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RESUMO

A goiabeira, Psidium guajava L. e o aragazeiro Psidium sp. s2o fruteiras
tropicais tipicas da América Latina e Caribe. Pertencem a familia Myrtaceae que
compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies. A exploragdo comercial de
plantas de goiabeira (P. guajava) ¢ afetada por problemas fitossanitarios, com
destaque ao parasitismo do nematdide Meloidogyne enterolobii, o qual é
responsavel pela inviabilizagdo do cultivo em areas altamente infestadas,
causando migragdo da cultura para novas areas. Pois é sabido que a presenga
desses patogeno no sistema radicular das plantas, além de diminuir a produgao,
apresenta-se declinio generalizado da planta, com sintomas nas raizes (galhas e
apodrecimento) e na parte aérea (bronzeamento, amarelecimento, queima dos
bordos e queda das folhas). Na primeira parte deste trabalho, objetivando melhor
conhecimento a respeito da reacdo do nematdide M. enterolobii encontrado
associado a fruteiras de clima subtropical, foram avaliados 11 genotipos de
Psidium, ssp, alguns acessos mantidos no campus da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) e outros acessos na regido proxima ao municipio de Lavras
(MG). Quatro meses depois, avaliaram-se o teor foliar de macro e
micronutrientes ¢ grau de infeccdo de cada gendtipo. Dos 11 acessos avaliados;
cinco foram resistentes e seis foram suscetiveis a M. enterolobii. Os teores
foliares de macro e micronutrientes seguiram um equilibrio nos acessos com FR
< 1. Na segunda parte deste trabalho, visando fornecer subsidios para o
entendimento da incompatibilidade dos acessos de Psidium resistente a
M.enterolobii, determinaram-se o nimero cromossomico € o conteido de DNA
de 16 acessos de Psidium sp. (aragazeiro) e dois acessos de P. guajava
(goiabeira). A variagdo intra-especifica do conteudo de DNA (2C) foi da ordem
de 9x, com 2n = 22 observado em somente uma espécie de P. guajava. As
demais espécies apresentaram varia¢des no nivel de ploidia em relagdo a x = 11.
Em algumas espécies, a variagdo interespecifica de 2C apresentou relagdo direta
com o nivel de ploidia. A terceira parte deste teve por objetivo a caracterizagao
molecular de acessos de Psidium passiveis de serem utilizados como portas-
enxerto para a goiabeira. Verificou-se que a técnica de marcadores RAPD
permitiu identificar a diversidade entre os acessos de goiabeiras e aragazeiros,
indicando consideravel variabilidade genética entre os materiais estudados.

Palavras-chave: Nematdide. Conteudo de DNA. Teor foliar. Portas-enxerto.
Cultivar



ABSTRACT

The guava tree, Psidium guajava L. and araga Psidium sp. Are tropical
fruit-bearing trees typical to Latin America Latina and Caribbean. They belong
to the family Myrtaceae which comprehends about 100 genera and 3,500
species. The commercial business of guava plants (P. guajava) is affected by
phyto-sanitary problems, standing out the parasitism by the nematodes
Meloidogyne enterolobii, which are responsible by the unfeasibility of the crop
in highly infested areas, causing migration to new areas. For, it is known that the
presence of those pathogens on the root system of the plants, in addition to
decreasing yield, shows a generalized decline of the plant, with symptoms on the
roots (knot-root and rotting) and on the shoot (bronzeamento, yellowing, border
burning and leaf fall). In the first part of this work, aiming at better knowledge
about the reaction of the nematode M. enterolobii found associated with
subtropical fruit-bearing trees, 11 genotypes were evaluated; some accessions
kept on the Universidade Federal de Lavras (UFLA) campus and other
accessions in the region close to the town of Lavras (MG). Four months later,
the leaf content of both macro and micronutrients and infection degree of each
genotype were evaluated. Out of the 11 accessions evaluated; five were resistant
and six were susceptible to M. enterolobii. The contents of macro and
micronutrients followed a balance in the accessions with FR > 1. In the second
part of this work, aiming to afford subsides to the understanding of the
incompatibility of the accessions of Psidium resistant to M.enterolobii, the
chromosome number and DNA content of 16 accessions of Psidium
sp.(aragazeiro) and two accessions of P. guajava (guava tree) were determined.
The intra-species variation of the DNA content (2C) was of the order of 9x, with
2n = 22 observed inn only one P. guajava species. The other species presented
variations at the ploidy level in relation to x = 11. In a few species, the inter-
species variation of 2C showed direct relationship with ploidy level. The third
part of this work aimed at the molecular characterization of accessions of
Psidium liable to be utilized as rootstocks for the guava tree. It was found that
the RAPD markers technique allowed to identify the diversity among the
accessions of guava tree and aragazeiros, indicating a marked genetic variability
among the materials studied.

Keywords: Nematodes. DNA content. Foliar. Rootstocks. Cultivate.
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1 INTRODUCAO GERAL

A goiabeira (Psidium guajava) é uma espécie da familia Myrtaceae, que
engloba mais de 100 géneros e 3.500 espécies distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais, principalmente nas Américas e na Australia. O género Psidium
compreende cerca de 150 espécies, dentre as quais se destacam P. guajava L., P.
cattleyanum Sabine e P. guineense Swartz ou P. araga Raddali (PEREIRA;
NACHTIGAL, 2003).

O Brasil possui grandes areas com condi¢des edafoclimaticas favoraveis
a produgdo comercial de goiaba (P. guajava L.). Esse aspecto tem relevancia,
ndo apenas pelo valor nutritivo da fruta, mas também pela perspectiva que
representa no incremento da produgdo agricola, na ampliacdo da atividade
industrial e no potencial de exportagio (ROZANE; COUTO, 2003). Porém,
desde 1989, vém sendo relatados severos danos a cultura, causados por
Meloidogyne enterolobii (MOURA; MOURA, 1989).

Esse nematoide de galha ¢ altamente agressivo e representa séria ameaga
a cultura da goiabeira e a outras culturas do agronegdcio nacional (SOUZA et
al., 2006). Conforme estimativa de Pereira et al. (2009), no perimetro irrigado de
Pernambuco e¢ Bahia, os prejuizos diretos somaram R$ 112,7 milhdes. Esses
dados evidenciam o forte impacto econdémico e social causado pelo nematoide
na produgdo dessa frutifera, com o agravante de ndao haver ainda o controle
efetivo da doenca.

Espécies pertencentes a familia Myrtaceae com resisténcia a M.
enterolobii, possibilitariam seu uso como porta-enxerto para as variedades
comerciais de goiabeira. A existéncia de grande numero de materiais
geneticamente diferentes, mas que mantém alguma afinidade morfofisioldgica
aumenta a chance de haver compatibilidade na enxertia entre diferentes espécies

em Psidium (HARTMAN et al.,1997). Portanto, ¢ imprescindivel a busca por
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materiais resistentes dentro de Myrtaceae ¢ o estudo da viabilidade do uso
desses materiais como porta-enxertos.

Carneiro et al. (2007) e Almeida et al. (2009) encontraram fontes de
resisténcia ao nematdide em acessos de Psidium cattleyanum. Contudo, o uso
desses materiais diretamente como porta enxerto vem se mostrando
impraticavel, devido a imcompatibilidade entre enxerto demandando trabalhos
de melhoramento com essas espécies.

Estudos em programa de melhoramento genético tém sido
extensivamente utilizados como potentes ferramentas, a disponibilidade de
informagdes qualitativas e quantitativas sobre o germoplasma em estudo ¢ fator
decisivo para o sucesso da selecdo genotipica (PEREIRA, 1984).

As informagdes relativas as caracteristicas citogenéticas e conteudo de
DNA podem contribuir para o entendimento das relagcdes de incompatibilidade
entre porta-enxertos de Psidium sp. (aragazeiro) e P. guajava (goiabeira),
resistentes ao nematoide M. enterolobii com genétipos comerciais de goiabeiras.
Para Myrtaceae poucas espécies tém seu valor 2C estimado. Os primeiros
registros para o grupo foram feitos para P. guajava com relatos de diferentes
valores de 2C em individuos 2n = 22, com 0,7pg (BENNET; SMITH, 1991)
1,3pg (BENNET; LEITH, 1997) ¢ 0,5 pg (COSTA et al., 2008).

Em virtude da ampla distribuicdo geografica das espécies da familia,
com ocorréncia em ecossistemas diversificados, torna-se interessante o estudo da
diversidade genética entre essas espécies.

Tecnologias de marcadores moleculares de DNA estdo sendo cada vez
mais utilizadas em programas de melhoramento, com o objetivo de aumentar a
eficiéncia de sele¢do e caracterizacdo de germoplasmas ¢ a maximizagdo dos
ganhos genéticos, permitindo aos melhoristas o acesso e a selecdo da

variabilidade de DNA (WUNCH; HORMAZA, 2007).
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Alguns estudos de melhoramento genético em Psidium sp, tém sido
realizados utilizando-se marcadores moleculares (HERNANDEZ-DELGADO et
al., 2003; REVELES et al., 2003; VALDES-INFANTE et al., 2003; RUEDA et
al., 2003; SANABRIA et al., 2006).

Um dos marcadores moleculares mais utilizados ¢ o RAPD
(amplificagdo arbitraria polimoérfica de DNA) por ser uma técnica rapida e de
custo relativamente baixo, porém com potencial informativo (AREIAS et al.,
2006).

Padilla-Ramirez et al. (2002) utilizaram dados morfologicos e
moleculares (RAPD), observando que, na regido de Calvillo-Cafiones no
Meéxico, encontrando separagdo entre grupos de goiaba e de aragd e uma
similaridade genética da ordem de 88%.

Portanto, com base no exposto, objetivou-se estudar a reagdo
(resisténcia/suscetibilidade) de genotipos de aragazeiro e goiabeira ao nematoide
M. enterolobii para servirem de porta-enxerto na cultura da goiabeira. Ainda
dentro dessa etapa, procurou-se, de modo adicional, avaliar os teores de macro e
micronutrientes, determinar o nimero de cromossomo € o conteudo de DNA de
acessos de aracazeiro e goiabeira (resistente/suscetivel) frente a M. enterolobii
que mantém alguma afinidade morfofisiologica e que possibilitassem sua
utilizagdo como porta-enxertos compativeis para as variedades comerciais de

goiabeira e bem como caracteriza-los por meio de marcadores moleculares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes gerais da cultura

2.2 Importancia econdbmica do Aracazeiro

O crescente interesse no consumo de frutas e hortalicas deve-se
principalmente pelos beneficios trazidos ao organismo. Sendo assim, o Brasil,
por apresentar grande biodiversidade, adquire extrema importancia neste
contexto. Muitos dos frutos do Pais ainda sdo desconhecidos ou pouco
utilizados. Entre eles, estdo os aragazeiro, da familia das Myrtaceae, que
encontra-se distribuido pelo Pais, e que produz frutos de tamanho pequeno com
coloragdo amarelada ou avermelhada, com sabor e aroma agradaveis (VAN
VUUREN, 2008).

Em razéo do cultivo do aragazeiro se constituir numa atividade agricola
pouco expressiva, assim como o beneficiamento da sua polpa pela industria, os
dados e informagdes relativas aos custos de producdo sdo, de uma maneira geral,
incipientes.

No Brasil, apenas duas cultivares de P. cattleaynum sido conhecidas: a
“Yacy’, que produz frutos de pelicula amarela, com massa de 15 a 20 g, de sabor
doce, baixa acidez e produgdo total de 4 kg de frutos/planta/ano em até trés
colheitas (dezembro a fevereiro/margo a abril/maio); e a ‘Irapud’, que possui
frutos de pelicula roxo-avermelhada e sabor mais acido e leve adstringéncia,
sendo mais adequada a confec¢do de doce em pasta. Apresenta producdo 14 kg
de frutos/planta/ano na idade adulta e frutos com tamanho de médio a grande
(RASEIRA; RASEIRA, 2000a, b; RASEIRA et al., 2001).

O IPA (Instituto Agronomico de Pernambuco), em sua colecao de

germoplasma de araca (P. guineense), vem adotando um sistema de producdo
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baseado em algumas das praticas utilizadas para a cultura da goiabeira (P.
guajava). Entre os gendtipos selecionados, cinco tém se destacado em 14 anos
de observagdes: IPA-6.4; IPA-9.1, IPA-6.3, IPA-9.4 ¢ IPA- 16.2, com produgdes
médias que variaram de 15,1 a 16,6 kg de frutos/planta/ano (colheitas
concentradas de janeiro a junho). Este resultado equivaleu a uma producao
média por nimero de frutos de 1605 a 2045/planta/ano, cujos pesos médios
variaram de 8,8 a 11,3 g (LEDERMAN et al., 1993; LEDERMAN et al., 1997).

Até o momento, ndo existem pomares comerciais ou domésticos dessa
espécie. Os plantios existentes geralmente sdo espontidneos e as informagodes
existentes na literatura sao muito escassas ¢ isoladas (PIRES et al., 2002).

Nas areas de ocorréncia natural e dispersdo do aragazeiro, a geracao de
emprego e renda na agricultura familiar ainda é pouco representativa e, poucas
sdo as comunidades rurais nestas areas que obtém na coleta do fruto,
beneficiamento da polpa e comercializagdo dos seus produtos e derivados, uma
fonte adicional de renda (FRANZOM, 2004).

Nos tabuleiros costeiros do Pernambuco, a subsisténcia desta atividade
esta, inclusive, ameacada, haja vista o constante avanco, nestas areas, dos
cultivos da cana de agticar e do coqueiro, além da ocupacdo desses solos com
pastagens e com pecuaria. Situacdo semelhante pode ser observada, também,
com 0s aragazeiros nativos existentes nos cerrados da regido Centro- Oeste;
onde a exploragdo sistematica de uma agricultura empresarial intensiva tem
colocado em risco a existéncia e manutengio dessa espécie (BRANDAO et al.,
2002).

Diante dessas ameacas e levando em consideragao o grande potencial de
exploracdo econdmica que o aracga oferece, ¢ fundamental o desenvolvimento de
tecnologias de producdo e de novos processos tecnoldgicos de aproveitamento

industrial da polpa, bem como a adogdo de estratégias de “marketing” que
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possibilitem uma maior difusdo; tornando-o mais conhecido do publico
consumidor. (BRANDAO et al., 2002).

Sob as condigdes climaticas da Zona da Mata de Pernambuco, cuja
precipitagdo pluviométrica atinge em média 2.000 mm anuais e estdo
concentradas entre os meses de maio a agosto, ocorrem, basicamente, duas
safras do aragazeiro (P. guineense): a primeira, em fevereiro — margo e outra em
agosto — setembro (LEDERMAN et al., 1997). Ja a maturagdo dos frutos do
aragazeiro (P. cattleaynum), em condigdes naturais, no Sul do Brasil,
dependendo da populacdo, se inicia em fevereiro ¢ pode estender-se até a
chegada do inverno (FRANZOM, 2004).

Além dessas, outras possibilidades de uso para espécies de Psidium sdo
conhecidas, como na recuperagdo de areas degradadas e como alternativa para
superar os problemas causados por nematdides em cultivos de goiabeira. Os
aracas sdo consumidos ao natural e s@o utilizados para preparo de doces (a
popular “aragazada”), compotas, sucos, polpas congeladas e geléias. A raiz ¢
diurética e anti-diarréica, € a casca € usada em cortumes; as folhas e, sobretudo,
os brotos sdo adstringentes, sendo empregados para controle de diarréia. A folha
também fornece material tintorial. A madeira ¢ propria para vigas, mourdes,
cercas, cabos de ferramentas e instrumentos agricolas, moveis finos, lenha e
carvao. A planta pode ainda ser utilizada para fins ornamentais em jardins, sitios
e quintais (CORREA, 1978; DEMATTE, 1997; BRANDAO et al., 2002).

Danos severos em cultivos comerciais de goiabeira (P. guajava L.) vém
sendo causados pelo nematoide M. enterolobii em alguns Estados do Brasil.

Nesse sentido, espécies de aragas nativos podem ser utilizadas como
porta-enxertos, necessitando de maiores estudos visando encontrar espécies
resistentes ao nematdide e compativel para a realizacdo da enxertia, o que ¢ de
fundamental importancia para viabilizar o seu uso como alternativa no controle

do nematoéide (SILVA, 2009).
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2.3 Origem, historia e caracterizacdo botanica do aracazeiro

O género Psidium ¢ originario das Américas Tropical e Subtropical e ¢é
constituido de cerca de 100 espécies de arvores e arbustos, das quais a mais
importante € a goiabeira (P. guajava L.) (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). Os
aracazeiros, também chamados de aracas, que apresentam ampla distribui¢do no
territorio brasileiro, bem como em outras partes do mundo. O género Psidium
tem representantes em todos os biomas brasileiros, e cerca de 43% das espécies
sdo do Brasil.

