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RESUMO

SANTOS, Raiane Mariani, Ms., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Fevereiro 2018, Caracterizacdo e estruturacdo genética de populacbes
segregantes de Psidium spp. resistentes ao Meloidogyne enterolobii via
marcadores microssatélites. Orientador: Alexandre Pio Viana, Conselheiros: Eileen
Azevedo Santos e Helaine Christine Cancela Ramos.

O declinio da goiabeira (Psidium guajava), responsavel pela erradicacdo de
inimeros pomares de goiaba, ha alguns anos se instalou no pais, constituindo-se
um grave problema fitossanitario. Os sintomas do declinio s@o atribuidos a agéo
sinérgica entre Meloidogyne enterolobii e Fusarium solani, que contribui para o
apodrecimento das raizes, tornando assim o manejo da doenca complexo. O
objetivo desse trabalho foi selecionar gendétipos geneticamente mais proximos de
Psidium guajava para avanco de geracdo no programa de melhoramento da
goiabeira, visando resisténcia ao M. enterolobii. Foram avaliados 94 individuos
oriundos de cinco populacdes segregantes de Psidium resistentes ao nematoide M.
enterolobii, e seus respectivos genitores. As populacdes foram obtidas por meio de
hibridacéo interespecifica de P. cattleianum (gendtipo resistente), P. guajava e P.
guineensi (genodtipos suscetiveis) e avaliadas para resisténcia ao M. enterolobii. A
extracdo do DNA gendmico total foi efetuada a partir de folhas jovens coletadas
individualmente de cada planta hibrida e os parentais, utilizando o método CTAB
padrao com modificagdes. Os produtos da PCR foram submetidos a um sistema de
eletroforese capilar para visualizagdo dos resultados. A partir dessa matriz

numeérica, foi calculada a distancia genética entre os genétipos, utilizando o indice
X



Ponderado e entre as popula¢gfes com base na distancia genética de Nei. A analise
de agrupamento via dendrograma foi feita por meio do método UPGMA, e a
dispersdo gréafica entre as populacdes foi realizada com base na analise das
coordenadas principais (PCA). A partir das variaveis moleculares estimou-se a
diversidade genética entre as populacdes de Psidium spp. Foram estimados os
seguintes parametros: o numero de alelos por loco (NA), contetdo de informacao
polimorfica (PIC), probabilidade de identidade (PI), heterozigosidade observada
(Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de fixacdo (f). Com base nas
informacdes obtidas dos iniciadores polimérficos, foi realizada a analise da
variancia molecular (AMOVA), para avaliar as diferengcas entre e dentro das
populacdes. As populacdes também foram avaliadas quanto a estruturacao
genética, através do método baseado em algoritmos de agrupamentos bayesianos.
O Na por loco variou de 2-4 alelos, com uma meédia de 2,70 alelos por loco. O
namero médio de alelos nas populacdes variou de 1.606 a 2.091, com média de
1,867. Os valores da Ho variaram de 0.213 a 0.422 com média de 0,289 e a He
variou com valores de 0,143 a 0,269 com média de 0,217. O PIC variou de 0,112 a
0,227 com média de 0,174. O f variou de -0,030 a 0,272 com média de 0,018. A
AMOVA indicou que aproximadamente 80% da variacao surgiram da diferenciacao
entre essas populacdes e apenas 20% da variacéo total foi observada dentro das
populacdes. A analise bayesiana mostrou que as populacdes foram subdivididas
em trés grupos, concordando com o nimero de grupos observados pela distancia
genética de Nei e pela andlise de coordenadas principais. As populacdes (P.
guineensi x P. cattleianum) e (P. guajava x P. cattleianum) foram as que obtiveram
maior diversidade genética, que pode ser confirmada pelos maiores valores de
heterozigosidade observada (0.422 e 0.312 respectivamente). A populacdo obtida
do cruzamento entre P. guineensi x P. cattleianum se diferenciou das demais com
uma nitida estruturacdo, enquanto que as populacbes de P. guajava x P.
cattleianum e P. cattleianum x P. guineense foram as mais similares entre si. Por
meio da andlise de agrupamento individual, foi possivel selecionar trés hibridos
resistentes, ambos provenientes dos cruzamentos entre P. guajava x P.
cattleianum, sendo eles os gendétipos 80,82 e 84, que estdo mais proXimos
geneticamente de P. guajava, podendo, assim, serem utilizados em futuros
cruzamentos com a goiabeira a fim de dar continuidade ao programa de

melhoramento da goiaba visando resisténcia ao M. enterolobii na UENF.
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Palavras chave: Cruzamento interespecifico; Declinio da goiabeira; Nematoide de
galha; Marcadores de DNA, Diversidade Genética.
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February, 2018, Genetic description and structuring of segregant Psidium spp.
population resistant to Meloidogyne enterolobii by microsatellites markers. Advisor:
Alexandre Pio Viana, Counselors: Eileen Azevedo Santos e Helaine Christine
Cancela Ramos.

The guava (Psidium guajava) decline, responsible by the eradication of uncountable
guava orchards, have been installed in the country some years ago, becoming a
serious phytosanitary problem. The symptoms of decline are attributable to synergic
action between Meloidogyne enterolobii e Fusarium solani, that contributed to root
rotting, becoming complex the disease management. The aiming of this work was
select genotypes genetically closers of Psidium guajava to advance generations in
guava breeding program aiming M. enterolobii resistance. 94 individuals originated
from five segregant populations of Psidium resistant to nematode M. enterolobii and
their respective parents. The population were obtained through interspecific
hybridization of P. cattleianum (resistant genotype), P. guajava e P. guineensi (both
susceptible genotypes) and evaluated for resistance to M. enterolobii. The total
genomic DNA extraction was carried out from young leaves individually collected
from each hybrid plant and parents, using the CTAB standard method with
modifications. The results of PCR were submitted to capillary electrophoresis
system for output visualization. From this numerical matrix, was estimated the
genetic distance between the genotypes using the Weighted Index and between the

populations based on genetic distance of Nei. The clustering analyses via
Xiii



dendrogram was carried out by UPGMA method, and the graphic dispersion
between populations was carried out based on principal coordinates analyses
(PCA). From molecular variables the genetic divergence was estimated between
populations of Psidium spp. Were estimated the following parameters: number of
alleles per locus (NA), polymorphic information content (PIC), probability of identity
(PI), heterozygosity observed (Ho), heterozygosity expected (He), fixation index (f).
Based on information obtained from polymorphic primers, was carried out an
analysis of molecular variance (AMOVA), to evaluate the differences among and
within the populations. The populations were also evaluated in terms of genetic
structuring, through the method based in algorithms of Bayesians clustering. The
NA per locus varied from 2-4 alleles, with a mean of 2,70 alleles per locus. The
average number of alleles in the populations, varied from 1,606 to 2,091, with mean
of 1,867. The values of Ho varied from 0.213 to 0.422 with mean of 0.289 and the
He varied with values of 0.143 to 0.269 with mean of 0.217. The PIC varied from
0.112 to 1.227 with mean of 0.174. The f varied from -0.030 to 0.272 with mean of
0.018. The AMOVA indicated that approximately 80% of variation originated from
the differentiation among these populations. The Bayesian analysis presented that
the populations were subdivided in three groups agreeing with the number of
clusters observed by genetic distance of Nei and by principal coordinated analysis.
The populations (P. guineensi x P. cattleianum) and (P. guajava x P. cattleianum)
were the two with the most genetic diversity, that could be confirmed by the highest
values of heterozygosity observed (0.422 and 0.312, respectively). The population
obtained from cross between P. guineensi x P. cattleianum differentiated from
others with a sharp structuring, while the populations from P. guajava x P.
cattleianum and P. cattleianum x P. guineensi were the most similar among them.
Through of the individual clustering analysis was possible select three resistant
hybrids, both originated from crosses between P. guajava x P. cattleianum being
them the genotypes 80, 82 and 84, that was the genetically closest to P. guajava,
and can thus be used in next crosses with guava to continue the guava breeding

program aiming resistance to M. enterolobii at UENF.

