996; Timmer et al., 2000).
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As diferencas na patogenicidade de espécies Phytophthora sdo
conhecidas hd muito tempo (Klotz & Fawcett, 1930; Klotz et a., 1958). As lesdes de tronco
s80 em ged maores quando se inocula P. citrophthora. No entanto, sdo encontradas
variagbes nos tamanhos das lesdes provocadas por Phytophthora dentro de cultivares e entre
plantas de mesma cultivar, para um mesmo isolado inoculado (Mdlo et d., 1971). Rosti &
Bitancourt (1951) detectaram variacdo da patogenicidade de isolados de Phytophthora e
recomendaram que 0 patdgeno a ser empregado nas inoculagbes experimentais tenha sua
patogenicidade reativada, inoculando o patdgeno em frutos citricos seguido de re-isolamento.

Agquila-Vildoso (1997) estudou a variabilidade de isolados de P.
parasitica de citros procedentes do Estado de Sdo Paulo usando morfologia, marcadores
moleculares do tipo RAPD (‘Random Amplified Polymorphic DNA’) e senshilidade a
fungicddas. O autor encontrou diferencas quanto as dimensdes de esporéngios, capacidade de
producdo de clamidédsporos e verificando que os marcadores RAPD sdo eficientes na distingdo
de isolados do patdgeno.

O diagndgtico preciso de Phytophthora do solo e das raizes de citros
pode s redizado peo teste imunolégico de ELISA ‘Enzyme-liked immunosorbent assays
com anticorpos mono e policlonais (Timmer et a., 1993) ou com uso de sondas especificas de
DNA de Phytophthora que sdo capazes de identificar Phytophthora ao nive de espécie
(Goodwin et al., 1989).

O isolamento de Phytophthora spp. das raizes, radicelas, casca
infectada e solo em meio de cultura (batata — dextrose - agar) néo € uma tarefa smples devido
a0 agpaecimento de grande nimero de contaminantes. Os meios de cultura especificos
recomendados para isolamento de Phytophthora de tecido vegetd infectado e do solo séo
complexos, exigem antibidticos e reagentes, tornando-se caros e trabalhosos (Tsao & Ocana,
1969; Broadbent, 1977). O patdgeno € mais facilmente isolado, indiretamente, usando frutos
citricos artificiamente infectados com os discos de folhas usados na deteccdo pelo método da
isca (Grimm & Alexander, 1973) com secgdes de casca com pedacos de raizes infectadas com
0 patégeno (Fawcett, 1923). A técnica conaste em inocular os discos de folha, casca e raiz
infectados na regi&o do albedo do fruto de liméo verdadeiro C. limon) que atuara como filtro
de agentes contaminantes. Os frutos s2o incubados em dta temperatura e umidade até que %
do fruto estga doente, tempo necess&rio para patdgeno atingir as sementes. As sementes
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contaminadas sG0 entéo assepticamente secionada em pedagos, com auxilio de bisturi e
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura cenoura-agar. ApGs 24 a 72 horas
observa-se 0 micdlio do patdgeno colonizando 0 meio de cultura a partir dos pedagos de
sementes deliméo (Erwin & Ribeiro, 1996).

O méodo da isca € €ficiente na deteccdo qualitativa do patégeno no
solo (Grimm & Alexander, 1973). O grau de infestacdo de Phytophthora no solo pode ser
edimado quantitativamente via técnica de diluico em s&rie associada a0 método da isca (Tsao
& Ocana, 1969). Matheron & Matgka (1992), quantificaram o nivel de propagulos de
Phytophthora via contagem de esporangios em discos de n&o da cultura contaminado com o
patdgeno. Gautam et d. (1999) desenvolveram anticorpos monoclonais para espécies de
Phytophthora que, associados a técnicas colorimétricas, conseguem detectar quditativa e
guantitativamente espécies de Phytophthora a partir de 10 propagul os por mL.

Os principais dntomas da gomose no campo sdo. morte de tecidos
internos da casca e do lenho visivel quando removida a casca na regido do tronco da planta;
formacdo de calo nas bordas das lesdes, exsudacdo de goma; seca e fendilhamento da casca;
podridéo do pé raizes e radicdas, amardecimento uniforme e progressvo de folhas, baixo
desenvolvimento de folhas novas, murcha e queda de folhas e morte da planta (Timmer et d,
2000).

Alguns patdgenos dos citros provocam sSntomas parecidos com
aqueles da gomose de Phytophthora, em viveros e no campo, gerando confuséo e
diagnésticos incorretos. A exsudagdo de goma pela casca ou raiz dos citros pode ser
provocada pelos padgenos fungicos Dothiorella gregaria, Sclerotinia sclerotiorum,
Rosdlinia spp., Macrophomina sp., Botrytis cinerea, Armillaria mellea, Corticium
salmonicolor, Diaporthe spp., Phomopsis spp.; pelo virus do exocorte ou ainda por ferimentos
provocados por nematéides, dfideos, insetos, produtos quimicos e pelo homem, via
ferramentas e equipamentos (Fawcett, 1936; Feichtenberger, 2001).

As condi¢des favoravels a infeccdo e desenvolvimento da doenca sfo
principdmente dta temperatura, umidade relativa do ar e umidade do solo. Feld et d., (1990)
ressdtaram que a dta umidade relativa do ar e a dta temperatura sio condicles favoravels
para 0 desenvolvimento da doenga, no entanto, extremos de temperatura podem ocasionar
reducdo na infeccdo. Matheron & Matgka (1992) observaram que a temperatura tem grande



15

influéncia no crescimento ‘in vitro' do patdgeno, esporulagdo e no desenvolvimento de lesdes.
A faixa de temperatura ided para o desenvolvimento de lesdes é de 10-20°C e 15-25°C para P.
citrophthora e P. parasitica, respectivamente. O crescimento radid do patégeno ‘in vitro
varia entre 15-30°C e 20-35°C para P. citrophthora e P. parasitica, respectivamente. Os
zoosporos de Phytophthora conseguem sobreviver em agua com mobilidede ativa até por 20
horas a20°C (Stolzy et dl., 1965).

Solos pesados e ma drenados, técnicas e mango de irrigacéo
incorreto podem aumentar 0 desenvolvimento da doenca Segundo Stolzy et d. (1965),
condiches de baixa oxigenagdo, comum em solos argilosos, favorecem o gpodrecimento do
dgema radicular das plantas em viveiro e no campo e dificultando o processo de regeneracdo
de raizes e radicdlas atacadas por Phytophthora spp. Feld et d. (1990) destacam que métodos
de irrigacd0 por superficie como sulco e aspersio aumentam O risco de disseminacdo do
patégeno e devemn ser evitados.

A presenca de outros patégenos como Vviroses, espécie do patdgeno e
0 estado de vegetacdo sfo fatores que influenciam o desenvolvimento da gomose. Mdlo et 4.
(1971) demongtraram que lesdes provocadas por Phytophthora sdo maiores nas plantas de
clones nucdares (isentas de sorose, exocorte e Xiloporose) quando comparadas aguelas
produzidas em plantas da mesma cultivar oriunda de clone velho.

Rossetti & Bitancourt (1951) demonstraram que o desenvolvimento
da gomose € influenciado pelo estado de vegetacdo da planta. Segundo os autores, as plantas
que agpresentam atividade fisologica diva, ou sga, brotagbes novas, maior vigor vegetativo, e
expressiva circulagdo nos vasos da casca produzem maiores lesdes de Phytophthora spp. Os
mesmos autores afirmam que as variagbes nos tamanhos de lesdes provocadas em inoculagoes
de Phytophthora observadas entre e dentro de plantas citricas da mesma cultivar pode ser
atribuida a atividade fisiol6gica da cascano loca de inocul acéo.

O cultivar copa exerce influéncia na ressténcia do cultivar porta
enxerto a gomose. Brieger & Morera (1945) congataram que a laranja ‘Péra, quando
enxertada sobre o limoeiro ‘Cravo’ confere certa ‘ressténcia ao porta-enxerto em relacéo a
gomose. O pomeero ‘Marsh Seedless, quando usado como porta-enxerto para laranja
‘Baianinhd agpresentou dta suscetibilidade a Phytophthora, no entanto, a doenga ndo se
manifestou quando a cultivar usada como enxerto foi a laranja 'Pé&a. A influéncia da cultivar-
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copa aetando a suscetibilidade do porta-enxerto foi relaada por Klotz et a. (1958),
observando que o desenvolvimento de lesbes provocadas por Phytophthora no porta-enxerto
laranja doce foram maores em liméo ‘Lisbod do que em laranja ‘Bahia, quando usados
como copa. Vanderweyen (1980) obteve resultados semelhantes no campo, em experimentos
conduzidos na Africa,

No campo é comum observar plantas fortemente atacadas com
gomose no meio de plantas sadias 0 que pode ser explicado, em parte, pelo aspecto genético,

quando a semente do porta-enxerto utilizada é de origem n&o nucelar, ou sga, um hibrido.

2.4 Controle da gomose dos citros

Medidas de controle culturd resumemse em evitar 0 enterio
profundo das mudas, evitar plantios em locais de ata umidade do solo e do ar, redringir uso
de grades pesadas, evitar quaquer ferimento na planta, adocdo de medidas de exclusio como
exolha do loca de plantio, plantio de mudas sadias, inspecles, tratamento da égua de
irrigacdo, desinfeccdo de implementos e ferramentas, indalacdo de rodoluvios e pediluvios na
propriedade, promover o argamento do colo das plantas através da remogdo fisca do solo,
guebra-ventos, mango adequado do mato e cirurgia (Feichtenberger, 2001). A adicdo de
fontes de matéria orgénica em substratos comerciais em mudas e no campo (Amorim, 1997) e
a praica da enxertia ata (Koller et d., 1983) completam o conjunto de medidas de controle
culturd de gomose.

O controle quimico de Phytophthora spp. visa reduzir a populacdo do
patdgeno via agplicacdo de produtos sistémicos como metdaxyl (‘RIDOMIL’) e fostyl-Al
(ALIETTE). Faih et d., (1981) &firmam que o metdaxyl maa direlamente o padgeno,
reduz a populacdo do patdgeno na rizosfera sendo, pois, eficiente no controle de P. parasitica
aplicado em pulverizagdo, pincelamento de tronco ou em rega OS mesmos autores afirmam
gue o produto fosetyl-Al, um precursor do écido fosforoso (H3POs) em tecido vegetd, €
eficiente no combate a gomose provocada por P. citrophthora e gpresenta agdo fungistética,

sendo incapaz de matar estruturas do patégeno no solo e na planta.
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May (1994) concluiu que o metdaxyl foi o mdhor fungicida para
controlar P. parasitica sendo dtamente eficiente na erradicacdo do patégeno ‘in vitro' e em
subgtratos para producdo de mudas. No entanto, 0 mesmo autor conseguiu recuperar P.
parasitica de substratos de plantas citricas tratadas com fosetyl-All.

O &cido fosforoso e seus derivados, produtos registrados no Brasl
como fertilizantes em plantas citricas tém Sdo usados com certo Sucesso no campo por
produtores no controle da gomose em pulverizagdes (Feichtenberger & Travel, 1999). A forma
quimica de atuacdo destes produtos nas plantas, acdo ‘fungistética ou ‘fungicidal reduzindo o
tamanho de lesbes de Phytophthora spp., ainda é muito discutida (Schutte et a., 1991). Afek
& Sztejberg (1989) apresentam duas hipoteses para 0 modo de acdo do fosetyl-Al nas plantas
em baxa concentragdo, a substdncia estimula os mecanismos de defesa da planta, via
producdo de fitodexinas e, quando presente em atas concentragfes, degrada-se em &cido
fosforoso, que € dtamente toxico a Phytophthora.

O controle quimico € adotado levando-se em consderacédo a
densidade de indculo no solo, ou sga, os nivels de infestagdo de propagulos de Phytophthora
do solo. O nivel de 0,5 propagulo de Phytophthora por cnt de solo é considerado baixo, 5 a
15 moderado e acima de 20 propagulos/cnt é dlto, exigindo aplicago de produtos quimicos e
outras medidas de controle (Timmer et d., 1993).

Smith & Teague (1989) redizaram estudo andlisando o retorno
econdmico da aplicacdo de produtos quimicos no combate a gomose em pomares de citros nos
EUA e concluiram que o tratamento quimico de rotina recomendado de controle da doenca €
antiecondmico.

O controle biolégico de Phytophthora spp. foi efetivo com o uso de
rizobactérias Pseudomonas spp. e Bacillus spp. As bactérias gpresentaram antagonismo em
rdacdo a Phytophthora spp. via producdo de substéncias tdxicas e competicdo por ferro.
Alguns isolados do fungo Trichoderma spp. apresentam hiperparasitismo ‘in vitro' e foram
eficientes na erradicacéo do patdégeno em substratos usados para producdo de mudas de citros
(Amorim, 1997).

May (1994) observou efeito de Trichoderma spp. no controle de P.
parasitica em mudas de citros. Tsao et d. (1996) rdataram pelo menos cinco fungos como
potenciais antagonistas capazes de inibir espécies de Phytophthora associadas as doencas dos
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citros, destacando ainda que a germinagdo, esporulagdo e a sobrevivéncia de P. parasitica no
solo foram drasticamente reduzidos com a adicdo de dgetos animais, restos culturais de
plantas e outras substéncias organicas ricas em nitrogénio.

Widmer et d. (1998) observaram reducdo de até 95% na infeccdo de
P. parasitica em mudas citricas quando se adicionou composto organico oriundo de lixo
doméstico no substrato de plantio na propor¢do de 20% em volume.

O controle fisico de patdgenos de solo pode ser feito via fumigacdo ou
vgpor. No entanto, estes métodos sGo de dto custo, aplicAvel em peguenas dress, exige
equipamento € mdo de obra especidizada dém do adto risco de reinfestacdo. May (1994),
estudou a viahilidade do uso da solarizagdo no controle de P. parasitica em mudas citricas e
concluiu que uso de coletor solar foi eficiente na reducdo de propagulos de P. parasitica.
Hough e d. (1979) estudaram estratégia de controle fisco do patdbgeno no campo via
tratamento térmico das lesdes e conseguiram ingtivar P. parasitica a 60°C impedindo o
crescimento das lesdes.

A medida da tergpia, via cirurgia mediante a remocéo fisica de partes
da casca infectada com Phytophthora sp., pode ser aplicada em pomares caseiros € no campo
em pequenas areas devido a0 seu custo. A prética consiste em remover partes doentes do
tronco com ingrumento cortante expondo a lesfto e poderior aplicacdo de fungicidas de
contato na &rea exposta. Cohen et d. (1964) conseguiram recuperar até 85% de plantas novas
infectadas com Phytophthora no campo aravés de tratamento cirdrgico e aplicacéo de
fungicidas clpricos de contato.

Shea & Broadbent (1983) sdientam que o controle de patégenos do
solo como Phytophthora € bastante dificil, embora este género sga um ma competidor com
outros microrganismos do solo. O desenvolvimento de méodos de controle de Phytophthora
baseado na manipulacdo do ambiente como microbiano, quimico e fisco do solo
desfavorecendo a populacdo de Phytophthora em detrimento de outras, € limitado pela fdta de
dados sobre a variagdo temporal e espaciad do grau de infetacd do patdgeno, sobre o
ambiente e sobre a resposta na populagéo do patdgeno em relacdo ao tratamento adotado.

O controle genético da gomose, via utlizacdo de porta-enxerto
ressente ou tolerante a0 patdgeno, € a medida mais eficiente no combate a doenca, em
viveiros e no campo (Averna-saccd, 1917). A utilizacdo da resisténcia genética é a medida de
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controle mais indicada, por sr de menor custo, facilmente exeqliivel e por reduzir o impacto
de fungicidas no ambiente. May (1994) e Feichtenberger (2001) sdientam que o emprego dos
diversos métodos de controle de Phytophthora em citros, via adogdo conjunta das medidas de
controle (mango integrado), € amelhor estratégia no combate a doenca.

2.5 Resisténcia genética de gen6tipos a gomose dos citros

Uma grande variabilidade na ressténcia a gomose tem sdo observada
entre gendtipos usados como porta-enxertos, en condicdes de infeccdo natura bem como sob
inoculagéo artificid. A resséncia de egpécies e cultivares citricas a Phytophthora spp. foi
estudada desde o inicio do século 20 (Averna-Sacca, 1917). Fawcett (1923), inoculando
mudas e plantas no campo, observou que plantas de C. aurantium (laranja ‘Azeda) e P.
trifoliata foram resgtentes e enquanto que C. grandis (toranja) e C. sinensis (laranja doce) se
comportaram como suscetivels ao patdgeno, ha época, denominado Pythiacystis citrophthora.

No caso especifico da doenca denominada, podriddo de raizes e/ou
radicelas os porta-enxertos sfo classficados como tolerantes e ndo tolerantes com relacéo
reacdo a Phytophthora. Nesse caso, a tolerancia do porta-enxerto esté relacionada diretamente
a sua capacidade de emitir novas raizes/radicelas frente ap ataque do patdgeno no solo, ou pela
limitacd da conversdo de propagulos do patdgeno em infecgbes devido ao mecanismo
bioquimico de plantas resistentes (Graham, 1995).

No Brasil, um dos trabdhos pioneros no estudo da resisténcia de
epécies e cultivares a Phytophthora spp. foi realizado por Rossetti (1947). Feichtenberger et
a. (1992) gpresentaram uma ampla revisdo dos trabalhos desenvolvidos no Brasl envolvendo
e ressténcia varieta de citros e géneros correlatos a Phytophthora spp. Sucessivos trabalhos
relatados nesta &rea foram desenvolvidos em todas as partes do mundo: Austrdia (Broadbent
& Goallonow, 1993); China (Zhu et d., 1991); Venezuedla (Rondon et a., 1993). A literatura
naciond e internacional acusa uma série trabahos envolvendo a reacdo de ressténcia de

gendtipos usados como porta-enxertos para citros em relacdo a gomose (Quadro 01).



Quadro 01. Reacdo de dguns gendtipos utilizados como porta-enxerto para citros em relagdo a

gomose.
Genotipos | Alta Resgente Moderada Suscetivd  Alta
resséncia SUSCEL.. SUSCEL.
liméo *Cravo’ (C. limonia) 6*,2 1,4,5,7,8,
10, 11
lim&o ‘Rugoso’ (C. jambhiri) 9,10 2,35,12 18
limé&o verdadeiro (C. limon) 3 259 11
liméo ‘Volkameriano 1,2,6 4,12
(C. volkameriana)
tang. ‘Sunki’ (C. sunki) 2,4,6 1
tang. ‘Cledpatra’ (C. reshni) 12,11 34,712 6,10
lima‘Pérga (C.limmettoides) 57,
trifoliata (P. trifoliata) 1,26,78, 3
9, 10,12
meacrofila (C. macrophylla) 2,812
dtranges (P. trifoliata vs. C. 45,12 1,2,7,10 3,811
sinensis)
ctrumelo (P. trifoliata vs. 12 8 4
C. paradis)
tangelo * Orlando’ 1,2,6 4

(C . paradisi vs. C. reticulata)
laranja Azedd (C.aurantium)  2,4,8,9, 1,3,6,7,

11 10,12
laranja‘Caipird (C. sinensis) 25,9 7,8
laranja (C. sinensis) 23511 1410
8,12
pomelo (C. paradisi) 511 2,9

*1 Carlos et al. (1997), 2 Feichtenberger (2001), 3 Hearn et al. (1974), 4 Rondon et a. (1993), 5
Rossetti (1947), 6 Pompeu Jr. (1991), 7 Sdibe (1974), 8 Timmer et a. (2000), 9 Fawcett (1923), 10
Castle et d. (1993), 11 Klotz & Fawcett (1930) e 12 Matheron et al. (1998).

Observando atentamente 0 Quadro 01 nota-se que um mMeIMo
gendtipo pode ser classficado em mais de uma caegoria de resgéncialsuscetibilidade a
Phytophthora spp. fato que pode estar relacionado a diversos fatores hidticos e abidticos
envolvidos no patossstema Phytophthor a-citros.

Alguns porta-enxertos de citros gpresentam elevada resisténcia a
Phytophthora (Quadro 01) e sfo largamente utilizados na citricultura dos EUA como P.
trifoliata e seu hibridos, citrumelos e a laranja ‘Azeda Cadtle et al., 1993). No entanto, 0s
porta-enxertos P. trifoliata e seus hibridos sGo pouco difundidos no Brasl em funcdo de

problemas de incompetibilidade com a laranja ‘Péa, cultivar mais comum no Brasl (Tedfilo
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Sobrinho, 1991). No caso especifico da laranja ‘Azeda, a suscetibilidade ao virus da tristeza
dos citros limita 0 seu uso no Brasil (Miller & Costa, 1993), dém da intolerncia a podridéo
deradicelas (Graham, 1995).

Muitos fatores estfo envolvidos na ressténcigtolerancia de citros a
Phytophthora spp. entre os quais se destacam: ambiente (Fawcett, 1923); espécie e isolado do
patdgeno (Klotz et a., 1958; Grimm & Whidden, 1962); presenca ou auséncia de outros
patégenos na planta (Mdlo e d., 1971), mé&odo de inoculacdo e avadiacd empregado
(Grimm & Hutchison, 1973); estado de vegetacdo do hospedeiro e da propria cultivar-copa
(Rostti & Bitancourt, 1951; Ippolitto et d., 1996), idade da planta e aspecto nutricional
(Broembsen & Deacon, 1997), sdinidade do solo e pH do solo (Blaker & McDondd, 1986),
grau de dorméncia da planta, suculéncia e vigor dos tecidos e o tipo da doenca em estudo
[gomose ou podridéo de radicelas] (Carpenter & Furr, 1962). As diferencas na patogenicidade
de isolados de P. parasitica em citros foram relatadas por Klotz et d., (1958) e Grimm &
Whidden (1962).

Matheron & Matgka (1992) descrevem trés fatores responsaveis
pelos conflitos na dasdsficacd de gendtipos de citros quanto a ressténcia e/ou suscetibilidade
a Phytophthora: tipo de patologia em estudo (gomose ou podriddo de radicelas), espécie de
Phytophthora envolvida no estudo (P. parasitica e P. citrophthora) e fatores bidticos e
abidticos envolvidos no patossstema citros-Phytophthora. Para compensar ou minimizar a
influencia dos diversos efeitos ligados a0 patossstema citros-Phytophthora, os autores
sugerem que experimentos em laboratério, casa de vegetagdo e campo devem ser conduzidos
em diferentes locdidades, variando vigor, nutricio e idade da planta e empregando-se
diferentes métodos de inoculacdo e avdiacd. Os mesmos autores demonstraram  que
ressténcia a colonizacdo de tecidos vegetais de plantas a Phytophthora spp. varia de acordo
com a estacdo do ano. Nos EUA, o desenvolvimento de lesBes de Phytophthora spp. nos
tecidos € reduzida no inverno e maximano veréo.

