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RESUMO

ARAUJO, Leticia da Silva; D.Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; maio de 2023; DIVERSIDADE GENETICA DE HIBRIDOS
INTERESPECIFICOS DE Psidium spp. E SELECAO DE CLONES
RESISTENTES A FERRUGEM VIA MODELOS MISTOS. Orientador: Prof.
Alexandre Pio Viana; Conselheiros: Prof. Silvaldo Felipe da Silveira e Prof.
Marcelo Vivas.

A ferrugem das mirtdceas € uma doenca importante que acomete a cultura da
goiabeira. Até o0 momento, ndo ha cultivares resistentes a ferrugem. Objetivou-se
nesse trabalho estimar a divergéncia genética de cruzamentos interespecificos de
Psidium via descritores de flores e frutos e selecionar os clones resistentes a
ferrugem via modelos mistos. Para tanto, foram conduzidos dois experimentos.
No primeiro, estudou-se a divergéncia genética de plantas de hibridagcéo
interespecificas de P. cattleianum, P. guajava e P. guineense. Foram avaliados
oitenta e cinco clones. As plantas foram mantidas em vasos de 40L, localizados
em casa de vegetacdo no Colégio Agricola Antonio Sarlo, Campos dos
Goytacazes — RJ. Cinco flores e frutos por clone foram avaliados. Foram
avaliados dezessete descritores para flores e vinte e seis para frutos. Foi utilizado
o indice de Gower e o método de agrupamento de Ward. Posteriormente, foram
estimados os componentes principais. Dois grupos foram formados com base em
descritores de flores e cinco grupos com base nos descritores dos frutos.
Descritores de flores de Psidium foram menos eficientes para a quantificacdo da

diversidade genética. Descritores de frutos foram mais promissores para a
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quantificacdo da diversidade genética de Psidium spp. Os clones mais
divergentes podem ser utilizados em futuras combinacdes. As caracteristicas com
maiores contribuicdes foram: comprimento de pétala, comprimento do estilo e
largura da pétala para descritores de flores e relacdo comprimento/largura;
espessura externa em relagdo ao diametro do centro e comprimento do
pedunculo, para descritores de frutos. O segundo capitulo objetivou selecionar
plantas de cruzamentos interespecificos de Psidium spp. resistentes a ferrugem
via modelos mistos. O experimento teve 24 cruzamentos interespecificos e a
testemunha. O delineamento experimental consistiu em blocos ao acaso com
quatro repeticdes e uma planta por parcela, mantidas em vaso com capacidade
para 20L. A coleta dos esporos ocorreu no pomar localizado no Colégio Agricola
Antdnio Sarlo, Campos dos Goytacazes — RJ. Os esporos foram aspirados por
meio de uma bomba de vacuo. Foi feita a contagem dos esporos e utilizada uma
suspensao com concentragdo de 1,8 x 10° urediniosporos.mL1. Os dois primeiros
pares de folhas foram inoculados. O ramo inoculado foi mantido em camara
Umida com umidade superior a 90% e o escuro nas 24h seguintes. Foram
avaliados o periodo latente, o periodo infeccioso, contado em dias. Foi avaliada
também a incidéncia da doenca, observando na é&rea abaixo da curva do
progresso da doenca (AACPD), por meio do numero de pustulas no ramo
inoculado. Foram feitas a analise de deviance, a estimacdo dos parametros
genéticos, a predicdo dos ganhos e, por fim, os clones foram ranqueados e
selecionados. Os valores das variancias genéticas e ambientais e herdabilidade
em sentido amplo variaram de médio a alto. O indice de variacdo indicou chances
de ganhos com a selecdo. As herdabilidades médias dos clones e a acuracia
apresentaram valores elevados. O uso dos modelos mistos revelou a existéncia
de variabilidade genética para resisténcia a ferrugem. Os clones provenientes dos
cruzamentos Cvlx Cvll e Cv8 x Cvl1l foram imunes a ferrugem. Foi detectada
variabilidade no cruzamento P36 x P11 com clones resistentes e suscetiveis. Os
clones 11, 16, 17 e 19 desse cruzamento foram selecionados para resisténcia a
ferrugem. Os resultados aqui obtidos indicam a selecdo de cruzamentos
interespecificos imunes e resistentes a ferrugem para uso em futuras

recombina¢cdes com gendtipos superiores de P. guajava.

Palavras — chave: P. cattleianum; P. guineense; Austropuccinia psidii; Ward.



ABSTRACT

ARAUJO, Leticia da Silva; D.Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; April, 2023; May 2023; GENETIC DIVERSITY OF INTERSPECIFIC
HYBRIDS OF Psidium spp. AND SELECTION OF RUST-RESISTANT CLONES
VIA MIXED MODELS Advisor: Prof. Alexandre Pio Viana; Advisors: Prof. Silvaldo
Felipe da Silveira and Prof. Marcelo Vivas.

Myrtle rust is an important disease that affects guava plantations. So far, there are
no cultivars resistant to rust. The objective of this study was to estimate the
genetic divergence of interspecific crosses of Psidium using flower and fruit
descriptors and to select rust-resistant clones using mixed models. For that, two
experiments were conducted. In the first experiment, the genetic divergence of
plants derived from interspecific hybridization of P. cattleianum, P. guajava, and P.
guineense was studied. Eighty-five clones were evaluated. The plants were kept in
40L pots, located in a greenhouse at the Antonio Sarlo Agricultural College,
Campos dos Goytacazes - RJ. Five flowers and fruits per clone were evaluated.
Seventeen descriptors for flowers and twenty-six descriptors for fruits were
evaluated. Gower's index and Ward hierarchical method were used. Additionally,
principal components analysis was estimated. Two groups were formed based on
flower descriptors, and five groups were formed based on fruit descriptors. Genetic
variability was detected among 85 Psidium spp. clones. Flower descriptors of
Psidium were less efficient in quantifying genetic diversity. Fruit descriptors were
more promising for quantifying genetic diversity in interspecific crosses of Psidium

spp. The most divergent clones can be used in future cross combinations. The
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characteristics with the highest contributions to genetic diversity were petal length,
style length, and petal width for flower descriptors, and the length/width ratio,
external thickness in relation to the center diameter, and peduncle length for fruit
descriptors. The second chapter aimed to select rust-resistant plants from
interspecific crosses of Psidium spp. using mixed models. The experiment
consisted of 24 interspecific crosses and a control. The experimental design was
randomized blocks with four unbalanced replications and one plant per plot, and
the plants were kept in 20L pots. The inoculum source was obtained from the
orchard located at the Antonio Sarlo Agricultural College, Campos dos
Goytacazes - RJ. The spores were aspirated using a vacuum pump. The spore
count was conducted, and a spore suspension with a concentration of 1.8 x 105
urediniospores/mL was used. The two first pairs of young leaves were inoculated.
The inoculated branch was kept in a humid chamber with humidity above 90% and
in darkness for the following 24 hours. The latent and infectious periods were
evaluated in days. The disease incidence was also evaluated by observing the
area under the disease progress curve (AUDPC), determined by the number of
pustules on the inoculated branch. Deviance analysis, genetic parameter
estimation, gain prediction, and subsequent ranking and selection of clones were
performed. The values of genetic and environmental variances and broad-sense
heritability varied from medium to high. The variation index indicated chances of
gains with selection. The average heritability of the clones and accuracy showed
high values. The use of mixed models revealed the existence of genetic variability
for rust resistance. Clones from the Cvlx Cvll and Cv8 x Cvll crosses were
immune to the pathogen. Variability was detected in the P36 x P11 cross with
resistant and susceptible clones. Clones 11, 16, 17, and 19 from this cross were
selected for rust resistance. The results obtained herein indicate the selection of
interspecific crosses that are immune and resistant to rust, to be used in future

recombination with superior genotypes of P. guajava.

Key—words: P. cattleilanum; P. guineense; Austropuccinia psidii; Ward.
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1.INTRODUCAO

O Brasil € um pais com um grande potencial agricola na &area da
fruticultura tropical. No entanto, ao longo das ultimas décadas, tem perdido
posicbes no ranking mundial de producdo de frutas, atualmente ocupando o
terceiro lugar, com uma producdo anual de 39.758.842 toneladas (FAO, 2020).
Esse nimero ainda esta abaixo dos volumes produzidos pela China e india.

Dentro do setor de fruticultura brasileira, a goiabeira ganha destaque em
nivel nacional. No ano de 2021, o pais registrou uma producéo total de 552.393
toneladas de frutos colhidos. Os estados de Pernambuco, S&o Paulo, Bahia,
Parana, Minas Gerais, Ceard e Rio de Janeiro se destacam como 0s principais
produtores (IBGE, 2022).

O género Psidium Linneaus, 1753 abrange aproximadamente de 60 a 100
espécies (Landrum e Kawasaki, 1997; Govaerts et al., 2008), sendo que 38
dessas espécies sao endémicas do Brasil (Proenca, 2023). Entre essas espécies,
destacam-se P. guineense Swartz e P. cattleianum Sabine, que sdo aracas
amplamente distribuidos pelo pais (Bezerra et al.,, 2006; Proenca, 2023). Além
disso, a espécie P. guajava Linneaus, 1753 € considerada a de maior importancia
econdbmica no género em razdo da presenca de variedades comerciais (Pereira
et al., 2003).

Ao longo de muitos anos, essas espécies despertaram interesse dos
pesquisadores no sentido de determinar e caracterizar seus compostos

bioquimicos (Marques et al., 2008; Moresco et al., 2012; Ferreira et al., 2011,



Rodrigues et al., 2014; Senanayake et al., 2018; Abrdo et al., 2021). No entanto,
mais recentemente, devido ao avanco de pragas que impactam economicamente
a cultura da goiabeira, os estudos tém sido direcionados para a busca de
resisténcia dentro da variabilidade do género (Almeida et al., 2009; Miranda et al.,
2012).

A goiabeira € acometida por algumas doencas que, caso ndo sejam
controladas, podem limitar seu cultivo. A principal doenca da cultura é conhecida
pelo declinio da goiabeira, sendo ocasionada por uma associacdo entre um
nematoide e um fungo (Meloidogyne enterolobii (Yang & Eisenback, 1983) e
Fusarium solani) (Gomes et al., 2011). Outra doenca de relevancia para a cultura
da goiabeira € a ferrugem das mirtdceas que tem como agente etioldgico o fungo
Austropuccinia psidii (Beenken, 2017), descrito pela primeira vez por Winter em
1884, com o nome de Puccinia psidii. Esse fungo esta amplamente distribuido por
todo o continente americano (Winter, 1884; Di Stéfano et al., 1998) e coloniza
diversos géneros de plantas da familia Myrtaceae (Mendes e Urben, 1998), com
potencial para exterminio de areas de cultivo, como relatado para as culturas do
eucalipto (Demuner e Alfenas, 1991) e goiabeira (Ferrari et al., 1997; Rocabado,
1998). Até o momento, a medida de controle disponivel para essa doenca € a
aplicacao de fungicidas.

As primeiras cultivares de goiabeira no Brasil, que incluem Kumagai,
Ogawa, Pedro Sato, Sassaoka e Paluma, foram desenvolvidas com foco na
selecdo de caracteristicas relacionadas a qualidade dos frutos para fins
comerciais (Pereira e Nachtigal, 2003). No entanto, essas cultivares nao
apresentam resisténcia a ferrugem.

As espécies silvestres tém um grande potencial no melhoramento
genético, sendo fontes de resisténcia a doencas. Nesse contexto, a espécie
silvestre P. cattleianum destaca-se por apresentar resisténcia ao nematoide M.
enterolobii (Carneiro et al., 2007; Almeida et al., 2009; Miranda et al., 2012),
tornando-a uma candidata ideal para programas de melhoramento.

Com o objetivo de desenvolver hibridos interespecificos resistentes ao
nematoide, foram conduzidos cruzamentos entre aracas e goiabas por Gomes et
al. (2016). Esses hibridos foram fenotipados quanto a sua resisténcia a M.
enterolobii e ao porte de planta (Almeida, 2017) e genotipados via molecular

(Santos et al., 2020). Os clones promissores foram selecionados e constituiram a



populacdo de trabalho para caracterizacdo quanto a resisténcia a ferrugem, bem
como fenotipagem via descritores de flores e frutos.

Para conhecer a estrutura de uma populacdo com base em sua
similaridade genética, métodos multivariados podem ser aplicados para agrupar
individuos (Pritchard et al.,, 2000). Em andalise multivariada, os métodos
hierdrquicos podem ser utilizados para identificar grupos de espécies com
caracteristicas semelhantes (Krebs, 2014). Uma das vantagens dos métodos
hierarquicos é a capacidade de visualizar os resultados em forma de
dendrograma, que é uma representacdo grafica da estrutura hierarquica que
permite uma interpretacéo visual dos agrupamentos (Earle e Hurley, 2015). No
entanto, € importante destacar que a escolha do método de agrupamento e da
medida de similaridade ou dissimilaridade pode influenciar os resultados obtidos.
Além disso, a determinacdo do numero ideal de clusters pode ser um desafio,
requerendo uma analise adicional (Mariano Janior, 2018). Assim, como estratégia
de avaliacdo da diversidade genética na cultura da goiabeira, alguns trabalhos
tém utilizado o método de agrupamento de Ward com base nas distancias obtidas
pelo algoritmo de Gower (1971) e numero ideal de grupos quantificados via teste
de pseudo F e pseudo T? (Campos et al., 2013; Quintal et al., 2017; Ambrdsio et
al., 2022).

Outro método comumente utilizado na analise multivariada é a analise de
componentes principais (ACP). Segundo Jolliffe (2002), a ACP é uma técnica
estatistica que reduz a dimensionalidade dos dados, transformando um conjunto
de varidveis correlacionadas em um conjunto menor de variaveis nao
correlacionadas, chamadas de componentes principais. Esses componentes sdo
ordenados de acordo com a quantidade de variacdo explicada em relacdo as
variaveis originais, permitindo uma compreensao simplificada dos dados.

No contexto do melhoramento de plantas, além de quantificar a
dissimilaridade populacional, a sele¢cdo de genétipos superiores depende do uso
de métodos acurados para a quantificagdo dos parametros geneéticos. Em
espécies perenes, a perda de plantas ao longo dos anos de avaliagdo pode
resultar em um desbalanceamento entre os tratamentos, o que pode comprometer
a validade dos pressupostos de normalidade dos residuos. Nesses casos, uma

abordagem que busca fornecer maior precisdo de sele¢do € a utilizacdo dos



modelos lineares mistos, que permitem a comparacdo entre gendtipos de
experimentos desbalanceados (Resende, 2004).

Essa estratégia tem sido adotada no melhoramento de plantas frutiferas e
florestais para selecionar gendtipos superiores resistentes a ferrugem (Pereira et
al., 2013; Pinto et al., 2014; Ferreira et al., 2017). A utilizacdo de modelos lineares
mistos, como o Restricted Maximum Likehood / Best Linear Unbiased Prediction
(REML/BLUP), permite lidar de forma mais adequada com os desafios de
experimentos desbalanceados, considerando a variabilidade entre os genotipos,
bem como os efeitos aleatdrios associados aos diferentes fatores experimentais.
Isso resulta em estimativas mais precisas dos parametros genéticos e,

consequentemente, em uma selecdo mais eficiente de gendtipos superiores.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivos gerais

Estimar a divergéncia genética de cruzamentos interespecificos de
Psidium spp. via descritores de flores e frutos e selecionar os clones de hibridos
interespecificos resistentes a ferrugem via modelos mistos.

