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O Brasil é o maior produtor mundial de frutas citricas e de suco concentrado congelado. A
producdo nacional de laranja foi de aproximadamente 454.181.985 milhdes de caixas na safra
2002/03, atingiu 414.278.676 na safra de 2003/04 e a estimativa para safra 2004/05 é de 416.121.740
milhdes de caixas (Agrianual, 2005). Estes dados revelam falta de estabilidade da produgdo
principalmente em func¢do do surgimento de doencas. Para a maioria das espécies cultivadas, o
principal fator responsdvel pela reducdo na produtividade é a ocorréncia de doencas, causada por
indmeros patdgenos. Figueiredo (1999) cita que os principais problemas encontrados para a produgao
atual e futura de citros no pafs sdo as doencas. Contudo, hd algumas alternativas para reduzir ou até
eliminar essas doengas, sendo a mais importante a obtencio de variedades resistentes, sobretudo por
ndo onerar os custos de produgdo e ndo provocar problemas ecoldgicos e nem contaminar os produtos.

A mancha marrom de Alternaria, ou simplesmente mancha de Alternaria das tangerineiras, é
uma doenca cujos sintomas sio semelhantes aos ji descritos em pomares da Africa do Sul, Australia,
Espanha, Israel, Turquia e Estados Unidos (Alternaria brown spot of mandarins ou Alternaria Brown
spot of Minneola tangelo) (Informativo, 2003). No Brasil, o primeiro foco da doenca foi constatada
pela primeira vez no Estado do Rio de Janeiro, principalmente atacando tangerineira “Dancy” (Goes,
2001). Na safra 2002/03, esta doenga também ja tinha sido constatada nos Estados de Sdo Paulo,
Minas Gerais e Rio Grande do Sul, causando danos em pomares de tangerineira ‘Poncd’ e,
principalmente, em tangoreiros “Murcott” (Spdsito et al., 2003).

Os sintomas da doenga ocorrem em folhas, ramos e frutos, podendo causar um desfolhamento
intenso nas variedades susceptiveis, enquanto as manchas na casca reduzem, significativamente, o
valor comercial da fruta fresca. Em folhas jovens, os sintomas se caracterizam, inicialmente como
pequenas manchas de coloracdo marrom ou preta, apresentando halos amarelados ao redor destas.
Posteriormente, as lesdes expandem-se em &reas necrosadas circulares que podem envolver grande
drea da folha. Os frutos jovens podem ser infectados logo apés a queda de pétalas, sendo que, neste
caso, uma pequena lesdo pode induzir a abscisdo do frutinho. Em frutos maiores ocorrem pequenos
pontos até grandes lesdes escuras, geralmente na forma de errupgdes corticosas, que podem soltar do
fruto formando pequenos cancros na sua superficie. (Peres & Timmer, 2003).

A laranjeira “Folha Murcha” (Citrus sinensis L. Osbeck) € uma variedade com frutos de 6tima
qualidade, cuja maturagdo se d4 nos meses de janeiro a marco nas condicdes do Rio de Janeiro,
periodo que existe uma forte demanda por laranjas (entressafra). Tem, por isso, grande interesse para o
mercado de fruta fresca em Sdo Paulo. Sua produtividade € considerada boa. Apresenta folhas
enroladas, ou retorcidas. Os frutos medem em média 6,35 cm de altura e 6,46 cm de diametro,
apresentam forma arredondada, levemente achatada, com ocorréncia também de frutos oblongos. A
casca ¢ fina, levemente rugosa, de cor laranja, tipica das laranjas doces. A polpa € fina, com eixo
central compacto. O nimero médio de sementes varia entre dois e seis por fruto. Apresentam acidez de
1,30%, solidos soluveis 13° Brix. Trabalhos do Instituto Biolégico relataram que vérias introducdes de
‘Folha Murcha’, todas de maturagdo tardia, presentes no Banco Ativo de Germoplasma do Centro de
Citricultura “Sylvio Moreira” (BAG-CCSM) mostraram bons niveis de resisténcia ao cancro citrico, e
boas caracteristicas agrondmicas. Estudos realizados no Parand encontraram que a “Folha Murcha” é
resistente ao cancro citrico, mostra certa tendéncia a ser menos suscetivel ao amarelinho, é tolerante a
Tristeza, comportando-se como a “Natal” ou a “Valéncia” e diferindo da “Péra” neste aspecto (Stuchi
& Donadio, 2000).