Keywords: Interspecific cross; Guava decline; Knot nematode; DNA markers;

Genetic diversity.
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1. INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava, L.), uma das fruteiras de maior importancia da
familia Myrtaceae é originaria da regido tropical do continente americano, com
centro de origem provavel, na regido compreendida entre o sul do México e o norte
da América do Sul (Pereira, Kavati, 2011).

O Brasil é o sétimo maior produtor mundial de goiaba, sendo a india o maior
produtor, seguido pela China, Tailandia, Paquistdo, México e Indonésia (Pariona,
2017). No ano de 2016, o pais destinou a colheita de goiabas uma area de 17.179
ha, obteve uma producdo de 508.573 toneladas, destacando-se os estados de
Pernambuco e S&o Paulo como os maiores produtores (IBGE, 2016).

No entanto, nos ultimos anos, a meloidoginose causada pelo nematoide-de-
galhas da goiabeira (Meloidogyne enterolobii) tornou-se o principal problema
fitossanitario da cultura no Brasil. Estima-se que mais de cinco mil hectares (ha)
desta cultura estejam infestados pelo nematoide, em varios estados brasileiros
(Pereira et al., 2009).

A associacao sinérgica do M. enterolobii com fungo Fusarium solani torna

0 quadro ainda mais preocupante, levando, a médio prazo, o declinio dos pomares

com acentuada queda de produtividade, seguida de morte das goiabeiras (Gomes
et al., 2011).

Devido a inexisténcia de métodos de controle eficientes, as melhores

expectativas para o0 manejo de M. enterolobii em pomares de goiabeira esta no

desenvolvimento de novas cultivares, por meio de cruzamentos interespecificos



entre espécies de Psidium silvestres resistentes ao nematoide e goiabeiras (Costa
et al., 2016).

Alguns fatores dificultam os programas de melhoramento na obtencao desses
hibridos resistentes, como barreiras pré e poés fertilizacdo, comumente presentes
em cruzamentos interespecificos, incompatibilidade genética em virtude da ploidia
diferente entre as espécies (Souza et al., 2014, Costa et al., 2016).

Eliminando tais dificuldades, o programa de melhoramento genético da
goiabeira da Universidade Estadual Do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF
realizou hibridacfes interespecificas com genoétipos de Psidium, utilizando como
parentais: P. guajava e P. guineense, acessos receptores de genes de resisténcia
e P. cattleianum, acessos utilizados como fonte doadora de genes de resisténcia
(Miranda et al., 2012, Gomes et al., 2016).

Gomes et al. (2016) realizaram 696 cruzamentos, que resultaram em cinco
populacdes, totalizando 885 plantas hibridas. As populagfes foram caracterizadas
por meio de descritores morfolégicos e avaliadas em relacdo a resisténcia ao M.
enterolobii. (Almeida, 2017).

Os hibridos resistentes, imunes e sucetiveis foram submetidos, também, a
um estudo de heranca da resisténcia ao M. enterolobii, 0s parametros genéticos
foram obtidos pelo procedimento REML/BLUP e ranqueados 0s genoétipos mais
resistentes. Pelo teste do qui-quadrado, os autores descartaram a hip6tese de
heranca monogénica com dominancia incompleta, sugerindo que tal caracteristica
tem acéo poligénica (Gomes et al., 2016).

Quanto ao aspecto da heranca, ha relatos contraditorios na literatura. Costa
et al. (2016) avaliaram 276 hibridos do cruzamento P. guajava x P. guineense e
verificaram que 242 plantas foram imunes e 28 plantas foram suscetiveis, sugerindo
heranca simples e com dominancia completa.

Visando melhor compreensao da diversidade e estruturagdo genética das
populacbes hibridas resistentes, estudos comparativos utilizando dados
morfolégicos (Almeida, 2017) e moleculares oriundos de marcadores SSR no
trabalho em questéo torna-se pioneiro, acelerando as novas etapas do programa

de melhoramento genético da goiaba.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar caracterizacdo genético-molecular de populacdes oriundas de
cruzamentos interespecificos de Psidium spp, propondo subsidiar o programa de

melhoramento da goiabeira, visando resisténcia ao M. enterolobii.

2.2 Especificos

- Acessar o potencial dos marcadores microssatélites em detectar

polimorfismo em gendtipos de Psidium;

- Estimar a distancia genética entre popula¢cbes segregantes de Psidium,

utilizando marcadores microssatélites;

- Realizar a caracterizacao geneética, buscando estimar indices genotipicos
para a quantificacdo e estruturacdo da variabilidade genética das populacdes

avaliadas;

- Selecionar genoétipos geneticamente mais préoximos a P. guajava para o
avanco de geracdo no programa de melhoramento da goiabeira, visando

resisténcia ao M. enterolobii.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O género Psidium spp.

O género Psidium pertence a familia Myrtaceae, e compreende
aproximadamente cerca de 92 espécies dentre as quais se destacam a goiaba (P.
guajava L.) e os aracéas (P. cattleianum e P. guineense) com origens nas regioes
tropicais da América (Govaerts et al., 2011).

Com ampla variabilidade, uma caracteristica marcante do género € a
diferenca de ploidia dentro das espécies de Psidium, o nUmero de cromossomos
basico é x=11 sendo, P. guajava 2n= 22, P. guineensi é de 2n = 44, enquanto que
P. cattleianum apresentam variagéo de 2n = 44, 46, 48, 55, 58, 82 (Souza 2011).

A goiabeira originaria da América esta distribuida em todo territério brasileiro,
e consiste em uma planta arborea, que apresenta o caule lenhoso, ramificado,
folhas opostas, com formato eliptico oblongo, flores brancas, pentameras e
hermafroditas, possuem em média 350 estames, aparecem isoladas ou em grupo
de duas ou trés, sempre nas axilas das folhas. O fruto € uma baga globosa com
uma ampla variabilidade em seus aspectos (Manica et al., 2000, Pereira e
Nachtigal, 2013).

A polinizagéo cruzada é a forma reprodutiva mais frequente e eficiente na
producéo de frutos em P. guajava, embora a maioria dos pomares seja originada

por propagacdo vegetativa. Este fato, aliado ao modo reprodutivo da espécie,



resulta em heterogeneidade das goiabeiras no pomar, nas caracteristicas dos frutos
e das plantas (Alves, Freitas, 2007).

