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RESUMO

Pessanha, Patricia Gomes de Oliveira, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Setembro de 2011, Pré-Melhoramento em goiabeira
(Psidium guajava L.) visando ao desenvolvimento de cultivares adaptadas ao
Norte e Noroeste Fluminense. Orientador: Alexandre Pio Viana. Co-Orientadores:
Antonio Texeira do Amaral Junior e Telma Nair Santana Pereira.

Atualmente, a regido Sudeste € a segunda maior produtora de goiabas, com
destaque para o Estado de Sao Paulo. Porém, observa-se um declinio, nos
altimos anos, na area e na producdo nacional da goiabeira, principalmente no
Nordeste devido ao parasitismo do nematdide Meloidogyne enterolobii, que
predispde a goiabeira a podridao radicular causada pelo fungo Fusarium solani,
doenca complexa, chamada "declinio da goiabeira”". Em geral, as melhores
chances de sucesso no controle dos nematdides estdo no uso de materiais
resistentes, os quais podem ser obtidos pelo melhoramento genético. O programa
de genética e melhoramento da goiabeira necessita de informacdes basicas para
o desenvolvimento de novas cultivares superiores e resistentes as principais
doencas e pragas. Assim, h&d necessidade de mais pesquisas em analises
citogenéticas com niveis de ploidia das espécies de myrtaceae, viabilidade
polinica dos grédos de polens; diversidade entre espécies e divergéncia entre
genadtipos; aléem de desenvolvimento de novos iniciadores moleculares para se
desenvolver materiais superiores e resistentes. Trés trabalhos foram realizados

para iniciar um programa de Melhoramento Genético para a Cultura da Goiaba na

Xi



UENF, visando a obtencdo de novas variedades comerciais com atributos
superiores e resistentes as principais doencas. O primeiro trabalho contempla a
avaliacdo da diversidade genética em acessos de Psidium ssp. via marcadores
RAPD cujo objetivo foi estudar a diversidade genética entre vinte acessos para o
direcionamento de cruzamentos e obtencdo de novas variedades. Os resultados
deste trabalho mostraram que os marcadores moleculares RAPD foram eficazes
em relevar a existéncia de diversidade genética entre os vinte acessos de Psidium
spp, € o método de agrupamento hierarquico UPGMA foi o que melhor explicou a
diversidade genética entre os acessos. No segundo trabalho, realizou-se o estudo
do comportamento meiotico da espécie Psidium guajava L. Estimaram-se o indice
Meiotico e a viabilidade polinica dos acessos de goiabeira. Conclui-se que
algumas poucas anormalidades, tais como cromossomos retardatarios e
pegajosos, foram observadas, porém nada que comprometesse a fertilidade dos
acessos de goiabeira. No Ultimo trabalho, utilizaram-se o0s marcadores
moleculares microssatélites para estimar a diversidade de sete genitores e nove
hibridos intraespecificos de goiaba. Assim, pode-se estimar o potencial dos
marcadores microssatélites em detectar polimorfismo entre pais e hibridos de
goiabeira; realizar a caracterizacdo genética, buscando estimar indices
genotipicos para a quantificacdo e estruturacdo da variabilidade genética e
estimar o nivel de endogamia nos materiais genéticos estudados. Com base nos
resultados deste trabalho, pode-se afirmar que os marcadores moleculares SSR
foram eficazes em revelar a existéncia da diversidade genética entre genitores e
as combinacdes hibridas de P. guajava L., assim como verificar a eficacia dos
cruzamentos realizados para a obtencdo de novos hibridos e composicdo de
populacdes segregantes para avaliacdo e prosseguimento do programa de

melhoramento da goiabeira ora em desenvolvimento na UENF.
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ABSTRACT

Pessanha, Patricia Gomes de Oliveira, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Setembro de 2011, Guava (Psidium guajava L.) Pre-
breeding for Development of Cultivars Adapted to Rio de Janeiro North and North-
west Regions. Advisor: Alexandre Pio Viana. Committe: Antonio Texeira do
Amaral Junior e Telma Nair Santana Pereira.

Currently, Brazilian South-east Region presents the second major guava
production, in which Sdo Paulo state emerges. However, in past years a decrease
in guava cultivated area and production is being observed, mainly in North-east
Region due to the Meloidogyne enterolobii nematode, which predisposes guava
tree to root decay caused by Fusarium solani fungi, a complex disease known as
“guava decline”. In general, best success chances in nematode control are
achieved with the use of resistant materials, which can be obtained through
breeding. Guava genetics and breeding program need basic information for
developing higher-yielding cultivars, resistant to diseases and pests. Thus, more
research is needed in cytogenetic analysis with different ploid levels in myrtaceae
species, in pollen grain viability, in diversity among species and in divergence
among genotypes; besides further development of new primers for producing
higher-yielding and resistant materials. Three studies were performed to start-up a
Guava Breeding program in UENF, aiming to obtain new commercial varieties with
superior attributes and resistant to major diseases. The first work describes

genetic diversity assessment in Psidium ssp. genotypes via RAPD markers whose
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objective was to study the genetic diversity among twenty accessions spp. to track
crosses and obtain new varieties. The results of this study showed that RAPD
markers were effective in revealing the existence of genetic diversity among the
twenty accessions of Psidium spp. and hierarchical clustering method UPGMA
was the one that best explained genetic diversity of accessions studied. In the
second work, a study on the meiotic behavior of the species Psidium guajava L.
was carried out. Meiotic index and pollen viability of accessions of guava were
estimated. A few anomalies, such as sticky chromosomes and laggards were
observed, but no evidence of guava genotype fertility changes was found. In the
latter work, we used microsatellite markers to estimate the molecular diversity of
seven guava parents and nine guava intraspecific hybrids. Thus, we could
estimate the potential of microsatellite markers to detect polymorphism between
parents and hybrids of guava, perform the genetic characterization seeking to
estimate rates for the quantification and structuring of genetic variability and
estimate the level of inbreeding in the genotypes studied. According to the results,
we can affirm that the SSR markers were effective in reveal the existence of
genetic diversity between parents and hybrids of P. guajava L., and verify the
effectiveness of the crosses to obtain new hybrids and the segregating populations
compositions in order to evaluate and continue the ongoing guava breeding

program in UENF.

Xiv



1. INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava, L.) € originaria da regido tropical do
continente americano, com centro de origem, provavelmente, na regiao
compreendida entre o sul do México e o norte da América do Sul. Hoje, esta
espécie encontra-se amplamente difundida por todas as regides tropicais do
mundo (Risterucci et. al., 2005).

A goiaba apresenta lugar de destaque entre as frutas tropicais,
principalmente devido ao seu valor nutritivo, com elevados teores de vitamina C e
A, e ao sabor e aroma caracteristicos, que lhe conferem excelente qualidade
organoléptica (Risterucci et al., 2005). Um unico fruto, com aproximadamente 150
g, € capaz de suprir 100% da ingestdo diaria recomendada de vitamina C e
licopeno (Queiroz et al., 2008).

Em 2010, o Brasil apresentava uma area plantada de 9.138.00 ha, com
uma producdo de 76.494.000 toneladas (IBGE, 2011), sendo as cultivares
Paluma, Rica, Pedro Sato, Kumagai, Sassaoka, Ogawa, Yamamoto e Século XXI
as mais plantadas no pais.

A valorizacdo do produto como matéria-prima para a industria e o aumento
de consumo na forma de fruta para mesa tém proporcionado mudangas no
sistema de producéo e de comercializagdo. Com isso, torna-se necessario o uso
de variedades que atendam as exigéncias do mercado, tanto para mesa, quanto
para a industria (Mitra, 2010).



Um trabalho de melhoramento genético da goiabeira, por meio de selecéo
de plantas originadas por sementes, pode possibilitar a obtencdo de cultivares
com caracteristicas adequadas para o consumo in natura e para a industrializacéo
(Fernandes-Santos et al., 2010). Para Padilha-Ramirez et al. (2002), € necessario
saber da variabilidade genética dos acessos cultivados nas regides produtoras,
com o objetivo de identificar populages superiores para as condigdes das areas
produtoras.

Com essa finalidade, séo selecionadas plantas vigorosas e produtivas, com
boa adaptacdo as regides de estudo, produtoras de frutos de boa aparéncia, com
polpa vermelha, e que apresentem grande valor nutritivo, especialmente, rico em
acucares, sais minerais e vitaminas A e C (Pereira, 2003).

Segundo Jaiswal e Jaiswal (2005), a India, o México e o Brasil sdo os
principais produtores de goiaba no mundo, contudo os Estados Unidos sé&o o
maior importador de goiaba (pasta, puré e geléias) principalmente do Brasil,
Republica Dominicana, Equador e México.

Atualmente, a regido Sudeste é a segunda maior produtora de goiabas,
com destaque para o Estado de Sdo Paulo. Porém, observa-se um declinio nos
altimos anos na area e na producdo nacional da goiabeira, principalmente no
nordeste devido ao parasitismo do nematbéide Meloidogyne enterolobii, que
predispde a goiabeira a podridao radicular causada pelo fungo Fusarium solani,
doenca complexa, chamada "declinio da goiabeira” (Miranda et al., 2011). Em
geral, as melhores chances de sucesso no controle dos nematoides estdo no uso
de materiais resistentes, os quais podem ser obtidos pelo melhoramento genético.

O programa de genética e melhoramento da goiabeira necessita de
informacOes basicas para o desenvolvimento de novas cultivares superiores e
resistentes as principais doencas e pragas. Assim, hd necessidade de mais
pesquisas em analises citogenéticas como niveis de ploidia das espécies de
myrtaceae, viabilidade polinica dos graos de pélens; diversidade entre espécies e
divergéncia entre genotipos; além de desenvolvimento de novos inicadores
moleculares para se desenvolver materiais superiores e resistentes.

Ha cerca de quatro anos, a UENF iniciou o programa de melhoramento
classico da goiabeira; entretanto, leva-se muito tempo para se chegar a algum
resultado pratico, especialmente por se tratar de uma espécie perene que exige

grandes &reas experimentais e alto custo financeiro. Para ganhar tempo e



aumentar a velocidade de resposta do programa, langou-se mao de ferramentas
auxiliares como os marcadores moleculares e analises citogenéticas. Entre as
diversas classes de marcadores moleculares atualmente disponiveis, 0s
microssatélites se destacam pelo seu alto poder informativo (Oliveira et al., 2006)
e ampla distribuicdo pelo genoma (Rallo et al., 2000), permitindo uma boa
amostragem em estudos genéticos. Por outro lado, embora dominante, o
marcador RAPD possibilita rapida avaliacdo das diferencas na composicao
genética de individuos relacionados, contemplando regides gendmicas com
histérias evolutivas substancialmente distintas, provendo diferentes informacdes
(Saxena et al., 2005).

Nas analises citogenéticas, pode-se observar o comportamento meiotico
que € altamente influenciado pelas condicbes edafoclimaticas. Assim,
anormalidades que ocorrem durante a meiose podem levar & formacgdo de
gametas desbalanceados e inviaveis.

Frente ao exposto, na presente pesquisa, teve-se por objetivo do trabalho
iniciar o programa de melhoramento genético da goiabeira, visando ao
desenvolvimento de cultivares adaptadas ao Norte e Noroeste Fluminense.
Assim, o0s objetivos especificos foram estudar a diversidade genética entre vinte
acessos Psidium spp. via marcadores moleculares RAPD para o direcionamento
de cruzamentos e obtencédo de novas variedades; sendo assim, realizaram-se 0s
cruzamentos. Os marcadores SSR foram utilizados para detectar polimorfismo
entre pais e hibridos de goiabeira e realizar a caracterizacdo genética, buscando
estimar indices genotipicos para a quantificacdo e estruturacdo da variabilidade
genética e estimar o nivel de endogamia nos materiais genéticos estudados. Além
dos marcadores moleculares, o comportamento meiotico, o indice meiético e a
viabilidade polinica dos acessos foram utilizados para observar a influéncia do
ambiente sobre a formagé&o do grdo de pdlen.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais da Cultura

A goiabeira pertence a familia Myrtaceae, género Psidium e a espécie
Psidium guajava, e o araca do campo pertence a espécie Psidium guineense Sw.
A familia Myrtaceae compreende mais de 70 géneros e 2.800 espécies. A familia
Myrtaceae também inclui outras plantas agricolas importantes que rendem
produtos econbmicos como temperos aromaticos (cravo-da-india, canela,
pimenta-da-jamaica), 6leos aromaticos (eucalipto), plantas ornamentais (murta,
Callistemon = bucha-de-garrafa) e varias frutas (jambo Syzygium malaccense,
cereja de Suriname, ameixa de Java, jambo-do-norte, feijoa e muitas outras)
(Kwee e Chong, 1990). O género Psidium apresenta, aproximadamente, 150
espécie, entre as quais se destacam P. guajava L. (goiaba, 2n = 22), P.
cattleyanum sabine (araca doce, araca-de-praia ou araca-de-coroa) e P.
guineense Swartz ou P. araca Raddali (araca verdadeiro ou araca acido)
(Pereira, 1995; Manica, et al.,2000; Pereira e Nachtigal, 2002; Ray, 2002).

A disseminagdo da goiaba, no mundo, ocorreu através dos colonizadores
espanhdlis na época da colonizacdo do Brasil, quando esses colonizadores
levaram as sementes de goiaba para as outras colénias no velho mundo. E no
continente americano, a disseminagao ocorreu por meio de passaros e animais
pequenos que comiam a fruta e, depois, propagavam as sementes.

O modo reprodutivo de cada espécie é importante para assegurar a

perpetuacdo de seus descendentes e para uma possivel adaptacdo de novos



habitats, além de constituir a base para o desenvolvimento dos processos
evolutivos naturais das espécies. Do ponto de vista financeiro, o sistema de
reproducdo das espécies € um dos principais pilares para se manter uma cultura
economicamente viavel, seja ela através da producao de frutos e de sementes ou
pela propagacdo vegetativa. Portanto, as analises sobre a biologia floral, o
mecanismo de polinizacdo e os registros fenoldégicos mostram-se de extrema
importancia, tanto para o meio natural, quanto para a producdo em escala
comercial.

Estudos sobre a biologia reprodutiva de Myrtaceae, especialmente Psidium
guajava L., no Brasil, sdo escassos, portanto pouco se sabe sobre as
necessidades de polinizacdo da goiabeira (planta hermafrodita) e de possiveis
perdas de produtividade devido a falta de polinizacdo adequada das flores.

Trabalhos encontrados na literatura sdo muito divergentes a respeito da
receptividade do estigma. Por exemplo, Singh e Sehgal (1968) afirmam que o
estigma ja se torna receptivo dois dias antes da antese; Boti (2001) sugere que
ele fica receptivo na pré-antese e, assim, permanece por trinta horas. Por outro
lado, Soubihe Sobrinho (1951) alega que a receptividade do estigma inicia-se no
tempo da antese, enquanto Dasarathy (1951) e Balasubrahmanyan (1959)
afirmam que esta sO acontece duas a trés horas apos a abertura da flor.

Observando-se a parte masculina da flor, verificou-se que o pdélen mais
frequentemente depositado nos estigmas de P. guajava é o da propria flor,
havendo possibilidades de ocorrer a autopolinizacdo, ou seja, a espécie se
comportando como autdgama (Soubihe Sobrinho, 1951; Singh e Seghal, 1968).
Esse tipo de polinizacdo seria possivel, pois Boti (2001) afirma que a goiabeira
nao apresenta auto-incompatibilidade. Mas, Seth (1960) e Hirano e Nakasone
(1969) encontraram auto-incompatibilidade parcial na goiabeira. Nenhuma outra
forma de restricdo a autopolinizacdo em P. guajava foi encontrada na literatura.

A forma mais frequente de polinizacdo em P. guajava € a polinizacdo
cruzada, segundo Dasarathy (1951) e Balasubrahmanyan (1959). Essa afirmacéo
é reforcada por varias caracteristicas: primeiro, a morfologia da flor da goiabeira
aponta para uma tendéncia a melitofilia por serem as flores de cor branca, por
terem antese durante o dia, por apresentarem odores adocicados, flores sem
profundidade e anteras com bastante polen (Faegri e Van Der Pijl, 1979), e a

segunda caracteristica € que, de fato, as flores da goiabeira sdo muito visitadas



por abelhas solitarias e sociais, como encontrado por Soubihe Sobrinho (1951),
Soubihe Sobrinho e Gurgel (1962), Hedstrom (1988), Medina (1988), Heard
(1999), Alves (2000) e Boti (2001).

A goiaba (Psidium guajava L.) apresenta grdos de polen como recurso
floral, assim como muitas outras espécies de Myrtaceae (Faegri e Pijl 1979;
Proenca e Gibbs 1994; Lughadha e Proenca 1996). Os grdos de pdlen sao
estruturas ricas em carboidratos, proteinas, vitaminas e lipidios e, por essa razao,
sao importantes fontes alimentares para diversos visitantes florais (Faegri e Pijl
1979; Free 1993; Roulston e Cane 2000; Thorp 2000; Jones e Jones 2001).

