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INTRODUCAO GERAL

Importancia econémica da goiabeira

A goiaba é uma das frutas que apresenta maiodé&witamina C, contendo de duas
a cinco vezes mais dessa vitamina do que a lar@uyando comparada com outras
frutas,apresenta fontes moderadas de calcio, boras de fosforo e de ferro. E
consumida de diferentes formas, como fruta freacam produtos industrializados ou
semi-industrializados, como geléias e sucos (Si2g07) e mais recentemente como o
“guatchup” (substituto concorrente do ketchup), uen molho agridoce a base de goiaba
(L6cio & Moraes Filho, 2005).

As folhas e os frutos da goiabeir@s{dium guajaval.) sdo conhecidos,
principalmente, por suas atividades antiespasm@dicantimicrobianas, no tratamento de
diarréias e disenterias, sendo muito usada comonteagantiglicémico.Estudos
farmacoldgicos tém apoiado outros usos tradiciordas goiabeira, como atividade
antioxidante, hepaprotetora, antialérgica, antiofi@na, antigenotoxica, antiespasmadica ,
antitosse, antiinflamatdria, entre outras. Outsisidns tém demonstrado seu uso potencial
para o tratamento de enterites rotavirais infardiarréias e diabetes (Gutierrezt al,
2008).

Além da versatilidade de usos da espécie, a gatapéém o licopeno, que é
considerado um poderoso agente antioxidante e ata@y@nico, sendo um dos grandes
diferenciais de goiaba de polpa rosa a avermell{@datoset al, 2012). Os valores
apresentados desse carotenoide, no fruto da g@ad@® comparaveis ao tomate, tornando
essa fruta uma fonte importante de licopeno (RadagAmayeet al, 2007).

A goiabeira é cultivada em quase todos os Estadssldiros, pois o pais apresenta
condi¢des favoraveis de cultivo do Rio Grande db&uAcre. No Brasil, a goiabeira
ocupou, em 2007, a 112 posicdo em éarea cultivaddoe de producdo, a 102 posicdo em
quantidade produzida e a 52 posicdo em produtigidaguando comparada com
importantes fruteiras como, laranja, banana, uvaméo, macd, manga, tangerina,
maracuja, limao, péssego, caqui, abacate, figa, @énarmelo.A goiabicultura contribuiu,
em 2007, com uma producao de 408,28 mil toneladasutio, movimentando cerca de
174,4 milhdes de reais. Em 2007, a area cultivadBrasil era de 9.138.00 ha, com uma
producao de 76.494 toneladas (IBGE, 2009).



Os principais Estados brasileiros produtores dalgoem 2007 foram Pernambuco,
Sao Paulo, Goias e Bahia, que juntos responderamuase 75% da producdo nacional.
Nos principais estados produtores, a area plardaa@roducdo de goiaba declinaram no
periodo de 2003 a 2007, sendo que a reducdo n@asodr foi na Bahia (71,3% e 56,1%,
respectivamente) (IBGE, 2009). O declinio nos estath Bahia e de Pernambuco pode
ser atribuido, principalmente, ao nematéideloidogyneenterolohiipara o qual nao
existeaté o0 momento medida efetiva de controle.

Existem poucas estatisticas mundiais sobre a p#odulp goiaba. Em escala
mundial, os maiores produtores de goiaba sdo a,intBnezuela, Australia, Africa do
Sul,Paquistéo, Brasil, Egito, Estados Unidos, M@eicQuénia (Pereira, 1995).

Aspectos da botanica eda biologia floral do génefesidium

A goiabeira Psidium guajava..) € a fruteira mais importante do génésidium
sendo nativa do Norte da America do Sul e amplaengistribuida nas regides tropicais da
América (Risterucait al, 2005). O géner®sidiumé Neotropical, com distribuicdo nativa
do sul do México até a provincia de Buenos AiresArgentina. O género apresenta trés
principais centros de diversidade: 1. Oeste da,Ai®udeste do Brasil e Paraguai, e 3)
norte da Ameérica do Sul (Peru, Guianas e Venez(@t@gres-Silva & Proenca, 2008).

As arvores adultas da goiabeira podem atingir@edrseis metros de altura. O caule
é do tipo lenhoso, ramificado. As folhas sdo ompstam formato eliptico oblongo. Suas
flores sdo brancas e hermafroditas, possuem eman3&@i estames, as flores aparecem
isoladas ou em grupo de duas ou trés, sempre nidas adas folhas(Maniceet
al.,2000;Franciscet al, 2012.

O génerdPsidiumpertence a familiMyrtaceae a qual engloba mais de 70 géneros e
2800 espécies, distribuidas nas regides tropicasbéropicais. A maioria das espécies
dessa familia é cultivada para fins comerciaisregibes de clima tropical e subtropical,
sendo que algumas delas apresentam bom desenwvalwiera regides de clima temperado
(Pereira, 1995). Podem ser citadas outras impedaaspécies da familislyrtaceae
como: Syzygiunspp, Feijoa sellowania, Myrciaria cauliflora, Eucalys spp, Eugenia
caryophyllus e Pimenta dioidditz, 2005).

Dentro do génefsidium estéo incluidas cerca de 150 espécies, denjeas se
destacanP. guajava.., P. cattleyanurBabine eP. guineens&wartz ouP. aracaRaddali

(Pereira & Nachtigal, 2003). Dentre as caractedstigue diferenciam o géndpsidiumde



outros géneros da familia, destacam-se uma con@mnde caracteres florais e de
sementes, entre as quaisflores com cinco pétalaes le alternadas de cor branca e creme,
estames variandode60 até 320,l6culos multiovalaplasenta frequentemente peltada,
frutos com muitas sementes asperas, nao lustroshertas por uma camada de polpa
guando umida (Landrumé& Sharp, 1989). Bezeataal. (2006) lista varias espécies de
aracgazeiro, identificando sinonimia, nome vulgarea de ocorréncia. Para os autores, as
espécies de aracazeiros mais importantes no Bl P. cattleyanume P.
guineenséNovas espécies desidiumtém sido identificadas na parte Central do Brasil
(Soares-Silva & Proenca, 2008) e no Estado da Rahradrum & Funch, 2008).

Segundo Seth (1963), citado por Pommer & Murak2®09), estudos comparativos
de morfologia e biologia floral entfe. guajava P. guineenseP. chinensgP. mollee P.
cattleianunvarlucidum indicaram que as espécies sao muito similares, pequenas
modificagcbes paraP. cattleianum Ainda segundo o autor, o cruzamento erfre
cattleianunvarlucidum e P. guajavaresultou em frutos sem sementes, sendo Rjue
cattleianumvar. lucidum foi considerado como sendo octaploide, comparama E.
molle, que foi tetraplbide, e todas as demais espédedas como sendo dipldides (2n =
22). A importancia das outras espéciesPdaliumpode ser exemplificada no uso como
porta-enxerto d®. guajava que segundo Jaiswal & Jaiswal (2085)riedrichsthalianum
tem demonstrado ser resistente ao nematdaleidogyne incognita

Estudos sobre a biologia reprodutiva dadyrtaceae sdo escassos ho
Brasil,especialmente sobre as espécieBgigium pouco se sabendo das necessidades de
polinizacdo enP. guajava Trabalhos encontrados apresentam dados muitogeivies a
respeito da receptividade do estigma da goiab®irgh & Sehgal (1986) afirmaram que o
estigma da goiabeira esta receptivel dois dias atgeantese. Boti (2001) sugere que ele
fica receptivo na pré-antese, permanecendo pdatharas, entretanto Soubihe Sobrinho
(1951) comentou que a receptividade do estigméaaisie no periodo da antese. Dasarathy
(1951) e Balasubrahmanyan (1985) afirmaram queeptvidade sé acontece duas a trés
horas da abertura da flor.

Segundo Pommer & Murakami (2009), a maioria dogmmas de melhoramento
da goiabeira € baseada em cruzamentos artifioct@is) plantas de goiabeira sendo
cruzadas entre elas ou mesmo com diferentes espéeiBsidium que resultam em
cruzamentos interespecificos. Sdo Jose & Pere@@r7jlsugerem que a polinizacdo da

goiabeira deve ser efetuada imediatamente aposscatacao da flor. A emasculacédo, que



consiste na remocdo de anteras sépalas e péNasser realizada no estadio de ruptura
do calice.

Importéancia econdmica, biologia e métodos de conte® do nematoide

M el oidogyneenter ol obii

Meloidogyneenterolobi& um nematoide que continua a destruir plantiosecoiais
de goiabeira no Vale do Sao Francisco, com preudietos de R$ 108.289.900,00 e
perda de 3650 empregos diretos até 2008. As peatdsadas por esse nematbide em cinco
estados brasileiros € da ordem de R$ 112,7 milfPewiraet al, 2009). Esse patdgeno
teve a sua primeira identificacdo no Brasil na&eglo Vale do Sédo Francisco (Carneito
al., 2001).

O nematoide das galhas. enterolobii Yang & Eisenback foi descrito de uma
amostra de uma arvore na China em 1983, tendossibeequentemente identificado em
goiabeira naguele mesmo pais. Mais recentementadicado queM. enterolobié uma
sinonimia deM. mayaguensi®Bammah & Hirschmann, descrito originalmente em d?ort
Rico, numa espécie selvagem de tomateiro. Atuaknesse nematéide tem sido detectado
em diferentes regibes do mundo, em diferentes kegps, inclusive em espécies
portadoras de genes de tolerancMedoidogynespp. (Carneir@t al, 2012). Gomest al.
(2011) estabeleceram que esta doenca provocadanpeiatoideM.enterolobij agora
denominada “declinio da goiabeira”, a qual é caaispdla associacdo do mesmo
comFusariumsolani Esse nematoide foi identificado pela primeira nezBrasil em 2001,
nos municipios de Petrolina-PE, Curaca e Manicoba-Bausando transtornos aos
pequenos e medios produtores (Carnetral, 2001), sendo em seguida, encontrado em
outras areas do Vale do Sub-Médio Sao Franciscogiket al, 2003).

