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Resumo

Phytophthora nicotianae Breda de Haan (Phytophthora parasitica Dastur) e
Phytophthora citrophthora (Smith & Smith), agentes causadores da gomose e
podriddo radicular, tém trazido graves danos em viveiros e pomares de citros no
mundo inteiro. O Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC vem realizando um amplo
programa de melhoramento genético de citros via cruzamentos dirigidos com relacéao
ao patossistema Phytophthora-citros, em que ja foram verificadas diferencas no nivel
de resisténcia na progénie do cruzamento entre tangerina Sunki (Citrus sunki) e
trifoliata Rubidoux (Poncirus trifoliata), a partir da deteccdo de genes
diferencialmente expressos utilizando microarranjos, identificando transcritos
envolvidos na resisténcia a Phytophthora, e do mapeamento genético. Este trabalho
teve como objetivo principal mapear nos grupos de ligacdo dos mapas de P. trifoliata
e C. sunki as regibes gendmicas associadas a resisténcia a Phytophthora parasitica
por meio de analise fenotipica (QTLs) e de expressao (eQTLs). Uma populacéo de
110 hibridos, seus genitores e dois porta-enxertos de referéncia para a citricultura
(lim&o Cravo e citrumelo Swingle), foi enxertada em liméo Cravo e estabelecida em
casa de vegetacdo. Cada hibrido foi conduzido com uma Unica haste e a inoculagéo
foi realizada pelo método do disco a partir do meio de cultura contendo o micélio de
P. parasitica, a 10 cm e 15 cm acima da regidao da enxertia, totalizando duas
inoculacdes por gendtipo. As plantas foram mantidas em ambiente com iluminacéo
artificial e fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25°C e umidade relativa (UR) de
85%, com irrigacdes diarias. As lesBes decorrentes foram avaliadas apos 60 dias da
inoculacdo, medindo-se o comprimento da &rea lesionada (CL) apds a remoc¢éo da
casca do ramo. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
duas repeticbes do mesmo genoétipo e uma planta por parcela. Constataram-se
diferencas entre os hibridos, com os CL variando de 1,15 a 11,13 mm. A
herdabilidade do carater foi de 65%. Para o mapeamento de QTLs e eQTLs (QTLs
de expressdo), mapas de ligacdo foram previamente construidos de Poncirus
trifoliata (L.) Raf. cv. Rubidoux e Citrus sunki Hort. ex Tan. com o uso de marcadores
DArT-seq™ e utilizando a estratégia pseudo-testcross. Foram detectados trés QTLs
associados a resisténcia a Phytophthora presentes nos grupos de ligacdo 2, 7 e 10
do mapa de P. trifoliata, e apenas um QTL no grupo de ligacdo 2 de C. sunki. A
propor¢cao da variacdo fenotipica, explicada pelo QTL, variou de 1,77% a 7,41% para
0 genitor trifoliata Rubidoux, enquanto que o QTL detectado no mapa da tangerina
Sunki, explicou 16,8% do fendtipo. Esses resultados sugerem que ha grande
possibilidade de sucesso na selecdo de hibridos resistentes dentro do experimento.
Além disso, 19 genes possivelmente envolvidos em processo de respostas de
defesa da planta a infeccdo do patégeno foram avaliados e validados na populacéo
de 51 hibridos selecionados e genitores. As analises dos dados de expressdo
génica, bem como as correlagcdes fenotipicas e genotipicas, demonstram uma
enorme variagdo intra e intergrupos quanto a ativacdo das vias dos fitorménios
relacionados a resisténcia em plantas, sugerindo que os citrandarins possuem
diversas estratégias para controlar a infeccdo do oomiceto. Essas informacdes
possibilitaram localizar regiées gendmicas associadas a resisténcia pela analise dos
dados de expressao génica. Para identificacdo dos eQTLs, os genes selecionados
foram quantificados por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR). Foram detectados 74 eQTLs associados a resisténcia a Phytophthora no
mapa de P. trifoliata, e 90 eQTLs no de C. sunki. A propor¢do da variacao
genotipica, explicada pelo eQTL, variou de 0 a 13,66% para o genitor trifoliata
Rubidoux, enquanto que no mapa da tangerina Sunki, variou de 0 a 18,87%. Os



resultados do mapeamento de QTLs e eQTLs sugerem que a resisténcia de alguns
citrandarins frente a inoculacdo de P. parasitica seja devido a uma combinacéo
favoravel de QTLs e eQTLs transmitidos pelos dois genitores, com a tangerina Sunki
parecendo ter uma contribuicdo maior para passar alelos de resisténcia a progénie.