A resgéncialsuscetibilidede do porta-enxerto exerce influéncia sobre
a populacdo de Phytophthora do solo. Em solos cutivados com porta-enxerto resistente a
gomose observouse diminuicdo drastica da populacdo de P. parastica na rizosfera das
plantas (Agostini & d., 1991). Um nivd dto de propdgulos do patdgeno no solo (1525
propégulos do pseudofungo/cnt) pode induzir doenca indlusive em gendtipos resistentes (Lutz
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& Menge, 1991). Graham (1990) afirma que 1,0 propagulo de P. parasitica por cnt de solo é
capaz de induzir doenca nas plantas e acrescenta que P. trifoliata e citrumeo ‘Swingle so
intolerantes a Phytophthora quando plantados em solos contendo até 10 propagulos de P.
parasitica por cn de solo.

A resgéncia de um portaenxerto a gomose - ‘Foot rot’ ou
‘Phytophthora gummosis, nem sempre corresponde com a resisténcia a podridéo de radicelas
- ‘Root rot’. Os gendtipos citrumdo ‘Swingle e C. macrophylla sfo classficados como
ressentes as infecches de tronco e de raizes. A laranja ‘Azedd € classficada mundidmente
como resistente a infecgbes de tronco, no entanto € intolerante a podridéo de radicelas (Furr &
Carpenter, 1961; Carpenter & Furr, 1962; Grimm & Hutchison, 1973; Graham, 1990).
Graham (1990) classificou os gendtipos com reacdo a podridéo de radicdlas em trés grupos.
tolerantes (P. trifoliata e dtrumdo ‘Swingle), suscetiveis citrange ‘Carrizo’, tangerina
‘Cledpatra e laranjas doce e liméo rugoso como intermediério.

Os porta-enxertos limdo ‘Cravo’, laranja ‘Azedd, tangerinas ‘ Sunki’
e ‘Cledpatra e citrange ‘Carizo s classficados como moderadamente tolerantes ou
intolerantes a podriddo das radicelas/raizes. No entanto, citrange ‘Carrizo’, laranja ‘Azedd e
limoeiro ‘Cravo’ so classficados como resistentes e€/ou moderadamente resistentes a gomose
(Carvaho, 2000; Feichtenberger, 2001).

A podriddo de radicedlas no Brasl assume menor importancia em
rdacdo as infecgdes de tronco de Phytophthora devido a baixa utilizacdo da irrigacdo dos
pomares, tipo de solo, matéria organica do solo e a coincidéncia entre o periodo de inverno
com o periodo seco. As condicdes desfavoravels a ocorréncia de podridéo de radicelas no
Brasl e a grande importancia das infecgbes de tronco por Phytophthora geram maior
preocupacdo dos produtores e estudos académicos focadizando a gomose do tronco
(Feichtenberger, 2001).

Matheron & Matejka (1992) ressaltam que os resultados obtidos sobre
a resgéncia de gendtipos a Phytophthora em testes atificiais (laboratorio e casa de
vegetacdo) nem sempre correspondem & resisténcia de gendtipos no campo. Os autores
encontraram maiores lesdes provocadas por Phytophthora em noculacBes de laranja ‘ Azeda
quando comparadas com lesdes de lim&o rugoso em teste controlado. No campo a Stuacéo se
inverteu, as lesdes de Phytophthora foram sempre maiores nas inoculagdes em limé&o rugoso.
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Em muitos casos a toleréncia de gendtipos a podridéo de radicelas é aceitavel como indicador
pararesisténciaa gomose (Carpenter & Furr, 1962; Graham, 1990).

Carvaho (2000) detectou que P. trifoliata € resistente as infecgbes de
tronco e tolerante as infeccBes de raizes provocadas por P. parasitica e que este gendtipo
transmite mals acentuadamente a caracteristica de resgténcia a gomose e a toleréncia a
podridéo de radicelas aos descendentes quando comparado com a laranja ‘Azeda congtituindo
um fator de grande importancia para programas de melhoramento da cultura.

Embora a literatura estga repleta de trabahos envolvendo a
identificacdo e caracterizacdo de gendtipos resstentes e suscetiveis a Phytophthora spp.
(Broadbent, 1977; Feichtenberger et d., 1992) nota-se uma escassez de estudos relacionados a
heranca da resisténcia a gomose.

Hutchison (1985) destaca que os estudos de heranca da ressténcia a
doencas e para outros caracteres em citros praticamente sdo raros devido ao tempo de geracéo
(7 a 10 anos), edterilidade, heterozigosidade e o tipo de reproducdo. O mesmo autor descreve
gue no caso especifico de ressténcia a Phytophthora spp. a heranca € complexa, de natureza
quantitativa e governada por muiltiplos genes.

Furr & Carpenter (1961) andisando o comportamento de individuos
F1 de diversos cruzamentos entre parentais contrastantes para ressténcia a Phytophthora
observaram grande amplitude na resposta a0 patdgeno indicando que a heranca da ressténcia
de citros a doenca € complexa e provavelmente controlada por muitos genes. Graham & Castle
(1993) destacam que a heranca de porta enxertos de citros para ressténciatolerancia a
Phytophthora spp. € de carder quantitativa sendo controlada por varios genes.

Laville (1975), andisando diversos trabahos de citros x resgéncia
varigd sugeriu que ha uma superposicdo de mecanismos de resisténcia a Phytophthora
relatando haver duas categorias de heranca de ressténcia uma do tipo oligogénica e outra do
tipo poligénica O controle genético da resséncia monogénica normamente envolve uma
rdlacdo do tipo gene-a-gene, na qua o produto de um gene de aviruléncia do patdgeno é
reconhecido pelo produto do gene de resisténcia do hospedeiro, que desencadela uma resposta
de resgténcia na planta. No entanto, ha casos de ressténcia horizonta ou quantitativa, de

caracteristica oligo ou poligénica (Cervera et al., 1996).



24

Os mecanismos de ressténcia edtruturais e bioquimicos de gendtipos
a Phytophthora sdo ainda pouco estudados. Vernenghi et a. (1987) reportam que a substéncia
do grupo das coumarinas, derivada de compostos de &cidos fendlicos, denominada sesding,
foi dntetizada em raizes do limoeiro rugoso em resposta a infeccdo de Phytophthora spp. e
inibiu 0 desenvolvimento do patdgeno. Desta forma, a sesding, comportorse como uma
fitodexina, nome empregado aos compostos de defesa bioquimica formado nas plantas em
reposta ainfeccao por fitopatdgenos (mecanismo pos-infecciond).

Afek & Sztgberg (1989) relataram que a substéncia denominada
escoparone, uma fitodexina do grupo das coumarinas, esta associada a ressténcia bioquimica
a Phytophthora e que o escoparone, um derivado de compostos fendlicos pds-formado,
acumulaem maior quantidade em nos tecidos de cultivares res stentes a Phytophthor a.

Suligyowaty et d. (1990) demonstraram que a producdo de
escoparone € mais rgpida em gendtipos resistentes como, citrange ‘Troyer' . trifoliata vs.
C. sinensis), quando comparada com gendtipo suscetivel, limd rugoso (C. aurantium). A
biossintese do escoparone e seu modo de acdo semehante as fitodexinas em plantas foram
confirmados no controle de Phytophthora em frutos de citros por Ortufio et a. (1997). A
sdinidade do solo € um fator que predispde plantas a infecgBes de Phytophthora spp. e atua
reduzindo a acumulacéo de escoparone nos tecidos das plantas (Blaker & McDonald, 1986).

A defesa fisca ou edruturd das plantas a Phytophthora é bastante
conhecida. A camada de suberizacd0 dos tecidos da casca dos citros € 0 mas importante
mecanismo de resigéncia naturd da planta a infeccdo de Phytophthora e uma vez rompida a
bareira edruturd, via ferimento fiSco ou quimico, a ressténcia é automaicamente
‘quebrada’ (Fawcett, 1923; Klotz et a., 1968). Whiteside (1971) provou que o patdgeno
necessita de ferimento para penetrar na planta e provocar infecgao.

Broadbent (1977) acrescenta que gendtipos resistentes e suscetiveis
sé0 iguamente infectados com Phytophthora spp. na regido de elongacdo das radicelas e que a
caracteridica de resséncia va se expressar somente quando as céulas edtiverem totamente
diferenciadas. O autor exclui a ressténcia morfolégica como mecanismo de resséncia em
radicelas e afirma que a ressténcia a Phytophthora esta associada a fatores bioguimicos ou
fisologicos exisentes entre os gendtipos resigentes e suscetiveis. Os trabdhos de Wildmer et
a. (1998) confirmam as hipbteses levantadas por Brosbent (1977) e acrescentam que o fator
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tolerancia presente em muitos gendtipos aua na inibicdo do crescimento de Phytophthora nos
tecidos da planta.

A resgéncia multipla de porta-enxerto de citros as doencas causadas
por Phytophthora spp., aos nematdides dos citros e ao virus da tristeza dos citros (CTV) pode
s encontrada em P. trifoliata. No entanto, a heranca da ressténcia pode se dar de forma
independente para o0s patdgenos. A combinacdo de caracteres desgjdveis  como:
compatibilidade porta-enxerto/copa, problemas de adaptacdo a0 solo e resisténcia as doencas
dos citros reunidos num sO cultivar comercid é quase impossivel, no entanto, a adocéo de
técnicas smples e precoce de avdiacdo de caracteres, associada a0 uso de marcadores
moleculares pode viabilizar 0 desenvolvimento de porta-enxertos promissores para Citros
(Broadbent & Gollonow, 1993).

2.6 Métodos de inoculagao e avaliacdo de Phytophthora spp.

A avdiacdo da ressténcia de porta-enxertos de citros a Phytophthora
$op. em grande nimero de materiais, dentro de programas de melhoramento, exige a adocéo
de méodos de inoculacdo atificid e avdiacdo répidos e eficientes dém de permitir boa
repetibilidade e corrdlacd com as infecges naturais no campo. A escolha da metodologia de
inoculagcdo de Phytophthora spp. depende do objetivo do trabalho com a doenca avo, do
inoculador, parte da plantaem estudo e espécie da planta e do patdgeno.

Rossetti  (1947) estudando a suscetibilidade de porta-enxertos a
gomose usou 0 méodo da incis®o inoculando discos de micdio em plantas no campo. O
méodo da incisfo foi primeramente utilizado na avaiagdo de gendtipos de citros nos EUA
em 1912, por Fawcett (1923) o qua conseguiu reproduzir sntomas da doenca a partir de
inoculacdes usando pedacos de tecido vegeta infectado com Phytophthora ou de cultura pura.

Diversas metodologias de inoculacdo de Phytophthora em porta
enxertos para citros s Uutilizadas: imersdo de plantulas em &gua aerada contendo zodsporos e
posterior plantio em solo infestado (Carpenter & Furr, 1962), infestacdo do solo com
clamidosporos de Phytophthora (Graham, 1990), insercéo de pedacos de micdlio do patdgeno
em frutos, ramos e tronco de plantas no campo (Fawcett, 1923; Klotz & Fawcett, 1930),
inser¢do de disco contendo meio + micdlio sob a casca de plantas semelhante a0 processo de
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borbulhia de gemas (Grimm & Hutchison, 1973; Afek & Sztgnberg, 1990), insercdo de
suspensdo de zodsporos em incisdes redizadas na base das plantas (Whiteside, 1974; Smith et
a., 1991) do uso do pdito de dente colonizado com patdégeno (Aguilar-Vildoso & Pompeu Jr.,
1997) e inser¢do de agulha contaminada com o patégeno em plantulas (Siviero et d., 2000).

A avdiagdo das inoculagbes para 0 caso de podriddo de
raizesradicelas pode ser redizada estimando-se a percentagem de sobrevivéncia de plantulas
(Carpenter & Furr, 1962); medindo a percentagem de radicdlas doentes/sadias (Grimm &
Hutchison, 1973); porcentagem de reducdo do peso da matéria fresca das radicelas (Matheron
et d., 1998); edtimando visudmente a infeccéo usando o teste de tetrazdlio (Klotz & DeWolfe,
1965) e usando medidas de sobrevivéncia, vigor e aspecto gerd das plantas (Carvaho, 2000).
Nas inoculagcBes de Phytophthora em parte aérea de plantas a &rea lesionada pelo patdgeno
pode sar mensurada com o0 auxilio de planimetro (Klotz & Fawcett, 1930); através da
edimativa da porcentagem de andlamento do tronco (Smith et a., 1987) ou por medidas do
comprimento e largura da lesfo e formacdo de goma provocada por Phytophthora (Fawcett,
1923).

A inoculacéo de plantas jovens em ambiente protegido pode ser
redizada inoculando-se 0 solo/substrato ou anda as raizesradicdas das plantas. Este
procedimento esta direcionado no estudo das podridfes de raizesradicelas e tombamento de
mudas (Graham, 1988).

Klotz & Fawcett (1930) ressdtam que a smples multiplicacdo da
medida do comprimento pela largura da lesdo visando estimar a &ea de lesdo provocada por
Phytophthora gera erros superestimando a é&rea rea entre 25 e 50%. Aradjo (1998) confirmou
os dados Klotz & Fawecett (1930) calculando o erro de superestimagéo da &rea lesionada de 15
e 59%, dependendo do método de avaliacdo da &realesionada.

Grimm & Hutchison (1973) adotaram uma escala de notas de 1 a 5
para avdiacdo de gomose em inoculagBes de hastes de plantas jovens considerando a area de
andamento lesonada. Smith et d. (1987) propuserem uma escaa diagramatica para avdiacéo
de gomose, modificada de Grimm & Hutchison (1973), que prevé notas de quantidade de
doenca que variam de 0 a 5, levando-se em consderacdo principdmente a porcentagem de
andlamento provocado pelo patdgeno nas hastes inoculadas, formacdo de caos em torno da
lesdo e a extensdo da lesdo. A nota zero da escala de notas corresponde a 0% de anelamento e
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formacdo de caos em torno do local de inoculacdo e auséncia de lesdo do patdgeno no sentido
verticd e a nota 05 corresponde a 100% de andlamento e grande extensdo de &rea lesionada no
sentido vertical. A escda de Smith et d. (1987) foi utilizada para avaiacdo da resisténcia de
gendtipos a gomose em condigdes naturais de infeccdo (Oliveira& Santos Filho, 2000).

Araljjo (1998) estudando métodos de avdiacdo de lesbes em
inoculagbes de P. parasitica na parte aérea de plantas de 18 meses em casa de vegetacdo
detectou que: 0 comprimento das lesdes da parte superior do ponto de inoculacéo é sempre
maior e foi dtamente correlacionado-se a0 comprimento da lesio medida abaixo do ponto de
inoculacdo; a area da lesdo obtida aravés de duas metodologias digtintas correlacionou
postivamente com a medida do comprimento e da largura da lesfo no lenho gpresentando
coeficientes de corrdlacdo de 0,98 e 0,85%, respectivamente e que a edtimativa da area
lesonada por Phytophthora, depois de transferida da planta para o papel, pode ser redizada
com 0 uso apaeho medidor de aea foliar (‘Area metter’) ou aravés de programas
computacionais especificos como ‘ Image tools e ‘ Photo Shop'.

Smith & d. (1987) avdiaam a resséncia de cultivares de laranja
doce e diversos porta-enxertos a Phytophthora e concluiram que o méodo do disco apresenta
maior potencid de inbculo s comparado com méodos que utilizam zoGsporos ou
clamidosporos, pois apresentou lesdes de tamanho maior em inoculagdes experimentas.

Smith & d. (1991) estudaram a influéncia do potencid de inéculo e
de diversos métodos de inoculacdo de Phytophthora para medir a suscetibilidade de gendtipos
a gomose, inoculando plantas jovens em casa de vegetagdo e concluiram que: @ o méodo de
inoculacdo via clamidésporo é ficiente, prético quando comparado com o0 método do disco e
suspensio de zoGsporos e permite quantificar o indculo com mais facilidade b) o uso do
método do disco é muito severo devido a0 dto potencia de inéculo e ¢) a densdade de
indeulo pode afetar suscetibilidade da planta ao patdgeno.

Nos estudos de toleréncia de gendtipos a podriddo de radicdas a
densidade de indculo acima de 1,0 propagulo/ent de solo j& é capaz de induzir doenca em
plantulas, suscetiveisao patdgeno, com trés meses de idade (Graham, 1990).

Carvalho (2000) avadiando as infecches de tronco provocadas por
Phytophthora em hibridos de citros utilizou medidas do comprimento e largura da lesdo para o
cdculo da &ea lesonada pelo patégeno. Para avdiacdo da tolerancia de gendtipos a podriddo
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de raizes 0 mesmo autor empregou a taxa de reducdo de radicelas medindo sobrevivéncia,

vigor e aspecto gerd das plantulas inoculadas, comparando-as com as sadias.

2.7 Melhoramento genético de citros

Em um programa de melhoramento genético vegetd cdéssco que visa
a incorporacdo de genes de resigténcia a doencas € de fundamental importancia o
conhecimento do tipo de heranca dos fatores genéticos envolvidos na relacdo planta-patdgeno.
O estudo do modo de heranca genética somente € possivel por meio de hibridacdo entre
parentais contrastantes para a caracteristica em estudo e andlise da segregacdo para 0 caréter
nas progénies das geragdes i, F,....Fn.

O nimero de individuos e geragfes a serem avaiados depende do
objetivo do trabadho de melhoramento e da natureza da heranca da ressténcia envolvida pelo
caréter (qualitativa ou quantitativa). O processo de selecdo de novos individuos pode se tornar
trabalhoso, caro e lento se a base genética da interacéo patdgeno—hospedeiro for desconhecida.

No mehoramento de porta-enxertos de citros, 0 processo de obtencéo
de um gendtipo superior pretende associar as caracteristicas desgaveis como ressténcia a
adaptacdo em solos sdlinog/acidos, ressténcia a doengas e pragas, producéo de quaidade de
frutos, toleréncia ao frio/cdor, dtura de planta, rugticidade, producéo precoce e dto nimero
de sementes poliembridnicas (Hearn et d., 1974; Grosser & Gmitter, 1990; Medina Filho et
al., 1993).

O mehoramento de citros para porta-enxerto ou copa pode ser
redizado por sdecdo de gendtipos superiores ou por cruzamentos controlados (hibridagZo).
No caso de Citrus spp. 0s estudos genéticos e 0 melhoramento convencional s&o limitados
devido a0 longo ciclo de reproducdo, dta heterozigosdade da espécie, juvenilidade
prolongada, partenocarpia, depressio por endogamia, poliploidia e poliembrionia (Barret &
Rhodes, 1976; Grosser & Gmitter, 1990).

A juvenilidede é o fao das plantas originadas de semertes
goresentarem  habito de crescimento inicid lento, no entanto, vigoroso, maor sanidede e

quantidade de espinhos quando comparadas a plantas propagadas assexuadamente por



diversos ciclos reprodutivos. As plantas obtidas via enxertia apresentam crescimento rapido
Nnos primeiros anos, precocidade e uniformidade na producdo de frutos (Castle et d., 1993).

A poliploidia em citros € um fendmeno que interfere na tranamisséo
do caracteres da planta para geragfes seguintes. Os gendtipos tetrapldides apresentam folhas
mais espessas, de coloracdo escura, crescimento lento, porte reduzido, florescimento e
frutificacdo retardados e menor nimero de frutos e sementes por fruto (Cameron & Frog,
1968). As plantas autotetraploides produzem poucos frutos em relacdo as dipldides, no
entanto, sdo Utels nos trabahos de melhoramento sendo usadas como parenta em cruzamentos
com plantas dipléides na producdo de hibridos tripldides de grande interesse comercia, que
gerdmente ndo gpresentam sementes (Grosser & Gmitter, 1990).

A partenocarpia em citros condste no desenvolvimento do fruto sem
fertilizaco do 6vulo gerando frutos sem sementes e pode ser dividida em dois tipos. auténoma
- Stuacdo em que as combinagdes de genes sfo letais ao desenvolvimento de gréo de pdlen ou
saco embrionario como exemplo a laranja ‘Bahid e a partenocarpia estimulada — relacionada
a0 fenbmeno da auto-incompatibilidade associada a também esterilidade de gréos de pdlen que
ocorre em numerosos cultivares de laranja doce, limdes, e pomelos e pode ser observada nas
cultivares nas tangerinas ‘ Clementina’ e ‘Nova (Vardi, 1992).

As freglentes mutagbes sométicas e a grande pladticidade fenotipica
dos citros, influenciada pelas condigbes de ambiente podendo expressar fenétipos digtintos,
contribuem anda mais para dificultar os trabahos de genética e mehoramento da espécie
(Cameron & Frost, 1968).

O género Citrus é consderado dtamente heterozigoto, no entanto, a
caracteristica ndo pode ser estendida para todas espécies do género. A  heterozigosidade eta
presente em limdes e limas &cidas revelando uma origem através de hibridacdo interespecifica
No entanto, observa-se também em dguns gendtipos de citros apresentam baixos niveis de
heterozigosdade, como ocorre em C. sunki, C. reshni e C. myrtifolia sugerindo que a
autofecundacéo também teve importante papel na sua origem e evolucdo. Como o género
Citrus € heterozigoto os hibridos obtidos sdo geneticamente diferentes entre S, mesmo quando

originarios dos mesmos pais (Herrero et d., 1996).



Em espécies adgamas como os citros sdo encontrados atos nivels de
heterozigose na maioria dos locos, 0 que permite maior identificacdo de marcadores
polimérficos Gteis na consrugdo de mapas. O cruzamento entre duas plantas pode ser
redlizado e a progénie F obtida € geneticamente heterogénea, segregando 1:2:1 ou 3:1 quando
ambos os genitores forem heterozigotos e dipléides (com marcadores co-dominantes e
dominantes, respectivamente) ou segregando 1:1, se um deles for heterozigoto e o outro
homozigoto (com marcadores dominantes ou co-dominantes) (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

O processo de obtencdo de gendtipos superiores € prejudicado entre
outros fatores pelo processo da gpomixia ou embrionia nucear, pois as progénies formadas
S50 uma migura de plantas hibridas e nucdlares. A embrionia nucdlar pode ser de trés tipos:
nucdar, que gera plantulas idéntices & mé clivagem, via biparticdo do embrido sexud e
gpomixia, decorrente da exiténcia de mais de um gametdfito no évulo (Baret & Rhodes,
1976). Por outro lado, a poliembrionia nucdar € um faor positivo no mehoramento, pois a
propagecéo vegetativa da plantas é facilitada quando o gendtipo apresenta um grande nimero
de sementes poliembrionicas.