De acordo com Almeida (2008), esse nematdide féicatido comM. arenaria
devido a proximidade do nimero de cromossomos @W-410-48) e ao padrdo perineal
de formato ovoide. As diferencas marcantes Mle arenaria e outras espécies de
Meloidogynestdo no singular fendtipo enzimatico e muitos ataras morfologicos. Em
M. arenarigos padrdes perineais sdao arredondados a ovoidesvdatralmente, com
linhaslaterais raramente distinguiveis e com estrigentrais descontinuas e
bifurcadas,destituidas de expansofes laterais tldsesomumente referidas como asas. A
regido labial do macho devl. mayaguensisndo exibe anelacbes que sao, as

vezes,observadas nos machoddarenaria



A severidade do atague do nematdidea goiabeira ggddassificada entre sintomas
primarios e secundarios. Segundo Carneiral. (2001) os sintomas primarios sao as
galhas, em grande quantidade, formadas no sistediaular e necroses associadas,
consequentemente ocorrendo a diminuicdo das ramees Os sintomas secundarios séao
bronzeamentos na borda das folhas, seguidas demerelacimento, ocasionando o
desfolhamento total da parte area, que antecederte aa planta. Em relacdo aos frutos,
estes perdem a sua aparéncia lisa e verde, amadu@ematuramente, apresentando
baixo tamanho para comercializacdo (Moreiral, 2001).

Os estudos para controle e manejo desse nema@hiecdansiderado o controle
biolégico, 0 manejo e rotacdo de culturas, a apfiocale inseticidas sistémicos e o uso de
espécies selvagens @sidiumcomo porta enxerto da goiabeira. Todos esses esfor¢
contudo, ndo tém resultado em controle satisfatdoicnematoide (Carneiret al, 2007;
Almeida et al, 2011), que continua a destruir plantios comescide goiabeira,
expandindo-se para outras areas do pais.

Fontes de resisténciaMh enterolobiindo tém sido identificadas no germoplasma de
P. guajava(Carneiroet al, 2007; Almeidaet al, 2009; Castreet al. 2012), podendo ser
encontradas em espécies selvagens do géRsidium (Cuadra & Quincosa, 1982,
Carneiro et al, 2007; Almeida et al, 2009), mas com limitada ou completa
incompatibilidade quando usadas como porta-enxdatgoiabeira (Carneiret al, 2007;
Almeida, 2008; Castraet al, 2012). No conjunto, esses estudos, até entdo,tério
resultado em solugdes eficientes para controleedmatdide.

O desenvolvimento e avaliacdo de hibridos intexdfpes entre plantas susceptiveis
de goiabeira e plantas resistentesPdalium selvagens nao tém sido enfatizados, o que
podera romper com os problemas de incompatibilidkdaso de porta-enxertos. Negi &
Rajan (2007), Pereira & Nachtigal (2003) e PommeMé&rakami (2009) tém reportado
hibridos interespecificos, indicando que os mespooem ser obtidos de forma artificial.
Negi & Rajan (2007) reportaram que o0 cruzamentoeeRt guajavae P. molle foi
incompativel, mas quandP. molle foi usado como planta materna o resultado foi
satisfatorio. Ainda, segundo os autores, o hibintierespecifico foi tolerante a murcha da
goiabeira, uma importante doenca na Asia e Afrcaiompativel quando usado como
porta-enxerto de variedades comerciais de goiabeira

No género Psidium, existem outras espécies que sao produtoras des frut
comestiveis, dentre as quais se destaParpattleyanur8abine eP. guineenseswartz,

popularmente conhecidos como aragazeiros. Apesanage apresentarem a mesma



importancia econémica quanto a goiabeira, os frapsesentam caracteristicas desejaveis,
com sabor exoético e elevado teor de vitamina CmAtksso,vémsendo estudados como
fontes de tolerancia ad. enterolobi{Raseira & Raseira, 1996, Bezeraal, 2006,Souza

et al, 2006).

A hibridac@o seguida de avaliacdo e sele¢édo temusid método de melhoramento
muito utilizado, proporcionando resultados sigifieos para aumentode produtividade e
resisténcia a pragas e doencas. Segundo Ceirré@a(2011) o melhoramento genético €
uma potente ferramenta, tanto no que diz respedtat@ncéo de cultivares com vantagens
econdmicas, quanto na caracterizacao e conserdacéuaterial genético. Nesse aspecto
0s bancos ativos de germoplasma (BAGs) servem domtes para estudos dos caracteres
morfologicos, nutricionais, funcionais e genéticos.

Avaliar e caracterizar os acessos de goiabeirama@zeiros oriundos de varias
regides, existentes no banco ativo de germoplad#as) da Embrapa Semiéarido, é
imprescindivel para se conhecer a variabilidadeétism existente nos acessos. A
existéncia de grande numero de materiais genetidangiferentes, mas que mantém
alguma compatibilidade genética aumenta a chancbasler sucesso na obtencédo de

hibridos interespecificos.

Aplicacdo de marcadores microssatélites na goiabeir

Os marcadores moleculares de DNA sdo amplamenteegagos,em analises
genéticas, para as mais diversas finalidades:ifibagéio de clones, hibridos, cultivares,
estudos de fluxo génico e estimativas de taxa deaomento e parentesco (Baeto
al.,2003).

O emprego de marcadores moleculares no processardeterizacdo genética tem
sido amplamente realizado devido a diversas cafstitas desejaveis, dentre as quais se
destacam: alta taxa de polimorfismo detectado,rmisé&e influéncia ambiental apresenta
baixo custo por dado gerado e séo distribuidosodmd genoma (Ferreiet al, 2007).

Microssatélites ou ‘simple sequence repeats’ (38R)sequéncias repetidas em serie
de 2-5 nucleotideos, que apresentam alto polinmeofi® podem ser amplificados por
reacbes em cadeia da DNA polimerase (PCR), com ciisps ‘primers’ ou
iniciadoresderivados de sequéncia flanqueandogi@eerepetidas no genoma (Risterucci

et al, 2010). Marcadores microssatélites apresentamaaiadpropriedade da co-



dominancia, que possibilita separar homozigotohelerozigoto para um determinado
loco.

Risteruccet al(2005) foram os primeiros a reportarem o0 desennwnio e
aplicacdo de marcadores SSR para goiabeira. Lepitral. (2010) reportaram o
desenvolvimento de quase 300 ‘primers’para locoS8RBs em goiabeira que tém sido
usados para caracterizacdo de germoplasma poerdder autores. Valdes-Infanet
al.(2010),aplicaram esses ‘primers’ para caracterzagdgermoplasma cubano, enquanto
Sanchez-Teyeet al. (2010) caracterizaram germoplasma mexicano e frieeal, 2010
caracterizaram germoplasma venezuelano. Olivetraal (2009) reportaram trabalho
preliminar de caracterizacdo de 53 acessos brastleigoiabeira, sem contudo analisarem
aracazeiros de diferentes espécies para orieatmllios de cruzamentos interespecificos.
Quase 200 dos 300 locos SSRs citados por Legited. (2010) foram designados para
especificos grupos de ligacbes genéticas em pdmdaegregantes de goiabeira (Ritter
al.,2010), ampliando as possibilidade de estudos\d®siidade genética e da aplicacdo da
selecéo assistida por SSRs para o desenvolvimenowhs cultivares dessa cultura, com
qualidade superior as que estao disponiveis noadengar os agricultores.

Desse modo, este trabalho objetivou avaliar a tégim de hibridos
interespecificos de duas espéciesPdaliunao nematoidéM. enterolobbipara controle
desse patdgeno, que continua a dizimar plantiagpddeira em todo o Brasil, e proceder
acaracterizacdo molecular de acessoBsigiumcom base em marcadores microssatélites,

visando orientar cruzamentos de goiabeira com egpécies do género.
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CAPITULO | — OBTENCAO E AVALIACAO DA RESISTENCIADE HIBRIDO
INTERESPECIFICO DE Psidium AO NEMATOIDE Meloidogyneenterolobbi®

*publicado como artigo cientifico (Anexo 1): Costa, S.R. da; Santos, C.A.F.; Castro, J.M.C.E. 2012. Assessing
Psidium guajava x P. guineense hybrids tolerance to Meloidogyne enterolobii. Acta Horticulturae 959: 59-
65.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi obter e avalibrithos interespecificosdesidiumpara a
resisténcia ao nematoide, para ser usado como-gux&ato de goiabeira e futuro estudos
genéticos, como mapeamento das fontes de resst@nci geracbes segregantes dos
hibridos interespecificos. Foram realizados crurdoseentre as espécifs guajava P.
guineensg P. cattleyanume P. friedrichstalianiumOs cruzamentos foram realizados
quando os botdes florais apresentavam ruptura limec&endo usados dois marcadores
microssatélites SSR para confirmacao da hibrida@&@ando as plantas atingiram 15 a 20
cm de altura, foi realizada a inoculagdo com susgencontendo 10.000 ovos do
nematoide. Quatro meses apos a inoculacao, foividmo solo das plantas para avaliacao
individual para nimero de galhas, nimero de oviagoe de reproducéo (FR). As plantas
de dois cruzamentos entRe guajava x P. guineerfegam consideradas como hibridas
quando genotipadas com os I6cus mPgCl 251 e mPgCIDas 10 plantas do cruzamento
GUA 161 PE x ARA 138 RR todas foram resistentenamatoide, pois apresentaram
indice de galhas e FR iguais a zero. Das 10 plaldaguzamento GUA 161 PE x ARA
153 BA, sete foram consideradas como suscetiveiseamtoide. Os resultados sugerem
variabilidade para tolerancia entre acessdB.aglineensee que a tolerancia ao nematoide
foi conferida por alelo dominante. Plantas do kidbrinterespecifico tém apresentado
crescimento similar ao da goiabeira aos oito medseglade e alta compatibilidade com
‘Paluma’, indicando que essa estratégia pode agsesexcelentes resultados no controle
deM. enterolobii

