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MAPEAMENTO DE QTLs ASSOCIADOS A PRODUCAO DE FRUTOS E SEMENTES EM
HIBRIDOS DE CITRUS SUNKI VS. PONCIRUS TRIFOLIATA!

AMAURI SIVIERO?, MARIANGELA CRISTOFANI% LEONARDO P. BOAVA?, MARCOS A. MACHADQ?

RESUM O - O grupo dos citros apresenta acentuada juvenilidade manifestada pel aincapacidade de florescimento, vigor e formagéo de espinhos. No
caso dalaranja‘valéncia , oshibridos detrifoliata, utilizados como porta-enxertos, induzem maior precocidade e produtividade. O nimero de sementes
do fruto (NSF) constitui importante caracteristica da variedade candidata a porta-enxerto de citros. O presente estudo teve como objetivo detectar
QT L sassociados as caracteristicas nimero de frutos por planta (NF) e nimero de sementes por fruto em umaprogénie F, derivadade um cruzamento
entre Citrus sunki e Poncirustrifoliata ‘ Rubidoux’. Os grupos de ligacéo (GL) dos parentais foram obtidos usando a estratégia ‘ pseudotestcross' e
marcadoresdo tipo RAPD. A contagem do nimero de frutos por plantae o nimero médio de sementes por fruto foi realizada usando 80 individuos da
progénie. A deteccdo dos QTLsfoi realizada pelo método de mapeamento por intervalo composto utilizando o programa QTL Cartographer. Foram
detectadosum QTL associado afrutificagdo eum QTL ligado ao niimero de sementes situadosno GL 4 e GL 5 no mapadeP. trifoliata, respectivamente.
Termosparaindexacdo: propagagdo, mel horamento de citros, marcadores molecul ares, frutificagéo

QTL MAPPING LINKED TO FRUIT SET AND SEEDS IN CITRUS SUNKI VS, PONCIRUS TRIFOLIATA HYBRIDS

ABSTRACT - Citrus group shows juvenility strong dueincapacity to flowering, vigor and thorn formation. Trifoliata hybrids used as rootstocksto
induce early production and better field for ‘Valencia® orange scion. Seeds number per fruit is very important characteristic to citrus rootstocks
candidate. The present study has as objective to detect quantitative trait loci (QTL) associated to fruiting and seeds production in F, progeny
obtained of Citrussunki vs. Poncirustrifoliata cross. Linkage groups (LG) of parents were built by pseudotestcross strategy using RAPD markers.
Fruits/plant and seeds/fruit numberswere counting using 80 individuals of progeny. QTL detection was made with compositeinterval mapping using
the QTL Cartographer. QTL linked to fruiting and seed productionin LG 4 and LG 5 of the P. trifoliata map, respectively, were detected.
Indexterms. propagation, citrusimprovement, molecular markers, fruiting

INTRODUCAO

Os citros s80 uma das mais importantes culturas brasileiras em
termos econdmico-sociais. O Brasil € o maior produtor e exportador de
suco concentrado de laranjado mundo. O Estado de S&o Paul o concen-
tra 75% da produgdo citricola do Brasil, contando com cerca de
202.000.000 de &rvorese ocupando &reagproximadade 796.265 ha(Amaro,
1999).

A producdo de um grande nimero de frutos e de sementes do
fruto constitui importante caracteristica davariedade candidataaporta-
enxerto de citros. As especies citricas e os géneros correl atos apresen-
tam comportamento distinto na habilidade de florescimento, frutificacgo
e producéo de sementes. Poncirus trifoliata, um importante porta-en-
xerto paracitros, tem hébito tipico de planta de climatemperado mos-
trando diferencas na fisiologia como folhas deciduas no inverno,
juvenilidade precoce, indug&o ao porte ananicante, resisténciaao frio, e
importantes fontes de genes de resisténcia a doengas (Spiegel-roy &
Goldschmidt, 1996).

Os principais fatores ligados a producdo de frutos citricos séo:
polinizag&o, horméniose o teor de carboidratos da planta (Goldschmidt,
1999). A influénciade polinizadorestem estreitaligacdo com aproducdo
defrutoscitricos (Soares Filho et a., 1995). A frutificacdo e aépocade
producdo de frutos é influenciada por préticas culturais, aplicacdo de
horménios e outros produtos (Koller et a., 1999).