2.2.0bjetivos especificos

Estimar a diversidade genética dos cruzamentos interespecificos de
Psidium spp. em populacfes segregantes via analise multivariada;

Il. Avaliar a estrutura de variagio em componentes principais dos
cruzamentos interespecificos de Psidium spp. em populaces segregantes;

II. Verificar a resisténcia dos cruzamentos interespecificos de Psidium spp. a
ferrugem;

V. Estimar os parametros genéticos via REML/BLUP para as caracteristicas
periodo latente, periodo infeccioso e area abaixo da curva de progresso da
doenca a partir da populacdo segregante de cruzamentos interespecificos
de Psidium L.;

V. Predizer os valores genéticos para as caracteristicas periodo latente,
periodo infeccioso e area abaixo da curva de progresso da doenca em
populacdo segregante de cruzamentos interespecificos de Psidium L.; e

VI. Selecionar e indicar clones de Psidium L, resistentes a ferrugem para dar
continuidade ao programa de melhoramento genético da goiabeira da UENF.



3. CAPITULOS

3.1. DIVERSIDADE GENETICA EM CRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS
DE Psidium spp. VIA ANALISE MULTIVARIADA

3.1.1 INTRODUCAO

O Brasil é reconhecido mundialmente pela sua imensa riqueza em
biodiversidade e abriga uma consideravel quantidade de espécies do género
Psidium. Até o momento, ja foram catalogadas 60 espécies do género, sendo 38
delas endémicas no pais. Entre essas espécies, esta Psidium -cattleianum,
presente nos biomas da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, que pode ser
encontrada em diferentes estados do Nordeste, Sudeste e Sul. Por outro lado,
temos as espécies P. guineense e P. guajava, que, embora ndo sejam
endémicas, tém ampla distribuicdo, abrangendo todas as regides do Brasil. Essas
espécies sdo amplamente difundidas, estando presentes em diversos
ecossistemas do pais, contribuindo para a diversidade ecolégica (Figura 1)
(Proenca et al., 2023).
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Figura 1. Mapa com a distribuicdo das espécies P. cattleianum, P. guineense e P.
guajava. As cores separam as regioes brasileiras: a cor verde representa a regido
norte; laranja, a regido nordeste; amarela, a regido centro-oeste; vermelha, a
regido sudeste e a azul, a regiao sul (Fonte: Proenca et al., 2023, adaptado).

Algumas espécies do género Psidium tém despertado grande interesse
de estudos pelas suas potenciais caracteristicas medicinais, casos da P.
cattleianum (Faleiro et al., 2016; Sangalli et al., 2018; Barradas et al., 2023) e da
P. guineense (Rodrigues et al., 2014; Beltrame et al., 2021). Além disso, P.
guajava é reconhecida como a espécie de maior importancia econdémica, sendo
cultivada comercialmente em mais de 60 paises (Rajan et al., 2007).

Inicialmente, os estudos sobre as espécies silvestres de Psidium
concentravam-se na caracterizacdo e divergéncia genética relacionadas aos
perfis fitoquimicos e bioativos de seus compostos (Tucker et al., 1995; Marques et
al., 2008; Ho et al., 2012; Moresco et al., 2012; Pereira et al., 2018; Senanayake
et al., 2018; Macaubas-Silva et al., 2021). Mais recentemente, alguns estudos
também destacam o potencial da espécie P. cattleianum como fonte de
resisténcia a uma praga de grande importancia econdmica para a cultura da
goiabeira, 0 nematoide Meloidogyne enterolobii, que é limitante para o cultivo em
areas onde ocorre (Almeida et al., 2009; Miranda et al., 2012). A presenca de M.
enterolobii foi relatada em é&reas do noroeste fluminense, regido de producéo
agricola significativa de goiabeira, o que levou a restricdes no cultivo dessa fruta
nessa regido (Lima et al., 2003; Souza et al., 2007). Essa situacédo despertou o
interesse para a busca de espécies resistentes a esse nematoide.



A limitagdo do cultivo da goiabeira ocasionada pela presenca deste
nematoide na regido norte e noroeste fluminense despertou a busca por fontes de
resisténcia a essa praga. Assim, com o intuito de conhecer a variabilidade
interespecifica do género Psidium, foram coletados acessos de aragazeiros na
regido norte e noroeste fluminense e caracterizados quanto ao florescimento,
flores, frutos e sementes (Bremenkamp, 2015).

Parte desses acessos avaliados por Bremenkamp (2015) foram utilizados
como material genético em cruzamentos interespecificos entre P. guajava, P.
cattleianum e P. guineense. Embora P. guajava seja uma espécie comercial, ela
nao apresenta resisténcia ao nematoide, ao passo que P. cattleianum apresenta
essa resisténcia. As espécies P. guajava e P. cattleianum apresentam niveis de
ploidia diferentes: P. guajava é diploide 2n=2x=22 (Hirano e Nakasone, 1969) e
P. cattleianum, poliploide 2n=3x=66 (Tuler et al., 2019). A diferenca de ploidia
pode afetar a viabilidade dos cruzamentos entre essas espécies (Costa et al.,
2012). Ja a espécie P. guineense apresenta uma boa compatibilidade para
cruzamento entre as espécies P. cattleianum e P. guajava (Costa et al., 2012).
Assim, cruzamentos biparentais entre essas trés espécies foram obtidos para
avaliacdo de resisténcia ao nematoide das galhas.

Em todos os cruzamentos, a espécie P. cattleianum (resistente ao
nematoide) estava presente, ora como genitor feminino, ora como masculino,
resultando em 917 hibridos que foram caracterizados morfologicamente em
relacdo a caracteristicas de plantas, folhas, massa fresca e seca da parte aérea e
raiz e volume da raiz (Almeida, 2017). Adicionalmente, foram conduzidos estudos
sobre a heranca da resisténcia ao M. enterolobii, uma caracteristica determinada
por multiplos genes. Os hibridos resistentes ao nematoide foram selecionados por
Gomes et al. (2016) e seguiram para continuidade do programa de melhoramento.

A compreensédo da diversidade genética é fundamental para programas
de melhoramento de plantas por permitir estimar a magnitude da variabilidade
genética das populacdes e por obter informages relevantes para o uso e
preservacao dos recursos geneéticos (Cruz et al.,, 2014). Em espécies frutiferas,
informacOes referentes a fenologia como florescimento e frutificacdo sao
imprescindiveis, especialmente em experimentos envolvendo hibridacao
interespecifica, pois auxiliam na escolha de genétipos promissores para etapas

subsequentes de um programa de melhoramento genético (Souza, 2012).



Para a caracterizacao de germoplasma, muitas informacdes sao tomadas,
sendo fundamental a escolha do método ideal de analise. Os métodos de anélise
multivariada, como agrupamento hierarquico e analise de componentes principais,
tém sido utilizados com sucesso na quantificacdo da divergéncia genética. O
método de agrupamento de Ward, em particular, tem se mostrado promissor
(Rivero-Maldonado, 2013; Jarwar et al., 2019). Por sua vez, a andlise de
componentes principais (PCA) € uma técnica multivariada utilizada para entender
as inter-relagdes entre um grande numero de variaveis e explicar essas variaveis
em termos de suas dimensdes, condensando a informacdo contida em varias
variaveis originais em um conjunto menor sem perda minima de informacéo (Hair
Jr. 2009). Essa analise se mostra versatil e com potencial para ser utilizada na
caracterizagdo de germoplasma de Psidium spp (Mehmood et al., 2014; Kumaki
et al., 2018) e de maracujazeiro (Jesus et al., 2022), para agrupar populacdes de
P. cattleianum de acordo com a quantidade de Oleos essenciais presente na
espécie (Silvestre et al., 2022), entre outros.

Com a finalidade de dar continuidade ao programa de melhoramento
genético da goiabeira da UENF, este trabalho tem como objetivo estimar a
divergéncia genética de cruzamentos interespecificos de Psidium, por meio da

analise multivariada de descritores de flores e frutos.

3.1.2 REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1 Aspectos gerais das espécies P. guajava, P. guineense e P.

cattleianum

bY

A familia Myrtaceae pertence a ordem Myrtiforae, compreendendo,
aproximadamente, 140 géneros, com 3500 espécies (Sobral et al., 2014). Essa
familia € encontrada em trés centros de diversidade, que compreendem a
Australia, o Sudeste Asiatico e as Américas (Govaerts et al., 2008), incluindo
plantas com importancia econdmica como eucalipto e frutiferas como a goiabeira
e aracas. Sao relatadas cerca de 65 espécies em territorio brasileiro (Proenca et

al.,2023), com destaque para as espécies P. guajava Linnaeus (goiaba), P.
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cattleianum Sabine (araca-doce, araca-de-praia ou araca-de-coroa) e P.

guineense Swartz (araca-azedo) (Pereira e Nachtigal, 2003).

3.1.2.1.1 Psidium guajava - Usos diversos, aspectos citogenétcos e

morfobotanicos.

Psidium guajava é a espécie de maior importancia econdmica do género
Psidium por ter atributos agrondmico para comercializacdo, estando presente em

diversos paises com diferentes cultivares (Tabela 1) (Singh, 2011).

Tabela 1. Lista de algumas cultivares populares de goiaba cultivadas em
diferentes paises.

Pais Cultivares

india ‘Allahabad Safeda’, ‘Lucknow-49’ (syn. ‘Sardar’), ‘Banarsi
Surkha’, ‘Apple Colour’, ‘Chittidar’, ‘Nasik’, ‘Dholka’,
‘Dharwar’, ‘Habshi’, ‘Seedless’, ‘Red Fleshed’, ‘Behat
Coconut’, ‘Hisar Safeda’

Paquistao ‘Safeda’, ‘Allahabad’, ‘Lucknow-49’, ‘Red Fleshed’,
‘Seedless’, ‘Karela’, ‘Apple Colour’

México ‘Media China’, ‘Regional de Calvillo’, ‘China’, ‘La Labor’,
‘Acaponeta’, ‘Coyame’, ‘Kumagai’, ‘Paluma’, ‘Rica’, ‘White
Ogawa’, ‘Red Ogawa’

Brasil ‘Paluma’, ‘Rica’, ‘Pedro Sato’, ‘Kumagai’, ‘Ogawa’,
‘Sassaoka’, ‘Yamamoto’, ‘Século XXI’, ‘Cortibel’

Eqgito ‘Bassateen El Sabahia’, ‘Bassateen Edfi na’, ‘Allahabad
Safeda’

Tailandia ‘Beaumont’, ‘Okinawa’, ‘Glom Sal’, ‘Glom Toon Klau’, ‘Khao
Boon Soom’

Colémbia ‘Puerto Rico’, ‘Rojo Africano’, ‘Extranjero’, ‘Truijillo’

Indonésia ‘Indonesian Seedless’, ‘Indonesian White’

Maléasia ‘Kampuchea’, ‘Jambu Kapri’, ‘Hong Kong Pink’, ‘Jambu Biji’,
‘Putih’, ‘Maha 65’, ‘Bentong Seedless’, ‘Taiwan Pear,
‘Vietnamese’

Bangladesh ‘Swarupkathi’, ‘Mukundapuri’, ‘Kanchannagar’, ‘Kaz/’

Australia ‘Allahabad Safeda’, ‘Lucknow-49’, ‘Indonesian Seedless’,
‘Beaumont’, ‘Ka Hua Kula’, ‘GA-11’

EUA (Hawaii) ‘Beaumont’, ‘Ka Hua Kula’, ‘Hong Kong Pink’, ‘Indonesian

EUA (Mainland)

Africa do Sul
Vietna

Seedless’

‘Redland’, ‘Supreme’, ‘Red Indian’, ‘Ruby X', ‘Miami Red’,
‘Miami White’, ‘Blitch’, ‘Patillo’, ‘Webber’, ‘Rolfs’, ‘Hart’,
‘Detwiler’, ‘“Turnbull’

‘Fan Retief’, ‘Frank Malherbe’, ‘TS-G2’

‘Xa Ly Nghe’, ‘Ruot Hong Da Lang’, ‘Xa Ly Don’

Fonte: adaptado de Sigh, (2011).
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Psidium guajava € uma espécie diploide, 2n = 2x = 22 cromossomos nas
células somaticas (Hirano e Nakasone, 1969) (Figura la). Apresenta sistema
misto de reproducado (autogamia-alogamia) (Medina, 1988).

A arvore é perene com 3 a 10 m de altura, com muitos galhos e hastes
tortas, de casca clara a marrom avermelhado com sistema radicular superficial e
extenso. Tem folhas opostas, simples e estipulas ausentes, peciolo curto, de 3 a
10 mm de comprimento, com cor acinzentada a verde-amarelada (Figura 1b). A
inflorescéncia axilar tem 1 a 3 flores (Figura 1c). O calice € dividido em 2 ou 4
lobos, esbranquicado, com 4 a 5 pétalas brancas, com numerosos estames, 0s
filamentos sdo de cor branca, com cerca de 12 mm de comprimento. Ovario
infero, com numerosos oOvulos, estilo com cerca de 10 cm de comprimento,
estigma verde, capitado (Figura 1d). O fruto € uma baga ovoide ou em forma de
pera, com 4 a 12 cm de comprimento e peso de até 500 g (Figura 1e). A casca é
amarela quando madura, a polpa € suculenta, de cor creme, amarela ou
vermelha, macia, envolvendo numerosas sementes (Orwa et al, 2009). Apresenta
suscetibilidade a alguns patdbgenos como ao nematoide das galhas (M.
enterolobii) (Miranda et al., 2012) e a ferrugem das mirtaceas (A. psidii) (Figura 1f)
(Ribeiro e Pommer, 2004).
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Figura 1. (a) Cromossomos de P. guajava com 2n= 2x= 22 cromossomos (Fonte:
Hirano e Nakasone, 1969); (b) Planta de P. guajava com nove anos de idade
(Foto: Joameson Antunes, 2022); (c) Inflorescéncia de P. guajava com trés flores
por inflorescéncia (Foto: Leticia Araujo, 2020); (d) Flor de P. guajava tetramera,
apresentando pétalas estaminoides (Foto: Joameson Antunes, 2022); (e) Fruto
maduro em formato de pera com 12 cm (Foto: Leticia Aradjo, 2021); (f) Fruto com
pustulas de ferrugem (A. psidii) (Foto: Leticia Araujo, 2020).

3.1.2.1.2 Psidium guineense Swartz — Usos diversos, aspectos citogenétcos e

morfobotanicos.

Psidium guineense, conhecida popularmente como araca - azedo, € uma
planta utilizada na medicina tradicional para o tratamento de disfungbes
intestinais. Rica em fendis e taninos, essa espécie vem sendo amplamente

estudada quanto a caracterizacdo de elementos fitoquimicos com potencial para
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atividade antibacteriana (Ferreira et al., 2011; Rodrigues et al., 2014; Senanayake
et al., 2018 Abréo et al., 2021; Macaubas-Silva et al., 2021).