Palavras-chave cruzamento, hibrido interespecifico e avaliacéo.
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ABSTRACT

The aimof thisstudy was to obtainand evaluateiptstgic hybridsbetweenspecies
ofPsidiunfornematodetolerance, to be used as guava roogstd@kturegenetic studies,
such as mappingof toleranceinsegregating genesatiioerspecific hybrids. Crosseswere
ebetweeR.guajava, P.guineense, P.cattleyaramdP.friedrichstalianiumThe crosseswere
performed when the calyx rupturedon the flower baasl twomicrosatellite markers were
applied to confirmhybridization. When the plantsaagiee 15 to 20 cmtall, they were
inoculatedwith a suspension containing 10,000 ned®at eggs.Four monthsafter
inoculation, the soils were removed from the pldotsdividual evaluation ofthe number
ofgalls,number of eggs andreproduction factor(RF)ly plants from the croBsguajavax
P.guineenseereconsidered true hybrids whengenotyped withmPgGind252
microsatellites. Ten plants of GUAPE161xARA 138 RfRossing were resistant
tonematodes, as presentedgall indexand RF equadrto Seven of the 10 plants of the
GUAPE161x ARA 153BAwere susceptible tonematode® rEsults suggested variability
for tolerance amon@. guineensaccessions and that tolerance to the nematode beuld
conferred by a dominantallele. Plants of the ingecdic hybrid grew similarly to the
guava trees at nine months of age in field and viiglly compatible with ‘Paluma’
guava, tingthat this strategy can present excelsults in controllingv. enterolobii

Keywords: crossing, interspecifichybridand evalomti
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INTRODUCAO

A agricultura irrigada no Nordeste brasileiro teencaracterizado como uma opgéao
no agronegocio, apresentando grande importanceco@omia regional (Gonzaga Netb
al., 1999). Diversas fruteiras compdem o sistema ddymdo em exploracdo na regiao,
destacando-se mangueira, bananeira, videira, aoq@eigoiabeira. A goiabeira, nos
ultimos anos vem, sofrendo um grande declinio mgpsaducéo, principalmente na regido
nordeste, como surgimento do patégeno denominktioidogyneenterolohitsse
patogeno desestruturouquase toda a cadeia prodiatigaiaba no Vale do Sao Francisco,
infestando area de cerca 5.000 ha, com prejuiztodole R$ 108.289.900,00 para 0s
goiabicultores, além da reducéo de 3.650 empreigems na regido até 2008 (Peredta
al., 2009).Nos perimetros irrigados de Petrolina -ePHiazeiro - BA houve reducéao de
mais de 75% da area plantada em decorréncia ddicaigdo dos pomares infestados.
(Carneiroet al, 2007).

O primeiro relato da ocorréncia desse patdogenoaénes de goiabeira no Brasil foi
observado na regido do vale do Séo Francisco ({Lareieal,2001). Considerando que,
desde o final da década de 80 ja vem sendo rekataeeeros danos causados pelo
nematoide de galhas na cultura, com prejuizo emoo@stados brasileiros da ordem de
112,7 milhdes de reais (Pereied al, 2009), faz-se necesséario a adocdo de medidas
preventivas, visando reduzir os prejuizos provosgto nematoide.

Para controle do nematodide, os estudos tém coasiolep controle biolégico, o
manejo de culturas, a aplicacdo de inseticidasolies sistémicos e 0 uso de espécies do
géneroPsidium tolerantes como porta enxerto de cultivares coiagrcsem, contudo,
apresentarem resultados satisfatorios para o efetimtrole desse nematoide (Carneito
al., 2007; Almeideet al, 2011).

A identificacdo de fonte de tolerancia ao nematdelgtro deP. guajavado tem tido
sucesso (Carneiret al, 2007; Almeidaet al, 2009). A procura por fonte de tolerancia a
Meloidogynespp.em espécies silvestresREdiun{Cuadra&Quincosa, 1982; Carneied
al., 2007; Almeideet al, 2009) tem resultado na identificacdo de fontewbgancia, mas
que tem apresentado limitada ou total incompatidie quando usados como porta
enxerto de cultivares comerciais de goiabeira (Adiame2008; Carneiret al, 2007; Castro
et al, 2012). Esses trabalhos de identificacédo de fage®sisténcia ndo resultaram, até a

presente data, na aplicacdo comercial dos ressltado
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Até entdo, o desenvolvimento e avaliacdo de hibridterespecificos entre plantas
de espécies silvestres desidium e plantas suscetiveis de goiabeira ndo tem sido
enfatizado, o que poderia romper com a principaitdéicdo do uso de espécies silvestres de
Psidium a incompatibilidade, seja pelo pequeno porteg peja dificuldade de soldadura
na enxertia. Negi & Rajan (2007), Pereira & Naditi003) e Pommer & Murakami
(2009) reportaram hibridos interespecificos, intiftaque os mesmos podem ser obtidos
de forma artificial. Negi & Rajan (2007) destacargue o cruzamento entRe guajavae
P. molle foi incompativel, mas quandB. molle foi usado como planta materna o
cruzamento foi compativel. Ainda, segundo os astore hibrido interespecifico foi
tolerante & murcha da goiabeira, uma importantego@a Asia e Africa, e compativel
quando usado como porta-enxerto de variedades cm@iserde goiabeira. O género
Psidiumé composto por mais de 150 espécies, incluindgaaeos, um termo usado para
espécies do género de ocorréncia espontdnea nd BRaseira & Raseira, 1996),
indicando ampla oportunidade para identificacafodees de resisténcia &b. enterolobii

A hibridacdo tem sido um método de melhoramentdarutilizado, proporcionando
resultados significativos para aumento de prodidie e resisténcia a pragas e
doencas.Segundo Pereira & Natchigal (2002), nbgom os métodos de melhoramento
genético aplicado a cultura sdo basicamente, selechibridacdo. Do ponto de vista
genético, a unido de quaisquer dois gametas, feremh na sua constituicdo alélica em um
ou mais locos, produz um hibrido (Allard, 1960).

Os marcadores moleculares de DNA estdo, cada vez semndo empregados em
analises genéticas, para as mais diversas finakdadentificacdo de clones, hibridos,
cultivares, estudos de fluxo génico e estimativastaka de cruzamento e parentesco
(Buscet al,2003). Segundo Cristofatal. (2001), os marcadores microssatélites
apresentam maior eficiéncia na identificacdo deidub.Faleiret al. (2003) relataram
sucesso na utilizacdo desses marcadores paraier@gdo de hibridagéo interespecifica
entre Theobromacacacee T. grandiflorum Segundo os autores, o uso de um ou dois
‘primers’, pelo menos com uma banda informativafecente para confirmar a ocorréncia
da fecundacéo cruzada.

O objetivo do presente estudo foi obter e avaliaridios interespecificos desidium
para a tolerancia ao nematoide, para serem usado porta-enxerto de goiabeira em
areas comerciais e para estudos genéticos no fuomoo mapeamento da tolerancia em

geracoes segregantes dos hibridos interespecificos.



17

MATERIAL E METODOS

Material genético para obtencéo de hibridos intergsecificos

O trabalho foi desenvolvido utilizando acessos @wmcb de germoplasma de
goiabeira e aracazeiro do campo experimental deed@elio, pertencente a Embrapa
Semiérido, localizado no municipio de Petrolina-Para obtencdo de hibridos foram

utilizados seis acessos de goiabeira e seis ac#ssracazeiros (Tabela 1).

Processo de hibridacdo manual

Inicialmente, foi realizada poda das plantas dedaas acessos para inducao floral
sincronizada, de forma a possibilitar a realizagée cruzamentos manuais. Os botbes
florais dos genitores femininosforam emasculados fase da pré-antese, quando
apresentavam ruptura do calice. A emasculacdostansia retirada de pétalas, sépalas, e
anteras, conforme procedimento descrito porPe&@Bao José (1987). As flores dos
genitores masculinos (aragazeiros) foram coletasdagpre no dia da polinizagéo, sendo
colocados em placa de Petri, devidamente iderdiisa

No procedimento de polinizacédo, os botbes floraispthnta maternal (goiabeira)
foram emasculados com auxilio de uma tesourinhapmma, e 0s estames retirados com
auxilio de uma pinca (Figura 1). Para esse procatton foi utilizado alcool 98% para
assepsia das maos e dos utensilios utilizadosp seathasculacao realizada no mesmo dia
da polinizacdo.As flores doadoras foram maceranis es dedos na placa de Petri, sendo
0 polen do genitor masculino depositado e distiibuigm toda a superficie do estigma.
Apés a polinizacdo, os botdes foram etiquetadosasanentificagbes dos genitores e em
seguida, foram protegidos com saquinhos plasti@sparentes, que permaneceram por
até 15 dias para prevenir contaminagao, seja puowau por agentes polinizadores. Os
frutos em desenvolvimento foram monitorados diagiai®. Apos trés meses foi realizada

a colheita dos frutos polinizados.

Producdo de mudas de hibridos interespecificos

Os frutos oriundos dos cruzamentosforam levadoklaaratorio para retirada das

sementes. Os frutos foram cortados verticalmentewna faca de mesa, e retirada a polpa
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com auxilio de uma colher, passando por uma pedeiraalha fina em agua corrente para
separacdo das sementes da polpa, as sementespiastan para secar a sombra, por 24
h,apos esse periodo, foi realizado, a contagemudtero de sementes,que foram entao
colocadas dentro de um saquinho de papel devidandgntificado, para armazenamento
em camara fria.

A semeadura foi realizada em vasos plasticos de @6ntendo uma parte de
substrato artificial (Plantimax®) e uma parte de sproporcao 1:1, e mantidas em casa de
vegetacdo. Agerminacdo das sementes ocorreu edtre 20dias. Quando as plantas
atingiram de 6 a 8 cm de altura, foram repicadaaresplantadas para sacos de polietileno
22 x 30 cm, contendo soloautoclavado, para néorttarepeticdo entre os patégenos. Em

seguida, as mudas foram colocadas em telado.