O nimero de sementes de porta-enxerto de citros variaconforme
aespécie/cultivar. Moreira(1941) determinou o nimero de sementes por
fruto de diversos porta-enxertos para citros relatando que a ‘Lima da
Pérsia’ (C. limmetoides), P. trifoliata e o pomelo (C. paradisi) produzi-
ram 6, 29 e 35 sementes por fruto em média.

O porta-enxerto denominado C. sunki Hort. ex. Tanakaéoriging
rio do sudeste da China sendo indicado como porta-enxerto paralaran-
jas, tangerinas e pomelos, possui diversas caracteristicas desgjaveis,
como: induz boa formagdo de copa, apresenta tolerancia a tristeza,
xiloporose, sorose edeclinio, tolerdnciaasolossalinoseaseca. O porta-
enxerto ‘ Sunki’ apresenta aspectos indesejaveis como: suscetibilidade
a gomose e pegueno nimero de sementes viaveis por fruto (Pompeu
Junior, 1991; Castleet a., 1993).

1 (Trabalho 034/2002). Recebido: 08/03/2002. Aceito parapublicagdo: 10/10/2002.

A tangerina‘ Sunki’ tem alimitag&o de produzir baixo nimero
de sementes por fruto devido aanormalidades naformagéo de gametas,
limitagdo natural pelo pequeno nimero de évulos ou auséncia do
polinizador adequado (Castle et al., 1993). Alguns estudos com
polinizagdes controladasindicam que as duas primeiras hipbteses estdo
descartadas e que o plantio intercalado de polinizadores especificos
podem aumentar o nimero de sementes por fruto de C. sunki de 3,2 para
8,1 (MedinaFilho et al., 1992). SoaresFilho et a. (2000) destacam quea
tangerina‘ Sunki’ éindicadacomo importante parental feminino em pro-
gramas de melhoramento de citros via hibridacdo, pel o alto pegamento,
baixa poliembrionia, e elevada freqiéncia de hibridos, principalmente
guando se usa como parental masculino P. trifoliata e seus hibridos.

O porta-enxerto P. trifoliata (L .) Rafinesgue  Rubidoux’, espé-
cie Unicado género, é um gendtipo muito usado no Jap&o, Uruguai eem
paises de climatemperado sendo indicado paracombinages com laran-
jas, limas &cidas e tangerinas. P. trifoliata induz melhor qualidade de
suco, éideal pararegidesfrias e Umidas, induz baixo vigor reduzindo o
porte da copa, facilitando a col heita e 0 adensamento do pomar e apre-
senta boas caracteristicas fitossanitarias como: resisténcia a
Phytophthora spp., nematdides, virusdatristezados citrose axiloporose.
No entanto, possui aspectos negativos como: suscetibilidade ao
exocorte, intolerancia ao declinio, baixo desenvolvimento em viveiro,
intolernciaaseca, altaexigéncianutricional aapresentaincompatibili-
dadecomalaranja’ Péra, limdesverdadeirosetangor ‘ Murcote' (Pompeu
Junior, 1991; Castle, et a., 1993).

O mapeamento genético de muitas caracteristicas de interesse
agrondmico dos citrostem sido grandemente beneficiado com o adven-
to dos marcadores mol ecul ares permitindo sel ecionar genotipos superi-
ores paraVvarios caracteres num curto espaco detempo. A selecdo assis-
tida por marcadores moleculares, estratégia que associa marcadores
molecul ares alocos génicosimportantes paraaagriculturaeaclonagem
de genes sdo ferramentas Uiteis em programas de mel horamento de plan-
tas perenes como oscitros (Gmitter et a ., 1998).

O estudo de locos controladores de caracteristicas quantitati-
vas (QTLs) associado ao uso de mapas genéti cos obtidos por marcadores
moleculares permiteidentificar, mapear e quantificar o efeito dos QTLSs.
A eficiéncianadeteccdo de QTL sdepende do nimero de QTLS, magni-

2 Centro Avancado de Pesqui sas Tecnol dgicas do Agronegdcio Citros‘ Sylvio Moreira’, Instituto Agrondmico de Campinas, CP 04, CEP 13469-970, Cordeirdpolis-
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tude do seu efeito, herdabilidade da caracteristica, interagdes entre os
genes, tipo e tamanho da populacdo segregante, tamanho do genoma,
freqiéncia de recombinagéo entre 0 QTL e o marcador e saturagdo do
mapa(Tanksley, 1993; Young, 1996).