Palavras-chave: citros, gomose, expressdo génica, marcadores DArT-seq, mapas
geneticos.



Abstract

Phytophthora nicotianae Breda de Haan (Phytophthora parasitica Dastur) e
Phytophthora citrophthora (Smith & Smith), causative agents of gummosis and root
rot, have brought serious damage in nurseries and citrus groves worldwide. The
Citrus Center Sylvio Moreira/IAC has been conducting an extensive citrus breeding
program by directing crossings regarding pathosystem Phytophthora - citrus, where
differences have been observed in the level of resistance in the progeny of the cross
between Sunki mandarin (Citrus sunki) and trifoliate Rubidoux (Poncirus trifoliata),
from the detection of differentially expressed genes using microarray identifying
transcripts involved in resistance to Phytophthora and genetic mapping. This work
aimed to map the binding groups of P. trifoliata and C. sunki maps the genomic
regions related to the resistance of Phytophthora parasitica by phenotypic analysis
(QTLs) and expression (eQTLs). A population of 110 hybrids, their genitors and two
reference rootstocks for citrus (Rangpur lime and Swingle citrumelo) was grafted at
Rangpur lime and established in the greenhouse. Each hybrid was conducted with a
single rod and the inoculation was performed by the disk method from the culture
medium containing the mycelium of P. Parasitica, 10 cm and 15 cm above the
grafted area, totaling two inoculations per genotype. The plants were kept in a room
with artificial light and a 16 hour photoperiod, 25°C and relative humidity (RH) of
85%, with daily irrigations. The resulting lesions were evaluated 60 days after
inoculation, by measuring the length of the damaged area (CL) after the branch bark
removal. The experimental design was completely randomized with two repetitions of
the same genotype and one plant per plot. We observed differences between
hybrids, with CL ranging from 1.15 to 11.13 mm. The character’s heritability was
65%. For the QTLs and eQTLs (QTL expression) mapping, linkage maps were
previously constructed from Poncirus trifoliata (L.) Raf. cv. Rubidoux e Citrus sunki
Hort. ex Tan. by DArT-seq™ markers and using the pseudo-testcross strategy. Three
QTLs were identified associated with resistance to Phytophthora in the linking groups
2, 7 and 10 of P. trifoliata map, and only one QTL on linkage group 2 of C. sunki. The
proportion of the phenotypic variation explained by QTL ranged from 1.77% to 7.41
% for the genitor trifoliate Rubidoux while detected at the Sunki mandarin map
explain 16.8% of the phenotype. These results suggest that there is great possibility
of success in the selection of resistant hybrids within the experiment. Furthermore, 19
genes possibly involved in the process of plant defense responses to pathogen
infection were assessed and validated in the population of 51 selected hybrids and
genitors. The analysis of gene expression data and the genotypic and phenotypic
correlations show a huge variation within and between groups as the activation of
plant hormone pathways related to resistance in plants, suggesting that citrandarins
have several strategies to control the oomycete infection. These informations made it
possible to locate genomic regions associated with resistance by analysis of gene
expression data. To identify eQTLs, selected genes were quantified by quantitative
real time PCR (RT- gPCR). Seventy-four eQTLs were detected associated with
resistance to Phytophthora in P. trifoliata map, and 90 eQTLs in C. sunki. The
proportion of genotype variation explained by eQTL ranged from 0 to 13.66% for the
genitor trifoliate Rubidoux while at the Sunki mandarin map ranged from O to 18.87
%. QTLs results and eQTLs suggest that the resistance of some citrandarins front of
the inoculation of P. parasitica is due to a favorable combination of QTLs and eQTLs
transmitted by both genitors, with Sunki mandarin seeming to have a greater
contribution to pass alleles resistance to progeny.