Genotipagem dos hibridos interespecificos com mardares microssatélites

Foram coletadas folhas jovens e sadias dos paseatale algumas plantas dos
cruzamentos obtidos, sendo as mesmas colocadasaems sle papel, devidamente
identificados, e acondicionados em freezer a -888 o momento da extracdo. Na
extragcdo de DNA foi utilizado o protocolo CTAB 2 doyle & Doyle (1990): A) a
maceracdo mecanica foi realizada na presencarndgémio liquido, até a obtencédo de um
po fino; B) otecido vegetal macerado de cada amo&tr transferido para tubos
enppendorf duplicados, de 2 mL, contendo, cada9&®,uL de tampéo CTAB 2x; C) As
amostras foram colocadas em banho Maria a 60°@@ud@ min, com inversao do tubo a
cada 10 min; D) apoOs esse periodo,foram adicion@®@uL de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1), seguida de centrifugacdo a 6.0, por 10 min; E) 700 pL do
sobrenadante foram transferidos para um novo tebepgendorf ; F) foram adicionados
467 uL de alcool isopropilico gelado, com suavesrsdes do tubo, que foi mantido por
20 min em gelo; G) ap6s os 20 min as amostras fammrifugas a 10.000 rpm para
formacédo do ‘pellet’ no fundo do tubo, descartasdoe sobrenadante em béquer em
capela de exaustdo de gases. As paredes dos tubas $ecas com auxilio de cotonete
esterilizado em ultravioleta; H) o ‘pellet’ foi msspendido em 30 pL Tris-EDTA,
permanecendo por 24 horas na geladeira para cangissolucdo do ‘pellet’; ) A
remocao de RNAscoextraida foi realizada com 10%RbNése por 45 min em banho
Maria a 37°C.
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A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agar a 0,8%, corado com
brometo de etidio, pela comparacdo visual da iidade das bandas de DNA extraido
com bandas do DNA do fago Lambda, de concentragabecida. A integridade das
amostras de DNA foi avaliada pela auséncia dearastr DNA. No gel de agorose as
amostras foram diluidas para 10 ng/uL e armazerae2G°C.

Foram utilizados dois marcadores microssatélites ganfirmacdo dos hibridos
interespecificos verdadeiros. As reacdes de amgdifio de PCR foram realizadas para um
volume final de 10 ul, contendo 30ul de DNA gend@nitx de tampado para TagDNA
polimerase, 2,5 mM MgCl, 0,2mM de dNTP’s, 0,2 uM de cada ‘primer’ e 0,Tbdades
de enzima Taq DNA Polimerase. A programacéo paraliticacbes consistiram de
desnaturacao iniciala 94°C por 4 min, seguida da@0s a 94°C por 45 s, 52°C por 60 s e
72°C por 60 s e uma etapa de extenséo final a p2*@G, min. Apos a amplificacdo, foram
adicionados em cada amostra de DNA,3ul de azulramdfenol, seguido da completa
desnaturacao a 94°C por 5 min em termocicladoramastras foram mantidas em gelo até
a amplificacdo no gel de poliacrilamida.

Os produtos de amplificacdo foram separados em dgelpoliacrilamida 6%,
preparado em placa de vidro tipo sanduiche comcague de 60 pocos. As placas de
vidro foram limpas com o auxilio de um lenco de gdagmbebido em etanol. A placa
grande (de adeséao do gel) foi tratada com 1,1 mhnue solugdo contendo 95% de Etanol
+ 0,5 % de acido Acético e 1 puL de bindsilane. Essacédo foi espalhada em toda a
superficie da placa com um auxilio de um lenco @geph o excesso foi retirado com um
lenco umedecido com alcool etilico. A placa mermrtfatada de acordo como descrito
anteriormente, entretanto, substituindo-se a solegétendo bindsilane por um produto
usado para limpar vidros de automéveis, com nomeepccial de Wartelux (Luxcar).

Uma pre-corrida de 30 min a 40 W foi realizada sudke aplicacdo das amostras de
PCR. Foram aplicado 2,5uL da reacdo de PCR deadatumo gel de poliacrilamida 6%,
sendo a corrida de eletroforese realizada por urogee de aproximadamente 3h, com
poténcia constante de 40 W. Marcador molecular éadsD pares de bases (pb)
(Fermentas) foi carregado nas extremidades latéeatsda gel.

Os géis foram corados com nitrato de prata, cardoprocedimentos descrito por
Cresteet al, (2001), com alguma modificagdes:

A. A placa contendo o gel foi imersa em solucéo dacfio contendo etanol absoluto
10% e acido acético a 1% por 20 min,sob leve aptac

B. Lavagem de agua destilada sob agitacdo por 1min.
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C. Pré-tratamento foi realizado em solucdo de &cidiocoia0,2 mol/L por 3min,
seguido de nova lavagem do gel com 4gua destiladanpin, sob lenta agitagao.

D. A impregnacédo do gel foi realizada com solucédo ieto de prata 0,2% por
20min, seguida de duas lavagens de 30 s com agtitade, sob leve agitacao.

E. O gel foi imerso em solucdo de revelagdo conteradtbonato de sédio 2,4%, e
formaldeido 37%, sendo utilizada metade da solugdeladora na primeira
lavagem, até o inicio do aparecimento das bandas.

F. A placa com gel foi transferido para uma segundalé@ contendo o restante da
solucéo e corado até o aparecimento da intensitksigada.

G. Uma nova lavagem do gel foi realizada com &cidtiar@ 5% por 3min, seguida
de uma lavagem final com agua por 1 min, sob aitdenta. A placa com gel
corado foi colocada em posicao vertical até a ssnagm temperatura ambiente,

para posterior analise dos fragmentos.

Avaliacéo da tolerancia ao nematéide

As mudas provenientes dos diferentes cruzamentoseus parentais foram
produzidas por sementes como descrito no tépicalugéo de mudas de hibridos
interespecificos. Foram inoculadas 33 plantas paitercom trés niveis de inoculo e 10
plantas dos cruzamentos obtidos.

Quando as plantas atingiram 15 a 20 cm de alteajzou-se inoculagdo com
suspensao contendo 4.000, 8.000, 10.000 e 12.@30@wmo fonte de indculo utilizou-se
o M. enterolobii coletado em area comercial de goiabeira localizamlanunicipio de
Petrolina/PE. O inoculo foi purificado e multipld@a em tomateiro
(Lycopersicomesculentynav. Santa Cruz,por ndo mais do que 60 dias, o@am®in casa
devegetacdo e extraido por meio da técnica despdtaHussey&Barker (1973).A
suspensao foi depositada em dois orificios ao rddgslanta com uma pipeta, sendo que
cada planta recebeu 2 mL por orificio, a uma datade 1,5 cm do caule e 2,5 cm de
profundidade. As plantas inoculadas foram condszeta ambiente de casa de vegetacao
com irrigagdo diaria durante 120 dias.

Apos quatro meses da inoculagéo, o solo foi renmp\wdguindo-se de lavagem em
agua corrente, tendo-se o cuidado de ndo se dandicaiz. As plantas foram colocadas
dentro de sacos plasticos devidamente identificgohrs analise no laboratorio. As raizes

das plantas foram cortadas e trituradas em liqoadibr em solucéo de hipoclorito de
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sédio a 0,5% por 20 a 30 s,com menor velocidada filaeracdo dos ovos, conforme
procedimento descrito por Hussey & Barker (1973s0Drenadante foi despejado em um
conjunto de peneira de 200 mesh sobre outra denth, passando o excesso de
hipoclorito pela peneira de menor abertura. O datdegestante (aproximadamente 20 mL)
foi recolhido em uma béquer e em seguida colocanlaue tubo plastico identificado,
centrifugando-se por 5 min a 1750 rpm. Logo apdssobrenadante foi descartado,
adicionando-se sacarose (454g de acucar em 1000denlagua) comuma nova
centrifugacdo por 1 min a 1750 rpm. A sacarosalésicartada na peneira de 500 mesh,
retirando-se 0 excesso da sacarose em agua cor@ntevos retidos anteriormente na
peneira foram recolhidos em um béquer, para postaenidlise.

As raizes foram processadas para avaliacgdo do oUnerovos e posterior
determinacao do fator de reproducédo, (FR= populéigab/ populacao inicial). Os ovos
foram contados em estereoscépio. Foram consideradogs os genotipos com FR = 0,
resistentes FR < 1,00 e susceptiveis FR > 1,00.

As plantas também foram avaliadas em relacdo doeirte galhas pela escala de
notas proposta por Hartman&Sasser (1985), variaed® a 5: 0 = nenhuma galha ou
massa de ovos, 1 = 1-2 galhas ou massas de owo3;1D, 3 = 11-30, 4 = 31-100, e 5 =
mais que 100 galhas ou massas de ovos. A plantapgasentou o indice médio de galhas

e massas de ovos menor ou igual a 2 foi consideestkente aM. enterolobii.

Enxertia para avaliagdo de compatibilidade

A cultivar de goiabeira Paluma, a mais cultivadaetpdo nordeste, foi enxertada em
um hibrido para avaliacdo da compatibilidade. Oochétde enxertia foi por garfagem do
tipo fenda cheia, efetuando-se um corte em formandea cunha, a qual foi inserida na
fenda do porta-enxerto. Os enxertos foram amarreolosfitas plasticas e recobertos com
saquinhos plasticos, com o objetivo de se forma c@mara Umida, evitando desidratacdo

do material vegetativo.
RESULTADOS E DISCUSSAO
No total, foram realizados 1.041 cruzamentos, temdmfirmados com a

genotipagem dos microssatélites, apenas sete cdbmwolds interespecificos. Os dois

marcadores microssatélites mPgCl 251 e mPgCl 2&#nfeuficientes para genotipar e
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declarar as plantas como hibridos verdadeiros &itv& 161 PE P. guajava x ARA 138
RR (P. guineensee GUA 161 PE x ARA 153 BAR. guineense(Figura 2). As médias de
porcentagem de pegamento foram de 13,3 % parauaancentos com o parental ARA
138 RR e 6,6 % para ARA 153 BA (Tabela 2). Sdo oBereira (1987) observaram que
a emasculacdo das flores, com eliminacdo das ante¢épala e pétalas, no estagio de
ruptura do célice preveniu a autopolinizacdo, sesfbiente para a polinizacdo controlada
da goiabeira.