A proporcdo de embribes ziglticos e nucdares varia com as
espéciegcultivares de citros envolvides no cruzamento (Brieger & Moreira, 1945). A
identificacdo de pléntulas zigdticas de nucdares conditui fase importante nos trabahos de
melhoramento via hibridacdo (Barret & Rhodes, 1976). O méodo de separacdo de hibridos
nuceares de zigdticos pode ser redizado visuamente quando se usa 0 parentd P. trifoliata
que possui 0 marcador genético morfolégico caracteritico de folha trilobada, via isoenzimas
(Moore & Castle, 1988) e por meio de marcadores moleculares tipo RAPD (Cristofani et d.,
1996).

Os Citrus e seus géneros correatos se hibridizam com certa facilidade
consstindo numa boa caracterigtica para 0 melhoramento da cultura. A obtencdo de hibridos
de citros de egpécies intergenéricas e interepecificas envolve a escolha de parentais com
caracterigticas favoraveis ao melhoramento da espécie sob diversos aspectos.

A edratégia de criar novas combinagdes de cultivares de copa e porta-
enxertos e assm explorar a variabilidade dos citros, via cruzamentos, vem sendo utilizada pelo
homem ha muito tempo. Importantes cultivares comerciais de porta-enxertos e copas de citros
foram desenvolvidos por meio de cruzamentos controlados como os tangelos ‘Orlando’ e
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‘Minneola, C. reticulatavs. C. paradis) as tangerinas ‘Page’, ‘Robinson’, ‘Osceold e ‘Lee
[(C. reticulatavs. C. paradis) vs. C. reticulata] (Hearn et d., 1974).

Entre as combinagBes de parentais interespecificas a hibridacdo entre
C. sunki vs. P. trifoliata é uma das mas exploradas, devido as suas caracteridicas
contrastantes para diversos fatores entre des a resisténcia as doencas (Matheron et a., 1998:
Cavdho, 2000). A nomenclatura botanica sugerida para este cruzamento é citrandarin [P.
trifoliata - citrosvs. C. reticulata- mandarin] (Davies & Albrigo, 1994).

O porta-enxerto denominado C. sunki Hort. ex. Tanaka é originado do
sudeste da China sendo indicado como cavao para laranjas, tangerinas e pomelos, possui
diversas caracterigticas desgavels, como comportamento semehante a tangerina ‘ Cledpatra
no tocante a formacdo de copa, tolerncia a tristeza, xiloporose, sorose, declinio, tolerancia a
solos sdinos e a seca. A arvore de C. sunki é de porte médio, folha lisa e peciolo ndo dado,
espinhos curtos, e bastante produtiva. Os frutos de C. sunki sdo pequenos com peso médio de
20g, apresenta coloracdo laranja intenso, odor caracteristico, casca fina, ndo comestivel pea
dta acidez, possui sementes pequenas, rolicas, bom poder germinativo, poliembridnicas, com
cotilédones verdes (Pompeu Jr., 1991; Castle et al., 1993). O porta-enxerto ‘Sunki’ tem
caracterigticas indesgaveis como suscetibilidade a gomose (Feichtenberger, 2001) e pequeno
ndimero de sementes viaveis por fruto (Medina Filho et ., 1992).

O porta-enxerto P. trifoliata (L.) Rafinesque ‘Rubidoux’, espécie
Unica do género, € um porta-enxerto muito usado no Jgpdo, Urugua e em paises de clima
temperado sendo indicado para combinagBes com laranjas, limas &cidas e tangerinas. O porta
enxerto P. trifoliata induz excdente quaidade de suco, ided para regides frias e Umidas, induz
baixo vigor na planta reduzindo o porte da copa, facilitando a colheita e 0 adensamento do
pomar (Pompeu Jr., 1991). A planta de P. trifoliata apresenta porte pequeno a médio, folhas
trilobadas, cardter usado como marcador genético em programas de mehoramento, frutos de
casca rugosa, sementes poliembrionicas de tamanho grande gpresentando em gerd de 30 a 40
sementes por fruto (Salibe, 1974; Castle et d., 1993).

O portaenxerto P. trifoliata apresenta boas caracteridticas
fitossanité&rias como dta ressténcia a gomose, aos nematoides (Tylenchulus semipenetrans e
Pratylenchulus coffeae), a0 virus da tristeza dos citros e a xiloporose, no entanto possui
aspectos negativos como suscetibilidade ao exocorte, intoleréncia ao declinio (Feichtenberger,
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2001) baixo desenvolvimento no viveiro, intolerante a seca, dta exigéncia quanto a fertilidade
do solo e apresenta incompatibilidade com laranja ‘Pé&a, limbes verdadeiros e tangor
‘Murcott’ (Tedfilo Sobrinho, 1991).

As necessdades primérias para 0 desenvolvimento de um programa
de mdhoramento em citros visando a resgéncia ou tolerdncia de porta-enxertos a
Phytophthora sdo: fontes de resisténcia, método €ficiente de inoculagdo do patdgeno para
evitar escapes, ser prético, visando avdiar um grande nimero de gendtipos e considerada
producdo de sementes hibridas produzidas a partir do cruzamento entre parentais (Furr &
Carpenter, 1961).

Higoricamente, o mehoramento de porta-enxertos no Brasl foi
redizado a partir da sdegdo de plantas citricas existentes nos bancos de germoplasma e de
gendtipos provenientes de programas de mdhoramento conduzidos no  exterior,
principadmente, nos EUA (Pompeu Jr., 1991). O desenvolvimento de hibridos de citros para
copa e porta-enxerto no Brasil € recente e teve um grande impulso no inicio da década de
noventa (Machado, 1997). Destaca-se o trabaho desenvolvido por Carvaho (2000) que testou
diversas combinagdes de hibridos de citros para as duas mais importantes doencas do
complexo Phytophthora — citros: podriddo do tronco e das radicelas.

No Estado de S8o Paulo, as prioridades para 0 melhoramento de citros
— Phytophthora estdo voltadas para 0 estudo do modo de heranca, mapeamento genético e
desenvolvimento de técnicas de avdiacdo precoce de hibridos visando obter porta-enxertos
gue sgam resi stentes'tol erantes ao patdgeno (Machado, 1997).

2.8 Utilizacdo de marcadores moleculares em estudos de genética e no

melhoramento de citros

O uso dos marcadores moleculares tem incrementado a eficacia dos
métodos cléssicos de mehoramento de plantas visando ressténcia a doencas, por diversos
motivos. auxilia na detecc@o e locdizagdo de genes de resisténcia a doenca e compreenséo da
heranca da resdsténcia, permite a sdecdo e identificacdo rgpida de gendtipos resistentes

eliminando a lentidd e o dto custo dos métodos convencionais e a facilidade de sdecdo



precoce de individuos portadores de fatores genéticos desgavels expressos na fase adulta das
plantas (Tankdey et a., 1989; Vega, 1997; Cristofani & Machado, 1999).

Os avangos da biologia molecular foram potencidizados peo uso de
técnicas baseadas em PCR (‘Polymerase chain reaction’). Modernos e mais refinados
marcadores moleculares est80 sendo desenvolvidos e utilizados em citros: a técnica do RAPD,
RFLP (‘Redriction fragment lenght polymorphisn’), AFLP (‘Amplified fragment lenght
polymorphism’) e microssatélites (Roose, 1988; Luro et a., 1992; Sugawara & Oowada, 1995;
Gmitter et d., 1998; Crigofani et d., 1999), contribuindo decisivamente para 0 avango no

conhecimento da genética e melhoramento dos citros.

Na espécie Citrus, os marcadores moleculares tém sSdo Uteis na
caracterizacd0 de germoplasma (Machado et a., 1996; Luro et da., 1992), no mapeamento
genético (Gmitter et d., 1996, Durham et al., 1992; Jarrel et d., 1992; Cristofani et a., 1999),
na diferenciacdo de embrifes nucdares e zigdticos (Cristofani et d., 1996), na caracterizacéo
de patogenos (Aguilar-Vildoso, 1997; Kuramae-lzioka e d., 1997), no diagnégtico do
patégeno via obtencdo de sondas moleculares (Goodwin et d., 1989) e em estudos de heranca
genética (Cai et d., 1994; Cheng et d., 1995; Ling et d., 2000).

O mapeamento genético de citros tem sdo grandemente beneficiado
com o advento dos marcadores moleculares. A tecnologia permite sdecionar gendtipos
superiores para varios caracteres num curto espago de tempo. A sdecdo assstida por
marcadores moleculares, tecnologia que liga marcadores moleculares a locos génicos
importantes para a agricultura, e a donagem de genes sfo ferramentas Uteis em programas de
melhoramento de plantas perenes como os citros (Machado, 1997, Gmitter et a., 1998). No
entanto, até 0 ano de 1992, nenhum gene que confere resisténcia a doencas em plantas tinha
sido detectado e clonado usando a biologia molecular (Staskawicz et d., 1995)

Os mapas genéticos sdo congtruidos pela andise de co-segregacdo dos
marcadores genéticos nos produtos da meiose. Os marcadores localizados em diferentes
cromossomos devem segregar  independentemente e os marcadores localizados no mesmo
Ccromossomo S20 trangmitidos conjuntamente, a menos que edta ligacdo sga quebrada por uma
recombinacdo no gameta parental. A construcdo de mapas genéticos e posterior locaizacdo de

QTLs associados a caracteristicas de interesse agrondmico pode ser redlizada com auxilio de



programas computacionais como JoinMap, Qgene, MapmakerQTL e basda-se em
metodologias de esperancas matemético-estatisticas que associa as informacdes da segregacao
de pares de marcadores moleculares a caracterigtica fenotipica que se quer mapear (Liu,
1998).

Liou (1990) estabeleceu grupos de ligacdo utilizando seis marcadores
isoenziméticos e trinta e seis marcadores moleculares RFLP em sessenta e cinco plantulas
derivadas de um retrocruzamento entre LB 1-21 vs tangerina ‘Clementind. Foram
estabelecidos oito grupos de ligagdo com trinta e cinco locos mapeados sendo 29 RFLP e 6
locos isoenziméticos. As conclusdes obtidas por Liou (1990) revelam que as insergdes e
delecbes representam um importante mecanismo no polimorfismo encontrado em citros.

Durham (1990) relata que as insergdes e delecbes podem ser mais
comuns em algumas espécies de citros, quando comparadas com outras do mesmo género. O
mesmo autor trabalhando com o0 mapeamento de genes para tolerancia ao frio avdiou sessenta
e cinco progénies do retrocruzamento entre C. grandis como pa recorrente e P. trifoliata
como pa doador. Cinglienta e seis marcadores, incluindo nove isoenziméticos e quarenta e
oito RFLP foram agrupados em onze grupos de ligacdo gerando um mapa de 553 cM. A
toleranciaao frio foi correlacionada a sete QTLS, quatro deles possuindo influéncia positiva

Roose et d. (1992) utilizaram sessenta progénies do cruzamento entre
cdtrumdo (C. paradis vs. P. trifoliata) e ctrange ‘Troyer (C. sinensis Osbeck vs. P.
trifoliata) para identificar marcadores ligados a genes controlando ressténcia ao CTV, queda
de folhas, tempo de dorméncia, ocorréncia de florescimento e circunferéncia do tronco. Os
autores utilizaram congtruiram um mapa de ligacdo contento 45 marcadores, 9 isoenziméticos
e 37 RFLP.

Jard e d. (1992) congruiram um mapa de ligacdo baseados na
segregacdo de oito locos isoenziméticos, 1 proteina e 37 marcadores RFLP em 60 progénies
do cruzamento intergenérico de citrumelo ‘Sacaton’ (C. paradise Macf. vs. P. trifoliata) e
citrange Troyer (C. sinensis Osheck. vs. P. trifoliata) largamente utilizado como porta enxerto.
Foram obtidos 10 grupos de ligagdo contendo 38 dos 46 locos estudados. O tamanho do
genoma foi edimado em 1700 cM. Aproximadamente 35% dos marcadores mapeados
mostraram-se em torno de 10 cM e 58% dentro de 20 cM, oito locos em trés grupos de ligagéo
e 1 loco néo ligado mostrou desvios significantes da segregacéo mendeliana.



Luro e d. (1994) trabalhando com marcadores isoenzimaticos, RFLP
e RAPD em 52 plantas do cruzamento triplo de C. grandis vs. (C. reshni vs. P. trifoliata
‘Swingle’) edtabeleceu um mapa de ligacdo contendo 95 marcadores didtribuidos em 12
grupos de ligagdo, sendo que 12 marcadores ndo agruparam em nenhum grupo. Trinta e sete
por cento dos 104 marcadores mostraram distorgBes significativas pelo teste de X? ao nivel de
5% de probabilidade em relagéo & segregacdo tedricade 1:1.

Em programas de mdhoramento de espécies perenes a edratégia
mapeamento utilizando a técnica ‘pseudo-testcross envolve a progénie R devido a dificuldade
de se obter geragbes avangadas. O principio do ‘pseudo testcross € que se um parental for
heterozigoto para um marcador RAPD e o outro parentd apresentar formas aéicas ndo
detectadas (gendtipo nulo), a progénie K segrega na proporcéo de 1:1 para auséncia e presenca
do segmento de RAPD detectado (Grattapaglia & Sederoff, 1994). Em resumo, a geragéo R
obtida do cruzamento entre duas plantas de uma mesma espécie heterozigota lembra uma F2
ou um retrocruzamento nos modelos césscos de culturas anuais (Ferreira & Grattgpaglia,
1996).

A eficiéncia da adocdo do ‘pseudo testcross e de outras estratégias de
mapeamento estdo associadas a digéncia genética entre os individuos cruzados e o nive de
heterozigosidade da espécie, ou sga, quanto maior for a disténcia genética entre os genétipos
dos parentais cruzados maior a chance de se detectar polimorfismos de DNA na populacdo
segregante (Carlson et al., 1991; Grattapaglia & Sederoff, 1994).

Crigofani e d. (1999) usando a estratégia de ‘pseudo testcross e
marcadores moleculares do tipo RAPD congtruiram mapas de ligagd de C. sunki e P.
trifoliata ‘Rubidoux’ e locdizaram o gene de ressténcia ao CTV (virus da tristeza dos citros)
no grupo de ligacdo | de P. trifoliata ‘Rubidoux’. A estratégia do ‘pseudo testcross foi
empregada no mapeamento de QTLs associados as doencas em outras espécies lenhosas como
Vitis sp. (Dalbd, 1998) e Hevea sp. (Lespinasse et d., 2000).

No intuito de agilizar a identificacdo de marcadores ligados a um gene
ou a uma regido gendmica dois méodos podem s utilizados a andise em linhagens quase
isogénicas (NIL’s - “near isogenic lines’) ou a andise de populaches segregantes com
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fendtipos contrastantes, pela técnica de BSA “Bulked Segregant Andysis’ (Michdmore e d.,
1991). O uso de linhagens quase-isogénicas em trabahos de mapeamento genético de espécies
perenes € limitado peo longo ciclo de reproducdo, pois demandam uma e
retrocruzamentos sucessivos. A maioria dos casos de mapeamento de genes associados a
resgténcia as doencas em plantas, principamente, as anuais sGo baseados em NIL’s (Ferreira
& Grattapaglia, 1996).

O uso da técnica da andlise de mistura de DNA (‘bulcks) ai BSA,
associada a0 marcador molecular ligado ao gene de interesse, tem sido bastante difundida no
melhoramento de espécies anuais e perenes, principdmente, para caracteres quditativos
ligados a genes de resisténcia as doengas. O método do BSA se baseia no principio de que se 0
polimorfismo detectado por um marcador molecular edtiver associado a caracterigtica de
ressténcia a doenga, 0 DNA do grupo de plantas resistentes tera 0 mesmo padrdo molecular
do parenta resigtente, raciocinio andogo pode ser redizado para plantas suscetiveis e seus
parentais (Michdmore e d. 1991). A técnica de BSA prevé a sdecdo de véaios locos
sSmultaneamente e permite andisar marcadores em desequilibrio de ligagdo préximos ao gene
avo (Williamset d., 1993).

Mestre et d. (1997) encontraram sete marcadores RAPD ligados ao
virus da tristeza dos citros CTV utilizando a técnica de BSA. Ling & d. (2000), através de
BSA determinaram a heranca da resisténcia dos citros a Tylenchulus semipenetrans. A técnica
do BSA tem sido recomendada para espécies perenes, onde a obtencdo de retrocruzamento €
inviavel para os trabdhos de mapeamento genético, sendo uma técnica dependente de dta
divergéncia genética entre os parentais (Michedmore et d., 1991).

Grande parte dos caracteres de importancia econdmica envolve a agéo
de poligenes que agpresentam variagdo continua no fendtipo, forte influencia ambientd e
heranca quantitativa (QTL) de dificil manipulacdo. O estudo de poligenes usando marcador
genético de heranca smples associado a uma caacteridica quantitativa foi  primeiramente
descrito no feijoeiro por Sax (1923).

Um grande nimero de associagbes entre marcadores moleculares e

caracteres ligados a doencas de plantas que apresenta heranca oligogénica ja foram detectadas
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(Mdchinger, 1990; Young, 1996). No entanto, estudos envolvendo a deteccdo de marcadores
genéticos e QTLS, em sstemas de heranca complexa, por serem mais demorados, complicados

e trabalhosos sdo reduzidos na literatura.

O mapeamento de QTLs é baseado em testes de ligacdo entre
marcadores moleculares e caracteridicas fenotipicas. Os méodos mais empregados na
deteccdo da associacdo marcador-fendtipo sdo os moddos lineares de andlise de vaiancia e
regressdo linear. O méodo ndo requer a construcdo de mapas e apenas detecta associages
entre marcadores e QTLS, sem locaizar a posi¢céo no mapa (Edwards et d., 1987).

Diversas metodologias de mapeamento sG0 empregadas envolvendo a
andise dos mapas e a locdizagdo de QTLs de interesse agronfmico: mapeamento por
marcador (por ponto, ‘single marker’ ou ‘point andyss) [Tankdey, 1993]; mapeamento por
intervdlo (marcadores flanqueadores), desenvolvido por Lander & Botsein (1989);
mapeamento por intervalo composto (Composite Interva Map) proposto por Zeng (1993,
1994) e 0o modelo de multiplos QTLs (Jansen, 1993) .

A deteccéo de QTL utilizando o método por marcador Unico ou por
ponto € a forma mais smples de mapear QTLS Um resultado dgnificativo extraido de uma
andise edatidica que compara 0 vaor do cardler e as classes genotipicas geradas pelo
marcador denuncia a presenca da ligagdo entre marcador e QTL. No entanto, este tipo de
edtratégia apresenta a desvantagem de deteccdo de QTLs fadsos ou QTLs fantasmas (erro tipo
I) problema que pode ser parcidmente sanado quando se promove um aumento no nivel de
ggnificancia Ao redizar este procedimento pode-se ocorrer o risco da ndo deteccdo do QTL
(erro tipo 1), ou sga, deixar de declarar a associacdo, marcador X QTL, quando esta realmente
exise. Outra desvantagem da andise por ponto é a tendéncia de subestimar os efeitos aditivos
e de dominancia devido a ocorréncia de recombinacéo entre 0 QTL e o marcador molecular
(Ferrera& Grattapaglia, 1996; Y oung, 1996; Liu, 1998).

O mapeamento por intervado € uma dterndiva que aumenta o poder
de deteccdo da associagdo QTL-fendtipo, pois, estima a magnitude do efeito e a posi¢cdo do
QTL. A metodologia se baseia na segregacdo dos marcadores moleculares usando a funcéo de
méxima verossmilhanca para estimar a freqiéncia de recombinagdo e o efeito do QTL no

intervao entre dois marcadores do mapa genético. O método testa a probabilidade de cada



intervalo do mapa ser detentora de um QTL através de testes estatisticos, considerando que a
regido possui um QTL. No entanto, o0 mapeamento por intervalo apresenta baixa resolucéo
quando dois ou mais QTLs est@o dStuados proximos nos grupos de ligacdo (Lander &
Botstein,1989).

A meodologia de mapeamento por intervdo composto (MIC)
proposta por Zeng (1993, 1994) e o modelo de QTLs mditiplos (Jansen, 1993) utilizam
informagdes de varios marcadores como cofatores, aumentando desta forma a precisio no
mapeamento e deteccdo de QTLS que possam ocorrer em intervalos adjacentes no mesmo
grupo de ligacdo. O MIC prevé um enfoque misto entre 0 método da maxima verossmilhanca
e as técnicas de regressio linear muitipla O método do MIC permite andisar cada intervalo do
mapa S multaneamente considerando as diferentes hipéteses e modelos de ocorréncia de QTLS
em intervaos adjacentes diminando os efetos de QTLs ligados no mesmo cromossomo ha
andlise dos QTLsremanescentes (Jansen, 1993; Zeng, 1993,1994).

Outras técnicas avancadas de mapeamento vém sendo desenvolvidas
como a técnica do mapeamento de mlltiplas caracteristicas que leva em consderacdo 0s
efeitos de ligacdo entre os QTLs ou pleiotropicos (Jang & Zeng, 1995) e a técnica do
mapeamento multiponto que incorpora parametros de epistasa no modelo de mapeamento do
cardter em estudo (Kao et a., 1999).

As diferentes metodologias de mapeamento como poé exemplo O
mapeamento por um Unico marcador (por ponto ou ‘single marker'’), mapeamento por
intervalo e mapeamento por intervalo composto estdo disponiveis em pacotes reunidos em
programas como QTLStat, JoinMap, Qgene, MapMaker, QTLCartographer e outros
programas que possuem caracteristicas peculiares de andise que consderam diversos aspectos
de andises genéticas e edatidticas como ddineamentos, técnicas moleculares empregadas no
edudo e prevé anda 0 mapeamento de poligenes responsdveis por vias metabdlicas
conhecidas ‘a priori’ que conddera as relagles biologicas com as fenotipicas. Este modelo foi
denominado Modelo Metabdlico Genético (Y oung, 1996; Liu, 1998).