O presente projeto teve como objetivo identificar hibridos com potencialidade para resisténcia
a Mancha de Alternaria das Tangerineiras, oriundos de cruzamentos controlados entre “Folha Murcha”
x “Ponca”, obtidos com auxilio da técnica de cultura de embrides, através de marcador fAFLP.

A identificacio das plantulas e o teste de fitopatogenicidade foram realizados no Departamento de
Tecnologia e Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/UNESP/Jaboticabal.

Os conidios usados para inoculagdao nos testes de fitpatogenicidade foram produzidos por
transferéncia micelial de BDA para placas contendo meio BDA (10 mL), mais pobre nutricionalmente.
As placas ndo seladas foram incubadas a 27°C sob luz fluorescente branca-fria, fotoperiodo de 12
horas por 3 a 4 dias. Posteriormente, os conidios foram removidos da superficie da placa com auxilio
de espatula de metal e dgua esterilizada, filtrada através de 4 camadas de Cheesecloth e lavados trés
vezes por centrifugacdo a 3.000 x g. A concentracdo de conidio foi estimada com auxilio de
hemacitometro. Uma gota da suspensdo conidial do isolado, foi colocada na ldmina microscdpica e
incubada por 18 horas em cdmara timida para se avaliar a porcentagem de germinagdo e confirmar a
viabilidade dos conidios.

O teste de fitopatogenicidade foi realizado com os hibridos identificados nas etapas anteriores.
Folhas jovens, com aproximadamente 8 dias de idade apds o inicio da brotagdo, foram destacadas das
plantas e higienizadas com dgua destilada e algoddo. Posteriormente, as folhas foram colocadas em
placas de Petri forradas com papel de filtro e umedecidas. Colocou-se duas folhas de cada hibrido por
placa. Em seguida, com o auxilio de um spray manual, as folhas foram pulverizadas com uma solug¢do
concentrada de conidios de 1 x 10*. A testemunha foi pulverizada com dgua destilada e esterilizada.
Em seguida, as amostras foram mantidas em cdmara imida e incubadas a 27°C por aproximadamente
200 horas. O Experimento foi repetido por duas vezes. Os surgimentos dos sintomas foram avaliados a
cada 72 horas, com inicio 72 horas apds a inoculagio.

A avaliagdo do teste de fitopatogenicidade foi feita pela presenca e auséncia de sintomas. A
severidade foi avaliada em fung¢do da menor ou maior suscetibilidade das folhas ao surgimento do
sintoma, de acordo com a seguinte notagdo: - indica que nao houve sintoma; + indica o surgimento do
sintoma; ++ indica que a folha estava parcialmente tomada pelo fungo e; +++ indica que a folha estava
totalmente tomada pelo fungo.

Na Tabela 1, pode-se observar um resumo do quantitativo de hibridos encontrados no total de
plantas analisadas. Os dados dessa tabela servem de referéncia para todos os resultados discutidos nos
itens subsequentes.

Tabela 1. Resumo da quantidade de plantas analisadas, de hibridos identificados nos cruzamentos
“Folha Murcha” x “Poncd” e os respectivos pares de “primers” utilizados em cada cruzamento.

Cruzamentos Total de Total de Hibridos e Hibridos idénticos nos
Plantas Pares de “primers” dois pares de “primers”
ACC-CAA AAG-CAG
“Folha Murcha” x “Pon¢a” 101 48 21 20

Foram analisadas um total de 101 plantas e encontradas 49 hibridos, ou seja 48,5%. As 52
plantas restantes, sdo clones nucelares. O par de “primer” ACC-CAA identificou um total de 48
plantas diferentes da planta mae. Ja o par de “primer” AAG-CAG identificou apenas 21 plantas, sendo
que deste total 20 plantas sdo iguais as j4 identificadas com o par de “primer” ACC-CAA. Este
resultado indica que apenas o par de “primer” ACC-CAA ¢ suficiente para identificar 97,8% dos
hibridos oriundos do cruzamento ‘“Folha Murcha” x “Poncad” (Tabela 1).

Os hibridos foram separados por grupos de acordo com o cruzamento do qual foi originado. Entre
os parentais, foi realizado o teste e confirmada a suscetibilidade da tangerineira “Ponca” e a resisténcia
da variedade de laranja doce Folha Murcha.

Avaliou-se, através do teste de fitopatogenicidade, 27 hibridos do cruzamento “Folha Murcha” x
“Ponca”. (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo do teste de fitopatogenicidade realizado nas progénies, oriundas dos cruzamentos
“Folha Murcha” x “Ponca”, inoculadas com isolados de Alternaria alternata f.sp. citri.