As espécies de Psidium produtoras de frutos comestiveis, com variagdes
regionais no que se refere ao nome popular, sdo conhecidas como aragas. O
nome araga vem do tupi ara’sa, ou do guarani ara (céu), e aza (olho), que
significa fruta com olhos ou olhos do céu. (PIO CORREA, 1926)

De uma maneira geral, os aracazeiros estdo distribuidos em quase todos
os estados do Brasil, existindo relatos de espécies que ocorrem do Rio Grande
do Sul at¢ a Amazonia. Essas plantas vegetam mais diferentes ecossistemas,
sendo que P. guineense ocorre nas restingas, tabuleiros, cerraddes e capoeiras,
enquanto P. cattleyanum ocorre na floresta latifoliada semi-decidua, matas
ciliares, matas de altitude e também nas restingas do Sul do Brasil (BRANDAO
et al., 2002).

Com relagdo aos centros de diversidade de fruteiras do Brasil,
Giacometti (1993), cita que no centro de diversidade Sul-Sudeste, o qual se
estende desde o nordeste do Rio Grande do Sul, centro de Santa Catarina, Parana
e S3o Paulo até o Sul de Minas Gerais, em sua maior parte no Planalto
Meridional Brasileiro, encontra se predominantemente as Myrtaceas e entre
essas, o0 género Psidium.

Neste centro ja foram indicadas por Mattos (1993) 18 espécies nativas,

inclusive P. cattleaynum de fruto amarelo, P. myrtoides, de fruto vermelho, ¢ P.
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australis, de porte ando. Giacometti (1993) também cita o setor do centro Mata
Atlantica, que vai do Cabo de Sdo Tomé, no Rio de Janeiro, a Tramandai, no
Rio Grande do Sul, onde predomina a espécie P. cattleyanum, assim como o
Centro Nordeste/Caatinga e o setor do Centro Mata Atlantica, que vai do Rio
Real ao Sul de Vitdria no Espirito Santo (Zona da Mata e areas de transi¢do),
onde predomina a espécie P. guineense.

Nos Estados do Nordeste, ¢ encontrada nas regides do Litoral ¢ Zona da
Mata, principalmente nas areas dos tabuleiros costeiros, caracterizados por
possuirem solos pobres, acidos e arenosos, mas também no Sul do Piaui e regido
da Chapada Diamantina. Ainda citam-se como duas regides de ocorréncia a
Argentina e o México (CORREA, 1978; MATTOS, 1993: DEMATTE, 1997).

Ainda existe grande confusdo quanto a nomenclatura cientifica das
espécies de Psidium (CORREA, 1978; MATTOS, 1993), com algumas espécies
necessitando de confirmagao sobre a sua utilizagdo, pois segundo Mattos (1993),
foram estudadas apenas através de material botanico herborizado (ramos e
flores).

Atualmente, no Brasil, as espécies com maior interesse para exploragido
comercial dos seus frutos sdo P. guineense Swartz e P. cattleaynum Sabine,
sendo esta tltima originaria do Sul do Brasil e distribuida do Rio Grande do Sul
até a Bahia. Seus frutos sdo considerados dos melhores entre as espécies de
aracas (MANICA et al., 2000).

Outras também sdo utilizadas para a produgio de frutos no Brasil, como
P. acutangulum DC., P. australe Cambess., P. cinereum Mart. ex DC. e P.
longipetiolatum Legrand (DEMATTE, 1997; MANICA et al., 2000).

Psidium guineense Swartz é um arbusto ou arvore pequena de 6 m de
altura, cujas inflorescéncias durante o crescimento inicial sdo cobertas com pélos
marrom-avermelhados, variando para cinza-amarelados, com cerca de

0,3 a 0,5 mm de comprimento.
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Os brotos s3o aveludados, as vezes glabros; a casca mais antiga ¢é
geralmente polida e muitas vezes escamosa e resistente. As folhas séo coriaceas
de cor marrom-amarelada ou marrom-avermelhada de formato eliptico, eliptico-
oblongo, com 4 a 11,5 cm de comprimento e 1 a 2 cm de largura, normalmente
aveludadas na parte inferior; com apice obtuso, arredondado ou agudo; e base
também arredondada ou aguda; os peciolos medem de 4 a 12 cm de espessura,
canelados, geralmente pubescentes e raramente glabros. A nervura principal ¢é
plana na parte superior e proeminente na parte inferior. As nervuras laterais sdo
em numero de 1 a 10 (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

Os botdes fechados medem 10 a 13 mm de comprimento com
pedunculos medindo entre 5 e 25 mm, podendo chegar at¢é 30 mm de
comprimento ¢ 1 a 2 mm de espessura. O calice no estado inicial é fechado
completamente e repartido longitudinalmente em cinco pequenas partes. As
pétalas t€m um comprimento em torno de 7 a 11 mm; os estames sao em nimero
de 160 a 300 medindo entre 7 ¢ 10 mm de comprimento. As anteras medem 1 a
3 mm de comprimento mais ou menos deiscentes, com algumas glandulas no
conetivo; estiletes medindo 8 a 10 mm de comprimento € o ovario tri, tetra ou
pentalocular com 50 a 100 o6vulos por loculo (LANDRUM; KAWASAKI,
1997).

O fruto subgloboso, podendo ser também elipsoidal com 1 a 3 cm de
comprimento, geralmente com polpa amarela e sementes na quantidade de 22 a
100 podendo chegar até 250 sementes por fruto, as quais, medem 3 a 4 mm de
comprimento (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

Em razdo da maioria das espécies de aragazeiro encontrar-se em fase de
domesticacdo, fato que leva ao desconhecimento das técnicas de propagacao
vegetativa, variedades definidas, praticas culturais, nutricdo mineral e adubagao,

as informagdes existentes sobre o seu cultivo, com excec¢do daquelas para a
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espécie P. cattleaynum, ndo estdo disponiveis, necessitando-se mais estudos
sobre o assunto.

A propagacgdo do aracazeiro pode ser feita por sementes (mais usual) e
por métodos vegetativos (estaquia e enxertia). Segundo Fachinello et al. (1994),
para P. cattleaynum, a propagagdo por sementes ¢ a preferida, pela facilidade de
germinacdo (até 95%), por ser uma espécie em fase inicial de cultivo e pela
auséncia de acentuada segregacao genética.

As sementes devem ser despolpadas a partir de frutos maduros colhidos
das plantas e ndo daqueles caidos no solo. Em seguida sdo lavados e peneirados
e as sementes extraidas sdo secas a sombra. Apos a secagem, as sementes podem
ser armazenadas a frio, em geladeira, por 30—40 dias, embaladas em sacos
plasticos (DONADIO, 2002).

A germinagdo ¢ obtida no intervalo de 10 a 15 dias, quando colocadas
em substratos apropriados (DONADIO, 2002). A propagacdo vegetativa de P.
cattleaynum por estaquia e enxertia, segundo alguns autores, nao tem funcionado

bem.

2.4 Importéancia econdmica da goiabeira

A goiaba ocupa posicdo de destaque entre as frutas tropicais, ja que
apresenta elevados teores de vitaminas C e A ¢ teores satisfatorios de vitaminas
do complexo B. Os elevados teores de fibras imida de 6tima qualidade (3,0 a
6,0%), de proteinas, de agucares totais ¢ de elementos minerais, como calcio,
fosforo e potassio, fazem da goiaba uma das mais completas e equilibradas
frutas no que diz respeito ao valor nutritivo (CARNEVALI, 1976; PEREIRA,
1995; MANICA et al., 1998).

Os maiores produtores mundiais dessa fruta sdo a India, o Paquistdo, o

Brasil, o Egito, a Venezuela, os Estados Unidos, a Africa do Sul, o México, a
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Australia e o Quénia. A exportagdo brasileira de goiabas e de seus derivados
sempre ocorreu em pequenas quantidades, principalmente para Franga,
Alemanha, Estados Unidos, Argentina, Paraguai e Bolivia (PEREIRA, 1995).

A goiabeira no Brasil ¢ cultivada em escala comercial em quase todas as
regides, com destaque para os Estados de Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Rio de
Janeiro, na regido Sudeste; Bahia, Pernambuco e Paraiba, na regido Nordeste;
Goias, na regido Centro-Oeste; e Rio Grande do Sul e Parana, na regido Sul
(PEREIRA, 1995).

Entretanto, o pais apresenta condi¢des favoraveis para se tornar um dos
maiores polos produtivos de frutas para o mercado mundial. As diversidades de
solo e de clima permitem o cultivo de um grande niimero de espécies frutiferas
em diferentes regides (GOMES, 2007).

O Brasil colheu, em 2007, de acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica — IBGE (2009), 316, 301 toneladas de goiaba, cujo valor
da produgdo foi de 188.086 milhdes de reais. A grande parte dos pomares da
producdo de goiaba esta concentrada nas regides Nordeste e Sudeste, com
grande destaque para os estados de Pernambuco e Sdo Paulo, com 65% da
producdo total (WATANABE, 2009).

A cultivar ‘Paluma’ foi obtida na UNESP- Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal (SP), a partir de sementes de plantas de
polinizacdo aberta de ‘Ruby Supreme’. Foi selecionada com a finalidade de se
produzir frutos para a induastria, por possuir caracteristicas desejaveis para a
producdo de goiabadas, geleias e compotas ¢ tambem para consumo “in-natura”,
devido a qualidade e a conservacao dos seus frutos. Atualmente e a variedade
mais utilizada em pomares comerciais no Brasil (COSTA; PACOVA, 2003).

A cultivar ‘Pedro Sato’, muito provavelmente, e originaria de plantas
propagadas por sementes da cultivar ‘Ogawa 1°. A planta ¢ vigorosa, bastante

produtiva, com crescimento lateral e/ou vertical, formando longos ramos
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arqueados, apresentando frutos grandes, pesando de 300 a 400g, formato
oblongo, casca rugosa, polpa firme, rosada e de sabor agradavel (COSTA;

PACOVA, 2003).

2.5 Origem, histdria ecaracterizacdo botanica da goiabeira

Segundo Gonzaga Neto & Soares (1994), a origem da goiabeira tem
sido objeto de muita especulacdo; a duvida reside, sobretudo, em saber se ela ¢
de origem asiatica ou americana. As primeiras referéncias a goiabeira datam do
periodo compreendido entre 1514 e 1557, realizadas pelo cronista espanhol
Oviedo em visita ao Haiti. Nessa ocasido, Oviedo denominou a goiabeira de
guayabo (RUEHLE, 1964), nome comum dado nos paises de lingua espanhola
da America Tropical (POPENOE, 1974).

Os franceses adotaram a forma goyave; os alemdes, guajava; e os
ingleses, guava (PEREIRA; MARTINEZ JUNIOR, 1986). Segundo esses
mesmos autores, as informagdes existentes ndo permitem duvidas sobre a
origem americana da goiabeira. O local de origem, porém, permanece obscuro e
parece ser na regido compreendida do México ao Brasil, de onde muitas espécies
do género Psidium foram originadas.

Alguns autores relatam que a goiabeira é nativa do Brasil, de onde foram
levadas para todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, em razdo de sua
facil adaptag@o as diferentes condi¢des edafoclimaticas, bem como da facilidade
de propagacao por meio de sementes (GONZAGA NETO; SOARES, 1994).

A introdugio da goiabeira nas Indias Ocidentais, na Florida (EUA),
Africa do Sul e em muitas ilhas do oceano Pacifico foi feita, principalmente, por
navegadores espanhdis (PEREIRA, 1995).

As Myrtaceae tém sido organizadas tradicionalmente em duas

subfamilias, Leptospermoideae e Myrtoideae, esta ultima incluindo todas as
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mirticeas americanas, exceto o género monotipico Tepualia (MARCHIORI,
SOBRAL, 1997). A nova classificacdo infra-familia proposta por Wilson et al.
(2005), reconhece duas subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloideae, e 17 tribos.
Todas as mirtaceas brasileiras estdo incluidas na Tribo Myrteae (WILSON et al.,
2005).

Myrtaceae ¢ uma das familias mais importantes do Brasil, destacando-
se, com mais de uma centena de espécies, os géneros Eugenia, Myrcia e
Calyptranthes, enquanto o restante dos géneros possui menos de 60 espécies
brasileiras (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). O género Psidium, com
aproximadamente 150 espécies, destaca-se com as espécies P. guajava L.
(goiaba), P. cattleaynum Sabine (araga-doce, araga-de-praia ou araga-de-coroa) e
P. guineensis Swartz ou P. araca Raddali (aragd-verdadeiro ou araga azedo)
(PEREIRA, 1995).

A goiabeira, planta perene, de porte arbustivo ou semi-arboreo, com 3 a
7m de altura, estd disseminada por todo o mundo. De acordo com Silva et al.
(2000), ¢é originaria de alguma regido da América Tropical, situada entre o
México e o Brasil. E uma planta que se adapta muito bem em regides do clima
subtropical e se desenvolve em quase todo territorio brasileiro.

Néo toleram geadas e ventos frios e ndo vegeta em locais que apresentam
temperaturas abaixo de 12 °C. Por ser uma planta rustica, se adapta aos mais
variados tipos de solo, porém ndo prosperam em terrenos encharcados,
pantanosos, mal arejados ou impermeaveis. Deve ser cultivada sob sol pleno, em
solos férteis, drenaveis ricos em matéria organica e irrigados periodicamente
(MARTINS; HOJO, 2009).

A propagagao de plantas € um dos itens de fundamental importancia para
o sucesso de uma determinada cultura. No caso da goiabeira, tem havido, nas
ultimas décadas, um grande avango, uma vez que se passou de pomares oriundos

de sementes, nos quais se encontrava grande variabilidade, aos dias de hoje,
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onde a clonagem é uma constante, seja por meio de enxertia, seja por estaquia
(MARTINS; HOJO, 2009).

O sistema de propagacdo mais simples ¢ pela utilizagdo de sementes,
coleta frutos maduros de plantas selecionadas, faz a retirada das sementes,
lavagem, secagem e semeadura, a qual pode ser em canteiro ou diretamente em
sacos plasticos. Cerca de 30 dias apos tem-se o inicio de germinagdo, mas estas,
além de resultarem em variabilidade, tém o inconveniente da juvenilidade,
condi¢do que normalmente, faz com que as plantas levem maior tempo para
entrarem produgdo, situagdo ndo interessante ao produtor, pois isto reflete num
aumento de tempo para o retorno financeiro (MARTINS; HOJO, 2009).

Em face do exposto, as sementes devem ser usadas apenas como material
propagativo, quando se tiver por objetivo a obtencdo de porta-enxertos e as
plantulas estardo em condic¢des de ser enxertadas quando o diametro, a 20 cm do
colo estiver por volta de 0,8 cm. Os tipos de enxertia a serem utilizados
dependerao, principalmente, da disponibilidade de material, isto €, com pouco
material, usa-se borbulhia, com quantidade maior, a garfagem (MARTINS;
HOJO, 2009).

Esses nematoides sdo devastadores e podem causar 100% de danos.
Torres et al. (2004) afirmam que, cerca de 70 % das goiabeiras da regido do
Vale do Sédo Francisco ja morreram devido ao ataque do nematdide denominado

M. enterolobii.
2.6 Nematoide
Os nematodides do género Meloidogyne, estdo amplamente distribuidos e

atacam quase todas as plantas cultivadas, causando perdas consideraveis na

producdo e afetando também a qualidade dos produtos (SASSER; KEIRBY,
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1979). Os nematoides das galhas s3o parasitas obrigatorios de vegetais, e
possuem como caracteristica o dimorfismo sexual.

As diferengas gerais na forma do corpo entre machos e fémeas, tais como
fémeas arredondadas e machos vermiformes, sdo estabelecidas durante o
desenvolvimento pos-embrionario do nematéide (EISENBACK;
TRIANTAPHYLLOU, 1991).

O desenvolvimento embrionario resulta no juvenil de primeiro estadio.
Este sofre uma ecdise ainda no ovo, dando origem ao juvenil de segundo estadio
(J2). O J2 e movel, vermiforme, infectivo e migra no solo atraido por
substancias que emanam das plantas, penetrando nas raizes da planta hospedeira.
O J2 move-se através dos tecidos da planta e estabelece o seu sitio de
alimentagdo no parénquima vascular, resultando em um complexo
relacionamento com a planta (TAYLOR; SASSER, 1983).

O J2 torna-se sedentario e induz a formacao de células especiais
chamadas células nutrise (células gigantes). Apos trés ecdises, finalmente
surgem os adultos, que podem ser fémeas ou machos. As fémeas produzem ovos
por trés meses. Depois cessam a produgdo, podendo viver um pouco mais. Os
machos vivem semanas e os J2 podem viver de poucos dias a meses (TAYLOR ;
SASSER, 1983).

