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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar hibridos, oriundos de hibridagdes controladas entre 'Folha
Murcha' x 'Ponkan' e testd-los quanto a resisténcia a Alternaria alternata f. sp. citri. As plantulas foram obtidas
via cultura in vitro de embrides. Utilizou-se o marcador molecular fAFLP para identificacio dos hibridos e, em
seguida, realizou-se o teste de patogenicidade nos hibridos com isolados de Alternaria alternata f. sp. citri, em
condig¢des de laboratério. Os pares de primers EcoRI AAG — Msel CAG e EcoRI ACC — Msel CAA foram os mais
eficientes na identificag¢@o dos hibridos, os quais identificaram 48,5% de hibridos. Os hibridos F64, F108, F111,
F113,F131 e F139 sdo potencialmente resistentes a Alternaria alternata f. sp. citri.

Termos para indexacgao: Citrus sinensis, Citrus reticulata, melhoramento genético, biotecnologia vegetal, marcador
molecular.

Alternaria brown spot resistant citrus hybrid identification by means
of fAFLP and pathogenicity tests

Abstract — The objective of this work was to identify hybrids obtained from controlled crossings between 'Folha
Murcha' x 'Ponkan', and to check their resistance to Alternaria alternata f. sp. citri. The seedlings were obtained
by in vitro embryo culture. The fAFLP marker technique was used to identify the hybrids, then laboratory
pathogenicity test of the hybrids was accomplished with Alternaria alternata f. sp. citri isolates. The pairs of
primers EcoRI AAG — Msel CAG and EcoRI ACC —Msel CAA were the most efficient for hybrids identification,
and distinguished 48.5% of hybrids. Hybrids F64, F108, F111, F113, F131 and F139 showed potential resistance
to the Alternaria alternata f. sp. citri.

Index terms: Citrus sinensis, Citrus reticulata, genetic improvement, plant biotechnology, molecular markers.

Africa do Sul, Australia, Espanha, Israel, Turquia e Estados

Unidos e Itdlia (Herrera-Isla, 1992; Vicente et al., 1999;

Timmer et al., 2000; Bella et al., 2001; Peres et al., 2003).
Estudos realizados na Clinica de Fitopatologia de Citros

Introducao

A mancha-marrom-de-alterndria ou mancha-de-
alterndria das tangerineiras foi constatada pela primeira vez

no Brasil em 2001 (Peres et al., 2003). Segundo
Informativo do Centro de Citricultura (Centro..., 2003), os
sintomas observados em pomares no Brasil sdo semelhantes
aos descritos para “alternaria-brown-spot-of-mandarins” ou
“alternaria-brown-spot-of-Minneola-tangelo”” em pomares da

do Centro Avancado de Pesquisa Tecnolégica do
Agronegocio de Citros Sylvio Moreira, do Instituto
Agrondmico, confirmaram o agente causal da mancha-
marrom-de-alterndria como sendo Alternaria alternata
f. sp. citri, e os testes de patogenicidade mostraram a
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susceptibilidade das tangerineiras e seus hibridos. As
laranjeiras-doces 'Péra’, 'Limeira Acida Tahiti', por sua
vez, mostraram-se resistentes a doenca (Centro..., 2003).
Desta forma, considerou-se a possibilidade da utilizacao
de gendtipos dessas variedades como parentais em
programas de melhoramento genético visando a
obtencdo de hibridos resistentes a Alternaria alternata
f. sp. citri.

Em razdo das vdrias doencas que acometem a
citricultura, a busca por novas variedades € o objetivo
dos indmeros programas de melhoramento genético em
todo o mundo. Muitas alternativas podem ser utilizadas
para se chegar a variabilidade genética, entre as quais o
melhoramento genético através de hibridacdes.
Entretanto, os métodos de melhoramento cléssicos
utilizados no desenvolvimento de novas variedades de
citros sao limitados por problemas tais como apomixia e
embriogenia nucelar, altas taxas de heterozigose,
incompatibilidade sexual, esterilidade masculina e
feminina, além de longo periodo juvenil (Soost &
Cameron, 1975). Soma-se a isto a dificuldade para a
distincdo precoce de plantulas, resultantes da
multiplicacdo somadtica dos nucelos, e a dificuldade no
resgate do embrido zigtico, bem como a auséncia de
caracteres morfoldgicos que possibilitem a sua distingao
entre ambos os tipos de embrides.