Keywords: citrus, gummosis, gene expression, DArT-seq markers, genetic maps.
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1. Introducéo e Justificativa

A citricultura € uma importante cadeia produtiva do agronegécio brasileiro, em
termos econdmicos e sociais. Em 2013, a producdo mundial de citros situou-se em
121,3 milhdes de toneladas, sendo a China (24,4%), Brasil (15,64%) e EUA (7,75%)
0s principais produtores. O Brasil (24,45%) é o maior produtor de laranja, vindo a
seguir a China (11%) e os EUA (9,84%), enquanto que em tangerinas o grande
destaque na producdo é a China (57,2%) seguindo-se, com parcelas muito
inferiores, a Espanha (6,48%) em segundo lugar e o Brasil (3%) em sexto lugar
(FAO, 2015).

O plantio de diferentes variedades nos pomares € de extrema importancia
para a citricultura, pois ganha-se em termos de produtividade, com a estratificacao
da colheita ao longo do ano, e também em termos fitossanitarios, o que faz com que
haja um maior controle de doencas e um menor impacto das altera¢des climaticas.
Esse tem sido o enfoque de pesquisas feitas ultimamente em torno da citricultura,
com o emprego do melhoramento genético tradicional para diversificar as culturas
citricolas, tendo em vista o0 combate as doencas que as afetam. Assim, Sao Paulo se
destaca nesse sentido, com o Centro de Citricultura Sylvio Moreira desenvolvendo
pesquisas em busca de novas variedades copa e porta-enxertos de citros tolerantes
e resistentes a diversas doencas, como por exemplo, ao cancro critico e ao
huanglongbing (HLB), além de implementar o melhoramento genético em busca de
variedades com épocas de maturacédo diferentes das tradicionais, mais precoces ou
mais tardias (Zulian et al., 2013). Hibridos de Poncirus trifoliata e Citrus sunki foram
obtidos e estdo sendo estudados no Centro de Citricultura, os quais ja se mostram
tolerantes a MSC (morte subida dos citros), gomose e seca, e podem ser indicados
como porta-enxertos alternativos para a citricultura brasileira (Cristofani-Yaly et al.,
2005).

Pertencentes a familia Rutaceae, e principalmente ao género Citrus, as
variedades séo constituidas pelas laranjas doces, tangerinas, limdes, limas acidas e
pomelos, tendo também outros representantes menos importantes, como as
toranjas, limas doces, laranjas azedas e cidras (Donadio et al., 1998).

O Poncirus, um género relacionado ao Citrus, se destaca por apresentar
resisténcia ao frio, possui alta resisténcia a Phytophthora, ao virus da tristeza dos
citros e ao nematoide dos citros Tylenchulus semipenetrans (Swingle, 1967;
Hutchison & O’Bannon, 1972; Hearn et al., 1974; Yelenosky et al., 1974).
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As tangerinas ou mandarinas pertencem ao género Citrus, que apresenta
uma enorme variedade de espécies. Muitas sdo utilizadas em programas de
melhoramento genético como porta-enxertos, merecendo destaque e para fins de
citacdo a tangerina Sunki (C. sunki Hort. ex Tan.), que faz parte do grupo das
microtangerinas (Donadio et al., 1998). A tangerina Sunki apresenta resisténcia a
tristeza, a MSC e tolerancia a solos salinos e a seca. Entretanto, possui alta
suscetibilidade a Phytophthora (Feichtenberger, 2001; Pompeu Junior, 2005; Schinor
et al., 2011).

Gomose e podriddo de raizes causada por Phytophthora estdo entre as
doencas de maior importancia econdmica dos citros. Phytophthora nicotianae Breda
de Haan (Phytophthora parasitica Dastur) e Phytophthora citrophthora (Smith &
Smith) tém causado graves danos em viveiros e pomares de citros no mundo inteiro.
No Brasil, P. parasitica, oomiceto que pertence ao reino Stramenopila, é a espécie
predominante associada com a doenca (Medina Filho et al., 2004). Estes patdégenos
infectam as principais ramificacbes das plantas, induzindo a formacédo de cancros
com exsudacao de goma, aparecimento de areas mortas na casca e ressecamento,
bem como fendilhamento longitudinal da casca, conjuntura que faz com que as
plantas geralmente percam vigor e possam vir a morrer prematuramente (Alvarez et
al., 2009; Queiroz & Melo, 2006). No que diz respeito a &area interna, a coloragédo dos
tecidos afetados da casca e do lenho apresenta-se logo de inicio amarela, para
depois ficar pardacenta. Com uma ampla gama de fatores que podem intensificar a
incidéncia da doenca, entre os quais o clima e a suscetibilidade da variedade, o
desenvolvimento da lesdo ocorre no sentido longitudinal, com altura variavel, e
lateral, podendo abranger grande parte da circunferéncia do tronco afetado, situagcéo
em gue a planta morre (Gasparotto et al., 1998).