Logo apos a ultima ecdise, a fémea jovem comeca a se alimentar,
permanecendo nesse sitio o restante de sua vida (EISENBACK;
TRIANTAPHYLLOU, 1991).

Durante esse desenvolvimento pos-embrionario, o sistema reprodutivo
desenvolve-se e crescem as gonadas funcionais. A mudanga de forma nos macho
(piriforme para adulto vermiforme) ocorre durante o quarto estadio juvenil (J4).
Nesse periodo, o J4 sofre uma metamorfose na qual o corpo se alonga,
assumindo o macho a forma vermiforme (EISENBACK;

TRIANTAPHYLLOU, 1991). O macho de quarto estadio esta envolvido pelas
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cuticulas do segundo e terceiro estadios, e apos a ultima ecdise, 0 macho emerge
inteiramente desenvolvido (TAYLOR; SASSER, 1983).

Os machos nio se alimentam, saem da raiz € movem-se livremente no
solo (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991). A duragdo do ciclo de vida
do nematoéide das galhas e fortemente afetada pela temperatura. Dentre os
fatores limitantes para seu desenvolvimento, pode-se destacar a temperatura
onde os limites letais absolutos sdo 50°C (superior) e 0°C (inferior), e o 6timo de
longevidade 10°C, sendo as temperaturas ideais para o desenvolvimento e
reprodugao entre 25-30 °C (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991).

M. enterolobii pertence a familia Heterodeidae e género Meloidogyne
Goeldi. Sua descrigdo foi feita na cultura da berinjela (Solanum melongena L.)
em Porto Rico (RAMMAH; HIRSCHMANN, 1988).

O formato da configuracdo perineal das fémeas varia de circular a
ovulado, o arco dorsal de arredondado a trapezoidal e pode ser baixo ou alto. As
estrias sdo largamente espagadas, e a regido da extremidade da cauda e grande,
circular e usualmente sem estrias. As linhas laterais, muitas vezes, estao
ausentes. Essa grande variabilidade nos padrdes perineais de M. enterolobii foi
ilustrada por Block et al. (1997).

Os bulbos do estilete das fémeas sdo caracteristicamente reniformes e
ndo estdo visivelmente divididos. A regido cefalica dos machos ¢ alta, retangular
e ndo e projetada para fora do corpo. Outro caractere importante dos machos sao
os bulbos do estilete. Estes sdo separados e ndo sdo divididos longitudinalmente
por uma rachadura.

Nos J2, a cauda afila-se, gradualmente, ate a ponta. Aparentemente,
essa espécie tem sido identificada incorretamente por alguns autores como M.
incognita ou M. arenaria, devido a semelhanga de caracteres morfoldgicos de

padrles perineais. As reagdes de hospedeiros diferenciadores a M. enterolobii
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também confere com as reacoes a M. incognita raca 2 (RAMMAH;
HIRSCHMANN, 1988)

Estudos utilizando técnicas moleculares, como RFLP e RAPD,
constataram que populagdes de popula¢des de M. enterolobii originarias da
Africa ou das Américas sio muito proximas e constituem um grupo unico, muito
distinto de M. incognita, M. arenaria e M. javanica (BLOCK et al., 1997).

As alteragdes no agroecossistema, provocadas pela expansdo do cultivo
da goiabeira, propiciam condi¢des favoraveis ao surgimento de problemas
fitossanitarios na cultura. Destacando-se aqueles relacionados as pragas
(BARBOSA, 2001) e mais recentemente aos fitonematoides, especificamente as
espécies de Meloidogyne.

Os nematoides estdo entre os animais multicelulares mais numerosos
que existem no planeta. S3o estimados em um milhdo de espécies
(VIGLIERCHIO, 1991). Muitas espécies de nematoides sdo importantes na
agricultura, algumas pelos danos causados a producdo, e outras, de vida livre,
pelo efeito benéfico a mesma. Os nematodides fitoparasitas promovem distarbios
do sistema radicular, induzindo a formagdo de intera¢des morfofisiologicas,
prejudicando a absorcao e translocacdes de agua e nutrientes.

As perdas devidas ao ataque de nematoides na agricultura mundial sdo
estimadas em aproximadamente US$ 80 bilhdes/ano. A quantificagdo de perdas
no Brasil ndo e precisa devido principalmente as interagdes com danos
provocados por pragas ¢ outras doengas, condi¢des climaticas adversas, presenga
de plantas invasoras e inadequa¢do de tratos culturais (RITZINGER;
FANCELLLI, 2006).

Doengas causadas por nematoides na goiabeira ndo eram conhecidas
pelos produtores até recentemente. O primeiro registro ocorreu na Asia em 1985.
Atualmente, sabe-se que tais parasitas sdo fatores limitantes da producao e da

qualidade de frutos de goiaba em varias partes do mundo (BARBOSA, 2001).
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Dentre os nematodides causadores de danos na agricultura brasileira, os
mais importantes pertencem ao género Meloidogyne Goeldi, e sdo também
conhecidos como nematoides de galhas. Para a goiabeira, a espécie que causa
maiores perdas e M. enterolobii, (RAMMAH; HIRSCHMANN, 1988). No
Brasil, M. enterolobii foi assinalada pela primeira vez em 1989, nos municipios
de Petrolina-PE, Curaca e em 2001 Manicoba-BA, causando danos severos em
plantios comerciais de goiabeira (CARNEIRO et al., 2001). Posteriormente foi
devastado para outras regides do Pais.

Prejuizos relacionados a esta meloidoginose sdo varidveis, mas em
alguns casos sdo responsaveis por ate 100% na produgdo. Plantas de goiabeira
parasitadas apresentam redugdo no niimero e tamanho dos frutos (BARBOSA,
2001). Ainda segundo este autor também ocorre a reducdo da vida util do pomar
para 5 ou 7 anos, que em condi¢gdes normais € cerca de 20 anos.

Na Malésia, a erradicagdo esta ocorrendo em pomares de sete anos. No
Vale do Sado Francisco, Nordeste brasileiro, os danos sdo variados, ocorrendo
desde o impedimento do desenvolvimento de algumas mudas no pomar ate a
morte de plantas adultas. Em casos mais graves, pomares adultos t€m sido
erradicados aos quatro anos (GOMES et al., 2008).

Em diversas cultivares de goiabeira, o parasitismo por M. enterolobii
causa declinio generalizado da planta, o sintoma primario da doenga sdo galhas
de grandes dimensdes com necroses associadas no sistema radicular.
Conseqiientemente, ocorre a diminui¢do drastica das raizes finas. O nematoide
infecta todos os tipos de raizes, desde as radicelas superficiais ate a raiz
pivotante mais lignificada, localizada a mais de 50 cm de profundidade.

Os sintomas secundarios no campo sdo forte bronzeamento de bordos
de folhas e ramos, seguido de amarelecimento total da parte aérea, culminando
com o amarelecimento generalizado e morte stbita da planta (CARNEIRO;

ALMEIDA, 2001; MOREIRA; HENRIQUES, 2001).
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Ha de se notar que goiabeiras parasitadas por M. enterolobii convivem
com o nematdide por muitos meses, porem com uma produtividade em torno de
70% menor do que aquela obtida em plantas sadias (SOUZA et al.,2007).
Prejuizos relacionados a meloidoginose na goiabeira sdo variaveis, havendo
constatacdo de perdas de ate 100 % da producao.

Na regido de Petrolina (PE), em fun¢do do ataque destes nematoides, ja
ocorreu redugdo de area plantada de 6.000 ha para 2.500 ha, com quebra de mais
de 50% da producao de goiaba (CARNEIRO et al., 2006a).

Para evitar danos causados por M. enterolobii em goiabeira deve se
preferencialmente escolher o plantio em areas indenes, utilizando mudas
comprovadamente sadias. O controle pos-plantio de M. enterolobii em goiabeira
e muito dificil, caro e trabalhoso (GOMES et al., 2008).

Entretanto dois métodos de controle se destacam pelos aspectos de
seguranga, efetividade e baixo custo: a utilizacdo de cultivares resistentes de
goiabeira como pé franco ou porta-enxerto e a rotagdo com culturas resistentes.

Carneiro et al. (2007) encontraram resisténcia moderada em aragas da
espécie P. friedrichsthalianium e resisténcia em trés acessos de P. cattleaynum.
Embora esses acessos tenham se mostrado compativeis na enxertia (50%),
poucas plantas sobreviveram em condi¢des de campo

Burla et al. (2007) avaliaram a reagdo a M. enterolobii de vinte e seis
acessos de goiabeira ¢ um de aragazeiro e encontraram que todos os materiais
avaliados foram suscetiveis segundo a escala de Taylor; Sasser (1983). Segundo
esta escala a classificacdo dos materiais ¢ baseada na observacdo do numero de
galhas e massa de ovos presentes no sistema radicular.

Os sintomas causados por nematdides em plantas, na maioria dos casos,
ndo lhe sdo especificos, podendo muitos deles ser confundidos com distarbios
no solo, tais como falta de nutrientes, pH, compactag¢do, patogeno do solo,

dentre outros. Os principais sintomas causados por nematoides sdo: sistema
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radicular muito pobre ou muito denso, necrose em 6rgdos subterraneos, raizes
com galhas, descolamento do cortex radicular, tamanho desigual das plantas,
frutos menores, menor producdo, sintomas de deficiéncia mineral (SILVA,
2009).

No caso do parasitismo por nematdide do género Meloidogyne, o
sintoma mais conspicuo ¢ a presenca de galhas nas raizes, conseqiiéncia da
hiperplasia e hipertrofia de células e tecidos, como resultado da acdo de
substancia secretada pelas glandulas esofageanas dos nematdides (HUSSEY,
1985). Em goiabeira, M. enterolobii causa galhas de grandes dimensdes,
associadas a necroses no sitema radicular, atingindo todas as raizes, inclusive as
raizes pivotantes, a mais de 50 cm de profundidade. Os sintomas reflexos, vitos
nas partes aéreas, caracterizam-se por forte brozeamento dos bordos das folhas,
amarelecimento generalizado da parte aérea, desfolha total da planta, seca de
ramos e morte de plantas (SILVA, 2009).

Em goiabeira, os sintomas causados por M. enterolobii estdo associados
4 deficiéncia de nitrogénio, fosforo e potassio. Além disso, as plantas
apresentam uma tendéncia & menores absor¢do de calcio, magnésio e acimulo
de manganés (GOMES et al., 2008).

A adubacgdo periddica, mediante analise previa do solo, ¢ uma pratica
cultural muito importante ¢ que pode contribuir para reduzir os efeitos dos

nematoides sobre a planta, aumentando a longevidade do pomar (SILV A, 2009).

2.7 Marcadores moleculares

A goiabeira, assim como o aragazeiro, fruteiras do género Psidium, sdo
plantas que se adaptam bem a diferentes climas e tipos de solo, fator que
favoreceu a introducdo da cultura no Vale do Submédio Sao Francisco

(TORRES et al., 2004).



38

Estudos de melhoramento genético t€ém sido extensivamente utilizados
como potentes ferramentas, tanto no que diz respeito a obtengdo de cultivares
com vantagens econdmicas, como alta produtividade ¢ melhor aspecto dos
frutos, quanto na caracterizagdo e conservagdo de material genético (PEREIRA,
1984).

A variagdo genética tem sido estudada através de caracteres fenotipicos,
que sdo freqiientemente influenciados por condi¢des ambientais (PERSSON,
2001). Tais estudos, no entanto, passaram a ser complementados, nas ultimas
décadas, por técnicas moleculares (DREW, 1997; SUNIL, 1999), como
marcadores moleculares, cujo conhecimento pode auxiliar, tanto em estudos de
mapeamento genético de populacdes quanto na identificacdo de hibridos de
interesse nas geragdes de individuos e na selecdo de potenciais porta-enxertos,
possibilitando ainda a defini¢ao de estratégias para conservacdo de recursos
genéticos (SANTOS et al., 2007a).

A utilizagdo de marcadores moleculares ¢ uma ferramenta chave que
possibilita aos programas de melhoramento determinar mapeamento e
diagnosticos genéticos, taxonomia molecular, analises de integridade genética e
estudos evolutivos de macro e microrganismos. Alternativamente, o uso de
marcadores genéticos baseados na identificagdo de polimorfismo de DNA, ¢
utilizado pelo melhorista para criar um padrdo genético proprio de cada cultivar
(WUNCH; HORMAZA, 2007).

Uma das principais vantagens da utilizagdo destes é propiciar a redugio
do tempo para identificacdo da diversidade genética entre os individuos
trabalhados (XAVIER et al.,, 2005). Um dos marcadores moleculares mais
utilizados ¢ o RAPD (amplificacdo arbitraria polimoérfica de DNA) por ser uma
técnica rapida e de custo relativamente baixo, porém com potencial informativo

(AREIAS et al., 2006).
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Os marcadores de RAPD séo bastante estudados, e permitem gerar uma
grande quantidade de informagdes sobre a diversidade genética. Em geral, os
dados sdo obtidos na forma de matriz composta por certo numero de genotipos
que podem ser variedades, isolados ou clones, genotipados para dezenas ou
centenas de marcadores RAPD, obtidos com um ou mais primers. Sdo
ferramentas importantes para verificar a variabilidade existente entre diferentes
isolados de uma mesma espécie e permitem verificar o grau de relagdo genética
entre estes isolados (AUFAVRE-BROWN et al., 1992).

Muitos estudos de melhoramento genético em Psidium, sp tém sido
realizados utilizando-se marcadores moleculares (HERNANDEZ-DELGADO et
al., 2003; REVELES et al., 2003; VALDES-INFANTE et al., 2003; RUEDA et
al., 2003; SANABRIA et al., 2006). O marcador AFLP foi utilizado por Valdés-
Infante et al. (2003) para caracterizar 62 acessos de goiabeiras em Cuba e por
Hernandez-Delgado et al. (2007), que analisaram acessos de Psidium,
encontrando separagdo entre grupos de goiaba e de aragd no México.

Visando a caracterizacdo de germoplasma de goiabeiras do Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) no
Me¢xico, Padilla-Ramirez et al. (2002) utilizaram dados morfologicos e
moleculares (RAPD), observando que, na regido de Calvillo-Cafiones, ha
reduzida variabilidade genética, pois nos materiais avaliados encontrou-se uma

similaridade genética da ordem de 88%.

2.8 Tamanho do genoma e nUmero cromossémico

A compatibilidade na enxertia e entendida como aquela em que ocorre a
unido bem-sucedida entre o enxerto € o porta-enxerto, resultando no
desenvolvimento satisfatorio da planta. Quando isso nao ocorre, tem-se o que e

chamado de incompatibilidade (FACHINELLO et al., 2005). Segundo esses
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mesmos autores, embora 0 mecanismo de incompatibilidade esteja relacionado a
fatores geneticos de diferentes enxertos e porta-enxertos, em alguns casos
particulares, isso nao fica claramente evidenciado, em virtude do grande numero
de materiais vegetativos geneticamente diferentes, que podem ser unidos pela
enxertia.

As andlises citogenéticas podem trazer contribuigdes indispensaveis no
sentido de aumentar a eficiéncia das estratégias de conserva¢ao e mesmo de
trabalhos de melhoramento com a espécie. Diferencas no nimero cromossémico
entre as espécies usadas podem explicar a incompatibilidade.

Cada cromossomo ou par de cromossomos representa um papel decisivo
no desenvolvimento de um individuo. Por isso, o nimero de cromossomos € as
variantes que cada um deles apresenta, dentro de uma espécie, sdo dados
importantes para a determinacdo da posi¢do filogenética e taxonOmica
(GUERRA, 1988), tanto dentro de taxons inferiores quanto em niveis superiores
(GUERRA, 1990).

A caracterizagdo precisa do caridtipo tem fundamental importancia
quando o objetivo é comparar cariologicamente espécies diferentes ou analisar a
variagdo entre individuos da mesma espécie. Um dos pardmetros mais utilizados
para a caracterizagdo citologica de uma espécie € o numero cromossdmico
(PEDROSA et al.,, 1999). Para Sybenga (1998), a citogenética fornece
informagdes indispensaveis para a manipulagdo das plantas. Neste contexto, o
nimero cromossomico ¢ um dos parametros mais utilizados para a
caracterizacdo citologica de uma espécie que, aliado a outros caracteres
citologicos, fornece informagdes para o entendimento das alteragcdes genéticas
envolvidas.

Em termos de frutiferas comerciais, nativas ou ndo, a citologia tem sido
pouco empregada, o que representa uma lacuna importante para o melhoramento

(PEDROSA et al., 1999).