Desta forma, devem-se usar métodos de selecdo
precoce de progénies no melhoramento genético de
citros, que reduzam o tempo e a mao-de-obra na
identificacdo de hibridos. Sao exemplos desses métodos
de selec@o: o cultivo in vitro de embrides e a identificacio
de gendtipos por meio de marcadores moleculares
fAFLP (“fluorescent Amplified Fragment Lenght
Polimorphism”).

O marcador molecular AFLP € uma técnica recente
desenvolvida por Zabeau (1993), e é intermedidria entre
as técnicas de RFLP e PCR (Vos et al., 1995). O
marcador AFLP analisa a presenca ou auséncia de sitios
de enzimas de restricdo e as seqiiéncias polimorficas
adjacentes a esses sitios. De acordo com Vos et al.
(1995), o AFLP apresenta as seguintes vantagens: maior
nimero de loci pode ser analisado por experimento;
nimero aproximadamente dez vezes maior de marcas
informativas pode ser obtido por andlise; a técnica gera
mais informacdes do que outros marcadores dominantes
como RAPD; o AFLP gera padrdes de bandeamento
altamente reprodutiveis, devido ao pareamento altamente
especifico dos primers aos nucleotideos adaptadores
complementares.
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O objetivo deste trabalho foi identificar hibridos de citros
oriundos de hibrida¢des entre 'Folha Murcha' x 'Ponkan'
por meio de marcador molecular fAFLP e testa-los quanto
a resisténcia a mancha-marrom-de-alterniria com a
utilizacdo de testes de patogenicidade.

Material e Métodos

As plantas foram obtidas a partir de cruzamentos
artificiais controlados entre 'Folha Murcha' (Citrus
sinensis, fonte de resisténcia) x 'Ponkan' (Citrus
reticulata, material suscetivel), pertencentes a colecao
de citricos do Setor de Fruticultura da Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

Foram coletados botdes florais das variedades de
laranjeiras Folha Murcha (genitor masculino) no estddio
baldao. Em seguida, as anteras foram extraidas com
auxilio de uma pinga e colocadas em placas de Petri,
forradas com papel-filtro, e armazenadas em sala de
crescimento com aproximadamente 25°C, 70% de
umidade relativa do ar, fotoperiodo de 16 horas e
irradiancia de 32 umol m s por aproximadamente 24
a 48 horas para ocorrer a antese. Posteriormente, com
auxilio de uma pinga, as inflorescéncias da genitora
'Ponkan’, que também se encontravam no estadio balao,
foram emasculadas e, em seguida, utilizando-se um
pincel fino, foram polinizadas. Imediatamente apds a
polinizac¢do, cada flor foi protegida com saco de papel e
etiquetada, deixando-se apenas uma flor por ramo,
eliminando-se as demais. Aproximadamente 118 dias
apds a polinizagdo, os frutos foram coletados e
armazenados em refrigerador a 5+1°C.

Para resgate e cultivo dos embrides, as sementes
foram removidas dos frutos provenientes dos
cruzamentos realizados na etapa anterior e tratadas com
alcool a 70% por 5 min e, posteriormente, desinfestadas
com hipoclorito de sédio (2%) por 20 min. Em seguida
foram lavadas trés vezes com dgua destilada e
autoclavada. Posteriormente, em camara de fluxo
laminar e com auxilio de microscépio estereoscopico,
bisturi e pinga, realizou-se um corte na regido oposta a
micrépila para expor os embrides. Estes foram
individualizados e inoculados em 15 mL do meio de
cultura MT (Murashige & Tucker, 1969) vertidos em
tubos de ensaio (25x150 mm). Em seguida, os tubos de
ensaio foram colocados em sala de crescimento a
27£1°C, com 70% de umidade relativa do ar, fotoperiodo
de 16 horas e irradiancia de 32 umol m2 s7'. Aos 90 dias,
as plantulas foram retiradas dos tubos de ensaio,
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transplantadas em células de isopor contendo vermiculita
e mantidas em casa de vegetacdo, com temperatura e
umidade controladas. Apds a aclimatizacgao, as plantulas
foram transferidas para sacos de pléstico perfurados
para producdo de mudas (28x18 cm), os quais foram
preenchidos com uma mistura de terra e areia na
proporcdo de 3:1. A identificacdo dos hibridos foi
conduzida no Dep. de Tecnologia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias da Universidade
Estadual Paulista em Jaboticabal, SP.