Os aracazeiros também estdo distribuidos em quase todos os estados do
Brasil, apresentando extensa area de ocorréncia na costa atlantica brasileira
(Sobral et al., 2014). Essas plantas vegetam em diferentes ecossistemas, sendo
qgue P. guineense ocorre nas restingas, tabuleiros, cerraddes e capoeiras, enquanto
P. cattleianum ocorre na floresta latifoliada semidecidua, matas ciliares, matas de
altitude e, também, nas restingas do Sul do Brasil (Brandao et al., 2002).

O P. cattleianum € uma espécie originaria do Sul do Brasil, e esta distribuida
desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, e € conhecido como araca, araca-amarelo
ou araca-de-coroa, uma espécie arbustiva, geralmente de tronco tortuoso, de
coloracdo marrom-avermelhada. Suas folhas sdo simples e opostas, com flores
isoladas, axilares, com pétalas e estames brancos. O fruto é subgloboso a
obovoide, de coloracdo amarela (coloracdo da forma tipica) ou vermelha com polpa
suculenta, de sabor doce-acido muito agradavel (Pommer e Murakami, 2014).

O P. guineense (araga) é uma frutifera arborea, com ramos cilindricos a
ligeiramente achatados, pilosos. As folhas sdo simples e opostas, com flores
axilares, isoladas ou em grupos de trés, de pétalas e estames brancos. O fruto é
globoso, podendo ser também elipsoidal ou piriforme, amarelo, coroado com o0s

remanescentes das sépalas (Pommer e Murakami, 2014).

3.2 Importancia nutricional e econémica de Psidium guajava

A goiabeira € apreciada pelo sabor, aroma e valor nutritivo de seus frutos que
sao ricos em acuUcares, sais minerais, vitamina C, licopeno, betacaroteno, fibras
além de suas potencialidades como fontes de fitoquimicos (Coser et al., 2012).

As substancias ativas presentes nos frutos de goiaba sao capazes de atuar
na prevencado de varias doencas. Dentre as propriedades biolégicas dessas
substancias, destacam-se sua a¢ao antioxidante, antiplaquetaria, anti--inflamatoria,
hipertensiva e hipoglicemiante (Gutiérrez et al., 2008). Além disso, as diferentes
partes da planta (frutos, folhas, raizes e cascas) sdo amplamente utilizadas na
medicina tradicional para tratamentos de diarreia, gastroenterite, disenteria, dores

de estdmago e indigestao (Birdi et al., 2010).



A goiaba para fins comerciais apresenta-se como uma frutifera de alta
rentabilidade e versatilidade no mercado consumidor, utilizada tanto para consumo
in natura quanto para industrializacao na forma de doces, compotas, geleias, sucos
e cremes (Silva et al., 2010).

Sao cultivadas no Brasil as variedades Ogawa, Pedro Sato, Kumagai,
Sassaoka, Rica, Século XXI e Paluma, que apresenta maior aceitacdo no mercado
e seu cultivo se estende por todo o territorio (Pereira e Kavati, 2011).

A producao de goiaba no pais foi de 414.960 t, com um rendimento médio de
producdo de 24.240 kg/ha, com destaque de produtividade para os estados de
Pernambuco (32.178 kg/ha), S&o Paulo (30.522 kg/ha), Rio de Janeiro (25.467
kg/ha) e Minas Gerais (18.849 kg/ha) no ano de 2015, segundo IBGE (2016).

3.3 Declinio da goiabeira

Muitos sdo os prejuizos causados a cultura pelo declinio da goiabeira, uma
doenca complexa cuja manifestacao é dada pelo efeito sinérgico entre o fungo F.
solani e o nematoide M. enterolobii, na qual o fungo aproveita-se das necroses
iniciadas pelo nematoide, causando a podriddo das raizes e levando a morte as
plantas infectadas (Gomes et al., 2011).

O M. enterolobii pertence a familia Meloidogynidae, do género Meloidogyne,
e tem sido detectado em diferentes regides do mundo, em diferentes hospedeiros,
inclusive em espécies portadoras de genes de resisténcia a Meloidogyne spp.
(Carneiro et al., 2007).

Desde o primeiro registro da presenca de M. enterolobii, em 2001, em areas
de goiabeira no Vale do S&o Francisco, nos estados da Bahia e de Pernambuco, a
ocorréncia desse nematoide tem sido relatado também em outros estados: Rio
Grande do Norte (Torres et al., 2004), Ceara (Torres et al., 2005), Rio de Janeiro
(Souza et al., 2006), Sao Paulo (Almeida et al., 2006), Piaui (Silva et al., 2006),
Parana (Carneiro et al., 2006), Rio Grande do Sul (Gomes et al., 2008a), Minas
Gerais (Silva e Oliveira, 2010) e Paraiba (Lopes et al., 2010).

Na literatura, ndo ha relatos da identificacdo quanto as fontes de resisténcia
genética a M. enterolobii, em P. guajava (Almeida et al., 2009, Castro et al. 2012),
entretanto, essa resisténcia foi encontrada em aracazeiros da espécie P.
cattleianum (Carneiro et al., 2007, Almeida et al., 2006, Miranda et al., 2011) e P.



guineense (Costa et al., 2012). Mas, quando usadas como portas-enxerto da
goiabeira apresentam limitada ou completa incompatibilidade (Carneiro et al., 2007,
Almeida, 2008, Castro et al., 2012, Robaina et al., 2012).

Acredita-se que as melhores perspectivas para controle do nematoide estéao
no melhoramento vegetal, visando introgressdo de genes de resisténcia em
cultivares e porta-enxertos (Carneiro et al., 2007, Almeida et al., 2011, Miranda et
al., 2011, Almeida et al., 2012, Robaina et al., 2015).

3.4 Melhoramento genético visando a resisténcia ao M. enterolobii

A goiabeira é uma cultura afetada por varias doencas, algumas das quais
causam grande impacto econdémico, como o declinio da goiabeira, uma doenca
complexa, que aumenta a sensibilidade da planta a estresses ambientais e
promove a podriddo progressiva das raizes de goiabeiras parasitadas (Gomes et
al., 2011).

Para o controle do declinio da goiabeira, pesquisadores se empenham na
busca de solucdes efetivas. Até 0 momento, ndo tem sido reportado estudo eficaz
com uso de porta-enxerto de aracazeiros, controle quimico e biologico para o
controle de M. enterolobii. As melhores expectativas para o0 manejo de M.
enterolobii em pomares de goiabeira esta no desenvolvimento de novas cultivares,
por meio de cruzamentos interespecificos entre espécies de Psidium silvestres
resistentes ao nematoide e goiabeiras (Gomes et al., 2010, Costa et al., 2016).

Costa et al. (2012) desenvolveram hibrido resistente ao nematoide M.
enterolobii, obtidos a partir de cruzamento entre P. guajava e P. guineense. Os
autores relatam que a goiabeira ‘Paluma’ ao ser enxertada no hibrido apresentou
alta compatibilidade entre o enxerto e o porta-enxerto. Costa et al. (2016)
realizaram um estudo de heranca nesses hibridos resistentes, os resultados de
segregacao indicam heranca dominante controlado por dois genes, com efeitos
epistaticos.