41

De acordo com Atchinson (1947) o numero basico para a familia
Myrtaceae ¢ X = 11, ocorrendo pequena variagdo no nimero cromossdomico,
sendo registrado na maioria dos géneros, circunscritos em diferentes subfamilias
e tribos (RYE, 1979). Costa (2004) e Costa; Forni-Martins (2006a, b, 2007)
corroboraram a uniformidade de numeros cromossémicos apontada
anteriormente.

Espécies diploides ocorrem com maior freqii€ncia nas Myrtoideae de
frutos secos (tribos Chamelauciecae, Leptospermeae e Melaleuceae) (RYE,
1979), enquanto a poliploidia ¢ muito comum em taxons de frutos carnosos
(tribo Myrteae).

Costa (2004) e Costa; Forni-Martins (2006a, b) ressaltaram a
importancia da poliploidia como um importante processo evolutivo em Myrteae,
registrando origem por poliploidia (2n = 33 e 44) em 21% das espécies de
Eugenia e 75% das espécies de Psidium por eles analisadas. Também
verificaram a ocorréncia freqliente de citotipos diferenciados pelo nivel de
ploidia em diversas espécies, variando de 22, 33 ¢ 44 cromossomos, porém nao
realizaram estudos mais aprofundados para determinar a natureza destes
poliploides.

A poliploidia é considerada um dos mecanismos adaptativos e
evolutivos importantes em plantas, favorecendo uma amplitude ecologica e
distribuicdo geografica mais ampla que os parentais dipldides (BRIGGS;
WALTERS 1997). A dificuldade na taxonomia das mirtaceas neotropicais
(BARROSO 1991; MCVAUGH 1956) pode ser decorrente da especiagdo
envolvendo hibridagdo e poliploidia, com surgimento de caracteres morfologicos
intermedidriosentre as espécies proximamente relacionadas, sendo o fluxo
génico entre elas interrompido pela diferenciagdo cromossdmica, principalmente
por poliploidia. A hibridizacdo e a poliploidia sd3o reconhecidas como os

principais fatores que promovem a diversidade genética e a especiacdo em
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plantas, sendo a poliploidia 0 mecanismo evolutivo responsavel pela restauragio
da fertilidade dos hibridos (STEBBINS, 1950).

A diferenciagdo de racas cromossomicas ou citotipos pode ser entendida
como uma etapa intermediaria e importante, pois leva ao isolamento genético,
fornecendo uma barreira ao fluxo génico (STACE, 1991) atuando na
diferenciacdo e favorecendo o processo de especiacdo (BRIGGS; WALTERS
1997).

Outra importante alteracdo estrutural responsavel por parte da variagao
cromossdmica numérica nas angiospermas ¢ a disploidia. Segundo Guerra
(1988, 2008), a disploidia ¢ a alteragdo no niimero cromossOmico sem variagao
no conteido de DNA, e geralmente ocorre devido a quebras nos cromossomos,
originando cromossomos telocéntricos (fissdo céntrica) ou o inverso (fusdo
céntrica).

A citometria de fluxo tornou-se uma ferramenta poderosa para o estudo de
genomas vegetais permitindo discutir aspectos evolutivos em diversos grupos
(DOLEZEL et al., 2007). Foi originalmente desenvolvida, no fim dos anos 50,
para a contagem e analise de células sanguineas.

No dominio das células vegetais, apesar da utilizacdo da citometria de
fluxo ter ocorrido apenas no inicio dos anos 80, o niimero de aplicagdes tem
aumentado continuamente desde entdo, sendo, hoje em dia, uma técnica
rotineiramente utilizada em estudos de melhoramento vegetal, taxonomia e em
varios laboratérios por todo o mundo (DOLEZEL, 1991).

A estimativa do conteido em DNA nuclear foi a primeira (HELLER,
1973) e continua a ser a principal utilizagdo da citometria de fluxo em plantas.
Presentemente, a citometria de fluxo ¢ considerada a metodologia mais
apropriada para este tipo de ensaios.

Costa et al. (2008) estimou o tamanho do DNA em espécies de P.

cattleyanum, P. guajava (frutos vermelhos) e P. guajava (frutos amarelos)
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verificou-se que o genoma da espécie P. cattleyanum era maior que os de
espécies P. guajava.

Nesse contexto, as informagoes relativas as caracteristicas citogenéticas e
contetdo de DNA podem contribuir para o entendimento das relagcdes de
incompatibilidade entre porta-enxertos de Psidium sp. (aragazeiro) e P. guajava
(goiabeira), resistentes ao nematdide M. enterolobii com genotipos comerciais

de goiabeiras.
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CAPITULO 2

RESISTENCIA DE GOIABEIRAS (Psidium guajava) E ARACAZEIROS
(Psidium sp.) A M. enterolobii
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RESUMO

A meloidoginose da goiabeira, causada por Meloidogyne enterolobii, é
hoje considerado o principal problema fitossanitario desta cultura em todo o
pais, pois a sua incidéncia resulta em acentuada queda de produtividade e, na
maioria das vezes, a morte das plantas em médio prazo. Visando seu controle,
objetivou-se neste trabalho identificar fontes de resisténcia em goiabeira
(Psidium guajava L) e aracazeiro (Psidium sp). Foram avaliados onze genotipos
oriundos do campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e de regides
préximas ao municipio de Lavras (MG). As sementes foram coletadas de frutos
fisiologicamente maduros ¢ germinadas em piscinas hidroponicas. Ao atingirem
12 cm de altura foram transferidas para casa de vegetagdo, em vasos individuais,
e mantidas a temperatura entre 18-38°C. Apods quinze dias foram inoculados
individualmente com suspensdo de 10.000 ovos e J2 juvenis do segundo estadio
de M. enterolobii e avaliadas apos 120 dias. As rea¢des dos hospedeiros foram
enquadradas nos pardmetros estabelecidos pelo fator de reproducdo FR,
estimado pelo quociente Pf/Pi, onde (Pf) representa a populagdo final e (Pi) a
populagdo inicial. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com
11 genotipos, uma espécie de nematoide e seis repeti¢des, sendo duas plantas em
cada genotipo adicionadas como controle. Quatro meses depois, foram avaliados
os teores foliares de macro e micronutrientes ¢ grau de infeccdo de cada
genotipo. A producdo media de ovos e J2 de M. enterolobii variou de 200 a
428.146,1 e os fatores de reproducao (FR) médios variaram de 0,02(ALU1) a
42,81(A-PASTO). Os gendtipos de araga (Psidium spp) AUFLA1, AUFLAA4,
AUFLAS5 e APASTO e os genotipos de goiaba (P. guajava) G-ROXA e G-
AMAR foram considerados suscetiveis. Os genotipos de aragd ALU1, ALU2,
ALU3, AROXO-C e AROXO-U mostraram-se resistentes. Foi possivel associar
os sintomas causados por M. enterolobii com variagdes de alguns teores de
macro € micronutrientes o que podera vir a auxiliar novas estratégias de
controle. A nao identificacdo P. guajava resistente a M. enterolobii caracteriza-
se em ameaga a continuidades dos pomares de goiabas comerciais.

Palavras-chave: Gendtipos. Nematoide de galhas. Macronutrientes. Resisténcia.
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ABSTRACT

Guava tree root-knot, caused by Meloidogyne enterolobii, is today
regarded as the main phytosanitary problem of this crop all over the country, for
its incidence results into marked yield fall and most times the death of the plant
on a medium term. Aiming at its control, it was intended in this work to identify
resistance sources of on guava tree Psidium guajava L and Surinam cherry tree
Psidium sp. Eleven genotypes coming from the campus of the Federal
University of Lavras (UFLA) (Universidade Federal de Lavras (UFLA)) and
regions close to Lavras town (MG). The seeds were collected from
physiologically ripe fruits and germinated in hydroponic pools. On reaching 12
cm high, they were transferred to the greenhouse in individual pots and kept at
the temperature between 18-38°C. After fifteen days, they were inoculated with
a suspension of 10,000 eggs and J2 of M. enterolobii and evaluated after 120
days. The hosts’ reactions were fitted in the parameters established by the
reproduction factor FR, estimated by the P{/Pi quotient, where Pf stands for the
final population and Pi the initial population. The design utilized was the
completely randomized with 11 genotypes, one nematode species and six
replicates, that is, two plants in each genotype being added as a control. Four
months later, the leaf contents of macro and micronutrients and degree of
infection of each genotype were evaluated. The average yield of eggs and J2 of
M. enterolobii ranged from 200 to 428.146.1 and the average reproduction
factors (FR) varied from 0.02(ALU1) to 42.81(A-PASTO). The genotypes of
Surinam cherry (Psidium spp) AUFLA1, AUFLA4, AUFLAS5 and APASTO and
the genotypes of guava (P. guajava) G-ROXA and G-AMAR were regarded as
susceptible. The Surinam cherry genotypes ALUL, ALU2, ALU3, AROXO-C
and AROXO-U proved resistant. It was possible to associate the symptoms
caused by M. enterolobii with variations of some contents of macro and
micronutrients which will be able to be to come to help new control strategies.
The non-identification of P. guajava resistant to M. enterolobii is characterized
in threat to the continuity of the commercial guava orchards.

Keywords: Genotypes. Root-knot nematode. Macronutrients. Resistance.
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1 INTRODUCAO

O cultivo da goiabeira vem sendo severamente ameagada pela presenca
nos pomares do nematdide de galha da goiabeira (Meloidogyne enterolobii),
encontrado nas principais regides produtoras, comprometendo a produgio,
chegando a causar a morte da planta (TORRES et al., 2005). O primeiro registro
de M. enterolobii no Brasil ocorreu no municipio de Petrolina (PE), nos
perimetros irrigados de Curagd e Manicoba (BA), causando danos severos em
plantios comerciais de goiabeira (CARNEIRO et al., 2001). A partir de entdo,
esse nematdide vem sendo detectado parasitando goiabeiras em plantios
comerciais de outros estados.

Os danos e perdas causados por M. enterolobii em goiabeira sdo tdo
severos que, na regido de Petrolina, ocorreu redugdo da area plantada de 6.000
ha para 2.500 ha (CARNEIRO et al., 2006). Uma vez instalado o nematoide na
goiabeira, o controle torna-se dificil, sendo a melhor medida de controle o uso
de porta-enxertos resistente (CARNEIRO et al., 2007).

Plantas atacadas pelo nematdide das galhas apresentam a formacgao de
galhas nas raizes, a paralisacao do crescimento e morte de pontas de raizes. As
plantas podem apresentar depauperamento e declinio lento, deficiéncia
nutricional, diminui¢do do tamanho das folhas e frutos e reducdo da
produtividade (GOMES et al., 2008).

A reducdo no vigor das goiabeiras parasitadas por M.enterellobi é
consequéncia das alteragcdes ocorridas no sistema radicular, e essa infeccdo
desencadeia uma sindrome caracterizada por sintomas de desbalanco nutricional
(TTHOHOD, 1993).

As folhas sdo importantes centros metabolicos e a analise foliar reflete o

estado nutricional da planta com mais fidelidade. Por isso, a analise foliar ¢ uma
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das melhores técnicas disponiveis para avaliar o estado nutricional das plantas
(FACHINELLO et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi identificar genotipos goiabeira e aragazeiro
resistentes a M. enterolobii, com vistas a utilizagdo como porta-enxertos
compativeis com as variedades comerciais de goiabeira ¢ também obter o
equilibrio dos teores foliares de macronutrientes ¢ micronutrientes das plantas

avaliadas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O trabalho foi conduzido no Setor de Hidroponia do Departamento de
Ciéncia do Solo e em casa de vegetagdo do laboratério de Nematologia do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
localizada no municipio de Lavras, MG, o clima é do tipo Cwb. As sementes
foram coletadas de frutos fisiologicamente maduros de dois genoétipos de
goiabeira (P. guajava) e nove gendtipos de aragazeiro (Psidium sp), oriundos de
regides proximas ao municipio de Lavras (MG). As sementes foram semeadas
de duas a quatro em tubetes plasticos, com 5 cm de didmetro ¢ 20 cm de altura,
contendo vermiculita como substrato. Em seguida, foram colocados em suportes
proprios e transferidos para caixas rasas niveladas, aqui denominadas de
piscinas, onde passaram a receber solucdo nutritiva proposta por Faquin;
Chalfun (2009). A irrigagdo e a nutricdo das plantas foram realizadas por
capilaridade da propria vermiculita. Em todo o periodo experimental, foi
utilizada solug@o nutritiva. A reposi¢do de nutrientes na solucdo nutritiva do
reservatorio foi efetuada por meio da condutividade elétrica, ajustando-a
diariamente pela adigdo de solugdes estoque de macro e micronutrientes, ¢ o pH
da solugdo nutritiva foi mantido entre 5,5 e 6,5.

Ap6s as mudas alcancarem 8 a 10 cm de altura, foi realizado o desbaste
deixando-se apenas as mais vigorosas. Ao atingirem, 12 cm de altura foram
transferidas para casa de vegetacdo, onde foram transplantadas para vasos
plasticos de 3,5L contendo casca de Pinus como substrato. As temperaturas no
interior do ambiente protegido com polietileno de 120um variaram-se de 18 a

38°C.
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Quinze dias ap0s a transferéncia, as mudas tiveram suas alturas aferidas

e foram inoculadas com M. enterolobii conforme procedimento a seguir.

2.2 Preparo do inoculo

O in6culo, cedido pela Embrapa Semi-arido — CPATSA -Petrolina-PE,
foi inoculado em raizes de tomateiro, linhagem 684, reconhecida como resistente
a M. incognita e M. javanica. Dois meses apos a inocula¢do, as raizes dos
tomateiros foram cuidadosamente retiradas do substrato, lavadas e cortadas em
pequenos segmentos de 1-2 cm, seguindo-se a extracdo de ovos conforme a
técnica descrita por Hussey & Barker (1973). O método consiste, basicamente,
em acondicionar pedagos de raizes em recipiente de vidro com capacidade para
500 mL, adicionando-se 200 mL de uma solug@o de hipoclorito de sodio a 0,5%
e agitando-se no liquidificador por 40 segundos. A suspensdo foi imediatamente
passada em peneiras de 200 e 500 Meshes, tipo “US Standard Series”. Os ovos
(J2 estadio infectivo) que ficaram retidos na ultima peneira foram lavados em
agua corrente para remocdo dos residuos de hipoclorito de sodio e transferidos,
com a ajuda de uma piceta, para um vidro com tampa plastica de 50 ml. Dessa
suspensdo foi retirado amostra de 1 mL para contagem dos ovos ¢ J2 com

auxilio da cdmara de contagem de Peters, por meio do microscopio fotonico.

2.3 Inoculacdo com o nematdide M. enterolobii

Separadas em trés blocos, uniformizados pelo desenvolvimento
fisiologico, as mudas dos aragazeiros e goiabeiras foram inoculadas com 10.000
ovos ¢ J2/planta apo6s 15 dias do transplantio. O inéculo foi depositado em
quatro pequenas depressdes de 5 cm no solo, distanciados 2 ¢cm do colo da

planta, com auxilio de uma pipeta de graduacdo automatica (Macroset). As
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plantas foram convenientemente espacadas na casa de vegetagdo, recebendo
regas quinzenais, de solugdo nutritiva proposta por Faquin & Chalfun (2009) e

demais tratos culturais durante um periodo experimental de quatro meses.

2.4 Avaliacéo e analise dos dados

A andlise do comportamento dos hospedeiros, em relagdo ao parasitismo
de M. enterolobii, ocorreu aaos 120 dias apds a inoculagdo. Para isto, as raizes
das plantas foram processadas pela técnica de Hussey & Barker (1973) ¢ a
populagdo de ovos, juvenis e adultos foi estimada com auxilio da cdmara de
contagem de Peters, por meio do microscopio fotonico. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado, com 11 genétipos, uma espécie de
nematoide e seis repeticdes, sendo trés plantas de cada gendtipo adicionadas
como controle, ndo sendo inoculadas. Os dados obtidos constituiram a
populagdo final (Pf) e foram utilizados na determinagdo do fator de reproducéo
(FR), conforme Oostenbrink (1966), definido pela relagdo Pf/Pi, em que Pi ¢ a
populacdo inicial. Plantas com FR<1 foram consideradas resistentes e aquelas
com FR>1, suscetiveis.

A analise estatistica da variavel fator de reproducdo foi realizada
utilizando do software R (2008). A homogeneidade e normalidade da
distribuicdo amostral foram analisadas pelos testes de Bartlett e Shapiro-Wilks,
respectivamente. Quando verificado que os dados ndo seguiam uma distribuigao
normal e ndo possuiam a mesma varidncia, realizou-se a analise de varidncia

nao-paramétrica, usando o teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.
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2.5 Obtencdo da matéria seca

As folhas foram colhidas secas em estufa de circulagdo forgada de ar, a
60°—65°C, até peso constante e, posteriormente, pesadas. Desta forma obteve a
matéria seca foi moida em moinho tipo Willey, com malha de 20 mesh. Apos a
moagem, os teores foliares dos macronutrientes ¢ micronutrientes foram
analisados quimicamente, de acordo com Malavolta et al. (1997). O variavel teor
foliar foi analisado estatisticamente pelo programa Sisvar (FERREIRA, 2000),
realizando-se a analise de varidncia e o teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade, para comparacdo de médias.
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A producdo media de ovos de Meloidogyne enterolobii nas plantas

testadas variou de 200 a 428.146,1 e os fatores de reprodugdo (FR) médios
variaram de 0,02(ALU1) a 42,81(A-PASTO) (Tabela 1).