A extracdo de DNA gendmico dos tecidos vegetais
dos genitores e da progénie foi realizada segundo Doyle
& Doyle (1991). Folhas frescas (0,1 g) de cada amostra
foram maceradas com nitrogénio liquido e homogeneizadas
em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, contendo 750 puL.
de tampao de extragcdo (2% CTAB, NaCl 5 M, 0,2% de
2-B-mercaptoetanol, 0,5 M EDTA, 100 mM TRIS-HCI-
pH 8). Apds 60 min de incubagdo a 65°C, adicionaram-
se 450 uL. de cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1) e o
material foi centrifugado por 15 min a 17.000 g, a 20°C,
sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo,
adicionando-se 400 uL. de isopropanol gelado. Na
recuperacdo do DNA, realizou-se nova centrifugagdo a
17.000 g por 15 min, a 0°C, descartando-se o sobrenadante.
Em seguida, o DNA foi “lavado” com uma solugdo
conhecida como “wash buffer” (76% de etanol ¢ 10 mM
de acetato de amdnio), e logo depois foi centrifugado a
6.000 g a 0°C, por 10 min, para obtencao do pellet. Este foi
secado em temperatura ambiente, e, em seguida,
acrescentado 100 UL de TE (10 mM TRIS-HCI, pH 7,5,
1 mM EDTA) e 2 uL. de RNAse (10 ug mL1). Os tubos
foram incubados a 37°C por 60 min e acrescidos de
200 pL de dgua milli-Q, 100 pL de acetato de amonia e
1.000 pL de etanol absoluto, e mantidos por uma hora no
freezer. Em seguida, o material foi centrifugado novamente
a 12.000 g por 10 min, a 0°C, secado e, posteriormente,
ressuspendido em 20 uL. de TE (10 mM TRIS-HCI,
pH 7,5, 1 mM EDTA) e armazenados a -20°C.

A quantificacdo de DNA das amostras foi realizada
com auxilio de biofotdmetro. Além da concentracio de
DNA, observou-se a relacdo entre as absorbancias 260
e 280 nm (4cidos nucléicos/proteinas) para verificacao
da qualidade do DNA. Foi realizada também a verificacdo
da integridade do DNA nas solugdes por meio dos testes
em gel de agarose 0,8%.

Ap6s a obtencdo do material genético dos genitores e
da progénie F;, estes foram avaliados por meio do
marcador molecular fAFLP, segundo o protocolo AFLP
Plant Mapping Protocol (Applied Biosystems, 1997). O

DNA genomico foi digerido utilizando-se 500 ng de DNA
(10 uL), acrescido de 1,25 pLL de tampao React 1
(500 mM Tris-HCI1 pH 8, 100 mM MgCl,), 5 U de
EcoRI (0,5 uL) e 1,5 U de Msel (0,3 uL). Esta reacao
foi incubada por 14 horas a 37°C, e, em seguida, as
enzimas foram inativadas por 10 min, a 65°C. Quanto a
ligacdo dos adaptadores, retiraram-se 3,67 UL da reacao
de digestdo e acrescentou-se 1 puL. de tampao T4 DNA
ligase, 0,5 uL. T4 DNA ligase, 0,33 uL do adaptador para
o corte da Msel e 0,33 uLL do adaptador para o corte da
EcoRI (ambos adaptadores previamente anelados a
95°C por 5 min). A ligacdo ocorreu por duas horas a
20°C e, posteriormente, foi diluida 7,7 vezes em agua
destilada. Na amplificacdo pré-seletiva, retiraram-se
2 uL da reacdo diluida, preparada a partir das reacdes
de digestdo e ligacdo dos adaptadores, acrescentou-se
1 pL da mistura dos primers pré-seletivos AFLP EcoRI
e Msel e 15 pL. de AFLP Core mix. As amostras foram
colocadas no termociclador PTC-100 da MJ Research,
Inc. Inicialmente foram submetidas a 72°C por 2 min,
em seguida, 20 ciclos de 94°C, por 20 s, 56°C por 30 s e
72°C por 2 min e, finalmente, permanecendo a 60°C por
30 min.