Jungueiraet al. (2008) confirmaram hibridos interespecificos naeyé Passiflora
por meio de marcadores RAPD. Cristofgnial. (2001) confirmaram hibridos
interespecificos em citros utilizando RAPD e miseiglites. Para os autores o0s
marcadores microssatélites apresentaram maioedia na identificacdo de hibridos,
método adotado no presente estudo.

Ogawa2 é reportado como sendo hibrido interespeciéintre P. guajava e
Psidiunsp., desenvolvido em Seropédica, Rio de Janeineif@e&Nachtigal, 2002), sem
estar evidente que tenha sido resultado de cruzaroentrolado ou natural. Landretnal.
(1995) citaram a existéncia de hibridos naturaisedh guajavae P. guineenseem trés
regides da América Latina, tomando como referécaiacteres morfolégicos e quimicos.

Outros cruzamentos entre plantas tolerantes Rde friedrichstalianiune P.
cattleyanurmmom plantas suscetiveis de acessos de goiabe@a figalizados no presente
estudo (Tabela 2), porém nao foram confirmados chibddos interespecificos quando
genotipados com 0s marcadores microssatélites. @zamrento entre P.
cattleyanumarlucidum e P. guajavaresultou em frutos sem sementes, sendo Rue
cattleyanumvar. lucidum foi considerado octaploide B. guajavaiploide (Pommer&
Murakami, 2009).

Chakrabortt al. (2010) reportaram que o niumero de cromossomoB.aguineense
€ de 2n=44. O acesso de goiaba GUA161 PE foi ceragld como anfidipléide, ou seja,
com células 2n e 4n no mesmo individuo, quanddsauil por citometria de fluxo (dados
nao apresentados), sugerindo que 0 sucesso Roguineensepode ser atribuido a
formacéo de gametas n e 2n em GUA161 PE.

Das 33 plantas do acesso ARA138 RR cinco foramesiveis aoM. enterolobii,
enquanto quatro do acesso ARA140 RR foram susegptdduas das oito plantas do
acesso ARA153 BA foram suscetiveis e as demaisapi@am resisténcia ao nematoide
em estudo (Tabela 3). Esses resultados indicanstgegia de variabilidade entre e dentro

de P. guineensegara resisténciaao nematoide. Maranbéal. (2001) e Miranda (2011)
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também reportaram a existéncia de variabilidada pssisténcia ao nematoide dentro de
espécies silvestres desidium Resisténcia aM. enterolobiitem sido destacada ek
guineensgMaranhéaoet al, 2003),P. friedrichsthalianiume P. cattleyanun{Carneiroet

al., 2007). Resultados conflitantes indicando susidieiode tém sido citados par@.
guineenséMiranda, 2011) €. friedrichsthalianiun{Almeidaet al, 2009).

Nos diferentes numeros de ovos, 4000, 8000 e 1200€ulados, n&o foram
observados grandes diferencas no numero de plaadiatentes, para os acessos ARA138
RR e ARA140 RR (Tabela 3), sugerindo que qualquea ulessas doses permitiram a
correta identificacdo de plantas resistentes ou a@mematodide. Burlat al. (2010)
avaliaram que a inoculacéo de 500 ou 2.000 ovaghpli suficiente para selecdes de
acessos e que as avaliacOes deveriam ser realzanlasl35-180 dias apds a inoculacéo.
Carneiroet al. (2007) avaliou acessos dRsidium para resisténcia ao nematoide com
10.000 ovos, numero esse adotado no presente estudo

Todas as plantas oriundas do cruzamento GUA161 PARA138 RR foram
resistentes ao nematoide, ndo apresentando fornuac@alhas nas raizes (Figura. 3), e
com fator de reproducao igual a zero (Tabela 4)cihlaamento GUA 161 PE x ARA153
BA, sete plantas apresentaram formacéo de galigusrdF4), e trés apresentaram nimero
reduzido de galhas e FR<1 (Tabela 4), indicandxistémcia de variabilidade nesse
hibrido. Esses dados sugerem que a resisténci@raatdide € de heranca simples, em
dominancia, e que os parentais ARA138 RR e ARA1ZG dpresentaram alelos em
homozigose e heterozigose, respectivamente, pdogoode resisténcia ao nematdide.
Dados conclusivos com qui-quadrado nao foram pessidevido ao baixo namero de
plantas GUA 161 PE x ARA153 BA avaliadas.

Foi também obtido fruto do cruzamento Gua03 MPA guajava x Aral40 RR P.
guineensg (Tabela 2), entretanto ndo foi possivel a avabaguanto a resisténcia &b
enterolobij devido a baixa taxa de germinacao, o que acarretdormacdo de uma Unica
planta. Problema referente a producdo de sememiesero de sementes produzidas e
viabilidade das sementes tem sido observado eralli@d que visam estudar o indice de
cruzabilidade entre diferentes espécies silvedtiaaqueirat al, 2005). Corréaet al
(2010) estudando antioxidantes em banco degermmalade goiabeira e aracazeiro,
citaram que, o acesso Gua03 MA apresenta elevadosst de diversos antioxidantes,
destacando-se para estudo dessa natureza, al@sistéancia ad. enterolobii

Sete das oito plantas de GUA161 PE x ARA138 RR radtas por garfagem com

‘Paluma’ foram compativeis (Figura5) e apresentardgoroso desenvolvimento no
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campo, indicando alta compatibilidade entre a @spémmercial de goiaba e os hibridos
interespecificos. Segundo Hartneaal, (1997), a compatibilidade na enxertia é entendida
como aquela em que ocorre a unido bem-sucedidalesenvolvimento satisfatorio na
composicao de uma planta.Carnedtaal. (2007) realizaram ensaios com porta-enxertos e
obtiveram taxa de 50% de pegamento entre a gogabe@iuma’ eP. cattleyanumlogo
apos a enxertjgem, contudo, reportarem a compatibilidade a mgdino.

CONCLUSAO

Existe variabilidade entre e dentro de acessds. dplineens@ara resisténcia &b
enterolobii Hibridos interespecificos entre GUA 161 PEPdguajavax ARA 138 RR de
P. guineenseforam altamente resistentes ao nematoide, témsei@do crescimento
similar ao da goiabeira e alta compatibilidade ¢Baluma’ aos dez meses de transplantio
para campo com populacdo endémica do nematoide.

Estudos devem ser desenvolvidos para a obtenclidbdgos com outras espécies de
Psidiuma resistentes dd. enterolobii,0 que possibilitara na ampliacdo das fontes de
resisténcia e controle efetivo e duradouro desseatmde, que continua a dizimar 0s

plantios comerciais de goiabeira, em varios estadusileiros.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLARD, R, W Principios do Melhoramento Genético de PlantasSao Paulo,
melhoramento, 1960.

ALMEIDA, A.M.; GOMES, V.M.; SOUZA, R.M.Greenhousend field assessment of
rhizobacteria to control guava decliBeagantia, v. 70, p. 837-842, 2011.

ALMEIDA, E. J. de. 2008. O nematoide de galha da goiabeira
(MeloidogynemayaguensisRamah&Hirschmann, 1988)identificacdo, hospedeiros e
acdo patogénica sobre goiabeiras. Tese (doutoraddniversidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias. 97p.

ALMEIDA, E.J.; SANTOS, J.M.; MARTINS, A.B.G. Res#&tcia de goiabeiras e
aracazeiros deloidogynemayaguendfesquisa Agropecuaria Brasileirav. 44, p. 421-
423, 2009.

BUSO, G.S.C.; CIAMPI, AY.; MORETZHON, M.C.; AMARALZ.P.S.;BRONDANI,
R.V. Marcadores microssatélites em espécies vegeResenvolvimento e caracterizacao
de marcadores microssatélites em espécies vegapaisisBiotecnologia Ciéncia e
Desenvolvimento n. 30, p. 46-50, 2003.



25

CHAKRABORTI, S; SINHA, S.; SINHA, R.K.Chromosome mber and karyotype
analysis of wild guav&sidium guineens8w. — a new report from Tripura, Indiadian
Journal of Science and Technologyv. 3 (8), p. 925-927, 2010.

CARNEIRO, R. G. Resistance MeloidogynemayaguensgisPsidiumspp. Accessions and
their grafting compatibility withP. guajavacv. Palumé&:itopatologia Brasileira,Brasilia,
v. 32, n. 4, p. 281-284, 2007

CARNEIRO, R. M. D. G.; CIROTTO, P. A.; QUINTANILHAA. P.; SILVA, D. B.;
CARNEIRO, R.M.D.G. CIROTTO, P.A., QUINTANILHA, A.R. SILVA, D.B;
CARNEIRO, R.G. Resistance Meloidogyne mayaguensisPsidiumspp. accessionsand
their grafting compatibility withP. guajavacv. PalumaFitopatologia Brasileira, v. 32, p.
281-284, 2007.

CARNEIRO, R.M.D.G.; MOREIRA, W.A.,, ALMEIDA, M.R.A.; GOMES,
A.C.M.M.Primeiro registro deMeloidogyne mayaguensiem goiabeira no Brasil.
Nematologia Brasileirg v. 25 (2), p. 223-227, 2001.

CASTRO, J. M. C. E. ; SANTOS, C. A. F. ; FLORI, J.BReaction oPsidiumaccessions
to the nematod®leloidogyne enterolobicta Horticulturae, v. 959, p. 51-57, 2012.

CORREA, L.C.Similaridade genética em acessos de goiabeiras @gazeiros: Anélises
quimicas e bioquimicas dos frutos2010. 1v. 102f Tese (Doutorado em Ciéncias
Biol6gicas com énfase em Botanica) —-UNESP, Botycdio Paulo.