Tabela 1 Numero total de ovos, fator de reproducdo (FR) e reagdo (R=resistente;
S=suscetivel) em raizes de genotipos de aragazeiro e goiabeira
inoculados com Meloidogyne enterolobii

Gendtipos Nome Nome N° total de FR Reacdo
comum cientifico 0vo0s

AUFLA1 Aragazeiro Psidium 90.620,4 9,02 (45,50)1d S
sp.

AUFLA4 Aragazeiro Psidium 28.271,8 2,83(39,17) e S
sp.

AUFLA5 Aragazeiro Psidium 17.289,3 1,73(33,83) f S
sp.

ALUI Aragazeiro Psidium 200 0,02(8,67) h R
sp.

ALU2 Aragazeiro Psidium 1450 0,15(22,25)g R
sp.

ALU3 Aragazeiro Psidium 2755 0,28(26,5)g R
sp.

A-PASTO  Aragazeiro Psidium 428.146,1  42,81(62,4)a S
sp.

AROXO-C  Aragazeiro Psidium 200 0,02(8,00)h R
sp.

AROXO- Aragazeiro Psidium 181,67 0,18(12,08)h R
U sp.

G-ROXA Goiabeira- Psidium 299.366,3 29,94(57,17)b S

roxa guajava
G-AMAR  Goiabeira- Psidium 222.079,3 22,21(52,33)c S
amarela guajava

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis
ao nivel de 5% de probabilidade. ' Rank: Classificagdo obtida conforme metodologia de

Kruskal-Wallis.

Os genotipos de aragazeiro (Psidium sp) AUFLA1, AUFLA4, AUFLAS
e APASTO e os gendtipos de goiabeira (P. guajava) G-ROXA e G-AMAR
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foram considerados suscetiveis. Os genétipos de araca ALU1, ALU2, ALU3,
AROXO-C e AROXO-U mostraram-se resistentes (Tabela 1).

Almeida et al.(2009), também avaliando genoétipo de goiaba-roxa (P.
guajava), o identificaram como suscetivel corroborando com os dados
constatados do presente trabalho. Neste mesmo artigo os autores relatam que dos
21 acessos de goiabeira (P. guajava), um acesso da goiabeira da Costa Rica (P.
friedrichsthalianum) e sete aragazeiro (Psidium sp), considerando o fator de
reprodugdo, identificaram apenas quatro acessos (todos de aragazeiro) eram
resistentes ao M. enterolobii.

Também Burla (2007), Carneiro et al. (2007) e Scherer (2009), dentre
outros, obtiveram elevados valores de fator de reprodugdo ao avaliarem
materiais de goiabeira a esse nematdide. Até a presente data, resisténcia a M.
enterolobii em gendtipos de P. guajava ainda ndo foi relatada, fato este que
ameaga os pomares comerciais. Carneiro et al. (2007) encontraram resisténcia
moderada em aragas da espécie P. friedrichsthalianium e resisténcia mais
acentuada em trés acessos de P. cattleaynum. Ao que tudo indica a fonte de
resisténcia genética ao M. enterolobii encontra-se, inicialmente, nos aragazeiros
da espécie P. cattleaynum, e por serem muito recentes os estudos é necessario
avaliar outras espécies de aragazeiro.

Considerando o Brasil um dos centros de origem da goiabeira, mais
screenings devem ser realizados com acessos de Psidium que obtiveram FR<1
para selecionar porta-enxertos com alta compatibilidade e sobrevivéncia em
nivel de campo, quando enxertados com cultivares comerciais como ‘Paluma’ e
‘Pedro Sato’.

Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentados os teores foliares de macro e
micronutrientes nos genoétipos de aracazeiro e goiabeira inoculados com M.

enterolobii.
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Tabela 2 Teores foliares de macronutrientes (g/kg™) gendtipos de goiabeira e
aragazeiro, aos 120 dias apos a inoculagdio com Meloidogyne
enterolobii

Nome Nome N P K Ca Mg S
comum cientifico

AUFLA1 Psidium 24,50b 6,14b 6,72a 1248a 6,53a 448D

Sp.

AUFLA4 Psidium  33,83a 4,85c¢ 7,03a 822c 4,69b 287e
Sp.

AUFLAS Psidium 32,83a 8,85a 6,79a 10,74b 498D 491 a
Sp.

ALU1 Psidium 19,17d  1,85f 6,45a 8,63c 3,35d 2,67¢
Sp.

ALU2 Psidium 19,50d 2,13e 648a 8,84c 341d 2,83
Sp.

ALU3 Psidium  20,67d 1,84f 6,39a 732d 3,68d 284e
Sp.

A-PASTO Psidium 19.67d  189f 6,54a 7,07d 2,14f 251e
Sp.

AROXO-C  Psidium 18,50d 6,03b 6,92a 10,83b 2,84e¢  3,51d
Sp.

AROXO- Psidium 21,33¢  442d 645a 11,08b 2,11f 341d
U sp.

G-ROXA Psidium 22,50c 2,62e¢e 7.,66a 6,67d 2,58 e 4,02 ¢

guajava
G-AMAR Psidium 21,67¢ 247e¢ 621a 1093b 432c¢ 4,18 ¢
guajava

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade

Observa-se, na Tabela 2, que para o teor foliar do K, ndo houve

diferenca significativa entre os genotipos.
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Tabela 3 Teores foliares de micronutrientes (mg/kg"') de genétipos de goiabeira
e aragazeiro, aos 120 dias ap0s a inoculagdo com Meloidogyne

enterolobii
Nome Nome B Cu Fe Mn Zn
comum cientifico
AUFLA1 Psidium 51,22¢  2,53¢  319,57b 141,77 € 28,66 a
Sp.
AUFLA4 Psidium 50,17¢ 3,67b 321,38b 137,93 ¢ 2322 ¢
Sp.
AUFLAS5 Psidium 5220¢c 2,63c 2884l1c 149,47 e 2545b
Sp.
ALUI Psidium 3826d 2,72c¢ 502,48 a 192,53 d 26,73 b
Sp.
ALU2 Psidium 43,13d 323b 41746b 294,34 ¢ 31,28 a
Sp.
ALU3 Psidium 51,61¢  2,26c¢c 495,83a 370,64 b 27.84 a
Sp.
A-PASTO Psidium 4463d 2,17c¢ 241,03¢ 195,85d 19,74 d
Sp.
AROXO-C Psidium 55,16b 6,47a 258,58¢ 522,18 a 22,74 ¢
Sp.
AROXO-U Psidium 56,57b 6,10a 242,12¢ 363,94 b 25.85b
Sp.
G-ROXA Psidium 69,30a 3,76b 271,12¢ 314,38 ¢ 27,97 a
guajava
G-AMAR Psidium 69,30a 3,76b 271,12¢ 314,38 ¢ 27,97 a
guajava

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao

nivel de 5% de probabilidade.

Ja os genodtipos AUFLA1, A-PASTO, G-ROXA e G-AMAR foram bons

hospedeiros (FR>1) de M. enterolobii, apresentaram menor teor foliar de N, P,

Ca, Mg e¢ Fe comparados com as plantas controle (Tabela 4). Entretanto o

nutriente Mn nos genétipos G-ROXO e G-AMAR, houve maior acumulo

comparado com os genétipos controle (Tabela 4).
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Tabela 4  Comparagiodos teores foliares de macro (g/kg™) e micronutrientes
(mg/kg™) de gendtipos controle, sem inoculagdo e com inoculagdo a
Meloidogyne enterolobii analisados aos 120 dias

Nome Nome Rea- N P Ca Mg Fe Mn
comum cientifico ¢éo
AUFLAL1 Psidium S 2450b 6,14b 1248a  6,53a  319,57b

sp.
AUFLA1 Psidium G.C 30,00 8,08 14,92 6,71 336,7

sp.
A- Psidium S 19.67d 1,89f 7,07d 2,14f 241,03c¢
PASTO sp.
A- Psidium G.C 23,00 3,01 9,42 3,55 261,51
PASTO sp.

G-ROXA  P.guajava S 22,50c  2,62e 6,67d 2,58¢ 271,12¢ 31438 ¢
G-ROXA  P.guajava G.C 26,00 3,53 7,76 5,58 319,30 243,66
G-AMAR  P.guajava S 21,67c  2,47e  10,93b 4,32¢ 271,12¢ 314,38 ¢

G-AMAR P.guajava G.C 3500 619 1236 6,29 34430 101,92

Segundo Ferraz; Monteiro, (1995), com a alta infec¢do do sistema
radicular das plantas, o juvenil toma a forma salsichoide, perde a mobilidade e
passa a se alimentar da raiz, ocorrendo o parasitismo, onde resultam em severo
comprometimento a absor¢do e transporte de agua e nutrientes nas plantas. No
entanto, os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com os
autores, onde apresentou menor absor¢do de nutrientes.

Nos gendtipos ALU1, ALU2, ALU3, AROXO-C e AROXO-U (Tabela
1) verificou-se FR < 1, mostrando que esses materiais sdo resistentes e que
também apresentaram teores de macro e micronutrientes equilibrados,

comparando-se com os genotipos controle (Tabelas 5 ¢ 6).
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Tabela 5 Comparagiode teores foliares de macro (g/kg™) de genotipos controle,
sem inoculagdo e com inoculagio a Meloidogyne enterolobii
analisados aos 120 dias

Nome Nome Gendti- N P K Ca Mg S

comum cientifico pos

ALU1 Psidium Gl 19,17d 1,85f 6,452  8,63¢c 3,35d  2,67e
sp.

ALU1 Psidium G.C 20,50 1,81 6,50 9,76 3,35 3,63
sp.

ALU2 Psidium Gl 19,50d 2,13e 648a  884c 3,41d  2,83e
sp.

ALU2 Psidium G.C 22,00 2,10 6,52 8,79 3,45 2,91
sp.

ALU3 Psidium GlI 20,67d 1,84f 6,39a  7,32d 3,68d  2,84e
Sp.

ALU3 Psidium G.C 20,60 1,92 6,45 7,29 3,66 2,87
sp.

AROXO-C Psidium G.I 18,50d 6,03b 6,92a 10,83b 2,84¢ 3,51d
sp.

AROXO-C  Psidium G.C 19,00 5,96 6,87 10,96 2,88 3,50
sp.

AROXO-U  Psidium Gl 21,33¢ 442d 6,452  11,08b 2,11f  341d
sp.

AROXO-U  Psidium G.C 22,49 4,52 6,49 10,99 2,08 3,46
sp.

Nome cientificoPsidium, sp= aragazeiro
Genotipos G.I= Gendtipo inoculado
Genotipos G.C= Genotipo controle/ sem indculagdo



70

Tabela 6 Comparagdode teores foliares de micro (mg/kg') de gendtipos
inoculagdo e com inoculagio a Meloidogyne
enterolobii analisados aos 120 dias

controle, sem

Nome Nome Geno- B Cu Fe Mn Zn
comum cientifico tipos
ALU1 Psidium sp. G.I 38,26d 2,72c¢ 502,48 a 192,53 d 26,73 b
ALU1 Psidium sp. G.C 38,56 2,70 500,00 193,72 26,99
ALU2 Psidium sp. GlI 43,13d 323b 417,46b 29434 ¢ 31,28a
ALU2 Psidium sp. G.C 43,06 3,20 415,96 295,27 31,75
ALU3 Psidium sp. Gl 51,61c  2,26¢c 49583 a 370,64b 27,84 a
ALU3 Psidium sp. G.C 51,73 2,28 499,54 368,31 27,80
AROXO-C Psidium sp. G.I 55,16b 6,47a 258,58c 522,18 a 22,74 c
AROXO-C Psidium sp. G.C 52,15 6,41 256,84 523,60 22,99
AROXO-U Psidium sp. Gl 56,57b 6,102 242,12¢ 363,94b  25,85b
AROXO-U  Psidium sp. G.C 57,21 6,22 239,81 364,43 25,68

Nome cientificoPsidium, sp= aragazeiro

Genotipos G.I= Genétipo indculado

Genotipos G.C= Genotipo controle/ sem indculagao

Os gendtipos AUFLA4 e AUFLAS (Tabela 2),

com FR >I,

apresentaram menor teor foliar de Mg, enquanto outros nutrientes mantiveram

os teores equilibrados quando comparados com a planta controle (Tabela 3 7).



Tabela 7 Médias de teores foliares de macro (g/kg™) e micronutrientes (mg/kg") de genétipos controle, sem
inocula¢do Meloidogyne enterolobii analisados aos 120 dias

Nome Nome N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
comum cientifico
AUFLA1 Psidium sp. 30,00 8,08 7,21 1492 6,71 447 52,74 2,80 336,7 143,1 29,63
AUFLA4 Psidium sp. 33,66 4,85 7,25 10,19 5,85 3,02 55,11 3,39 353,49 135,77 25,70
AUFLAS Psidium sp. 32,50 9,68 6,99 11,52 820 541 55,19 2,89 299,63 142,93 26,39
ALU1 Psidium sp. 20,50 1,81 6,50 9,76 3,35 3,63 38,56 2,70 500,00 193,72 26,99
ALU2 Psidium sp. 22,00 2,10 6,52 8,79 345 291 43,06 3,20 415,96 295,27 31,75
ALU3 Psidium sp. 20,60 1,92 6,45 729 3,66 2,87 51,73 2,28 499,54 368,31 27,80
APASTO Psidium sp. 23,00 301 6,59 942 3,55 3,00 50,61 2,15 261,51 197,01 22,06
AROXO-C  Psidium sp. 19,00 5,96 6,87 10,96 2,88 350 52,15 6,41 256,84 523,60 22,99
AROXO-U  Psidium sp. 22,49 4,52 6,49 10,99 2,08 346 5721 6,22 239,81 364,43 25,68
G-ROXA Psid_ium 26,00 3,53 7,64 7,76 5,58 3,95 67,28 4,01 319,30 243,66 29,37
guajava
G-AMAR Psid'ium 35,00 6,19 6,45 12,36 6,29 4,40 56,51 3,37 344,30 101,92 31,47
guajava

0L



72

A presenca de fitonematdides no sistema radicular, além de diminuir a
produgdo, proporciona o declinio generalizado da planta, com sintomas nas
raizes (galhas e apodrecimento) e na parte aérea (bronzeamento,
amarelecimento, queima dos bordos e queda das folhas. Por outro lado, o
desequilibrio de nutrientes pode predispor as plantas ao ataque de patdgenos e
contribuir para uma maior severidade de algumas doencas. Plantas bem nutridas
suportam melhor a presenga de patogenos. Os nutrientes afetam tanto o
hospedeiro quanto o patégeno, de forma direta ou indiretamente (Silva, 2009).

De acordo com Gomes et al. (2008), em goiabeiras, os sintomas
causados por M. enterolobii estdo associados a deficiéncia de nitrogénio, fosforo
e potassio. Além disso, as plantas apresentam uma tendéncia a menos absor¢ao
de calcio, magnésio e acimulo de manganés. No presente trabalho, os sintomas
causados nas plantas estdo em concordancia com os autores, exceto para o K,
que apresentou comportamento equilibrado.

Com base nos dados apresentados nas Tabelas 8 ¢ 9, estabeleceram-se a
ordem decrescente de teor para macronutrientes € micronutrientes, que poderdo
ser utilizados como referenciais de exigéncia nutricional de plantas de goiabeira

(P. guajava) e aragazeiro (Psidium, sp).