Apés a verificacdo da reacdo pré-seletiva em gel de
agarose 1%, os produtos amplificados na reacdo pré-
seletiva foram diluidos duas vezes. Na amplificacio
seletiva, retiraram-se 1,5 pL da reacdo de amplificacio
pré-seletiva diluida e acrescentaram-se 7,5 L. do AFLP
Core mix, 0,5 pL do primer-AXX da EcoRI marcado por
fluorescéncia e 0,5 uL do primer-CXX da Msel, sendo
‘XX’ qualquer das combinacgdes de deoxinucleotideos
disponiveis na seqiiéncia dos primers do Kit. Apés o
preparo das reacdes, as amostras foram colocadas no
termociclador PTC-100 da MJ Research, Inc.
Inicialmente foram submetidas a temperatura de 94°C
por 2 min, seguido por sucessivos ciclos de 94°C, por 20 s,
66°C por 30 s e 72°C por 2 min. Em cada ciclo, baixava-
se um grau na fase de 30 s até atingir 56°C por 30 s.
Nesta pendltima etapa, no termociclador, as amostras
foram submetidas por 21 vezes ao ciclo de 94°C por 20 s,
seguidos de 56°C por 30 s e 72°C por 2 min. Finalmente,
foram submetidas ao ciclo de 60°C por 30 min.

Na eletroforese, realizada no seqiienciador ABI PRISM
377, preparou-se uma solucdo contendo 1,5 uL de
formamida deionizada, 0,9 uLL de blue dextran e 0,3 pL.
do padrao interno de peso molecular GeneScan-500 ROX
(Applied Biosystems) marcado por fluorescéncia com a
coloracdo vermelha. Adicionou-se a reacdo seletiva 1,6 uL.
desta solucdo e a reacdo foi desnaturada no termociclador,
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a 95°C por 5 min. Foi aplicado 1,5 pL. de cada amostra
em gel de poliacrilamida a 5% (Longer-Ranger) com
36 cm de comprimento, e a eletroforese foi desenvolvida
durante quatro horas, a 2.500 volts, usando TEB 1X
(10,8 g TRIS; 5,5 g dcido borico; 0,83 g de sédio EDTA
dihidratado; diluidoem 1 L de 4gua).

O padrao interno de peso molecular Gene Scan-500 ROX,
usado no fAFLP, possui 15 fragmentos com os seguintes
comprimentos em pares de bases (pb): 50, 75, 100, 139,
150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 e 500.

A fim de selecionar as melhores combinacdes de
primers, que identificassem loci fAFLPs polimérficos
entre os parentais, para posterior utilizacdo na
identificacdo de hibridos F; entre os mesmos, foram
testados 21 pares de primers EcoRI-Msel entre
'Ponkan' e 'Folha Murcha' (ACA-CAC, ACA-CAG,
ACA-CTT, ACA-CTG, AAG-CAC, AAG-CAA,
AAG-CAG, AAG-CTT, AAG-CTG, AGG-CAA,
AGG-CAG, AGG-CTT, AGG-CTG, ACC-CAC,
ACC-CAA, ACC-CAG, ACC-CTT, ACC-CTG,
AGC-CAA, AGC-CAG e AGC-CTT).

Ap6s amplificacdo, utilizou-se o programa “GeneScan
Analysis Software” (Applied Biosystems) para obtengcao
dos dados provenientes do seqiienciador. Em seguida,
construiu-se uma tabela bindria, analisando-se a presencga
e auséncia de cada fragmento, codificada por 1 e 0,
respectivamente, com o auxilio do “Genotyper DNA
Fragment Analysis Software” (Applied Biosystems) para
diferenciar os parentais entre si e, posteriormente, a
progénie F; de plantulas resultantes do cruzamento
dirigido entre 'Folha Murcha' e 'Ponkan'.
Posteriormente, elaborou-se a matriz de distancia com
auxilio do programa Paup (Paup 4.0b10). Com a matriz
de distancia, foi construido o dendrograma, por meio
do programa Mega (Kumar et al., 2004), para verificar
a certificacdo dos diferentes grupos (hibridos e
nucelares).

Quanto ao teste de patogenicidade da progénie F,
utilizou-se suspensao de conidios, cujas culturas foram
obtidas em meio de batata-dextrose-dgar (BDA), durante
sete dias sob temperatura de 26°C e fotoperiodo de
12 horas. O isolado de Alternaria alternata f. sp. citri
foi obtido a partir de folhas de tangor 'Murcott' com
sintomas tipicos da doenca, cuja patogenicidade foi
previamente avaliada mediante inoculacido em brotacdes
de tangerineira 'Dancy' (C. rericulata). Em tais colonias
foram adicionados 10 mL de 4gua esterilizada e, mediante
raspagem com lamina, removeu-se o micélio, conidios e
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conidiéforos que, posteriormente, foram filtrados em
camada dupla de gaze esterilizada. Esta suspensao foi
centrifugada duas vezes por 20 min a 12.000 g,
descartando-se o sobrenadante. Apds a determinacdo da
concentracio de propdgulos na suspensdo, com auxilio
de um microscépio e hematocitdometro, a suspensdo foi
diluida a 1x10* conidios por mL. Uma gota da suspensio
conidial foi colocada numa lamina de microscépio e
incubada por 18 horas em cAmara timida, que foi analisada
em seguida para confirmag@o da viabilidade dos conidios.