O programa QTL Cartographer foi desenvolvido nos EUA por Basten
et a. (2000) e mnsste num conjunto de programas para mapeamento de QTLs a partir de um
mapa de ligacdo genético que pode ser obtido através do Mapmaker.



Os métodos de mapeamento por intervalo bassiam-se na estimativa da
méxima verossmilhanca dos parametros de fregiéncia de recombinacdo, ordem dos
marcadores e magnitude do efeito do QTL. O tete da maxima verossmilhanca leva em
consderagdo aproximagies numéricas associadas a par@metros populacionais desconhecidos
oriundos de dados amodtrais, podendo ser adotado ao estudo de associacdo de marcadores ou
QTLs ligados ao cardter em estudo. O método se baseia num teste de hipdtese definido por um
vaor limite conhecido como ‘LOD score (LOD - ‘log of Odds'). O vaor do LOD é entdo o
logaritmo na base 10 da razéo entre a hipdtese de ligagdo marcadores-QTL, no intervao em
andise, e ahipotese dando exigénciadaligacéo (Lander & Botstein, 1989; Liu, 1998).

O vdor do LOD ¢é de abordagem edétistica e relativa a cada
amostragem. Para sua determinacdo considerase 0 nimero de marcadores avaliados e o
comprimento, em cM, do mapa em estudo e em gerd varia entre 2,0 e 3,0. O vaor de LOD
obtido para um grupo de ligacdo candidato a conter um QTL deve ser superior ao vaor de
LOD estipulado para aquela regido do mapa. Os picos de LOD indicam a presenca de um QTL
num segmento do genoma. A posicdo e magnitude dos efeitos de um QTL, a influéncia do
ambiente e problemas de resolugdo do mapa que podem revelar QTL fasos-positivos sdo 0s
principais fatores que podem limitar 0 mapeamento edeteccdo de QTLs em plantas (Lander et
al., 1987).

O nived de dgnificancia para deteccdo de um QTL verdadeiro é
expresso na forma de LOD que nada mais € do que a razéo entre a probabilidade dos dados
observados indicarem a presenca de um QTL sobre a probabilidade de sua auséncia. O limite
de LOD acima do vaor 3,0 é usuamente empregado na maioria dos trabalhos de mapeamento
genético que envolve deteccdo de um QTL. A probabilidade de declarar a existéncia de um
fdso QTL esa abaixo do nive de dgnificancia de 5% consderando no genoma completo em
estudo (Churchill & Doerge, 1994).

No mapeamento de QTLS, um grande nimero de testes é redizado
para detectar associacOes fenotipicas com os marcadores. No processo de calculo dos vaores
de LOD a funcdo de verossmilhanca refere-se gpenas a uma amostra de uma populacéo,

esimando os parametros de média e varidncia pelo teste de X? com um grau de liberdade



apenas. Para aumentar o nimero de graus de liberdade pode-se considerar também o
parametro £, fregiiéncia de individuos recombinantes o que pode gerar distorgdes na posicao
do LOD. Os testes paramétricos exigem uma digtribuicdo dos dados de fendtipo como
pressuposicao para andises estatisticas que uma vez violadas podem gerar erros dos tipos | e |l
e de posicdo do QTL (Liu, 1998). Visando minimizar a ocorréncia dos erros sdo propostos
testes de permutacd0 ndo-paramétricos baseados na re-amostragem a0 acaso dos dados
fenotipicos (Churchill & Doerge, 1994).

A técnica de permutaghes sucessvas ou embardhamento dos dados
fenatipicos, consste em deatorizar os dados de fendtipos vs. gendtipos os mantendo fixos os
resultados da marcacdo molecular. Um valor estdvel e méximo de LOD é obtido quando este
processo € redizado um grande nimero de vezes. O teste de permutacdo € um instrumento
poderoso na determinacdo dos niveis de dgnificancia para as ligagbes entre marcadores e
QTLs que s gustam a cada conjunto de dados fenotipicos analisados para cada experimento,
mantendo fixos os niveis de dgnificancia (Churchill & Doerge, 1994). Basten et al., (2000)
sdientam que o resultado de testes de permutacdo redlizados com 1.000 e 17.000 vezes €
praticamente semelhante.

O ambiente exerce influenda na avdiacdo fenotipica de
caracteridticas, principdmente, quando se trata de caracteres quantitativos. As estratégias para
diminar ese efeito seiam conduzir ensaios em diferentes ambientes tentando comprovar a
estabilidade de expressio ou aumentar nimeros de individuos da populacdo segregante, ambas
de dto custo. A deteccdo de QTLs pode ser feita consderando-se separadamente os
ambientes ou em conjunto arravés de andise integrada dos dados nos diversos ambientes
(Young, 1996; Tinker & Mather, 1997). O poder de deteccdo de QTLSs para caracteres que
gpresentam heranga de natureza complexa e baixa herdabilidade é reduzido devido ao efeito
ambienta (Y oung, 1996).

O tota da variagdo fenotipica explicada pela segregacdo de um
marcador molecular ou QTL associado ao carater em estudo pode ser estimada pela andise de
regress2o linear multipla aravés do coeficiente de determinacgo (R?) segundo Edwards et 4.
(1987). A contribuicdo de cada QTL sobre a caracteristica em estudo apresenta variacdo.
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Ferreira et a., (1995) encontraram um QTL associado a resisténcia a Leptosphaeria sp. em
colza Bassica napus) explicando 90% da variagdo fenotipica Miklas et d. (1996) detectaram
tré&s QTLs ligados a resgéncia a Xanthomonas campestris pv. phaseoli no fejoero,
explicando 65, 58 e 46% da variacdo fenotipica em folhas, vagens e em avaiagbes de campo,
respectivamente.

Os trabahos envolvendo o mapeamento genético de caracteristicas
Quantitativas em plantas lenhosas como os citros, com 0 uso de marcadores moleculares
vissndo a sdecdo assdida indireta so muito recentes. Tozlu e a. (1999a), tentando
identificar QTLs associados ao fator sdinidade e andisaram individuos F, e BC; obtidos do
cruzamento entre C. grandis e P. trifoliata. Os autores detectaram 73 QTLs associados a
acumulacio de Na e CI*, com LOD score > 3,0, usando cmo base um mapa com 1260 cM
obtido de 161 marcadores isoenziméicos, RAPD e RFLP. Foram detectadas 17 regifes de
interesse associadas a0 cardter sdlinidade e didtribuidas em todo 0 genoma sendo que oito

delas apresentavam QTLs de largo efeito e as demais de pequeno efeito.

TozZlu & 4d. (1999b), tentando localizar QTLS associados as
caacterisicas de crescimento e acumulacdo de massa seca em  citros, andisaram 30
caracterigticas morfolOgicas de mudas de citros submetidas a ambiente sdino e ndo saino. Os
individuos avdiados fazem parte de uma populacéo F e BC, obtidos do cruzamento entre C.
grandis e P. trifoliata. Os autores detectaram 70 QTLs associados a acumulacéo de massa seca
e a0 crescimento sendo distribuidas em 16 regides do genoma, seis das quais envolvidas no

crescimento e na acumulacdo de massa seca, Smultaneamente.

A heranca da ressténcia dos citros a0 nematdide Tylenchulus
semipenetrans fol estudada por Ling et a., (2000). Os estudos revelaram 11 marcadores do
tipo RAPD associados ao cardter e que um QTL de expressdo maior € responsdvel pea

resisténcia dos citros ao nematdide.

A identificacdo e 0 mapeamento de novos genes de resséncia em
Citrus spp. permitira verificar se a organizacdo dos genes de ressténcia (R) em citros e
espécies correlatas segue 0 padrdo agregado (‘cluster’) encontrado em espécies agricolas como
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amendoim (Choi et d., 1989), dface (Kesdi et d., 1993), videra (Dabd, 1998) e em outras
culturas (Hammond-kosack & Jones, 1997).

A biologia molecular etd sendo um importante ingrumento paa
elucidar fendbmenos dentro do melhoramento de plantas como a sintenia que € um fendmeno
de extrema importancia no mehoramento vegetal trazendo grandes contribuicbes para o
entendimento da organizacdo do genoma, sua evolugdo. A hipdtese da sintenia pressupde que
a posicéo relativa de genes € condtante dentro de espécies relacionadas, ou sga, um gene ou
QTL locdizado numa espécie sera facilmente locdizado na regido homologa do genoma de
uma egpécie corrdata. As implicagbes da sintenia no processo de obtencdo de plantas
superiores sGo potencidizadas pelos processos de etiquetagem e clonagem de genes
quditativos de interesse agrondmico, principamente, se estes genes estéo agrupados formando
"clugters’, o que permite a clonagem de diversos caracteres smultaneamente (Lee, 1995).

A sdecdo assidida por marcadores (SAM) é uma forma de sdlecéo
indireta de individuos num programa de mehoramento e seu suceso inicia na deteccdo de
marcadores moleculares intimamente ligados a0 gene de interesse que permite a visudizagéo
da variabilidade em nivel de DNA sem que hga expressio génica, devido a neutrdidade
fenotipica dos marcadores moleculares. A SAM tem sido sugerida para caracteres com baixa
herdabilidade, no desenvolvimento de linhagens endogamicas permitindo uma  répida
avdiacdo da populacdo F, e outras inUmeras gplicagbes no melhoramento vegetd e animd
(Tankdey, 1993; Y oung, 1996).

Vega (1997) afirma que a SAM pode ser usada para seecionar
caracteres quditativos e quantitativos. No entanto, revela que o uso da SAM tem maior
impacto no descobrimento da base genética de caracteristica quantitativas O mesmo autor
levanta trés aspectos sobre a necessdade da exata locdlizacd de QTL num determinado
genoma 1. seguranca de que o QTL locdizado € red e ndo um fato matemético-edtatistico
devido a dois ou mais genes ligados, 2. esperanca de que tais QTLS possam ser Uteis como
vetores de grupos genéticos diretamente ligados com o0 rendimento das plantas (existéncia de
QTL faso-positivo) e 3. necessdade de provar que a locdizacdo do QTL pode ser estendida

as demais espécies corrdatas (sintenia).



A diciéncia de utilizacdo de SAM no mehoramento vegetd eté
limitada peo tamanho do fragmento de DNA em esudo. Em trabahos de melhoramento
envolvendo SAM, um fragmento de 1520 cM pode ser um limite de resolucdo prético e
acdtavel, no entanto, no caxo de clonagem e transformacéo de plantas B0 necessirios
fragmentos menores que 10cM. A eficiéncia da SAM seria maior para intervaos ou disténcias
menores. No entanto, fragmentos muito reduzidos podem limitar as oportunidedes de
recombinacd consderando os méodos de melhoramento e o tamanho da populacéo

geramente empregados nos traba hos de melhoramento (Gmelfarb & Lande, 1994).

Lee (1995) indica diversas StuagOes onde a SAM pode ser mais eficaz
que a sdecdo tradiciond em se tratando de caracteres quantitativos quando o caréter
sdecionado tem baixa herdabilidade, em digténcias genéticas menores que 5cM  entre
marcadores e o QTL, nas primeiras geragoes de selecéo fase anterior a fixagdo dos locos dos
marcadores e quando grandes amostras sd0 usadas para mapear e sdecionar QTLs. No
entanto, sdienta que em poucos trabahos de SAM de caracteres poligénicos tem demonstrado

uma resposta positiva na selegéo.

As vantagens da SAM no caso de plantas de ciclo longo sGo maiores
devido a posshilidede de sdecdo precoce de individuos superiores (Ruiz et d., 2000). A
locdizacdo de caracteres quditaivos ou quantitativos em magpas genéticos comparavels
podera revelar posicies de mapa similares entre caracteres relacionados em espécies diferentes
podendo revelar aleos supra-especificos (Bennetzen, 1999).



3. MATERIAL E METODOS

Todos os trabahos de casa de vegetacdo e laboratério foram
desenvolvidos no Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira do Indituto Agrondmico de
Campinas -CCSM/IAC, situado em Cordeiropalis, SP.

3.1 Obtencdo e manutencéo de isolados de Phytophthora parasitica

Os isolados de Phytophthora parasitica foran cedidos peo
Laboratorio Regiond de Sanidade Anima e Vegetd do Indituto Bioldgico (LRSAV/IB)
sediado em Sorocaba-SP, e pela Clinica Fitopatolégica do CCSM/IAC stuada em
Cordeirpolis-SP. Os isolados foranm mantidos no laboratério en B.O.D. (25°C, 24 h luz)
sendo armazenados em tubos, contendo meio de cultura composto de batata-dextrose-&gar

(BDA), até adata da repicagem visando as inocul agoes.

O Quadro 02 mostra a identificacdo dos isolados de P. parasitica
obtidos de diferentes municipios do Estado de Sdo Paulo, trazendo a identificagdo cultura (1B

elAC), procedéncia da cultura e data de isolamento.



Quadro 02. Isolados de Phytophthora parasitica de locdidades do Estado de Sé&o Paulo,
identificacdo da cultura (LRS e IAC) e data de isolamento.

NUmero | dentificacéo Procedéncia Data de isolamento
1 LRS 21/97 Matéo 09/1997
2 LRS 23/97 CasaBranca 09/1997
3 LRS 05/98 Guaranta 04/1998
4 LRS 16/98 Sta. Cruz do Rio Pardo 08/1998
5 LRS 17/98 Colombia 08/1998
6 LRS 18/98 |tajobi 08/1998
7 LRS 27/98 Sdo Lourenco do Rio Turvo 08/1998
8 LRS 28/98 Botucatu 08/1998
9 IAC 01/95 Cordeirépolis 1995
10 IAC 03/95 Cordeirdpolis 1992
11 IAC 06/95 Taubaté 1994
12 IAC 09/95 Limera 1993
13 IAC 10/95 Taubaté 1994
14 IAC 11/95 Jdes 1992
15 IAC 16/95 Concha 1993

3.2 Agressividade de isolados de Phytophthora parasitica em Citrus limon e Citrus

limonia

A avdiacdo da agressividade de isolados de P. parasitica (Quadro 02)
foi redizado visando sdecionar 0 isolado mas agressvo, para ser utilizado pogeriormente
nos trabahos de inoculagdo dos hibridos. A inoculagdo foi redizada em mudas de liméo
verdadero ‘Sciliano’ (C. limon Burmann), enxertado em limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia
Osbeck) e em mudas de limoeiro ‘Cravo’, porta-enxerto mais usado na citricultura brasileira e
moderadamente suscetivel ao patdgeno (Feichtenberger, 2001).

As mudas de Ilimoaro ‘Sdliano’, gentilmente cedidas pea
Companhia Agricola Botucatu, foram cultivadas em substrato composto de terra + esterco +
ada. As plantas foram cultivadas em casa de vegetagdo, receberam irrigacdo didia e
adubacéo de reposicdo com fosfato monoaménico (MAP) e nitrocalcio, na dose de 500 e 300g,
para cada 20 L de agua, respectivamente, sempre que necessaria.

Os experimentos foram desenvolvidos em casa de vegetagdo e o
método empregado na inoculacdo foi 0 méodo do disco usado por Fawcett (1923) e descrito
com detal hes por Rossetti (1947).



O méodo do disco consste na inser¢do de um disco de meio de
cultura (cenoura-agar) colonizado com o patdgeno e retirado de colbnias com sete dias de
idade. Primeiramente, um disco de 3,0 mm de didmetro foi retirado da casca da planta com
axilio de um furador de meta. A seguir, um disco de igud didmetro contendo meio de
cultura e micdlio foi retirado da placa de Petri e colocado junto ao ferimento, com a face do
inéculo voltada para o lenho da planta. Posteriormente, o disco de casca é recolocado no loca
da inoculacdo. Apds este procedimento a area correspondente a 2,0 cm acima e abaixo do
ponto de inoculacdo foi protegida com esparadrapo e adgodéo umedecido e, findmente,
envolvida com fita adesva

O ddineamento experimentd foi o interamente casudizado, com dez
repeticOes (hastes) para cada isolado (15) e para o tratamento testemunha sem o patégeno. As
mudas de lim& verdadeiro foram obtidas aravés de enxertia em limoeiro ‘Cravo’ aos 150
dias antes da data da inoculagdn. As plantas apresentavam ato vigor vegetaivo, didmetro
vaiando entre 40 e 80 mm. ApGs a inoculacdo as plantas foram mantidas em casa de
vegetacio com temperatura de 24 +/- 07°C e 70 +/- 10 % de umidade relativa.

A avdiacdo da doenca foi redizada aos 14 dias gp6s a inoculacdo,
através da medida da érea lesonada. Apds a remocdo da casca, foi aderida a &ea lesionada
uma fita adesva trangparente. O perimetro da lesfio foi transcrito para a fita adesiva com
auxilio de uma caneta que foi colada em folhas de papel branco, estando apto para o cdculo da
areadalesdo.

A &ea da lesio provocada pelo patdgeno foi obtida com auxilio de
um planimetro de compensacio Koizumi (N.0 25160). O segundo méodo de mensuracéo de
aea foi redizado aravés do uso de um equipamento que utiliza o ssema de planimetria
digitdizada (SPLA3) para mensuracdo de &ea em supeficies planas. O equipamento é
composto por uma mesa digitdizadora e uma caneta digitd utilizada pelo operador, na tomada
de dados do perimetro da &ea da figura As &eas plotadas em papel sdo registradas e
processadas em  microcomputador acoplado a mesa digitdizadora usando programas
especificos  SUMMGRAPHICS e SUMMGRID 4.0. O equipamento pertence ao
Departamento de Engenharia Rura da FCA/UNESP-Botucatu, onde foram redizadas as
leituras das areas das lesfes. Nas andlises edtatidticas, as &eas obtidas pelos dois métodos

foram transformadasem O x + 0,5.
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Dos 15 isolados mencionados no item anterior, 10 foram escolhidos
para serem novamente inoculados em plantas. O experimento foi redizado usando-se hastes
de limoeiro ‘Siciliano’ (enxerto) e hastes do limoeiro ‘Cravo’ (porta-enxerto), dois meses apds
a primeira inoculagdo, usando-se as mesmas plantas. As hastes do limoeiro ‘Sicliano’ foram
podadas em atura abaixo da lesdo provocada pela inoculacéo anterior. A nova brotacdo do
enxerto foi entdo usada para novainoculagéo do patdgeno.

O ddineamento experimenta foi o inteiramente casuaizado com dez
repeticies (hastes) para cada isolado (10) e para o tratamento testemunha, sem o patdgeno.
Utilizorse 0 mesmo método de inoculagéo (disco de micdio). A avdiacéo foi redizada aos
21 dias apds a inoculagéo.

Estudos detalhados correlacionando os fatores. classes de diametro
das hastes inoculadas vs. &rea das leses, area lesionada vs. largura de lesdo, area lesionada vs.
comprimento de lesdo, tanto em relacdo aos dois métodos de avdiacdo (mesa e planimetro) e
0s dois gendtipos testados (‘Cravo’ e ‘Sciliano’) foram redizados com os dados das

inoculagbes dos dez isolados de P. parasitica selecionados.

3.3 Métodos de inoculacdo de Phytophthora parasitica

3.3.1Inoculagéo ‘ in vitro' dePhytophthora parasitica

Ege ensaio teve como objetivo avdiar ‘in vitro' a reagcdo de porta
enxertos para citros a P. parasitica na avaiacdo precoce de gomose. Os gendtipos avaiados
foram: P. trifoliata‘Davis A’, citrange ‘ Carrizo’, limoeiro ‘ Cravo’ elaranja‘Caipira.

As samentes dos gendtipos foram lavadas em &gua corrente e
desnfestadas superficidmente em dcool 70%, por 5 minutos, e em slucdo a 25% de
hipoclorito de sodio. Apos secagem foram colocadas assepticamente em meio de cultura
especifico para geminacéo e crescimento em condigdes ambientals.

As plantulas foram cultivadas em tubos de ensaio com capacidade de
200 mL contendo 30 mL de meo de cultura MT (Murashigue & Tucker, 1969),
suplementado com 0,1 mg/L de Benzilamilopurina (BAP) e 1 mg/L de &cido indol butirico
(IBA) para induzir o enraizamento. As plantulas permaneceram em camara de crescimento por



um periodo de quarenta dias. Nos dez primeiros dias foram mantidas a 27°C e mantidas na
ausncia de luz para estimular o estiolamento e logo apds foram submetidas a fotoperiodo de
18 h na mesma temperatura.

A inoculecdo foi redizada com auxilio de agulha infestada com o
micélio do ptdgeno retirado de coldnias de Phytophthora parasitica com sete dias de idade.
A agulha foi infestada através de seu contato com a cultura do patdgeno em placa de Petri, em
seguida, foram redizados pequenos ferimentos na regido do colo das plantulas permitindo-se o
contato do patdgeno com o interior da plantula

O ddineamento experimentd foi o interamente casudizado. Para
cada gendtipo foram inoculadas 17 plantas (repeticdes) sendo 15 plantas Uteis e duas
testemunhas feridas com agulha esténil, perfazendo um totd de 68 plantas inoculadas. A
avdiacéo foi redizada aos dez dias gpds a inoculagdo do patdégeno medindo-se o comprimento

das lesdes, em mm, das plantas doentes e a porcentagem de plantas mortas.

3.3.2 Inoculagéo de Phytophthora parasitica usando casca destacada

Foram redlizados dois experimentos com inoculacdo de Phytophthora
parasitica usando-se secgdes de casca de plantas adultas de porta-enxertos de citros. Os
gendtipos testados foram: laranja ‘Azedd (C. aurantium), tangerina ‘Sunki’, P. trifoliata
‘Rubidoux’, laranja ‘Caipird (C. sinensis Osbeck), limoeiro ‘Cravo’ e citrumelo ‘Swingl€ P.
trifoliatavs. C. paradis).

As inoculagbes foram redizadas na parte interna de segBes de cascas
medindo 9,0 x 3,0 cm, removidas de plantas com quatro anos de idade. As cascas foram
primeiramente desinfestadas com dcool 70%, flambadas e em seguida inoculadas com um
disco de meio de cultura cenouraagar (CA), infestado com micdio, medindo 30 mm de
didmetro, retirado de colbnias do patdgeno com tdade de sete dias. O lado correspondente a
colénia do patégeno foi colocado em contato com a parte centra interna da casca, por 4 horas,
e em seguida retirado com pinga asséptica

ApoGs a inoculacdo, as secgles de cascas foram acondicionadas em
sacos plésticos contendo algodd Umido e mantidas sobre bandgjas plasticas em B.O.D. a 27°C
b luz fluorescente por 24 h. O expeimento foi redizado em ddineamento inteiramente
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casualizado. Foram utilizadas doze secOes de casca para cada genotipo testado, sendo dez
seccOes de casca com disco de meio de cultura infestado pelo patdgeno e duas com o disco de
meio CA. O experimento foi repetido. A avdiagdo foi redizada aos seis dias gpos a
inoculacdo através da medida da &rea da lesfo do patégeno, em cnt, feita com auxilio da mesa
digitalizadora.