As espécies da familia da Myrtaceae sédo visitadas por uma ampla
variedade de insetos, incluindo abelhas, vespas, moscas e, até mesmo,
mamiferos e passaros, sendo as abelhas (Apis mellifera L.) os principais
polinizadores (Beardsell et al. 1993; Proenca e Gibbs 1994; Lughadha e Proenca
1996). Na regido neotropical, Apidae ¢€ a familia de abelhas mais comum entre
as visitantes de Myrtaceae (Lughadha e Proenca, 1996). Apis mellifera L., espécie
de origem africana e mundialmente disseminada pela acdo humana (Michener,
1979), tem uma consideravel interferéncia na biologia reprodutiva de muitas
espécies vegetais, podendo favorecer ou dificultar seu sucesso reprodutivo, além
de influenciar, direta ou indiretamente, a dinamica de forrageio de polinizadores
nativos (Paton 1993; Vaughton, 1996; Villanueva-G, 2002).

A alta produtividade de frutos, a producéo de frutos de maior massa e o
namero de sementes sdo algumas das vantagens que uma polinizacdo bem
sucedida pode promover as culturas de importancia econdémica (Free, 1993).
Sendo assim, essas caracteristicas sdao muito usadas em estudos de
requerimentos de polinizacdo (Freitas, 1995; Freitas e Paxton, 1996; Pereira e
Freitas, 2002). Entretanto, na goiabeira, somente Alves (2000) comparou
diferentes tipos de polinizagdo e constatou que a polinizacdo cruzada produz,
significativamente, mais frutos do que a autopolinizacéo e a polinizacédo natural.

Alves e Freitas (2007), estudando o requerimento da polinizagdo em
goiabeiras, concluiram que a goiabeira produz frutos quando polinizada por
agentes bibticos ou pelo vento, porém este ndo é capaz de assegurar bons niveis
de produtividade nessa cultura. Apesar de vingar frutos quando autopolinizada, a
goiabeira beneficia-se mais da polinizacdo cruzada, podendo incrementar sua

producdo em, até, 39,5% em relacdo a autopolinizacdo, provavelmente devido a



fendmenos de auto-incompatibilidade. Assim, em funcdo desses requerimentos
de polinizacdo, Alves e Freitas (2007) recomendam a presenca de agentes
polinizadores nos pomares, especialmente abelhas, cujos comportamentos de

forrageamento promovem a polinizacéo cruzada.

2.2 Biologia Reprodutiva

Sabendo-se que a separagdo das fungbes masculinas e femininas nas
flores é um fator para evitar a autopoliniza¢do nas plantas, Dafni (1992) concluiu
que os diversos sistemas sexuais podem influenciar, de maneiras diferentes, as
taxas de cruzamento natural, assim como 0s mecanismos de polinizacdo e o
comportamento dos polinizadores.

O modo de reproducéo e a taxa de cruzamento natural sdo, razoavelmente,
bem conhecidos para a maioria das espécies agricolas de importancia. Para a
goiabeira, essa informacédo €, entretanto, incompleta, em maior ou menor grau,
especialmente no concernente a taxa de cruzamento natural, nas diferentes
condicbes de ambiente. Para a conducdo eficiente de um programa de
melhoramento genético vegetal, podera, portanto, ser necessaria a determinacao
das taxas de cruzamento natural para o ambiente em questdo, no qual o
programa de melhoramento devera ser conduzido (Allard, 1960).

De acordo com Allard (1960), diferentes variedades, dentro da mesma
espécie, podem exibir grandes diferencas nas proporcbes de cruzamentos
naturais; também a taxa de cruzamento para uma dada variedade pode ser muito
influenciada por mudancas do ambiente. Ainda segundo Allard (1960), as
generalizacBes acerca das taxas de cruzamento natural esperadas em espécies
autdgamas séo validas, somente, dentro de limites definidos, em termos de
variedades especificas e em condigcdes ambientais delimitadas, e, sem duavida, é
desejavel que estudos para a determinacdo da taxa de cruzamentos naturais
sejam conduzidos, tanto quanto possivel, para cada tipo de ambiente e com
tantos gendtipos quantos sejam viaveis.

Existe pouco estudo sobre as taxas de autogamia e alogamia das espécies
de Psidium, ou seja, a goiaba apresenta-se como alégoma com alta taxa de

autogamia ou vice-versa.



A conservacgdo do grao de pélen € um procedimento muito utilizado pelos
melhoristas, visando utiliza-los em cruzamentos que ndao podem se realizar no
momento da floracdo e, de acordo com Towil e Walters (1988), grédos de pdlen
armazenados podem ser utilizados em cruzamentos em programas de
melhoramento, preservacdo de genes, estudos em fisiologia, bioquimica e
fertiidade, estudos em biotecnologia, envolvendo a expressdo de genes,
transformacao e fertilizagdo in vitro.

O sucesso da producdo comercial de goiaba depende, grandemente, da
disponibilidade e viabilidade dos grdos de podlen. Entretanto, a conservacéo
depende de varios fatores, inclusive os ambientes, dai a necessidade de se
conhecer o periodo de conservagdo do araca e da goiaba, visando auxiliar o
programa de melhoramento.

No armazenamento de grdos de pélen, o principal propdésito é manter a
viabilidade e funcionalidade dos grdos de pdlen em uma alta porcentagem. Graos
de pdlen para conservacdo de germoplasmas devem manter-se viaveis por varios
anos (Towil e Walters, 1988).

Graos de polen bicelulares tém, frequentemente, maior tolerancia a
periodos prolongados de armazenamento, enquanto que grdos de pdlen
tricelulares perdem a viabilidade mais rapidamente, ap0s a maturidade e, por isso,
tém menor tolerancia ao armazenamento (Knox, 1984). Frankel e Galun (1977)
citam que as reservas dos gréos de pélen tricelular sdo reduzidas apds a segunda
divisdo mitética, afetando, assim, sua germinacdo e longevidade. Para tanto,
essas mudancas no metabolismo associado a germinacao e longevidade néo séo
ainda bem entendidas.

Segundo Dafni (1992), a avaliacdo da viabilidade do grdo de polen € o
primeiro passo no entendimento das chances que ele tem de germinar no estigma
da flor, sendo este um estagio crucial rumo a fertilizagdo.

A viabilidade do grdo de pdlen, que é um fator chave no sucesso da
polinizacdo, pode ser estimada por varios métodos: solucdo de lugol, método de
reacao de fluorocromatica (Fluorochromatic Reaction- FCR), solucédo tripla de
Alexander, corantes vitais como sal de tetrazolio, e as germinacdes in vivo e in
vitro. O diacetato de fluresceina penetra na célula por meio de esterases nao-
especificas para formar a fluresceincia (Heslop-Harrison e Heslop-Harrison,

1970). Heslop-Harrison e Heslop-Harrison (1970) sugerem que a principal



propriedade testada, a partir da presenca da esterase, € a integridade da
membrana celular, em que esta enzima exibe uma correlagdo proxima a
viabilidade da célula vegetativa do grao de polen. O teste FRC apresenta alta
correlagcdo com o potencial de germinagéo, refletindo uma situacgéo real in vivo.

A solucgdo tripla de Alexander € um corante diferencial que confere uma
boa distincdo de coloragdo entre gréos de pdélen viaveis e inviadveis; essa distingao
depende da concentracdo de corantes, espessura da parede do grédo de polen e
pH da solucéo . A solucdo de Alexander é composta por mistura de corantes com
acdo definida para coloracdo no grdo de polen; dessa forma, grdos de polen
invidveis terdo coloracdo verde, ocasionada pela atuagdo do corante verde
malachita na parede do grdo de pdlen, e graos de polen viaveis terdo coloracao
vermelha, devido a coloracdo por fucsina acida no citoplasma. O corante orange
G é responsavel por melhorar a atuacéo dos corantes diferenciais, ou seja, tornar
a distincdo entre grdos de polen viaveis e inviaveis ainda visiveis (Alexander,
1969).

Segundo Cruden (1977), a relacdo podlen:ovulo (P:O) informa a
probabilidade dos grdos de pélen atingirem o estigma, resultando em uma
méxima producdo de sementes; portanto, segundo o mesmo autor, a relagcao P:O
reflete o sistema de reproducdo das plantas. Existe uma diferenca significativa
entre as relacdes P:O de espécies que se desenvolvem em diferentes ambientes.
A relacdo P:O é a melhor forma de predizer o sistema reprodutivo da planta, mais
do que tamanho e morfologia floral (Cruden, 1977).

A receptividade do estigma pode ser determinada por mudancas
morfolégicas, como, por exemplo, a presenca de exudado e a mudanca de
coloracdo no estigma; por testes para verificacdo de enzimas ativas, como a
peroxidase e a esterase; e pela avaliacdo da germinacdo dos grdos de polen,
crescimento do tubo polinico e presenca de sementes apds polinizacdo em
diferentes horarios do dia relativos a abertura da flor (Dafni, 1992).

Durante a historia evolutiva, as espécies tiveram a maior parte do DNA
organizada nos cromossomos, de maneira que fosse estabelecido um padréao
tipico, tanto no nimero, quanto na estrutura dos cromossomos que constituem o
caridtipo das espécies. A maioria das espécies de plantas e dos animais
superiores é de diploides; portanto, apresentam dois conjuntos basicos de

cromossomos (2n), sendo que um conjunto € proveniente do parental feminino e o
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outro do parental masculino. Como 0S cromossomos armazenam a maior parte
dos genes das espécies, 0s estudos citogenéticos levam a compreensao da sua
morfologia, a organizacdo, a funcdo e a replicacdo (Guerra, 1988; Guerra e
Souza, 2002).

Mesmo apos o desenvolvimento de sofisticadas técnicas utilizadas para
identificar sequiéncias de DNA, a cariotipagem continua tendo grande importancia
para 0 entendimento dos mecanismos de transmissdo hereditaria nos
organismos. As informacfes fornecidas pela cariotipagem tém importancia, até
mesmo, para que sejam estabelecidas as estratégias de identificacdo das
sequéncias de DNA, onde se faz uso de modernos sequenciadores
automatizados (Guerra, 1988; Guerra e Souza, 2002).

As partes morfoldgicas dos cromossomos sdo: cromatides, bracos,
centrébmero, constricdo secundaria, telomero e satélite, sendo que constricdo
secundaria e satélite s6 ocorrem em um ou em alguns Ccromossomos,
dependendo da espécie. O conjunto de caracteristicas cromossomicas de cada
espécie, que constitui seu cariotipo, inclui 0 numero e o tamanho dos
Cromossomos, a posicdo do centrdmero nos mesmaos, e, por meio destes Ultimos,
pode-se estabelecer a relagdo de bragcos, o tamanho do complemento
cromossOmico total e outras caracteristicas que permitem avaliar um cromossomo
individualmente ou todo o conjunto (Guerra, 1988; Guerra e Souza, 2002).

A localizagéo da regido centromérica de um cromossomo, a qual se ligam
as fibras do fuso mitético, permite a sua classificacdo em um dos seguintes tipos:
metacéntrico, os bracos de comprimentos aproximadamente iguais (centrémero
em posicdo intermediaria); submetacéntrico, os bracos de comprimentos um
pouco desiguais (centrdbmero um pouco deslocado da posicdo mediana);
acrocéntrico apresenta um brago longo e outro curto (centrémero proximo de uma
extremidade) e o telocéntrico, um s6 braco (centrbmero em uma extremidade)
Viana et al. (2003).

Para a determinacdo citogenética dos cromossomos, € necessario o
emprego de alguma técnica que permita visualizar essas estruturas. Dentre
essas, destacam-se a coloracdo convencional, as técnicas de bandeamento
cromossOémico, como, por exemplo, bandeamento C, G e coloracdo com
fluorocromos. Mais recentemente, o uso da técnica de FISH (hibridizacéo in situ

fluorescente) permitiu a identificacdo de sequéncias génicas diretamente nos
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cromossomos. Constituindo-se, assim, em uma técnica util nos programas de
seguenciamento genémico (Guerra, 1988; Guerra e Souza, 2002).

No estudo citogenético de algumas espécies frutiferas no nordeste
brasileiro, Eder-Silva et al. (2007) encontraram, na familia Myrtaceae, Psidium
arboreum (araca-boi) 2n=88, confirmando a tendéncia de poliploidia no género,
porém P. arboreum é muito pouco utilizado como alimento pela populacdo. O
registro de 2n=44 em Psidium acutangulum DC., uma espécie do cerrado de Sao
Paulo (Forni Martins e Martins, 2000),e, em P. araca, indica-se uma linhagem
evolutiva no género Psidium, com base em x=11. P. arboreum, além de evolucdo
por poliploidia, apresenta ganho aneupldide de alguns pares cromossémicos,
provavelmente resultantes de erros de disjungdo meidtica. Psidium araca (aragd),
com 2n=44, apresentou cromossomos predominantemente metacéntricos e
submetacéntricos, medindo 0,8 a 2,1uym e um par de satélites longamente
distendidos pela ocorréncia de uma constricdo secundaria proximal. Essa
contagem coincide, apenas, com duas outras contagens para o género (Atchison,
1947; Fedorov, 1969 e Eder-Silva et al. 2007) e diverge de P. guajava, com 2n=22
(Fedorov, 1969). O género é cariologicamente variavel, com varias contagens
com 2n=22, 44 e 88 (Fedorov, 1969; Goldblatt, 1985), sugerindo a ocorréncia de
uma série polipldide no género e um numero basico x=11.

Varios sdo 0s genes que atuam durante a pré-meiose, meiose e pos-
meiose; anormalidades ocorridas durante essas fases podem resultar no
surgimento de grdos de polen anormais ou inviaveis (Horner e Palmer, 1995).
Graos de polen abortados podem ocorrer em funcdo de aberracfes estruturais.
Segundo Singh (1993), translocacfes heterozigotas em espécies vegetais
diploides exibem, aproximadamente, 50% de gréos de pdlen estéreis.

Segundo Souza et al (2000), o comportamento meidtico de uma planta
reflete, diretamente, no seu grau de fertilidade e a ocorréncia de falhas durante o
processo com cromossomos retardatarios ou desorganizacdo dos fusos
representam dificuldades na producéo de hibridos, por ter, como consequéncia, a
variagdo cromossomica em funcdo da perda ou ganho de cromossomos nas
novas geragdes. Por isso, os estudos meidticos sdo de grande relevancia, pois
explicam fendmenos reprodutivos, mecanismos de hereditariedade e de
variabilidade genética nas espécies. Afinal, a meiose se converte em uma das

fontes de variabilidade genética utilizada pelos organismos para adaptacdo do
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meio ambiente e assegura a perpetuacao através da descendéncia (Mufioz et al.,
2006).

O curso normal da meiose garante viabilidade do gameta; assim, a
viabilidade do pdlen se relaciona, diretamente, com a normalidade da
microsporogénese (Mufoz et al., 2006). Muitas espécies de Myrtaceae tém graos
de pdlen como recurso reprodutivo. Os graos de pélen sdo estruturas ricas em
carboidratos, proteinas, vitaminas e lipidios e, por essa razdo, sdo importantes
fontes alimentares para diversos visitantes florais (Silva, 2007). Entretanto, pouco
se sabe sobre as necessidades de polinizacdo da familia Myrtaceae e de
possiveis perdas de produtividade devido a falta de polinizacdo adequada das
flores. Além disso, a viabilidade do grdo de polen diminui gradualmente com o
tempo, o que reduz a eficiéncia na fertilizacdo. Por isso, € de suma importancia
conhecer as caracteristicas e o periodo de viabilidade do pélen das espécies em
estudo, especialmente para utiliza-las em possiveis programas de hibridacéo.

Em diversas espécies, as analises citogenéticas tém sido usadas com
sucesso na observacdo do comportamento floral de hibridos de mamoeiro
(Damasceno Junior et al., 2008): na provavel identificagdo de mutante da
autocompatibilidade do maracuja amarelo (Souza et al.,, 2010); no niamero de
cromossomos, polissomatia e meiose em Mimosa bimucronata (DC.) (Olkashi e

Schifino-Wittmann 2011), entre outros trabalhos.

2.3 Caracteristicas das Cultivares

As principais cultivares comerciais no Brasil sdo: Paluma, Rica, Pedro Sato,
Kumagai, Sassaoka, Ogawa, Yamamoto e Século XXI citadas por Pereira e
Nachtigal (2002) e Pommer e Murakami (2006).