O teste de patogenicidade nos hibridos foi realizado
em folhas jovens, com aproximadamente oito dias de
idade ap6s o inicio da brotagdo, que foram destacadas
das plantas, higienizadas com dgua destilada e colocadas
em placas de Petri forradas com papel-filtro
umedecido. Em seguida, com auxilio de um
pulverizador manual, do tipo De Vilbs, as folhas foram
pulverizadas com suspensao de conidios, cujo isolado
também foi obtido a partir de folhas de tangor 'Murcott',
com sintomas tipicos da doenca, cuja patogenicidade
foi previamente avaliada mediante inoculagdo em
brotacdes de tangerineira 'Dancy'. A testemunha foi
pulverizada com dgua destilada e esterilizada.
Posteriormente, as amostras foram incubadas em
camara timida a 27°C.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
com quatro repeticdes, e cada repeticao foi constituida
por duas folhas. As avaliacdes foram realizadas aos quatro,
sete e dez dias apds a inoculagdo, baseando-se na
presenca e auséncia de sintomas. A severidade foi avaliada
de acordo com a menor ou maior suscetibilidade das folhas
ao surgimento do sintoma, conforme a seguinte notacao:
- auséncia de sintoma; + surgimento do sintoma; ++ folha
parcialmente tomada por lesdes e; +++ folha totalmente
tomada por lesdes. Apds as avaliagdes, as notacdes foram
transformadas na escala 0, 1, 2 e 3, representando as
notacdes -, +, ++ € +++, respectivamente. Em seguida,
os dados foram submetidos ao teste estatistico ndo-
paramétrico de Friedman, a 5% de probabilidade,
conforme Conagin et al. (2006).

Os parentais foram utilizados como controle negativo
e positivo. Apds as avaliagdes, a variedade Folha Murcha
ndo apresentou o sintoma da doenga. Ao contrario, a
'Ponkan’ apresentou-se altamente suscetivel, como era
esperado. Em todos os hibridos, também foram utilizadas
testemunhas — tratamentos que foram submetidos aos
mesmos testes, entretanto ndo foram inoculados com a
suspensao conidial.
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Resultados e Discussao

Do conjunto de 21 pares de primers AFLP testados
para identificag@o entre 'Folha Murcha' e 'Ponkan’, os
pares de primer AAG—CAG, AAG-CAA e AAG-CTT
(fluordfilo Joe) apresentaram o maior nimero de
fragmentos amplificados e polimoérficos. Estes trés pares
de primers amplificaram um total de 44, 40 e
39 fragmentos, sendo destes 17, 10 e 8 loci AFLP
polimérficos entre os parentais, respectivamente. Entre
os primers marcados com fluorescéncia Ned, destacam-
se os pares ACC-CAA, ACC-CTG e AGC-CAA, os
quais amplificaram 31, 28 e 25 sendo, entre estes 11, 8 e
7 loci AFLP polimérficos entre os parentais,
respectivamente. Considerando-se o baixo niimero de
fragmentos polimérficos entre os parentais 'Ponkan' e
'Folha Murcha', os demais 15 pares de primers ndo se
mostraram eficientes na diferenciacdo (Tabela 1).

Em razdo do nimero de fragmentos amplificados e
de loci AFLP polimorfismo detectados entre os
parentais, e da qualidade de visualizacdo na imagem do
gel, selecionaram-se os pares de primers AAG-CAG
(fluordfilo Joe) e ACC—CAA (fluoréfilo Ned) para serem
utilizados na diferenciacdo genética de plantulas
provenientes de embrides nucelares e zigdticos, 0s quais
geraram 38,63 e 35,48% de polimorfismo entre os
parentais. Os marcadores fAFLP mostraram-se
excelentes na diferenciacdo dos parentais por sua
capacidade de gerar grande nimero de fragmentos
polimérficos por par de primer.