O grupo de melhoramento genético da goiaba da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro iniciou as pesquisas com trabalhos de Pessanha
et al. (2011), que avaliaram a diversidade genética de 20 acessos de plantas
nativas de Psidium spp (araca e goiaba) para direcionar os cruzamentos. Os

acessos selecionados de goiaba foram utilizados como genitores em cruzamentos



biparentais que deram origem as familias (popula¢des segregantes) que compdem
a populacgéao inicial do programa. Posteriormente, Campos et al. (2013) e Campos
et al. (2016) avaliaram a diversidade genética de 138 gendtipos da geracédo Hi de
cruzamentos controlados biparentais, obtidos por Pessanha et al. (2011), via Ward-
MLM e a formacé&o de grupos heterdticos, via rede Neurais. Quintal (2013), por sua
vez, identificou nesta mesma populacéo, nove familias na 12 época e quatro na 22
época, selecionando as melhores familias e os melhores individuos por modelos
mistos REML/BLUP. Oliveira et al. (2014) estimaram a distancia genética entre
acessos de goiabeiras e aracazeiros do banco de germoplasma da UENF, via
marcadores ISSR, observando que alguns genétipos de aracazeiros sao
promissores para futuros cruzamentos.

Gomes et al. (2016) realizaram cruzamentos interespecificos entre goiaba (P.
guajava) e araca (P. cattleianum e P. guineense), todos eles tendo o P. cattleyanum
como doador de genes de resisténcia. Os hibridos obtidos foram avaliados quanto
a resisténcia ao M. enterolobii, resultando em populacfes suscetiveis, resistentes
e imunes com posterior descarte das plantas suscetiveis e avaliacdo morfoldgica e
estudo de diversidade das populacdes resistentes. Os autores realizaram, ainda,
um estudo de heranca nos hibridos interespecificos obtidos, verificando pelo teste
de qui-quadrado que a heranca é poligénica e selecionaram os melhores pelo
REML/BLUP com os menores valores para o fator de reproducédo, sugerindo que
esses genotipos sejam usados para retrocruzamento com o parental recorrente P.

guajava, na sequéncia do programa de melhoramento.

3.5 Aplicacdo de marcadores microssatélites na goiabeira

A utilizacdo de técnicas de marcadores moleculares pode trazer beneficios
importantes para o estudo das espécies na familia por suas potencialidades de
aplicacbes em estudos de diversidade genética, filogenia, mapeamento genético,
selecéo assistida por marcadores moleculares, conservacéo e taxonomia (Kalia et
al., 2011).

Microssatélites ou ‘simple sequence repeats’ (SSR) sdo sequéncias repetidas
em série de 2-5 nucleotideos, que apresentam alto polimorfismo e podem ser
amplificados por reacbes em cadeia da DNA polimerase (PCR) (Herrero et al.,

2010). Quanto a localizacéo, sao provenientes de regides gendmicas ou génicas



(EST-Expressed Sequence Tags) do genoma nuclear, mitocondrial e cloroplastidial
(Kalia et al., 2011).

Sédo considerados ideais para a analise genética em plantas devido a sua
abundancia ao longo do genoma, por serem codominantes, detectados pela reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) (Reddy et al., 2001, Ramu et al., 2013), bem como
polimérficos. Desse modo, acredita-se que 0s microssatélites sejam um dos mais
importantes marcadores para estudos de diversidade, pois podem acuradamente
acessar o nivel de diversidade genética dentro do germoplasma de qualquer cultivo
(Ismail et al., 2016).

Risterucci et al. (2005) foram os primeiros a desenvolver uma colegao de
23 pares de primers microssatélites para P. guajava, que além de polimorficos
demonstram transferibilidade para outras espécies de Psidium. Valdes-Infante et
al. (2007) aplicaram esses primers para caracterizacdo de germoplasma cubano.
Hoje estdo disponiveis mais 192 primers para a goiabeira (Guavamap, 2008).
Oliveira et al. (2009) reportaram trabalho preliminar de caracterizacdo de 53
acessos brasileiros de goiabeira sem, contudo, analisarem aracazeiros de
diferentes espécies para orientar trabalhos de cruzamentos interespecificos. Costa
et al. (2012) em estudo de quatro espécies de Psidium, compreendendo 61
acessos, reportaram similaridade entre P.guajava e P.guineense de 82,4%, por
meio de marcadores SSR. Kidaha et al. (2014) caracterizaram 58 cultivares de
goiabeira no Quénia, por meio de marcadores SSR e ISSR e observaram a
formacao de trés grupos ao utilizarem o marcador SSR e quatro grupos formados
pelo marcador ISSR. Nogueira et al. (2015) estudaram a transferibilidade de
microssatélites de Psidium guajava para espécies de Eugenia, Myrciaria,

Campomanesia e Syzygium (Myrtaceae).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material genético

Foram avaliados 94 individuos (Figura 1), oriundos de cinco populacbes
segregantes de Psidium resistentes ao nematoide M. enterolobii, e seus respectivos
genitores (Tabela 1). As populacdes foram obtidas por meio de hibridag&o
interespecifica de P. cattleianum (gendtipo resistente), P. guajava e P. guineensi
(gendtipos suscetiveis) e avaliadas para resisténcia ao M. enterolobii (Gomes et al.,
2016).

Figura 1. A: Populagdes segregantes de Psidium resistentes ao nematoide M.
enterolobii, B: Gendtipo oriundo do cruzamento: 1 P. cattleianum (Ara CV1) x P.
guineensi (Ara CV11), 2 P. guineensi (P36) x P. cattleianum (Ara P11), 3 P.
cattleianum (Ara CV8) x P. guineensi (Ara CV11), 4 P. guajava (Guava 13.4 1) x P.
cattleianum (Ara P33), 5 P. guajava (Guava 13.4 Il) x P. cattleianum (Ara P53).
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Tabela 1. Gendtipos de P. guineense, P. cattleianum e P. guajava, utilizados nos
cruzamentos interespecificos para a obtencdo das populagcbes segregantes de
Psidium spp e numero de plantas hibridas resistentes, avaliadas em cada
populacdo com 0s parentais.

NUmero Cédigo dos

Populacdes Genitores de genotipos
plantas hibridos

1 P. guineensi (P36)* x P. cattleianum (Ara P11)? 20 3-20

2 P. guajava (Guava 13.4 Il)' x P. cattleianum (Ara P33)? 16 23-36

3 P. cattleianum (Ara CV8)? x P. guineensi (Ara CV11)! 21 39-57

4 P. cattleianum (Ara CV1)? x P. guineensi (Ara CV11)! 20 60-77

5 P. guajava (Guava 13.4 II)! x P. cattleianum (Ara P53)? 17 80-94

Total de gendtipos 94

1 = Gendtipos suscetiveis ao M. enterolobii (Miranda et al. 2012), 2 = Genotipos resistentes ao M. enterolobii
(Miranda et al. 2012)

4.2 Extragao e quantificagcdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico total foi efetuada a partir de folhas jovens
coletadas individualmente de cada planta hibrida e os parentais, utilizando o
método CTAB padrdo com modificacdes (Doyle e Doyle, 1990).