Paluma é a cultivar mais plantada, atualmente, no pais. E utilizada tanto
para industria como para consumo in natura. Foi obtida através da polinizacao
aberta de Rubi-Supreme, em programa de melhoramento genético realizado na
UNESP/FCAYV de Jaboticabal, SP. As plantas sdo altamente produtivas (mais de
50 t.ha™), vigorosas, de crescimento lateral e com boa tolerancia & ferrugem da
goiabeira. Os frutos sdo grandes (acima de duzentos gramas, mesmo em plantas

ndo desbastadas), piriformes, com pescoco curto; nos frutos maduros, a casca é
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lisa e amarelada; a polpa € de cor vermelha intensa, firme e espessa; o sabor é
agradavel gracas ao elevado teor de acucares e a acidez equilibrada; as
sementes apresentam-se em pequeno numero.

Rica € a cultivar muito indicada para a indastria, também € resultado da
polinizacdo aberta da Supreme, no programa de melhoramento genético realizado
na UNESP/FCAV de Jaboticabal, SP. As plantas sé&o vigorosas e muito produtivas
(50 t.ha™). Os frutos séo ovalados a levemente piriformes, com pescoco curto, de
tamanho médio (entre cem e duzentos e cinquenta gramas); a casca € verde-
amarelada e levemente rugosa; a polpa é vermelha, espessa e firme; o sabor é
muito agradavel, devido ao °Brix e a baixa acidez; as sementes sdo poucas e
pequenas.

Pedro Sato é a cultivar de mesa de casca rugosa mais difundida no Estado
de S&o Paulo. E a cultivar selecionada a partir de pés-francos, provavelmente
originarios de Ogawa N°1 vermelha, no Rio de Janeiro. As plantas so vigorosas,
de crescimento vertical e razoavelmente produtivo. Os frutos sdo levemente
ovalados, de boa aparéncia, de tamanho variavel entre cento e cinquenta a
duzentos e oitenta gramas, podendo atingir tamanho superior a quatrocentos
gramas quando desbastados; a casca € bem rugosa; a polpa rosada, espessa,
firme e com cavidade central cheia; o sabor € agradavel; apresenta poucas
sementes.

Sassaoka originario de uma planta de pé-franco de uma goiaba comum
vermelha, no municipio de Valinhos, SP. As plantas apresentam bom vigor, sédo
produtivas e de crescimento vertical. Os frutos sdo grandes (superior a trezentos
gramas quando desbastados), arredondados e com a casca bem rugosa; a polpa
€ rosado-clara, espessa, firme e com poucas sementes; o sabor € leve.

Kumagai é de origem incerta, possivelmente resultante de selecéo
realizada no bairro Pedra Branca, municipio de Campinas. Foi a cultivar mais
plantada para mesa no Estado de S&o Paulo, durante a década de 80. A planta
apresenta vigor médio, com ramos longos e esparramados, e € muito produtiva.
Os frutos sdo grandes (trezentos a quatrocentos gramas), arredondados a
oblongos; possuem a casca lisa, resistente e verde-amareladas quando maduros;
a polpa é branca ou vermelha, de boa espessura, firme, saborosa, levemente

acida e com a cavidade cheia; apresentam poucas sementes. Sua boa
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conservacao pos-colheita permite a comercializacdo a longa distancia, podendo
ser exportada.

Ogawa é a cultivar que apresenta varias origens e variagcdes na morfologia
da planta e fruto. As plantas sdo grandes (trezentos a quatrocentos gramas),
podendo atingir setecentos gramas quando raleados, e com formato oblongo; a
casca é levemente rugosa; a polpa é branca ou vermelha, espessa, firme e com
cavidade cheia; o sabor € adocicado, apresenta poucas sementes.

Século XXI é a cultivar que se desenvolveu no programa de melhoramento
genético da goiabeira da UNESP/FCAV, Campus de Jaboticabal, cujas principais
caracteristicas sao: planta muito produtiva com ciclo precoce (130 dias da
floracdo a colheita), frutos grandes, com polpa espessa, roseo-avermelhada,

Otimo sabor e com poucas e pequenas sementes (Pereira et al., 2003).

2.4 Aspecto do Melhoramento Genético da Goiabeira

Os objetivos do melhoramento genético vegetal sdo: adaptacdo a
diferentes condi¢cdes ambientais de acordo com as condigbes edafoclimaticas;
aumento da produtividade; producdo em varias épocas, estendendo, assim, o
periodo de oferta; resisténcia a pragas, doencas e problemas fisiolégicos;
tamanho, coloragdo e formato do fruto; auséncia de sementes; melhores
caracteristicas para industrializacdo; resisténcia ao transporte e ao manuseio;
melhorias no paladar e no valor nutritivo; e reducéo do porte da planta.

Quando o objetivo € o melhoramento do fruto, os aspectos mais
importantes, segundo Pereira e Nachtigal (2002), sdo: acidez total titulavel de 1,5
a 2,0%. Frutos mais acidos permitem melhor conservacéo e controle de qualidade
dos produtos industrializados; polpa de cor rosa-escura. A cor do produto final é
importante para aceitacdo pelos consumidores; sabor e aroma caracteristicos da
goiaba fresca; teor de solidos sollveis totais de 10 a 12 °Brix; frutos com tamanho
médio de 198 a 340 g; frutos com poucas sementes e com a cavidade da polpa
bem cheia, com elevado aproveitamento para puré (80% de aproveitamento é
considerado bom); contetido de vitamina C de 300 mg.100g™* de peso fresco;

minimo de células petrificadas, embora estas possam ser eliminadas por filtracéo.
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Os objetivos para as plantas de goiabeira, segundo Pereira e Nachtigal
(2002), sao: plantas de crescimento baixo e aberto; plantas resistentes a pragas e
doencas; plantas com altas producées (227 kg.planta™. ano™ ou mais).

Os métodos aplicaveis as espécies frutiferas de melhoramento genético
sdo mutacdo, poliplodia, hibridacdo e selecdo. Segundo Pereira e Nachtigal
(2002), na goiabeira, os métodos de melhoramento aplicados a cultura sao,
basicamente, selecdo e hibridizacdo. Para se alcancar o sucesso em um
programa de melhoramento de plantas, ha4 necessidade de se dispor de
informacdes basicas relativas & heranga dos principais caracteres agrondmicos
que se pretende melhorar, bem como a divergéncia genética disponivel para o
melhoramento (Pereira, 2003).

Atualmente, no Brasil, h4 poucos programas de melhoramento genético
para a cultura da goiabeira. A cultivar langada recentemente foi a Século XXI pelo
programa de melhoramento da UNESP (Pereira et al., 2003). Os trabalhos de
melhoramento, no Brasil e no mundo, sédo, basicamente, com os objetivos do
melhoramento do fruto (consumo in natura e industria) com o lancamento de

variedades superiores.

2.5 Aplicacédo dos marcadores moleculares no melhoramento vegetal

Para Milach (1998), os marcadores sédo caracteristicas de DNA (acido
desoxirribonucléico), que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados
geneticamente. Ja Ferreira e Grattapaglia (1998) definem como marcador
molecular qualquer fendétipo molecular oriundo de um gene expresso, como, por
exemplo, as isoenzimas, ou de um segmento de DNA (correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma).

Diversas técnicas de marcadores moleculares estdo disponiveis,
atualmente, para deteccdo de polimorfismo genético. Essas técnicas permitem a
obtengdo de um numero praticamente ilimitado de marcas moleculares, cobrindo,
praticamente, todo o genoma da espécie em estudo (Gongalves, 2007).

Os estudos com marcadores moleculares trazem contribuicdes
significativas para a compreenséo da diversidade genética (Spooner et al., 2005).

O beneficio principal de usar marcadores moleculares é que estes sdo bons
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indicadores da distancia genética entre acessos por causa da sua neutralidade
seletiva. Assim, os marcadores moleculares sdo usados para identificar evolugéo
das espécies como, por exemplo, em milho (Matsuoka et al., 2002), feijdo comum
(Gepts, 1988) e trigo (Heun et al., 1997). Os marcadores moleculares, também,
sdo usados para identificar racas ecogeogréficas dentro dos complexos génicos
domésticos ou silvestres das espécies cultivadas (Liviero et al.; 2002; Yu et al.,
2003). Além disso, os marcadores moleculares estdo sendo usados para auxiliar
o curador nas atividades de manutencdo, caracterizacdo e avaliacdo de
germoplasma (Rao e Riley, 1994).

A perspectiva de uso de marcadores genéticos em larga escala surgiu no
cenario cientifico, nas décadas de 60 e 70, com o desenvolvimento de
marcadores tais como isoenzimas, proteinas totais e proteinas especificas, que
séo, de certa forma, indicadores diretos da variagdo existente dentro do DNA.
Com o surgimento das novas técnicas moleculares, aumentaram os diversos
meétodos de deteccdo de polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). As novas técnicas podem ser separadas em duas
grandes categorias: a) métodos baseados em analise de restricdo; b) métodos
baseados na amplificagéo do DNA.

Na primeira categoria, inclui-se a analise de polimorfismo de fragmentos de
restricio de DNA (“Restriction Fragment Length Polymorphism”-RFLP). Essa
técnica requer grandes quantidades de DNA, e as analises sdo, em geral,
demoradas e trabalhosas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). A outra categoria de
analises utiliza a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) desenvolvida por
Mullis e Faloona (1987). Essa categoria revolucionou os métodos tradicionais de
obtencdo de marcadores moleculares em niveis de DNA. Essa técnica consiste
na amplificacdo, in vitro, de fragmentos de DNA, utlizando-se dois
oligonucleotideos iniciadores, que sdo complementares as extremidades do
segmento a ser amplificado. Cada reacdo envolve trés etapas: denaturacdo do
DNA molde através de aquecimento; hibridizac&o dos iniciadores no DNA molde;
e sintese do DNA pela acdo da DNA polimerase. Esse ciclo é repetido véarias
vezes, havendo amplificacdo do DNA alvo em progressao geométrica (Saiki et al.
1985; Mullis e Faloona 1987). Exemplos dessas técnicas sdo o RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), o SSR (microssatélite ou Simple Sequence Reapet),
e 0 AFLP.
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O grande impulso na area de marcadores moleculares baseados em PCR
ocorreu na década de 90 ao serem utilizados iniciadores mais curtos e de
sequéncia arbitraria para dirigir a regido de amplificacdo, eliminando, assim, a
necessidade do conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada. A técnica
RAPD originou uma grande expansao da analise de polimorfismo molecular ao
permitir a realizacdo de estudos de analise genética em espécies anteriormente
nao contempladas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os idealizadores da técnica batizaram-na com o nome de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), que é a denominacao mais
utilizada, e AP-PCR (Arbitrarily Primed — Polymerase Chain Reaction) (Welsh e
McClelland, 1990; Caixeta et al., 2006).

Segundo Caixeta et al. (2006), as vantagens dos marcadores RAPD séo
simplicidade, rapidez na obtenc&o de dados, custo baixo comparado com outras
técnicas moleculares e aplicabilidade imediata a qualquer tipo de organismo.
Requerem pequenas quantidades de DNA comparados com outras técnicas e nao
utilizam marcacao radioativa, podem ser utilizados para a identificacéo rapida e
eficiente de muitos polimorfismos e, como tais, apresentam enorme potencial na
identificagc&o de cultivares.

Contudo, os marcadores moleculares RAPD, ainda, sé@o criticados pela
baixa reprodutibilidade entre os laboratérios e, até mesmo, dentro do mesmo
laboratério (Freid e Bered, 2003). Sendo assim, a técnica requer certa experiéncia
do pesquisador com procedimentos moleculares, como, por exemplo, cuidados no
preparo de solucdes estoques e componentes da reacdo, na manipulacdo de
termocicladores (Caixeta et al., 2006). Portanto, em virtude da técnica de RAPD
ser sensivel a pequenas modificacbes na concentracdo dos componentes de
reagcdo e na programacdo do termociclador, é recomendavel a otimizacao
cuidadosa das condicbes experimentais para que 0s resultados sejam mais
confiaveis e reproduziveis (Caixeta et al., 2006).

Padilha-Ramirez et al. (2002) utilizaram RAPD na analise da variabilidade
genética em goiaba (Psidium guajava L.), no México; portanto, os marcadores
RAPD permitiram detectar uma grande similaridade genotipica e fenotipica dos
acessos estudados. Os resultados obtidos a partir de marcadores de DNA podem
auxiliar na definicAo de estratégias mais eficientes a serem utilizadas nos

programas de melhoramento da goiabeira, no México. Gomes Filho et al. (2010),
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também, utilizaram RAPD para avaliar a diversidade genética de acessos de
goiabeira no Noroeste Fluminense; nesse trabalho, os autores concluiram que a
populacdo de goiabeira estudada apresenta ampla variabilidade genética. Em
outras espeécies frutiferas, os marcadores RAPD, também, tém sido usados com
sucesso na deteccdo de diversidade como na pera (Sawazoki et al., 2002), no
péssego (Zimback et al., 2003), na uva (Karatas e Agoaglu, 2010), etc.

Os marcadores moleculares codominantes, oriundos de sequéncias
simples repetidas (SSR-simple sequence repeats), conhecidas como
microssatélites, constituem-se em peguenas sequencias com um a seis
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem. Em genomas eucariotos,
essas seqiéncias sdo mais comuns, melhor distribuidas ao acaso e formam locos
mais polimorficos (Wang et al., 1994).

Regifes contendo microssatélites sdo amplamente individualizadas através
do PCR, utilizando-se um par de iniciadores especificos com 20 a 30 nucleotideos
complementar as sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite. Cada
segmento amplificado possui tamanho distinto, composto por varias dezenas até
algumas centenas de pares de nucleotideos, representando, assim, um alelo
diferente em cada loco.

Varios primers ja foram desenvolvidos para amplificar segmentos de DNA
especifico e direcionados a variados tipos de estudo genéticos. Geralmente, em
cada reacao de PCR, um par de primers € utilizado e representado em, apenas,
um loco de microssatélite. Entretanto, quando se utilizam varios pares de primers
em uma mesma reagdo de PCR, denominamos a técnica de multiplex.

Os SSRs sao uma alternativa promissora de marcadores, por se tratar de
uma técnica relativamente simples, com resolucdo adequada em matriz de
agarose, necessidade de pequena quantidade de DNA para analise e por néo
exigir conhecimento aprofundado de biologia molecular por parte do analista, nem
instalacdes sofisticadas de laboratorio (Oliveira et al., 2006). Uma limitacdo
relevante para a aplicacdo desse tipo de marcador € a necessidade de
conhecimento prévio das sequéncias gendmicas para o desenvolvimento de
iniciadores. No entanto, essa limitagdo vem diminuindo na cultura da goiabeira
devido ao grande esforco que tem sido direcionado ao sequenciamento genémico
e ao desenvolvimento de marcadores microssatélites especificos para a espécie
(Risterucci et al., 2005).
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Nos programas de melhoramento da goiabeira, os marcadores moleculares
microssatélite vém sendo empregados com diferentes propdsitos. Eles tém sido
utilizados para avaliacdo de diversidade genética (Valdés-Infante et al. 2010),
construcdo de mapas genéticos de ligacdo (Rodrigéz et al. 2007; Lepetre et al.
2010; Ritter et al. 2010), caracterizagdo de germoplasma (Valdés-Infante et al.
2007), entre outros. Em outras espécies frutiferas, os marcadores SSR tém sido
usados, com sucesso, na diversidade genética de cereja (Ercisli et al., 2011),na
caracterizacdo de retocruzamentos de mamado (Ramos et al, 2011), na

caracterizacao de cultivares de banana (Jesus et al., 2009), entre outros.

2.6 Diversidade Genética

A diversidade genética expressa a diferenga entre as frequéncias alélicas
as populacoes (Falconer, 1987). Pode, também, ser definido como a distancia
entre as populagdes, individuos ou organismo, com base em uma série de
caracteristicas de aspectos morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos e moleculares
(Amaral Junior e Thiébaut, 1999).

A maioria das espécies exploradas agronomicamente teve sua diversidade
reduzida em consequéncia da domesticacdo e dos processos de selecdo e
melhoramento de plantas. A diversidade genética € considerada mais baixa em
cultivares modernas de espécies autégamas devido ao seu sistema de
fecundacdo e também da sua domesticacdo fora do centro de origem, onde um
namero limitado de sementes (ou acessos) foi levado pelos exploradores e
serviram como a base genética das cultivares modernas de hoje (Saavedra e
Spoor, 2002).

Além disso, muitos genotipos foram perdidos pela substituicdo por novas
cultivares ocasionando, muitas vezes, o desaparecimento de variedades locais.
Em geral, essas novas cultivares apresentam base genética muito estreita, isto €,
sdo muito aparentadas entre si, e a predominancia de um restrito nimero de
genadtipos ocupando grandes areas de plantio tem sido considerada um risco para
a agricultura, podendo ocasionar uma erosédo genética (Borém e Miranda, 2005).
Uma excessiva dependéncia dessas novas variedades, contudo, podera causar

varios problemas ambientais se o clima mudar, se ocorrer escassez de energia e
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de substancias quimicas necessarias para a manutencao dessas variedades, ou
se novas doencas e pragas forem infectar uma variedade vulneravel (Odum,
1988).