Psidum guineense € uma espécie tetraploide, tendo 2n = 4x = 44
cromossomos em suas ceélulas somaticas (Chakraborti et al., 2010; Tuler et al.,
2019) (Figura 2a). Sua dispersao ocorre em toda a América Tropical (Bezerra et
al., 2018) e no Brasil esta amplamente distribuida nos diferentes biomas
brasileiros (exceto nos Pampas) (Tuler et al., 2019).

A planta tem forma de arbusto, de 6m de altura (Bezerra et al., 2018), de
crescimento relativamente lento (Chakraborti et al., 2005) (Figura 2b). O caule é
ramificado e tem multiplos eixos desde a base, a casca € lisa e destacavel em
grandes placas que, ao cair do caule, tem cor marrom creme palido (Rojas-
Rodriguez e Torres-Cérdoba, 2019). As folhas sé@o simples, opostas, de formato
variavel (oblongas e elipticas), com 10-15 cm de comprimento e 4-6 cm de
largura, com uma face inferior enferrujada e pubescente, com nervuras
proeminentes (Chakraborti et al., 2005; Rojas-Rodriguez e Torres-Cordoba, 2019)
(Figura 2c). As inflorescéncias, na fase inicial, sdo cobertas por pelos marrom-
avermelhados, tornando-se cinza-amarelados com o passar do tempo. Os botdes
florais formados medem 10-13 mm de comprimento, com pedunculos medindo
entre 5-25 mm de comprimento e 1-2 mm de espessura. As flores sado
encontradas em grupos unicos ou de trés (Figura 2d). O calice, no estado inicial, &
fechado completamente e repartido longitudinalmente em cinco pequenas partes.
As pétalas tém comprimento de 7-11 mm, esbranquicadas, e os estames sdo em
namero de 160 a 300, medindo entre 7-10 mm de comprimento, com anteras, que
medem 1-3 mm de comprimento. Os estiletes medem de 8-10 mm de
comprimento e o ovario € tri, tetra ou pentalocular, com 50 a 100 évulos por l6culo
(Chakraborti et al., 2005; Bezerra et al., 2018). Os frutos sdo caracterizados por
serem globosos para ovoide, aromaticos, pedunculados, 1,5 cm de comprimento.
Apresentam-se verde claro quando imaturos (Figura 2e), de sabor &cido e
amarelo esverdeado quando maduro, a polpa é cremosa e doce, com numerosas
sementes de, aproximadamente, 0,3 cm (Gonzalez et al., 2005; Rojas-Rodriguez
e Torres-Cordoba, 2019).
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Figura 2. (a) Cromossomos de P. guineense com 2n= 4x= 44 (Fonte: Chakraborti
et al, 2010); (b) Planta de P. guineense no campo com dez anos de idade (Foto:
Leticia Aradjo, 2023); (c) Botdes florais e flor recém-aberta (Foto: Leticia Araujo,
2021); (e) Fruto pequeno imaturo (Fonte: Rojas-Rodriguez e Torres-Cérdoba,
2019).

3.1.2.1.3 Psidium cattleianum Sabine - Usos diversos, aspectos

citogenétcos e morfobotanicos.

Essa espécie se destaca por suas propriedades medicinais e
antioxidantes (Ho et al., 2012; Barradas et al., 2023), atividade antimicrobiana
(Faleiro et al., 2016; Sangalli et al., 2018), 6leos essenciais (Tucker et al., 1995;
Marques et al., 2008) e no uso como agente de controle biolégico (Patel, 2012).
Tem boas perspectivas para o melhoramento da cultura da goiabeira, visto ter
genes de resisténcia ao nematoide das galhas, uma importante praga que
acomete a cultura (Miranda et al., 2012).
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Figura 3. (a) Cromossomos de P. cattleianum com 2n= 3x= 66 Cromossomos
(Fonte: Tuler et al, 2019); (b) Planta de P. cattleianum em vaso com 2 anos de
idade (Foto: Leticia Araujo, 2020); (c) Inflorescéncia de P. cattleianum com flores
solitarias e com compostas (Foto: Leticia Araudjo, 2021); (d) Flor de P. cattleianum
solitaria (Foto: Leticia Araujo, 2021); (e) Fruto maduro de coloracdo da casca
amarela (Foto: Leticia Araujo, 2021).

Psidium cattleianum Sabine € uma espécie poliploide com um total de 2n
=6x = 66 (Figura 3a), ocorre nos biomas Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica
(Tuler et al., 2019). A planta apresenta-se como um arbusto com ramos que
variam de pendentes a espalhados, com caule na cor verde amarelada, com
formato de folhas redondo, obovado ou obovolanceolado, de cor verde (Figura
3b), apresenta flores de tamanho meédio a grande, que ocorrem tanto
isoladamente quanto em inflorescéncias (Figuras 3c, d). O fruto tem comprimento
médio em torno de 30,72 mm, com diametro em torno de 30,00 mm, com polpa na

coloracdo creme para frutos de cor da casca amarela e de cor roxa para frutos
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com cor da casca roxa (Figura 3e). O florescimento para essa espécie ocorre nos
meses de agosto a outubro (Bremenkamp, 2015).

3.1.2.2 Métodos de analise multivariada

A andlise multivariada consiste em um conjunto de métodos que podem
ser usados quando varias medidas sdo feitas em cada individuo ou objeto em
uma ou mais amostras (Rencher, 2002). A origem da analise multivariada é
relatada no inicio do século XIX, com os escritos de Gauss, Bravais, Shols, Galton
e Edgeworth e, em especial, com aplicagéo feita por Galton no estudo simultaneo
de caracteristicas (Rao, 1983). Os métodos multivariados sdo amplamente
utilizados, e com o advento do uso computacional, essas técnicas foram mais
difundidas e bem utilizadas (Cruz et al., 2012).

A escolha do método de andlise multivariada deve ser feita de acordo
com o0s objetivos da pesquisa. Em um grupo de genotipos, quando se pretende
verificar como eles se relacionam quanto a sua similaridade de acordo com as
variaveis avaliadas, dois métodos de andlise multivariada se destacam: o primeiro
tem por base um agrupamento hierarquico, o outro, uma anélise de componentes
principais (Cruz e Regazzi, 2001).

Para a realizacdo de um agrupamento, € necessario que seja tomada
uma medida de dissimilaridade entre os individuos avaliados. As distancias
euclidianas e de Mahalanobis sdo tomadas apenas para variaveis continuas,
sendo esta Ultima aplicada quando ha delineamento experimental (Cruz et al.,
2012). A distancia de Mahalanobis considera a correlacdo entre as caracteristicas
analisadas por meio da matriz de dispersdo das variaveis (Amaral Junior et al.,
2010). Para a analise conjunta de variaveis continuas e discretas, Gower (1971)
sugeriu um algoritmo que estima de forma eficiente a distancia entre os individuos
quando ndo ha perda de informacédo da variavel. Para esse método, é feita uma
padronizacdo dos dados quantitativos e qualitativos, o que permite valores da
matriz de distancia compreendidos entre O e 1.

Para selecionar acessos que melhor representam toda colecdo com
minima perda de diversidade genética, a melhor estratégia de classificacéo

numeérica é aquela que produz grupos mais compactos e bem separados, ou seja,
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variabilidade minima dentro de cada grupo e maxima entre os grupos (Crossa e
Franco, 2004).

Os métodos de agrupamento tém como principio reunir 0s genotipos em
grupos, de tal forma que haja homogeneidade dentro dos grupos e
heterogeneidade entre eles. Os genotipos sdo agrupados por um processo que se
repete em varios niveis, até que seja estabelecido um dendrograma (Pedro,
2020). Entre os métodos aglomerativos, Cruz et al. (2011) citam o do vizinho mais
proximo (Single Linkage Method), o do vizinho mais distante (Complete Linkage
Method), o da ligacdo média (Average Linkage), ponderado ou ndo, o do
centroide, também ponderado ou ndo e o proposto por Ward (1963).

O método desenvolvido por Ward (1963) agrupa os individuos
considerando a similaridade entre eles. Essa técnica reduz o nimero de grupos
de n para n-1 ao passo que minimiza a perda associada ao agrupamento, sem
modificar o numero de grupos formados. Essa técnica pode ser empregada em
conjunto com a analise de componentes principais para compreender as relacdes
sisteméticas entre diferentes espécies do género Psidium spp., como
exemplificado por Rivero-Maldonado et al. (2013). Enquanto a técnica de
agrupamento de Ward permite visualizar os clusters por meio de um dendrograma
gréfico, a andlise de componentes principais possibilita observar a dispersdo dos

grupos e compreender os padrdes gerados pelos agrupamentos.

3.1.2 MATERIAIS E METODOS

3.1.3.1 Caracterizagcdo agronémica dos cruzamentos interespecificos de Psidium L.

Local e populacao avaliada

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo, com pé direito de 4,0
metros, localizada no Colégio Agricola Antdnio Sarlo, situado no municipio de
Campos dos Goytacazes — RJ (latitude 21°44’ S, longitude 41°19'W). Segundo
Kdppen e Geiger, a classificagdo do clima da regido de Campos dos Goytacazes
é tropical Aw, com 23.9 °C de temperatura média e pluviosidade média anual de

1112 mm, com verdo chuvoso e inverno seco (Merkel, 2021).
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As mudas foram obtidas por meio de estacas oriundas de cruzamentos
interespecificos (Quadro 1). Cada codigo do clone no Quadro 1 corresponde a
uma estaca enraizada. Os cruzamentos P36 x P11 e CV1 x CV11 foram os que
apresentaram maior numero de estacas enraizadas e, consequentemente, maior
namero de clones avaliados. O plantio foi feito em janeiro de 2019, as plantas
foram mantidas em vasos com capacidade para 40L, preenchidos com uma
mistura de terra preta, substrato (Basaplant®) e areia, na propor¢cdo de 3:2:1,
respectivamente. Os tratos culturais consistiram em poda de conducdo e de
limpeza, também foram feitos controle de pragas via aplicacdo de inseticida e
controle do mato via limpeza dos vasos. A adubacdo foi feita segundo
recomendacao de Natale et al. (1996), adaptada para vaso.

Foram avaliados oitenta e cinco clones (Quadro 1), sendo cinco flores de
cada clone (uma planta por clone) avaliadas durante o periodo de pleno
florescimento de cada gendtipo. A avaliacdo ocorreu no ano de 2020, foi feita uma
poda no dia 03 junho de 2020, e o florescimento ocorreu no final de julho de 2020,
as caracterizacdes de flores foram feitas nos meses de julho, agosto e setembro
de 2020.

Foram avaliadas dezessete caracteristicas - o0ito caracteristicas
qualitativas e nove caracteristicas quantitativas. As caracteristicas presentes na
Tabela 2 foram mensuradas de acordo com descritores de flor para a goiabeira,
fornecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento - MAPA

(BRASIL, 2018) e por Sancez-Urdaneta e Pefia-Valdivia (2011).
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Quadro 1. Gendtipos dos cruzamentos 13.41l1 x P33 (P. guajava x P. cattleianum),
Cv8 x Cvll (P. cattleianum x P. guineense); P36 x P11 (P. guineense x P.
cattleianum); 13.411 (P. guajava); 13.411 x P51 (P. guajava x P. cattleianum); Cv1l x
Cv11 (P. cattleianum x P. guineense).

Cddigo Cédigo Cdédigo Cddigo
Genitores do Genitores do Genitores do Genitores do
clone Clone clone clone
14 56 4 75
13.41IxP33 32 57 8 79
54 58 12 82
2 60 13 87
Cv8xCv11l 40 103 14 91
74 228 20 95
1 P36xP11 237 21 97
6 242 22 98
8 246 29 102
9 248 30 103
10 251 33 104
CvlxCvll CvlxCvll
11 253 35 105
14 254 36 114
16 1 40 116
P36xP11
26 13.4l1 2 47 122
45 3 50 124
47 55 51 125
48 60 53 127
50 62 54 131
13.41IxP51
51 82 57 137
53 121 63 174
54 - - -
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Tabela 2. Descritores de flores utilizados para caracterizar 0os cruzamentos
interespecificos de Psidium L. com base nos descritos do MAPA (BRASIL, 2018)
e de Sanchez-Urdaneta e Pefa-Valdivia (2011).

Caracteristicas Qualitativas Nivel de expressao Caddigo
. Solitario 1
1 2Distribuicéo de flores o
Inflorescéncias 2
i o Ausente 1
2 Presenca de pétalas estaminoides
Presente 2
. ) Dorsifixa 1
3 2Insercdo da antera no filete _
Basefixa 2
Capitado 1
_ Massa 2
4 2Formato do estigma _
Difuso 3
Lobulado 4
Conduplicado 1
5 2Formato do estilo Fimbriado 2
Cilindrico 3
_ i Inchado (4 a=5) 1
6 2Formato do disco ou receptaculo )
Estreito (<3 a <4) 2
Em linha reta 1
7 2Posicéo das sépalas Convexo 2
Cbéncavo 3
. Ausente 1
8 ’Presenca de estipulas
Presente 2
9 L2N° de flores por flor ou
inflorescéncia
10  12Tamanho da flor
11  2Comprimento do pedicelo Cm
12  2Ndmero de pétalas
1Somente cultivares com pétalas
13  estaminoides: N° de pétalas
estaminoides
14 2Comprimento da pétala Cm
15  “Largura da pétala Cm
16 2Comprimento do estilo Cm

17  °Ndmero de sépalas

1 e 2 representam os descritores recomendados pelo MAPA (BRASIL, 2018) e por Sanchez-

Urdaneta e Pefia-Valdivia (2011), respectivamente.
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As caracteristicas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 10 foram descritas conforme Figura 4.

a b ; ;
c
1. Capitado 2. Maza 3. Difuso 4. Lobulado 1. Conduplicado 2. Fimbriado 3. Cilindrico
e f
1.Recto 2. Convexo 3. Concavo

Figura 4. (a) Caracteristica 2 — Presenca de pétalas estaminoides (Foto: Leticia
Araujo, 2020; (b) Caracteristica 3 — Insercao da antera no filete (Fonte: Sancez-
Urdaneta e Pefia-Valdivia, 2011); (c) Caracteristica 4 — Forma do estigma (Fonte:
Sancez-Urdaneta e Pefia-Valdivia, 2011); (d) Caracteristica 5 — Formato do estilo
(Fonte: Sancez-Urdaneta e Pefa-Valdivia, 2011); (e) Caracteristica 6 — Formato
do disco ou receptaculo (Fonte: Sancez-Urdaneta e Pefa-Valdivia, 2011); (f)
Caracteristica 7 — Posicao das sépalas (Fonte: Sancez-Urdaneta e Pefia-Valdivia,
2011); (g) Caracteristica 8 — Presenca de estipula (Fonte: Sancez-Urdaneta e
Pefa-Valdivia, 2011); (h) Caracteristica 10 — Tamanho da flor (Fonte: Sancez-
Urdaneta e Pefa-Valdivia, 2011).

Foram avaliados cinco frutos durante o periodo de frutificacdo de cada
clone. Vinte e seis caracteristicas foram avaliadas - oito caracteristicas
qualitativas, trés pseudo-qualitativas e quinze caracteristicas quantitativas -,
conforme descritores para goiabeira fornecidos pelo MAPA (BRASIL, 2018)

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Descritores de frutos utilizados para caracterizar os cruzamentos
interespecificos de Psidium L. com base nos descritos do MAPA (BRASIL, 2018).