3.3.3 Inoculacédo de Phytophthora parasitica via método do disco, inser¢ao sob casca

e contato direto com tecido

Todos os experimentos foram realizados com plantas obtidas de pé
franco micropropagadas, com gproximadamente dois anos de idade, mantidas em casa de
vegetagdn. As plantas foram cultivadas em subdgtrato comercid utilizado para formagéo de
mudas citricas (‘Rendimax’ + adubo peletizado de liberacdo lenta ‘Osmocote’, na formulacdo
18-05-09) recebendo irrigacOes didrias e adubacdo foliar de reposicio com fosfato
monoaménico (MAP) e nitrocalcio na dosagem de 500 e 300g para cada 20 L de agua,
respectivamente, sempre que necessario.

A inoculacdo foi redlizada em hastes de plantas que gpresentavam 5,0
a 7,0 mm de didmetro. As hastes das plantas antes da inoculacdo foram superficidmente
desinfestadas com algodéao umedecido em dcool 70 %.

Os gendtipos testados foram: tangerina ‘Sunki’ e ‘Cledpatral, limoeiro
‘Cravo’, P. trifoliata ‘Davis A’ e ‘Hying Dragon’, citrumelos ‘Sacaton’ e ‘Swingl€ e
citranges ‘' Carrizo’ e Troyer'.

Nos trés méodos de inoculagdo usou-se 0 mesmo isolado do patdgeno
LRS 23/97. Nos trés méodos foram utilizados discos de meio CA contendo micélio, medindo
3,0 mm de didmetro. Os discos foram retirados de colonias com sete dias, cultivadas em CA e
mantidas em B.O.D. a 25°C e 24 h de luz. Todas as plantas gpds serem inoculadas foram
mantidas em temperatura de 22 +/- 2°C e umidade relativa do ar em torno de 80 +/- 10%.

A metodologia do disco condste na sua insergédo nas hastes das
plantas, em area cujo disco da casca tenha Sdo demarcada com auxilio de furador de metd, de
didmetro semelhante ao do disco de meio de cultura. Para td, remove-se a casca, deposita-se
o disco de meio de cultura e recoloca-se a parte da casca destacada conforme método descrito



por Rossetti (1947) apresentada no item 3.2. O método do disco descrito, primeiramente, por
Fawcett (1923) € o mais 0 mais tradiciondmente utilizado em inoculagbes de Phytophthora
em plantas no campo.

O méodo da insercdo sob casca, descrito por Grimm & Hutchison
(1973), usado com sucesso por Afek & Sztginberg (1990), consiste em introduzir um disco de
meio de cultura infestado com micdlio sob a casca da planta, sem destacar tecido vegeta
semehante ao processo de borbulhia de gemas. Os cortes em T invertido foram redizados
com bisturi estéril e os discos contendo meio + micdio foram introduzidos sob a casca das
plantas. Em seguida a casca foi pressonada e depois protegida com esparadrapo, algoddo e
gaze umedecidos e envolta com fita adesiva

A metodologia definida como contato direto nos tecidos externos da
casca, condgtiu em colocar discos contendo meio + indculo em contato externo com tecidos
da casca, sem quaquer ferimento. O disco de melo de cultura contendo o patdgeno foi
pressonado junto a planta e sendo levemente pressionado no ponto de inoculacdo com auxilio
de esparadrapo promovendo o contato patdégeno-planta. A &ea de inoculacéo foi entdo
protegida com gaze e dgodéo umedecido e recoberta com fita de enxertia.

Para cada genétipo testado (09) foram utilizadas 12 plantas e duas
testemunhas, inoculadas com disco de meio de cultura, sem o indeculo, perfazendo um total de
326 plantas inoculadas. O ddineamento experimentd usado foi inteiramente casudizado. A
avaiacdo foi redizada aos 14 dias gpds a inoculagdo através da medida do comprimento das
lesbes (mm).

3.3.4 Inoculacdo de Phytophthora parasitica utilizando o método do disco e do

palito-de-dente infestado em porta-enxertos de citros

O experimento comparando os métodos do disco e do palito-de-dente
infestado pelo patdgeno em porta-enxertos de citros foi redizado usando 0s gendtipos.
tangerina ‘Sunki’ e P. trifoliata ‘Rubidoux’. As plantas foram multiplicadas por sementes
obtidas de fruos junto a0 BAG-CCSM/IAC. As sementes foram semeadas em substratos
contendo substrato comercid ‘Rendimax’ + ‘Osmocote’ (18-05-09), em sacos plésticos com
capacidade de 2 L, recebendo irrigacdo didrias e adubacdo foliar quinzena de reposicdo com
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fosfato monoaménico (MAP) e nitrocdcio na dose de 500 e 300g, para cada 20 L de &gua,
respectivamente. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo aé a data de inoculagcéo, ou
sga, ans onze meses de idade, cujo didmetro das hastes dos gendtipos apresentavam 50 a 7,0
mm, no ponto de inoculago.

A metodologia de inoculacéo consiste na introducéo de um pdito-de-
dente de madeira infestado pelo patdgeno na haste de plantas jovens. Este procedimento foi
utilizado em citros, parainocul agdes de plantulas, por Aguilar-Vildoso & Pompeu Jr. (1997).

Os pditos-de-dente foram cortados a ¥4 do seu tamanho normd,
dfilados em uma das extremidades, edterilizados com dcool 70%, fervidos em &gua por trés
vezes, com sucessivas trocas de &gua visando, extrair possiveis substancias toxicas e
finAmente autoclavados. A seguir, os paitos foram colocados em placas de Petri contendo
meio de cultura (CA) juntamente com discos de meio de cultura infestados com P. parasitica,
por sate diass. No momento em que o micdio de P. parasitica recobriu todos os palitos
considerou-se que se mostravam prontos para a inocul acéo.

A inoculacdo consigtiu na inser¢do do pdito infestado com o patdgeno
nas hastes de plantas a uma atura de 3,0 a 5,0 cm do colo. No ponto de inoculacdo, os tecidos
foram perfurados com agulha estéril para facilitar a entrada do pdito. O pdito infestado
permaneceu na planta até a avdiacdo. A aea foi recoberta com algoddo e gaze umedecidos
sendo diariamente aspergida com &gua visando manter o local sempre imido até a avaiacio.

A metodologia do disco empregada neste ensaio foi a mesma descrita
anteriormente no 3.3.3. Nos dois métodos de inoculagdo testados usou-se 0 mesmo isolado do
patégeno LRS 23/97.

Todas as plantas gp06s serem  inoculadas foram mantidas em
temperatura de 24 +/- 2°C e umidade relativa do ar em torno de 90 +/- 5 %. O dedlineamento
edatisico empregado foi o inteiramente casudizado usando-se 26 plantas de cada gendtipo.
As plantas foram inoculadas aos onze meses de idade e gpresentavam entre 6,9 e 8,6 mm de
diametro, no ponto de inoculacdo, para os gendtipos C. sunki e P. trifoliata ‘Rubidoux’,
respectivamente. Passados 10 dias da inoculagdo um grupo de 16 plantas de cada gendtipo foi
avdiado. A avdiacdo find foi redizada aos 21 dias, em um grupo de dez plantas restantes de

cada gendtipo, removendo a casca na area lesionada e medindo o comprimento da leséo.
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3.3.5 Metodologia de inoculagdo de Phytophthora parasitica em plantas jovens

usando palito-de-dente e agulha infestados

O expaimento foi redizado avadiando-se 28 gendtipos pertencentes
a0 BAG-citros do CCSM/IAC (Quadro 03), onde se incluem ‘Citrandarins (Poncirus vs.
tangerinas) e ‘Citranges (Poncirus vs. laranja doce). Os gendtipos P. trifoliata ‘Rubidoux’ e
‘Davis A’; limoeiro ‘Cravo’; limdo ‘Siciliano’ e tangerina ‘Sunki’ atuaram como testemunhas
de ressténcia, moderada ressténcia e suscetibilidade a P. parasitica, respectivamente (Salibe,
1974; Feichtenberger, 2001).

As plantas foram obtidas através de sementes extraidas de frutos da
safra 1998/99. As sementes apls extracdo, beneficiamento e tratamento com fungicida
quintozene-pentacloronitrobenzeno  (PCNB), em pdé molhavel, na dose de 400g/100 kg
semente foram semeadas em tubetes. Uma parte das sementes armazenada em camaraa 5°C.

Para a semeadura empregou-se tubetes contendo substrato comercial
‘Plantimax’, usado na formacdo de porta-enxerto de citros com adicdo de adubo peletizado na
formulacdo 18-05-09, na dose de 40g de adubo para cada 10L de substrato. As bandgas
contendo tubetes foram mantidas em casa de vegetacdo, recebendo irrigacdo didia com &gua
isenta de indculo do patdgeno e sem reposicéo de adubo.

A metodologia de producdo de inéculo e inoculagdo das plantas
utilizando um pdito infetado com o padgeno foi idéntica agquela descrita no item 3.3.3. A
inoculacd em S condgtiu na insergdo do pdito infestado com o patdgeno aproximadamente a
atura de 3,0 cm do colo das plantulas com 98 dias de idade. O palito infestado permaneceu
espetado nas pl6antulas sem protecdo externa até a avaiacao.

O méodo de inoculacdo da agulha infetada com o patdgeno €
redizado com auxilio de uma agulha de metd ou daravés de espinhos de plantas citricas
desinfestadas com &cool 70%. No caso especifico usou-se a agulha que foi infetada com
estruturas do patdégeno no momento da sua passagem em colbnias de P. parasitica (LRS
23/97) desenvolvida em meio CA, com idade de sete dias. A haste da planta foi perfurada a
dtura de 2 cm do colo introduzindo-se a agulha até a extremidade oposta e em seguida,
inseriv-se a agulha infestada no ponto de inoculacdo sendo retirada, posteriormente. O ponto
de inoculacdo foi protegido com algoddo umedecido e vedado com auxilio fita de enxertia.



Quadro 03. Relacdo de gendtipos testados, em relacdo a Phytophthora parasitica, usando os
métodos de inoculagdo da agulha e do palito de dente infestado.

CCMYIAC HRS* Gendtipos
CN** 385 - citrange ‘ Troyer’ (C. sinensisvs. P. trifoliata)
CN 387 - citrange ‘ Carrizo' (C. sinensisvs. P. trifoliata)
CN 1696 - citrange ‘Morton' (C. sinensis vs. P. trifoliata)
CN 1698 881 citrange ‘ Troyer tetrgploide’ (C. sinensisvs. P. trifoliata)
CN 1702 880 citrange ‘ Carrizo tetrgploide’ (C. sinensisvs. P. trifoliata)
CN 1519 - tangerina‘ Sunk’ vs. P. trifoliata ‘Engligy
CN 1518 - tangerina‘ Cledpatrd (C. reticulada) vs. P. trifoliata ‘ Swingle
CN 717 - liméo *Cravo’ vs. citrange ‘ Carrizo’
CN 1532 - tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata
CN 710 - tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘English
CN 1524 - tangerina‘ Cledpatra’ vs. P. trifoliata ‘Swingle
CN 715 - tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘Swingle
CN 1522 - tangerina‘ Clementind (C. reticulata) vs. P. trifoliata
CN 712 - tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘Chrighian’
CN 1660 tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘ Rubidoux’

CN 1711 852
CN 1699 802
CN 1710 801
CN 1695 827b
CN 1697 812
CN 1693 850

tangerina‘ Changsha (C. reticulata) vs. P. trifoliata ‘English large
torange ‘' Siamese’ vs. P. trifoliata ‘ Gotha-road’
tangerina‘ Changsha vs. P. trifoliata ‘English amdl’
limé&o ‘Cravo’ vs. P. trifoliata‘ Swingle
tangerina‘Sunk’ vs. P. trifoliata ‘ Benecke
(laranjadoce ‘ Shamouti’ vs. laranja doce ‘ Mediterranean’) vs. P.
trifoliata ‘ Christiansen’

CN 1694 847 tangerina‘Miaray’ (C. reticulada)

CN 1707 827a liméo ‘Cravo’ vs. P. trifoliata‘Swingle
CN 291 - liméo ‘Sidiliano’ - testemunha suscetivel

RG*** 38 - Tangerina“Sunki’ - testemunha suscetivel
RG 47 - limdo ‘Cravo’ - medianamente resistente
RG 47 - P. trifoliata ‘Rubidoux’ - testemunha resistente
RG 47 - P. trifoliata‘Davis A’ - testemunharesstente

* Codigo do Horticulturad Research Station (HRS), ** Clone novo e *** Registro gerd.

As plantas foram inoculadas aos 98 dias apds a semeadura em tubetes.
Nesta fase, apresentavam ertre 12,0 e 15,0 cm de dtura e 2,0 a 3,0 mm de didmetro. Apés a
inoculacdo as plantas foram mantidas em camara Umida com 90 +/- 5 % de umidade reldiva
do ar e temperatura de 24 +/- 2°C. A avdiacio foi redizada aos 32 dias gpds a inoculagio
medindo o comprimento das |esdes.
inteiramente  casudizado
condituido de dois métodos e 28 gendtipos. Para cada gendtipo e méodos testados foram

O ddineamento experimenta foi o



inoculadas dez plantas, sendo oito plantas Uteis e duas tetemunhas que sofreram ferimentos
de agulha e pdito estéreis, perfazendo um tota de 560 plantas inoculadas. As médias obtidas
foram transformadas emOx + 05.

3.4 Multiplicagdo e manutencéo de hibridos e parentais

Uma vez dfinido, o isolado de P. parasitica a ser usado nos trabahos
de inoculacéo e a metodologia de inoculagcéo e avaiacdo de gomose a ser adotada, procedewr
se a multiplicagdo de plantas para os trabahos de inoculacdo e avdiacdo parentais e hibridos
Fi.

No experimento empregaram-se 98 hibridos que foram obtidos de
polinizagdo controlada redizada em setembro de 1993. Os individuos fazem parte de uma
populagdo de 316 individuos F; obtidos do cruzamento entre os parentais C. sunki vs. P.
trifoliata ‘Rubidoux’ que pertencem ao BAG-citros do CCSM/IAC. Uma parte dos individuos
da progénie (80) foi utilizada no trabaho de mapeamento genético do virus da tristeza dos
citros redizado por Crigtofani (1997). As plantas foram estabelecidas em campo em ‘pé
franco’ desde setembro de 1994, apresentando alto vigor vegetativo estando dgumas em pleno
processo reprodutivo.

A multiplicacdo das plantas para inoculagdo foi redizada usando-se
98 individuos da progénie. Os parentais e as progénies foram enxertadas em limoeiro ‘Cravo,
via enxertia Vinte borbulhas coletadas de cada gendtipo do campo foram enxertadas, no
primeiro semestre de 1999, em plantas do porta-enxerto limoeiro ‘Cravo EEL’ com sais meses
de idade. As plantas enxertadas foram cultivadas em casa de vegetagdo protegida contra
insetos e afideos até a data inoculacéo, realizada no segundo semestre do mesmo ano.

As plantas foram cultivadas em sacos plésticos com capacidade de 2,0
L contendo substrato comercia ‘Plantmax’, com adicdo de adubo peletizado, na formulacéo
18-05-09 na dose de 40g de adubo para cada 10,0 L de sibstrato. A plantas receberam
irrigacéo didria e adubacéo de reposicdo de fosfato monoaménico (MAP) e nitrocdcio na dose
de 400 e 250 g, respectivamente. Cada planta recebeu aproximadamente 1,0 a 2,0 g da
mistura, quinzendmente,



3.4.1 Avaliacdo daresisténcia

A progénie foi resultante de um cruzamento controlado entre o genitor
suscetivel, C. sunki e o genitor resstente, P. trifoliata ‘Rubidoux’, geneticamente divergentes
entre S para o caréter de resisténciaa gomose.

A inoculacdo e avdiacdo dos hibridos e parentais obtidos por enxertia
foram redizadas em cdmara Umida que condse numa sda em dvenaia com luz atificd e
naturad. Foram utilizadas dez plantas de cada gendtipo (repeticbes). Foram utilizados no
experimento 98 individuos da progénie. Por razles operacionais, 0 experimento foi dividido
em trés ensaos. Em cada ensaio foram inoculados e avaliados blocos de 300, 400 e 300
plantas (hibridos) que corresponde aos ensaios 1, 2 e 3 os quais foram redlizados nos meses de
fevereiro, mar¢o e abril de 2000. Em cada ensaio um grupo de 10 plantas de cada parenta foi
inoculado e avdiado.

Os enssos foran conduzidos em ddineamento interamente
casudizado. As plantas com 180 dias de idade foram inoculadas, atificidmente com P.
parasitica (LRS 23/97) pelo método do disco, medindo 3,0 mm de didmetro. No ponto de
inoculacBo promoveurse uma prévia desinfeccdo superficid das hastes com agodédo
umedecido em dcool 70%.

O método de inoculacdo conggtiu na inser¢do de um disco de micdio
obtido de colénias do patdgeno cultivado em meio cenoura-&gar, com sete dias de idade nas
hastes das plantas, que apresentavam de 5,0 a 7,0 mm de diametro. ApOs inoculagéo as plantas
foram mantidas em camara Umida a 25°C e 90 +/- 05% de umidade relativa do ar até a data da
avaiacdo, recebendo irrigacdo trés vezes por semana. A avdiacdo da doenca foi redizada aos
30 dias apos inocul acdo, medindo-se o comprimento dalesio em mm.

Foi redlizada ainda uma andise estatistica conjunta dos ensaios 1, 2 e
3 andisando os fatores época, reacdo dos gendtipos ao patdégeno e a interacdo época X
gendtipos. As andlises foram redlizadas pelo programa SAS (SAS Indtitute, 1995).

3.5 Mapeamento de QTL sligados ao car ater de resisténcia a gomose dos citros

O processo de construgdo dos mapas de ligacdo consstiu na extracdo
de DNA a partir de folhas maceradas em solugdo tampdo (CTAB-Sarcosyl), quantificacdo e



quaificacBo em ge de agarose e amplificacdo via PCR do DNA gendmico dos individuos R
(zigdticos) e parentais. Em seguida, as amostras de DNA dos individuos k. foram submetidas
a reagbes de RAPD usando-se 170 ‘primers com sequéncia arbitréria de nucleotideos. As
reag0es de amplificagbes foram conduzidas de acordo com o protocolo de Williams et 4.
(1993).

Os grupos de ligacdo foram congtruidos com auxilio do programa
Mapmaker (Lander et al., 1989) que agrupou, ordenou e analisou os marcadores polimorficos
segregantes obtidos por RAPD e montou 0 mapa genético condtituido do conjunto de grupos
de ligacdo. O programa Mapmaker executa a andise de ligacdo de marcadores segregando em
cruzamentos experimentais, estimando todas as fragbes recombinantes dos dados fornecendo
um mapa de ligagdo de um conjunto de marcadores ligados geneticamente com conhecidas
freqiéncias de recombinagcdo. Em seguida, empregou-se a estratégia do ‘pseudo-testcross que
permite utilizar a segregacd dos marcadores na F; para gerar os mapas de ligacdo dos
parentais.

Os mapas de ligagdo (C. sunki e P. trifoliata ‘Rubidoux’) usados neste
trabalho para 0 mapeamento do caréter de ressténcia a gomose foram obtidos de Cristofani et
a. (1999). A andlise da co-segregacdo de marcadores RAPD foi andisada usando uma
progénie condituida de 80 individuos de uma populacdo F; com auxilio de programa
Mapmaker® versdo 02 (Lander et d., 1989) para Macintosh, utilizando um LOD de 3,0 para
ligacdo e 0,4 para a fracdo de recombinacdo. As distancias genéticas entre os marcadores
RAPD foram obtides a partir da fregiéncia de recombinagdo utilizando a funcéo de
mapeamento de Kosambi (Kosambi, 1944).

A andise edtatidtica por ponto foi empregada visando estabelecer uma
rlacdo entre marcadores e o fendtipo, ressténcia a gomose. Nesta andlise, cada marcador
molecular foi andisado individuamente. O teste edatidico F foi redizado utilizando 170
marcadores do tipo RAPD como variavel independente. A variavel fenotipica dependente
utilizada foi média do comprimento das lesbes obtidas pelos 98 individuos inoculados com P.
parasitica. As andises foram redizadas pelo programa SAS (SAS Institute, 1995) que
determinou 0s marcadores associados a variavel dependente através da andise de variancia
(ANOVA).
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A planilha de dados para andise foi congtruida com os marcadores
dispostos na abscissa e os individuos (hibridos) na ordenada. As lacunas foram preenchidas
com os numeros 1 e 2 que representavam, respectivamente, auséncia e presenca de bandas
polimérficas reveladas pelas reacBes de RAPD de cada individuo quando comparadas com a
presenca ou auséncia das bandas nos parentais. Assm, cada banda polimodrfica gerada pelos
marcadores e detectada em determinado hibrido e presente no parentd P. trifoliata ‘ Rubidoux’
a lacuna correspondente ao hibrido recebia a letra R. Analogamente, se a banda do hibrido era
comum a0 paentd C. sunki, a lacuna da planilna (hibrido x marcador molecular)
correspondente deste hibrido recebeu aletra S.

Nos casos em que ndo havia informacdo de marcadores moleculares,
obtida das reacbes de RAPD, paa um determinado hibrido ou nagueles onde a bandas
polimérficas geradas estavam presentes ou ausentes nos dois parentais, as lacunas da planilha
foram preenchidas com o snd de ponto find. Os marcadores moleculares que no trabaho de
mapeamento genético apresentaram  distorcdo na segregacd menddiana esperada (1:1)
(Crigtofani et ., 1999) também foram considerados nesta andise.

As andises eddtidicas e genéticas foram redizadas adotando o
método da andlise da varidncia para deteccdo de marcadores moleculares ligados a0 cardter
fenotipico de ressténcia a gomose dos citros, utilizando-se o teste edtatistico F confrontando
dados de marcadores com os dados fenotipicos. Na avaiagéo dos dados fenotipicos foram
avadiados consgderando a média bruta do dado fenotipicos (lesso em mm) obtidos pelas
plantas dos trés ensaios.