O banco de germoplasma €é de fundamental importancia para a
manutencao da diversidade genética. As espécies silvestres, as variedades locais
e as obsoletas fornecem genes que conferem adaptacao a estresses ambientais,
além de possuirem genes que conferem resisténcia a inimeras doencas e pragas
(Freitas e Bered, 2003). A busca de resisténcia ou tolerancia genética aos
estresses bidticos e abidticos pode diminuir o uso dos muitos produtos de
contaminacao e de poluigdo usados na agricultura moderna (Gepts, 2006).

Segundo Tanksley e McCouth (1997), o banco de germoplasma nao pode
ser visto como fonte de genoétipos, mas sim como fonte de genes, uma vez que
grande parte dos genes de interesse agrondmico jA se encontra nas cultivares
modernas. Entretanto, genes relacionados a caracteristicas como resisténcia a
pragas e doencas, adaptacdo e estresses abibticos e caracteristicas nutricionais
podem estar contidos em colec¢des de germoplasma.

Em programas de melhoramento, a importancia do conhecimento da
diversidade genética esta no fato de que cruzamentos que envolvam genitores
geneticamente divergentes sdo os mais eficientes em produzir hibridos com maior
efeito heterdtico na progénie e maior variabilidade genética nas geracdes
segregantes (Falconer, 1987).

Essa diversidade pode ser avaliada a partir de uma série de marcadores
que podem ser morfoldgicos, fisiolégicos, citologicos, protéicos, bioquimicos e
moleculares (Amaral Junior e Thiébaut, 1999). As informac¢des multiplas de cada
acesso ou cultivar sdo expressas em medidas de dissimilaridade, que
representam a diversidade em relacdo ao conjunto de acessos (Cruz e Carneiro,
2003).

Diversos coeficientes de dissimilaridade tém sido propostos para expressar
a distancia entre genotipos (Cruz e Regazzi, 2001). Alguns desses coeficientes
baseiam-se nas frequéncias alélicas estimadas, enquanto outros utilizam
variaveis binérias, sendo auséncia (0) ou presenca (1) da marca. As distancias
genéticas sdo determinadas pelos complementos aritméticos dos coeficientes de

similaridade e sao apresentados na forma de matriz de dissimilaridade.
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O procedimento de avaliacdo da diversidade genética entre acessos, a
partir de dados binarios, permite que sejam utilizados diversos coeficientes de
similaridade, entre eles os mais utilizados s&o os coeficientes de coincidéncia
simples, Jaccard e Nei e Li e (Cruz e Carneiro, 2003). O quadrado da distancia
euclidiana média, embora idéntico ao coeficiente, apresenta a desvantagem de
considerar o fator de similaridade de coincidéncia do tipo (0-0) categoria ausente
nos dois individuos. Em contrapartida, nos indices de Jaccard, Nei e Li, € excluido
este tipo de coincidéncia e considerada, apenas, a coincidéncia do tipo (1-1),
presenca da categoria em ambos os individuos.

O coeficiente de Nei e Li é utilizado quando se trabalha com acessos
exoticos ou espécies diferentes, enquanto o coeficiente de Jaccard € indicado
para estudo dentro de uma populacdo ou mesma espécie (Cruz e Carneiro,
2003).

Quando o numero de genotipos é relativamente alto, torna-se praticamente
inviavel o reconhecimento dos grupos que apresentam semelhancas a partir da
matriz de dissimilaridade. Contudo, com o uso de técnicas de agrupamento,
podem-se classificar os genoétipos em varios grupos de forma que exista
homogenidade dentro dos grupos e heterogenidade entre os grupos, seguindo o
critério de similaridade ou de dissimilaridade (Cruz e Carneiro, 2003).

Segundo Cruz e Regazzi (2001), existem varios métodos de agrupamento,
porém, no melhoramento, os mais usuais séo classificados em dois tipos: método
hierarquico, que tem como objetivo agrupar 0os gendtipos por um processo que se
repete em varios niveis até que se estabeleca um dendrograma; e métodos de
otimizacdo, em que 0s genotipos sdo incluidos no mesmo grupo com o objetivo
de estabelecer maxima ou minima participacdo que otimize alguma medida
predefinida.

O método hierarquico das medidas da dissimilaridade ponderada (UPGMA)
€ 0 mais utilizado em diversidade, tendo vantagem sobre os demais métodos por
considerar médias aritméticas das medidas de dissimilaridade, o que evita
caracterizar a dissimilaridade por valores extremos entre 0s genotipos (Cruz e
Carneiro, 2003).

Entre os varios métodos de agrupamento de otimizacéo, o mais utilizado no
melhoramento genético € o método de Tocher (Rao, 1952). Esse meétodo

consiste, a partir da obtencdo da matriz de dissimilaridade, na identificacdo do par
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dos individuos mais similares, em que esses individuos formar&o o grupo inicial.
Posteriormente, é avaliada a possibilidade de inclusdo de novos individuos,
adotando-se o critério de que a média das medidas de dissimilaridade, dentro de
cada grupo, deve ser menor que a distancia média de quaisquer grupos (Cruz e
Carneiro, 2003). Esse método tem como vantagem principal a facil interpretacéo
dos grupos formados.

Em diversas espécies frutiferas, as analises de diversidade genética tém
sido usadas com sucesso, como o caso do maracuja doce (Bellon et al., 2009), no

cajazeiro (Silva et al., 2009), na acerola (Oliveira et al. 2009), dentro outros.
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3. TRABALHOS

3.1 AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA EM ACESSOS DE
Psidium ssp. VIA MARCADORES RAPD*!

3.1.1 RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade genética entre 20
acessos de Psidium spp. (Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro-UENF1830 a UENF 1849) por marcadores RAPD. Vinte e oito iniciadores
foram utilizados, gerando um total de 157 bandas. Os marcadores moleculares
RAPD foram capazes de revelar a existéncia de diversidade entre os 20 acessos
de Psidium. Para a interpretacdo dos dados, o indice de Nei e Li foi utilizado com
base na analise do agrupamento hierarquico UPGMA e o método de otimizacao
Tocher; essa diversidade pode ser observada pela presenca de acessos similares
e divergentes

Temos para indexagéo: dissimilaridade, marcador molecular, analise multivariada

Trabalho publicado na Revisa Brasileira de Fruticultura 2011 (33: 129-136) com modifica¢gBes
sugeridas pelos membros da banca
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3.1.2 ABSTRACT

The objective of the present work was to analyze the genetic diversity among 20
guava access (Universidade Estadual do Norte Fluminense-UENF1830 a UENF
1849) through the use of RAPD molecular markers. Twenty-eight primers were
used, generating a total of 200 bands. The RAPD molecular markers were able to
accurately reveal the existence of diversity among the 20 guava accessions. For
data analysis, the Nei and Li index was used. Based on hierarchical clustering
analysis UPGMA and Tocher Method, the dissimilarity could be observed by the

presence of similar and dissimilar access.

Index Terms: dissimilarity, molecular marker, multivariate analysis

3.1.3 INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava L.) é uma entre muitas espécies cultivadas
que tem alta diversidade genética. Primeiro, devido a fecundacdo cruzada
preferencialmente da espécie, segundo Alves & Freitas (2007) e, além disso, pela
utilizacdo de sementes originarias de genitores heterozigotos na producéo de
mudas, a qual leva a uma ampla diversidade genética. Dentro do género
Psidium, h& o araca (Psidium guineense SW), uma planta silvestre encontrada no
Norte Fluminense que tem mostrado resisténcia ao nematdide Meloidogyne
enterolobii.

O estudo da divergéncia genética entre acessos fornece informacdes de
potenciais genitores a serem utilizados em programa de melhoramento genético
vegetal. A forma preditiva de determinar a diversidade genética apresenta, como
principal vantagem, o fato de n&do ser necessaria a obtencdo prévia de
combinacgdes hibridas, como ocorre em dialelos (Coimbra et al., 2001).

O conhecimento do grau de variabilidade genética, por meio dos estudos
de divergéncia, torna-se vantajoso no processo de identificacdo de genes de

interesse (Mohammadi & Prasanna, 2003). Outra vantagem é o fato de que, por
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meio da diversidade genética, podem-se indicar genitores geneticamente
distantes para cruzamentos nos quais procure obter o efeito heterético na geragéo
hibrida e maior probabilidade de recuperacdo de segregantes superiores em
geracdes avancadas (Hallauer & Miranda Filho, 1981, Mohammad & Prasanna,
2003 e Cruz et al., 2004).

Para estudos de diversidade genética, a andlise por agrupamento,
enquanto método preditivo da heterose, tem sido empregada tanto para
caracteristicas expressas por variaveis quantitativas quanto qualitativas (Gower,
1971, Franco et al., 1998; Gongalves et al., 2008; Gongalves et al., 2009). Dentre
0os métodos de agrupamento, UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an
Arithmetic Average) tem tido maior utilizagdo em estudos envolvendo recursos
genéticos (Mohammad & Prasanna, 2003).

A tecnologia de marcadores moleculares pode  contribuir,
significativamente, para o conhecimento basico da cultura e do carater estudado,
além da geracdo e desenvolvimento de produtos melhorados (Ferreira &
Grattapaglia, 1998, Borém & Caixeta, 2009). Nesse caso especifico, sdo obtidos
dados binérios, cujo complemento aritmético da medida de similaridade Jaccard
tem maior aceitagcdo pela comunidade cientifica para acessos pertencentes a
mesma espécie (Mingoti, 2007; Sudré et al., 2006).

Welsh e McClelland (1990) e Williams et al. (1990) introduziram uma
técnica que se baseia na deteccdo de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(RAPD Randon Amplified Polymorphic DNA), usando oligonucleotideos de dez
bases. As andlises de RAPD estédo baseadas no fato de que cada iniciador dirige
a sintese de varios segmentos de DNA, simultaneamente, em diversos pontos no
genoma, resultando, assim, em varias bandas com pesos moleculares diferentes,
a depender do tamanho do segmento do DNA amplificado. Essa técnica tem se
mostrado eficiente na identificacdo da variabilidade genética em diversos grupos
de plantas e pode ser usada como uma ferramenta auxiliar em programas de
melhoramento.

Padilha-Ramirez et al. (2002) empregaram os marcadores tipo RAPD para
diferenciacdo molecular de acessos de Psidium guajava L.. Os marcadores
permitiram constatar baixa variabilidade genotipica dos acessos pertencentes ao

banco de germoplasma do México.
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O objetivo desse trabalho foi o estudo da diversidade genética entre vinte

acessos de Psidium spp. via marcadores moleculares RAPD.

3.1.4 MATERIAL E METODOS

Os materiais genéticos foram coletados nos municipios de S&o Jodo da
Barra-RJ e Bom Jesus do Itabapoana-RJ (Tabela 1).

Cinco folhas jovens de cada acesso foram colhidas em amostras
compostas, compreendendo 01 planta/acesso. As cinco folhas correspondentes a
cada acesso foram rapidamente reunidas, enroladas em papel aluminio,
identificadas e mergulhadas em gelo seco para que nao ocorresse a degradacao
do DNA. Uma vez no laboratorio, esse material foi acondicionado em ultrafreezer
a uma temperatura de -86 °C. Posteriormente, essas folhas foram maceradas em
N, liqguido e acondicionadas em tubos de 15 ml com tampa, devidamente
identificados e armazenados em ultrafreezer.

Cerca de 300 mg de tecido macerado foram transferidos para tubos de 2,0
ml e imersos em N liquido para a extracdo de DNA de acordo com o protocolo
de Doyle & Doyle (1999), com as modificacfes descritas a seguir.

Foi adicionado a cada tubo 1 ml do tampéao de extracdo pré-aquecido,
contendo 2% CTAB, 104 mol L™* NaCl, 20 mmol L EDTA, 100 mmol L™ Tris-HCL
(pH 8,0), 1% PVP e 2% B- mercaptoetanol. Esse material foi incubado a 65 °C
por 45 min e agitado, suavemente, a cada 10 min. Em seguida, foi centrifugado a
13200 rpm durante 5 min. O sobrenadante (cerca de 800 pl) foi transferido para
um novo tubo devidamente identificado ao qual foi adicionado igual volume de
cloroférmio: alcool isomilico (24:1) por 10 min aproximadamente até ficar turvo. A
fase organica foi separada por centrifugacéo a 13200 rpm, por cinco min.

O sobrenadante foi recolhido e desproteinizado mais uma vez com
cloroférmico: alcool isoamilico (24:1), sendo os acidos nucléicos precipitados pela
diluicdo de dois tergos do volume de isopropanol gelado e incubados por 2 h a -
20 °C. O precipitado foi sedimentado por centrifugacdo a 13200 rpm, por 10 min.
O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas vezes com 300 pl

etanol a 70%, para retirada de sal presente e uma vez com 300 pl etanol a 95%
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(entre cada lavagem, o material foi centrifugado a 13200 rpm durante 10 min).
Apés o descarte do ultimo sobrenadante, o material foi seco em condicbes
naturais; posteriormente, o material foi ressuspendido em 300 pl de solucdo TE
(Tris-EDTA-10 mmol L™ Tris-HCL, 1 mmol L*EDTA, pH 8,0) com RNAse numa
concentracdo final de 40 pg.ml™ e incubado em banho-maria a 37 °C por 30 min.
Em seguida, adicionaram-se 30 pl de NaCl 5 mol L™ e 220 pl de isopropanol
gelado para precipitar o DNA novamente, incubando-se os tubos, por 2 h, a -20
°C. Logo apds, o DNA foi sedimentado por centrifugacdo a 13200 rpm, por 10
min, e lavado duas vezes com etanol a 70% e uma vez com etanol a 95%. Apés
seco, o precipitado final foi suspenso em 150 pl de agua ultrapura (milli ).

A quantificacao foi realizada em géis de agarose 0,8% (p/v) submetidos a
eletroforese. Aliquotas de DNA de cada amostra foram aplicadas nos pocos do
gel, com um marcador com concentracdo conhecida (A). A concentracdo das
amostras foi estimada por comparacao visual da intensidade de fluorescéncia das
bandas do DNA (A). Os géis foram visualizados no equipamento Eagle Eye Il
(Stratagene), apés a coloracdo com 10 pl de brometo de etideo (10 mg ml™?),
diluidos em 100 ml de tampé&o TEB 1X. Posteriormente, o DNA foi diluido (10 mg
uL™h) para as reacées de RAPD.

ApoOs a quantificacdo do DNA, as reacdes de amplificacdo foram feitas em
termociclador modelo Mastercycler gradient (Eppendorf), hum volume de 20 pl
contendo: 10 mmol L-* Tris HCL, pH 8,3; 50 mmol L-* KCI; 2,4 mmol L-* MgCly;
100 puM dATP, dCTP, dGTP e dTTp; 0,4 uM de iniciadores; 20 ng de DNA
gendmico e 0,75 unidade de Tag DNA polimerase. Foram utilizados microtubos
nos quais foram adicionados todos os demais reagentes nas concentracdes
mencionadas, cada mix com um iniciador diferente. Dessa solugcdo, foram
retirados 18 ul e adicionados aos microtubos, totalizando os 20 pl da reacéo.

As reacbes foram submetidas a 45 ciclos de amplificacdo apoés
desnaturacao inicial a 95 °C, por 4 min. Cada ciclo se constitui de 1 min a 94°C, 1
min a 36 °C e 2 min a 72 °C. Ao final de 45 ciclos, foi realizada uma extenséo final
de 7 mina 72 °C.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese (100 V por
90 min) em géis de agarose 1,4% (p/v), utilizando o tampéao de corrida TAB 1X.
Os géis foram corados com brometo de etideo e fotografados sob luz UV (Eagle

Eye Il — Stratagene).
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Foi realizada, previamente, uma triagem de iniciadores, utilizando-se
cinquenta e um, tendo, como critérios de escolha, em ordem decrescente de
prioridade, um grande numero de bandas totais e polimoérficas. Assim,
selecionaram-se, como polimaorficos, os iniciadores da Operon Technologies, Inc.
OPA3, OPA5, OPA6, OPA8, OPA9, OPA10, OPA12, OPA15, OPA18, OPAL19,
OPA20, OPAB3, OPAB4, OPAB8, OPAC4, OPAC6, OPAC7, OPAW2, OPAWY,
OPAW9, OPAW10, OPAW?20, OPD2, OPD12, OPD13, OPS7, OPV6 e OPV12.

Os dados foram obtidos pela avaliacdo visual das bandas mais evidentes e
consistentes nos 20 individuos avaliados. Foi elaborada uma matriz de dados
binarios, em que o numero 1 corresponde a presenca da banda, o zero, a
auséncia da banda e, quando ndo era possivel determinar se a banda estava
presente ou ndo em funcdo da ndo amplificacdo de um acesso para aquele
iniciador, foi computado como 2.