Tabela 8 Teores foliares de macronutrientes (g/kg"') e micronutrientes (mg/kg’
") em ordem decrescente de goiabeira e aragazeiro das plantas
controle, sem inoculagdo com Meloidogyne enterolobii analisados aos

120 dias
Nome comum Nome cientifico Macronutrintes Micronutrientes
Aragazeiro AUFLAL1 Psidium sp. N>Ca>K>P>Mg>S Fe>Mn>B>Zn>Cu
Aragazeiro AUFLA4 Psidium sp. N>Ca>K>Mg>P>S Fe>Mn>B>Zn>Cu
Aragazeiro AUFLAS Psidium sp. N>Ca>P>Mg>K>S Fe>Mn>B>Zn>Cu
Aragazeiro ALU1 Psidium sp. N>Ca>K>Mg>S>P Fe>Mn>B>Zn>Cu
Aragazeiro ALU2 Psidium sp. N>Ca>K>Mg>S>P Fe>Mn>B>Zn>Cu
Aragazeiro ALU3 Psidium sp. N>Ca>K>Mg>S>P Fe>Mn>B>Zn>Cu
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Aragazeiro A-PASTO
Aragazeiro AROXO-C
Aragazeiro AROXO-U
Goiabeira-roxa

Goiabeira-amarela

Psidium sp.
Psidium sp.
Psidium sp.
P guajava

P. guajava

N>Ca>K>S>Mg>P
N>Ca>K>P>S>Mg
N>Ca>K>P>S>Mg
N>Ca>K>S>P>Mg
N>Ca>K>P>S>Mg

Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu

Observa-se na Tabela 9, houve desbalanco nutricional na ordem de

exigéncia de macronutrientes nos teores foliares dos gendtipos AUFLAL,

AUFLA4, AUFLAS, Goiabeira-roxa ¢ Goiabeira amarela comparando com a

Tabela 8, sem inoculagdo a M. enterolobii. Quanto aos micronutrientes os

genotipos AROXO-C, AROXO-U, Goiabeira-roxa, Goiabeira-amarela, houve

uma tendéncia de acimulo do nutriente Mn Tabela 9, comparados com a ordem

dos genotipos sem inoculagdo com M. enterolobii (Tabela 8).

Tabela 9 Teores foliares de macronutrientes (g/kg™) e micronutrientes (mg/kg™)
em ordem decrescente de goiabeira e aragazeiro, aos 120 dias apds a
inocula¢do com Meloidogyne enterolobii

Nome comum

Nome cientifico

Macronutrintes

Micronutrientes

Aragazeiro AUFLA1
Aracazeiro AUFLA4
Aragazeiro AUFLAS
Aragazeiro ALU1
Aragazeiro ALU2
Aragazeiro ALU3
Aragazeiro A-PASTO
Aragazeiro AROXO-C
Aragazeiro AROXO-U
Goiabeira-roxa

Goiabeira-amarela

Psidium sp.
Psidium sp.
Psidium sp.
Psidium sp.
Psidium sp.
Psidium sp.
Psidium sp.
Psidium sp.

Psidium sp.

P guajava

P. guajava

N>Ca>K>Mg>P >S
N>Ca>K>P>Mg>S
N>Ca>P>K >S>Mg
N>Ca>K>Mg>S>P
N>Ca>K>Mg>S>P
N>Ca>K>Mg>S>P
N>Ca>K>S>Mg>P
N>Ca>K>P>S>Mg
N>Ca>K>P>S>Mg
N>K>Ca>S>Mg>P
N>Ca>K>Mg>S>P

Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Fe>Mn>B>Zn>Cu
Mn>Fe>B>Zn>Cu
Mn>Fe>B>Zn>Cu
Mn>Fe>B>Zn>Cu
Mn>Fe>B>Zn>Cu
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Quanto ao micronutriente Mn (Tabela 9), estabeleceu-se padréao erratico
na ordem dos genotipos AROXO-C, AROXO-U, Goiabeira-roxa, Goiabeira-
amarela comparados com os genotipos que apresentaram sintoma leve de
infectividade a M.enterolobii ou dos gendtipos sem inoculagdo (Tabela 8).

A composicdo mineral de plantas parasitadas por nematoides,
usualmente, difere da composi¢do de plantas ndo-parasitadas. Essas alteragdes
na composi¢do mineral ndo seguem um padrao rigido, podendo ocorrer, em
alguns casos, uma diminui¢do ou acimulo ou, ainda, permanecerem inalterados

os teores de determinados nutrientes (GOMES et al. (2008).
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4 CONCLUSOES

Entre os 11 gendtipos de Psidium spp. avaliados quanto a reagdo a M.
enterolobii, cinco foram resistentes e seis suscetiveis.

Os gendtipos de aragazeiro ALUI, ALU2 e ALU3 apresentaram
resisténcia a M. enterolobii reforcando a necessidade de trabalhos
complementares com essas espécies para uso como porta-enxerto em cultivares
comerciais de goiabeira.

A absor¢@o de macro e micronutrientes ¢ alterada quando os gendtipos
de Psidium spp. sdo inocularos com o fitonematdide M. enterolobii.

Nos genoétipos G-Roxa e G-AMAR, o teor de Mn teve sua concentracao

aumentada com o agravamento dos sintomas pelo ataque de M. enterolobii .
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CAPITULO 3

NUMERO CROMOSSOMICO E CONTEUDO DE DNA NUCLEAR EM
Psidium ssp. RESISTENTES E SUCETIVEIS AO Meloidogyne enterolobii
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RESUMO

Em Psidium guajava a ocorréncia do numero cromossdmico 2n = 22 ¢é
quase constante, mas ha registros de poliploidia e disploidia em diversas
espécies de Psidium. O objetivo do trabalho foi determinar o nimero de
cromossomo e o conteido de DNA de acessos de aragazeiro e goiabeira
(resistente/suscetivel) frente a M. enterolobii que mantém alguma afinidade
morfofisiologica e que possibilitassem sua utilizagdo como porta-enxertos
compativeis para as variedades comerciais de goiabeira. Os cromossomos
metafasicos foram obtidos pelo método de esmagamento em acido acético 45%
e coloragdo foi feita com Giemsa 2%. A determinagdo da quantidade de DNA
foi feita por citometria de fluxo, utilizando o tampao Marry e como padrio
interno de comparagdo a espécie Pisum sativum. A variagdo intra-especifica do
conteudo de DNA (2C) foi da ordem de 9%, com 2n = 22 observado em somente
uma espécie de P. guajava. As demais espécies apresentaram varia¢des no nivel
de ploidia em relagdo ao numero basico de cromossomo (x=11) incluindo a
ocorréncia de poliploidia, disploidia e citotipos. Em algumas espécies, a
variagdo inter-especifica de 2C apresentou relagdo direta com o nivel de ploidia.
Os dados confirmam que as variagdes no nimero de cromossomo ploidia sdo
eventos importantes para Psidium e podem fornecer subsidios para o
entendimento da incompatibilidade da enxertia em porta-enxertos de aragazeiro
e goiabeira resistentes ao nematoide Meloidogyne enterolobii.

Palavras-chave: Myrtaceae. Fatores genéticos. Nematoide.
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ABSTRACT

In Psidium guajava the occurrence of the chromosome number 2n = 22
is almost constant and there are records of polyploidy in several species of
Psidium. The objective of this work was determining the chromosome number
and DNA content ofaccessions of Psidium sp.(araca tree) and accessions of P.
guajava  (guava tree)resistant/susceptible  against M.  enterolobii
morphophysiological that maintains some affinity, which could allow their use
as rootstocks compatible to commercial varieties of guava.The methaphysical
chromosomes were obtained by the smear method 45% acetic acid and staining
was done with 2% Giemsa. The determination of DNA amount was done by
flush cytometry, utilizing the Mary buffer and as an internal standard of
comparison with the species Pisum sativum. The intra-species variation of DNA
(2C) was of the order of 9x, with 2n = 22 observed in only one species of P.
guajava. The other species presented variations at the ploidy level in relation to
the x = 11, Including the occurrence of polyploidy, cytotype and disploidia In
some species, the inter-species variation of 2C presented a direct relationship
with the ploidy level. The data here confirmed that polyploidy is an important
event to Psidium and can furnish subsides to the understanding of the
incompatibility of the grafting on rootstocks of guava tree and araga tree
resistant to the nematode Meloidogyne enterolobii.

Keywords: Myrtaceae. Genetic factors. Nematode.
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1 INTRODUCAO

A familia Myrtaceae engloba mais de 100 géneros e 3.500 espécies,
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do globo, principalmente nas
Américas ¢ na Australia. O género Psidium, com aproximadamente 150
espécies, destaca-se com as espécies Psidium guajava L. (goiabeira), Psidium
cattleaynum Sabine (aragazeiro-doce, aragazeiro-de-praia ou aragazeiro-de-
coroa) e P. guineensis Swartz ou P. araca Raddali (araga-verdadeiro ou araca
azedo) (PEREIRA; NACHTIGAL, 2003).

Em razdo do aumento de area cultivada com goiabeiras, torna-se comum
o0 aparecimento de novas pragas ¢ doengas (ROSSI; FERRAZ, 2005). No Vale
do Séo Francisco, nos Estados de Pernambuco e Bahia, o cultivo de P. guajava é
fortemente prejudicado por M. enterolobii (MARANHAO et al., 2001). As
perdas devido ao ataque desses fitonematdide foram e tem sido sempre altas,
com elevados prejuizos. Considerando que o Brasil ¢ um dos centros de origem
da goiabeira, atualmente as pesquisas vém trabalhando na busca de porta-
enxertos resistentes ao fitonematoide e compativeis com as variedades copa.

Uma especie pertencente a Myrtaceae, que apresente resisténcia a M.
enterolobii, possibilitaria seu uso como porta-enxerto para as variedades
comerciais de goiabeira. A existéncia de grande numero de materiais
geneticamente diferentes, mas que mantém alguma afinidade morfofisiologica
aumenta a chance de haver compatibilidade na enxertia entre diferentes espécies
em Psidium (HARTMAN et al.,1997). Portanto, e imprescindivel a busca por
materiais resistentes dentro de Myrtaceae e o estudo da viabilidade do uso desses
materiais como porta-enxertos.

Ainda de acordo com os mesmos autores, fatores genéticos ¢ anatomicos

podem afetar a compatibilidade do enxerto e porta-enxerto. Por isso, ¢
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recomendado que enxerto e porta-enxerto sejam, no minimo, pertencentes a
mesma familia.

Nesse contexto, as informagdes relativas as caracteristicas citogenéticas e
contetdo de DNA podem contribuir para o entendimento das relagdes de
incompatibilidade entre porta-enxertos de Psidium sp. (aragazeiro) e P. guajava
(goiabeira), resistentes ao nematdide M. enterolobii com genotipos comerciais
de goiabeiras. Neste grupo, em especial, estes dados se tornam relevantes
considerando que o nimero cromossomico basico de cromossomo da familia ¢é
x=11, mas ocorre variagdo no nuimero na maioria dos géneros e uma alta
freqiiéncia de poliploidia (COSTA, 2004; COSTA; FORNI-MARTINS, 2006b).

Além das contagens cromossomicas, a determinagao do contetdo de DNA
pode complementar informagdes a respeito das variagdes no genoma das
espécies. Para Myrtaceae poucas espécies tém seu valor 2C estimado. Os
primeiros registros para o grupo foram feitos para P. guajava com relatos de
diferentes valores de 2C em individuos 2n = 22, com 0,7pg (BENNET; SMITH
1991) 1,3pg (BENNET; LEITH 1997) ¢ 0,5 pg (COSTA et al., 2008).

Portanto, com base no exposto, objetivou-se com este trabalho determinar
o numero de cromossomo ¢ o conteido de DNA de acessos de aragazeiro e
goiabeira (resistente/suscetivel) frente a M. enterolobii que mantém alguma
afinidade morfofisiologica e que possibilitassem sua utilizagdo como porta-

enxertos compativeis para as variedades comerciais de goiabeira.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal
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Nestes estudos foram avaliados dezesseis acessos de aragazeiro e dois de

goiabeira (Tabela 1) mantidos em casa de vegetacdo no Setor de Hidroponia do

Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA, localizado no municipio de Lavras,

MG, o clima ¢ do tipo Cwb.

Tabelal Acessos de Psidium utilizados nos experimentos de contetido de DNA

e contagem cromossdmica visando os fatores de incompatibilidade

Acessos  Nome comum Nome cientifico Procedéncia
1 Goiabeira (Paluma) Psidium guajava Carrancas-MG
2 Goiabeira Roxa Psidium guajava Carrancas - MG
3 Aragazeiro Psidium sp. A-Lulltumirim-MG
4 Aragazeiro Psidum sp. A-Lu2 Itumirim-MG
5 Aragazeiro Psidium sp. A-Lu3 Itumirim-MG
6 Aragazeiro Psidium cattleaynum R.E Ingai - MG
7 Aragazeiro Psidium guineense A-20.1 Recife/PE
8 Aragazeiro Psidium cattleaynum A-Mar Recife/PE
Sabine
9 Aragazeiro Psidium cattleaynum A-17. 2 Recife/PE
Sabine
10 Aragazeiro Psidium cattleaynum  A- Pasto Itumirim-MG
11 Aragazeiro Psidum sp. A-30. 3 Recife/PE
12 Aragazeiro Psidium cattleaynum A - roxo-u [tumirim-
MG
13 Aragazeiro Psidium australe A- Carrancas - MG
14 Aragazeiro Psidium cattleaynum A-30. 4 Recife/PE
15 Aragazeiro Psidium cattleaynum  A-Ufla-1 Lavras-MG
16 Aragazeiro Psidium cattleaynum  A-Ufla-4 Lavras-MG
17 Aragazeiro Psidium cattleaynum  A-Ufla-5 Lavras-MG
18 Aragazeiro Psidium cattleaynum A-20.3 Recife/PE
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2.2 Preparacéo das suspensdes nucleares para a citometria de fluxo

Para cada acesso, trés amostras de folhas foram avaliadas, com o
objetivo de estimar a quantidade de DNA. Para a determinacdo da quantidade de
DNA, aproximadamente 20-30 mg de tecido foliar jovem, juntamente com a
mesma quantidade de tecido foliar jovem de ervilha Pisum sativum (padrido
interno de referéncia), foram triturados em placa de Petri contendo ImL de
tampao Marry gelado para a obtencao de suspensao nuclear (DOLEZEL, 1997).

A suspensio nuclear foram adicionados 25uL de iodeto de propidio e 50
pL de RNAse, sendo as amostras analisadas, apos 5 minutos de incubagdo, em
citometro de fluxo FacsCalibur™ 4 Cores da BD (Becton Dickinson). Os
histogramas foram gerados pelo software Cell Quest e analisados com o
software WinMDI 2.9. O conteudo de DNA nuclear (pg) das amostras foi
estimado por comparacdo com a posicdo em relacdo ao pico Gl do padrio
interno de referéncia.

O tamanho do genoma nuclear de cada amostra foi estimado de acordo

com:

DNA 2C (pg) = Canal do pico
G1 da amostra X Conteudo de DNA padrio (9.09pg)
Canal do pico
G1 do padrao

A homogeneidade e normalidade da distribui¢do amostral foram
analisadas pelos testes de Bartlett e Shapiro-Wilks, respectivamente. Apos a
verificacdo de que os dados ndo seguiam uma distribui¢do normal e ndo
possuiam a mesma variancia, realizou-se a analise de variancia ndo-paramétrica,

usando o teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. A andlise estatistica da
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variavel conteudo de DNA foi realizada utilizando o software R. Development

core team (2008).

2.3 Contagens cromossdmicas

Para obtencdo das metafases mitoticas dos porta-enxertos de aragazeiro
e goiabeira. Utilizou-se de pontas de raizes pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina
(8-HQ) 0,002 M, por cerca de 24 horas, a 4°C (EDER-SILVA et al., 2007).
Posteriormente, as raizes foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol absoluto/acido
acético glacial v/v), por um periodo de 24 horas, a temperatura ambiente ¢ em
seguida estocada em freezer a -20°C para serem analisadas posteriormente. Para
o preparo das laminas, as raizes foram hidrolisadas em 4cido cloridrico SN, por
35 minutos, em temperatura ambiente. As ldminas foram preparadas de acordo
com a técnica de esmagamento e corodas com Giemsa 2% (GUERRA; SOUZA,
2002). O ntimero cromossdmico foi obtido pela contagem de, no minimo, 10
metafases de cada material analisado.

As imagens dos cromossomos foram capturadas em microscopio de
campo claro (Leica DMLS), equipado com microcamera (Nikon Digital Sight
DS-Fil). Para a montagem das pranchas, as melhores células foram digitalizadas
no programa Corel Photo Paint, utilizando-se apenas os comandos de brilho e

contraste.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

A determinacdo do contetdo de DNA ¢ inédita para os acessos de
aragazeiro ¢ de goiabeira (Tabela 2). A amplitude da variacdo encontrada foi de
0,99pg em P. guajava até 5,48pg em P. cattleaynum (Tabela 2). Considerando
esta caracteristica, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
acessos 1 e 2 (P. guajava), entre os acessos 6 ¢ 7 (P. cattleaynum e P.
guineense) e também entre os dois acessos de P. cattleaynum (9 e 10). O acesso
18 de P. cattleaynum apresentou o maior contetido de DNA entre os acessos

avaliados.