Em seguida, o DNA foi quantificado por analise em gel de agarose a 1 % com
tampdo TAE 1X (Tris, Acetato de Sdédio, EDTA, pH 8,0), utilizando o marcador
Lambda (A) de 100 pb (100 ng/uL?) (Invitrogen, USA), por meio de comparacéo das
bandas. Para esse procedimento, as amostras foram coradas utilizando a mistura
de Gel RedTM e Blue Juice (1:1) e a imagem capturada pelo sistema de
fotodocumentacdo Mini Bis Pro (Bio-Imaging Systems). Posteriormente, as

amostras de DNA foram diluidas para a concentracdo de trabalho de 10 ng/uL™.

4.3 Triagem dos Primers

O DNA dos gendtipos parentais foi utilizado inicialmente para realizar uma
triagem de 100 iniciadores microssatélites, desenvolvidos para P. guajava
(Risterucci et al., 2005 e GuavaMap, 2008), com a finalidade de identificar locos

SSR capazes de diferenciar os genitores. Apés rastreio, um conjunto de 33
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iniciadores polimérficos foram selecionados para as reacdes de ampliacdo (Tabela
2).

4.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes de PCR foram realizadas em termocicladores da Applied
Biosystems/Veriti 96 well, em um programa de 35 ciclos, obedecendo as seguintes
temperaturas e tempo: 94 °C durante quatro minutos (desnaturacéo inicial), 94 °C
por dois minutos (desnaturacao ciclica), temperatura especifica de cada iniciador,
em °C, por um minuto (anelamento), 72 °C por dois minutos (extensao ciclica), 72
°C por 10 minutos (extenséo final), e 4°C forever. O volume final foi de 13 pL de
cada amostra, sendo: 2uL de DNA (10 ng/uL), 1.50 yL de Tampao 10X (NH4S04),
1.5 pL de MgCI2 (25 mM), 1.5 pL de dNTPs (2 mM), 1 yL de iniciador (R+F) (5 pM)
e 0.12 yL de Tag-DNA polimerase (5 U/uL) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA).

Os produtos da PCR foram diluidos numa relacdo de 4ul de amostra para 20
pl de Buffer E do kit DNF 900 e dis e submetidos a um sistema de eletroforese
capilar (Fragment Analyzer - AATI), no qual, fragmentos amplificados de 35 a 500pb
sdo separados com uma resolucédo de aproximadamente 2bp. Cada corrida teve

duracédo de 2h e 20min sob uma voltagem de 8 kw.

4 5Analise estatistica

4.5.1 Estimacdao da diversidade genética dos marcadores SSR

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
representacéo 11, 22 e 33 para as formas homozigotas (A1A1, A2A2 e A3A3) e 12,
13 e 23 para as heterozigotas (A1A2, A1A3 e A2A3). A partir dessa matriz numérica,
foi calculada a distancia genética entre as populacdes com base na distancia
genética de Nei (Peakall and Smouse, 2009). A andlise de agrupamento via
dendrograma foi feita por meio do método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method

Average), com auxilio do programa Mega versao 6 (Kumar et al., 2009), e a
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dispersédo gréfica entre as populacbes foi realizada com base na andlise das
coordenadas principais (PCA), utilizando o programa Genalex 6.3 (Peakall and
Smouse, 2009). O numero 6timo de marcadores foi estimado com o auxilio do
programa GENES (Cruz, 2013).

A partir das variaveis moleculares estimou-se a diversidade genética entre as
populacdes de Psidium spp com o auxilio do programa Genalex 6.3 (Peakall e
Smouse, 2009). Foram estimados 0s seguintes parametros: o niumero de alelos por
loco (NA), contetdo de informacédo polimérfica (PIC), probabilidade de identidade
(PI), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de
fixagcdo (f).

O conteudo de informacéo polimérfica (PIC) pode ser estimado através da
seguinte férmula:

PIC =1 —ipr’z - i ipi?}y’z
i=1 i.j=1(i=])
Onde:
- 1 - Zi pi%: a informatividade do primer.

- 2% pi? pj%: frequéncia do alelo p no primer j.

A Ho é a proporcdo de individuos heterozigotos observados em uma

populacao estudada

a
Z”r‘;‘

HO — j=1,j#1
n

Onde:
- nj: equivale ao niumero de heterozigotos em cada loco.

- n: total de individuos pesquisados.

A He pode ser definida como uma fragéo estimada de todos os individuos que
poderiam ser heterozigoticos de um loco, sendo estimada através da formula:

k

H=1- fo
i=1

Onde:
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xi = frequéncia de alelo i

k = nimero de alelos

O indice de fixacao (F), que se estima o coeficiente médio de endogamia pode

ser estimada por meio de:

Onde:

- Ho: frequéncia de heterozigotos numa populacdo supostamente em
equilibrio de Hardy - Weinberg.

- He: frequéncia de heterozigotos numa populacdo sujeita a acasalamento

entre aparentad 0S.

4.5.2 Analise da estrutura e agrupamento entre as populacdes de

Psidium spp

Com base nas informag6es obtidas dos iniciadores polimérficos, foi realizada
a andlise da variancia molecular (AMOVA), para avaliar as diferencas entre e dentro
das populacdes com o auxilio do programa Genalex 6.3 (Peakall e Smouse, 2009).

As populagbes também foram avaliadas quanto a estruturacdo genética,
através do método baseado em algoritmos de agrupamentos bayesianos, com o
uso do software STRUCTURE versdo 2.3.4 (Pritchardet al., 2000). Para tanto,
empregou-se o modelo “no admixture model” e frequéncias alélicas independentes,
usando-se um “Burnin Period” de 10.000, seguido de uma extenséo (Markov Chain
Monte Carlo) de 50.000 repeticdes. Foram efetuadas 10 simulacbes; com k
variando de 1 a 10.

O teste estatistico Ak foi realizado usando o aplicativo “Structure Harvester”
(disponivel “online” em http://taylorO.biology.ucla.edu/struct_harvest/) baseado no
critério de Evanno et al. (2005). Este critério baseia-se na média e no desvio padréo
do LnP(D) estimado em cada uma das 10 interagdes por k. Os valores de Aki foram

estimados através da formula: Aki = ABS (ki+1 - (2*ki) + ki-1)/desvio padrao de Ki.

Onde:
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i- corresponde ao numero de grupos simulados, indo de i =1 até i = 10.

ABS = corresponde ao médulo

Esse valor de Ak é estimado para cada k, sendo selecionado o que apresentar
maior valor. Apos escolhido o Ak 6timo, escolhe-se a simulacdo de menor valor de
LnP(D), dentre as 10 simulacdes feitas para a obtencdo do mesmo. Cada cor do
grafico gerado representa um possivel grupo de individuos estruturados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de diversidade genética entre as populacbes segregantes de
Psidium, dos 100 iniciadores testados, 70 produziram fragmentos de DNA
amplificados, dos quais foram selecionados 33 loci que apresentaram polimorfismo
(Tabela 2).