CRESTE, S.; TULMANN NETO, A.; FIGUEIRA, A. Detectioof Single Sequence
Repeat Polymorphisms in Denaturing Polyacrylamidguencing Gels by Silver Staining
Plant Molecular Biology Reporter, New York, v. 9, p. 299-306. 2001.

CRISTOFANI, M.;NOVELLI, M.V.; OLIVEIRA. C. A.; OTAVIANO, A. R.; SOUZA,
A.A.; MACHADO, M. A. Identificagdo de hibridos dauzamentos interespecificos em
citros utilizando marcadores RAPD e SSRlelhoramento e Biotecnologia
Cordeiropolis, v.22, n.1, p. 231-241, 2001.

CUADRA, R.; QUINCOSA, A.Potential of differer®sidiumguajavaspecies as sources
for resistance of guava to Meloidogy@enc.Agri, v. 13, p. 19-26, 1982.

DOYLE, J.J.; DOYLE, J.L. 199@solation of plant DNA from fresh tissueFocus. 12:
13-15.

FALEIRO, F.G.; PIRES, J.L.; LOPES, U.\Uso de marcadores moleculares RAPD
emicrossatelites visando a confirmacao da fecundawa cruzada entre
Theobromacacao e Theobromagrandiflorum.Agrotropica, Cruz das Almas, v.15, n.1,
p.41 — 46, 2003.

GONZAGA NETO, L.Melhoramento genético da goiabeiraln: QUEIROZ, M.A. de;
GOEDERT, C.0O.; RAMOS, S.R.R. (ed.). Recursos geoste melhoramento de plantas
para o Nordeste brasileiro (online). Versdo 1.0trdiea, PE: Embrapa Semi-
Arido/Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biuitagia. 1999.



26

HARTMAN, H. T.;, KESTER, D. E.; DAVIES JR., F. T.; ENEVE, R. L.
Plantpropagation: principles and practices. 6. ed. New Jersey: Rrentall, p. 770,
1997.

HARTMAN, K.M.; SASSER, J.Nldentification of Meloidogyne species on the basis of
differential host test and perineal-pattern morphobgy. In: barker, K.r.; carter, c.c.;
sasser, j.n (eds.). An advanced treatise on Mejgae. Raleigh: North Carolina State
University Graphics, 1895. v.2, p.69-77.

HUSSEY, R.S.; BAEKER, K.R.A comparison of methodf awmllecting inocula of
Meloidogynspp.including a new techniqiant Disease Reporterv. 57, p.1025-1028,
1973.

JAISWAL, U.; JAISWAL, V.SPsidiumguajav&uava.ln: R.E. Litz (ed.), Biotechnology
of fruit and nuts cropsCrop Breed ApplBiotechnol. Cambridge, p. 395-401, 2005.

JUNQUEIRA, K. P.; FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. V.;BELLON, G.; RAMOS, J.
D.; BRAGA, M. F.; SOUZA, L. S. Confirmacéo de hilbos interespecificos artificiais no
género Passiflora por meio de marcador RAPLCRevista Brasileira Fruticultura.
Jaboticabal - SP, v. 30, n. 1, p. 191-196,2008.

MARANHAQO, S. R. V. L.; MOURA, R. M.; PEDROZA, E. MR. Reacé&o de individuos
segregantes de aracazeiroMeloidogyne incognita, M. javanica e M.mayaguensis
Nematologia Brasileirg Brasilia, v. 27, n. 2, p. 173-178, 2003.

MIRANDA, G. B., SOUZA, R. M., VIANA, A. P.Assessmtaf methods and criteria for
Screening Psidium ssp. For resistance tdVeloidogyne enterolobiNematologia
Brasileira, v. 34, p. 211-219, 2011.

MOURA, R. M.; MOURA, A. M.Meloidogyneda goiabeira: doenca de alta severidade no
Estado de Pernambuddematologia Brasileira Piracicaba, v. 13, n. 1, p. 13-19, 1989.

NEGI, S.S., RAJAN, S.Improvement of guava througleekingActa Horticulturae
(ISHS), v. 735, p. 31-37, 2007.

PEREIRA, F.M.; SAO JOSE, A.R. Estudo do desenvodritn dos frutos da goiabeira
(Psidium guajava Dcvs. Paluma e Rica. In: Congresso Brasileiro dgtidultura, 9,
CampinasAnais. Campinas Anais, v. 2, p 469-474, 1987.

PEREIRA, F.M.; NACHTIGAL, J.C. Goiabeira. InMelhoramento de Fruteiras
Tropicais. Bruckner, C. H., ed. Vicosa, UFV. p.267-289. 2003.

PEREIRA, F.O.M., SOUZA, R.M., SOUZA, P.M, DOLINSKIC.; SANTOS, G.K.
Estimativa do impacto econdmico e social diretdviidoidogyne mayaguensia cultura
da goiabeira no BrasiNematologia Brasileirg v.33, p.76-181, 20009.

POMMER, C.V.; MURAKAMI, K.R.N.BreedingGuavaP&idium guajava b.In: S.M.
JAIN.; P.M. Priyadarshan (eds.Breeding Plantation Tree Crops Tropical Species,
Springer. New York, p. 83-120, 2009.



27

RASEIRA, M.C.B.; RASEIRA, A. 199&ontribuichdo ao estudo do
aracazeiro:PsidiumcattleyanurmmEmbrapa-CPACT, Pelotas.



28

Tabela 1 Relacdo dos acessos desidium utilizados na obtencdo de hibridos
interespecificos em Petrolina/PE, 2010-2011

Acessos Estado Espécie
Gual6l PE Pernambuco P.guajava
Gua23 MA Maranh&o P.guajava
Gua03 MA Maranh&o P.guajava
Gua33 PE Pernambuco P.guajava
Gua53 SE Sergipe P.guajava
Guald MA Maranh&o P.guajava
Aral05 RS Rio Grande do Sul P.cattleyanum
Aral-55 Rio Grande do Sul P.cattleyanum
Aral-58 Rio Grande do Sul P.cattleyanum
Aral40 RRR Roraima P.guineense
Aral38 RR Roraima P.guineense
Aral53 BA Bahia P.guineense

Ara Costa Rica

P.friedrichstalianium
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Figura 1. A- botdo na préntese, com ruptura no calice- retirada das sépalas e péta
C- retirada das anteras.li»tdo emasculac
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Figura 2. Gel de poliacrilamida com o microssaétitPgCl 252 para genotipagem de
hibridos interespecificos d® guajavax P. guinee
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Tabela 2. NUumero de cruzamentos realizados, nurderdrutos obtidos e indice de
pegamento em cruzamentos manuais de acesddgu@avaom acessos eguineense
P. cattleyanureP.friedrichstalianium.

Acessos Cruzamentos  Frutos obtidos Pegamento (%)
Gua 161 PE x Aral53 BA 30 2 6,6
Gua 161 PE x Aral38 RR 30 4 13,3
Gua23 MA x Aral40 RR 12 0 0
Gua03 MA x Ara 140 RR 20 1 5
Gua03 MA x Ara 138 RR 19 0 0
Gua33 PE x Aral40 RR 10 0 0
Gua33 PE x Aral38 RR 20 0 0
Gual4 MA x Ara 140 20 0 0
Gual4 MA x Aral05 RS 21 0 0
Guab3 SE x Ara 105 RS 18 0 0
Gua 53 SE x Aral38 RR 10 0 0
Guab3 SE x Aral40 RR 14 0 0
Gua03 PE x Aral05 RS 17 0 0
Gua33 PE x Ara Costa Rica 41 0 0
Gua23 MA x Ara Costa Rica 21 0 0
Gua23 MA x Ara I-55 16 0 0
Gua03 MA x Aral05 RS 17 0 0
Gua 161 PE x Aral-55 61 0 0
Gua 161 PE x Aral40RR 15 0 0
Gua 161 PE x Aral-58 20 0 0
Gua 161 PE x Ara Costa Rica 21 0 0
Ara I-58 x GuaJucelio 20 0 0
Aral38RR x GuaO3MA 25 0 0
AralO5RS x Aral38RR 32 0 0
Arall-55 x Aral38RR 54 0 0
Aral-58 x Aral38RR 29 0 0
Aral-55 x Aral39RR 74 0 0
Arall-55 x Aral53BA 41 0 0
Aral38RR x Aral-58 27 0 0
Aral40RR x Aral-58 22 0 0
Aral39RR x Ara-1-55 28 0 0
Aral-55 x GuaJucelio 43 0 0
Aral53BA x Arall-55 35 0 0
Aral39RR x Arall-55 45 0 0
Aral38RR x GuaJucelio 20 0 0
Aral40RR x Ara Costa Rica 25 0 0
Aral38RR x Ara Costa Rica 23 0 0
Ara Costa Rica x Aral38RR 20 0 0
Ara Costa Rica x Aral40RR 25 0 0
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Tabela 3Reacéo de resisténcia (R) ou suscetibilidade {#laidogyneenterolobile trés
acessos desidium guineenseale acordo com o fator de reproducéo (FR), coerelites
quantidades de ovos, apds 120 dias de inoculagéo.