Caracteristicas Qualitativas

Nivel de expressao

Caodigo

Textura da superficie

Lisa
Rugosa
Irregular

1

Cristas longitudinais

Ausente
Presente

Sulcos longitudinais

Ausente
Presente

Colar estriado ao redor da
cavidade do calice

Inconspicuo
Conspicuo

Uniformidade da cor da polpa

Uniforme
Mosqueada

Descoloracédo da polpa apos o
corte

Ausente
Presente

Granulacao da polpa externa

Ausente
Presente

8

Oco (espaco entre a polpa externa
em relacdo ao didmetro do centro)

Ausente
Presente

N PN EFPINEFEPINDNEPINEPNPEPDNPEPOONDN

Caracteristicas Pseudo-Qualitativas

Formato da extremidade
peduncular

Largamente
Arredondado

Arredondado
Truncado
Pontiagudo
De pescoco

10

Cor da casca

Verde amarelada

Clara
Amarela clara

Amarela escura

Laranja

Verde alaranjada

Verde escura
Vermelha

11

Cor da polpa

Branca
Amarela clara
Rosa clara
Rosa

Rosa escura

Rosa alaranjada

Laranja

N o o0, WODNPFPINO O WODN P OO0 WODN P
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Caracteristicas Quantitativas Medida
12 Comprimento do fruto Cm
13  Largura do fruto Cm
14  Relacdo comprimento/largura Cm
Somente cultivares com pescoco: Estreita 3
15 largura do pescoco emrelacdo ao  Média 5
fruto Larga 7
Somente cultivares com cristas Fraca 3
16  longitudinais: proeminéncia das Média 5
cristas longitudinais Forte v
17  Tamanho da sépala Cm
Diametro da cavidade do calice em
18 ~ A Cm
relacdo ao didmetro do fruto
19  Comprimento do pedunculo Cm
20  Espessura do endocarpo Cm
21  Espessura do mesocarpo Cm
Espessura da polpa externa em
22 ~ A Cm
relacdo ao diametro do centro
Fraca
23 Somente cultivares com oco: Média
intensidade do oco
Forte
24  Acidez g de &cido citrico.100ml|
25  Docura °Brix
26 Ciclo do florescimento a maturagao Dias

do fruto
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As caracteristicas 2, 3, 4, 5 e 8 foram descritas conforme a Figura 5.

&

1 2
inconspicuo conspicuo

ausente presente ausente
presente

1 2
ausente presente
Figura 5. (a) Caracteristica 2 — Presenca de cristas longitudinais; (b)

Caracteristica 3 — Presenca de sulcos longitudinais; (c) Caracteristica 4 — Colar
estriado ao redor da cavidade do célice; (d) Caracteristica 5 — Uniformidade da
cor da polpa; (e) Caracteristica 8 — Espaco entre a polpa externa e o centro
(Fonte: Bremenkamp, 2015).
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As caracteristicas 9, 15, 18 e 22 foram descritas conforme a Figura 6.

a

>

5

largamente arredondado arredondado truncado
4 5
pontiagudo de pescogo
1 2 3
estreita média larga

0

(&

pequeno médio grande

polpa externa
centro
sementes

fina média espessa

Figura 6. (a) Caracteristica 9 — Formato na extremidade peduncular; (b)
Caracteristica 15 — Somente cultivares com pescoco: largura do pesco¢co em
relacdo ao fruto; (c) Caracteristica 18 — Diametro da cavidade do calice em
relacdo ao diametro do fruto; (d) Caracteristica 22 — Espessura da polpa externa
em relacdo ao diametro do centro (Fonte: Bremenkamp, 2015).
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3.1.3.2 Diversidade genética em hibridos de Psidium spp. via andlise

multivariada

Na andlise de diversidade genética, foram empregados os métodos
multivariados, utilizando variaveis quantitativas e qualitativas. Primeiramente, o
indice de Gower (1971) foi utilizado para avaliar as caracteristicas quantitativas e
qualitativas. Foram construidas matrizes e, posteriormente dendrogramas.
Inicialmente, foi construida a matriz principal, com os descritores avaliados, que
foi utilizada como referéncia para a andlise de dados. E entdo foi gerada a
estimativa do indice de dissimilaridade, que varia de 0 a 1.

A dissimilaridade foi obtida por:

Z\Nijk 'Sijk

P
Sij=*—— (1)

ZWijk

p
K=1
em que:

i e j = individuos a serem comparados em relacdo a caracteristica k;

p = ndmero total de caracteristicas; e
Sij = a contribuicdo da variavel k para a distancia total.

Quando a variavel era qualitativa, Six assumiu o valor 1 quando houve
concordancia positiva ou negativa para a caracteristica k entre os individuos i e j,

e, em caso contrario, quando a variavel € quantitativa, tem-se:

: (2)
em que:
Rk = amplitude de variagdo da variavel k, assumindo valores 0 e 1 ou inteiros
entre eles.

O valor de wik foi um peso usado para definir as contribuicdes dos Sij's
individuais. Nesse aspecto, quando o valor da variavel k foi ausente em um ou

ambos os individuos, wik = 0, ou, em caso contrario, igual a 1.
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As matrizes de distancia de Gower para caracteres quantitativos e
qualitativos foram estimadas a partir das médias das caracteristicas de cada um
dos individuos. Posteriormente & andlise feita pelo indice de Gower, foi feito um
procedimento de agrupamento hierarquico da minima variancia entre grupos,
proposto pelo método de agrupamento de Ward (1963).

A determinacao do numero ideal de grupos foi definida de acordo com os
critérios do pseudo F e pseudo T2. A representacdo grafica foi obtida pelos
dendrogramas confeccionados com auxilio do programa R, por meio das funcbes

disponiveis nos pacotes “ggplot2” e “factoextra”.

3.1.2.3 Diversidade genética em hibridos de Psidium spp. via anélise de

componentes principais (PCA).

A PCA de flores foi constituida de nove caracteristicas quantitativas, sao
elas: Numero de flores por flor ou inflorescéncia — NFFI; Tamanho da flor -
TamFlor; Comprimento do pedicelo - CPedicelo; Numero de pétalas - NPet;
Somente cultivares com pétalas estaminoides: Numero de pétalas estaminoides -
SCPENPE; Comprimento da pétala - CPétala; Largura da pétala - LPétala;
Comprimento do estilo - CEstilo; e NUumero de sépalas - NSépala.

Para a PCA de frutos, foram utilizadas 11 caracteristicas quantitativas,
sdo elas: Espessura externa em relacdo ao diametro do centro (EPERDC);
Comprimento do Pedunculo (CompPed); Relagdo Comprimento/Largura do fruto
(RelCompLarg); Somente cultivares com oco — intensidade do oco (SCOCO);
Tamanho de Sépala (TamSepela); Somente cultivares com pescoc¢o — largura do
pescoco em relacdo ao fruto (SCCPLPERF); Ciclo do florescimento a maturagao
do fruto (CFMF); Somente cultivares com cristas longitudinais — proeminéncia das
cristas longitudinais (SCCLPCL); Acidez; e Diametro da cavidade do célice em
relacdo ao diametro do fruto (DCCRDF).

Para identificar as variaveis com maior contribuicdo para a diversidade,
foram estimados os componentes principais para cada conjunto de caracteres
guantitativos de cada grupo de variaveis, a partir dos valores padronizados

(padronizacdo convencional em unidades de desvio padrdo). A normalidade dos
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dados quantitativos foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk (1965) ao nivel de
significancia de 5%. A significancia das correlacbes (coeficiente de Pearson) foi
testada pelo Teste t de Student ao nivel de 5% de significancia.

Tendo como referéncia o0s dois primeiros componentes, foram
construidos graficos biplots para a relacéo e representatividade entre as variaveis
e para a dispersdo dos clones estudados. As analises foram conduzidas com
auxilio do programa R, por meio das funcbes disponiveis nos pacotes

‘factoextra’, '‘ecodist' e fdm2id'.

3.1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1 Analise de dissimilaridade de cruzamentos interespecificos de

Psidium spp. com base em descritores de flores

A matriz de dissimilaridade foi gerada a partir de variaveis gquantitativas e
qualitativas relacionadas aos descritores de flores (Tabela 2). Dos 85 clones
avaliados, utilizando a estratégia Ward e considerando uma distancia de Gower
delimitada em 100, foi possivel distinguir a formacdo de dois grupos de acordo

com os critérios do pseudo F e pseudo T? (Figura 7).
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36XP11_47
36XP11_14
36XP11_237
36XP11-253
36XP11_242
36XP11_254
36XP11_9
36XP11_246
36XP11248
36XP11_11
36XP11_251
36XP11_8
36XP117228
36XP11_60
36XP11_58
36XP11_16
36XP11_103
36XP11_10
36XP11_53
36XP11_51
36XP11_6
36XP11_56
36XP11_54
36XP11_48
36XP11757
36XP11_50
36XP11_45

36XP11_26
36XP11_1

13.411XP51_121
13.411XP51_62
13.41IXP51_82
13.411XP51_55
13.411XP33_14
13.411XP33_54
13.411XP33_32
13.411XP51_60
13411_3
13.411_2
13.41_1

vIXCv11_131
viIXCv11_124
vIXCv11_97
v1XCv11_40
viXCw11_137
vI1XCv11_98
viIXCv11_174
vIXCv11_95
vBXCv11_T4
vIXCv11_47
v1XCv11_50
vIXCv11_21
vIXCw11_79
vBXCv11_40
v1XCv11_36
v1XCw11_30
vIXCw11_127
v1XCw11_63
VIXCv11_14
v1XCw11_91
vIXCv11_116
VIXCv11_125
vIXCv11_54
VIXCu11_12
vIXCw11_102
VIXCv11_8
VIXCv11_4
vIXCv11_29
vIXCv11_13

vIXCv11_104
v1XCw11_22
vIXCv11_122
v1XCw11_105
viXCw11_82
vIXCw11_75
v1XCw11_103
vIXCv11_20
wiXCv11 35
vIXCv11_87

viXCv11_114
vIXCv11_51
vBXCw11_2
v1XCv11_53
vIXCv11_33
viIXCvw11_567

o-

400 300 200 100
Distancia de Gower

Figura 7. Dendrograma obtido entre 85 clones oriundos de cruzamentos
interespecificos de Psidium spp., considerando os 17 descritores quantitativos e
qualitativos de flores de Psidium spp. confeccionados pelo pacote “factoextra”,
com base na Distancia de Gower e no agrupamento de Ward. Campos dos
Goytacazes, RJ, 2023.

O coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) foi de 94,48%. O coeficiente
de correlacdo cofenética mede o grau de ajuste entre a matriz de dissimilaridade
(matriz fenética) e a matriz resultante da simplificacdo pelo método de

agrupamento (matriz cofenética C). Valores de correlagcdo cofenética superiores a
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0,80 indicam bom ajuste entre as matrizes originais de distancia e as resultantes
da simplificacdo pelo método de agrupamento (Sokal e Rohlf, 1962).

O grupo | em vermelho foi constituido por 40 clones: 37 clones
pertencentes aos cruzamentos [P36 (P. guineense) x P11 (P. cattleianum) ],
[13.411 (P. guajava) x P51 (P. cattleianum) ], [13.4ll (P. guajava) x P33 (P.
cattleianum) ] e trés clones pertencentes ao parental [13.411 (P. guajava) ]. O
grupo Il em preto foi constituido por 45 clones pertencentes aos cruzamentos [Cv1l
(P. cattleianum) xCv11l (P. guineense) ] e [Cv8 (P. cattleianum) xCv1l (P.
guineense) ].

Os clones CvixCv1l 57 e P36xP11_47 foram os mais divergentes, tendo
apresentado as maiores distancias entre esses acessos. E 0s clones mais
préximos alocados em grupos distintos sao provenientes do cruzamento
Cv1xCv11l_131 e o parental 13.41l_1 (Figura 7).

Em geral, as espécies envolvidas nos cruzamentos ndo segregaram para
cor da flor, apresentando flores brancas. A distribuicdo das flores ocorreu em
forma solitaria ou em inflorescéncia com duas ou mais flores, caracteristica
comum relatada para as espécies P. friendrichsthalianum Ndz., P. cattleianum
Sabine e P. guajava (Sharma et al., 2010).

Foi detectada variabilidade para tamanho de flores, com tamanhos
variando de pequeno a grande (1,7 a 4,9 cm). As flores oriundas dos cruzamentos
[Cvl (P. cattleianum) x Cv11 (P. guineense) ] e [Cv8 (P. cattleianum) x Cv11l (P.
guineense) ], em geral, apresentaram tamanhos de pequeno (> 2 cm) a médio (=
2 a < 3,5 cm). Na presenga de P. guineense ou P. guajava como parentais
femininos nos cruzamentos, as flores apresentavam tamanhos que variavam de
médio a grande. Em estudo anterior conduzido por Bremenkamp (2015) para
caracterizagdo de acessos de P. cattleianum, foi observado que esses acessos
apresentavam flores grandes, com tamanho superior a 3,5 cm. Esses resultados
demonstram a variabilidade nos cruzamentos interespecificos de Psidium spp.,
especialmente quando o parental feminino é P. cattleianum.

N&o foi observada variabilidade para formato do estilo na populacdo de
trabalho. Também foi observada pouca frequéncia de pétalas estaminoides na
populacdo. As pétalas estaminoides sdo formadas por um estame rudimentar
modificado, estéril ou abortivo, que ndo produz pélen (Jackson, 1927). Casos de

pétalas estaminoides ndo sdo muito frequentes (Costerus, 1885). Entretanto, essa
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caracteristica em algumas espécies como as orquideas do género Paphiopedilum
pode ser considerada critica para diferenciagédo entre espécies (Jackson, 1927).
Das caracteristicas discretas de flores, o formato do estilo foi cilindrico
para toda a populacédo estudada. A forma do estigma e a insercdo da antera no
filete foram as caracteristicas que discriminaram bem os dois grupos de clones,
com os clones do grupo | apresentando forma de estigma capitado e insercao de
antera base fixa e os do grupo Il apresentando a forma de estigma lobulado e

insercao de antera dorsifixa.

3.1.4.2 Analise de componentes principais para as caracteristicas continuas

de flores de Psidium spp.

As caracteristicas morfolégicas da flor foram distribuidas em nove
componentes, tendo os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2)

explicado 76,3% da variacao total dos dados (Figura 8).

0. 58.5%

40 -

20-

Variancia Explicada (%)

04%  0.2%

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Componentes Principais

Figura 8. Proporcao de variancia explicada por cada componente principal para a
variacéo de clones caracterizados por meio de descritores quantitativos de flor em
gréafico de barras. Campos dos Goytacazes, RJ, 2023.
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Os dois primeiros componentes (76,3%) foram superiores aos dois
primeiros componentes (70,46%) encontrados por Kumari et al. (2018), que
avaliaram a diversidade de seis espécies de Psidium spp., com base em
descritores de folhas e frutos. Entretanto, inferiores aos resultados encontrados
por Silvestre et al. (2022) quando avaliaram a composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais em diferentes populacfes de P. cattleianum, que foi de 89,10% para os
dois primeiros CP. Esses valores revelam que, em uma analise de componentes
principais, o valor da variacdo explicada sera maior quanto mais correlacionadas
forem essas caracteristicas.