Esses 33 iniciadores revelaram 89 alelos, o nimero de alelos por loco variou
de 2-4 alelos, com uma média de 2,70 alelos considerando todo o conjunto de
dados (Tabela 2). Esse resultado seria esperado se fosse considerado que as duas
espécies envolvidas nos cruzamentos fossem diploides e heterozigotas para alelos
diferentes. No entanto, em virtude da conhecida poliploidia do araca P. cattleianum
poderia ter sido encontrado mais de quatro alelos por loco, o que ndo ocorreu no
presente estudo. Risterucci et al. (2005) reportaram que dos 23 SSR’s analisados
para P. guajava foram encontrados de dois a sete alelos. Aranguren et al. (2010)
avaliaram 31 acessos de goiabas nativas venezuelanas e detectaram um total de
111 alelos, e 3 a 11 alelos por locos em 16 SSR analisados. Tuler et al. (2015)
verificaram um a seis alelos por loco em 31 marcadores SSR, utilizados para
identificacdo de 13 espécies indigenas de Psidium da Mata Atlantica. O maior
numero de alelos encontrados nesses estudos é devido aos gendtipos, estudados
pelos autores, serem oriundos de bancos de germoplasma de goiaba e araca.

Desses 33 loci analisados, 15 ja seriam suficientes para realizar as analises

desse trabalho (Figura 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira
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et al., (2009), que afirmaram que dez primers seriam suficientes para o estudo da

diversidade.

Tabela 2. Sequéncia dos 33 pares de iniciadores microssatélites utilizados na
analise dos 94 gendtipos oriundos de cinco populacdes obtidas de cruzamentos

interespecificos de Psidium spp

Locus Sequéncia (5’ 3) TA NA Referéncia

mPgCIR027 F: AGCACTTAGGGACAAATTCA

R: CTCACTCTCCTCCATTCAAG 54°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR02 F: AGTGAACGACTGAAGACC

R: ATTACACATTCAGCCACTT 52°C 2 Risterucci et al. 2005
mPgCIR029 F: CTCGCTTCAATCTCCATCTA

R: AGCGACACAGACTCTTCATT 54°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR038 F: AGCCTGTTTTACGCCTTC

R: CGGCTGCTCTATTGTTATTT 53°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR040 F: TGAATCTCCAGTGTCTTATCG

R: TGATTTCAACTGCGTATGTC 53°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR042 F: CTCACCCAAATCTACACAAG

R: AAGGGACTGGACGATGTT 52°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR18 F: TAAGCTGCATGTGTGC

R: ATGGCTTTGGATGAAA 52°C 3 Risterucci et al. 2005
mPgCIR22 F: CATAAGGACATTTGAGGAA

R: AATAAGAAAGCGAGCAGA 56°C 4 Risterucci et al. 2005
mPgCIR94 F: CAACCTTCCCGTGATTATT

R: CTAGCTTCTTCAGTGGGAAC 53°C 4 GuavaMap 2008
mPgCIR99 F: TCAAAGTCCAAAACTCATGC

R: GGGATGGAGTAAAGATGAAA 50°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR102 F: AATTGGTGTAGCATCTGGA

R: GCCTACCATGAACAGAGAAA 53°C 3 GuavaMap 2008
mPgCIR108 F: AGGACCTCACAGAAGTTCAC

R: CGCTGTTACACTGTCGTT 56°C 4 GuavaMap 2008
mPgCIR131 F: GAGGTTGAGAGTTCAAGGT

R:GGTTTGCTCTTGAAATCACTC 53°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR148 F: CATACAGAGTCGGATGGTTT

R: GCTGCTGGTCTTAAAGCTAA 52°C 3 GuavaMap 2008
mPgCIR157 F: AACCACCAACCATACACC

R: CGACCAACCCTACATTCTG 50°C 3 GuavaMap 2008
mPgCIR159 F: GGTTAAGAGGCTTCAGTTCA

R: CAGCAAGGACAGGTTAAGAG 52°C 3 GuavaMap 2008
mPgCIR166 F: CTTTCCATCAAAACGTAAG

R: CCAATTCATGCACTTAGACA 50°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR172 F: CACCCTTAACTTCTGCTTTG

R: GTCTCTATTTCCCTCCGTTC 52°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR173 F: CGTGTTCTTTACATCCGTCT

R: TACCAGCAACACCAATGC 52°C 3 GuavaMap 2008
mPgCIR178 F: TACAGCATTCTATCCCCTA

R: TCACGATGACAAGATAAAGC 53°C 4 GuavaMap 2008
mPgCIR180 F: CATGGATTCAACTCTTGTCG

R: CTACATTGGAAGCAGAATGG 53°C 3 GuavaMap 2008
mPgCIR184 F: AAGCTACAATCGACGAAAAC

R: CACTATTAGCGAACCTGCAT 54°C 2 GuavaMap 2008
mPgCIR187 F:AACGCCTAATAATGCGGAAGT

R: TCTTTCCCAGGATGGAGTA 52°C 3 GuavaMap 2008
mPgCIR188 F: TACAGCGATTCTATCCCCTA

R: TTGTGGGGAAGAAACTACTG 51°C 3 GuavaMap 2008




Tabela 3. Cont.
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Locus
mPgCIR191

mPgCIR193
mPgCIR197

mPgCIR204

mPgCIR210
mPgCIR227
mPgCIR230

mPgCIR249

Sequéncia (5’ 3’)

F: GACCCTCCACTTATATTTTG
R: AAGCTGACATAACAGTCGAA
F: GAACGTGGGTTACATACCAT
R: ATCACCGTCCTCCTAAATCT
F: CACCCAACTCTATACCCAAC
R: GTAGCTCACCAAGCTGAAAC
F: GTCGGATCATGGAGAGATCA
R: GCGGCTAAAGAAATCTGG
mPgCIR207 F:
R
F
R
F
R
F
R
F

CAAGATTTGCCTCAAGAAAC

: AACTAAATAGCCTGCTGGTG
: CTACGAGGGTGTAACGAAAA
: CTACAACAGCCAACGTGAG
: GGGATGCTCAAAACTGTAAG
:CCTGTTACATTGACGAATCA
:CACATTTGCTCCTGATTTTC
: GCTCTTCAACGACCATCTT
CTTTGTCTGGTCGTCCTAGTT
R

CTTCAGTCCATCAGCAAAAT

TA

53°C

52°C

53°C

53°C

53°C

53°C

53°C

53°C

52°C

NA

Referéncia

GuavaMap 2008
GuavaMap 2008
GuavaMap 2008
GuavaMap 2008
GuavaMap 2008
GuavaMap 2008
GuavaMap 2008
GuavaMap 2008

GuavaMap 2008

TA= temperatura de anelamento, NA= namero de alelos por loco
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Figura 2. Numero 6timo de marcadores microssatélites analisados em 94
individuos oriundos de cinco populacdes obtidas de cruzamentos interespecificos

de Psidium spp.