Em programas de melhoramento de espécies perenes como 0s
citros, aestratégiade mapeamento utilizando atécnica’ pseudotestcross
envolveaprogénie F, devido adificuldade de se obter geragbes avanca-
das. O principio da técnica do ‘ pseudotestcross’ € que se um parental
for heterozigoto paraum marcador RAPD e 0 outro parental apresentar
formas alélicas ndo detectadas (genotipo nulo), a progénie F, segrega
na propor¢do de 1:1 para auséncia e presenca do segmento de RAPD
detectado. Em resumo, a geragéo F, obtida do cruzamento entre duas
plantas de umamesma espéci e heterozigota se assemel haaumaprogénie
F2 ou um retrocruzamento nos modelos classicos de culturas anuais
(Grattapaglia& Sederoff, 1994).

A metodol ogia de mapeamento por intervalo composto (MIC)
utilizainformag6es de vérios marcadores como co-fatoresduranteaan&
lise e deteccdo de QTLs, aumentando desta forma a preciséo no
mapeamento e deteccdo de QTLs que possam ocorrer em intervalos
adjacentes no mesmo grupo deligacdo. O MIC prevé um enfoque misto
entre 0 método da maxima verossimilhanca e as técnicas de regresséo
linear multipla(Zeng, 1993; 1994).

O programa QTL Cartographer, desenvolvido por Basten et al.
(2000), consi ste num conjunto de programas paramapeamento de QTLs
apartir de um mapade ligacdo genético estabel ecendo valoresde LOD
Score’ (LOD) para cadaregido analisada do mapa. A determinag&o do
LOD estaem fungéo do nimero de marcadores avaliados e do compri-
mento do mapa de ligacdo. O vaor de LOD obtido para um grupo de
ligagdo candidato a conter um QTL deve ser superior ao valor de LOD
estipulado para aquela regido do mapa. Os picos de LOD indicam a
presencade um QTL num segmento do mapa(LI1U, 1998).

O presente estudo teve como objetivo detectar locos
controladores de caracteristicas quantitativas (QTLS) associados a pro-
ducdo de frutos e sementes em uma progénie F, obtida do cruzamento
entre Citrus sunki e Poncirus trifoliata.

MATERIAL EMETODOS

Todos os trabahos de casa de vegetacdo e laboratério foram
desenvolvidos no Centro de Citricultura‘ Sylvio Moreira do Instituto
Agrondmico de Campinas -CCSM/IAC, situado em Cordeirépolis, SP.
Nostrabalhosforam utilizados hibridos do cruzamento entre C. sunki e
P. trifoliata * Rubidoux’

O experimento foi realizado utilizando 82 hibridos obtidos da
progénie F, do cruzamento entre C. sunki e P. trifoliata. O cruzamento
foi realizado na primavera de 1992. As plantas foram implantadas no
campo em 1993/1994. Procedeu-se acontagem do nimero defrutos por
genotipo, numero de frutos por planta e 0 nimero médio de sementes
por fruto das safras de 1998/99 e 1999/2000. No processo de contagem
do nimero de sementes por fruto foi consideradaumaamostragem de 25
frutos por planta. Osfrutosforam colhidos, abertos no sentido longitu-
dinal e posteriormente a extragéo e contagem do niimero de sementes
viéveis. Eliminou-se do processo sementes mal formadas e aparente-
mente inviaveis. O nimero médio de sementes por fruto foi calculado
dividindo-se o nimero total de sementes pelo total de frutos avaliados
de cada gendtipo.