“Folha Murcha” x “Ponca”
Avaliacées (dias apés instalacio)
4 | 7 | 10

Progénies




Testemunha

FP39 + +++ +++
FP42 + +++ +++
FP43 - - +++
FP44 + +++ +++
FP48 ++ +++ +++
FP49 + ++ +++
FP55 ++ ++ +++
FP56 + ++ +++
FP57 +++ +++ +++
FP60 + ++ +++
FP62 ++ +++ +++
FP72 + + ++
FP77 + ++ +++
FP79 + + +++
FP80 ++ +++ +++
FP85 + ++ +++
FP98 + ++ +++
FP99 +++ +++ +++
FP104 + +++ +++
FP109 - ++ +++
FP113 - + +
FP123 +++ +++ +++
FP131 - - -
FP132 - ++ +++
FP134 - +++ +++
FP139 + + +
FP142 + ++ +++

- = ndo apresentou sintoma

+ = presenca de sintoma

++ = folha parcialmente tomada pelo fungo
+++ = folha totalmente tomada pelo fungo

Nao foi observado sintoma de mancha de alternaria nas testemunhas. Esse resultado ji era
esperado devido o fato das testemunhas terem sido pulverizadas com 4dgua destilada e autoclavada
(Tabela 2).

A maioria dos hibridos submetidos ao teste de fitopatogenicidade apresentaram sintoma de
suscetibilidade ao isolado de Alternaria alternata f.sp. citri. Entretanto, observa-se, através da Tabela
2, que houve uma grande varia¢do no grau de resisténcia e/ou suscetibilidade dos hibridos de acordo
com as avaliacdes realizadas (aos 4, 7 e 10 dias apds a inoculacio).

A maioria dos hibridos apresentaram sintomas apds 4 dias da inoculagd@o e o desenvolvimento da
lesdo foi aumentando de tamanho de acordo com as avaliagcdes, até a folha ficar completamente
tomada pelo fungo (apdés 10 dias apés a inoculagdo). Entretanto, o hibrido FP72 e FP139, embora
tenham apresentado sintoma na primeira avaliacdo, a lesdo se manteve constante durante o periodo de
realizacdo do teste. Outros, como o FP57, FP99, FP123 e NP4 se apresentaram altamente suscetivel ao
fungo.

Em alguns hibridos (FP109, FP113, FP132, FP134, PP5 e PP24), o surgimento do sintoma s6 foi
observado apés 7 dias da inoculacdo. Dentre estes, pode-se destacar o FP113 e PP5 que ndo
favoreceram o desenvolvimento do sintoma, ficando estes estaveis até o final do teste. Ja o hibrido
FP43 somente apresentou sintoma apds 10 dias. Entretanto, a lesdo ja estava bastante desenvolvida.

O FP131 foi o unico, dentre os hibridos testados, que ndo apresentou sintoma em nenhuma das
avaliagdes. Nas condi¢gdes em que o trabalho foi conduzido, o hibrido mostrou-se resistente ao isolado
de Alternaria alternata f.sp. citri.

A variagdo encontrada no grau de resisténcia e/ou suscetibilidade a Alternaria alternata f.sp. citri
¢ comum em trabalhos de fitopatogenicidade envolvendo espécies citricas. Vicent et al. (2003),



avaliando a suscetibilidade de variedades de citros a Alternaria alternata pv. citri em laboratério,
também encontrou grande variacdo na suscetibilidade entre variedades de citros testadas em seu
trabalho. Gardner et al. (1986), também relata que essa variagdo € influenciada pelo tipo de teste
utilizado. No presente trabalho, o teste utilizado, com alguns ajustes, seguiu a metodologia ja
consagradas em inimeros trabalhos (Kohmoto et al., 1991; Solel e Kimchi, 1997, Peever et al., 1999 e
2002 e Vicent et al., 2003), os quais sdo conduzidos para testar a suscetibilidade dos citricos a mancha
marrom de alternaria. Outro fator que contribui para a variacdo no grau de resisténcia e/ou
suscetibilidade a mancha marrom das tangerineiras e o tipo de isolado e o local em que o isolado foi
obtido. Desta forma, a confirmacgdo de resisténcia de algumas variedades de tangerina e hibridos destes
a Alternaria alternata ja foram verificadas em varios trabalhos.

Finalmente, vale ressaltar que os hibridos identificados s@o plantas que apresentam um potencial
para resisténcia a uma série de doengas que estio presentes na citricultura. Também podem apresentar
outras caracteristicas agronomicamente desejaveis. Desta forma, as plantas serdo levadas para o campo
e novas avaliacdes serdo realizadas futuramente.
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