19

Por meio do ranqueamento dos valores obtidos de PI (probabilidade de
identidade), foi possivel destacar os loci mais informativos, ou seja, aqueles que
mais contribuiram para a diferenciacdo das populacdes. (Tabela 3). Santana et al.
(2012) também analisaram o Pl em seu trabalho conduzido em videiras, no entanto,
eles relacionaram esse parametro ao valor de PIC e os valores encontrados

variaram de 0,012 a 0,043, inferiores aos obtidos nesse trabalho.

Tabela 4. Probabilidade de identidade (PI), estimada para 33 locus analisados em
94 individuos oriundos de cinco populacdes obtidas de cruzamentos

interespecificos de Psidium spp.

Locus Probabilidade de identidade (PI)

mPgCIR027 0.602716873
mPgCIR02 0.618206600
mPgCIR029 0.596622579
mPgCIR038 0.695545945
mPgCIR040 0.673962294
mPgCIR042 0.616323227
mPgCIR18 0.579355142
mPgCIR22 0.447075859
mPgCIR94 0.466190125
mPgCIR99 0.601036804
mPgCIR102 0.484105523
mPgCIR108 0.560845960
mPgCIR131 0.594075284
mPgCIR148 0.485258277
mPgCIR157 0.584962079
mPgCIR159 0.581018923
mPgCIR166 0.625022864
mPgCIR172 0.631224581
mPgCIR173 0.668312815
mPgCIR178 0.497084892
mPgCIR180 0.578758663
mPgCIR184 0.615940082
mPgCIR187 0.478766598
mPgCIR188 0.687178606
mPgCIR191 0.596684862
mPgCIR193 0.596622579
mPgCIR197 0.450520043
mPgCIR204 0.830680701
mPgCIR230 0.479801670
mPgCIR249 0.514957842
mPgCIR207 0.685762965
mPgCIR210 0.475428004
mPgCIR227 0.503708104

Em negrito os locus que mais contribuiram para a diferenciacéo das populagbes
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Na busca pela quantificacdo da diversidade genética entre populagées,
muitas medidas descritivas vém sendo utilizadas, possibilitando inferir sobre a
estrutura da populacdo, além da capacidade informativa e discriminatoria das
diversas classes de marcadores moleculares, no processo de identificacdo
genotipica e analise da diversidade (Tuler et al., 2015, Pena et al., 2016). Para
tanto, a maioria dos estudos tem utilizado parametros de diversidade como a
heterozigosidade observada e esperada e o PIC.

Nesse estudo, o numero médio de alelos nas populacfes variou de 1.606
(populacdo 4) a 2.091(populacdo 2), com média de 1,867. Os valores de
heterozigosidade observada variaram de 0.213 (populagéo 4) a 0.422 (populacdo
1), com média de 0,289 e a heterozigosidade esperada variou com valores de 0,143
(populagcédo 4) a 0,269 (populacdo 2, com média de 0,217. O contetudo de
informacéo polimérfica (PIC) variou de 0,112 (populacao 4) a 0,227 (populagéo 1),
com média de 0,174. O indice de fixacao variou de -0,030 (populacdo 4) a 0,272
(populagéo 2), com média de 0,018 (Tabela 3).

De acordo com Xie et al. (2010), o polimorfismo dos locos pode ser
considerado alto (>0,5), médio (entre 0,5 e 0,25) ou baixo (<0,25). Dessa forma,
para os loci analisados no presente trabalho, o PIC observado variou entre baixo e
médio. Segundo Cruz et al. (2011), quanto maior o numero de alelos, mais o valor
de PIC se aproximara da heterozigosidade esperada. No presente estudo, as
médias do PIC (0,174) e de He (0,217) néo ficaram tdo proximas.

As médias para Ho (0.288) e He (0.216) foram proximas, porém a
heterozigosidade observada foi maior que a esperada, indicando um elevado
namero de individuos heterozigotos, possivelmente em virtude dos cruzamentos
interespecificos. A heterozigosidade média observada por Risterucci et al. (2005)
foi de 0,424, semelhante ao encontrado na populagéo 1. Os autores Valdés-Infante
et al. (2007), na investigacdo de divergéncia genética em 34 genotipos de P.
Guajava de diferentes origens (Cuba, Florida e Indonésia), também encontraram
valor médio semelhante (0,378) para esse parametro. Os valores mais baixos
encontrados para a populacao 4 (0,213) indicam que ha menos heterozigotos para
os loci microssatélites avaliados. Os valores negativos do indice de fixacéo (f)
indicam alta heterozigosidade, evidenciando que na populagdo 1 ha uma maior
diversidade genética que as demais, o que pode ser confirmado pelos maiores

valores de PIC e Ho.
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Tabela 5. Numero de individuos (N), numero meédio de alelos (Na),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de
fixacdo (f), e conteudo de informacéo polimérfica (PIC), estimados para as cinco
populacdes obtidas de cruzamentos

Populactes N Na Ho He f PIC
1- P. guineensi x P. cattleianum 20 1939 0.422 0.264 -0.209 0.227
2- P. guajava x P. cattleianum 16 2091 0276 0269 0.272 0.209
3- P. cattleianum x P. guineensi 21 1667 0220 0.145 -0.056 0.117
4- P. cattleianum x P. guineensi 20 1606 0213 0.143 -0.030 0.112
5- P. guajava x P. cattleianum 17 2.030 0.312 0.263 0.087 0.205

Média total - 1.867 0.289 0.217 0.018 0,174

A abordagem bayesiana indicou que as populacfes de Psidium foram
agrupadas em trés grupos genéticos. De acordo com o critério de Evanno et al.
(2005), o AK 6timo foi obtido quando K=3, sugerindo que a estruturacdo maxima foi
observada quando a amostra foi dividida em 3 grupos, sendo estes bem
estruturados (Figura 3). As populacdes 3 e 4 que compartilharam do mesmo genitor
feminino P cattleianum formaram um dnico grupo, assim como as populacdes 2 e
5 que compartilharam do mesmo genitor feminino P. guajava. Essas Ultimas foram
as mais distantes das populacfes 1, 3 e 4, oriundas de cruzamentos entre araca X
aracd. Normalmente espera-se que uma populacdo oriunda de cruzamento
interespecifico tenha maior polimorfismo, no entanto, se os genitores compartilham
a maioria das regides gendmicas analisadas, isso néo ocorre. Os loci analisados
nesse estudo podem estar em regides bem conservadas do genoma dos parentais,
com pequena taxa de mutacgao, (Tuler et al., 2015, Paiva et al., 2014). Além disso,
as caracteristicas em comum entre 0s acessos alocados em um grupo nao séo, de
fato, o motivo pelo qual eles foram agrupados, pois os marcadores utilizados nao
sao especificos para determinadas caracteristicas.