A deteccdo de QTLs foi redizada peo mapeamento por intervalo
composto (MIC) segundo (Zeng, 1993,1994) através do uso do programa QTL Cartographer
(Bagten, et d. 2000). O método de andise pdo MIC é baseado em funcdo de méxima
verossmilhanca associado a méodos de regressies lineares muiltiplas  aplicadas  aos
marcadores e aos dados fenotipicos para detectar marcadores ligados a QTLs associados ao
caréter em estudo (resisténcia a gomose).

A associacdo dos métodos basela-se na modelagem de um QTL de
cada vez em um intervao do magpa usando parte dos marcadores como cofatores e eliminando

o efeito dos QTLs remanescentes. A metodologia de declaragdo da presenca do QTL no



intervdo entre dois marcadores basda-s2 na num teste de hipdtese definido por um vaor
limite conhecido como LOD.

As andisss eddtidicas e genéicas foram redizadas empregando
programas computacionais especificos visando detectar as regides dos genomas de P. trifoliata
‘Rubidoux’ e C. sunki responsdveis pelo carder de ressténcia a gomose dos citros. O
programa utilizado na deteccdo dos QTLs foi o QTLCartographer, versdo 1.14, edta
disponive, gratuitamente, narede mundia de computadores no sitio http://statgen.ncsu.edu.

No ambiente do programa QTLCatogrepher foi fornecido um
conjunto de programas, Cujos arquivos que contém os grupos de ligagdo (datamps) originarios
do Mapmaker e 0 aquivo ‘dataraw’, que contém a planilha dos individuos, marcadores
moleculares e os dados fenctipicos de cada individuo do cardater quantitativo a ser mapeado,
neste caso, resisténcia a gomose.

A metodologia das permutagbes ou embaradhamento dos dados
fenotipicos e genatipicos proposta por Churchil & Doerge (1994) foi utilizada no ambiente do
QTLCartographer. A locdizacdo mais provavel do QTL foi esimada usando a funcdo de
verossmilhanca e andise de regressdo sendo gerada uma curva para cada intervalo do mapa,
andisado em vdores de LOD, com auxilio do programa QTLCartographer. A andise foi
redizada aravés da modaidade mapeamento por intervalo composto. No menu de opcles
dentro do MIC foi definido o modelo deatdrio para controle das marcas ‘standard modd’,
precisdo de caminhamento de 3cM e andise considerando intervalos a cada 10cM do mapa. O
nivd de dgnificancia de 0,05% foi adotado para os testes de 1000 permutacies e a
probabilidade de 0,05% para declaracdo de presenca de QTL (Churchill & Doerge, 1994) e
previamente definidas no programa.

O modelo de andise da regressdo escolhido foi ‘forward & backward
method’. O método ‘forward” é um agoritmo onde o modelo se inicia com os marcadores de
maior ggnificincia edatitica sendo que os demas macadores vao S gudando,
posteriormente, com todas as variavels no modelo de regressio mdltipla. A opcéo ‘backward’
€ aguele onde 0 modelo, primeiramente, considera todas os marcadores e 0s marcadores néo
dggnificativos vao sendo diminados sucessvamente do moddo origind. Na andlise de
regressso multipla, considera apenas do vdor da congtante ?p, parametro desconhecido do
modelo de regressdo (Basten et d., 2000).
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Na primera etapa da andise cada mapa genético (somatéria dos
grupos de ligacdo) de cada parenta foi andisado separadamente. Numa segunda etapa 0s
grupos de ligacdo que apresentavam picos indicando a presenca de QTL foram andisados
individumente. Seguiramse, entdo, V&ios testes de permutacdo aé que fosse atingido
vadores estdveis de maximo LOD. Uma vez fixado o vador de méaimo LOD o préprio
programa gerou gréficos de saida com os dados de disténcia em cM na abscissa e vaores de
LOD ou ‘threshold’, quando se usa a regressdo linear, na ordenada. Uma linha de corte reta,
acima da qua indica a presenca de QTL, € tracada e uma linha ondulada indicando a posi¢éo
do QTL no grupo ou mapa anaisado é apresentada.

A propor¢do da variancia fenotipica explicada pelos marcadores que
geraram QTLs associados a resisténcia a gomose dos citros foi estimada pelo vaor do
codficiente de determinaczo (R?), proposto por Edwards et al., (1987). Os vaores de R foram
fornecidos diretamente pelo programa QTLCartographer para cada segmento de mapa
andisado (Basten et d. 2000). O QTLCartographer emprega o modelo de regressdo linear
multipla para estimar o tota da variacdo fenotipica do carder em estudo considerando os
efeitos aditivos para cada QTL detectado.

As andises de varidncia foram redizadas pelo programa SAS (SAS
Indtitute, 1995). A determinacdo dos coeficientes de corrdacdo fenotipica e genotipica foi
redizada pelo programa QTL Cartographer, conforme Basten et al. (2000). A estimativa da
herdabilidade no sentido amplo, ou sga ao nivel das médias obtidas pelos gendtipos, foi
determinada segundo Falconer (1989) conforme a seguinte formula

N2
‘g
2% = onde,

?gz +Ir

?¢ = esimador da variancia genotipica;, ?? = edtimador da variancia ambiental ou

resdud e r = nimero de repeticoes.



4, RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Agressividade de isolados de Phytophthora parasitica em Citrus limon e Citrus

[imonia

No Quadro 04 encontram-se os dados da inoculacéo em plantas de
limoeiro 'Siciliano’, redizadas pdo méodo do disco, com 15 isolados de P. parasitica,
procedentes de diversas localidades do Estado de S&o Paulo. Os dados da area das lesbes
provocadas pelo patdgeno e medida pelo método do planimetro e mesa digitdizadora, estéo
apresentados em cn?.

No Quadro 05 encontramse os dados da inoculagdo em hastes de
limoeiro 'Siciliano’ e ‘Cravo’, redizadas pdo méodo do disco, com dez isolados de P.
parasitica procedentes de diversas locaidades do Estados de S&o Paulo. Os dados da érea das
lesdes provocadas pelo patdgeno, cacuadas pedo méodo do planimetro e mesa digita, estéo

apresentados em cn?.
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Quadro 04. Agressvidade de 15 isolados de Phytophthora parasitica, procedentes de
localidades do Estado de S&o Paulo, inoculados em plantas de limdo 'Siciliano,
avaiada mediante dois métodos de mensuragao.

Identificacéo Procedéncia Mesa Panimetro
LRS 21/97 Matdo 1,962* a 2,670 a
LRS 23/97 CasaBranca 1,441 abc 1,300 b
LRS 05/98 Guaranta 0,669 bc 0,770 b
LRS 16/98 Sta. Cruz do Rio Pardo 1,445 abc 1,570 ab
LRS 17/98 Colémbia 1,176 abc 1,670 ab
LRS 18/98 |tajobi 0,837 abc 1,040 b
LRS 27/98 S8o Lourenco do Rio Turvo 1,673 ab 1,670 ab
LRS 28/98 Botucatu 0,549 bc 0,890 b
IAC 01/95 Cordeiropalis 0,448 c 0,810 b
IAC 03/95 Cordeirdpolis|| 0,718 bc 1,110 b
IAC 06/95 Taubaté | 0,581 bc 0,820 b
IAC 09/95 Limera 0,490 bc 0,850 b
IAC 10/95 Taubaté 11 0,382 c 0,790 b
IAC 11/95 Jdes 0,346 c 0,710 b
IAC 16/95 Conchal 0,495 bc 0,750 b
Média - 1,328 1,700
CcVv - 22,39 28,79

Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
probabilidade. * &rea em cn’.

Os experimentos se andisados separadamente sugerem que € possivel

diginguir isolados de P. parasitica quanto a agressvidade. No entanto, quando os

experimentos sd0 obsarvados em conjunto, nota-se uma inverséo na ordem dos isolados

guanto a agressividade (Quadros 04 e 05).

No primeiro experimento, os isolados procedentes de Matéo, Séo

Lourenco do Rio Turvo, Casa Branca e Santa Cruz do Rio Pardo apresentaram maiores areas

lesionadas para os dois métodos de mensuracdo. No caso do segundo experimento, o isolado

procedente de Casa Branca foi 0 que causou a maior area lesonada, considerando os dois
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gendtipos e os meétodos de medida de &ess. As posiches seguintes foram ocupadas
aternadamente pelos demais isolados testados, seguindo ordenacdo deatOria, com destaque
para os isolados procedentes de Itgobi e Matéo, que ocuparam posiches entre 0S Cincos
primeiros (Quadro 05).

Quadro 05. Agressvidade de 10 isolados de Phytophthora parasitica, procedentes de
localidades do Estado de Séo Paulo, inoculados em hastes de lim&o 'Siciliano’ e

‘Cravo’, avaiadas mediante dois métodos de mensuragéo.

Procedéncia Planimetro Mesa digitdizadora
‘Cravo’ ‘Siclliano ‘Cravo’ 'Siciliano
Matdo 1,240* bed 5,110 abc 1,253 abc 4,029 bc
SoL.R Tuvo 1,100 cd 2,360d 0,999 bcde 2,547 bed
Sta. C.R. Pardo 0,730 cd 2,380d 0,688 e 2,288d
Colombia 1,310 abc 3,250 bcd 1,165 bcd 3,080 bcd
CasaBranca 1,820a 6,960 a 1,660 a 6,512 a
Cordeiropolis 1,073 d 4,200 bcd 0,768 cde 4,610 ab
|tajobi 1,790 ab 5,590 ab 1,433 ab 4,407 bc
Botucatu 1,020 cd 3,020 cd 0,714 de 2,817 cd
Limera 1,340 abc 2640 d 1,223 abc 3,813 bed
Taubaté 1,010 cd 2,920 cd 0,729 e 2,848 cd
Média 2,136 p 3,843 ¢ 1,801 p 3,695 q
CV 31,86 44,10 32,27 46,40

Meédias seguidas das mesmeas letras na vertical para o fator origem do isolado e na horizontd para a
média geral, ndo diferem entre s pelo teste Tukey, a0 nivel de 5% de probabilidade. *area em cnr’.

Consderando os resultados dos dois experimentos, o isolado LRS
23/97, foi escolhido para ser usado nas inoculagbes subseqlientes. Os dados confirmam a
maior suscetibilidade do limoeiro 'Sicilian0’ se comparado ao limoeiro ‘Cravo’, conforme ja
relatado na literatura (Rossetti, 1947; Carlos, 1997) para a maioria dos isolados utilizados.

Rossetti (1947), estudando diversas espécies de Phytophthora e a

reacd0 de espécies citricas e géneros correlaos aos citros para reacdo de resisténcia ao



patdégeno ndo observou respostas concretas sobre a patogenicidade diferencia entre isolados.
Segundo o autor foram verificadas variagbes do tamanho das lesbes entre e dentro das espécies
e cultivares testadas.

Nos dois experimentos (Quadros 04 e 05), a média gera obtida
guando se utilizou 0 método do planimetro foi maior que a média observada quando se usou a
mesa digitalizadora. Considerando-se que o resultado do teste edtatistico para métodos versus
gendtipos ndo foi Sgnificativo (F = 0,03 ™*), condui-se que qualguer um dos dois méodos
pode ser empregado para mensurar areas das |esdes.

O tempo despendido nas leituras e anotagbes usando o planimetro,
apés treinamento adequado, foi de gproximadamente 12 horas para 200 lesGes. A metodologia
de medicéo de &eas usando o planimetro é inteiramente manua e demorada, no entanto, exige
equipamento dmples e de menor custo. Nas ldturas redizadas com auxilio de mesa
digitdizadora foram gastas 06 horas para medir e registrar um tota de 200 lesbes. Este método
foi mais prético e rgpido.

Araljo (1998), trabalhando com mudas em casa de vegetagdo utilizou
métodos de mensuracéo de lesdo de P. parasitica em citros usando o aparelho integrador de
aea folir ‘Automatic Area Metter’ e, com auxilio de ‘Scamer’ e programas especificos,
obteve a edimativa da &ea doente com mais precisio, quando comparados a métodos
tradicionais de mensuraco.

No Quadro 06 sdo apresentados os dados referentes as classes de
didmetro, nimero de hastes por didmetro, média de é&rea lesionada considerando méodos de
medida de area lesonada por P. parasitica (planimetro e mesa) e dois gendtipos de citros
testados (‘Cravo’ e ‘Siciliano’) utilizando os dados das inoculagbes dos dez isolados de P.
parasitica selecionados.

No Quadro 07 encontramse os dados do estudo das relagbes
exigentes entre os fatores didmetro de hastes e area das lesBes provocadas por P. parasitica
para os dois métodos de mensuracéo de lesdo e gendtipos avaiados.

Andisando-se conjuntamente os dados demonstrados nos Quadros 06
e 07 nota-se que ndo houve aumento proporciona da area da lesdo em funcdo do aumento do
didmetro das plantas inoculadas, independente dos méodos de mensuracdo e gendtipos

avaliados.



Quadro 06. Classes de diametro, nUmero de hastes por diametro, média de area lesionada
consderando métodos de medida de &ea lesionada por Phytophthora parasitica

(planimetro e mesa) e os gendtipos de citros testados (‘ Cravo’ e ‘ Siciliano’).

Classesde NUmero Classesde NuUmero ]

diametro  de hastes Areamédiadas didmetro de hastes Areamédiadas
(mm) por lesdes () (mm) ppor |esBes (cn)

‘Crav0’  didmetro ‘Scilian0’  didmetro

Planimetro Mesa Planimetro Mesa

10 06 1133 0945 07 10 3,584 3,09
11 16 1,125 0,789 08 21 3,428 3,082
12 42 1,223 0,987 09 34 3,473 3,135
13 25 1,400 1,202 10 23 4521 4,106
14 11 1,309 1,072 11 12 4541 3,781

Quadro 07. Coeficiente de corrdlacdo, equacdo da curva de regresséo linear e valor de F para
curva de regressdo das interagOes entre os fatores didmetro de hastes vs. area das
lesbes provocadas por Phytophthora parasitica considerando dois méodos de

medicdo os gendtipos limoeiro ‘Cravo’ e*Siciliano’.

Vaiaves R Equacao de regressdo linear Vaor deF
Diametro vs &ea (planim.) — Cravo 0,71 Y=0,6640 + 0,0429X 7,92 ns
Diametro vs. &ea (mesa)- Cravo 0,68 Y =0,1986 + 0,0667X 2,71 ns
Diametro vs. &ea (planim.) - Sdliano 0,69 Y =0,1951 + 0,0315X 7,90 ns
Diametro vs. &ea(mesa) — Sdliano 0,63 Y =0,1285 + 0,2394X 4,27 ns

No Quadro 08 encontramse demonstrados os dados referentes aos
vaores do coeficiente de corrdlacéo entre os fatores area lesionada vs. largura de lesdo, area
vs. comprimento de lesdo, considerando os dois méodos de avdiacdo (mesa e planimetro) e
os dois gendtipos testados (‘Cravo’ e ‘Siciliano’), correspondentes a  inoculacdo de dez

isolados de P. parasitica.



Quadro 08. Matrizes de corrdlacdo entre as variavels. largura, comprimento da leso, métodos
de avdiacdo (mesa e planimetro) e dois gendtipos de citros testados (‘Cravo’ e
‘Sicllian0’) usando dados da inoculacBo de dez isolados de Phytophthora

parasitica*.
Tamanho Area

Sciliano Comprimento Planimetro Mesa
Tamanho Largura 0,7649+* 0,7160 0,6983
Comprimento 0,7546 0,7919
Area Planimetro 0,9105

Cravo
Tamanho Largura 05712 0,4435 0,4810
Comprimento 0,6913 0,7360
Area Planimetro 0,9016

*QOs valores de P < 0,0001 das correlagdes das variavels expressos em r.

Andisando-se os dados apresentados no Quadro 08, observa-se que o
comprimento da lesdo, quando comparado com a largura, correlacionou-se mas fortemente
com a &ea lesonada, independente dos métodos de mensuracdo ou gendtipos testados. Os
métodos de medicdo (planimetro e mesa) apresentaram dta correlacdo, acima de 0,90, para 0s
dois gendtipos, indicando que ambos podem ser usados nos trabahos de medicdo de area
lesonada pelo patdgeno. Ainda de acordo com o Quadro 08, observa-s2 que a variave
cumprimento da lesfo € a que melhor corrdacionou com a &rea totad da lesfo, considerando os
dois métodos de medi¢do para os dois gendtipos testados.

A medicdo de &rea total da lesdo produzida pelo patdgeno, comum em
trabahos de campo, é possivd de ser redizada em plantas com didmetro maor, que
gpresentam lesbes que ndo chegam a codescer no sentido da largura Em trabahos com
plantas jovens opta-se pela medicdo do comprimento da lesdo em detrimento da largura que
nem sempre € possivel mensurar devido a0 codescimento das bordas, andando o caule no
ponto da inoculagdn. Os trabadhos com gomose em plantas jovens, em inoculagbes em
ambiente protegido utilizan o comprimento das lesdes para avdiar e quantificar a doenca
(Klotz et d., 1958; Afek & Sztejnberg, 1990; Matheron et a., 1998).



Rosstti & Bitancourt (1951) demonstraram que 0 comprimento das
lesbes de P. citrophthora € a medida representativa do desenvolvimento do patdgeno em
tronco de citros, em plantas adultas no campo. Oliveira (1976) tentou definir um modeo
edtatistico matemético gplicado a experimentos de gomose redizados em condigdes de campo,
isolando-se o fator planta. O autor concluiu que a medida mais indicada é a largura da lesfo e
gue quando se usam medidas como comprimento e &ea, ocorre interferéncia sgnificativa da
planta nos efeitos dos tratamentos. Em contrapartida, Mdlo et d., (1971) trabadhando com
dados de inoculagbes de campo notaram que as lesdes produzidas por P. parastica se
desenvolvem mais em largura € no caso de P. citrophthora as lesdes foram maores em
comprimento.

Condderando a maor corrdacd observada entre a  variave
comprimento da lesfo vs. area lesionada (Quadro 08) e o impedimento casua de se obter a
medida red da largura, visto que em muitos casos pode ocorrer 0 andlamento da lesfo do
caule das plantas, a medida do comprimento da lesdo foi a adotada em trabahos de avaiacdo

em inoculagdes redlizadas com P. parasitica em plantas.

4.2 M etodologias de inoculagdo de Phytophthora parasitica em citros

4.2.1 Avaliagdo ‘in vitro’ daresisténcia de porta-enxertos de citr os a gomose

A porcentagem de plantas doentes para os gendtipos P. trifoliata
‘Davis A’; citrange ‘Carrizo’; limoero ‘Cravo'e laranja ‘Capira foram: 6,0; 7,0; 38,0 e
73,0% respectivamente. O comprimento médio das lesBes das plantas doentes para 0s
gendtipos testados foi 2,00; 3,00; 31,15 e 46,83 mm para os gendtipos P. trifoliata ‘Davis A’,

citrange ‘Carrizo’, limoeiro ‘Cravo’ elaranja‘Caipird, respectivamente (Figura O1).
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Figura Ol. Incidéncia de plantas doentes e comprimento médio de lesbes causadas P.
parasitica em quatro porta-enxertos de citros viainoculagdo ‘in vitro'.

O méodo de inoculacdo ‘in vitro' diginguiu gendtipos de porta
enxerto para citros quanto a ressténcia a P. parasitica e pode ser utilizado na selecéo precoce
na fase de plantulas. Os resultados da reacdo de resisténcialsuscetibilidade dos gendtipos em
campo citados na literatura (Carlos et a., 1997) estdo em concordancia com as reagOes
encontradas ‘in vitro'.

O méodo permite avdiar um grande nimero de gendtipos em
pequeno espago fisico e de tempo. Entre as desvantagens do método esta a exigéncia de
laboratdrio e méo-de-obra especidizada, envolvendo custos, e o fato de que o gendtipo a ser
sdecionado deve ser produzindo-se sementes, 0 que leva a sdecdo tardia de materia, nem
sempre desgavel em programas de mehoramento de citros. O fator custo é relativo quando
comparado ao custo dos tratos culturais dispensados na formacdo de mudas e conducéo das
plantas no campo. As inoculagbes em mudas e em plantas adultas de citros, no campo, s&0
redizadas geramente gp0s quatro ancs. Utilizando o método de inoculacdo em condighes
axénicas, a patir das sementes da plantas, num prazo de 40 dias conseguiu-Se obter resposta
de reacdo de resisténcia dos gendtipos ao patdgeno. A técnica pode ser e grande utilidade em
trabal hos envolvendo sdlegéo de resisténcia varietd de gendtipos ao patdgeno.

A literatura ndo acusa trabahos envolvendo a sdecéo ‘in vitro' de
gendtipos no patossistema citros-Phytophthora. Vardi et d. (1986) usaram filtrados de P.



citrophthora em calos de quatro gendtipos de citros, visando a selecdo ‘in vitro' de gendtipos

paraaressténcia a doenca, no entanto, ndo obtiveram sucesso Nos experimentos.
4.2.2 Avaliacdo de gomose dos citr os em inoculagdo em casca destacada
No Quadro 09 sdo agpresentados os dados do tamanho das lesdes em
cn?, provocadas pela inoculagio de P. parasitica quando inoculado em cascas destacadas de

diferentes gendtipos.

Quadro 09. Tamanho médio de lesBes provocadas pela inoculacéo de Phytophthora parasitica
inoculado em casca destacada em porta- enxertos para citros.

Gendtipos Ensao 1 Ensaio 2
tangerina“ Sunki’ (S) 9,662* a 8,554 a
laranja‘Azeda (R) 9,506 a 9,817 a
laranja‘ Caipira (S) 7,991 ab -
ctrumeo ‘Swingleé (R) 5,773 bc 8,016 a
limoearo ‘Cravo’ (MS) 5,148 c 8,733a
P. trifoliata ‘Rubidoux’ (R) - 8,176 a
D.M.S. 2,284 1,952
CV 23,61 19,58

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidede. * em cnt. (S = suscetivel, MS = moderadamente suscetivel e R = resistente, segundo
Pompeu Jr. (1991) e Feichtenberger (2001)).

Andisando-se os dados da primera inoculagdo (Ensaio 01) observa-
S que 0 comportamento gpresentado pelos gendtipos ndo coincidiu com a reacdo de
ressténcia/suscetibilidade relatadas na literatura (Pompeu Jr., 1991; Feichtenberger, 2001). Os
gendtipos, laranja ‘Azedd, citrumdo ‘Swingle e o limoero ‘Cravo, respectivamente,
resgentes e moderadamente resistentes ao patdgeno, comportaramse como Suscetivels nos
dois experimentos. Dados semehantes foram também observados na segunda inoculacdo
(Ensaio 02) onde todos os gendtipos se comportaram igualmente suscetiveis ao patdégeno, néo
havendo diferengas Sgnificativas entre § no tamanho das lesbes produzidas. Os resultados
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demongstram que esta metodologia ndo foi adequada para discriminar gendtipos de citros

quanto a gomose.