O emprego de porta-enxertos resistentes a esse patdgeno constitui no
método mais eficiente para o controle da doenca, e isso tem sido feito em programas
de melhoramento genético como o desenvolvido pelo Centro de Citricultura Sylvio
Moreira - IAC, em Cordeiropolis (SP), de modo a buscar hibridos que tenham
caracteristicas de interesse agrondmico e que ao mesmo tempo, possuam a
resisténcia a Phytophthora spp. (Boava et al., 2003; Medina Filho et al., 2003).

Os mecanismos de resisténcia de citros a Phytophthora ainda s&o mal
entendidos. Podem ser divididos em duas categorias, aqueles em que ha uma

resisténcia geral (respostas comuns a todas as espécies de plantas afetadas por
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fitopatégenos, como as reacbes de hipersensibilidade, o desenvolvimento de
barreiras estruturais e a producdo de fitoalexinas) e aqueles que séo especificos a
planta (respostas especificas a uma dada populacdo de Phytophthora e controladas
por genes de resisténcia no hospedeiro) (Hammerschmidt, 1999). Devido as grandes
diferencas de tipos de tecido afetado e consequentemente, das respostas de
diferentes espécies de citros a infeccdo, sabe-se que ha mais de um mecanismo de
resisténcia e/ou tolerancia que estédo envolvidos. Diversas pesquisas que empregam
avaliacfes quantitativas em genoétipos de citros quanto a suscetibilidade para
gomose feitas em todo o Brasil, indicam Poncirus trifoliata e citrumelo Swingle, um
hibrido de trifoliata com pomelo, como tolerantes tanto a podriddo do pé quanto ao
da raiz, sendo ambos resistentes para conter a infec¢cdo (Graham & Timmer, 2003).

Em um estudo sobre o patossistema Phytophthora-Citros realizado no Centro
de Citricultura Sylvio Moreira, utilizando uma populagéo obtida do cruzamento entre
trifoliata Rubidoux (Poncirus trifoliata) e tangerina Sunki (Citrus sunki), foram
verificadas diferencas no nivel de sintomas tanto nos genitores quanto na progénie
(Siviero et al., 2006).

Existem na literatura cientifica trabalhos que relatam os ultimos esforgos feitos
por programas de melhoramento genético de citros na busca de resisténcia a
Phytophthora parasitica e, consequentemente, na tentativa de descrever a base
molecular da resposta do hospedeiro a doenca da gomose (Boava et al., 2011a;
Boava et al., 2011b). Esses estudos relataram sobre as mudancas nos perfis de
expressdo global de genes e mostraram genes diferencialmente expressos
envolvidos em uma série de processos tais como a defesa celular, fotossintese e
metabolismo de carboidratos. Os genes de defesa s&do ativados em resposta a
infeccdo do patdgeno por mecanismos de transducédo de sinais regulados pela acéo
de hormbnios vegetais e suas vias bioquimicas, sendo as mais comuns aquelas que
pertencem o acido salicilico (SA), o &cido jasmdnico (JA) e o etileno (ET) (Fernandes
et al., 2009).

As caracteristicas agronémicas quantitativas de culturas vegetais estéo
submetidas a acdo de mudltiplos locos, os chamados poligenes, responsaveis por
pequenos efeitos no fendtipo, o que ocasiona uma variacdo continua dada pela
propria segregacao genotipica, ao efeito ambiental e também interagdo entre estes
dois fatores: o gendtipo e o ambiente. Por esse motivo, os chamados QTLs

(Quantitative Trait Loci) tém sido bastante estudados em programas de
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melhoramento genético a fim de associa-los a mapas genéticos, os quais, quando
construidos, permitem fazer correlagcdes fenotipicas confidveis a partir da
genotipagem de uma progénie. Sendo assim, 0 estudo da expressdo génica
vinculada a interacdo patégeno-hospedeiro e a identificagdo, o0 mapeamento e a
guantificacado do efeito de QTLs, é de grande importancia para a compreensao dos
genes potencialmente associados a causa da doenca na planta (Siviero et al.,
2002b; Boava, 2004b; Toledo et al., 2008).