Essa abordagem tem sido utilizada em fruteiras para analisar a
estruturacdo genética de 26 variedades de Vitis (Santana et al., 2012), para
caracterizacao genético-molecular de gendtipos de mamao, obtidos de 3 geracdes
de retrocruzamento (Ramos et al., 2014) e para verificar as relagées genéticas entre
acessos de coco coletados no Brasil, em diferentes regides geograficas do mundo
(Loiola et al., 2016). Este é o primeiro estudo que utiliza abordagem bayesiana para

caracterizar populacdes de Psidium.
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O agrupamento bayesiano esta de acordo com o0 numero de grupos
observados no dendrograma com base na distancia de Nei (Figura 3) e pela anélise
de coordenadas principais (PCA) (Figura 4). As duas primeiras coordenadas
explicaram 99.98% da variacao total (PC1: 91.25 %, PC2: 8.72 %) e a maior
distancia genética foi observada entre as populacdes 1 e 2 (Figura 4). Segundo
Arriel et al. (2006), estudos envolvendo mais de um método de agrupamento,
devido as diferencas na hierarquia, otimizacédo e ordenacao de grupos permitem a
classificacdo ser complementada pelo critério que cada técnica utiliza, bem como
prevenir erros e inferéncias de serem adotadas na alocag&o de materiais dentro de
um subgrupo particular de genotipos.

Costa e Santos (2013), ao analisar a diversidade genética de Psidium
baseada em marcadores microssatélites, relataram a formacéo de cinco grupos
com um grande grupo de acessos de goiaba e trés grupos formados por P.
guineense, outro com P. cattlelanum e outro contendo apenas P.

friedrichsthalianum.
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Figura 3. a) Valores de delta K (AK) para os respectivos numeros de grupos (K) em cinco populagbes obtidas de cruzamentos
interespecificos de Psidium spp, b) Dendrograma obtido pelo método UPGMA, com base na distancia genética de Nei para as cinco
populacdes obtidas de cruzamentos interespecificos de Psidium spp., ¢) Agrupamento pela inferéncia bayesiana em cinco populacées

obtidas de cruzamentos interespecificos de Psidium spp. com k=3 grupos.
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Para analisar a distribuicdo da variabilidade entre e dentro dos grupos, foi
realizada a andlise molecular de varidancia (AMOVA), cujo resultado esta
apresentado na Tabela 5. Como pode ser verificado, 80% da variacdo total foi
observada entre as populacdes e apenas 20% da variacao total foi observada
dentro de populacdes. Isso mostra que as populacdes sdo constituidas pelo
cruzamento entre espécies diferentes que possuem niveis relativamente elevados
de dissimilaridade, contribuindo consideravelmente para o alto valor da variancia
genética entre as populacoes.

Assim como neste trabalho, Franzon et al. (2010) avaliaram populagdes de
pitangueiras e verificaram que a maior variagdo esteve presente entre as

populacoes.

Tabela 6. Andlise de variancia molecular (AMOVA) em populacdes segregantes de
Psidium spp. por meio de marcadores microssatélites (SSR)

Fonte de variacao GL SQ QM Z;E:ﬁgig Percent?‘:c]]glrgcﬂ?a\r/ariéncia
Entre Populacdes 4 1832.883 458.221 24,120 80%
Dentro de populagdes 89 531.798 5.975 5.975 20%
Total 93 2364.681 30.095 100%

GL. = grau de liberdade, SQ = soma de quadrados, QM = quadrado médio.

Na andlise individual verificou-se nitidamente a formacéo de trés grandes
grupos (Figura 5). O dendrograma gerado pelo método UPGMA apresentou um
coeficiente de correlacdo cofenética de 0.96, indicando um 6timo ajuste entre a
matriz de dissimilaridade com a representacdo gréfica dos agrupamentos. Os
hibridos oriundos do cruzamento P. guineensi x P. cattleianum e os seus parentais
formaram um grupo destacado em azul que se diferenciou dos demais, ja 0s
hibridos que tiveram como genitor feminino a P. guajava foram mais préximos
geneticamente entre si e ficaram em um mesmo grupo destacado em vermelho.
Por sua vez, os hibridos resultantes dos cruzamentos entre P. cattleianum x P.
guineensi, que possuem um genitor em comum, apresentaram maior similaridade
entre si e também formaram um dnico grupo destacado em verde (Figura 5).
Contudo, maior destaque deve ser dado ao grupo vermelho que redine os parentais

e hibridos do cruzamento P. guajava x P. cattleianum, em que 0s genotipos
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geneticamente mais proximos a P. guajava poderao ser utilizados como genitores

em futuros cruzamentos com a goiabeira (Figura 5).
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Figura 4. Dispersao grafica pela analise de Coordenadas Principais com base na
distancia genética de Nei para as cinco populacbes obtidas de cruzamentos
interespecificos de Psidium spp.

Embora formados exclusivamente a partir dos perfis moleculares, os trés
grupos apresentaram algumas caracteristicas peculiares em relacéo a resisténcia
ao M. enterolobii. Considerando todas as populacfes avaliadas, o cruzamento P.
cattleianum (CV1) x P. guineensi (CV11) foi 0 que apresentou os menores valores
para o fator de reproducdo, sendo, portanto, a populacdo com maior nivel de
resisténcia, e o cruzamento P. guajava (13.4 1) x P. cattleianum (P51) os valores
mais elevados (Gomes et al., 2016). No entanto, no que diz respeito aos
cruzamentos entre goiaba x araca, a populacao P. guajava (13.4 Il) x P. cattleianum
(P33) foi a que apresentou a menor amplitude para fator de reproducgéo (0 a 3.60)
(Gomes et al., 2016). Assim, genoétipos como o 80, 82 e 84 com fator de reproducao
= 0 podem ser selecionados para serem utilizados como genitores em futuros

cruzamentos com a goiaba.
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo método UPGMA, com base na distancia
estabelecida pelo indice Ponderado para 94 individuos, oriundos de cinco
populacées obtidas de cruzamentos interespecificos de Psidium spp. Grupo azul:
formado pelo genitor Ara P36 e pelos hibridos de P. guineensi (P36) x P.
cattleianum (P11), grupo vermelho: constituido pelos genitores Guava 13 4 (2),
Guava 13 4 (5) e os hibridos de P. guajava (13.4 2) x P. cattleianum (P33) e P.
guajava (13.4 5) x P. cattleianum (P51) e grupo verde: genitores Ara P11, Ara CV8,
Ara CV1, Ara CV11 (3), CV11 (4), Ara P33 e Ara P53 e hibridos de P. cattleianum

(CV8) x P. guineensi (CV11) e P. cattleianum (CV1) x P. guineensi (CV11).
Correlacdo cofenética = 0.96
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6. CONCLUSOES

Os marcadores SSR foram eficientes na discriminacdo das populacdes, o
que podera auxiliar novas etapas do programa de melhoramento genético da
goiabeira, visando resisténcia ao M. enterolobii.

Os hibridos 80, 82 e 84, obtidos por meio do cruzamento P. guajava x P.
cattleianum poderéo ser utilizados como genitores em futuros cruzamentos com a
goiaba para a constituicdo da geracdo do primeiro retrocruzamento (RC1). Esses
gendtipos, pelo fato de estarem mais préximos geneticamente de P. guajava,
possuem maior numero de alelos compartilhados desse genitor, 0 que certamente
favorecera a recuperacao mais rapida do genoma da goiabeira e o langcamento de

uma cultivar resistente ao nematoide.
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