As variaveis continuas que mais contribuiram para a discriminacdo dos
clones estdo apresentadas na Figura 9. Tamanho da flor, comprimento da pétala,
comprimento do estilo e largura da pétala apresentaram os maiores comprimentos
de vetores, indicando maior potencial dessas caracteristicas para discriminagcéo
dos clones (Figura 9a). Em contrapartida, a caracteristica numero de sépala foi a
gue apresentou o menor valor, além de estar negativamente correlacionada com
as caracteristicas que mais contribuiram para a discriminacdo dos clones. As
caracteristicas comprimento de pétala, comprimento de estilo, largura da pétala
apresentaram 0s menores angulos entre si, indicando correlagéo positiva dessas
caracteristicas na discriminacdo dos clones. A caracteristica SCPENPE néo
apresentou boa correlacédo na discriminacéo dos clones.

Os clones provenientes dos cruzamentos [P33 (P. guineense) x P11 (P.
cattleianum) ], [13.411 (P. guajava) x P51 (P. cattleianum) ], [13.41l (P. guajava) x
P33 (P. guineense) ] apresentaram os maiores valores para tamanho de flor,
comprimento de pétala, comprimento de estilo e largura de pétala, conforme
mostrado no segundo quadrante da PCA (Figura 9b). Em contrapartida, os clones
pertencentes aos cruzamentos [Cvl (P. cattleianum) X Cv1l (P. guineense) | e
[Cv8 (P. cattleianum) x Cv11l (P. guineense) ], se concentraram no primeiro e
terceiro quadrante da PCA e apresentaram 0S menores valores para essas

caracteristicas.
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Figura 9. Analise de componentes principais (ACP) da populagdo de cruzamentos interespecificos de Psidium spp. para as nove
caracteristicas quantitativas, sdo elas: Numero de flores por flor ou inflorescéncia — NFFI; Tamanho da flor - TamFlor; Comprimento
do pedicelo - CPedicelo; Numero de pétalas - NPet; Somente cultivares com pétalas estaminoides: Numero de pétalas estaminoides -
SCPENPE; Comprimento da pétala - CPétala; Largura da pétala - LPétala; Comprimento do estilo - CEstilo; NUmero de sépalas —
NSépala. a) representatividade e relacdo entre caracteristicas; b) disperséo dos clones com relagdo aos dois primeiros componentes

principais. Campos dos Goytacazes, RJ, 2023.
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3.1.4.3 Analise de dissimilaridade de cruzamentos interespecificos de
Psidium spp. com base em descritores de frutos

Com base na matriz de dissimilaridade gerada pelas variaveis discretas e
continuas relacionadas aos descritores de frutos dos 43 clones avaliados, foi
possivel estabelecer a discriminacdo dos clones oriundos de cruzamentos
interespecificos de Psidium spp. A divergéncia foi quantificada pelas matrizes de
distdncia de Gower e o0s agrupamentos, estabelecidos pelo método Ward.
Conforme a estratégia Ward, considerando uma distancia de Gower delimitada
em 50, foi possivel distinguir a formacdo de cinco grupos de acordo com 0s
critérios do pseudo F e pseudo T?, indicando diversidade genética entre os clones
avaliados (Figura 10).

vIXCvl1_114

vIXCv11_104

VIXCV11_20
VIXCv11_124

VIXCv11_97

Distancia de Gower
Figura 10. Dendrograma obtido entre 43 clones oriundos de cruzamentos
interespecificos de Psidium spp., considerando os descritores quantitativos e
gualitativos de flores de Psidium spp., confeccionado pelo pacote “factoextra” com
base na Distancia de Gower e agrupamento de Ward. Campos dos Goytacazes,
RJ, 2023.
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O coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) foi de 75,87%. Foi possivel
discriminar cinco grupos de trés cruzamentos interespecificos de Psidium, além
de um parental. Os clones oriundos do cruzamento [13.411 (P. guajava) x P51 (P.
cattleianum) ] e o parental 13.411 (P. guajava) foram arranjados nos grupos | (lilas)
e Il (laranja), conforme Figura 11. No grupo lll (preto), foram arranjados oito
clones oriundos do cruzamento [Cv1l (P. cattleianum) x Cv11 (P. guineense) ]. No
grupo IV (azul), foram arranjados cinco clones dos cruzamentos [Cvl (P.
cattleianum) x Cv1l (P. guineense) ] e [Cv8 (P. cattleianum) x Cvl1l (P.
guineense) |.

O maior grupo foi composto por clones pertencentes ao cruzamento
Cv1xCvll, destacado em vermelho, cruzamento entre aracas. Santos et al.
(2011), quantificando a divergéncia genética entre acessos de aragazeiros e
goiabeiras de diferentes estados brasileiros, agruparam o0s aracazeiros em um
anico grupo, enquanto os acessos de goiabeiras (P. guajava) foram agrupados
em outros cinco grupos. Esses autores sugerem que as goiabeiras divergem dos
aracads em razao da intensa selecao artificial das goiabeiras para caracteristicas
relacionadas a qualidade dos frutos.

Os clones oriundos dos cruzamentos [P33 (P. guineense) x P11 (P.
cattleianum) ] e [13.4ll (P. guajava) x P33 (P. guineense) ] ndo apresentaram
frutos; as flores desses cruzamentos se desenvolviam, porém era observado seu
abortamento, e nenhum fruto era fecundado. Comportamento similar foi relatado
por Chakraborti et al. (2005) em estudo com 50 populacbes de P. guineense na
india, em que apenas 32% das plantas produziram frutos, porém com um alto
valor de coeficiente de variacdo, o que indicou inconsisténcias e alto nivel de
variabilidade para o pegamento dos frutos.

Os clones com caracteristicas de frutos mais divergentes pertencem aos
cruzamentos 13.411 x P51_62 e Cvl x Cvll_30, que apresentaram as maiores
distancias entre esses acessos. O comprimento dos frutos variou de pequenos
para acessos dos cruzamentos CvixCvll e Cv8xCvll (predominantemente
aracas), com tamanho variando de 2,37 a 3,96 cm, até grandes para 0S acessos
13.411 (P. guajava), com frutos de tamanho de até 9,64 cm, e 13.4lIxP51 com
frutos variando de 6,90 a 9,48 cm. Santos et al. (2008), avaliando uma populagao
de 119 acessos de goiabeira e 40 acessos de aracazeiro identificados em 35
ecorregidbes brasileiras, observaram que os frutos de aragazeiro foram
classificados como pequenos, enquanto os frutos de goiabeira apresentaram
tamanho de médio a grande. Bremenkamp (2015), avaliando acessos de P.
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cattleianum, verificou frutos variando de 2,58 a 4,02 cm, valores prOximos aos
encontrado nos cruzamentos entre aracas aqui relatados.

Os valores para relacdo comprimento/largura variaram de 0,87 a 1,26.
Essa relagdo indica o formato do fruto, sendo que quanto mais préximo de 1, mais
redondo é o fruto (Campos et al., 2013). Na populacédo em estudo, foi observada
alta variabilidade para essa caracteristica, com frutos achatados, redondos e
alongados. Campos et al. (2013), avaliando uma populacdo de P. guajava,
observaram frutos variando de redondo (0,99) a alongado (1,40).

Em relacdo ao formato na extremidade peduncular (caracteristica 18,
tabela 3), a predominancia foi de frutos com extremidade peduncular largamente
arredondada > truncada > arredondada > em forma de pescoco. Esse descritor
distinguiu bem os acessos oriundos de cruzamentos predominantemente de
aracds com cruzamentos de P. guajava x P. cattleianum. De modo similar a
trabalhos anteriores, em clones originarios de aracas, a predominancia é de
formato na extremidade peduncular do fruto largamente arredondado e
arredondado (Santos et al., 2008; Bremenkamp, 2015). Frutos com formato de
pescoco foram menos comuns nessa populacdo, apresentando apenas trés
acessos com essa caracteristica. Em espécies de Psidium, a predominancia de
frutos com formato na extremidade peduncular em forma de pesco¢o nao é
comum, fato relatado, respectivamente, por Campos et al. (2013) e Ambrésio et
al. (2022), ao avaliarem popula¢gdes de Psidium, sendo que apenas 7.98 e 1.6%
dos clones apresentaram essa caracteristica.

Quanto a cor da polpa dos frutos, os acessos oriundos de cruzamentos
entre aracas apresentaram cor intermediaria entre a cor branca e a amarela clara.
De modo similar ao descrito por Santos et al. (2008) e Bremekamp (2015), os
frutos oriundos de cruzamentos de P. guajava apresentaram polpa com coloragéao
rosa e rosa alaranjada. Ambrosio et al. (2022) também observaram segregacao
para cor da polpa em familias endogamicas de P. guajava, com predominancia da
COr rosa escuro.

Em relacdo as caracteristicas quimicas do fruto, no presente estudo, o0s
valores de acidez variaram de 0,10 a 0,53 de g de A&cido citrico.100ml* da
amostra utilizada na titulacdo. A acidez é uma caracteristica importante para a
qualidade dos frutos, pois frutos com acidez muito alta podem ter menor aceitacéo
para consumo in natura (Chitarra e Chitarra, 2005). Quanto ao teor de acidez, em
frutos maduros de goiaba, a acidez pode variar de 0,24 a 1,79 ml de acido
citrico/100g polpa (Gerhardt et al., 1997).
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A caracteristica de solidos soluveis totais (SST) quantifica a quantidade
de acUcares presente na fruta. O presente trabalho quantificou valores de SST
variando de 9,36 a 16,4° Brix em frutos maduros. Valores variando de 8 a 12° Brix
sdo considerados 6timos (Pereira, 1995). Para polpa de goiabeira, segundo os
padrées de identidade e qualidade estabelecidos pelo MAPA (BRASIL, 2000), a
concentracdo minima de sélidos sollveis deve ser de 7° Brix.

Para o ciclo do florescimento a maturacdo do fruto, é relatado que da
fecundacado da flor ao ponto normal de colheita do fruto ha, em média, 130 dias
(Fumis e Sampaio, 2011). Os clones avaliados nesse trabalho apresentaram ciclo
do florescimento a maturacdo do fruto variando de 101 a 143 dias, valores
menores que 0s encontrados por Serrano et al. (2008), que avaliaram a fenologia
da cultivar Paluma (P. guajava) sob diferentes sistemas de cultivos, épocas e
intensidade de poda, e observaram ciclo variando de 112 a 161 dias.

3.1.4.4 Andlise de componentes principais para as caracteristicas continuas
de frutos de Psidium spp.

Os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) explicaram 72,6%
da variagéo total dos dados de frutos de cruzamentos de Psidium spp. (Figura 11).
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Figura 11. Proporcao de variancia explicada por cada componente principal para
a variacao de frutos em grafico de barras.
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Nessa situacdo, o uso de um grafico bidimensional foi satisfatério para
apresentar a maior parte da variagcdo encontrada. Em situacdes em que os dois
primeiros componentes nao explicam de forma suficiente a maior parte da
variacdo, o uso de gréafico tridimensional com os trés primeiros componentes
principais pode recomendado, como descrito por Santos et al. (2011), que
utilizaram um modelo de dispersédo tridimensional para avaliar caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas de frutos de aracazeiro e goiabeira, tendo 69% da
variacdo acumulada sido distribuida nos trés componentes principais. Quando
utilizado apenas um tipo de caracteristica (morfolégica) de frutos, os resultados
desse trabalho apresentaram concordancia com os resultados obtidos por Kumari
et al. (2018), tendo os dois PCA explicado 70,46% da variacdo total dos dados.

Na PCA, as variaveis com maior peso dos autovalores que explicaram a
maior parte da variagcdo entre os cruzamentos de Psidium foram relacao
comprimento/largura do fruto, espessura externa em relacdo ao diametro da
cavidade do centro e comprimento do pedunculo, estando essas variaveis
positivamente correlacionadas. Essas varidveis indicam maior potencial para

discriminar os clones (Figura 12a).
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Figura 12. Andlise de componentes principais da populacdo de cruzamentos interespecificos de Psidium spp. para onze
caracteristicas quantitativas, sao elas: Espessura externa em relacao ao diametro do centro - EPERDC; Comprimento do Pedunculo -
CompPed; Relacdo Comprimento/Largura do fruto - RelCompLarg; Somente cultivares com oco: intensidade do oco - SCOCO;
Tamanho de Sépala - TamSeépala; Somente cultivares com pescoco: largura do pesco¢o em relacao ao fruto - SCCPLPERF; Ciclo do
florescimento a maturacdo do fruto - CFMF; Somente cultivares com cristas longitudinais: proeminéncia das cristas longitudinais -
SCCLPCL; Acidez; Diametro da cavidade do célice em relacdo ao diametro do fruto — DCCRDF. a) representatividade e relacédo entre
caracteristicas; b) dispersdo dos clones com relagdo aos dois primeiros componentes principais. Campos dos Goytacazes, RJ, 2023.
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Em contrapartida, as caracteristicas dos frutos que apresentaram pouca
variagao entre os clones foram °Brix, somente cultivares com cristas longitudinais,
proeminéncia das cristas longitudinais e diametro da cavidade do célice em
relacdo ao diametro do fruto, ndo evidenciando relevancia dessas caracteristicas
para discriminagdo na populacdo. Esse resultado diverge dos resultados
encontrados por Ambrésio et al. (2022) quando a populagdo predominante é de
clones de P. guajava, cujo didametro da cavidade do célice apresentou relevancia
na escolha dos genatipos.

As caracteristicas Brix e Somente cultivares com pescoco, largura do
pescoco em relagcdo ao fruto, apresentaram correlacdo negativa, ou seja, 0s
clones que apresentaram maiores valores para o Brix também apresentaram
menores valores para SCCPLPRF. De modo semelhante, a caracteristica
espessura externa em relacdo ao diametro do centro apresentou correlacao
negativa com a caracteristica didmetro da cavidade do célice em relacdo ao
didmetro do fruto.

Os clones oriundos dos cruzamentos (Cv1lxCvll) apresentaram cristas
longitudinais, maiores valores de acidez e didametro da cavidade do calice em
relacdo ao diametro do fruto, enquanto os clones oriundos do cruzamento 13.411 x
P51 apresentaram formato da extremidade peduncular em forma de pescoco. O
individuo do cruzamento cv8xcvll apresentou o maior valor para Brix, seguido
dos cruzamentos cvlxcvll. Os resultados aqui observados indicam o potencial da
PCA na discriminacdo dos cruzamentos de Psidium spp. para caracteristicas
continuas, resultado semelhante aos trabalhos de Santos et al. (2011), Kumari et
al. (2018) e Silvestre et al. (2022).

3.1.5 CONCLUSOES

Existe variabilidade genética entre 85 clones provenientes de
cruzamentos interespecificos de Psidium spp.
Descritores de flores de Psidium sdo menos eficientes para a

quantificacdo da diversidade genética do que descritores de frutos, pois diferentes
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espécies de Psidium spp. apresentam muitas caracteristicas em comum para
flores.