Acessos C,)VOS FR Reacao (,)VOS FR Reacéo C,)VOS FR Reacgéo
(nimero) (numero) (numero)

ARA138RR

Planta 1 4000 0,02 R 8000 0,03 R 12000 1,09 S

Planta 2 4000 1,19 S 8000 0,1 R 12000 0,12 R

Planta 3 4000 0,03 R 8000 0,01 R 12000 0,85 R

Planta 4 4000 0,05 R 8000 0 R 12000 0,77 R

Planta 5 4000 0,15 R 8000 0 R 12000 0,05 R

Planta 6 4000 3,47 S 8000 0 R 12000 0 R

Planta 7 4000 0 R 8000 0 R 12000 0 R

Planta 8 4000 0 R 8000 1,24 S 12000 0,4 R

Planta 9 4000 1,98 S 8000 0,04 R 12000 0,41 R

Planta 10 4000 0 R 8000 0,02 R 12000 0,01R

Planta 11 4000 0 R 8000 0,02 R 12000 0 R

ARA140RR

Planta 1 4000 0,14 R 8000 0,01 R 12000 0,03 R

Planta 2 4000 05 R 8000 0,01 R 12000 0,08 R

Planta 3 4000 0,48 R 8000 0,63 R 12000 22 S

Planta 4 4000 157 S 8000 0,06 R 12000 0,03 R

Planta 5 4000 0,06 R 8000 0,46 R 12000 0,02 R

Planta 6 4000 42 S 8000 0,02 R 12000 04 R

Planta 7 4000 0,18 R 8000 0,67 R 12000 0,29 R

Planta 8 4000 0,75 R 8000 0,02 R 12000 0,03 R

Planta 9 4000 0,05 R 8000 0,02 R 12000 0,02 R

Planta 10 4000 0,15 R 8000 0,04 R 12000 0,52 R

Planta 11 4000 1,69 S 8000 0,01 R 12000 0,04 R

ARA153BA

Planta 1 10000 1,32 S

Planta 2 10000 1,53 S

Planta 3 10000 0,42 R

Planta 4 10000 0,06 R

Planta 5 10000 0,14 R

Planta 6 10000 0,13 R

Planta 7 10000 0,02 R

Planta 8 10000 0,02 R
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Tabela 4. Numero de galhas, nimero de ovos narsstadicular, fator de reproducéo
(FR) e reacao de tolerancia (R) ou suscetibilid@)eem dois hibridos interespecificos
dePsidiumguajaa x P. guineenseao Meloidogyneenterolobiavaliados 120 dias apds
inoculacéo com populacgéao inicial de 10.000 ovos.

Cruzamento Galhas Ovos no sistema FR Reacao

(nimero) radicular

(nUmero)

GUA 161 PE x Aral38 RR
Planta 1 0 0 0 R
Planta 2 0 0 0 R
Planta 3 0 0 0 R
Planta 4 0 0 0 R
Planta 5 0 0 0 R
Planta 6 0 0 0 R
Planta 7 0 0 0 R
Planta 8 0 0 0 R
Planta 9 0 0 0 R
Planta 10 0 0 0 R
GUA 161 PE x ARA153 BA
Planta 1 4 15.870 1.587 S
Planta 2 4 10.780 1.780 S
Planta 3 2 30 0.003 R
Planta 4 2 30 0.003 R
Planta 5 5 30.060 3.006 S
Planta 6 2 1.320 0.132 R
Planta 7 4 11.310 1.131 S
Planta 8 4 24.180 2.418 S
Planta 9 5 42.600 4.260 S
Planta 10 5 16.860 1.686 S
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Figura 3. Raizes de 10 plantas inoculadas ttetoidogyne enterolobido cruzamento
Gual6lPE x Aral38 RR apresentando auséncia desgadisal20 dias apds inoculagédo
com populacao inicial de 10.000 ovos do nematoide
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Figura 4. Raizes de 10 plantas inoculadas ttetoidogyne enterolobido cruzamento
Gual6lPE x Aral53 BA apresentando sintomas de galimasete plantas e trés plantas
apresentando numero reduzido de galhas.
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Figura 5. GUA 161 PE x ARA 138 RR enxertadas pafaggm com goiabeira ‘Paluma’,
apresentando vigoroso desenvolvimento no campaando alta compatibilidade entre a
espécie comercial de goiaba e os hibrido interéfspzc
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CAPITULO Il — DIVERGENCIA GENETICA ENTRE ACESSOS DE Psidium COM
BASE EM MARCADORES MICROSSATELITES
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a variabdelgenética de acessos de goiabeiras e
aracazeiros do banco ativo de germoplasma da Emb&gmiarido, com base em
marcadores microssatélites, para fornecer subgddi@sprogramas de recursos genéticos e
de melhoramento, com énfase para cruzamentos @bajp@ com outras espécies do
géneroPsidium O DNA foi extraido pelo método CTAB 2x e os prtmude PCR foram
analisados em géis de poliacrilamida desnaturade @#rados com nitrato de prata. Para
visualizacdo da similaridade genética, utilizouesedlendrograma UPGMA gerado da
matriz de similaridade do coeficiente de Jaccaoth) base em 183 alelos de treze locos
microssatélites. O numero de pares de base fanadti pelo método da mobilidade
inversa, com base em regressao de produtos delarmanhecido. A analise molecular de
variancia foi realizada pela decomposicéo totateeatdentro dos acessos. Os acessos de
goiabeira apresentaram similaridade entre 0,7508, om dendrograma apresentando
valor cofenéticode 0,85. Foram observados cincpaguo primeiro grupo formado por
acessos de goiabeira, o segundo por aracazeiespéaieP.guineense, terceiro formado
apenas por um acesbo friedrichstalianium e os dois ultimos por acessos da especie
cattelyanumA similaridade genética entie guineense alguns acessos de goiabeira foi
superior a 80%, indicando maior possibilidade demsso em cruzamentos interespecificos
entre essas duas espécies. A variabilidade gergiica os acessos foi considerada alta
(Ps10,238), sugerindo que a variabilidade genética aabgira ndo esta uniformemente
distribuida nos nove Estados dasregides analis&dggre-se a prospeccao de um maior
namero de acessos por Estados brasileiros, paea s®ior visibilidade da diversidade da
espécie.

Palavras-chave Psidium banco ativo de germoplasma, melhoramento vegetal,
dendrograma.
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ABSTRACT

This work aimed to study the genetic variability a€cessions of guava and wild
aracazeiros of the active germplasm bank of Emb&graiarido, based on microsatellite
loci, to guide genetic resources and breeding pragr emphasizing crosses of guava with
otherPsidiumspecies. DNA was extracted by the CTAB 2x methudl the PCR products
were analyzed on polyacrylamide 6 % denatured ggdsned with silver nitrate. The
UPGMA dendrogram generated from the distance mafritke Jaccard coefficient, based
on 183 alleles of thirteen microsatellite loci wesed for visualization of genetic similarity.
The number of base pairs was estimated by inverdslitg method, based on regression
of known size products. Molecular analysis of vac@ was performed by total
decomposition between and within accessions. Thesans showed similarity between
0.75 to 1.00, with dendrogram presenting copheneatiaoe of 0.85. Five groups were
observed: the first by guava accessions, the sebgriRlguineenseccessions, the third
formed by one access Bf friedrichstalianiumand the last two groups I cattelyanum
The genetic similarity amonB.guineenseand some guava accessions were above 80%,
suggesting greater possibility to obtain interedfmelsybrids among these two species. The
genetic variability between the accessions wasideredd high ¢s10,238), indicating that
guava genetic variability is not uniformly distriied in among the nine Brazilian Stats
sampled. It is suggested the prospecting of a greatmber of accessions by States in
order to have greater visibility of the diversitiyspecies.

Keywords: Psidium active bankgermplasm, breeding, dendrogram.
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INTRODUCAO

Segundo revisdo de Gonzaga Neto (1999), De Candualleestudar a origem da
goiabeira, comecgou por eliminar o velho mundo, peragar a conclusdo de que a
goiabeira seria originaria da América, restand@sdb que regido americana. Segundo De
Candolle, a origem da goiabeira estaria compreanelidre o México, a Colémbia, o Peru
e o Brasil. Para Risterucet al, (2005) a goiabeira € nativa do Norte da Amérizesdl,
estando amplamente distribuida nas regides trepilzaAmeérica.

Atualmente, a goiabeira tem mercado bem estabelemm mais de 60 paises,
devido a sua rusticidade, prolificidade, alto tdervitamina C e grande retorno econémico
(Negi&Rajan, 2007). E uma espécie amplamente distia nos trépicos e subtropicos,
tanto que pessoas de diferentes paises a consigatara da sua prépria regido (Singh,
2007).0 Brasil é, atualmente, o terceiro maior ptodcomercial de goiaba, apresentando
condicOes efadoclimaticas favoraveis para produgéfsuto. O seu cultivo ganha espaco,
devido aos nutrientes e elementos funcionais preseno fruto, além de poder ser
consumido in naturd ou nas formas de doces e geleias, resultandorandg retorno
econbmico para os produtores, devido a versatdidbdseus usos (Sao Jesal, 2003;
IBGE, 2011).

Dentre as espéciestradicionais da faniiiwtaceae destacam-se a goiabeira e 0s
aracazeiros, sendo que este apesar de ndo apreseatanesma importancia econémica
guando comparados a goiabeira,tém despertadosatepara pesquisa, pois 0s seus frutos
apresentam caracteristicas desejaveis, com sabticexe elevado teor de vitamina C.
Além disso, vém sendo estudados como fontes déitmi@a aoMeloidogyneenterolohii
doenca que vem dizimando a cultura da goiabeira{Ra& Raseira, 1996;Souz al,
2006).

A goiabeira € uma espécie que apresenta alta adladesgenética, sobretudo, devido
ao sistema misto de cruzamento, bemcomo a utilizaig® sementes originarias de
genitores heterozigotos para producdo de muda®$AlvFreitas, 2007; Pessanétaal,
2011). Estudos de melhoramento genético tém sidtensivamente utilizados
comopotentes ferramentas, tanto no que diz respestitencéo de cultivares de goiabeira
com vantagens econdmicas, como alta produtividaakelbor aspecto dos frutos, quanto
na caracterizacao e conservacao de material ger{Peceira, 1984).

Marcadores moleculares tém sido utilizados em smajenética com as mais

diversas finalidades, como: identificacdo de clptieBagens, hibridos, cultivares, estudos



41

de fluxo génico e estimativas de taxas de cruzamenparentesco(Buset al, 2003).
Souza (2001) menciona que no melhoramento de plaadaaplicacbes dos marcadores de
DNA podem ser classificadas em diferentes grupmsoc analise da diversidade genética
entre individuos; construcdo de mapas genéticeleed® assistida por marcadores.