4.2.3 Avaliacdo das inoculacdes de Phytophthora parasitica via método do disco,

Inser ¢ao sob casca e contato em porta-enxertos de citros

As plantas inoculadas pelo método de contato entre o tecido externo
da casca e 0 patdégeno e anda as plantas testemunhas ndo agpresentaram lesbes de P.
parasitica, sendo desconsideradas na andise edtatistica. As médias do comprimento das lestes
em mm, obtidas pelos gendtipos testados usando dois métodos de inoculagdo de P. parasitica
estdo demonstradas no Quadro 10.

Quadro 10. Comprimento médio de lesBes (mm), provocadas por Phytophthora parasitica em

porta-enxertos de citros usando os métodos do disco e de insercéo sob casca.

Gendtipos Disco Insercéo sob casca Média
tangerina ‘ Sunki’ (S) 14,75 15,88 15,31 a
limoeiro ‘Cravo’ (MS) 9,91 12,58 11,24 b

P. trifoliata ‘DavisA’ (R) 8,33 12,50 10,41 bc
citrange ‘ Troyer’ (R) 6,75 12,06 9,67bc
tangerina‘ Cledpatra (MS) 6,25 11,50 8,87 bc
citrumelo ‘Sacaton’'(R) 7,25 9,91 8,58 bc
cdtrumeo ‘ Swingle (R) 6,33 10,17 8,25¢c
citrange ‘Carrizo' (R) 5,16 8,25 6,70 Cc
P. trifoliata‘F. Dragon’ (R) 591 7,41 6,66 C
Meédia para método 7,06 A 10,02 B -
Ccv 36,31
M étodo x gendtipo 1,277 "

Médias seguidas das mesmas letras na verticd néo diferem entre s peo teste Tukey, ao nive
de 5% de probabilidade. (S = suscetivel, MS = moderadamente suscetivel; R = resigtente,
segundo Fawcett (1936) e Feichtenberger (2001)).
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Através dos resultados deste ensaio pode-se veificar que o patdgeno
necessita de ferimento para penetrar na planta e causar doenca. Os métodos da insercdo sob
casca e do disco se equivaleram revelando que ambos podem ser usados na avdiagdo de porta
enxertos de citros quanto a resisténcia a gomose (Quadro 10).

O méodo do disco usado desde o inicio do século passado em
inoculagbes de Phytophthora spp. por Klotz & Fawcett, (1930) e Rossetti (1947), em plantas
adultas no campo, mostrorse eficiente para avdiar a ressténcia ao padgeno em plantas
jovens em casa de vegetacao.

O méodo da insercdo sob casca, descrito por Grimm & Hutchison
(1973) e usado em lgad por Afek & Sztgnberg (1990), gerou lesbes de comprimento
ggnificativamente maiores em comprimento, quando comparado com o0 méodo do disco
(Quadro 10).

O maior comprimento das lesdes observado pelo método da inser¢éo
sob casca pode ser atribuido ao fato de que, no momento da incisdo e abertura da casca para
insercdo do disco de melo de cultura  + micélio, a &ea do descolamento da casca e a
exposicio do lenho tornarem-se maiores quando comparada com a &ea de exposicdo
provocada pelo disco @7,05 mm?). O controle da homogeneidade da &ea da casca da planta
expostaldescolada para inoculacdo, via inser¢do sob casca, depende de fatores como genotipo
e esado fisologico da planta. Algumas plantas, mesmo sendo submetidas aos mesmos tratos
culturais, sBo mais sensiveis ao descolamento da casca do lenho do que outras. Considerando-
e estes fatos 0 método do disco foi 0 adotado nas inoculagbes de plantas em casa de
vegetacdo para avaiacdo da resisténcia de gomose devido a sua uniformidade.

Os gendtipos P. trifoliata ‘Flying Dragon’, limoero ‘Cravo’, P.
trifoliata ‘Rubidoux’ e tangerina ‘Sunki’ apresentaram comprimento médio de lesdo 6,67,
10,83 e 15,06 mm, respectivamente, confirmando a dta ressténcia de P. trifoliata ‘Rubidoux’
e a dta suscdtibilidade de C. sunki. Os métodos de inoculacdo via disco e de insercdo sob
casca mogtraramse  eficientes na discriminagdo de gendtipos em relacdo a resgéncia a
gomose.

4.2.4 Inoculagdes de Phytophthora parasitica usando o método do disco e palito-de-

denteinfestado em porta-enxertos de citros
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No Quadro 11 encontram-se apresentados os dados das inoculagdes de

P. parasitica usando dois métodos de inoculacdo e duas épocas da avaliacao.

Quadro 11. Médias de lesdo de gomose de Phytophthora em mm, obtidas em dois genétipos
usando-se dois métodos de inoculagéo em duas épocas de avaliacéo.

Gendtipo 14 dias 21 dias
pdito disco pdito disco
P. trifoliata 4,954 b 6,075 b 5434 b 6,772 b
‘Rubidoux’
C. sunki 8,171a 9,375a 8,459 a 10,635 a
CcVv 24,57 26,17

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre s pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

Andisando-se 0 Quadro 11, notase que os dois méodos de
inoculacdo foram eficientes na discriminacdo de gendtipos quanto a ressténcia a gomose. A
avdiacdo redizada aos 14 dias, em pouco diferiu daguela redizada aos 21 dias notando-se
pouco aumento no tamanho da lesdo nesse tempo. As médias do tamanho das lesOes de P.
parasitica obtidas pelas inoculagbes com o méodo do disco foram maiores que o tamanho das
lesdes provocadas pelo méodo do pdito. Ndo foi registrado efeito de gendtipo vs. méodo,
nos dois experimentos, revelados pelos valores de F = 0,037™ e 0,067", para 0s experimentos
de 14 e 21 dias, respectivamente.

Condderando os fatores producdo de inéculo, tempo despendido na
inoculacdo e conducdo dos experimentos, 0 método do disco apresentou maior praticidade e
produziu lesdes de maior tamanho. O méodo do pdito pode ser empregado na inoculacéo P.
parasitica em plantulas (Aguilar-Vildoso & Pompeu Jr., 1997) e em mudas sendo uma
aternativa a0 méodo do disco. Importante sdientar que o ponto de inoculacdo deve ser bem
protegido do meio externo, com adgoddo e gaze e mantido sempre umedecido, caracteristica

gue torna 0 método mais traba hoso.

4.2.5 Inoculacdo de Phytophthora parasitica em plantas jovens usando palito-de-

dente e agulha infestada
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Os dados das inoculagbes com o paito-de-dente infetado com P.

parasitica foram descartados da andise edatiica devido a0 nimero excessvo de plantulas

gue ndo apresentaram lesdes. Observou-se que no ponto de inoculagdo, no momento da

insercdo do pdito ocorre um fendilhamento das hastes das plantulas que contribui  para

cicatrizacdo dos tecidos. No Quadro 12 encontram-se as médias de comprimento da lesdo, em

cm, provocadas por P. parasitica em plantulas de diversos gendtipos, utilizando o método da

agulha.

Quadro 12. Comprimento da lesdo provocada por Phytophthora parasitica em plantulas de
diferentes gendtipos utilizando 0 método da agulhainfestada.

Gendtipos

Tamanho dalesdo (cm)

Citrange ‘Troyer’ (C. sinensisx P. trifoliata)
Citrange ‘Carrizo’ (C. sinensisx P. trifoliata)
Citrange ‘Morton’ (C. sinensisx P. trifoliata)
Citrange ‘Troyer tetrgploide

Citrange ‘ Carrizo tetraploide

tangerina‘Sunki’ vs. P. trifoliata ‘Englidy
tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘Swingl€
lim&o ‘Cravo’' vs. citrange ‘ Carrizo’

tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata

tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘English’
tangerina‘ Cleopatra vs. P. trifoliata ‘Swingle
tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘Swingle
tangerina‘ Clementind (C. reticulata) vs. P. trifoliata
tang. ‘Cledpatravs. P. trifoliata ‘Chrighian
tangerina‘ Cledpatra vs. P. trifoliata ‘Rubidoux’
tangerina‘ Changsha vs. P. trifoliata ‘English large
Toranga Siamesevs. P. trifoliata * Gotha-road’
tangerina‘ Changsha vs. P. trifoliata ‘English smdl’
liméo ‘Cravo’ vs. P. trifoliata ‘Swingle

tangerina‘ Sunki’ vs. P. trifoliata ‘Benecke
(laranja* Shamouti’ vs. lar. ‘Mediterranean’) x P.
trifoliata ‘ Chrigtiansen’

tangerina‘Miaray’ (C. reticulata)

lim&o ‘Cravo’ vs. P. trifoliata ‘Swingle

liméo ‘Sidliano’ — suscetivel®

tangerina‘ Sunki’ — suscetivel*

lim&o ‘ Cravo'— médiaresséncia

P. trifoliata ‘Rubidoux’ — resistente*

P. trifoliata ‘DavisA’ — resstente*

0,858 e
1,015 dce
0,984 dce
1,141 dce
1,018 dce
0,982 dce
0,959 dce

0,875¢€
1,112 dce
0,999 dce

0,957 e

0,939 e
1,190 dce

1,227 dc
0,982 dce
1,154 dce

1,282 c
1,181 dce
1,198 dce
0,968 dce
0,866 dce

0,962 dce
1,595 b
2,139 a
3,303a

1,187 dce
0,861 e

0,996 dce

Médias seguidas pela nesma letra ndo diferem entre S pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade. * Segundo Fawcett (1923) e Rossetti (1947).
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Andisando-se os dados do Quadro 12, observou-se que os cinco
gendtipos usados como padréo, ou sga, P. trifoliata ‘Rubidoux’ e ‘Hying Dragon’ (dtamente
resgentes); limoero ‘Cravo’ (moderadamente ressente) e limoero ‘Siciliano’ e tangerina
‘Sunki’ (dtamente suscetiveis a P. parasitica) apresentaram médias de 0,86; 0,99; 1,19; 1,59 e
330 cm de comprimento, respectivamente. O método mostrorse seguro e diciente na
discriminacdo da ressténcia dos gendtipos quanto a reacdo de resigéncia ao patdgeno,
concordando com as reagdes obtidas sob as condicBes de campo (Fawcett, 1923; Rossetti,
1947). Os demais gendtipos testados apresentaram reagBes intermedi&rias de ressténcia para
gomose,

O méodo da agulha mostrou-se, prético, rdpido e eficiente na
discriminacdo de plantas jovens para gomose, podendo ser utilizado em programas de
melhoramento onde se busca a avdiagdo precoce de materid genético. O méodo do pdito,
nas condices deste experimento, apresentou um grande nimero de plantas sem sntomas
impedindo a andlise estatistica dos dados pela técnica da andise de variancia.

Dos gendtipos de citrandarins testados aguns véem sendo testados no
campo em ensaio de porta-enxertos ingtdado na Fazenda Raios do Sol em Sdo Carlos-SP, com
destagque para os hibridos de tangerina ‘Sunki’ vs. P. trifoliata ‘Beneck€ e tangerina
‘Changsha vs. P. trifoliata ‘English Smdl’, que também tém apresentado boa producéo de
frutos (Pompeu Jr. et al., 2001). Wutscher & Bowman (1999) testaram 21 porta-enxertos de
citros, entre 0s quais aguns citrandarins, na regido centrad da Forida (EUA), usando como
copa a laranja ‘Vadéncia. O gendtipo HRS 812 - tangerina ‘Sunki’ vs. P. trifoliata ‘ Benecke,
CN 1697 no BAG/CCSM, apresentou 0 segundo lugar em producéo de frutos (kg/ha) e o
primeiro em solidos sollveisha, destacando-se como um gendtipo com grande potencid como
porta-enxerto para citros.

Carvaho (2000) testando diversas combinagbes de hibridos de citros
para ressténcia e tolerancia a P. parasitica concluiu que os mais promissores para ressténcia
a gomose sfo aguees representados pelos hibridos entre C. sunki vs. P. trifoliata e seus
reciprocos. Isto vem reforcar o fato de que a escolha dos parentais intergenéricos e adtamente

contrastantes para o carater de ressténcia a gomose, utilizados neste estudo foi correta.
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4.3 Inoculacdo de Phytophthora parasitica em C. sunki, P. trifoliata ‘Rubidoux’ e

hibridos

Os dados das inoculagdes de P. parasitica em C. sunki, P. trifoliata

‘Rubidoux’ e em 98 hibridos F; encontram-se no Quadro 13 e graficamente apresentados na

Figura 02.

Quadro 13. Comprimento médio de lesdo, em mm, causada por Phytophthora parasitica, em

98 hibridos obtidos do cruzamento entre Citrus sunki vs. Poncirus trifoliata

‘Rubidoux’ (média de 10 repeticoes).

Hibrido Média Hibrido Média Hibrido Média Hibrido Média Hibrido Média
1 98 47 14,6 109 80 133 93 156 78
2 148 49 9,2 110 107 134 131 160 90
4 104 54 111 11 14,4 135 103 161 129
5 96 56 136 113 11,7 136 141 163 101
6 130 57 10,3 114 93 137 122 165 99
7 9,2 59 10,7 115 139 139 125 166 124
8 11,0 62 99 116 98 140 114 172 127
10 14,1 68 121 117 11,7 141 121 173 104
1 99 70 123 118 11,7 142 125 176 11,6
14 125 73 136 119 107 143 95 177 126
15 118 77 121 121 129 144 128 179 133
17 139 80 134 123 120 145 125 183 129
18 10,0 81 173 124 120 146 14,4 184 135
19 136 101 107 125 94 147 100 187 106
20 123 102 109 126 130 148 135 189 109
23 114 104 152 127 130 149 11,4 191 134
26 10,3 105 129 128 108 150 12,0 192 145
31 94 106 98 129 12,7 151 10,7 193 82
37 136 107 135 130 139 152 12,7 *Rubidoux’ 53
42 138 108 11,0 132 106 154 9,8 ‘Sunki’ 18,1

Através da Figura 02, encontra-se iludtrado, graficamente, a

digtribuicdo do comportamento dos parentais e 98 hibridos inoculados com P. parasitica. Os

dados foram pogteriormente utilizados no trabaho de mapeamento genético da ressténcia a

gomose.
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Figura 02. Digtribuicdo das médias de lesbes de gomose causadas por Phytophthora parasitica
em hibridos e parentais.

Na Figura 03, conforme histograma apresentado, observam-se os

resultados da reacéo dos gendtipos a inoculacd com P. parasitica e a curva de digtribuicdo

normal esperada resultante da inoculagdo de C. sunki e P. trifoliata ‘Rubidoux’ e de 98

e
Wl % : — am

8 6 4 2 0 2 4 6 8 10
Shapiro-Wilk W=.97172, p<.0000
Figura 03. Higograma modrando a digribuicdo norma das observagbes fenotipicas dos

hibridos F; resultante do cruzamento entre Citrus sunki vs. Poncirus trifoliata
‘Rubidoux’ inoculados com Phytophthora parasitica.
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Observando o Quadro 13 e a Figura 02, constatou-se que a maoria
dos 98 hibridos testados gpresentou médias entre 10 e 15 mm de comprimento de leso. Os
parentais C. sunki e P. trifoliata ‘Rubidoux’, que representam os pontos extremos na Figura
02, agpresentaram comprimento médio da lesio de 18,10 e 530 mm, respectivamente. As
médias extremas da progénie F; do cruzamento variaram entre 7,8 e 15,2 mm de comprimento.

No Quadro 14 encontramse os dados da andise de vaiancia
(ANOVA) dos dados de fencotipicos dos hibridos inoculados com P. parasitica nos trés

ensaos experimentals.

Quadro 14. Quadro de andlise de varidgncia dos dados da inoculagdo de Phytophthora

parasitica em hibridos de Citrus sunki vs. Poncirus trifoliata ‘ Rubidoux’.

Fonte de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Vaor deF
Ensao 2 204, 9013468 13,55*
Gendtipo 97 3102,0759106 4,19*
Ensaio x gendtipo 196 2858,1986532 1,93*
Residuo 693 5239,0000
Totd 988
CVv 23,34

No Quadro 15 encontramse os dados da andise de varidncia
(ANOVA) das médias dos trés ensaios redlizados em épocas digtintas envolvendo a inoculacdo
dos hibridos.

Quadro 15. Quadro de andise de variancia dos ensaios montados em trés diferentes épocas
para inoculacdo de Phytophthora parasitica em hibridos de Citrus sunki vs.

Poncirus trifoliata ‘ Rubidoux’ .

Fonte de GL Média Soma de Codficiente de VaordeF
variacao quadrados variagéo

Ensaio 1 97 11,3267 2607,3201 25,37 3,16*
Ensaio 2 97 11,6163 1850,7821 22,36 2,74
Ensaio 3 97 12,4356 2249,8283 22,55 1,93*
Residuo 602 4550.5218

Tota 979
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Figura 04. Gré&ficos das relaches entre os trés ensaios e os indices de corrdacdo (R): ensaios 1
vs. 2=0,2825; 1vs. 3=0,4442 e 2 vs. 3=0,3876.
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As relaches entre os ensaios 1, 2 e 3 estdo demonstradas na Figura 04
gue mogtra graficamente as relagbes entre os trés ensaios e os resultados dos coeficientes de
correlacdo 0,2825 para os ensaios 1 x 2; 0,4442 para os ensaios 1 x 3 e 0,3876 para 0s ensaios
2X3.

Andisando-se globamente os resultados das inoculagbes causadas
por P. parasitica nos parentais C. sunki e P. trifoliata ‘Rubidoux’ e em 98 individuos da
progénie F; constatorse 0 comportamento intermedi&io dos hibridos F1 com relagdo a
ressgéncia a gomose dos parentais. No entanto, observou-se pelas andises edtatigticas que
houve efeito de ensaio, de gendtipos e de ensaio vs. gendtipos.

O efeito do gendtipo é explicado pela segregacdo dos genes na
populagéo avaiada fato que possibilitou a deteccdo de marcadores e QTLs associados ao
cardter de ressténcia a0 patdgeno. Furr & Carpenter (1961), Laville (1975) e Hutchison
(1985), observaram 0 mesmo fendmeno em cruzamentos distintos avaliados anteriormente.

A caracterigica quantitetiva das reagBes de genétipos de citros e
géneros correlatos, no patossstema citros-Phytophthora, apresentadas dentro de um mesmo
gendtipo num experimento, € um fendbmeno comum em inoculagdes de campo e de casa de
vegetacdo, conforme observado por diversos autores Klotz & Fawecett, 1930; Rossetti, 1947,
Carpenter & Furr, 1962; Matheron et al., 1998; Carvaho, 2000).

O dfeto do ensao é explicado pelas diferencas entre as médias
apresentadas nos trés ensaios (Quadro 15). As dteragOes, mesmo que pequenas no ambiente,
ou mesmo, o proprio efeito do QTL, que € muito vulneravel @ mudancas de ambiente na
expressdo fenotipica do cardter associado ao efeito do inoculador, o crescimento diferencid
do patdgeno nas placas de Petri e outros fatores residuais ndo controlados podem gerar efeitos
pronunciados nas respostas individuais dos genotipos quando as inoculagBes 2o redizadas em
épocas digtintas.

Embora as condicbes do ambiente da camara Umida tenham sido
mantidas quase congtantes (UR do ar e temperaturd), foi detectado um efeito de ensao vs.
gendtipo atribuido as diferencas respostas dos gendtipos submetidos a épocas de inoculacdo
digintas (efeito ambientd). A influéncia das condigdes de ambiente na expressfo da



79

ressténcia de gendtipos no patosssema citros-Phytophthora é um fator ja conhecido e
descrito por Fawcett, (1923) e Matheron et a. (1998).

O ambiente exerce influencia na variacdo fenctipica (gendtipo +
ambiente) principamente quando se trata de caracteres quantitativos, como é o0 caso da
resisténcia de citros a gomose (Hearn, 1974; Graham & Castle, 1993).

Em estudos de sdecdo de gendtipos, o ided seria isolar a influéncia da interacéo
gendtipo vs. ambiente. Isto é possivel gpenas em Sstemas quando a heranca é quditativa e
gpresenta genes aditivos com 100% de penetrancia e expressvidade, fato raro na natureza. As
edratégias para diminar este efeito seriam conduzir ensaios em diferentes ambientes, tentando
comprovar a edtabilidade de expressdo ou aumentar o nimero de individuos da populacéo
segregante, ambas de dto custo (Tinker & Mather, 1997).

O Quadro 16 traz os dados de esperancas matemdtico-estatisticas para os fatores
ensaio, gendtipo e ensaio x gendtipo (residuo), necessarios para a esimativa da herdabilidade
(F?) do caréter (Falconer,1989).

Quadro 16. Quadro das esperancas do quadrados médios para ensaio, genotipos e ensaios x

gendtipos (residuo).
Fontedevariacdo  Esperanca dos QM Quadrados médios*
Ensdio s2+33.5%, +3267.5% 102.450,6734
Gendtipo $%+32727. 5% +9,8182.5% 31,6538358
Enssio x gendtipo s2+33.5%, 14,5926462

* Obtidos daANOVA

A herdabilidade () no sentido amplo, que considera a variacdo entre plantas ao nivel
de médias e ainda definida como a fragcdo da variancia fenctipica que pode ser atribuida a

causas genatipicas, foi estimada considerando pela seguinte forma



529 = Varisndiagenotipica= QM (gen) — QM (ens. x gen.)
9,9182

s%y= 31,6538358 — 14,5926462 = 1,738729
9,9182

s%, = QM (res) = 7,5598846

. s . 1,7338729 = 0,1870=18,7%
g
S%+S°E 1,738729+7,5598846

O fato da média das lesdes provocadas por P. parasitica apresentadas pelos hibridos
inoculados se situarem a0 redor ch média gerad do experimento (11,77 mm) e equidistante da
média dos parentais ja denuncia o0 cardter quantitativo e heranca de natureza complexa do
carder de resigténcia a gomose. O baixo vaor da herdabilidade do cardter de ressténcia a
gomose (18,7%) e agpresentas variacdo continua no fendtipo confirma que a doenca €

governada por poligenes.