Shimada et al. (1998), ao utilizar o marcador AFLP e
RAPD na diferenciacdo de variedades de laranja 'Péra’,
verificaram que a técnica AFLP detectou uma quantidade
de polimorfismo entre os materiais estudados
aproximadamente 20 vezes maior quando comparado com
0 RAPD. Os autores ainda ressaltaram a superioridade
da técnica de fAFLP na reprodutibilidade de fragmentos
amplificados e a rapidez de andlise devido ao sistema de
marcag¢do dos primers com fluorescéncia. Narvaez et al.
(2000), ao estudar a eficiéncia entre as técnicas RAPD e
AFLP para identificacdo genética de clones de Vitis,
também citam a eficiéncia da técnica AFLP apds
observarem alta reprodutibilidade dos fragmentos
amplificados e a maior quantidade de loci polimérficos
detectada por reacdo. Resultados semelhantes também
foram encontrados por Guo et al. (2004) que, ao estudar
vérias técnicas para caracterizagdo molecular e
identificacdo de hibridizagdo entre hibridos sométicos
intergenéricos de Citrus, verificaram que a técnica

AFLP foi mais eficiente e conveniente. Esses autores
observaram que todos os pares de primers testados
foram capazes de identificar a hibridizacdo entre os
hibridos. Grande nimero de bandas foi gerado, e
muitas destas bandas sdo especificas para os
gendtipos parentais. Conseqiientemente, informacgdes
adicionais a respeito da hibridizacao foram reveladas.

Com relagcdo aos hibridos identificados, foram
analisadas 101 plantas e encontrados, 49 hibridos, ou seja,
48,5%. As 53 restantes sdo clones nucelares. Verificou-
se o agrupamento da progénie F; oriunda da hibridacio
entre 'Folha Murcha' x 'Ponkan' em trés grupos distintos
(Figura 1). O primeiro representado por hibridos que
apresentaram distadncia genética relativamente
significativa (0,15), quando comparado ao segundo grupo,
cujos valores situaram-se entre 0,0 e 0,05. J4 o terceiro,
apresentou maxima similaridade, constituindo-se no grupo
de plantas com origem nucelar.

Devido a qualidade da técnica de AFLP, neste
trabalho foram encontradas diferencas genéticas

Tabela 1. Pares de primer (EcoRI-Msel) testados para
identificacdo entre 'Ponkan' e 'Folha Murcha' com os
respectivos totais de fragmentos amplificados e ndmeros de
fragmentos polimérficos gerados.

(1)

Pares de primers'’ Total de fragmentos Numero de fragmentos

amplificados polimdrficos
ACA-CAC 28 12
ACA-CAG 38 7
ACA-CTT 49 9
ACA-CTG 40 11
AAG-CAC 24 6
AAG-CAA 40 10
AAG-CAG 44 17
AAG-CTT 39 8
AAG-CTG 33 6
AGG-CAA 26 5
AGG-CAG 22 6
AGG-CTT 20 7
AGG-CTG 20 5
ACC-CAC 22 5
ACC-CAA 31 11
ACC-CAG 22 3
ACC-CTT 18 2
ACC-CTG 28 8
AGC-CAA 25 7
AGC-CAG 14 5
AGC-CTT 9 3

(WTodos os pares de primers com inicial ACA sdo marcados com fluoréfilo
Fam; todos os pares de primers com inicial AAG e AGG sdo marcados
com fluoréfilo Joe; todos os pares de primers com inicial ACC e AGC
sdo marcados com fluordfilo Ned.
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significativamente maiores, quando comparado com
outros marcadores moleculares a exemplo do RAPD
(Cristofani & Machado, 1998; Oliveira et al., 2000;
Cristofani et al., 2001).

A técnica fAFLP proporcionou a identificagdo mais
exata de embrides zigbticos neste trabalho. Esta técnica,
por sua eficiéncia na detec¢do de polimorfismo
proporciona, com freqiiéncia, melhores resultados na
diferenciacdo de individuos, seja de espécies citricas
ou de outras frutiferas. A propor¢cdo de embrides
zigdticos e nucelares pode variar com as espécies e
variedades de citros (Montenegro, 1958), devido a
constituicdo genética dos parentais, vigor dos hibridos,
fatores ambientais, estado fisioldgico (Cameron &
Frost, 1968) e condicdes climdticas da época em que
as hibridagdes sao realizadas (Mestre et al., 1997).
Estes autores observaram variacdo na porcentagem
de plantas zigéticas de Flying Dragon de 23,2%, em
1992, a 8,4%, em 1993. Oliveira et al. (2000),
trabalhando com marcador RAPD, encontraram em
média 38,98 e 27,92% de embrides zigdticos na

E.A. Chagas et al.

identificacdo de plantas oriundas do cruzamento entre
Citrus reticulata x Citrus sinensis quando cultivados
no sistema de placas de Petri/tubetes e canteiro,
respectivamente. Em 2001, data de realizacdo das
hibrida¢des controladas, as condi¢des climéticas foram
favordveis. O regime de chuvas foi bem distribuido
durante o ciclo de producdo da cultura e, principalmente,
no periodo de crescimento e desenvolvimento dos
frutos. Tais condi¢des, provavelmente, contribuiram
para a obtencdo do maior nimero de hibridos.