Os mapas genéticos contendo os grupos de ligagéo de C. sunki
eP. trifoliata * Rubidoux’ utilizados neste trabalho para 0 mapeamento
do carédter enraizamento de estacas foram obtidos de Cristofani et al.
(1999). A deteccdo de QTLsfoi redizada pel o mapeamento por intervalo
composto segundo Zeng (1993;1994) através do uso do programa
QTL Cartographer (Basten et a., 2000). As andises de varidnciaforam
realizadas pel o programa SA S (Sasingtitute, 1995). Siviero et d., (2001)
usando a mesma populagdo, empregando o QTL Cartographer como
metodologiade andlise de QTLs, identificou quatro QTL sassociados a
resisténcia a gomose de Phytophthora dos citros.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A deteccdo de QTL s associados ao nimero de frutos por planta
(frutificag8o) pode ser visualizada pelaFigural. Naordenadaesta dis-
postaa escalados valores do LOD para cada grupo de ligagéo analisa-
do. Na abscissa esta a representacao do grupo de ligacdo e as distanci-
as em centiMorgans a partir do telémero esquerdo. A linha ondulante
demonstra o resultado da analise realizada pelo programa
QTL Cartographer. A linhahorizontal indicao valor deLOD eolimitede
significancia estatistico para cada grupo de ligacéo analisado. A regido
acimado limite LOD é candidataaconter um QTL. A presengado QTL
foi considerada apenas quando foram obtidos picos do LOD para cada
grupo de ligacdo analisando os dois mapas de ligaco.

A deteccdo de QTL s associados ao niimero de sementes por fruto pode
ser visualizadapelaFigura2.
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FIGURA 1-Andisedogrupodeligacdo |V domapadePoncirustrifoliata
‘Rubidoux’ eapresencade QTL ligado ao nimero defrutos
por plantaentre osmarcadoresAV09_980eU11 1550 (LOD
>4,0).
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FIGURA 2- Andlisedogrupodeligacdo V do mapadePoncirustrifoliata
‘Rubidoux’ e a presenca de QTL associado ao nimero de
sementes por fruto, situado entre os marcadores RAPD,
U05_740eC06990 (LOD > 12).

Analisando-se a Figura 1 verifica-se a presenca de um QTL no
mapadeP. trifoliata ‘ Rubidoux’ ligado ao carater frutificago. A identi-
ficag@o de marcadoresmoleculares-QTL associados ao caréter frutificagao
na progénie em estudo, mais precisamente num determinado grupo de
ligacdo de Poncirus trifoliata, indica que esta regido € importante na
sel ecdo assistida usando marcadores mol eculares em materiai s visando
abreviar oinicio do processo de produgéo (precocidade) e maior produ-
tividade. A identificac8o e deteccéo de apenas um QTL de expressio
maior controlando aproducao defrutos por arvoreindicaque este caréter
€ oligogénico. Esta constatacdo diverge do trabalho desenvolvido por
Garcia et al. (2000) que trabalhando com o cruzamento entre C.
volkameriana e P. trifoliata, identificaram diversos QTLs associados a
producdo, tamanho de frutos e nimero de sementes por fruto, localiza-
dos em regiBes proximas no genoma. Goldschmidt (1999) especulaquea
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produgéo defrutos citricos & um caréter de natureza complexade heran-
caquantitativa. Neste trabalho o QTL associado afrutificacdo detecta
do pode possivelmente estar relacionado mais com o fator juvenilidade
do que ao fator produtividade.

Analisando-seaFigura?2 verifica-se apresencade um QTL no
mapa de P. trifoliata ‘ Rubidoux’ associado ao caréter de producdo de
sementes. Em analogia ao exposto para o fator nimero de frutos por
planta acredita-se que este importante fator de perpetuacéo da espécie,
nidmero de sementes, seja de natureza complexa e controlada por
poligenes. A identificacdo de apenasum QTL de expressdo maior asso-
ciado a producdo de sementes € o inicio do processo de prospeccdo de
marcadores-QTL para este caréter. O pequeno nimero de individuos
estudados, areduzida coberturado mapa e o uso de somente um tipo de
marcador explicam, em parte, o numero reduzido de QTLSs detectados
para caracteres aqui estudados que se acredita serem de heranca quan-
titativa.

CONCLUSDES

1. Os hibridos do cruzamento entre Citrus sunki e Poncirus trifoliata
segregaram quanto ao carater nimero de frutos por plantae nimero de
sementes por fruto, indicando que esta caracteristica tem um compo-
nente genético envolvido.

2. Os caracteres frutificagdo e producdo de sementes, nas condicles
deste experimento, so controlados por um QTL detectado em distintos
grupos de ligacdo de P. trifoliata.
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