Na interpretacdo das analises moleculares, foi utilizado o complemento
aritmético do indice Nei e Li (Cruz & Carneiro, 2003). Posteriormente, foi adotado
o método hierarquico UPGMA para o agrupamento. No procedimento analitico,
partindo-se da matriz de distancia genética, procedeu-se a sucessivas
identificagBes dos gendtipos mais proximos, a partir do par mais semelhante, até
que se estabeleceu o dendrograma. E o método de otimizacdo Tocher com a
formacéo de grupos.

Os dados foram analisados pelo Programa Genes (Cruz, 2006),
dendrograma obtido pelo método UPGMA, gerado com auxilio do Programa
Mega 4 (Kumar et al., 2008), as correlacdes cofenéticas (Sokal & Rohlf, 1962)
pelo Programa R (Reis & Ribeiro Junior, 2007) e o Pseudo t* e Pseudo F,
conforme preconizado por Duda & Hart (1973) e Calinski & Harabasz (1974) pelo
Programa SAS (Mingoti, 2007).

3.1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada iniciador produziu bandas de intensidade variavel, facilmente
detectadas e bandas inespecificas que foram descartadas. Os 28 iniciadores

produziram 200 bandas. Destas, 155 foram polimorficas, ou seja, em média, cada
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iniciador gerou, aproximadamente, 5 bandas polimoérficas. O numero total de
bandas polimorficas por iniciadores variou de 1 a 7, sendo o iniciador OPA3 o
mais polimorfico, gerando 7 bandas.

Para Gomes Filho et al. (2010), os iniciadores OPA 03, OPA 05, OPA 10,
OPA 12 e OPC 19 séo indicados para estudos de diversidade em goiabeiras,
utilizando-se o marcador do tipo RAPD, pois apresentaram mais polimorfismo.

Detectou-se divergéncia genética entre acessos de goiabeira com base na
técnica do RAPD, semelhanca obtida por Padilha-Ramirez et al. (2002) com
goiaba no México. Utilizando o indice de Nei e Li, identificaram-se, como mais
distantes, os acessos UENF1835 e UENF1841, enquanto os acessos UENF1835
e UENF1847 foram os mais similares (Figura 1).

Padilha-Ramirez et al. (2002), utilizando-se de marcadores RAPD,
observaram reduzida variabilidade genotipica dos acessos, ou seja, 0S acessos
pertencentes ao banco de germoplasma do México apresentaram 60% de bandas
polimorficas de polimorfismo, enquanto, no presente trabalho, o polimorfismo foi
de 97,5%.

O ponto de corte do dendrograma obtido pelo programa SAS, através do
Pseudo F e Pseudo t?, possibilitou a formacao de dois grupos (Figural). O grupo |
foi constituido pelo maior nimero de acessos, totalizando 14 acessos, ou seja,
70% do total. Este foi o grupo que apresentou maior namero de bandas
polimérficas, evidenciando uma maior variabilidade genética em relacdo ao outro
grupo. Embora formados, exclusivamente, a partir dos perfis moleculares, os dois
grupos apresentaram algumas caracteristicas peculiares.

No meétodo de agrupamento hierarquico UPGMA, o grupo | reuniu os
acessos UENF1830, UENF1831, UENF1832, UENF1833, UENF1834,
UENF1835, UENF1836, UENF1837, UENF1838, UENF1843, UENF1844,
UENF1846, UENF1847 e UENF1849, pertencentes a espécie Psidium guajava L.,
provenientes do municipio de Bom Jesus do Itabapoana, RJ. Devido ao grande
namero de acessos no grupo |, formaram-se subgrupos. O subgrupo I.I reuniu os
acessos UENF 1835, UENF 1847, UENF 1836, UENF 1834 e UENF1832; o
subgrupo LIl reuniu os acessos UENF 1833, UENF1837 e UENF 1846; o
subgrupo L1l reuniu os acessos UENF 1838 e UENF 1849; o subgrupo 1.1V reuniu
os acessos UENF 1843 e UENF 1844 e, por fim, o subgrupo L.V reuniu os
acessos UENF 1831 e UENF 1830.
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As caracteristicas dos acessos do subgrupo |.I sdo plantas com folhas finas
e rugosas e frutos de polpa vermelha e amadurecimento uniforme. Os acessos do
subgrupo LIl apresentam plantas de ciclo tardio e frutos de polpa vermelha, o
subgrupo LIl sdo frutos de penca unitaria e polpa vermelha e roxa, o subgrupo
[.IV séo frutos de polpa vermelha, grandes, periformes e a planta de crescimento
horizontal e o subgrupo 1.V apresenta plantas de ciclo precoce e frutos de polpa
vermelha. O alto grau de diversidade genética dos acessos encontrada no grupo |
deve-se ao sistema reprodutivo da espécie Psidium guajava L., pois, segundo
Alves & Freitas (2007), a forma mais frequente de polinizagdo em goiaba é a
fecundacao cruzada, ou seja, a goiaba possui maior taxa de fecundacéo cruzada
quando comparada a autofecundacdo. Aléem disso, a utilizacdo de sementes
originarias de genitores heterozigotos na producdo de mudas leva a uma ampla
diversidade genética devido a populagdo F; estar se comportando como F;
(populagéo segregante).

O grupo Il reuniu os acessos UENF1839, UENF1840, UENF1841,
UENF1842, UENF1845 e UENF1848, pertencentes a espécie Psidium guineense
SW, e o acesso UENF1845, que deveria enquadrar-se melhor no grupo I.
Segundo Costa & Forni-Martins (2007), diversos Psidium neotropicais tém sua
origem na hibridizacdo do P. guajava L. e P. guineense Sw.. O acesso UENF1845
pode apresentar uma similaridade genética maior ao P. guineense SW entre 0s
demais acessos de P. guajava L. O acesso UENF1848 apresenta resisténcia ao
nematdide das galhas Meloidogyne enterolobii e os acessos UENF1839,
UENF1840, UENF1841 e UENF1842 séo plantas procedentes do acesso UENF
1848 via semente. Esse baixo grau de diversidade do grupo Il pode estar
relacionado com barreiras pré e pos-zigoticas;portanto, necessita-se de mais
estudos sobre o sistema reprodutivo da familia Myrtaceae, principalmente das
espécies silvestres para possibilitar a introgressao de genes de interesse.

O coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (Sokal & Rohlf, 1962) obtido
no UPGMA foi o maximo (0,92) em relacdo aos métodos hierarquicos de Ward
(0,82) e vizinho mais proximo (SL) (0,90). Gongalves et al. (2008), trabalhando
com quarenta acessos de tomates no banco de germoplasma da UENF,
obtiveram CCC maiores no método de agrupamento UPGMA em relacdo aos
meétodos de agrupamento SL e Ward. Segundo Mohammad & Prasanna (2003),

quanto maior CCC, menor sera a distor¢do provocada ao agrupar 0S acessos.
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Portanto, o método hierarquico UPGMA foi o que melhor explicou a diversidade
genética entre os acessos de goiaba e aragd, porque apresentou maior CCC
dentro dos métodos hierarquicos.

O método de otimizacédo de Tocher possibilitou a formacdo de seis grupos
(Tabela 3). Comparando-se o resultado obtido pelo método hierarquico UPGMA
com o Tocher, ndo se observou concordancia entre os numeros de grupos; sendo
assim, o niumero de acessos, a cada meétodo, foi discordante.

No método de otimizacdo Tocher, o grupo | foi constituido pelo maior grupo
de acessos, totalizando doze acessos, ou seja, 60% do total (Tabela 1); o grupo Il
por quatro acessos provenientes da planta UENF 1848; os demais grupos
apresentaram, apenas, um acesso (Tabela 3). Para Vieira et al. (2005), os grupos
formados por, apenas, um individuo apontam na direcdo de que tais acessos
sejam mais divergentes em relacdo aos demais, como pdde ser observado neste
trabalho. As espécies analisadas ficaram dispostas em grupos diferentes. Os
acessos de Psidium guineense SW ficaram no grupo Il (UENF 1839, UENF 1840,
UENF 1841 e UENF 1842), no grupo V o acesso UENF 1848 e os acessos de
Psidim guajava L. nos demais grupos.

Quanto ao cruzamento entre 0s acessos, é possivel indica-lo entre UENF
1844 e UENF 1848, sendo o acesso UENF 1844 com frutos de polpa vermelha e
altamente suscetivel ao Meloidogyne enterolobii e 0 acesso UENF 1848, silvestre,
resistente ao Meloidogyne enterolobii. Porém, além da distancia genética, €
necessario saber se os acessos escolhidos formardo hibridos viaveis. Outros
cruzamentos indicados sdo os cruzamentos intraespecificos entre os acessos do

grupo |.

3.1.6 CONCLUSAO

1. Os resultados mostraram que os marcadores moleculares RAPD foram
eficazes em revelar a existéncia de diversidade genética entre os vinte
acessos de Psidium spp.

2. O método de agrupamento hierarquico UPGMA foi o que melhor explicou a

diversidade genética dos acessos neste trabalho.
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir das medidas de
dissimilaridade genética entre 20 acessos de Psidum spp. caracterizado por
marcadores RAPD.
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Tabela 1: Acessos utilizados para estudo de RAPD e diversidade genética

Cadigo Caracteristicas Espécie Fonte do
material

UENF 1830, UENF 1831, UENFCor de polpa Psidiumguajaval A
1832, UENF 1833, UENF 1834yermelha

UENF 1835, UENF 1836, UENF

1837, UENF 1839 e UENF 1849.

UENF 1843, UENF 1844, UENFCor de polpa PsidiumguajavalL B
1845, UENF 1846 e UENF 1847vermelha

UENF1838 Cor de polpa Psidiumguajaval A
branca

UENF 1840, UENF 1841 e Resistente a Psidiumguineense B

UENF 1842. nematoide SW

UENF 1848 Resistente a Psidiumguineense C

nematoide SwW

A- Sitio Providéncia, Bom Jesus do ItabapoanaBR¥jiveiro Itamudas, Bom Jesus do Itabapoana, RJ; C
Sé&o Jodo da Barra, RJ.

Tabela 2: Lista dos codigos e as seqiiéncias dos iniciadores e seus respectivos
nameros de bandas polimorficas e monoférmicas obtidas na analise de DNA,
molde extraido de acessos de goiaba e araca.

Primers Sequéncia dos Bandas Polimorficas Bandas
Iniciadores 55 3’ monomorficas

OPAO3 AGTCAGCCAC

OPAO05 AGGGGTCTTG

OPAO6 AGGGGTCTTG

OPAO08 GAAACGGGTG

OPAQ09 GTGACGTAGG

OPA10 GGGTAACGCC

OPA12 CAATCGCCGT

OPA15 TCTGTGCTGG

OPA18 GACCGCTTGT

OPA19 AGGTGACCGT

OPA20 CAAACGTCGG

OPABO3 TGGCGCACAC

OPABO4 GGCACGCGTT

OPABOS8 GTTACGGACC

OPACO04 ACGGGACCTG

OPACO06 CCAGAACGGA

OPACO7 GTGGCCGATG

OPAWO02 TCGCAGGTTC

OPAWO7 AGCCCCCAAG

OPAWO009 ACTGGGTCGG

AOlajlap|DlaalalaNO|AwlO|w|NW o | o|N
~[Olo|o|o|o|o|o|r|olo|o|o|o|o|o|o|o|jo|o|o

OPAW10 GGTGTTTGCC
Cont. Tabela 2
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OPAW20 TGTCCTAGCC 4 0
OPDO02 GGACCCAACC 4 0
OPD12 CACCGTATCC 6 0
OPD13 GGGGTGACGA 5 0
OPSO07 TCCGATGCTG 3 0
OPVO06 ACGCCCAGGT 4 0
OPV12 ACCCCCCACT 5 0

Total 155 2

Tabela 3: Acessos de Psidium spp. caracterizados com marcadores moleculares
RAPD e agrupados pelo método de otimiza¢do Tocher.

Grupos

ACessos

Il
1]
v

VI

UENF1832, UENF1833, UENF1834, UENF1835, UENF1836,
UENF1837, UENF1838, UENF1843, UENF1844, UENF1846,
UENF1847 e UENF1849

UENF1839, UENF1840, UENF1841 e UENF1842
UENF1831

UENF1845

UENF1848

UENF1830
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3.2 ESTUDO DO COMPORTAMENTO MEIOTICO DAS ESPECIES Psidium

guajava L. (goiabeira) E Psidium guinnense Sw (araca do campo)

3.2.1 RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o comportamento meiético; estimar o
indice Meiodtico; estimar a viabilidade polinica dos genotipos de goiabeira e araca.
Para a andlise meiotica, botbes florais, em diferentes estagios de
desenvolvimento, foram coletados e fixados em solugédo 3:1 (3 alcool e 1 &cido
acético). O indice meidtico foi estimado com base nos produtos pds-meioticos
normais (tétrades) e anormais (triades, diades e moénades). Para estimar a
viabilidade polinica, botbes florais de goiaba, na antese foram coletados, ao
acaso, em etanol 70%. Anteras foram maceradas em solucdo de Alexander, e 0s
gréos de polen foram classificados em vidveis e inviaveis. A divisdo celular foi, de
um modo geral, normal, confirmando que a goiabeira é dipléide com 11 pares de
cromossomos. As viabilidades polinicas das espécies estudadas apresentaram
porcentagem superior (90%) de grdos de polens vidveis. Algumas poucas
anormalidades, tais como cromossomos retardatarios foram observados, porém
nada que comprometesse a fertilidade dos acessos de goiabeira. Entretanto, nas
condi¢cbes edafoclimaticas da coleta do araca, nao foi possivel observar as fases
da meiose nessa espécie.

Palavras-chave: cromossomos; viabilidade polinica; meiose



39

3.2.2 ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate meiotic behavior; to estimate meiotic
index; to estimate pollen viability of guava and “araca” genotypes. For meiotic
analysis, flower buds in different development stages were collected and fixed in
3:1 solution (3 alcohol:1 acetic acid). Meiotic index was estimated from normal
(tetrads) and abnormal (triads, dyads e monads) post-meiotic products. For
estimating pollen viability, guava flower buds in anthesis were picked-up,
randomly, from 70% ethanol. Anthers were macerated in Alexander solution and
pollen grains were classified in viable or non-viable. Cell division was normal,
confirming that guava is diploid with 11 chromosome pairs. Pollen viabilities of
studied species showed higher viable pollen grains. A few abnormalities, such as
laggards were observed with no effects on guava accessions fertility. However, in
“araca” due to edaphoclimatic conditions during sampling, it was not possible to
observe meiotic phases.

Key words: chromosomes, pollen viability, meiosis

3.2.3 INTRODUCAO

Psidium € um dos géneros mais importantes economicamente da familia
Myrtaceae, que inclui a goiabeira (Psidium guajava L.), nativa das regifes
tropicais do continente americano. A goiabeira é a principal espécie comercial,
conhecida e apreciada pelas caracteristicas de seus frutos, que podem ser
consumidos in natura ou industrializados. Porém, observa-se um declinio, nos
altimos anos, na area e na producdo nacional da goiabeira, principalmente no
Nordeste devido ao parasitismo do nematéide (Meloidogyne enterolobii), que
predispde a goiabeira a podridao radicular causada pelo fungo (Fusarium solani),
doenca complexa, chamada "declinio da goiabeira”". Em geral, as melhores
chances de sucesso, no controle dos nematoides, estdo no uso de materiais

resistentes, os quais podem ser obtidos pelo melhoramento genético.
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O programa de melhoramento genético de goiabeira, no Brasil, até o
momento, esta voltado, basicamente, para o desenvolvimento de cultivares
comerciais superiores. Para Silva e Pinheiro (2007), estudos sobre a biologia
reprodutiva da familia Myrtaceae, especialmente a goiabeira no Brasil, necessitam
de maior estudo, pois pouco se sabe sobre o modo reprodutivo, biologia floral,
cariotipo, relacdo polen: évulo, conservacdo e viabilidade polinica do grédo de
polen, etc. da espécie. Sendo assim, informacgdes importantes da cultura, para se
iniciar um programa de melhoramento, sdo necessarias para se obter éxito no
lancamento de materiais genéticos superiores e resistentes as principais doencas.

Segundo Souza et al.(2000), o comportamento meiético de uma planta
reflete diretamente no seu grau de fertilidade e a ocorréncia de falhas durante o
processo, cComo cromossomos retardatarios ou desorganizacdo dos fusos
representam dificuldades na producéo de hibridos, por ter, como consequéncia, a
variagdo cromossOmica em funcdo da perda ou ganho de cromossomos nas
novas geracdes. Por isso, os estudos meidticos sdo importantes, pois explicam
fendbmenos reprodutivos, mecanismos de hereditariedade e de variabilidade
genética nas espécies. Afinal, a meiose é uma das fontes de variabilidade
genética utilizada pelos organismos para adaptacdo ao meio ambiente e assegura
a perpetuacao através da descendéncia (Muiioz et al. 2006).