Entre as vérias ferramentas disponiveis de genética molecular para auxilio ao
melhoramento, os mapas genéticos baseados na frequéncia de recombinacgéo entre
marcadores polimérficos em uma progénie, tornaram-se ferramentas fundamentais
para acelerar o processo de selecdo de marcadores associados a caracteres
guantitativos (Danan et al., 2011). Dessa forma, o mapeamento genético tem sido
empregado em programas de melhoramento de citros, a fim de buscar genes e/ou
locos de caracteres quantitativos (QTLs) relacionados a resisténcia a Phytophthora,
dentre outros problemas fitossanitarios. Além disso, outras técnicas de biologia
molecular para analise de expressdo génica diferencial tais como microarranjos,
RNA-Seq e RT-gPCR, permitem avaliar junto com os mapas de ligagdo uma
populacdo hibrida e seus genitores, identificando regibes genémicas que, quando
acessadas, explicam a variacdo de transcritos em genes co-regulados quanto a
resposta a gomose causada por Phytophthora (Oliveira et al., 2014).

A genética genObmica surge como uma técnica que engloba o mapeamento de
locos quantitativos e analises de expressdo génica para identificar a associacéo
entre o estado alélico de uma regido do genoma e a quantificacdo dos transcritos
génicos (Jansen & Nap, 2001). Tais regides genbmicas sdo denominadas como
QTLs de expressao (eQTLs), e permitem que se mensure a variacdo da expressao
génica entre populacbes de individuos segregantes, determinando uma regido
cromossOmica que atua no processo de expressdo de um gene para uma dada
caracteristica (Schadt et al., 2003). Sendo assim, o estudo de eQTLs é de grande
importancia para o entendimento da interacdo patdgeno-hospedeiro, a fim de

compreender os mecanismos de resisténcia e resposta as doencas.
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6. Consideracdes Finais

1. A andlise fenotipica dos 114 gendtipos (110 citrandarins, seus genitores,
limédo Cravo e citrumelo Swingle) frente a inoculacdo de P. parasitica, revelou
gue oito hibridos, juntamente com o genitor Citrus sunki e o porta-enxerto
limédo Cravo foram suscetiveis ao oomiceto e consequentemente, tiveram uma
maior lesdo, bem como 11 individuos formados apenas por citrandarins foram
moderadamente suscetiveis, apresentando lesbes intermediarias. Por outro
lado, a grande maioria, isto €, 91 hibridos se mostraram tolerantes e/ou
resistentes a Phytophthora, além do genitor Poncirus trifoliata e o porta-
enxerto citrumelo Swingle. Portanto, mesmo dentro dos citrandarins
pertencentes ao grupo T/R, pdde-se constatar grande variabilidade genética
que permitiu a discriminagcdo por agrupamento, fato demonstrado pela
aplicacdo das estimativas de ganho genético, com quatro hibridos exibindo
um alto comportamento de resisténcia a P. parasitica. Tais citrandarins
constituem genotipos promissores para futuras pesquisas relacionadas a
gomose. Além disso, a herdabilidade para o carater CLg (comprimento real da
lesdo) € considerada alta, demonstrando que o fator genético exerce maior
influéncia do que o ambiental;

2. A escolha da populacdo segregante para genotipagem e dos genitores
contrastantes em relacdo a resisténcia de Phytophthora; a utilizacdo dos
marcadores DArT-seq e 0 uso da estratégia pseudo-testcross a partir da
segregacao de marcadores na proporcdo mendeliana 1:1 pelo programa
OneMap, possibilitaram a construcao de dois mapas de ligacdo consistentes,
um para cada genitor, a fim de detectar QTLs e eQTLs (QTLs de expresséao)
numa progénie F1 de citrandarins;