4.4 Mapeamento de mar cador es moleculares e QTL sligados ao carater deresisténcia

a gomose doscitros
4.4.1 I dentificacdo de mar cador es ligados a resisténcia a gomose dos citr os

Os dados das andlises redizadas pdo teste F e os resultantes do
confronto de 170 marcadores RAPD com os dados fenotipicos encontramse demonstrados no
Quadro 17. No teste de associacdo entre marcadores moleculares e a caracterigtica fenotipica
(gomose) foi considerada a média bruta dos dados fenotipicos obtidos peas plantas nos trés

ensaios.
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Quadro 17. ldentificacdo de ‘primers que geraram marcadores ligados a resisténcia a gomose

doscitros em Citrus sunki e Poncirustrifoliata ‘ Rubidoux’ utilizando o teste F.

‘Primer’ Niveis de sgnificancia  Grupos de ligacdo Grupos de ligagéo de
‘Rubidoux C. sunki
A04_480 0,0308* [
E16 519 0,0075 I
E20 510 0,0098 I
NO5_1300 0,0006 [
AV16_1400 0,0483 1
AV03_250 0,004 1
M11 300 0,0041 1
Q14 2200 0,0034 1
A12 980 0,0176 1
U08_1600 0,0148 1
ATO3_ 1600 0,0019 Il
Q12 _490 0,0439 v
UO3_1550 0,0180 v
CO05_1500 0,0314 \Y
C19 380 0,0016 \Y
Z_ 680 0,0027 \Y
U05_740 0,0043 \Y
C06_990 0,0020 \Y
ATO7_3000 0,0015 VII
Q05_500 0,0288 I
NO6_1590 0,0112 ]
C14 650 0,0086 0
ATO7_1700 0,0016 1l
RO7_1610 0,0029 A%
C05_750 0,0035 A%
AO01 980 0,024 A%
AV05_900 0,0031 VIl
C10_1030 0,0001 VI
N09_1550 0,0416 IX
AQ09 710 0,0001 N&o mapeado**
A09 980 0,0025 N&o mapeado
N13 1400 0,0040 N&o mapeado
N11 500 0,0186 N&o mapeado
Q14 620 0,0155 N&o mapeado
u05_750 0,0235 N&o mapeado
C06_1050 0,0216 N&o mapeado

* Vaores obtidos pelo teste F, considerando os dados brutos das avaliagoes fenotipicas.
**Marcadores ndo mapeados nos grupos de ligagdo dos mapas construidos por Cristofani et al. (1999).

Andisando-se 0 Quadro 17 observa-se que 36 marcadores estéo
asociados a ressténcia a gomose em citros, apresentando  co-segregacdo em relacdo aos

vaores fenotipicos da doenca a0 nivel de dgnificahcia de 5% de probabilidade. Dos 36
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marcadores detectados, 29 marcadores encontram-se nos mapas de ligacdo construidos por
Crigofani et d. (1999) dentre os quais 19 estéo locdizados em grupos de ligacdo de P.
trifoliata ‘Rubidoux’ e 10 em grupos de ligagdo de C. sunki, conforme apresentado nas
Figuras 05 e 06, respectivamente.

As andlises edaidticas redizadas pdo teste paramétrico F revelaram
dta associacdo entre marcadores RAPD e os vaores fenotipicos de gomose, sendo possivel
identificar marcadores ligados a ressténcia a gomose em grupos de ligacdo de C. sunki e P.
trifoliata ‘Rubidoux’ (Quadro 17). Importante notar que o grupo de ligagdo | de P. trifoliata
‘Rubidoux’ abriga também o gene de ressténciaao CTV, detectado por Cristofani et a, 1999.

Os genes de ressténcia a patdgenos, geneticamente ndo relacionados,
podem edtar fiscamente proximos, como verificado entre genes de ressténcia a nematdides e
virus (Rouppe van der Voort e d., 1999) ou a nematdides e fungos (Meksem et a., 1999). Os
rearranjos no DNA, tais como a duplicacdo e pogterior expansdo do gene de resisténcia, criam
familias multigénicas e posshbilitam a recombinacdo intra e intergénica, permitindo a evolugéo
dos genes de ressténcia em plantas (Richter & Ronald, 2000).

Resultados recentes de pesquisas indicam que um gene que confere
ressténcia a determinado patdégeno pode também atuar para outra espécie de patdgeno. Ross
et a. (1998) demongtraram que 0 gene Mi, que confere ressténcia a Meloidogyne incognita e
a outras espécies de nematdides da gdha em tomateiro, também confere ressténcia a um
afideo da batateira

Deng e d. (1997) trabahando com mapeamento do gene de
ressténcia a trigeza dos citros (CTV) especulam que uma mesma regido do genoma de P.
trifoliata pode abrigar a ressténcia a0 nematdide dos citros Tylenchulus semipenetrans e ao
CTV, smultaneamente. Hammond-kosack & Jones (1997) reportaram que diversas espécies
vegetais podem apresentar regides do genoma ricas em genes ligados a resisténcia a doencas,
denominadas ‘ Resistance - generich region'.

A resigténcia genética em patossstemas na cultura dos citros onde néo
se observa a co-evolugéo planta- patdgeno foi descrita, em Poncirus, por Deng et d., (1997).
No entanto, a resisténcia nestes casos pode ser conferida por genes de ressténcia a patdgenos
smilares, encontrados no locad de origem do hospedeiro em questdo. E interessante notar a
presenca da co-evolucdo entre patdgeno e hospedeiro no patossistemacitros - Phytophthora.



GRUPQ | GRUPO I
] : 0
M12_1550 . C12_1500,
=] MO? 940 4
T AD4_4BO 4 M15_590 .
—— Ni151030 , N M17_850
o
— nos_vaoo -
—ee ﬁ' e
v 4 AV16 1400
T N14_1400
AV1Z_ 470 Sy
AvO3_ 250,
Y~ AID? 400 - AN e1472200
MO5_380 A12 980"
—T[— E07_820 .
NOB_2750 | UO8_1600 _
ﬁ:
N— £16.510 - RIS
H ™ 20 510 -
3 ’
3 —U—— AlB_400 _
A10_260
i KO7_460
> QTLs

GRUPO 1lI

.1

AT03 1600 |

~}— N14_1000,

M12_d50
R14_800 4.

-t nNO1_850

.
-H— ane_goo |

et

GRUPO V

4 § [ CO5_1500

-H— reo_1i0o

€19_380 .
7_680

i rrs

1
T

— U05_740 _.F-
C04_990 _

AVOZ_1100.

GRUPO IV

—H— £20 920 +
B Q06 1020,
- Q17_490 .
B AVOS_250
AVO9 980 _

RO7_710 -
LY o 1580
MI1_15004
MOs_1100
€07_1400
UD3_ 1550,
ATB_1800 4

35

1 ab

=tt— AVOB_900D
w

GRUFQ VI
- AVD2 2100,

*

— HO4_1200

[ 165
W_1650

GRUPQ VI
— AWI1_1300,

- A107_3009 4
GRUPO VIl

-{1— MO5_1000 ,
HO8 7504

Figura 05. Mapa genético de Poncirus trifoliata. Os sinais + e — indicam as fases de
ligacdo dos marcadores RAPD. Locos com distorcdo da taxa de
segregacao esperada de 1:1, estdo indicados com asterisco. Setas indicam

aposicao do QTL (Adaptado de Cristofani et al., 1999).



GRUPQ |

)

-1t N15_920+
N|5_2CIGD+

07_250 _

A10_1200-

{— o4 _990

W04 1500

-+

P

AVOB_1800.-
MOG_1250 _
Q05_5004.
MD?_J'ED;

N14_400

NOB_390 _
U

GRUPO V

AVOB_1750_
MO?_B40 -
C15_4%0 _
Cli5_990,,
HO4_1400

GRUPQ I GRUPO il GRUPO v
s MO5_1 590 4 A10_BDO | = AVD3_750+
= ".\ AVO2 250 ° -1— A10_300 _ —— CO& 4504
té—\ AVDZ 30507 Tl AT4_sCO.
"—\ Cl1_400 | i i ~~ RO7_1410 _
4l croemo o
™ Cos 1490, T M1a_7s0 S
T hisosooy |~ Q08_16004
N16_510 ~ M0&_2000
-1{— C14_650 . “Ff— M04 2300 Al :
B Cl4 1300 _ - H‘QU_E[I': u_- A _260 -
“ﬁ\ AD4 9007
QD5_510 -
-H— Cl4_1500 . ; Q05_408) 4.
TlI= ane 500
-1 AI14_1550 4 U T MI2 990
RU2_750
| e GRUPO VIl GRUPO Wl
M13_300 i
M13_490,,
AV05_§00 4. - Q14 400 +
Q4 57
C10_1030 i
e
] AL GRUFO X
_300 _ GRUPO IX
MOS_13004
2 RI9_1100 MRS
M20_900 4
L M?Dﬂm +

= QIL

Figura 06. Mapa genético de Citrus sunki. Os sinais + e — indicam as fases de ligagéo

dos marcadores RAPD. Locos com distorcdo da taxa de segregacdo
esperada de 1:1 estdo indicados com asterisco. Setas indicam a posicéo do
QTL deressténciaa gomose (Adaptado de Cristofani et d., 1999).



Os citros, originaio do Sudeste asético, foram introduzidos no Brasl
ha mais de 500 anos e o patdgeno, P. parasitica, descrito como patdgeno de centenas espécies
vegetais (Erwin & Ribeiro, 1996), ocorre em citros na América do Sul ha mais de 100 anos
(Averna-Sacca, 1917; Fawcett, 1923). No caso da gomose dos citros, o patégeno
provavemente, foi introduzido na América do Sul, via solo infestado, em introdugbes de
mudas de cutivares de copa importadas no passado. Esta possibilidade invdida a hipétese de
gue P. parasitica, embora um patégeno dtamente polifago (Erwin & Ribeiro, 1996), tenha 2
epecidizado em gendtipos introduzidos no Brasil. Provavelmente, os genes que conferem
ressténcia a gomose dos citros que auam nas plantas cultivadas no Brasl s8o 0s mesmos que
conferem ressténcia a gomose em gendtipos em outres regides ditricolas no mundo. E
importante sdientar que a ressténcia genética as doencas em hospedeiros que aparentemente
ndo experimentaram um histdrico de co-evolucdo com o patdégeno pode ser decorrente da
exigéncia de genes de ressténcia diferentes daqueles ja suplantados por parasitas locamente
adaptados (Ladle, 1992).

4.4.2 Deteccdo de mar cadores ligadosa QTL sde resisténcia a gomose dos citros

A deteccdo de QTLs ligados a gomose dos citros feita com auxilio do
programa QTL Cartographer pode ser visudizada pelas Fguras 07, 08, 09 e 10. Nas ordenadas
esta disposta a escala dos valores do LOD para cada grupo de ligacéo andisado. Na abcissa
eda a representacdo do grupo de ligagdo ‘cromossomo’ e as disténcias em centiMorgans. A
linha ondulante demongtra o resultado da andise redizada pelo programa QTL Cartographer.
A linha horizontd indica o vdor dos ‘LOD score€ limite de significancia edtatistico para cada
grupo de ligacdo andisado. A regido acimado limite ‘LOD score’ é considerada QTL.

Nas Figuras 07, 08, 09 e 10 estéo demonstrados os QTLs associados
a de caacteridica ressténcia a gomose dos citros detectados pela metodologia do
mapeamento por intervalo composto, usando o programa QTLCartographer (Zeng, 1993,
1994). A presenca do QTL foi considerada apenas quando foram obtidos picos do LOD para
cada grupo de ligacéo analisado nos dois mapas de ligacéo.
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Andisando-se as Figuras 07, 08, 09 verificase a presenca de trés
QTLs em P. trifoliata ‘Rubidoux’ o que reforca os dados de literatura de que este género é
uma das mais importantes fontes de ressténcia as doengas que atacam os citros incluindo a
ressténcia a gomose dos citros (Quadro 01) consgstindo numa grande fonte de fatores
genéticos de resgténcia a fitopatdgenos (CTV, nematides) e a outros caracteres de
importancia agrondmica, como tolerancia ao frio.

A Figura 10 revela a presenca de apenas um QTL ligado a ressténcia
de C. sunki a0 patdgeno. O porta-enxerto C. sunki é classficado como medianamente
suscetivel a gomose por aguns autores (Quadro 01), fato que judtificaria a presenca do QTL,
embora a ressténcia de C. sunki a0 patdgeno sga menor que a resisténcia gpresentada pelo
limoeiro ‘Cravo’, um gendtipo classcamente de ressténcia moderada a0 patdgeno, em campo
€no Vvivero, como geralmente reportado por produtores e viveristas.

Comparando-se a locaizacdo dos QTLs nas Figuras 07, 08, 09 e 10 e
as posigdes nos mapas de ligagdo da maioria dos marcadores moleculares associados a
ressténcia a gomose (Figuras 05 e 06) observa-se que ha forte ligacdo entre a ocorréncia de
marcadores e QTLS.

No Quadro 18 estdo dispostos os vaores da estimativa da variagdo
fenotipica explicada pelo QTL, representada pelo valor de R considerando-se os dois mapas
de ligagdo andisados (P. trifoliata ‘Rubidoux’ e C. sunki) e obtidos das andlises edatisticas
redizadas pelo arquivo de saida Zmapqtl do programa QTL Cartographer (Basten et d.,
2000). O programa forneceu ainda para cada grupo de ligacdo dos dois mapas, a posicéo
absoluta do QTL (em Morgans) no cromossomo a partir do telémero esquerdo e o resultado do
teste de X? em relaco a0 valor tabelado para um grau de liberdade (3,84).
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Quadro 18. Grupo de ligacdo dos parentais, marcadores moleculares entre o intervalo de
mapeamento do QTL, posicdo absoluta do QTL a partir do teldmero esgquerdo,
em Morgans, proporcdo da variagio fenotipica explicada pdo QTL (R?) e efeito
aditivo. (Dados fornecidos pelo QTL Cartographer).

Grupo de ligacdo Marcadores Posicéo Vdordo Vadordo Rdo Efeto

associadosao  absolutado  LOD X2+ pico  aiitivo
intervalo QTL @

| de P. trifoliata E20_510 2,2884 2,9 6,949 0,14 - 157
’Rubidoux’ E16 519
[l de P. trifoliata NO5 1300 0,5392 29 5,839 0,60 +2,78
’Rubidoux’ AV16 1400
V de P. trifoliata Z 680 0,8670 2,9 8,246 0,17 - 157
' Rubidoux’ C19 380
Il deC. sunki NO6_1590 0,1733 2,6 10,910 0,18 - 0,58

* Vdor maior ou igua a 3,84 com 01 grau de liberdade para o intervalo do mapa nos grupos
de ligacéo evidenciando a presencade QTL.

Os QTLs detectados nos grupos de ligacdo I, Il e V de P. trifoliata
‘Rubidoux’ denominados de Ppr-Ptl, Ppr-Pt2, Ppr-Pt3 (Ppr — Phytophthora parasitica
resistance) sdo responsaveis por 14, 60 e 18% da variacdo fenctipica tota de P. trifoliata
‘Rubidoux’ a gomose dos citros, respectivamente. O QTL Ppr-Cs detectado no grupo de
ligecéo 1l de C. sunki explica 18% da variacéo fenotipica total do gendtipo ao patdgeno
(Quadro 18). A deteccdo de QTLs controlando mais de 20% da variagdo fenotipica ndo é um
fenbmeno raro. A acdo génica pode ser avdiada para cada QTL detectado e uma variacéo
expressiva com distribuicdo continua tem sido verificada em poligenes (Tankdey, 1993).

A presenca de marcadores moleculares e QTLs ligados ao caréter
ressténcia a gomose dos citros e a0 CTV em um mesmo grupo de ligacdo (1) [Figura 07] de
Poncirus trifoliata ‘Rubidoux’ indicam que esta regido € de grande interesse na sdlecdo de
gendtipos com resisténcia multipla a doenca pois revela que os genes podem estar  associados
em agregado ‘clusters. O seglienciamento e 0 mapeamento fino desta regido pode a vir
elucidar estateoria

A detecc@o de véarios locos de resisténcia a gomose dos citros em P.
trifoliata ‘Rubidoux’ e a reacdo dos individuos da progénie em reacdo a ressténcia P.



parasitica, indica que este cardter € de natureza complexa, concordando com as teorias
defendidas por Furr & Carpenter (1961), Hutchison (1985) e Graham & Castle (1993).

O baixo valor da herdabilidade (18,7%) corrobora a hipétese de que a
heranca da ressténcia a P. parasitica é governada por poligenes. O €feito aditivo, observado
em gpenas um dos QTLs ligados a ressténcia a gomose dos citros, contribui negativamente no
vaor da herdabilidade do carder e reforca a tese da natureza quantitativa da doenca (Falconer,
1989).

Diversos marcadores moleculares do tipo RAPD apresentaram forte
ligacdo genética com os QTLs associados a ressténcia a gomose (Ppr-Pt) (Phytophthora
parasitica resstance — P. trifoliata). Em funcdo desta ligagdo, os marcadores podem Uteis na
selecdo e nanipulacéo dos genes Ppr-Pt em cruzamentos com gendtipos superiores suscetivels
a gomose, permitindo discriminar nas progénies os individuos que herdaram genes de
ressténcia

A variagdo existente na resposta de gendtipos de citros a P. parasitica
pode ser atribuida a presenca ou auséncia do QTL nos individuos da progénie. Plantas
portadoras da combinacéo favoravel de QTLs, presenca de dois ou os trés QTLS,
gpresentariam ressténcia a P. parasitica, anaogamente, em que plantas com uma combinagéo
desfavoravel seriam suscetiveis ao patdgeno.

Em outras doengas dos citros, a base genéica da ressténcia aos
fitopatdgenos tem se modtrado de heranca smples e oligogénica, como nos patossistemas
CTV —P. trifoliata (Mestre et d., 1997; Cristofani et d., 1999), T.semipenetrans - P. trifoliata
(Ling e d., 2000). O controle genético da ressténcia monogénica normamente envolve uma
relacdo do tipo gene-a-gene, na qua o produto de um gene de aviruléncia do patdgeno
(elicitor) é reconhecido pelo produto do gene de resisténcia do hospedeiro (receptor), que
desencadela uma resposta de resisténcia na planta.

No presente trabalho foram encontrados marcadores do tipo RAPD
ligados a resgténcia a P. parasitica associados a quatro QTLs. Um dos QTLs se encontra
locdizado no mesmo grupo de ligagdo em que foi mapeado 0 gene de resisténcia ao CTV por
Crigofani e d. (1999). A disponibilidade de marcadores moleculares fortemente ligados a
mais de uma caracteristica de interesse agrondmico, como verificado entre os marcadores e

QTLs ligados a ressténcia a gomose dos citros e ao CTV pode permitir a0 melhorista de citrus
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sdecionar quais individuos devem permanecer num programa de mehoramento, por
identificar plantas resgtentes e suscetiveis, mesmo em periodos desfavoravels a ocorréncia da
doenca.

A natureza dominante dos marcadores RAPD impede a distincéo entre
individuos resstentes homozigotos e heterozigotos, no entanto, outras técnicas moleculares
como 0 desenvolvimento de ‘primers do tipo SCAR (Paran & Michemore, 1993) permitird
discriminar individuos hetero e homozigotos.

O patossstema Phytophthora-citros conditui um sstema moddo para
a aplicacéo da sdecdp assdtida por marcadores em espéecies perenes, face as seguintes
caacteridicas. o dto nivel de polimorfismo dentro e entre espécies, facilidade de obtengéo de
hibridos interespecificos fértels que mostram grande efeito da heterose e regeneracdo via
embriogénese somatica (Machado et d., 1997).

A descoberta de marcadores moleculares localizados proximos aos
QTLs de interesse agrondmico pode ser um ponto de partida para estudos mais detalhados
como 0 seqlienciamento da regido gendmica que contém os genes de interesse (Tankdey et d.,
1989). A digponibilidade de marcadores moleculares fortemente ligados a QTLsS para uma
caracteridica de interesse, permite a0 mehorista decidir com mais eficiéncia e seguranca
quais individuos devem pemanecer num prograna de mehoramento, identificando
indirstamente as plantas ressentes e suscetiveis, dispensando inoculagbes  atificias ou

mesmo redlizar a selecdo em periodos desfavoravels a ocorréncia da doenca.



5. CONCLUSOES

1. Os isolados de Phytophthora parasitica gpresentaram variagéo na
agressvidade quando inoculados em Citrus limon Burmann. e C. limonia Osbeck, destacando-se 0
isolado LRS 23/97, como mais agressivo aos dois gendtipos.

2. A avdiacdo de resi sténcia de gendtipos a gomose pode ser realizada em
plantulas “in vitro”, aravés de inser¢do de agulha infestada com o patdgeno e através do método do
disco einser¢do sob casca do patdgeno em plantas jovens.

3. Os hibridos F, inoculados, artificidmente atraves do método do disco,
goresentaram lesfes intermedidrias em relacdo aos parentais e a baixa herdabilidade (18,7%)

indicando que a heranca da resisténcia a gomose é de natureza quantitativa. Esta hipotese foi
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confirmada pela deteccdo de nais de um QTL envolvido na heranga da ressténcia a gomose dos

citros.

4. Foram identificados 36 marcadores moleculares do tipo RAPD
asociados a0 cardter de ressténcia a gomose dos citros, dos quais, 19 marcadores foram
mapeados nos grupos de ligagdo do mapa de Poncirus trifoliata ‘Rubidoux’ e 10 distribuidos em
diversos grupos de ligacéo do mapa de Citrus sunki

5. Foram detectados quatro locos controladores para caracteristicas
quantitativas (QTLS) associados a resisténcia a gomose de Phytophthora dos dtros, sendo trés
locdlizados em grupos de ligac@o |, 11 e V no mapa de Poncirus trifoliata ‘ Rubidoux’ e um QTL no
grupo de ligagdo Il no mapa de Citrus sunki, confirmando a heranca de natureza quantitativa da
doenca.

6. Os QTLs detectados, denominados Ppr-Ptl, Ppr-Pt2, Ppr-Pt3
(ressténcia a Phytophthora parasitica em Phytophthora trifoliata), so responsaveis por 14, 60
e 17% da variagdo fenotipica de Poncirus trifoliata ‘Rubidoux’ a gomose dos citros,
respectivamente. O QTL Ppr-Cs, de ressténcia a Phytophthora parasitica detectado em C.

sunki, controla 18% da variacdo fenotipica de C. sunki ao patdgeno.
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