Segundo Dafni (1992), a avaliacdo da viabilidade do grdo de polen € o
primeiro passo no entendimento da germinacdo no estigma na flor, sendo este um
estadio crucial rumo a fertilizacdo. De acordo com a autora, a viabilidade do gréo
de pélen, que é um fator chave no sucesso da fertilizacdo, pode ser estimada por
varios métodos como atraves da solucéo tripla de Alexander, da solucéo de lugol,
do método de reacdo de fluorocromética ((Fluorochromatic Reaction- FCR),
corantes vitais como sal de tetrazolio, e as germinacdes in vivo e in vitro.

Cada uma das solucgdes citadas a cima tem vantagens e desvantagens, e a
escolha de uma ou outra vai depender da eficacia do corante, da natureza do
gréo de polen e das possibilidades do pesquisador. Por exemplo, a solucéo tripla
de Alexander é um corante diferencial que confere uma boa distincdo de
coloragdo entre grdos de pdlen viaveis e inviaveis; entretanto, essa distingdo
depende da concentracdo de corantes, espessura da parede do grédo de polen e
pH da solucéo. A solucédo é composta por mistura de corantes com acao definida

para coloracdo no grdo de polen; dessa forma, grdos de poélen inviaveis terdo
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coloragéo verde, devido a atuacédo do corante verde malachita na parede do gréo
de pélen, e grados de pdlen viaveis terdo coloracdo vermelha, devido a coloracéo
por fucsina acida no citoplasma. O corante orange G é responsavel por melhorar
a atuacdo dos corantes diferenciais, ou seja, tornar a distincdo entre graos de
pélen vidveis e inviaveis ainda visiveis (Alexander 1969).

Héa cerca de quatro anos, a UENF iniciou o programa de melhoramento da
goiabeira; entretanto, leva-se muito tempo para chegar a algum resultado pratico,
especialmente por se tratar de uma espécie perene em que se exigem grandes
areas experimentais e alto custo financeiro. Para ganhar tempo e aumentar a
velocidade de resposta do programa, lancou-se mao de varias ferramentas
auxiliares entre elas as analises citogenéticas. O comportamento meiético €&
altamente influenciado pelas condicdes climaticas (temperatura). Assim,
anormalidades que ocorrem durante a meiose podem levar & formacgdo de
gametas desbalanceados e inviaveis.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o comportamento meidtico,

estimar o indice Meiético e a viabilidade polinica dos acessos de goiabeira.

3.2.4 MATERIAIS E METODOS

Material Genético

Botdes florais, em diferentes estagios (antese dos botbes) de
desenvolvimento, foram coletados, em janeiro de 2010, em plantas de goiabeira
(Psidium guajava L.) cultivadas no campo, no municipio de Bom Jesus do
ltabapoana-RJ (lat.21°11'57,7” S, long. 41°34'19,9” W e 1016m de altitude) e
araca do campo Psidium guineense Sw (lat. 21°41'22"S, long. 41° 3'20"), planta
silvestre localizada no municipio de Sdo Jodo da Barra. As plantas de goiabeira
foram obtidas de sementes e estdo plantas sob o espacamento de trés metros
entre as linhas e de dois metros entre plantas metro. Todos os tratos culturais

foram dispensados conforme o recomendado.
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Anélise Meiotica
Para a meiose, botdes florais (pré-antese), em diferentes fases de
desenvolvimento, foram coletados em plantas ao acaso e foram fixados em
solucdo 3:1 (3 alcool e 1 acido acético) e conservados a 4°C. A lamina foi
preparada, utilizando-se a técnica de esmagamento (squash), onde anteras foram
maceradas em solucdo do corante carmim acético 1%. ApOGs o preparo das

laminas, as mesmas foram observadas sob microscopio 6tico e as diferentes

fases da meiose foram analisadas e as imagens capturadas.

indice Meiético

Para o indice meidtico, botbes proximos a antese foram coletados em
solucéo 3:1 de etanol e acido acético, anteras foram maceradas em solucdo do
corante carmim acético 1% e as laminas foram observadas em microscopio 6tico.
Foram preparadas 5 laminas/botéo, onde foram contabilizadas 300 células/lamina
de produtos poOs-meidticos normais (tétrades) e anormais (triades, diades,

monades). O indice meibtico (IM) foi calculado conforme Love (1951) onde,

Num T'otal de Tétrades Normais

Numero Tota

IM = — — . - —— 1100
Somatorio de Produtos Pos — Meioticos

Viabilidade Polinica

Botdes florais proximos da abertura da flor foram coletados, ao acaso,
fixados em etanol 70%, e armazenados a 4°C. No preparo da lamina, os botdes
foram cortados, transversalmente, em duas sec¢0es, superior e inferior, e foram
feitas duas laminas/botédo/secéo; em cada lamina, foram maceradas cinco anteras
e foram contados e classificados em viaveis e nao viaveis num total de 250 graos
de polen/lamina. Para o preparo da lamina, as anteras foram maceradas em trés
gotas do corante Alexander, (pH = 2,75) e esmagadas para liberacdo do gréo de
polen. Em seguida, foram retirados os debris (os residuos) da lamina,
sobrepostos a laminula, retirado o excesso do corante com papel filtro e, apos

cinco minutos, foi observada sob microscoépio 6ptico Olympus BX60 campo claro.
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Essa analise consistiu em classificar os grdos de pélen como normais/viaveis ou
anormais/inviaveis, baseados na reacdo do grédo de pdlen com solu¢do onde
foram distinguidos graos de podlen viaveis (vermelhos-purpura) de inviaveis
(verdes) (Alexander 1969).

Captura de Imagens

Apés o preparo das laminas, as mesmas foram observadas sob
microscoépio 6tico Olympus BX 60 e as imagens foram capturadas, utilizando-se o

programa Image Pro-Plus verséo 5.1 (Media Cybenetics).

Anélise Estatistica

Os dados de viabilidade polinica e indice meiético foram submetidos a
andlise de variancia com o teste F a 5% de probabilidade e, para a comparacgéo
das plantas, foi aplicado as médias o teste Tukey, utilizando-se o programa
estatistico GENES (Cruz 2006).

3.2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise Meidtica

Apesar de serem considerados pequenos (Costa e Forni-Martins 2007), os
cromossomos da goiabeira, no paquiteno, apresentaram-se bastante
condensados, sendo possivel observar os cromémeros, que sao regides muito
condensadas de heterocromatina e, possivelmente, “knobs” (Figura 1A).

As observacbes realizadas possibilitaram confirmar o numero de
cromossomos e o nivel de ploidia, visto que foram observados, no dipléteno e na
diacinese, onze pares de cromossomos, conforme ja se menciona na literatura
(Costa e Forni-Martins 2007 e Costa et al. 2008), para a espécie (2n=2x=22)
(Figuras 1B e 1C).
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De um modo geral, a meiose foi normal (Figuras 1D a 1J), resultando, no
final, células com os quatro nucleos ou tétrades (Figura 2D); entretanto foram
observadas algumas anormalidades meiéticas durante a divisdo como falta de
sincronia dentro da célula (Figura 2A), cromossomos retardatarios (Figura 2B) e
problemas de fibras (Figura 2C). Além disso, observou-se que a meiose nao foi
sincronizada no interior de um mesmo botéo, ja que, em uma mesma lamina,
foram visualizadas diferentes fases. A falta de sincronismo € caracterizada
quando duas fases distintas da divisdo celular sdo observadas na mesma célula
(Figura 2A).

Segundo Picoli et al. (2003), as proprias condi¢cdes de manejo das plantas
e climaticas podem alterar a meiose, visto que situacfes de estresse interferem
no metabolismo das plantas. Assim, a presenca de cromossomos retardatarios
pode gerar gametas desbalanceados ou aneupléides, ja que, usualmente,
cromossomos retardatarios podem ficar retidos no citoplasma, néo
acompanhando o conjunto de cromossomos que segue a divisdo celular
normalmente e, no final, serem eliminados na forma de micronucleos (Kodoru e
Rao 1981), conforme se pode observar na Figura 2E, onde se verifica a presenca
de micronucleo (seta).

Irregularidades nos produtos pos-meid6ticos (triades, diades e monades),
também, foram observadas em outros estudos com espécies da familia
Myrtaceae, apesar do pareamento regular dos cromossomos (Louguercio e
Battistin 2004 e Costa e Forni-Martins 2007).

indice Meiético

A andlise de variancia nao foi significativa, apesar de a meiose apresentar
algumas anormalidades (diades e triades), as médias nao diferiram, ou seja, ndo
houve diferenca significativa entre as plantas e os produtos pds-meiéticos (Tabela
1).

Houve uma grande formacdo de tétrades normais (Figura 2D) e poucos
produtos pos-meibticos anormais, o que resultou em um indice Meidtico (IM) de
97,64% (Tabela 1) e, segundo LovE (1951), espécies com IM acima de 90% sé&o
consideradas estaveis meioticamente; portanto, as plantas representantes da

goiabeira, aqui avaliadas, podem ser classificadas como estaveis meioticamente.
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Esses resultados ja eram esperados, considerando a baixa frequéncia de
anomalias durante a divisdo meidtica. Esses resultados sao importantes, pois
indicam que as plantas geram gametas balanceados, podendo ser usadas em
programas de hibridizacdo ja que gametas desbalanceados do tipo aneupldides
sdo indesejaveis.

Como pode ser verificado, foram observadas algumas triades, diades,
gue foram consequéncias das anormalidades verificadas durante o processo de
meiose da goiabeira e do ara¢d do campo (Figura 2 E-F e Figura 3 A, B, D). As
diades e triades sao originadas, provavelmente, a partir de falhas ocorridas
durante a divisdo do nucleo devido a problemas das fibras do fuso acromatico e,
também, da divisdo do citoplasma (citocinese). Assim, € esperado que haja a
formacdo de alguns poucos gametas ndo reduzidos do tipo 2n e, até, gametas
aneuploides com um cromossomo a mais (trissbmico) ou a menos
(monossémico), devido a presenca de cromossomos retardatarios que foram
perdidos durante a divisao (Wittmann e Agnol 2001).

O estudo do comportamento meiético das espécies € importante, pois o
mesmo reflete o grau de fertilidade. As alteracfes observadas durante a divisdo
celular deverao, teoricamente, influenciar na viabilidade dos gametas dos graos
de pdlen, pois a viabilidade dos gametas depende de um comportamento meidtico
regular (Defani-Scoarize et al. 1996).

Viabilidade polinica da goiaba

Em relacdo a viabilidade dos os gréos de pdlen (Tabela 4 A-B-C-D) as
diferentes plantas de goiabeira e aracd apresentaram viabilidade polinica superior
a 90%. Em todas as plantas a porcentagem de grdos de polen viaveis foram
superiores aos inviaveis. Segundo Corréa et al. (2005), a grande quantidade de
tétrades normais corrobora os resultados e € um fator indicativo de ocorréncia de
um processo meidtico regular, que consequentemente leva ao desenvolvimento
de graos de polen viaveis.

A viabilidade polinica pode ser determinada por métodos diretos, como a
inducao da germinacédo do podlen in vivo ou in vitro e por métodos indiretos, que se

baseiam em caracteristicas citoldgicas, como a colora¢do, com o uso de corantes
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guimicos especificos que reagem com componentes celulares presentes no grao
de polen maduro (Oliveira et al. 2001).

Um dos métodos indiretos mais utilizados € a solucéo tripla de Alexander,
gue tem, na sua composicao, trés corantes: a fucsina basica, o verde malachita e
o Orange G. A fucsina basica, que é um corante para DNA, cora o citoplasma de
vermelho ou purpuro; o verde malachita colore de verde a parede do grdo de
polen e o Orange G é um intensificador. Assim, sob efeito dessa solucdo, os
graos de podlen viaveis/normais apresentam o citoplasma cor parpura e a parede
de cor verde; enquanto que graos de pdlen ndo viaveis/anormais colorem de
verde por apresentarem, apenas, a parede (Alexander 1969).

A viabilidade do polen se relaciona, diretamente, com a normalidade da
formacdo do grao de pdlen (microsporogénese e microgametogénese) e com a
eficdcia dos cruzamentos, tanto entre cultivares quanto entre espécies. Uma alta
porcentagem de grdos de pdlen viadveis é esperada como resultado de um alto
percentual de tétrades normais, as quais refletem um processo meiético regular
(Tecchio et al. 2006).

Em um estudo sobre a biologia floral e reprodutiva da goiabeira, no Vale
Irrigado do S&o Francisco, foi encontrado resultado semelhante, no qual duzentas
(200) laminas foram coradas e os graos de podlen mostraram-se viaveis na pré-
antese, apresentando 98% de viabilidade no momento da abertura da flor e
permanecendo viaveis por, aproximadamente, 10 horas apds a abertura da flor
(Leal et al. 2005). Caraballo (2001), também, encontrou alta viabilidade polinica
em goiabeira, em torno de 97% em flor aberta, apesar de o estudo ter sido feito
com outro corante, o carmin aceético.

Esta alta viabilidade dos gréos de polen das plantas de goiabeira significa
uma alta fertilidade masculina e indica que a mesma pode ser utilizada, como
genitor masculino (doador de pélen), em programas de melhoramento.

A viabilidade polinica € um fator importante para o melhoramento de
plantas, pois cada grdao de pdlen leva consigo a carga genética que sera
transmitida para a proxima geracdo. Assim, quanto maior a viabilidade polinica,
maior a possibilidade de cruzamentos serem bem sucedidos.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os botdes florais de
goiabeira e araca podem ser coletados na pré-antese para andlise da viabilidade

polinica. Segundo Alves (2007), a viabilidade do poélen e a receptividade do
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estigma da goiaba ocorrem desde a pré-antese, mas com seus respectivos picos
durante a abertura da flor. Os resultados indicam, também, que as
irregularidades, observadas na meiose, ndo comprometeram a viabilidade das
plantas de goiabeira estudadas. Entretanto, nas condicbes edafoclimaticas da

coleta do araca, nao foi possivel observar as fases da meiose.
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Tabela 1. Médias dos produtos pds-meioticos observados nas plantas de Psidium
spp.

Produtos PAs-meidticos

Média das IM (%)
Plantas
Tétrade Triades Diades Maonades
UENF1830 286,6 a 54a 8a Oa 95,53
UENF1831 2910a 7a 2a Oa 97,00
UENF1832 294,4 a 56a Oa Oa 98,13
UENF1834 2976 a 24a Oa Oa 99,20
UENF1835 2950 a 5a Oa Oa 98,33
UENF1848 28l,5a 3,75a Oa 59b 82,01

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem etrpelo Teste Tukey, a 5% de
probabilidade.
Indice meidtico (IM%).

Tabela 2. Numero de graos de polen vidveis (GPV) e graos de pélen inviaveis
(GPI) observados em botdes na pré-antese de plantas de Psidium spp.

Média das Plantas GPV GPI
UENF1830 4910 a 90b
UENF1831 493,0 a 70b
UENF1832 490,6 a 7,4b
UENF1834 486,8 a 13,2 b
UENF1835 493,8 a 6,2 b
UENF1836 496,8 a 34 b
UENF1837 496,4 a 36 b
UENF1838 487,4 a 126 b
UENF1843 487,8 a 12,2 b
UENF1844 4910 a 90 b
UENF1845 486,2 a 13,8 b
UENF1846 408,5 b 914 a

Média 484,1 15,73
Porcentagem de Viabilidade 96,82% 3,15%
UENF1848 290,2 9,8

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem sntee5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey.
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Figura 1. Diferentes fases da meiose observadas em goiabeira. A - Préfase |
subfase Paquiteno; B - Préfase | subfase dipléteno; C — Profase | subfase
diacinese onde se observam os 11 pares de cromossomos; D - Metéfase I; E —
Anéfase | onde se observa a segregacao normal dos cromossomos; F - Teléfase
I; G- Préfase Il; H- Metafase II; |1 - Anafase Il onde se observa um grupo de
cromossomos ja separados (final de anafase) e outro em fase de separacéo
(inicio de anéfase); J — Teléfase Il onde se observam quatro grupos de
cromossomos. (Barra = 5um).