3. A analise do mapeamento de QTLs por intervalo composto (CIM) permitiu
identificar trés QTLs de pequeno efeito associados a resisténcia a P.
parasitica nos grupos de ligacdo 2, 7 e 10 do mapa de P. trifoliata, e apenas
um QTL de efeito moderado no grupo de ligagdo 2 de C. sunki. O Unico QTL
no mapa da tangerina Sunki chegou a explicar 16,8% da variacdo fenotipica e
apresentou efeito aditivo negativo, o que faz com que atue no sentido de
diminuir a expressédo do carater CLg relacionado a heranca da gomose dos
citros. Dessa forma, parece haver uma maior contribuicdo para transmitir

alelos de resisténcia a progénie por parte do genitor suscetivel, com a
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atuacao dos dois genitores sendo de extrema importancia para transmitir uma
combinacéao favoravel de QTLs aos citrandarins;

A gquantificacdo dos transcritos génicos 48 horas ap0s a infestacdo por RT-
gPCR de 19 genes candidatos permitiu constatar padroes diferenciais de
expressdo associados as diferentes vias de fitormonios (SA, JA/ET e JA/ABA)
nos citrandarins quando se analisa os grupos fenotipicos formados, de modo
a alguns genes terem uma maior participacdo na resposta de defesa ao
agente causador da gomose dos citros, a partir do pressuposto de que genes
diferencialmente expressos nos genitores suscetivel e resistente, bem como
entre os seus hibridos resistentes e suscetiveis, sdo alvos promissores na
resisténcia a P. parasitica. Portanto, mais de uma via parece ser responsavel
pelo fendtipo da doenca, e outros processos inespecificos, que ndo medeiam
a resisténcia gene-a-gene, provavelmente associados a ROS e as
fitoalexinas, também podem estd sendo ativados na interagcdo Phytophthora-
citros;

Os dois porta-enxertos de referéncia para citricultura (liméo Cravo e citrumelo
Swingle), a partir de seus perfis de expresséo para os 19 genes candidatos,
ativam diferentes mecanismos de defesa frente a infeccdo do oomiceto;

Foi demonstrado que grande parte dos hibridos suscetiveis induz os genes-
alvo, enquanto outros classificados como tolerantes e/ou resistentes
predominantemente os reprimem;

O perfil de expressédo génica global do experimento, bem como a matriz de
dissimilaridade entre os genes candidatos permitiram estabelecer andlises
consistentes de agrupamento entre os genotipos selecionados e 0s genes
candidatos, indicando que a caracteristica comprimento da lesdo associada a
heranca complexa da gomose dos citros € governada pela repressao e
inducdo de genes, envolvendo tanto genética quanto ambiente, e que alguns
genes parecem ter uma maior relacdo na expressao dos diferentes fenotipos
frente a infeccéo de P. parasitica;

O estudo da expressao de genes candidatos associados a resisténcia a
fitopatbgenos e ao oomiceto P. parasitica via RT-gPCR e a andlise do
mapeamento de eQTLs por intervalo composto (CIM) foi importante para
mapear regides genémicas nos dois mapas parentais que atuam no processo

de expressdo génica para a caracteristica fenotipica CLr relacionada a
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heranca da gomose dos citros, permitindo identificar 74 eQTLs no mapa de P.
trifoliata € 90 no de C. sunki. Alguns eQTLs nos dois mapas estavam
fortemente sobrepostos, havendo a deteccdo de consistentes hotspots
(“zonas quentes”) de eQTLs relacionados aos 19 genes-alvo. Além disso, a
co-localizacdo de um QTL com um eQTL em um mesmo marcador
flanqueador no mapa do trifoliata Rubidoux indicou a formacdo de uma
complexa rede reguladora tanto da expresséo génica quanto do fenotipo;

. A andlise do mapeamento de eQTLs, assim como do mapeamento de QTLS,
revelou que o genitor suscetivel ao agente causador da gomose dos citros C.
sunki parece ter uma maior contribuicdo para transmitir alelos de resisténcia a
progénie, com a acdo mutua dos dois genitores sendo indispensavel na
passagem aos citrandarins de uma combinacdo favoravel de eQTLs, que
conferem defesa a P. parasitica.
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