Tabela 2 Conteudo médio de DNA nuclear (pg) e nimero cromossdmico em
espécies de Psidium

Acessos Nome Contedo de DNA N° de cromossomos CV(%)
cientifico nuclear (pg) cr
2n
1 P.guajava 0,99 (2,33)1 n 18 1,00
2 P. guajava 1,02 (4,67) n 22 1,46
3 Psidium sp 1,09 (8,00) m 30 1,06
4 Psidium sp 1,86 (11,00) 1 30 1,34
5 Psidium sp 1,95 (14,00) k 36 0,69
6 P. cattleaynum 1,99 (17,83) j 44 0,96
7 P. guineense 2,02 (19,17) 44 1,13
8 P. cattleaynum 2,20 (23,00) i 46 0,68
9 P. cattleaynum 2,54 (26,83) h 46 0,90
10 P. cattleaynum 2,70 (28,17) h 46 0,93
11 Psidium sp 2,74 (32,00) g 48 0,82
12 P. cattleaynum 2,88 (35,00) f 55 0,64
13 P. australe 2,97 (39,17) e 55 0,99
14 P. cattleaynum 3,00 (41,50) de 58 0,67
15 P. cattleaynum 3,01 (42,33)d 66 0,57
16 P. cattleaynum 3,11 (47,00) ¢ 66 0,47
17 P. cattleaynum 5,32 (50,00) b 66 0,55
18 P. cattleaynum 5,47 (53,00) a 82 0,50

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis
ao nivel de 5% de probabilidade. ' Ranking: Classificagio obtida conforme metodologia
de Kruskal-Wallis.
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Nos acessos de P. guajava, a determinagdo da quantidade de DNA e
nimero cromossdmico, foram 2C = 0,99 e 1,02, com 2n = 18 e 22,
respectivamente (Figura 1A e B).

Para a maioria dos acessos observa-se relacdo entre o numero
cromossdmico, o nivel de ploidia e o conteudo de DNA. Os menores valores de
2C foram encontrados nas espécies dipldides (2n = 18 e 22) e aumentaram
conforme o nivel de ploidia (Figural, 2 e 3).

Dentre as espécies tetraploides (2n = 44), a variagao foi 1,99 pg a 2,21
pg nos acessos P. guineense e P. cattleaynum, respectivamente (Figura 1F e 2A),
sendo aproximadamente o dobro do acesso P. guajava (2n = 22) (Figura 1A ¢ F
e 2 A). Os valores obtidos para o conteido de DNA divergem do nimero
apresentados por Costa et al. (2008), que observaram P. guajava (goiaba
vermelha), P. guajava (goiaba branca), P. cattleyanum (fruto vermelho), P.
cattleyanum (fruto amarelo) valores de 2C = 0,55 com 2n=22, 2C = 0,50 com

2n =22, 2C =291 com 2n =66, ¢ 2C =1,05 com 2n=44, respectivamente.
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Figura 3 Metafases mitoticas e histogramas do conteudo de DNA nuclear dos
acessos de goiabeira (Psidium guajava) e aragazeiro (Psidium sp.)
Barra: Sum

Nas metafases analisadas neste estudo foram observados 2n = 22

cromossomos para P. guajava ‘Paluma’ e 2n= 18 para P. guajava (goiabeira
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roxa). Os acessos de P. cattleyanum apresentaram variagdes nos numeros
cromossOmicos de 2n= 44, 46, 48, 55, 58, 82. Outras quatro espécies de
Psidium sp. (acessos 3, 4, 5 e 11) apresentaram variagdes de 2n=30, 36 ¢ 48
(Tabela 2, Figuras 1C, D, E ¢ 2 E). Em relacdo as duas populagdes de
P.cattleyanum (acesso 17 e 18) ndo houve uma correlagéo direta entre o ntimero
cromossdmico (2n = 66 e 82) e o valor 2C, isso pode ser explicado pelo fato do
acesso apresentar cromossomos de tamanho menor comparado ao acesso 17
(Figura 3E e F).

Para outros trés acessos de P. cattleaynum (acessos 15, 16 ¢ 17), P.
guineense (acesso 7) e P. australe (acesso 13) foram observados 2n=66, 2n=44 ¢
2n=55, respectivamente. Essas variacdes caracterizam a ocorréncia de citotipos
entre os acessos avaliados.

Costa; Forni-Martins (2006a); Eder-Silva et al. (2007) ja haviam
relatado a ocorréncia de citotipos em Psidium, com variagdes de 2n= 22, 33, 44,
55, 66, 77 e 88 cromossomos.

A diferenciag@o de ragas cromossomicas ou citotipos pode ser entendida
como uma etapa intermediaria e importante, pois pode levar ao isolamento
genético, fornecendo uma barreira ao fluxo génico (STACE, 1991) atuando na
diferenciagdo e favorecendo o processo de especiagdo (BRIGGS; WALTERS
1997). A poliploidia é considerada um dos mecanismos adaptativos e evolutivos
importantes em plantas, favorecendo uma amplitude ecoldgica e distribuicao
geografica mais amplas que os parentais diploides (BRIGGS; WALTERS 1997).

O namero de cromossomos observado na variedade copa Paluma de P.
guajava (2n=22) e para os sete acessos de P. cattleaynum 2n= 44, 55 ¢ 66
(FiguralB e F; Figura 2A e F; Figura 3 A e C) corrobora com os resultados
obtidos por Costa et al. (2008); Wilson et al. (2005).

Costa et al. (2008) ja haviam relatado esse mesmo numero

cromossOmico para o porta-enxerto P. australe cambess, cuja procedéncia
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também foi a regido de Carrancas-MQG, confirmando o nimero cromossomico
para este acesso (Figura 2F).

Para P. cattleaynum (araga), Eder-Silva et al. (2007) em contagem
cromossOmica constataram 2n=44, confirmaram os resultados obtidos no
presente estudos para esta espécie. Vijayakumar; Subramanian (1985) e Costa et
al. (2008), em estudos citogenéticos realizados em espécies da familia
Myrtaceae, relataram 2n = 22 cromossomos para P. guajava. Esta contagem nédo
coincidem com os resultados obtidos para goiabeira-roxa nativa (P. guajava),
uma vez que o acesso analisado apresentou 2n=18. Para os porta-enxertos de
aragazeiro P. cattleaynum e P. guineense, os resultados obtidos foram
semelhantes aos relatados na literatura para o género. Costa (2009) observou que
0 numero cromossomico 2n = 44, 55 e 66 parece ser constante nas espécies de
P. cattleaynum, uma vez que nos estudos realizados com a espécie foram obtidos
resultados similares.

Além das séries poliploides, algumas contagens no acesso de goiabeira
roxa (P. guajava) com 2n=18, P.cattleyanum com 2n= 46, 48, 58 ¢ 82 ¢
Psidium sp. 2n=30, 36, 46 (Figura 1,2 e 3), divergem do ntimero basico x=11,
provavelmente decorrente de alteragéo por disploidia em relagdo a 2n =22. No
presente estudo foram registrado para género Psidium, ocorréncia de
poliploidia, disploidia e citotipos.

Possivelmente uma das causas da incompatibilidade dos porta-enxertos
de P. cattleyanum resistente ao fitonemaoide M. enterolobii sob a copa
‘Paluma’ obtidos por Almeida, (2008) e Carneiro et al. 2007, podem estar
associados aos fatores genéticos e anatomicos. No presente trabalho verificou-
se que os acessos P. cattleaynum apresentaram numero de cromossomos que
variaram de 2n=44 a 2n=82, por sua vez, em P. guajava, variedade copa
Paluma, 2n=22 (Figura 1, 2 e 3), evidenciando uma diferenca em ntimero de

cromossomo e contetido de DNA entre os porta-enxertos de P. cattleyanum e o
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enxerto ‘Paluma’. Esse pode ser um fator que dificulta a fusdo dos tecidos e o
intercimbio de células, pois cada tecido continua a produzir por mitose,
mantendo o seu niimero cromossomo, cujo tamanho do genoma e dosagens
génicas sdo diferentes. Desta forma recomenda-se usar plantas que, no
minimo, tenham nimero e conteido de DNA semelhantes. Enxertos feitos em
plantas com maior nimero de cromossomo ¢ conteido de DNA dificilmente
sdo executados com sucesso.

Dessa forma, os caracteres quanto ao mecanismo de incompatibilidade

estao em conformidade com os citados por Fachinello et al. (2005).

No Brasil, segundo Martins; Hojo (2009), as principais cultivares de
goiabeira para o consumo “in natura”, ‘Paluma’, ‘Pedro Sato’, ‘Rica’ e
‘Sassaoka’,apresentam (2n= 22) e provém de mudas de goiabeira propagadas
comercialmente por enxertia, considerados que os porta-enxertos utilizados de
Psidium guajava apresentam (2n= 22) ha uma favoravel unido com as
variedades copa. Os resultados das contagens cromossOmicas realizadas neste
estudo confirmaram 2n=22 para ‘Paluma’.

As técnicas de citometria de fluxo e contagem de cromossomos foram
aplicadas pela primeira vez como forma de avaliar as possiveis causas da
incompatibilidade na enxertia entre acessos de goiabeira e aragazeiros
nativos.Estas técnicas mostraram-se uteis para o uso em selagdes prévias de

espécies de Psidium ssp, usadas como enxerto e porta-enxerto.
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4 CONCLUSOES

O ntmero de cromossomos dos acessos de Psidium ssp, variaram 2n=
18 (P. guajava) a 2n= 82 (P. cattleyanum).
A variagdo interespecifica de conteudo de DNA nuclear apresentou
relacdo direta com o nivel de ploidia na maioria dos acessos estudados.
O numero de cromossomos em plantas de Psidium guajava que
apresentam compatibilidade entre si ¢ de 2n= 22 e confirmam os resultados

obtidos em cultivares comerciais desta espécie.
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CAPITULO 4

VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE ARACAZEIRO E
GOIABEIRA SUSCETIVEIS E RESISTENTES A Meloidogyne enterolobii
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RESUMO

A goiabeira representa uma importante atividade fruticola no Brasil,
com mercado cada vez maior. Porém, desde 1989 vém sendo relatados severos
danos a cultura causados pelo nematdide Meloidogyne enterolobii. Uma das
alternativas para solucionar este problema ¢ a utilizacdo de porta-enxertos com
resisténcia a este patdogeno. Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo
molecular, com marcadores RAPD, de acessos de Psidium testados quanto a
resisténcia a M. enterolobii e quanto a compatibilidade como porta-enxertos para
as goiabeiras comerciais. Foram testados 30 primers, dos quais 19 forneceram
resultados nitidos para a amplificacdo. Foram gerados 163 fragmentos, dos quais
86 polimorficos (63,0%). Em média, cada iniciador produziu 8,6 fragmentos,
dos quais 5,4 apresentaram polimorfismo. A andlise de agrupamento foi
realizada por espécie, os acessos de Psidium sp apresentaram a formagao de dois
grupos, um formado pelo acesso A-UFLA e o segundo subdividido em quatro
subgrupos, sendo os acessos com maiores distancias genéticas A-Ufla,
resistente a M. enterolobii, A-Ufla4 e A-Ufla5, ambos suscetiveis ao nematoide
em questdo, todos coletados em Lavras-MG, com similaridade aproximada de
66%. Na analise de agrupamento dos treze acessos de P.cattleaynum foi possivel
constatar a formacdo de dois grandes grupos. Um formado por trés acessos
suscetiveis a M. enterolobii (A-20.2, A-10.1 e A-9.2) e outro grupo formado por
dez acessos. Os acessos se agruparam conforme a regido de origem em seis
grupos, sendo que o mais divergente € originario da regido de Lavras — MG, com
0.65 de similaridade, onde as distancias genéticas variaram de 0,88 a 0,65. Dos
treze acessos de P. guineense, todos suscetiveis a M. enterolobii, sendo 12
oriundos de Recife e um de Pelotas (A-14.1) e agruparam-se em dois grupos
com similaridades variando de 0,59 a 0,83. Quanto ao estudo de diversidade
entre os acessos de goiabeiras, a maior distancia genética foi detectada entre o
acesso G-Ufla com 0,71 Lavras-MG.

Palavras-chave: Resisténcia de plantas a doencas. Nematoide de galha.
Marcadores genéticos.
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ABSTRACT

Guava culture stands for an important fruit-growing business in Brazil,
with a greater and greater market. But, since 1989 severe damages to the culture
caused by the nematode Meloidogyne enterolobii, have been reported. One the
alternatives to solve this problem is the use of rootstocks with resistance to this
nematode. This work aimed at the molecular characterization, with RAPD
markers, of Psidium accessions susceptible to be utilized as rootstocks for the
commercial guava trees. 30 primers were tested, from which 19 supplied distinct
results for the amplification. The primers generated 163 polymorphic marks,
resulting into a mean of 8,6 polymorphic bands per primer. The cluster analysis
was performed per species, the accessions of Psidium sp presented the formation
of two groups, one formed by A-UFLA accession and the other subdivided into
four subgroups, that is, the accession with increased genetic distances, A-Ufla,
resistant to M. enterolobii, A-Ufla4 and A-Ufla5, both susceptible to the
nematode in issue, all collected in Lavras-MG with a similarity of about 66%. In
the cluster analysis of the thirteen accessions of P.cattleaynum, it was possible to
found the formation of two great groups. One made up by three accessions
susceptible to M. enterolobii (A-20.2, A-10.1 and A-9.2) and the other group
formed by ten accessions. The accessions grouped together according to the
region of origin in six groups, the most divergent being that native to region of
Lavras — MG, with 0.65 of similarity, where the genetic distances ranged from
0.88 to 0.65. The thirteen accessions of P. guineense, all susceptible to M.
enterolobii, namely, 12 coming from Recife and one proceeding from Pelotas
(A-14.1), grouped themselves together and two groups with similarity ranging
from 0.59 to 0.83. As to the diversity study among the guava tree accessions, the
greatest genetic distances were detected between the accessions G.P.S and G-
Ufla with 0.71 Lavras-MG.

Keywords: Plant resistance to diseases. Root-not nematode. Genetic markers.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui grandes areas com condi¢des edafoclimaticas favoraveis
a producdo comercial de goiaba, o que ¢ relevante, ndo apenas pelo valor
nutritivo da fruta, mas também pela perspectiva que representa no incremento da
produgdo agricola, na ampliacdo da atividade industrial ¢ no potencial de
exportagdio (ROZANE; COUTO, 2003). Em 1988, Meloidogyne enterolobii
Rammah & Hirschmann, foi assinalado pela primeira vez no Brasil em Petrolina
(PE), Curaca e Manicoba (BA) causando danos severos em plantios comerciais
de goiabeira (P. guajava L.) (CARNEIRO et al., 2001).

Esse nematoide de galha é altamente agressivo e representa séria ameaga
a cultura da goiaba e a outras culturas do agronegdcio nacional (SOUZA et al.,
2006). Torres et al. (2004) constataram que, cerca de 70 % das goiabeiras da
regido do Vale do Sao Francisco (Brasil) j& morreram devido ao ataque do
nematéide. Em casos mais graves, pomares adultos t€ém sido erradicados aos
quatro anos (GOMES et al.,2008). No manejo integrado de nematoide, o uso de
cultivares resistente ¢ uma alternativa vantajosa e econdmica, comparado ao
emprego de nematicidas. Espécies pertencentes a familia Myrtaceae com
resisténcia a M. enterolobii, possibilitariam seu uso como porta-enxerto para as
variedades comerciais de goiabeira.

A existéncia de grande numero de materiais geneticamente diferentes,
mas que mantém alguma afinidade morfofisiologica aumenta a chance de haver
compatibilidade na enxertia entre diferentes espécies de Psidium (HARTMAN
et al.,1997). Portanto, ¢ imprescindivel a busca por materiais resistentes dentro
da familia em estudo e o acesso da viabilidade genética do uso desses materiais
como porta-enxertos.

Atualmente, os programas de melhoramento genético tém utilizado a

associacdo de técnicas classicas a ferramentas biotecnoldgicas, com o objetivo
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de aumentar a eficiéncia de sele¢do e caracterizacdo de germoplasmas e a
maximizacdo dos ganhos genéticos, permitindo aos melhoristas o acesso e a
selecdo da variabilidade no DNA. Uma das principais vantagens da utilizagao
destes ¢ propiciar a redugdo do tempo para identificacdo da diversidade genética
entre os individuos trabalhados (XAVIER et al., 2005). Um dos marcadores
moleculares utilizados ¢ o RAPD (amplificacdo arbitraria polimdrfica de DNA)
por ser uma técnica rapida e de custo relativamente baixo, porém com potencial
informativo (AREIAS et al., 2006). Essa técnica pode ser utilizada para analise
de diversidade genética e caracterizacdo de germoplasma, como Padilha-
Ramirez et al. (2002) que empregaram os marcadores RAPD para diferenciacao
molecular de acessos do banco de germoplasma de P. guajava L. do México, ¢
constataram baixa variabilidade genotipica entre os acessos.

Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo molecular de acessos de
goiabeira e aragazeiro avaliados em trabalhos prévios de reagdo a M. enterolobii,
passiveis de serem utilizados como porta-enxertos para cultivares comerciais de

goiabeira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O material foi coletado a partir de acessos de aragazeiro e goiabeira,
propagados por sementes, mantidos em casa de vegetacdo no Setor de
Hidroponia do Departamento de Ciéncia do Solo, localizado no municipio de
Lavras, MG, o clima ¢ do tipo Cwb. No presente estudo, foram avaliados cinco
acessos de goiabeira ¢ 35 acessos de aracazeiro, ja submetidos a reagdo a M.

enterolobii e classificados como suscetiveis e resistentes (Tabela 1).

Tabelal  Acessos de goiabeira e aragazeiro resistente e suscetivel ao
Meloidogyne enterolobii utilizados no experimento de caracterizagido
molecular visando a diversidade genética

Acesso Procedéncia Nome comum Nome cientifico  Reacéo
A-Roxo-u Carrancas-MG Aragazeiro Psidium sp. R
A-Ufla5 Lavras-MG Aragazeiro Psidium sp. S
A-Uflal Lavras-MG Aragazeiro Psidium sp. S
A-Ufla4 Lavras-MG Aragazeiro Psidium sp. S
A-Tul Itumirim-MG Aragazeiro Psidium sp. R
A-lu2 Itumirim-MG Aragazeiro Psidium sp. R
A-1u3 Itumirim-MG Aragazeiro Psidium sp. R
G-Amar Patos de Minas-MG  Goiabeira-amarela P. guajava S
A-Roxo-c Carrancas-MG Aragazeiro Psidium sp. R
A-16.2 Recife-PE Aragazeiro P. guineense S
A-14.1 Pelotas-RS Aragazeiro P. guineense S
A-Ufla Lavras-MG Aragazeiro Psidium sp. R
A-143 Recife-PE Aragazeiro P. guineense S
A-Boi Recife-PE Aragazeiro P. cattleaynum S
A-18.4 Recife-PE Aragazeiro P. guineense S
A-10.2 Recife-PE Aragazeiro P. guineense S
A-Amar Carrancas-MG Aragazeiro P. cattleaynum R
A-30 Recife-PE Aragazeiro P. cattleaynum R
ASV Recife-PE Aragazeiro P. cattleaynum R




“Tabela 1, conclusdo”
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A-26.2
A-19.2
A-254
A-23
A-30.4
G-Ufla
G.P.S

G.CF

A-R.S
A-19.4
A-23.1
A-20.1
A-20.4
A-17.2
A-Pasto
G.Roxa
A-30.3

A-R.E
A-20.2
A-10.1

A-9.2

Recife-PE
Recife-PE
Recife-PE
Recife-PE
Recife-PE
Lavras-MG

Carrancas-MG
Carrancas-MG

Pelotas-RS
Recife-PE
Recife-PE
Recife-PE
Recife-PE
Recife-PE
[tumirim-MG
Carrancas-MG
[tumirim-MG
Ingai-MG
Recife-PE
Recife-PE
Lavras-MG

Aragazeiro
Aragazeiro
Aragazeiro
Aragazeiro
Aracazeiro
Goiabeira-Ufla

Goiabeira Pedro-
Sato
Goiabeira-
Carrancas
Aragazeiro

Aracazeiro
Aragazeiro
Aragazeiro
Aragazeiro
Aragazeiro
Aragazeiro
Goiabeira-roxa
Aracazeiro
Aragazeiro
Aragazeiro
Aracazeiro

Aragazeiro
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2.2 Extracdo e amplificacdo de DNA

O preparo das amostras foi realizado no Laboratorio de Eletroforese do

setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de

Lavras. Cerca de 50 mg de folhas jovens, sadias, coletadas dos cinco acessos de

goiabeiras e 35 de aragazeiro foram maceradas em N liquido até a obtencao de

po6 fino, em seguida transferido para tubos eppendorf de 2,0 mL.

O DNA das amostras foi extraido conforme o protocolo Doyle; Doyle

(1990), para serem genotipadas com marcadores RAPD. Foram testados 30

primers e selecionados 19 (Tabela 2).
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Tabela 2 Produtos resultantes das reacdes de amplificacdo de DNA de acessos
de Psidium com base nos marcadores RAPD

N;J:?niedro Numero de bandas
Operon sequencia 3= Total E_Ban’da_s % Qe '?af!das
polimdrficas  polimorficas
OPAH 03 GGT TAC TGC C 10 04 40
OPAH 04 CTC CCC AGA C 14 07 50
OPAH 11 TGA GTC CGCA 14 10 71,0
OPAH 12 CTACAGCGAG 12 05 42,0
OPA 10 GTG ATC GCA G 11 08 72,0
OPAI12 TCG GCG ATA G 9 05 55,5
UBC 132 AGG GAT CTC C 9 05 55,0
UBCI35 AAG CTG CGA G 9 06 66,6
UBCI153 GAG TCA CGA G 8 06 62,5
UBC155 CTG GCG GCT G 5 00 00
BR65 TCG GCG ATAG 5 02 40,0
PCl11 CAG CACCCAC 10 04 40,0
PRIMER 1 CCT GGG TGG A 10 08 80,0
PRIMER 2 CCT GGG TGG A 6 00 00
PRIMER 3 CCT GGG TCC A 9 06 66,0
PRIMER 5 GAA ACA GCG G 5 00 00
PRIMER 6 GCC CGGTTT A 7 04 57,0
PRIMER 7 GGA GCC CAC 5 03 60,0
PRIMER 15 CTA CCC GTG C 5 03 60,0
Totais 163 86
Médias 8,6 5,4 63,0

As reagdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA (PCR) foram feitas

em termociclador Perkin Elmer Modelo Gene Amp PCR System 2400, num

meio com volume final de 10uL, contendo: 1,59 pl de agua milig, 1,3 pl de
tampao (1x), 0,65 ul MgCl, (2,5 mM), 0,26 ul de ANTPmix (0,2mM), 5,0 pl de
primer (25 ng), 0,2 ul da Taq DNA polimerase (1U) e 1 pl de DNA (20ng). Foi

seguida a metodologia de Williams et al. (1993).
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O programa de amplificagdo consistiu 95°C de temperatura inicial por 2
min, 45 ciclos de amplificagdo a 94 °C por 45 seg; 42 °C por 1 min; 72 °C por 2
min (FILHO, et al., 2010). Apds as reagdes, os produtos de amplificacdo do
DNA foram separados em gel de agarose 1,5%, contendo Syber Goold e
submetidos a eletroforese em tampao TBE 1X. Apdés a amplificagdo, os
fragmentos foram visualizados por meio de eletroforese em gel para efeito da
comparacao de tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado como padrao
o DNA Ladder 100 bp adquirido da INVITROGEN Life Technologies e
visualizados sob luz UV.

Os produtos da amplificagdo visualizados no gel, produzidos por cada
primer, foram utilizados na elaboracdo de uma matriz de similaridade genética,
por meio do registro da presenca (1) e da auséncia (0) de bandas no perfil
eletroforético de cada genotipo, e serviu para a diferenciacdo dos acessos. Com
auxilio do programa NTSYS, versdo 2.1 (ROHLF, 2000), os coeficientes de
similaridade de Coincidéncia Simples entre os acessos foram usadas para a
constru¢do do dendrograma, pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Averages), adotando a rotina SAHN (Sequential

Agglomerative, Hierarchical and Nested Clustering).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os primers estudados, UBC-155, PRIMER 2, PRIMER 5
geraram produtos monomorficos, e, os fragmentos produzidos por OPAH 03,
OPAH 04, OPAH 11, OPAH 12, OPA 10, OPA 12, UBC 132, UBCI135,
UBCI153, BR65, PC11, PRIMER 1, PRIMER 3, PRIMER 6, PRIMER 7 e
PRIMER 15, apresentaram polimorfismo (Tabela 2). Foram gerados 163
fragmentos, dos quais 86 polimodrficos (63,0%). Em média, cada iniciador
produziu 8,6 fragmentos, dos quais 5,4 apresentaram polimorfismo. Em estudo
de diversidade genética em goiabeira realizado por Padilla-Ramirez et al. (2002),
no México, foi observado pelos autores um nivel de 60% de polimorfismo,
resultado este inferior ao encontrado neste trabalho.

A andlise de agrupamento foi realizada por espécie, os acessos de
Psidium, sp apresentaram a formacdo de dois grupos, um formado pelo acesso

A-Ufla e o segundo subdividido em quatro subgrupos (Figura 1).
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Figura 1 Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir das medidas de
similaridade genética entre nove acessos de Psidium, sp, caracterizado
por marcadores RAPD, usando o Simple matching Coefficient

O primeiro subgrupo foi formado pelos acessos A-roxo-u, A-roxo-c ¢ A-
Uflal, sendo os dois primeiros oriundos de Carrancas-MG e resistentes a M.
enterolobii e o terceiro de Lavras-MG e os acessos A-lul, A-lu2 e A-lu3, todos
coletados em Itumirim-MG e resistentes a M. enterolobii, formaram o segundo
subgrupo do dendrograma, mostrando grande similaridade genética, sendo que
os acessos A-lu2 e A-lu3 com similaridade maior entre si. Em contrapartida, os
materiais que apresentaram as maiores distancias genéticas foram os acessos A-
Ufla, resistente a M. enterolobii, A-Ufla4 (subgrupo trés) e A-Ufla5(subgrupo
quatro), ambos suscetiveis ao nematdide em questdo, todos coletados em Lavras-
MG com uma similaridade aproximada de 66%. Desta forma, evidencia-se que

estes acessos sdao gendtipos diferenciados e apresentaram respostas também
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diferenciadas em relacdo a resisténcia ao nematoide. Segundo Barros et al.
(2005), grupos formados por apenas um individuo apontam na dire¢do de que
tais individuos sejam mais divergentes em relagdo aos demais, como ¢
observado neste trabalho (A-Ufla).

Na andlise de agrupamento dos treze acessos de P.cattleaynum (Figura
2) foi possivel constatar a formagdo de dois grandes grupos. Um formado por
trés acessos suscetiveis a M. enterolobii (A-20.2, A-10.1 e A-9.2) e outro grupo
formado por dez acessos, onde A-Pasto (suscetivel), A-30.3(resistente) e A.R.E
(moderadamente resistente), sendo os dois primeiros coletados em Itumirim-MG
e o terceiro em Ingai-MG, formaram o segundo grupo do dendrograma,
mostrando elevada similaridade genética, sendo A-Pasto e A-30.3 com 0,87
mostraram similaridade maior entre si do que em relagdo ao A.R.E com 0,82.
Desta forma, evidencia-se que estes materiais, apesar da formagao de subgrupos,
apresentam uma distancia genética menor, isto pode ter ocorrido devido a regido

de origem.
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Figura 2 Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir das medidas de
similaridade genética entre 13 acessos de Psidium cattleaynum
caracterizado por marcadores RAPD, usando o Simple matching
Coefficient

Considerando P. cattleaynum os acessos se agruparam conforme a
regido de origem em seis grupos, sendo que o acesso mais divergente ¢
originario da regido de Lavras — MG (A- 9.2) com 0,70 evidenciando maior
diversidade genética. Neste estudo as distdncias genéticas variaram de 0,88 a
0.65 (Figura 2). Pode-se observar que o acesso oriundo de Pelotas-RS (A-R.S),

posicionou-se no mesmo ramo do acesso da regido de Carrancas-MG (A-Amar),
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com similaridade entre ambos de 0,75. Ja os acessos oriundos de Itumirim-MG
(A-Pasto e A-30.3), mostraram uma similaridade de 0,87.

Observou-se também uma mistura genotipica entre os acessos de P.
cattleaynum, independentemente do Estado de origem. A esse respeito,
Upadhyay; Murty (1970) afirmam que a deriva genética e a selecdo, em
diferentes ambientes, podem causar maior divergéncia que a distancia
geografica.

Os treze acessos de P. guineense, todos suscetiveis a M. enterolobii,
sendo 12 oriundos de Recife e um oriundo de Pelotas (A-14.1), agruparam-se em
arranjos com similaridades variando de 0,59 a 0,83. O acesso proveniente de
Pelotas-RS foi o que apresentou maior diferenga agrupou-se separadamente dos
demais com similaridade de 0,59 apresentando a maior distdncia genética. Os
acessos A-14.3 e A-26.2 com similaridade de 0,83 foram os mais proximos.
Embora a maioria dos acessos seja proveniente de um mesmo local, estes

apresentaram uma variabilidade genética consideravel.
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Figura 3 Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir das medidas de
similaridade genética entre 13 acessos de Psidium guineense
caracterizado por marcadores RAPD, usando o Simple matching
Coefficient

Em estudo de diversidade genética em goiabeira realizado por Padilla-
Ramirez et al. (2002), utilizando marcadores moleculares (RAPD), observaram
que, na regido de Calvillo-Canones (México), ha reduzida variabilidade
genética, pois nos materiais avaliados encontrou-se uma similaridade genética da
ordem de 88%.

Os resultados aqui encontrados demonstram que, entre os materiais
estudados, existe uma variabilidade genética consideravel, fato este que
proporciona aos melhoristas materiais com grande potencial para a obtencdo de

genotipos superiores. Os maiores valores de similaridade, ou seja, os materiais
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mais semelhantes foram os acessos G-Amar ¢ G.C.F. com 0,82, ambos coletados
em Carrancas-MG (Figura 4). Em contrapartida, o acesso que apresentou a
maior distancia genética, quando comparado aos demais, foi G-Ufla (Lavras-

MG) com 0,63.

I—G-Amar
|_G‘C.F

G.Roxa

G-Ufla

[ T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.65 0.70 0.74 0.78 083
Coeficiente de Similaridade

Figura 4 Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir das medidas de
similaridade genética entre cinco acessos de Psidium guajava
caracterizado por marcadores RAPD, usando o Simple matching
Coefficient

O alto grau de polimorfismo detectado pode estar relacionado ao sistema
de polinizagdo mista da goiabeira e ao fato da cultura possuir uma taxa maior de
fecundacdo cruzada quando comparada a autofecundagdo (ALVES; FREITAS,
2007), ou ainda a intensa utilizacdo de sementes na produgdo de mudas, o que
acarretaria em ampla variabilidade genética. Segundo Oliveira et al. (2007), ha

tendéncia em germoplasma de plantas arboreas e arbustivas, aldogamas ou
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autdgamas, com alta taxa de alogamia, de apresentarem alto grau de
polimorfismo.

Fontes de resisténcia a M. enterolobii foram encontradas nos acessos
nativos de P.cattleaynum, pertencentes as regides de Carrancas - MG, Itumirim -
MG e Lavras - MG, e nos acessos de Psidium sp, A-lul, A-lu2 e A-lu3 de
Aragazeiro Amarelo (Tabela 1).

A similaridade média encontrada neste trabalho, de 71%, mostrou que os
acessos apresentam caracteristicas em comum. Assim, os dados gerados poderao
servir de norteamento para futuros trabalhos de compatibilidade entre os
genotipos estudados visando obtencdo de porta enxerto resistentes a M.
enterolobii para goiabeiras comerciais.

Os marcadores RAPD foram eficientes na identificacdo de polimorfismo
de DNA em goiabeiras e aracazeiros permitindo a aproximagdo de materiais
com caracteristicas de resisténcia ao nematoide e também pela origem dos
mesmos. Apesar da identificagdo de acessos resistentes a M. enterolobii em
genotipos da espécie P. cattleyanum, os mesmos ndo se mostraram compativeis,
quanto a enxertia com a cultivar ‘Pedro Sato’. Entretanto, testes de
compatibilidade quanto a enxertia dos materiais ja identificados como resistentes
com outras cultivares de goiabeira comercial, como “Paluma”, deverdo ser
efetuados, como também a busca de novas fontes de resisténcia no género

Psidium deverdo ser objetivos a serem alcangados em trabalhos futuros.
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4 CONCLUSOES

Os marcadores RAPD foram eficientes em agrupar os acessos de
Psidium ssp, de acordo com a similaridade genética e aproximou 0s acessos
considerados resistentes ao nematdide M. enterolobii.

Os iniciadores OPAH 03, OPAH 04, OPAH 11, OPAH 12, OPA 10,
OPA 12, UBC 132, UBC135, UBC153, BR65, PC11, PRIMER 1, PRIMER 3,
PRIMER 6, PRIMER 7 ¢ PRIMER 15 sdo indicados para estudos de diversidade
em goiabeiras, utilizando-se o marcador do tipo RAPD, ja que apresentaram em
média de 5,3 marcas polimorficas.

Os acessos Alul, Alu2 e Alu3 apresentaram resistentes a M. enterolobii,

formam um subgrupo de Psidium sp, mostrando similaridade genética.
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