Descritores de frutos sdo mais promissores para a quantificacdo da
diversidade genética de cruzamentos interespecificos de Psidium spp.

Os clones mais divergentes podem ser utilizados em futuras combinagdes
de cruzamentos para obtencdo de uma cultivar comercial.

As caracteristicas com maiores contribuicbes na diversidade genética
foram: comprimento de pétala, comprimento do estilo e largura da pétala para
descritores de flores e relacdo comprimento/largura; espessura externa em
relacdo ao diametro do centro e comprimento do pedunculo, para descritores de
frutos. Essas caracteristicas devem ser utilizadas para a quantificacdo de

diversidade em futuras populacfes segregantes.
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3.2 SELECAO DE CRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS DE Psidium spp
RESISTENTES A FERRUGEM DAS MIRTACEAS

3.2.1 INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava Linnaeus, 1753) pertence ao grupo das
frutiferas nativas de relevancia econbmica no Brasil (Rozane et al., 2003).
Conhecida por seu poder medicinal (Nasser et al., 2018) e por suas
caracteristicas nutricionais (Uzzaman et al., 2018), a goiaba é rica em 0Oleo
essencial, fendis, taninos, fibras alimentares, minerais, vitaminas A e C,
superando em quatro vezes os niveis de vitamina C em laranjas (Irshad et al.,
2020). Em 2020, o Brasil ocupou a 62 posi¢ao no ranking mundial de producao de
goiaba in natura, atrds da india, Indonésia, México, China e Paquistdo (Tridge
2022). Em 2021, a regidao nordeste do Brasil alcancou o primeiro lugar na
guantidade de goiabas produzidas, 281.364 toneladas, seguida pela regiao
sudeste com 221.015 toneladas de frutas (IBGE 2022). O sudeste brasileiro ja foi
considerado o principal centro produtor de goiaba, mas perdas causadas por
complexos de doencas inviabilizaram a producao em diversas regioes.

Estima-se que as doencas de plantas custem a economia global mais de
220 bilhdes de ddlares por ano (FAO 2021). Para a cultura da goiabeira, duas
doencas se destacam pelos danos causados: o declinio da goiabeira, gerado pela

interac&o entre o fitonematoide Meloidogyne enterolobii Yang & Eisenback (1983)
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e o fungo Fusarium solani (Gomes et al., 2014), e a ferrugem das mirtaceas,
causada pelo fungo Austropuccinia psidii Beenken, 2017.

Nativo da América do Sul, o fungo A. psidii foi descrito pela primeira vez
como Puccinia psidii Winter, 1884, e recentemente reclassificado como A. psidii
(Beenken 2017). Encontra-se amplamente distribuido por todo o continente
americano (Winter 1884; Spegazzini 1889; Maclachlan 1938; Di Stéfano et al.,
1998), nas ilhas do Pacifico (Uchida et al., 2006), na Asia (Mctaggart et al., 2016)
e na Australia (Carnegie et al., 2010; Carnegie et al., 2015). O fungo é descrito
colonizando diferentes géneros de plantas da familia Myrtaceae, especialmente
Eucalyptus spp., Psidium spp. e Eugenia spp. (Mendes e Urben, 1998), com
grande potencial de exterminio de areas de cultivo, como ja relatado para a
cultura do eucalipto em 1986 (Demuner e Alfenas, 1991).

Austropuccinia psidii € um fungo que pertence a classe dos fungos
biotréficos (Bedendo, 1995), com alta especificidade para hospedeiros da familia
Myrtaceae, infectando cerca de 70 espécies em varios géneros (Farr e Rossman,
2010), com variabilidade genética dentro e entre populacdes (Graca et al., 2011).
Tem quatro fases do ciclo de vida bem definidas (écio, urédia, telia e basidio)
(Figueiredo et al., 1989; Ferreira 1989). O fungo penetra fixando-se na superficie
da planta por meio do apressério. A penetracdo em geral é direta, através da
cuticula, e o fungo coloniza o mesdfilo ou parénquima, emitindo haustérios no
interior das células hospedeiras, das quais retira nutrientes. Na goiabeira, a
infecgao prevalece em tecidos verdes e tenros, tais como folhas jovens de mudas
e brotos, botdes, flores e frutos jovens de arvores adultas (Ferreira, 1989).

As condicbes ambientais ideais para a proliferacdo do fungo séo
temperaturas na faixa de 18 a 25°C, periodos prolongados de molhamento foliar,
principalmente em dias mais curtos, e umidade relativa do ar superior a 90% por
dias consecutivos (Ruiz et al., 1989). Essas condi¢cdes sdo compativeis com as
encontradas nas regides norte e noroeste do Rio de Janeiro durante a estacao
chuvosa, tornando a ferrugem a principal doenca fungica em Campos dos
Goytacazes - RJ (Silveira et al., 1997). A auséncia de controle leva a perdas na
producdo, pois, uma vez que os frutos sdo acometidos pelo fungo, as lesbes os
tornam indisponiveis para comercializagao.

O método de controle mais utilizado ainda é a aplicacdo de fungicidas,

considerando que a principal cultivar do Brasil (cv. Paluma) ndo apresenta
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resisténcia a ferrugem (Pereira e Nachtigal, 2009). Esse fato torna o cultivo mais
caro além de ser ambientalmente nocivo pela possibilidade de contaminacao do
solo e dos lencdis freaticos pelo acumulo de agrotoxicos por anos de aplicacéo na
lavoura (Komarek et al., 2010). O desenvolvimento de cultivares com alta
produtividade e resisténcia as principais doencas da goiabeira € um objetivo que
pode ser alcancado por cruzamentos interespecificos envolvendo P. guajava e
espécies silvestres do género.

Visando a introducdo de genes de resisténcia ao nematoide M.
enterolobii, Gomes et al. (2016) obtiveram uma populacdo segregante de
cruzamentos interespecificos de Psidium spp. Os mesmos autores estudaram a
heranca da resisténcia ao complexo da doenca (M. enterolobii e F. solani), que
resultou na obtencdo de hibridos imunes, suscetiveis e resistentes. Os clones
obtidos dessa populagdo que apresentaram resisténcia ao nematoide foram
caracterizados morfologicamente e em nivel molecular (Santos et al., 2020) e
constituiram a populacdo de trabalho para avaliacdo da resisténcia a ferrugem,
causada por A. psidii.

A resisténcia € uma caracteristica quantitativa com limiar que embora
apresente duas classes fenotipicas bem definidas (auséncia ou presenc¢a) é uma
caracteristica quantitativa por ser determinada por multiplos fatores genéticos e
ambientais (Pierce, 2016). Para a avaliacao de clones resistentes, € conveniente
utilizar caracteres de facil mensuracdo e alta herdabilidade. Em condi¢cdes de
inoculacao artificial, € possivel determinar o periodo latente (PL), que é definido
como o tempo decorrido entre a inoculacdo do patdégeno no hospedeiro e o
aparecimento dos primeiros sintomas da doenca (Gasparotto et al., 2016), que
esta relacionada a viruléncia do patdégeno e indica o sucesso da inoculacdo do
fungo (Ferreira et al.,, 2017). O periodo infeccioso (Pl) € quando uma lesdo
permanece esporulando (Gasparotto et al., 2016) e esta diretamente relacionado
a agressividade do patégeno. Ambas as caracteristicas sédo faceis de medir e
altamente herdaveis (Ferreira et al., 2017). Também € comum o0 uso de escalas
de severidade ou incidéncia do patdégeno para quantificar a doenca. Para a
ferrugem, usar escalas de severidade pode levar a imprecisdes. Alguns autores
sugerem estimar a frequéncia de infecgdo por contagem de pustulas por area
foliar em razdo de ser objetiva, precisa e reprodutivel (Bade e Carmona 2011;
Gallego-Sanchez et al., 2020).
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Em espécies perenes, é comum a perda de plantas ao longo dos anos de
avaliagdo. Isso implica um desbalanceamento entre os tratamentos, fazendo com
gque nao atendam aos pressupostos de normalidade dos residuos. Nessas
condicbes, visando a proporcionar maior precisdo de selecdo, modelos lineares
mistos (REML/BLUP) permitem a comparagdo entre clones de experimentos
desbalanceados (Resende 2004). Esses modelos tém sido bem aceitos em
experimentos com progénies frutiferas e florestais para avaliar a resisténcia a
ferrugem (Pereira et al., 2013; Pinto et al., 2014; Ferreira et al., 2017).

Este estudo teve como objetivo selecionar plantas individuais de
cruzamentos interespecificos de Psidium spp. resistentes a ferrugem das

mirtaceas (A. psidii), via modelos mistos (REML/BLUP).

3.2.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1 Histérico do programa de melhoramento genético de goiabeira da UENF

O programa de melhoramento genético de goiabeira da UENF teve inicio
em 2007 com o estudo de diversidade genética via marcadores moleculares em
20 acessos de P. guajava coletados da regido norte e noroeste fluminense para
composicao da populacéo inicial de melhoramento (Pessanha et al., 2011).

Seguindo essa linha de pesquisa, foi quantificada a diversidade genética
por meio de descritores morfoagrondmicos de frutos de cruzamentos biparentais
de 138 acessos de P. guajava, utilizando a estratégia Ward-MLM, e feito um
estudo da formacao de grupos heteroticos desses 138 acessos de P. guajava por
meio de redes neurais artificiais (Campos et al., 2013; Campos et al., 2016). Foi
feita também uma selecdo via modelos mistos das familias mais promissoras de
cruzamentos biparentais para caracteristicas agrondmicas (Quintal et al., 2017).

Inicialmente o programa estava centrado em detectar gendtipos
superiores no que tange a caracteristica de qualidade de frutos. Porém, como o
entrave para a producéo na regiao estava relacionado a um complexo de doenca
conhecida por declinio da goiabeira, que é uma associagdo entre um nematoide e

um fungo (Meloidogyne enterolobii e Fusarium solani) (Gomes et al., 2011), uma
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linha de pesquisa foi direcionada para captacdo de espécies e/ou acessos
resistentes ao nematoide.

Assim, foram identificadas espécies de Psidium resistentes ao nematoide
(Miranda et al., 2012). Entre essas espécies, foram desenvolvidos estudos de
divergéncia genética para caracteristicas morfoagronbmicas da planta,
florescimento, flor, frutos e sementes (Bremenkamp, 2015). Alguns desses
acessos compuseram 0 material genético utilizado em cruzamentos
interespecificos entre P. guajava, P. cattleianum e P. guineense. Novecentos e
dezessete hibridos foram obtidos e caracterizados morfologicamente quanto as
caracteristicas da folha, massa fresca e seca da parte aérea e raiz e volume de
raiz (Almeida, 2017). Além disso, foram desenvolvidos estudos relacionados a
heranga de resisténcia a M. enterolobii, que trata de uma heranga poligénica.
Foram selecionados os melhores hibridos via REML/BLUP, a partir dos menores
valores para o fator de reproducédo do nematoide (Gomes et al., 2016). Também
foram determinados os hibridos mais promissores via marcadores moleculares
SSR (Santos et al., 2020).

Pessanha Campos Quintal | Bremekamp Almeida Santos
(2011) (2013) (2017) (2015) (2017) (2018) ‘

Figura 1. Linha do tempo apresentando os primeiros trabalhos do programa de
melhoramento de goiabeira até a obtencdo dos hibridos interespecificos
resistente ao M. enterolobii.

Para a continuidade na linha de pesquisa de resisténcia a doenca, em
2019 foi desenvolvida uma proposta para avaliar a resisténcia a ferrugem das
mirtdceas nos cruzamentos j& anteriormente testados para resisténcia ao

nematoide.
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3.2.2.2 Ferrugem das Mirtaceas

Austropuccinia psidii Beenken, 2017, comumente conhecida como
ferrugem das mirtaceas, € um fungo parasita obrigatorio que pertence a divisdo
Basidiomycota, ordem Uredinales, com alta especificidade, tendo forma specialis
e racas fisiologicas (Amorim et al., 2011). Apresenta pleomorfismo ao longo do
seu ciclo, com cinco estadios bem definidos (écio, urédia, telia e basidio)
(Figueiredo et al., 1989; Ferreira 1989), cada um com uma forma caracteristica de
esporos (Day, 1974).

Nativo da América do Sul, o fungo foi descrito pela primeira vez como
Puccinia psidii Winter, 1884, e reclassificado como A. psidii (Beenken, 2017). Sua
dispersédo ocorre por todo o continente americano (Winter 1884; Spegazzini 1889;
Maclachlan 1938; Di Stéfano et al., 1998), nas ilhas do Pacifico (Uchida et al.,
2006), na Asia (Mctaggart et al., 2016) e na Australia (Carnegie et al., 2010;
Carnegie et al., 2015). No Brasil, foi descrito pela primeira vez colonizando folhas
de goiaba nativa (P. guajava) em 1884 e ganhou notoriedade quando foi
encontrado infectando varios outros membros da familia Myrtaceae, uma
caracteristica incomum para a maioria dos fungos da ferrugem (Roux et al., 2013).
O fungo é descrito colonizando diferentes géneros de plantas da familia
Myrtaceae, especialmente Eucalyptus spp., Psidium spp. e Eugenia spp. (Mendes
e Urben 1998) e com grande potencial de exterminio de &reas de cultivo, como
relatado para a cultura do eucalipto em 1986 (Demuner e Alfenas, 1991).

O vento é o principal agente de disseminacdo (Piccinim e Pascholati,
1997). As condi¢Bes ambientais ideais para iniciar o processo de infec¢ao por A.
psidii sdo temperaturas amenas (média de 18 a 20°C, que foram consideradas
temperaturas otimas), baixa intensidade luminosa, baixa velocidade do vento, alta
umidade relativa e molhamento foliar (Zauza et al., 2015). A penetracdo pode
ocorrer por aberturas naturais, estdbmatos (Gibson, 1904), ou de forma direta por
meio da cuticula (Hunt, 1968). Os ureddsporos em contato com a superficie verde
da planta emitem um tubo germinativo que forma um apressorio para a fixagdo na
superficie, a partir dele um peg de infec¢cdo penetra entre as células epidérmicas
para estabelecer um micélio intercelular com haustérios que retiram os nutrientes
do interior das células dos tecidos tenros das folhas jovens, frutos, flores e brotos
do hospedeiro (Hunt, 1968).
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Os sintomas podem ser observados cinco dias ap0s a inoculacado (Roux
et al., 2015). Caracterizam-se pelo surgimento de pequenas pontuacdes
amareladas, pulverulentas e que podem ser perfeitamente observadas nos
tecidos jovens de folhas, ramos, botdes florais ou frutos (Piccinin e Pascholati,
1997). Com o desenvolvimento da doenca, as lesbes evoluem até coalescerem,
ocupando grandes porg¢des do tecido vegetal (Silveira, 1951; Piccinin e Pascholati,
1997). Nas folhas, as lesGes séo circulares e de coloracdo marrom ou palha. Nos
botdes florais e frutos, os danos em geral sdo mais severos, as lesdes mostram-
se necréticas, de coloragcdo negra (Piccinin e Pascholati, 1997).