Com relacdo aos resultados do teste de
patogenicidade dos hibridos identificados na etapa
anterior, 37 hibridos oriundos do cruzamento'Ponkan'
x 'Folha Murcha' foram avaliados (Tabela 2). Os
outros 12 hibridos identificados precocemente, ou
seja, ainda no estdgio de plantulas, de um total de
49, morreram durante o periodo de aclimatizacdo.

Quanto aos trés periodos de avaliacio dos sintomas,
o teste de Friedman foi altamente significativo. A maioria
dos hibridos submetidos ao teste de patogenicidade
apresentou sintoma de suscetibilidade ao isolado de

IF79 L L

F90 gi;; F143
FIo1 F125
F86 Fll6 F117
F84 F115 F108
F82 F107 F105
F78 F106 F102
F103 F98
F74 F100 F89
Eg: Ponkan ig;
Fo6
F61
F66 F124 Feo
F65
F126 Fs1
F61 F128 F49
F59 F129 F48
F58 F130 F43
F54 F135 F42
F52 F137 F39
F47 F140 ‘F’;’:‘“‘“
F45 F141 F38
Ponkan F109 F46
F111
F40 ‘ F53
Fo95 F131 F62
—————F85 F104 F63
= I Fios 73
F80 F123 oy
F132
F44 F82
F55 E;i Fo4
F56 F97
F57 F136 — F101
F70 F139 F110
F120 F119
F75 F99 | Fo4
|E77 L—Fi4 'Fs1

F92

0,15 0,10 0,05 0,0

0,15 0,10

Diversidade genética

Figura 1. Dendrograma da genitora 'Ponkan' e da progénie F; oriunda da hibridacao entre 'Ponkan’' x 'Folha Murcha', a
partir da andlise de Parcimdnia e da matriz de distancia de Pairwise, baseado no padrio de agrupamento de Neighbor-

joining.
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Alternaria alternata f. sp. citri testado. Entretanto,
houve variac¢do no grau de resisténcia e suscetibilidade
dos hibridos de acordo com as avaliacdes realizadas aos
quatro, sete e dez dias apds a inoculacdo (Tabela 2).
A maioria dos hibridos apresentou sintomas apds
quatro dias da inoculag@o e a lesdo aumentou de tamanho,
até a folha ficar completamente tomada, o que ocorreu
dez dias apds a inoculacdo. Apesar de terem apresentado

sintomas na primeira avaliacdo nos hibridos F72 e F139,
as lesdes nao evoluiram mantendo-se constantes ao longo
do tempo de avaliac@o. Os hibridos F57, F99 e F123
apresentaram-se altamente suscetiveis ao fungo.

Nos hibridos F109, F113, F132 e F134, o sintoma s6
foi observado ap6s sete dias da inoculacdo. Entre estes,
destaca-se o F113, que, embora tenha apresentado
sintoma, nao se desenvolveu até o final do teste. Quanto

Tabela 2. Teste de patogenicidade realizado em hibridos oriundos da progénie F; provenientes do cruzamento 'Ponkan’' x 'Folha
Murcha', que receberam indculos de isolados de Alternaria alternata f. sp. citri.

Hibridos Avaliagdes (dias apds inoculagio)