Figura 2. Irregularidades meiéticas e produtos pds-meioticos observados durante
a meiose de goiabeira. A — Falta de sincronia da divisdo em célula onde se
observa um grupo de cromossomos em prometafase e outro grupo em anafase;
B — Metafase Il com um cromossomo retardatario (seta); C — Célula com trés
ndcleos provavelmente com problemas de formacdo das fibras do fuso; D -
Tétrade normal com quatro nucleos hapléides; E- Tétrade com a presenca de
micronucleo (seta); F — Triade. (Barra = 5um).
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Figura 3. Produtos pds-meioticos observados durante a meiose do araca do
campo. A - Triade; B - Tétrade normal com quatro nucleos hapléides; C - Triade
com a presenca de microndcleo (seta); D - Triade com a presenca dois
microndcleos (seta). (Barra = 5um).
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Figura 4. Graos de polen viaveis e graos de polen inviaveis observados em
botdes na pré-antese de plantas de Psidium spp.. A e B — Graos de pélen viaveis
(seta pequena) e inviaveis (seta grande) de goiabeira; C e D - Gréos de polen
viaveis (seta pequena) e inviaveis (seta grande) de araca do campo. (Barra =
5um).
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3.3 DIVERSIDADE GENETICA DE GENITORES E HIBRIDO DE Psidium guajava
L. VIA MARCADORES MICROSSATELITE (SSR)

3.3.1 RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram estimar o potencial dos marcadores
microssatélites em detectar polimorfismo entre sete genitores e nove hibridos
intraespecificos de goiabeira, realizar a caracterizacdo genética, estimar indices
genotipicos para a quantificacdo e estruturacdo da variabilidade genética e
aquilatar o nivel de endogamia nos genotipos estudados. Foram utilizados vinte e
trés marcadores SSR da série mPgCIR. Na analise dos dados, utilizaram-se o0s
programas GENES, Mega 5, Programa R, POPGENE, PowerMarker e Structure.
Com base nos resultados, concluiu-se que os marcadores moleculares SSR
foram eficazes em revelar a existéncia da diversidade genética entre genitores e
os hibridos de P. guajava L., assim como verificar a eficacia dos cruzamentos
realizados na obtencdo de novos hibridos para composicdo de populacdes
segregantes, visando a avaliacdo e prosseguimento do programa de
melhoramento da goiabeira da UENF.

Palavra-chave: Psidium guajava L., marcadores moleculares, microssatélites,
SSR.
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3.3.2 ABSTRACT

Aims of this work were to estimate microsatellite markers potential to detect
polymorphism among seven guava parents and nine guava intraspecific hybrids,
to perform genetic characterization, to estimate genotype indexes for quantifying
and structuring genetic variability. Twenty-three SSR markers from mPgCIR series
were used. Data analysis was performed using software packages GENES, Mega-
5, Programa R, POPGENE, PowerMarker and Structure. According to results, it
was concluded that SSR molecular markers were able to reveal the existence of
genetic diversity among P. guajava L. parents and hybrids as well to verify the
efficacy of crosses in order to obtain new hybrids for composing segregating
populations and thus evaluate and continue UENF guava breeding program.

Key words: guava, intraspecific crosses, microsatellite markers

3.3.3 INTRODUCAO

Goiabeira (Psidium guajava L.) € uma espécie nativa do Norte da América
do Sul e esta distribuida por toda a regido da Ameérica Tropical (Risterucci et al.,
2005). Trata-se da espécie de Psidium mais importante economicamente devido
ao seu alto contetido de vitaminas A e C, além do elevado teor de fibras.

O Brasil € o terceiro maior produtor do fruto de goiaba do mundo, sendo a
india e o México, respectivamente, primeiro e segundo lugar (Jaiswal e Jaiswal,
2005). A producéo nacional de goiaba é de 76.494.000,00 toneladas em uma area
equivalente a 9.138.000,00 hectares, segundos dados do IBGE (IBGE, 2011).

A goiabeira é uma entre muitas espécies cultivadas que tem alta
diversidade genética. Primeiro, devido ao sistema misto de cruzamento, segundo
Alves e Freitas (2007), e, além disso, pela utilizacdo de sementes originarias de
genitores heterozigotos na producdo de mudas, a qual leva a uma ampla
diversidade genética.

O estudo da divergéncia genética entre acessos de plantas fornece

informacbes de potenciais genitores a serem utilizados em programa de
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melhoramento genético vegetal. A forma preditiva de determinar a diversidade
genética apresenta, como principal vantagem, o fato de ndo ser necessaria a
obtencéo prévia de combinacdes hibridas, como ocorre em dialelos; além disso, o
monitoramento de cruzamentos realizados entre diferentes genoétipos pode ser
checado pelo uso de marcadores de DNA (Coimbra et al. 2001).

A tecnologia de marcadores moleculares pode  contribuir,
significativamente, para o conhecimento basico da cultura e do carater estudado,
além da geracdo e desenvolvimento de produtos melhorados (Ferreira e
Grattapaglia 1998; Borém e Caixeta 2009).

Os marcadores moleculares codominantes, oriundos de sequéncias
simples repetidas (SSR-simple sequence repeats), conhecidas como
microssatélites, constituem-se em pequenas sequencias com um a seis
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem. Em genomas eucariotos,
essas sequéncias sdo mais comuns, melhor distribuidas ao acaso e formam locos
mais polimorficos (Wang et al., 1994).

Regides contendo microssatélites sdo amplamente individualizadas atravées
do PCR, utilizando-se um par de primers especificos com 20 a 30 nucleotideos
complementares as sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite. Cada
segmento amplificado possui tamanho distinto, composto por varias dezenas e,
até, algumas centenas de pares de nucleotideos, representando, assim, um alelo
diferente em cada loco.

A natureza altamente mutavel dos microssatélites os torna marcadores
potencialmente poderosos para distinguir polimorfismo de DNA entre genotipos
intimamente relacionados (Eustice et al. 2008). Outros atributos desses
marcadores sdo a sua natureza multialélica, reprodutibilidade, alto contetdo
informativo, heranga codominante, alta abundéncia e extensa cobertura do
genoma (Gupta e Varshney, 2000). Em goiabeira, dezenas de microssatélites ja
foram identificados e caracterizados (Risterucciet al., 2005 e 2010 e Valdes-
Infante et al. 2010), sendo a localizacdo gendmica de muitos desses determinada
por mapeamento genético ( Ritter et al., 2010).

Os objetivos deste trabalho foram estimar o potencial dos marcadores
microssatélites em detectar polimorfismo entre genitores e hibridos de goiabeira;

realizar a caracterizacdo genética; estimar indices genotipicos para a
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quantificacdo e estruturacdo da variabilidade genética e quantificar o nivel de
endogamia nos materiais genéticos estudados.

3.3.4 MATERIAL E METODOS

Os sete genitores (UENF 1830, UENF 1831, UENF 1832, UENF 1833,
UENF 1834, UENF 1835 e UENF 1836) foram coletados no municipio de Bom
Jesus do Itabapoana, RJ. Nessa cidade, foram realizados 0s cruzamentos
intraespecificos entre os acessos de P. guajava L.

Para a realizacdo dos cruzamentos, primeiramente, selecionaram-se 0s
genitores superiores e contratantes, segundo Pessanha et al. (2011); logo em
seguida, realizaram-se 0s cruzamentos. As plantas recebedoras de pdlen tinham
suas flores emasculadas na pré-antese, antes dos cruzamentos. As flores foram
delicadamente ensacadas e etiquetadas para ndo haver contaminacao de pélen
de outra planta. Assim, depois da coleta dos frutos maduros, dos nove hibridos,
retiraram-se as sementes, as quais foram colocadas para geminar e, depois de
trés meses de idade, as mudas foram levadas para a area experimental (Escola
Técnica Antonio Sarlo, RJ).

Aos dezoito meses de idade, coletaram-se amostras foliares do S1
(UENF1831*UENF1831) e das combinacdes hibridos intraespecificos
(UENF1834*UENF1833, UENF1831*UENF1830, UENF1831*UENF1836,
UENF1833*UENF1832, UENF1835*UENF1834, UENF1836*UENF1835,
UENF1832*UENF1833 e UENF1834*UENF1831) em bulk, ou seja, foi constituido
por uma amostra de doze plantas de cada cruzamento, com o objetivo de tentar
amostrar o maior numero possivel de formas alélicas presentes em cada um dos
genitores para cada loco analisado.

O DNA gendmico foi extraido das folhas dos genitores e dos hibridos de

goiaba, utilizando-se o kit Hiyied ™

genomic DNA mini Kit (Plant).

A quantificagdo do DNA, apdés a extracdo, foi realizada pelo
espetrofotdmetro: nanodop 2000/2000c¢, Thermo Scientific.

Foram utilizados 23 iniciadores microssatélites pertencentes a série

mPgCIR, desenvolvidos por Risterucci et al. (2005). Os primers utilizados foram
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mPgCIR01, mPgCIR02, mPgCIR03, mPgCIR04, mPgCIR05, mPgCIRO7,
mPgCIR08, mPgCIR09, mPgCIR10, mPgCIR1l1, mPgCIR13, mPgCIR14,
mPgCIR15, mPgCIR16, mPgCIR18, mPgCIR19, mPgCIR20, mPgCIR21,
mPgCIR22, mPgCIR23, mPgCIR25, mPgCIR26. Foram testadas diversas
temperaturas para amplificacdo dos primers (Tabela 02).

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese (100 V por 90
min) em geéis de agarose a 1,0% (p/v), utilizando-se o tamp&o de corrida TAE 1X.

As amplificacbes foram realizadas em Termociclador Modelo PTC 100 (MJ
Research, Watertown, MA, EUA). Para cada primer, utilizou-se uma temperatura
especifica de anelamento (Tabela 02). O programa basico foi constituido por uma
denaturacéo inicial de 94°C por 4 min; 30 ciclos de 94°C por 1 min; 60°C por 1

min; 72°C por 3 min; e uma extensao final de 7min a 72°C.

Analise dos dados

Os dados obtidos a partir da amplificacdo dos iniciadores SSR foram
convertidos em cédigo numérico para cada alelo por loco. Tal matriz numérica foi
desenvolvida, atribuindo-se valores de 1 até o numero maximo de alelos no loco,
como descrito a seguir: para um loco que apresenta trés alelos, tem-se a
representacédo 11, 22 e 33 para as formas homozigotas (A1Al, A2A2 e A3A3) e
12, 13 e 23 para as heterozigotas (A1A2, A1A3 e A2A3). A partir dessa matriz
numerica, foi calculada a distancia genética entre os genadtipos estudados, com o
auxilio do programa GENES (Cruz, 2008). A analise de agrupamento dos
genadtipos via dendrograma foi feita por meio do método hierarquico UPGMA
(Saitou e Nei, 1987), com auxilio do programa Mega versdo 5 (Tamura et al.
2011). As correlagbes cofenéticas (Sokal; Rohlf, 1962) pelo Programa R (Reis;
Ribeiro Junior, 2007). O Pseudo T, e Pseudo F, conforme preconizado por Duda
e Hart (1973) e Calinski e Harabasz (1974) pelo Programa SAS (Mingoti, 2007).

Os programas PowerMarker versdo 3.25 (Liu e Muse, 2005) e Popgene
versdao 1.31 (Yeh et al.,, 1999) foram utilizados para estimar os valores do
contetdo de polimorfismo (PIC), indice de Shannon-Wiener (H’), heterozigose
esperada (HE) estimada por meio da proporgcéo esperada de heterozigotos sobre
acasalamento ao acaso; heterozigose observada (HO) estimada a partir da
proporcdo de heterozigotos observados em um dado loco; e o coeficiente de

endogamia (f). Os genotipos ainda foram avaliados quanto a estruturacdo
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genética. Para tanto, utilizou-se o método bayesiano através do programa
Structure 2.3.3 (Pritchard et al., 2000). Empregou-se o modelo de presenca de
mistura (“admixture model”) e frequéncias alélicas correlacionadas, usando-se
“Burnin Period = 1.000", seguido de extensao de 10.000 repeticbes durante a
andlise. Contudo, para a afirmacdo do melhor k (numero de populacdes

presumidas) gerado pelo structure, utilizou-se o programa Structure Harvester.

3.3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 23 iniciadores analisados, oito foram monomorficos (mMPgCIRO01,
mPgCIR02, mPgCIR08, mPgCIR10, mPgCIR14, mPgCIR16, mPgCIR18 e
mPgCIR19) e dez polimoérficos (mPgCIR03, mPgCIR04, mPgCIR05, mPgCIR09,
mPgCIR11, mPgCIR13, mPgCIR22, mPgCIR23, mPgCIR25 e mPgCIR26) e os
demais ndo amplificaram (mPgCIR07, mPgCIR15, mPgCIR20 e mPgCIR21) em
nenhuma das temperaturas testadas (Tabela 02). Desses iniciadores, dez
(43,47%) revelaram diferenca entre os genitores e os hibridos e, portanto, foram
utilizados na analise de todos os acessos avaliados neste trabalho. Tais locos
SSR geraram um total de 25 alelos SSR, gerando uma média de 2,5 alelos/loco
(Tabela 02). Observa-se que o numero de alelos por loco encontrado foi proximo
do valor minimo possivel, 0 que esta relacionado com a natureza bi-parental dos

cruzamentos que originou os hibridos em estudo.



58

Tabela 01: Frequéncias dos alelos A;, Az, Az e A4 dos 10 locos microssatélite
polimorficos avaliados em genitores e hibridos intraespecifico de P. guajava L.

Locog/Alelos A Ao As As
mPgCIR03 0,1250 0,8125 0,0625 -
mPgCIR04 0,4062 0,5938 - -
mPgCIR05 0,2812 0,7188 - -
mPgCIR09 0,4375 0,5625 0,0312 -
mPgCIR11 0,2818 0,6875 - 0,1875
mPgCIR13 0,3125 0,6875 0,0625 -
mPgCIR22 0,3438 0,6562 - -
mPgCIR23 0,1250 0,6250 . -
mPgCIR25 0,1875 0,7188 0,0938 -
mPgCIR26 0,7188 0,2812 - -

Valdes-Infante et al. (2007) encontraram uma variacao de trés a sete alelos
por loco nas analises de acessos de P. guajava L. na colecdo de germoplasma de
Cuba. Neste presente trabalho, também foi encontrada a média de 2,5 de
alelos/loco. Esperava-se, porém, maior nimero de alelos/loco devido a natureza
segregante dos genitores, ou seja, detectou-se divergéncia geneética entre 0s
genitores e os hibridos de goiaba com base na técnica do SSR, Segundo Cruz et
al. (2011), é importante dispor de locos polimorficos que apresentam grande
quantidade de alelos para que se possa inferir a diversidade de uma populacéo
em relacdo a outra ou dela propria ao longo do tempo, principalmente quando
submetida a forcas evolutivas que promovam diferenciagdes.

Utilizando-se o método de agrupamento hierarquico UPGMA, conseguiu-se
distinguir os genitores dos hibridos. O ponto de corte do dendrograma, obtido pelo
programa SAS através do Pseudo F e Pseudo t?, possibilitou a formacéo de trés
grupos (Figura 01). O grupo | foi constituido pelas combinacdes hibridas UENF
1836x UENF1835 a UENF1836, o segundo grupo foi formados pelas
combina¢gdfes UENF1831 a UENF1833 e o terceiro grupo foi formado pelas
combinagcbes UENF1831 a UENF 1830 (Figura 01). Embora formados
exclusivamente a partir dos perfis moleculares, os trés grupos apresentaram
algumas caracteristicas peculiares. A combinacdo UENF 1831xUENF 1831(S1)
ficou proxima do seu genitor UENF 1831, porque esse acesso foi proveniente da
autofecundacdo do genitor UENF 1831. Entretanto, o genitor UENF 1830 ficou
distante do seu hibrido UENF 1831xUENF 1830 (Figura 01), estando esses

resultados de acordo com o esperado, pois 0s genitores sdo divergentes entre si.
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Pode-se verificar cruzamentos reciprocos UENF1832xUENF1833 e
UENF1833 x UENF1832, entretanto os genotipos apresentaram-se em grupos
distintos. Assim se observa a natureza heterozigota e segregante dos genitores.
O genitor UENF1832 apresenta ciclo tardio, folhas rugosas e provenientes de
estaquia e o genitor UENF1833 apresenta ciclo normal, crescimento horizontal e
frutos grandes, entretanto ambos genitores possuem a mesma procedéncia.

O coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (Sokal e Rohlf, 1962) obtido
no UPGMA foi o maximo (0,7545) em relacdo aos métodos hierarquicos vizinhos
mais proximos (SL) (0,7098) e Ward (0,6571). Pessanha et al. (2011), trabalhando
com marcadores RAPD e acessos de Psidium, obtiveram estimativa de CCC
maior no meétodo de agrupamento UPGMA em relacdo aos métodos de
agrupamento SL e Ward. Segundo Mohammad e Prasanna (2003), quanto maior
CCC, menor serad a distorcdo provocada ao agrupar oS acessos. Portanto, o
método hierarquico UPGMA foi o que melhor explicou a diversidade genética
entre 0S acessos, porque apresentou maior CCC dentro dos métodos

hierarquicos.
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Figura 01: Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir das medidas de
dissimilaridade genética entre os sete genitores e 0s nove hibridos de Psidum
spp. caracterizados por marcadores SSR.
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Na busca pela quantificacdo da diversidade genética dentro de populacdes,
muitas medidas descritivas vém sendo utilizadas, possibilitando inferir sobre a
estrutura da populacdo, além da capacidade informativa e discriminatéria das
diversas classes de marcadores moleculares no processo de identificacdo
genotipica e andlise da diversidade. A partir da andlise dos locos SSR, verificou-
se que a heterozigose esperada (He) na populacéo variou de 0,3306 a 0,5625,
com média de 0,4623, enquanto a heterozigose observada (Ho) variou de 0,3750
a 0,8125, com media 0,5875 (Tabela 02). Os valores encontrados de
heterozigosidade dos acessos eram esperados e estdo relacionados com a
origem heterozigotica dos genitores e da resposta F, dos hibridos F;. Valdes-
Infante et al. (2007 e 2010) obtiveram a média de 0,3780 para
heterozigosidade/loco, inferior & média encontrada neste trabalho, sendo que,
para o loco mPgCIR09, houve maior valor (H=0,5455), ao passo que, para o loco
mPgCIR10, foi detectado menor valor (H=0,0882) no trabalho com germoplasma

de goiaba cubano.
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Assim como a heterozigosidade, o conteudo de informacéo do polimorfismo
(PIC) também pode ser empregado para quantificar o polimorfismo genético de
cada loco na populacdo. O maior valor para o PIC foi encontrado para o loco
mPgCIR 11 (0,8508) e o menor valor para o mPgCIR 04 (0,0025), com média de
0,4234. Os valores do PIC demonstram que o loco mPgCIR 11 possui 0 maior
poder discriminatério entre os locos analisados, dado corroborado pelo maior
namero de alelos encontrados para esta regido genomica. Cruz et al. (2011)
mencionam que quanto maior 0 numero de alelos, mais o valor do PIC se
aproximara da heterozigose esperada, ou seja, PIC fornece uma estimativa do
poder discriminatério. Verifica-se, na Tabela 01, que a menor diferenca entre PIC
e He foi apresentada pelo loco mPgCIR 25.

O indice de Shannon tem sido empregado em estudos genéticos como
medida de diversidade dentro de popula¢gbes e se assemelha a um indice de
riqueza genotipica. Tal indice define que a diversidade sera tanto maior quanto
mais proximos da unidade forem os valores estimados. Considerando todos os
acessos analisados, os valores desse indice variaram de 0,5941 a 1,0408. O valor
médio de 0,6952 revelou a existéncia de moderada variabilidade nesta os
genitores e hibridos, porém, suficiente para a continuidade deste programa de
melhoramento.

Em programas de melhoramento que visam ao desenvolvimento de
cultivares superiores, a analise do coeficiente de endogamia, ou indice de fixacéo,
torna-se um parametro de grande importancia por permitir mensurar o nivel de
homozigose e heterozigose na populacdo. Entre os genotipos utilizados neste
estudo, os valores dos indices de fixacéo/loco variam de -0,0821 a -0,6842
(Tabela 02), estando proximo ao esperado dada a natureza genética dos
mesmos. Contudo, Cruz et al. (2011) afirmam que os valores negativos do
coeficiente de endogamia sdo comuns quando os resultados da heterozigosidade
observada é maior que a heterozigosidade esperada, sugerindo excesso de locos
em heterozigose, ou seja, os valores negativos de f devem ser interpretados como
estimativas de endogamia nula, isto é, na populacdo, ndo houve cruzamento entre
individuos aparentados, como se pode observar nos locos na Tabela 02.

O coeficiente médio de endogamia computados por individuo foi de 0,2705,
sendo que a média dos genitores foi de 0,2190 e para os hibridos intraespecifico
foi de 0,2688. O UENF1831*UENF1831(S1), proveniente de autofecundacao
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natural, apresentou f de 0,2430 inferior ao seu genitor UENF1831 (f=0,3164),
todavia se esperava um aumento de f na geracdo 1 apO6s a primeira
autofecundacéo, porém o individuo UENF1831 é heterozigoto e se encontra em

segregacao.

Tabela 02: Caracterizacdo dos dez pares de iniciadores microssatélites utilizados na
analise de setes genitores e nove hibridos intraespecificos de P. guajava L.

Loco Sequéncia do primgi5( — 3°) Ta N°de Ho He f PIC H
(°C) alelo
mPgCIR03  FTAGTGCTTTGGTTGCTT 50,7 03 0,3750 03306  -0,1707 0,7912  0,6019
R:GCAGGTGGATATAAGGTC
mPgC|R04 F: AGTGAACGACTGAAGACC 60,0 02 0,8125 0,4980 -0,6842 0,0025 0,6755

R: ATTACACATTCAGCCACTT
mPgCIRo5 F:CCTTTTTCCCGACCATTACA 48,0 02 0,5625 0,4173 -0,391 0,0725 0,5941

R: TCGCACTGAGATTTTGTGCT
mPgCIRo9 F: TCTAATCCCCTGAGTTTC 454 02 0,7500  0,5625 -0,52380,0402 0,6853

R: CCGATCATCTCTTTCTTT
mPgCIR11 F: TATACCACACGCTGAAAC 554 03 0,5000 0,4617 0,1179 0,8508 0,7227

R: TTCCCCATAAACATCTCT
mPgCIR13 F: TGCCCTTCTAAGTATAACAG 50,7 02 0,5000 0,4435 -038%  0,5862 0,6211

R: AGCTACAAACCTTCCTAAA
mPgCIR22 F: CATAAGGACATTTGAGGAA 50,7 02 0,6875  0,4657 -0,%3 0,0186 0,6435

R:AATAAGAAAGCGAGCAGA
mPgCIR23 F: GTCTATACCTAATGCTCTGG 59,5 04 0,6875 0,5726 -®B82 0,6772 1,0408

R: CCCAGGAAAATCTATCAC
mPgCIR25 F: GACAATCCAATCTCACTTT 60,0 03 0,5625 0,4536 -0,280 0,3583 0,7731

R: TGTGTCAAGCATACCTTC
mPgCIR26 F: CTACCAAGGAGATAGCAAG 59,5 02 0,4375 0,4173 -0,a82 0,8374 0,5941

R:GAAATGGAGACTTTGGAG

2,5 0,5875 0,46228 -0,28284 0,42349 0,69521

Temperatura de anelamento (Ta), Heterozigose &dpéHe), Heterozigose observada (Ho), coeficidate
endogamiaff, conteddo de informacao de polimorfismo (PIC)dide Shannon-Wiener (H’) .

A andlise da estrutura dos genitores e dos hibridos intraespecifico também foi
realizada com o auxilio do programa Structure (Figura 02). O Structure € um
software livre, em que se usam dados multil6cos dos genotipicos para investigar a
estrutura da populacéo.

A partir dessa andlise, foi possivel verificar a distincdo dos acessos atraves
das cinco cores, tendo os genitores UENF 1835 (codificado como 6) apresentado
maior similaridade como o outro genitor UENF1836 (codificado como 7). Verificou-
se, também, que o genitor UENF1831 (codificado como 10) e o hibrido originario da
autofecundacgéo (codificado como 2) mantiveram-se um pouco distante. Tais
resultados confirmam o fato de que os genitores em estudo sejam provenientes de
polinizacdo natural, sem controle, sendo, assim, uma populacdo em segregacao.
Contudo, a afirmacédo do melhor nimero de populacdo presumida foi obtida pelo

programa Structure Harvester (Figura 03); assim, apos realizar a analise de k2 a k8
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pelo Structure, o numero K=5 (cinco cores) através do pico do grafico foi o que
melhor explicou a divergéncia dos materiais em estudo, pois tanto os genitores

quanto os hibridos séo individuos heterogénios e heterozigotos.
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Figura 02: Analise de estruturacdo genética dos sete genitores e dos nove
hibridos de goiaba. Os valores abaixo da figura representam a ordem de
aproximagao dos acessos.
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Figura 03: Grafico obtido pelo programa structure harvester a partir das anélises
dos dados do structure 2.3. L(K) (média + - SD)
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Os resultados mostraram que os marcadores moleculares microssatélites
SSR foram eficazes em demonstrar a existéncia da divergéncia genética entre os
genitores e as combinacfes hibridos de P. guajava L., assim como verificar a
efichAcia dos cruzamentos realizados para a obtencdo de novos hibridos e
composicdo de populagdes segregantes para avaliacdo e prosseguimento do

programa de melhoramento da goiabeira em desenvolvimento na UENF.

3.3.6 AGRADECIMENTOS

A UENF, & FAPERJ e ao CNPq pelo apoio financeiro ao projeto.

3.3.7 REFERENCIAS

Alves JE and Freitas BM (2007). Requerimento de polinizacdo da goiabeira.
Ciéncia Rural 37: 1281-1286.

Borém A and Caixeta ET (2009). Marcadores moleculares. Universidade Federal
de Vicosa, Vicosa.

Calinski T, Harabasz J (1974) A dendrite method for cluster analysis.
Communications in Statistics. 3:1-27.

Coimbra RR, Miranda GV, Moreira GR, Silva DJH, Cruz CD, Carneiro PCS, Souza
LV, Guimardes LJM, Marcasso RC and Caniato FF (2001) Divergéncia
genética de cultivares de milho baseada em descritores qualitativos. In: Anais
do Simpdsio de Recurso Genético para América Latina e Caribe.

Cruz CD (2008) Programa GENES: diversidade genética. Universidade Federal
de Vicosa, Vicosa.

Cruz CD (2006) Programa genes (versao Windows): aplicativo computacional em
geneética e estatistica. Universidade Federal de Vigosa,

Cruz CD, Ferreira FM, Pessoni L A (2011). Biometria aplicada ao estudo da
diversidade genética, Universidade Federal de Vicosa, Vigosa.



66

Duda RO, Hart PE (1973). Pattern classification and scene analysis. John Wiley &
Sons, New York

Eustice M, Yu Q, Lai CW, Hou S, Thimmapuram J, Liu L, Alam M, Moore PH,
Presting GG, Ming R (2008). Development and applicationof microsatellite
markers for genomic analysis of papaya. Tree Genetics and Genomes. 4: 333-
341.

Ferreira ME and Grattapaglia D (1998) Introdu¢cdo ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. EMBRAPA/ CENARGEN, Brasilia.

Gupta, PK, Varshney RK (2000) The development and use of microsatellite
markers for genetic analysis and plant breeding with emphasis on Bread
wheat. Euphytica 113:163-185.

Jaiswal U and Jaiswal VS (2005). Psidium guajava Guava. In: Biotechnology of
Fruit and Nut Crops ( R.E. Litz) CAB International, Cambridge, 394-401.

Liu K, Muse SV (2005). PowerMarker: an integrated analysisenvironment for
genetic marker analysis. Bioinformatics. 21: 2128-2129.

Mingoti AS (2007). Andalise de dados atraves de métodos de estatistica
multivariada. Universidade Federal do Mato Grosso, Belo Horizonte.

Mohammad AS, Prasanna BM (2003) Analysis of genetic diversity in crop plants-
Salient statistical tools and considerations. Crop Science, 43:1235-1248.

Pessanha, PGO, Viana AP, Amaral Junior AT, Souza RM, Texeira MC, Pereira,
MG (2011) Avaliacdo da Diversidade Genética em acessos de Psidium spp.
via marcadores moleculares RAPD. Revista Brasileira de Fruticultura. 33: 129-
136.

Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P (2000). Inference of population structure
using multiloco genotype data. Genetics. 155: 945-959.

Reis GM, Ribeiro JR, J | (2007). Como baixar e instalar o Programa R.
Universidade Federal de Vigcosa, Vigosa.

Risturecci AM, Duval MF, Rohde W and Billotte N (2005) Isolation and
characterization of microsatellite loci from Psidium guajava L. Molecular
Ecology Notes 5:745-748.

Ritter E, Herran A, Valdés-Infante J, Rodriguez-Medina NN, Bricefio A, Fermin G,
Sanchez-Teyer F, O’Connor-Sanchez A, Muth J, Boike J, Prufer D (2010).
Comparative Linkage Mapping in Three Guava Mapping Populations and
Construction of an Integrated Reference Map in Guava. Acta Horticulturae.
849:175-182.

Saitou N, Nei M (1987) The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution. 4: 406-
425.



67

Sokal RR, Rohlf FJ (1962). The comparison of dendograms by objetive methods.
Taxonomy.11:33-40.

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, and Kumar S (2011)
MEGAS: Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood,
Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methods. Molecular Biology
and Evolution 10:1093/121.

Valdes-Infante J, Rodriguez NN, Becker D, Velazquez B, Sourd D, Espinhosa G
and Rohde W (2007) Microssatelite Characterization of guava (Psidium
guajava L) Germoplasm Collection in Cuba. Cultivos Tropicales. 28: 61-67

Valdés-Infante J, Rodriguez NN, Velasquez B, Rivero D, Martinez F, Espinosa G,
Risterucci AM, Billotte N, Becker D, Rohde W (2010). Simple Sequence
Repeats (SSRs) for Diversity Characterization of Guava (Psidium guajava L.)
Acta Horticulturae. 849:152-162.

Wang J (1997). Effective size and F-statistics of subdividid populations. |I.
Monoecious spcies with patial selfing. Genetics. 46:1453-1463

Yeh FC, Boyle T, Rongcai Y, Ye Z, Xiyan JM (1999) POPGENE. Microsoft
Window-based Freeware for Population Genetic Analysis. Version 1.31,
Manual.



68

4. RESUMO E CONCLUSOES

Atualmente, o Brasil € o terceiro maior produtor do fruto de goiaba do
mundo. Porém, observa-se um declinio nos ultimos anos na area e na producao
nacional da goiabeira, principalmente no Nordeste devido ao parasitismo do
nematodide (Meloidogyne enterolobii), que predispbe a goiabeira a podridao
radicular causada pelo fungo (Fusarium solani), doenca complexa, chamada
"declinio da goiabeira”. Em geral, as melhores chances de sucesso no controle
dos nematdides estdo no uso de materiais resistentes, os quais podem ser
obtidos pelo melhoramento genético. O programa de genética e melhoramento
da goiabeira necessita de informacdes basicas para o desenvolvimento de novas
cultivares superiores e resistentes as principais doencas e pragas. Assim, ha
necessidade de mais pesquisas em analises citogenéticas como niveis de ploidia
das espécies de myrtaceae, viabilidade polinica dos graos de podlens; diversidade
entre espécies e divergéncia entre gendtipos; além de desenvolvimento de novos
iniciadores moleculares para se desenvolver materiais superiores e resistentes.
Assim, nesta pesquisa, teve-se por objetivo iniciar um programa de Melhoramento
Genético para a Cultura da Goiaba na UENF, visando a obtencdo de variedades
resistentes ao nematoéide, assim como novas variedades comerciais com atributos
superiores.

Os trés trabalhos, aqui apresentados, permitiram detectar a diversidade
genética dos gendtipos de goiaba do Norte e Noroeste Fluminense. No primeiro

trabalho, utilizaram-se iniciadores de RAPD para a avaliacdo da diversidade



69

genética em acessos de Psidium ssp. , cujo objetivo foi estudar a diversidade
genética entre gendtipos de goiabeira e aracd-do-campo, via marcadores
moleculares RAPD, para o direcionamento de cruzamentos e obtencdo de novas
variedades. Os resultados deste trabalho mostraram que os marcadores
moleculares RAPD foram eficazes em relevar a existéncia de diversidade
genética entre os vinte acessos de Psidium spp. , € o0 método de agrupamento
hierarquico UPGMA foi o que melhor demonstrou a diversidade genética dos
acessos neste trabalho.

O estudo do comportamento meidtico da espécie Psidium guajava L. , onde
se avaliou 0 comportamento mei6tico, estimou o indice Meibtico e a viabilidade
polinica dos acessos de goiabeira. Conclui-se que os botdes florais de goiabeira e
araca apresentaram viabilidade polinica superior a 90%; a solucdo tripla de
Alexander foi eficaz para a avaliacdo da viabilidade dos grédos de pdlen da
goiabeira e pode ser recomendada quando se desejar rapidez para acessar a
viabilidade dos grdos de polen dessas espécies e, além disso, os resultados
demonstram que as irregularidades presentes na meiose ndo comprometeram a
viabilidade dos gendtipos de goiaba.

Os marcadores moleculares microssatélite foram utilizados para estimar a
diversidade de sete genitores e nove hibridos intreespecifico de goiaba, contudo,
0s objetivos deste trabalho foram estimar o potencial dos marcadores
microssatélites em detectar polimorfismo entre pais e hibridos de goiabeira;
realizar a caracterizagdo genética, buscando estimar indices genotipicos para a
quantificacdo e estruturacdo da variabilidade genética e estimar o nivel de
endogamia nos materiais genéticos estudados. Com base nos resultados deste
trabalho, pode-se afirmar que os marcadores moleculares SSR foram eficazes em
relevar a existéncia da diversidade genética entre genitores e os hibridos de P.
guajava L., assim como verificar a eficacia dos cruzamentos realizados para a
obtencdo de novos hibridos e composicdo de populacbes segregantes para
avaliacdo e prosseguimento do programa de melhoramento da goiabeira ora em

desenvolvimento na UENF.
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