Uma relacao linear foi verificada para perdas na producdo de goiabeira
guando botdes e frutos apresentaram ferrugem (Martins et al., 2014). Também ha
relatos de perdas em torno de 80 a 100% na producgdo, inviabilizando a
comercializacao de frutos de goiabeira com a presenca do fungo na auséncia de
controle (Ferrari et al., 1997; Rocabado, 1998). Assim, a ferrugem das mirtaceas é
considerada uma das principais doencas da goiabeira (Piccin e Pascholati, 1997).

A melhor estratégia de controle seria 0 uso de variedades resistentes.
Porém, até o momento, ndo ha relato de variedades com niveis satisfatérios de
resisténcia. De acordo com Piccinin e Pascholati (1997), uma variedade
conhecida como “Guanabara” foi registrada como resistente para ferrugem, nao
tendo apresentado comportamento variavel no campo em relacdo a essa
caracteristica. Dessa forma, o método de controle que vem sendo mais
empregado para minimizar os danos causados pela doenca é a aplicacao
periodica de fungicidas (Martins et al., 2014) e o manejo da poda de conducéo
(Piccinin e Pascholati, 1997).

3.2.2.3 Modelos lineares mistos no melhoramento genético de plantas perenes

Os primeiros trabalhos sobre os modelos lineares mistos foram aplicados
para o melhoramento animal (selecdo de touros) por Henderson em 1973. No
intuito de contornar problemas das metodologias disponiveis para selecdo de
touros, Henderson desenvolveu um modelo que considerava os efeitos fixos
desconhecidos, grande numero desigual de dados, que ndo tivesse viés na
selecdo. Ja em 1971, Patterson e Thompson propuseram um método de

recuperacdo de informacdes entre blocos para situacdes de delineamentos com



49

blocos desbalanceados. Mais adiante, esses métodos foram testados e aplicados
no melhoramento de espécies perenes (Resende et al.,, 1993; Farias Neto e
Resende, 2001; Atroch et al., 2004; Garcia e Nogueira, 2005).

Em espécies perenes, a modelagem mista via Maxima Verossimilhanca
Restrita/Melhor Predicdo Linear N&o Viesada (REML/BLUP) mostrou-se uma
ferramenta util. Isso porque na experimentacdo de campo é comum o
desbalanceamento de dados por perdas de plantas e parcelas, desiguais
guantidades de sementes e mudas disponiveis, diferentes numeros de repeticdes
por experimento e diferentes delineamentos experimentais, além da ndo avaliagdo
de todas as combinacdes genoétipo-ambiente, entre outros fatores (Viana e
Resende, 2014).

Assim, o0s modelos lineares mistos (REML/BLUP) promovem
simultaneamente a estimagcdo dos componentes de variancia e a predicdo de
valores genéticos no melhoramento genético de plantas perenes (Resende,
2000). Esses modelos tém como vantagem permitir a comparacao entre clones
oriundos de experimentos desbalanceados, com relacdo de parentesco e com
dados que nao atendam os pressupostos de normalidade (Resende, 2004).

Essa metodologia vem sendo utilizada na predicdo de ganhos genéticos
em genotipos de cafeeiro e de eucalipto, resistentes a ferrugem (Pereira et al,
2013; Ferreira et al, 2017), em estudos em espécies de Psidium spp. na selecao
de gendtipos mais produtivos (Quintal et al., 2017; Santos et al., 2011; Ambrésio
et al., 2021), e também na avaliacdo de resisténcia a doencas (Gomes et al.,
2016; Santos et al., 2018).

3.2.3 MATERIAL E METODOS

3.2.3.1 Populagéo avaliada

A populagéo avaliada tem como origem cruzamentos interespecificos de
Psidium spp. previamente obtidos por Gomes et al. (2016) e testados quanto a

resisténcia ao nematoide das galhas M. enterolobii. Apenas 0s gendétipos que
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apresentaram resisténcia ao nematoide foram selecionados para posterior

avaliacdo da resisténcia a ferrugem (Tabela 1).

Tabela 1. Populacdo de gendtipos resistentes a nematoides (M. enterolobii) de
cruzamentos interespecificos de Psidium spp., nimero de familias, genitores,
codigo do clone que compds a populacdo de trabalho para avaliacdo da
resisténcia a ferrugem.

Familia Genitores 1?2 Cdédigo do clone
1 P. guajava (13.411)! x P. cattleianum (P33)? 21
2 P. guajava (13.4l1)! x P. cattleianum (P33)? 15
3 P. cattleianum (CV8)2 x P. guineense (CV11)* 22
4 P. cattleianum (CV8)2 x P. guineense (CV11)! 23
S P. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)? 3
6 P. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)? 13
7 P. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)? 16
8 P. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)? 18
9 P. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)? 6
10 Pp. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)2 19
11 Pp. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)2 17
12 p. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)2 9
13 P. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)? 8
14 p. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)2 4
15 P. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)2 11
16 Pp. guineense (P36)! x P.cattleianum (P11)2 5
17 P. guajava (13.41)! x P. cattleianum (P51)2 12
18  P. guajava (13.41)! x P. cattleianum (P51)2 24
19 Pp. guajava (13.411)! x P. cattleianum (P51)2 25
20 P. cattleianum (CV1)2 x P. guineense (CV11)! 14
21 Pp. cattleianum (CV1)2 x P. guineense (CV11)? 10
22 Pp. cattleianum (CV1)2 x P. guineense (CV11)* 2
23 P. cattleianum (CV1)2 x P. guineense (CV11)! 26
24 p. cattleianum (CV1)2 x P. guineense (CV11)* 7
25  P. guajava (cv. Paluma controle positivo)

26 P. guajava (cv. Paluma controle negativo) 20

1 e 2 representam 0s genoétipos suscetiveis e resistentes a M. enterolobii,
respectivamente (Miranda et al., 2012).
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3.2.3.2 Area de estudo, delineamento e conduc&o experimental

O experimento foi conduzido em telado protegido por sombrite de malha
70% nas laterais e 50% na cobertura, com pé direito de 3,0 metros, localizado na
area experimental da UENF, situado no municipio de Campos dos Goytacazes —
RJ (latitude 21°44’ S, longitude 41°19'W). Segundo Koppen e Geiger, a
classificacdo do clima da regido de Campos dos Goytacazes € tropical Aw, com
23.9 °C de temperatura média e pluviosidade média anual de 1112 mm, com
verdo chuvoso e inverno seco (Merkel, 2021).

O experimento teve 24 cruzamentos interespecificos e a testemunha (P.
guajava = Cultivar Paluma), inoculada e n&o inoculada. O delineamento
experimental consistiu em blocos ao acaso com quatro repeticbes
desbalanceadas e uma planta por parcela. O plantio foi feito em margco de 2020.
As plantas foram mantidas em vaso com capacidade para 20L, preenchido com
uma mistura de terra preta, substrato (Basaplant®) e areia, na propor¢ao de 3:2:1,
respectivamente. Os tratos culturais consistiram em poda de conducédo e de
limpeza, também foram feitos o controle de pragas via aplicacdo de inseticida e o
controle do mato via limpeza dos vasos. A adubacédo foi feita segundo
recomendacao de Natale et al. (1996), adaptado para vaso. Também foi feita uma
poda 50 dias antes da inocula¢ao, no intuito de padronizar as folhas jovens para a

inoculacao artificial.

3.2.3.3 Inoculacéo

Foi feita inoculacéo artificial do fungo Austropuccinia psidii em setembro
de 2020. A avaliagao ocorreu no periodo de setembro a outubro de 2020.
Os dados meteorolégicos de acordo com INMET (2020) para o periodo de

avaliacao séo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Dados meteorolégicos de precipitacdo (mm) e temperatura (°C) (a) e
umidade relativa do ar (%) (b) para o periodo de avaliacdo, 18 de setembro de
2020 a 18 de outubro de 2020, municipio de Campos dos Goytacazes — RJ (fonte:
INMET, 2020).

Para garantir o sucesso na infeccao via inoculacao artificial da ferrugem, é
necessario que o ambiente apresente umidade superior a 90% por, no minimo,
oito horas seguidas e temperaturas amenas variando entre 18°C e 25°C (Ruiz,
1989). Tais condi¢des foram observadas nos dias que se sucederam a inoculacéo
(dia 5) (Figura 1).

A fonte de in6culo foi obtida no pomar localizado no Colégio Agricola
Antdénio Sarlo, Campos dos Goytacazes — RJ. Essas plantas sdo oriundas de uma
populacdo de irmaos completos de P. guajava com idade de oito anos,
pertencentes ao programa de melhoramento genético de goiabeira da UENF. No
dia anterior a inoculacdo, no periodo vespertino, folhas, flores e frutos que
apresentavam pustulas de ferrugem foram coletados, armazenados em sacos de
papel e, em seguida, acondicionados em geladeira (Figura 2a).

Os esporos foram aspirados com o auxilio de uma bomba de vacuo nas
pustulas de ferrugem de folhas, botdes florais, flores e frutos de goiabeiras adultas
(Figura 2b). Foi feita a contagem dos esporos com auxilio de um microscopio
estereoscopio e uma camara de Neubauer (Figura 2c). Foi utilizada uma
suspensdo de esporos com concentracdo de 1,8 x 10° urediniosporos.mL™,

diluidos em agua destilada esterilizada com Tween 80 a 0,05% (Figura 2d). Os
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dois primeiros pares de folhas jovens do ramo mais jovem da planta foram
inoculados com o auxilio de um borrifador (Figura 2e). Nas plantas que
apresentavam botdes florais, estes 6rgdos também foram inoculados. Apos a
inoculacéo, o ramo inoculado foi recoberto com um saco plastico de cor preta com
um chumaco de algoddo embebido em agua destilada e esterilizada para manter
a umidade superior a 90% e o escuro nas 24h seguintes a inoculacéo (Figura 2f).

Figura 2. Etapas da inoculacdo, fonte de in6culo (a), coleta de esporos por
succdo em bomba de vacuo (b), contagem de esporos em microscopio
estereoscopio e camera de Neubauer (c), solucdo de suspensdo de
urediniosporos calibrada na concentragdo de trabalho (d), inoculacdo dos dois
primeiros pares de folhas (e), ramo avaliado em camera Umida, 24 horas apés
inoculacao (f).

As plantas permaneceram em estufa protegida por tela de sombreamento.
Segundo dados coletados pelo INMET (2020), a temperatura média mensal foi de
24°C e umidade relativa superior a 75% no periodo noturno. Essas condi¢des sdo
descritas como adequadas para a proliferacdo do fungo (Ruiz et al., 1991). Como
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controle suscetivel, foram utilizadas plantas da cultivar Paluma, que foram
inoculadas da mesma forma e mantidas em camara Umida (controle positivo).
Quatro plantas da mesma cultivar foram inoculadas somente com agua como
controle negativo.

Foi avaliado o periodo latente, que corresponde a contagem do dia da
inoculacdo até o aparecimento dos primeiros sinais (pustulas) do patégeno,
contado em dias. O periodo infeccioso foi delimitado com um pincel um quadrado
ao redor de uma pustula e contado o periodo em que ela permaneceu
esporulando, contado em dias. Também foi avaliada a incidéncia da doenca pela
area abaixo da curva do seu progresso (AACPD), para tanto, houve a contagem
do numero de lesBes (pustulas) nas dez folhas do ramo avaliado. As avaliacbes

foram iniciadas cinco dias apds a inoculacao e continuaram por até um més.
3.2.3.4 Anédlise Estatistica

3.2.34.1 Resisténcia ao fungo e estimativas de parametros genéticos via
REML/BLUP

Para a estimativa dos componentes de variancia relacionados a doenca,
foram avaliados o periodo latente, o periodo infeccioso e a area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD).

A AACPD (Campbell e Madden 1990) foi calculada com base na férmula:

n-1
A A
AACPD=ZL' zy'” (=T,
=1

Em que Yi = propor¢do da doenca na i-ésima observacao;
Ti = tempo em dias da i-ésima observacéo; e

n = nimero de observagodes.
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3.2.3.4.2 Andlise via modelos mistos (REML/BLUP)

Os valores genotipicos para cada carater analisado foram estimados pelo
software Selegen - REML/BLUP (Resende 2016), a partir do procedimento da
Méaxima Verossimilhanca Restrita (Restricted Maximum Likelihood - REML),
proposto por Patterson e Thompson (1971), empregando o modelo linear misto
para avaliacdo de clones ndo aparentados, em blocos ao acaso e uma planta por

parcela, conforme o modelo estatistico (Modelo 20 do Selegen):

y=Xr+2g+e,

Em que y € o vetor de dados, r € o vetor dos efeitos de repeticdo
(assumidos como fixos) somados a média geral, g é o vetor dos efeitos
genotipicos (assumidos como aleatérios) e € o vetor de residuos (aleatorios). As
letras mailsculas representam  as matrizes de incidéncia para os referidos
efeitos.

A significancia estatistica dos efeitos foi obtida pelo método de Analise de
Deviance ao nivel de 1% de probabilidade. Para sua composicéo, foram seguidos
0S seguintes passos, conforme Resende (2007): i) obtencdo do ponto de maximo
do logaritmo da funcéo de verossimilhanca residual (Log L) para os modelos com
ou sem efeitos a serem testados; ii) calculo da Deviance para modelos com e sem
o efeito a ser testado; iii) obtencdo da razéo de verossimilhanca (Likelihood Ratio
- LR) por meio das diferengas entre as Deviances para modelos com e sem o
efeito a ser testado; e iv) Teste, via LRT (do inglés, Likelihood Ratio Test), da
significancia da diferenca usando o teste qui-quadrado com 1 grau de liberdade
(GL=1)

Conforme o modelo descrito em Viana e Resende (2014), a analise de
deviance foi obtida a partir da formula:

D =-2In (L)

1 1 1
In (L) =2mIXV —1x] 2Vl 2Q@ -Xm7V

1y — Xm)
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Em que In (L) € o ponto méximo da funcdo de logaritmica de maxima
verossimilhanca restrita (REML), y € o vetor da variavel analisada, m é o vetor dos
efeitos das observacgfes, assumido fixo, X é a matriz de incidéncia dos efeitos
fixos e V é a matriz de variancia-covariancia de y. O teste estatistico LRT (teste
de razdo de maxima verossimilhanca) para testar a significancia dos efeitos foi
obtido da seguinte formula: 21n (L g )

.I[.J'F:r'l\-:

LRT:

Em que, Lse € 0 ponto méximo da fungcédo de maxima verossimilhanca para
0 modelo reduzido (sem os efeitos) e Lim € 0 ponto maximo da funcdo de maxima
verossimilhanga para o modelo completo e comparado pelo teste de Qui-
quadrado (X?) com graus de liberdades a 1 e 5%, respectivamente.

Os seguintes componentes de variancias e parametros genéticos foram

estimados:

o

5 : Variancia genotipica.
2
79 = Va+Vp+V

g :Variancia ambiental.

9 : Variancia fenotipica individual.
-:'.ll'2 = a‘ﬁ + crg
h§ = hy: Herdabilidade individuais no sentido amplo, ou seja, dos efeitos

genotipicos totais.

2
Ty

oZ-a?

hg =

h#.c : Herdabilidade da média de genétipo (clone).
2

| - Tyg
Uinc 3 2
o e fed
gl 2 . _d
g .j.'! .n.j.-u

Acclon: acuréacia da selecéo de gendtipos.