4 7 10

Mediana Soma das escalas Mediana Soma das escalas Mediana Soma das escalas

Testemunha 0 24 0 14 0 6
F39 1,013 91,5 2,974 114 2,987 81,5
F42 1,026 92 2,908 113 3 97
F43 0 24 0 14 2,987 81,5
F44 0 24 2,974 114 2,987 81,5
F48 2,026 133 2,908 113 3 97
F49 1 79,5 2,026 78 3 97
F55 2 127,5 2,026 78 3 97
F56 1 79,5 2,026 78 3 97
F57 2,803 144 3 126,5 2,987 81,5
F60 0,974 78,5 2 74,5 2,987 81,5
F62 1,908 115,5 3 126,5 3 97
Fo64 0 24 0 14 1 19,5
F70 1 79,5 2,026 79,5 3 97
F72 1,013 91,5 1 38 2 34,5
F75 1 79,5 2,092 88 3 97
F77 1 79,5 2,066 87,5 3 97
F79 1,039 91,5 1,039 47,5 3 97
F80 2 127,5 3 126,5 3 97
F85 1,013 91,5 2 74,5 3 97
F92 1,013 91,5 3 126,5 3 97
F98 1,013 91,5 2 74,5 3 97
F99 3 148 3 126,5 3 97
F104 1,039 91,5 3 126,5 3 81
F105 1,026 91 2 74,5 3 97
F108 0 24 0 14 1 19,5
F109 0 24 2 74,5 3 97
F111 0 24 0 14 1 19,5
F113 0 24 1 38 1,066 23
F117 1,026 91 1 38 3 97
F123 3 148 3 126,5 3 97
F131 0 24 0 14 0 6
F132 0,013 36,5 2,039 87 3 97
F134 0 24 3 126,5 3 97
F138 1,013 91,5 1,895 65 3 97
F139 1,026 91 1 38 1 19,5
F142 1 79,5 2 74,5 3 97
s 130,68 131,05 132,62
GL 37 37 37
P 0,000 0,000 0,000
Grande mediana 0,974 1,895 2,553

(DEstatistica de Friedman ajustada.
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aos hibridos F64, F108 e F111 somente apresentaram
leve sintoma apds dez dias, com excec¢do do F43 no
qual, apds dez dias, a lesdo se mostrava muito
desenvolvida.

O F131 foi o Unico, entre os hibridos testados, que
ndo apresentou sintoma em nenhuma das avaliagdes,
mostrando-se potencialmente resistente, nas
condi¢des deste trabalho, ao isolado de Alternaria
alternata f. sp. citri utilizado.

A variagdo encontrada no grau de resisténcia e
suscetibilidade a Alternaria alternata f. sp. citri é
comum em trabalhos de patogenicidade envolvendo
espécies citricas a este fungo. Vicent et al. (2004),
ao avaliar a suscetibilidade de espécies citricas a
Alternaria alternata pv. citri em laboratério, também
encontraram variacdo na suscetibilidade entre as
variedades testadas. Gardner et al. (1986) relataram
que essa variacao € influenciada pelo teste utilizado.
Neste trabalho, o teste utilizado seguiu método
consagrado em trabalhos conduzidos para testar a
resisténcia de espécies citricas a Alternaria
alternata f. sp. citri (Kohmoto et al., 1991; Solel &
Kimchi, 1997; Peever et al., 1999, 2002; Vicent et al.,
2003).

Outros fatores que contribuem para a variacio
no grau de resisténcia e suscetibilidade a mancha-
de-alterndria das tangerineiras estio relacionados
ao tipo de isolado e ao local em que o isolado foi
obtido. Entretanto, a confirmacao de resisténcia de
variedades de tangerina e hibridos a Alternaria
alternata foi verificada em trabalhos anteriores.
Kohmoto et al. (1991) verificaram reacdo de
resisténcia, quando variedades de tangerinas 'King'
e seus hibridos 'Encore' e 'Kara-Kara' foram
submetidos a inoculacdo de isolados Aac oriundos
da Flérida. Esses autores também observaram
comportamento igual na variedade Kara-Kara,
quando recebeu inoculo com o isolado Aac, oriundo
da Austrédlia, embora autores como Solel & Kimchi
(1997) tenham verificado que a tangerina 'King' e
seus hibridos 'Wilking' e 'Kara-Kara' foram
suscetiveis ao isolado Aac, oriundo de Israel.
Recentemente, Vicent et al. (2003) observaram a
reacdo de resisténcia de hibridos 'Ellendalle’ e
'Ortanique’ oriundos do cruzamento entre
C. sinensis x C. reticulata, quando foram
submetidos a inoculacdo de trés isolados de
Alternaria alternata pv. citri, AF 2999-1,
AF 3499-1 e AF 5199-2.
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Conclusoes

1. Os pares de primers EcoRI AAG — Msel CAG
e EcoRI ACC — Msel CAA sdo os mais eficientes para
identificacdo de hibridos da progénie oriunda do
cruzamento 'Ponkan' x 'Folha Murcha'.

2. Os hibridos F64, F108, F111, F113, F131 e F139
sdo potencialmente resistentes a Alternaria alternata
f. sp. citri.
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