- h2
P aas e
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CVg%: coeficiente de variagdo genotipica.

2
g

CVg (%) = X
CVe%: coeficiente de variacdo residual.

2

Ta

CVg (%)= X
CVr = CVg/CVe = coeficiente de variacao relativa.
CVg

b=tve

Para verificar se houve incremento no ganho genético, foram utilizadas as
estratégias de selecdo via procedimento REML/BLUP em que os clones foram
ranqueados de acordo com os valores genotipicos encontrados para cada
caracteristica, para a caracteristica AACPD, o ranqueamento foi inverso (menor
para o maior), tendo os dez melhores clones sido selecionados para cada

caracteristica.

3.2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada significancia para efeito genoétipo pela analise de Deviance

a 1% de probabilidade para todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise de Deviance para caracteristicas de periodo latente (dias),
periodo infeccioso (dias), AACPD de 24 clones de cruzamentos interespecificos
de Psidium spp e testemunhas, para resisténcia a ferrugem das mirtaceas A.
psidii.

Caracteristicas

Efeito Periodo latente Periodo infeccioso AACPD
Deviance LRT(X?) Deviance LRT(X?) Deviance LRT(X?)
Genétipo(l) 391,58 11,45** 436,14 18,4** 797,02 9,25**
Modelo 380,13 ; 417,74 ; 787,77 ;
completo

WAnalise de Deviance do modelo ajustado sem o efeito de gendtipos, @ teste da razdo
de verossimilhanca (LTR), com um grau de liberdade, "N&o significativo e “significativo a
1% de probabilidade pelo teste de £* (1% = 6,63; 5% = 3,84)
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Verificou-se variabilidade genética entre os diferentes clones obtidos de
cruzamentos interespecificos de Psidium ssp. para as caracteristicas relacionadas
a resisténcia genética a ferrugem, o que sugere a possibilidade de selecdo de
clones resistentes a doenca. Pinto et al. (2014), utilizando modelos mistos (MM)
para avaliar a variabilidade genética em progénies de E. dunnii Maiden para
resisténcia a ferrugem (A. psidii), verificaram variabilidade genética com
individuos imunes a doenca, o que evidencia o potencial dos MM para selecéo e
melhoramento da espécie.

A variancia fenotipica é a soma dos efeitos de todas as fontes de variacao
genética e ambiental que contribuem para a expressao do fenétipo. No presente
trabalho, para a variancia fenotipica total das caracteristicas avaliadas, houve

contribuicdo de 40,93% da variancia genética a3 para o periodo latente (PL),
48,02% para o periodo infeccioso (PI) e 33,89% para AACPD (Tabela 3). De
modo semelhante, as caracteristicas periodo latente, periodo infeccioso e AACPD
apresentaram valores elevados para o componente de variancia ambiental o2,
respectivamente, 28,85; 43,88 e 5702,32 (Tabela 3). Esses resultados inferem
que essas caracteristicas sdo fortemente influencidveis pelas condi¢des
ambientais. Caracteres quantitativos sdo em geral controlados por varios genes e
fortemente influenciados pelo ambiente (Falconer, 1993), sendo, assim,
necessaria uma maior homogeneizacao das condi¢cdes ambientais.

Tabela 3. Componentes de variancia e parametros genéticos para as
caracteristicas periodo latente, periodo infeccioso, AACPD de 24 clones de
cruzamentos interespecificos de Psidium spp. e duas testemunhas para
resisténcia a ferrugem das mirtaceas A. psidii.

Componentes de Caracteristicas
variancia Periodo latente Periodo infeccioso AACPD
oj 20,00 40,55 2923,23
gl 28,85 43,88 5702,32
G'_If 48,86 84,43 8625,56
CVe % 73,01 80,64 140,93
CVg % 60,79 77,53 100,91
CVr = CVg/CVe 0,83 0,96 0,71
.7{; 0,40 0,48 0,33
h3 0,73 0,78 0,67
Acclon 0,85 0,88 0,81
Média geral 7,35 8,21 53,57

Estimativas das variancias genéticas “% , variancia ambiental @z , coeficiente de variancia fenotipica 9 .
coeficiente de variacéo experimental CVe %, coeficiente de variacdo genética CVg %, indice de variacao (IV

= CVg/CVe), herdabilidade individual de sentido amplo ("‘E‘ ), herdabilidade da média de clones (E?T!f) e
média geral do experimento.
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O coeficiente de variacao relativa (CVr = CVg/CVe) indica as chances de
ganhos com a selecdo com base na magnitude do seu valor (Vencovsky, 1987),
sendo favoravel quanto mais préximo ou superior a 1,0. Os elevados valores de
CVe contribuiram para valores menores de CVr nas trés caracteristicas
mensuradas, embora seja possivel observar que, para a caracteristica PIl, a
relacdo de CVr foi mais proxima de 1,0, o que é favoravel para ser utilizada na

selecdo indireta de clones resistentes.

A herdabilidade individual no sentido amplo k% & uma relacdo que capta
os efeitos genotipicos totais, sendo adequada para plantas de propagacao

vegetativa, pois toda a variacdo genética € transmitida a descendéncia. No

presente estudo, os valores de herdabilidades individuais no sentido amplo (I‘hﬁ)
apresentaram-se com magnitude média, segundo a classificacdo de Resende
(2002), em que a herdabilidade é considerada de média magnitude no intervalo
de 0,15 a 0,50. Ferreira et al. (2017), avaliando clones de eucalipto para
resisténcia a ferrugem, também observaram valores medianos para herdabilidade
no sentido amplo de 0,25 e 0,45 para as caracteristicas de periodo infeccioso e
periodo latente, respectivamente.

A herdabilidade média de clones (ki) apresentou elevados valores
segundo a classificacdo supracitada, e isto se deve ao fato de a herdabilidade
média apresentar maior nivel de precisdo, tendo em vista a mitigacdo do erro

experimental pelo incremento do numero de repeticbes. Nesse estudo, foram

obtidos valores de A% de 0,67; 0,73 e de 0,78 para as caracteristicas AACPD,
periodo latente e periodo infeccioso, respectivamente. Valores altos de
herdabilidade individual e na média dos clones possibilitam a selecdo de clones
oriundos de cruzamentos interespecificos resistentes a A. psidii (Ferreira et al.,
2017).

E comum que caracteristicas relacionadas a resisténcia sejam reguladas
por genes de maior efeito, ou seja, com heranca do tipo poligénica/oligogénica.
Alguns estudos relacionados ao patossistema da ferrugem na cultura do eucalipto
sugerem heranca do tipo monogénica (Junghans et al., 2004; Teixeira et al.,
2009) ou oligogénica (Mamani et al., 2010).

A acuracia é a correlagcdo entre os valores genéticos preditos e 0s
verdadeiros e indica quao bem a estimativa apurada representa o verdadeiro valor

genético. A acuracia para as trés caracteristicas avaliadas apresentou valores de
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alta magnitude, acima de 0,80 (Tabela 3). Isso indica alta confiabilidade dos

valores genotipicos preditos (Resende e Alves, 2022).

3.2.4.1 Selecao individual de clones

Para os 24 clones oriundos de cruzamentos interespecificos de Psidium
spp. e as testemunhas, o ranqueamento foi feito segundo os ganhos genéticos
preditos e as novas médias estimadas de dez clones para cada caracteristica. O
ranqueamento foi feito de acordo com os menores ganhos genéticos e menores
médias preditas para as trés caracteristicas (PL, Pl e AACPD), visto que a relacao
de resisténcia a doenca para as caracteristicas se corresponde inversamente
(Tabela 4).

Para as trés caracteristicas avaliadas foi possivel observar clones imunes,
resistentes e suscetiveis. Todos o0s clones oriundos dos cruzamentos [P.
cattleianum (CV1) x P. guineense (CV11) ] e [P. cattleianum (CV8) x P. guineense
(CV11) ] ndo apresentaram sinais do patégeno, ou seja, foram imunes. Os clones
oriundos desses cruzamentos apresentam na camada cuticular das folhas
cerosidade espessa, 0 que indica existéncia de um mecanismo de defesa. Todos
os tecidos vegetais contém barreiras estruturais previamente formadas, que
ajudam a limitar a fixacdo, a invasdo e a infeccdo de patdgenos (Freeman e
Beattie, 2008).

Para o PL, ao considerar a média dos dez clones selecionados para
resisténcia com base nessa caracteristica (Tabela 4) com a média geral que foi de
7.35 (Tabela 3) para essa caracteristica, foi possivel observar que os ganhos
genéticos variaram de 0,00 (testemunha) a 1,95 (clone 22). Essa caracteristica
permitiu a selecdo de todos os clones imunes que pertencem aos cruzamentos
CV1 x CV1l1l e CV8 x CV11 e o clone 11 do cruzamento [P. guineense (P36) x P.
cattleianum (P11) ], que apresentou resisténcia a ferrugem. Ferreira et al. (2017)
observaram médias de dia de PL variando de 3 a 14,5 dias ap0s a inoculacao
(dai) em genotipos de eucalipto. Nesse trabalho, o PL variou de 10 a 22 dai
(Figura 3).



Tabela 4. Valores de ganho genético e nova média predita para as caracteristicas periodo latente, periodo infeccioso e AACPD
dos 24 clones de cruzamentos interespecificos de Psidium spp. e testemunhas para resisténcia a ferrugem das mirtaceas A.
psidii.

Periodo latente Periodo infeccioso AACPD
Ordem Clone Ganho Nova Ordem Clone Ganho Nova Ordem Clone Ganho Nova
genético Média genético  Média genético Média

1 20 0,0000 7,3569 1 20 0,0000 8,2141 1 20 0,0000 53,5791
2 14 0,2163 7,5732 2 14 0,2586 8,4727 2 14 1,5034 55,0197
3 10 0,4506 7,8075 3 10 0,5388 8,7529 3 10 3,1322 56,5804
4 26 0,7053 8,0622 4 2 0,8433 9,0574 4 1 4,9025 58,2767
5 2 0,9439 8,3008 5 26 1,1568 9,3709 5 2 6,5100 60,0891
6 7 1,1991 8,5560 6 7 1,4759 9,6900 6 7 8,2708 61,8499
7 11 1,4482 8,8051 7 1 1,7952 10,0093 7 19 10,1113 63,6904
8 23 1,7026 9,0595 8 23 2,1471 10,3612 8 26 12,1410 65,7201
9 22 1,9557 9,3127 9 22 2,4918 10,7059 9 17 14,2754 67,8546
10 1 2,2387 9,5956 10 17 2,8772 11,0913 10 16 16,5764 70,1555
11 3 2,5443 9,9012 11 11 3,1659 11,3800 11 9 19,1063 72,6855
12 6 2,7559 10,1128 12 6 3,4931 11,7072 12 23 21,4591 75,0383
13 17 2,9846 10,3415 13 16 3,8531 12,0672 13 22 24,1230 77,7022
14 18 3,1778 10,5348 14 3 4,2411 12,4552 14 13 27,1967 80,7759
15 13 3,3267 10,6836 15 25 46578 12,8719 15 21 30,5101 84,0893
16 24 3,4692 10,8262 16 24 5,1438 13,3579 16 3 34,0517 87,6308
17 19 3,6178 10,9747 17 18 5,7227 13,9368 17 24 38,2352 91,8143
18 12 3,7835 11,1404 18 19 6,3991 14,6132 18 4 42,8113 96,3904
19 21 3,9447 11,3017 19 15 6,9003 15,1144 19 8 48,2678 101,8469
20 15 4,1443 11,5013 20 8 7,4460 15,6601 20 18 53,9945 107,5736
21 4 4,4025 11,7595 21 5 8,0263 16,2404 21 6 61,3360 114,9151
22 9 4,4938 11,8508 22 21 8,5240 16,7381 22 25 70,6058 124,1849
23 8 45345 11,8914 23 13 9,0491 17,2632 23 11 83,8647 137,4438
24 25 46022 11,9592 24 9 9,6291 17,8432 24 5 93,7444 147,3235
25 16 4,6427 11,9997 25 4 10,2973 18,5114 25 12 106,5299 160,1090
26 5 46987 12,0556 26 12 10,6541 18,8682 26 15 132,6744 186,2535

T9
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Figura 3. Folhas de cruzamentos interespecificos de Psidium spp. inoculadas
com A. psidii com 10 (a), 20 (d, e, f) e 35 (g, h) dias apos a inoculagéo (dai). Seta
indicando a marcacéao da pustula.

Os primeiros sinais do patégeno surgiram com 10 dai (Figura 3a),
apresentando-se em pequenas pontuagdes com centro amarelado com um halo
esbranquicado e translicido, que evoluiram para cor amarela intensa (Figura 3b),
distribuidas por todo o limbo foliar inoculado, 0s soros permaneceram
esporulando com algumas lesdes coalescendo até o final do ciclo (Figura 3c).

Para a avaliacdo do PIl, uma marcacdo da pustula foi feita com um
marcador conforme apresentado na Figura 3c (seta) e contados os dias em que a
pustula permaneceu esporulando. Considerando a média dos dez clones
selecionados com a média geral para essa caracteristica, os ganhos variaram de
0,00 a 2,87 e as médias preditas, de 8,21 a 11,09. E importante destacar que,
para essa caracteristica, os ganhos devem ser o menor possivel visto que quanto
menor o Pl, menor € o tempo em que uma lesdo permanece esporulando, ou
seja, produzindo propagulos infectivos (Gasparotto et al., 2016). Os dez clones
selecionados pela caracteristica Pl pertencem a trés cruzamentos oriundos dos
genotipos [P. guineense (P36) x P. cattleianum (P11) ]; [P. cattleianum (CV1) x P.
guineense (CV11) ] e [P. cattleianum (CV8) x P. guineense (CV11) ], além das
duas testemunhas P. guajava (cv. Paluma).

Segundo Campbell e Madden (1990), a AACPD corresponde a
intensidade da doenca integrada entre dois tempos. Para o estudo em questéo, a
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intensidade da doenca foi mensurada pela contagem do numero de lesdes nas
folhas. Foi possivel observar que os dez clones selecionados apresentaram
ganho genético variando de 0,00 a 16,57 e novas médias variando de 53,57 a
70,15 (Tabela 4). Os dez clones selecionados pela caracteristica AACPD
pertencem a dois cruzamentos, [P. guineense (P36) x P. cattleianum (P11) ] e [P.
cattleianum (CV1) x P. guineense (CV11) ], além da testemunha P. guajava (cv.

Paluma), controle negativo.

3.2.5 CONCLUSOES

O uso de modelos mistos revelou a existéncia de variabilidade genética
para resisténcia a ferrugem.

Os clones provenientes dos cruzamentos Cvlx Cvll e Cv8 x Cv11 foram
imunes a ferrugem.

Foi detectada variabilidade no cruzamento P36 x P11 com clones
resistentes e suscetiveis. Os clones 11, 16, 17 e 19 desse cruzamento foram
selecionados para resisténcia a ferrugem.

Os resultados aqui obtidos indicam a selecdo de cruzamentos
interespecificos imunes e resistentes a ferrugem para uso em futuras
recombinacfes com genotipos superiores de P. guajava e continuidade do

programa de melhoramento na cultura da goiabeira.
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