Pessanhet al. (2011) utilizaram o marcador RAPD para avaliacaodorersidade
genética entre 20 acessosRiadium Erig et al. (2003) também, estudando a diversidade
genética entre 24 acessos de aracazeiros por mé&d\BD, separaram os genotipos em 4
grupos, sendo que o primeiro apresentou 40% déasidaide com os demais, ao passo que
a maior proximidade foi encontrada entre os dotgmdk. Entretanto esse marcador
apresenta baixa reprodutibilidade e tem a desvamtade ser dominante (Esseklal,
2003). Corréaet al. (2011) estudou e comparou a similaridade genéigcé2 acessos de
goiabeira e 24 de aracazeiro, utilizando marcaddFes®, separando os genaotipos em dois
grupos, um formado por acessos de goiabeira e qarcacessos de aragazeiros com
inclusdo de alguns acessos de goiaba, com a sdaiiarvariando de 28 a 98%.

Entre as diversas classes de marcadores atualdisptmiveis, a de microssatélites
ganha destaque devido ao seu alto poder informéDireeiraet al, 2006).Valdés-Infante
et al. (2007) foram os primeiros a reportarem a caraetefio de acessos de goiabeira de
origem cubana com microssatélites. Os autores msaete locos de microssatélites que
geraram 34 alelos diferentes, sendo que, 10 foramsiderados raros. Aranguegnal.
(2010) identificaram alta diversidade em 31 aceskogoiabeira venezuelanos quando
genotipados com 16 locos microssatélites. SanchgeiTet al. (2010) reportaram
similaridade de 0,64 a 0,97 em 57 acessos de g@amexicana genotipados com seis
locos de microssatélites. No Brasil, ainda ndonfopaublicados trabalhos com a aplicacéo
de locos microssatélites para caracterizacéo ceggasma de goiabeira.

Este trabalho teve como objetivo estudar a vartle genética de acessos de
goiabeira e aracazeiros do banco ativo de germopla® Embrapa Semiarido, com base
em microssatélites, visando fornecer subsidios pargramas de recursos genéticos e de
melhoramento, com énfase para cruzamentos de gaialmen outras espécies do género

Psidium

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laborat@e Genética da Embrapa

Semiarido, localizado no municipio de Petrolina-Biije foram analisados 61 acessos do
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géner®sidium(Tabela 1). O materialfoiobtido no Banco ativo@ermoplasma (BAG) de
goiabeiras e aracazeiros, localizado no Campo ewpetal de Bebedouro, pertencente a
Embrapa Semiarido.O BAG é dividido em 2 blocos, postos por 118 acessos de
goiabeiras e 40 de aracazeiros coletados em l1l@osstaasileiro: Maranhdo, Sergipe,
Piaui, Pernambuco, Goias, Bahia, Roraima, Rond@&miaazonas, Rio Grande do Sul.
Cada acesso é representado por seis plantas, paigaegento 4,0 x 4,0 m. A irrigacdo é
feita trés vezes na semana, pelo sistema de gatejam

Coleta vegetal Foram coletadas folhas novas e sadias dos 6lsacatePsidiune
colocadas em saco de papel, devidamente identiga&dacondicionadas em freezer -80°C
até o momento da extracédo de DNA.

Extracdo e Quantificacdo do DNA:Na extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo
CTAB 2x de Doyle & Doyle (1990), com as seguintesdificacfes: A) A maceracao
mecanica foi realizada na presenca de nitrogéqiodd, até a obtengdo de um po fino; B)
O vegetal macerado de cada amostra foi transfeada tubos duplicados de eppendorfde
2 mL, contendo cada um 950 pL de tampdo CTAB 2xA€pmostras foram colocadas
em banho Maria a 60°C durante 30 min, sendo qaela £0 minos tubos eram invertidos;
D) Apés o tempo de 30 min foi adicionado 950 pLafteroférmio: alcool isoamilico
(24:1), seguida de centrifugacéo a 6.000 rpm, fomin; E) 700 pL do sobrenadante
foram transferidos para um novo tubo de eppend&if foram adicionados 467 pL de
alcool isopropilico gelado, com suaves inversdetutio, que foi mantido por 20 min em
gelo; G) apdés os 20 min as amostras foram cenasfug 10.000 rpm para formacdo do
‘pellet’ no fundo do tubo, descartando-se o soliante em béquer em capela de
exaustdo de gases. As paredes dos tubos foramcssuasuxilio de cotonete esterilizado
em ultravioleta; H) o ‘pellet’ foi ressuspendido &M L Tris-Edta, permanecendo por 24
h na geladeira para completa dissolucéo do ‘pelleA remocdo de RNAscoextraida foi
realizada com 10% de RNAse por 45 min em banhodva87°C.

A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agaera 0,8%, corado com
brometo de etidio. A quantificacao foi realizadlpmmparacao visual da intensidade das
bandas de DNA extraido com bandas do DNA do fagmhda. A integridade das
amostras de DNA foi avaliada pela auséncia de gelaimnostras de rastro de DNA. As
amostras foram diluidas para 10 ng/uL e armazerae2G°C.

Reacao, amplificacdo do DNA e resolucdo em géis piaiacrilamida: Foram avaliados
16 locos SSRs recomendados por Bricefi@l. (2010) para estudos de diversidade em
goiabeira: mPgCIR227, mPgCIR228, mPgCIR229, mPgB83R2 mPgCIR236,



43

mPgCIR242, mPgCIR243, mPgCIR246, mPgCIR247, mPg@R2mPgCIR251,
mPgCIR252, mPgCIR253, mPgCIR255, mPgCIR256, mPg&IR2As reacOes de
amplificacdo de PCR foram realizadas para um volfina¢ de 10 pL, contendo 30ng de
DNA, 0,2uL de cada ‘primer’, 1x de Tampao para TeéDpolimerase, 2,5 mM MgCI2,
0,8 mM de dNTP’s, 0,2 uM de cada ‘primer’ e 0,75dades de enzima Tag DNA
Polimerase. A programacao para amplificacOes ciunsla desnaturacdo do ciclo iniciala
94°C por 4 min; 30 ciclos a 94°C por 45 s, 52°Cqtbs e 72°C por 60 s e uma etapa de
extensao final a 72°C, por 5 min.

A solucdo da reagdo de PCR, foram adicionados BjoLtamp&o desnaturado de
formamida 98% (EDTA pH 8,0 10mM, 1mg/M|l de Xilene®pl e 1 mg/mL de
Bromofhenol blue), seguido da completa desnatura¢c@C por 5 min em termociclador.
As amostras foram mantidas em gelo até a aplicag&@®| de poliacrilamida.

Os produtos de amplificacdo foram separados em dgelpoliacrilamida 6%,
preparado em placa de vidro tipo sanduiche comcague de 60 pocos. As placas de
vidro foram limpas com o auxilio de um lenco de gdagmbebido de etanol. A placa
grande (de adeséo do gel) foi tratado, com 1,1 enirda solucédo contendo 95% de Etanol
+ 0,5 % de &cido Acético e 1 pL de Bindsilane. Esdacéo foi espalhada em toda a
superficie da placa com um auxilio de um lencoal®ef) sendo o excessoretirado com um
lenco umedecido com alcool etilico. A placa memrtfatada de acordo como descrito
anteriormente, entretanto, substitui-se a solugateado Bindsilane por um produto usado
para limpar vidros de automéveis, com nome comledlei&Vartelux (Luxcar).

Uma pré-corrida de 30 min a 45 W foi realizada st aplicagdo das amostras de
PCR. Foram aplicados 2,5 mL da reacdo de PCR deadatno gel de poliacrilamida 6%,
sendo a corrida de eletroforese realizada por urnogee de aproximadamente 3h, com
poténcia constante de 45 W. Marcador molecular €a80pb (Fermentas) foi carregado
nas extremidades laterais de cada gel.

Os géis foram corados com nitrato de prata, cordopmocedimento descrito por
Crestet al, (2001), com algumas modificacdes:

* A placa contendo o gel foi imersa em solucéo dacho contendo etanol absoluto

10% e acido acético 1% por 20 min sob leve agitacéo

» Lavagem de agua destilada sob agitacdo por 1min.
» Pré-tratamento foi realizado em solucéo de &cittcoi0,2 mol.L por 3min, seguida

de nova lavagem do gel com agua destilada por soimlenta agitacéo.
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* A impregnacao do gel foi realizada com solucaoittato de prata 0,2% por 20min,
seguida de duas lavagens de 30 s com agua dessitddlieve agitacao.

* O gel foi imerso em solucéo de revelacdo conteadoonato de sodio 2,4% ou seja
60g e formaldeido 37%, sendo utilizado metade dizac&o reveladora na primeira
lavagem, até o inicio do aparecimento das bandas.

A placa com gel foi transferido para uma segundalé@a contendo o restante da
solucao e corado até o aparecimento do padracedese;

* Uma nova lavagem do gel foi realizada com acidéi@c®&% por 3min, seguida de
uma lavagem final com agua por 1 min, sob agitdeéta. A placa com gelcorado
foi colocado em posicdo vertical até a secagem empératura ambiente para
posteriormente seremanalisados os fragmentos.

Os 61 acessos foramgenotipados em duas placassdiegeoliacrilamida,uma placa
contendo 54 acessos e outra 0s acessos restaatgsinieira placa foram identificados
pelo menos um acesso representante de um genatiponobinacédo alélica, para serem
usados como alelo de referéncia na segunda plagel g@ara cada microssatélite.
Anotacao e analise dos dados de microssatélitésestimativa do tamanho em pares de
base (pb) para cada alelo, para construcao dogatiiico de cada acesso, foi obtida pelo
método da mobilidade inversa baseada em regressamdutos de tamanho conhecido do
marcador molecular de 50bp da Fermentas (EUA).

Os microssatélites foram anotados para a preséhgersus auséncia (0) de alelos,
para construir uma matriz de similaridade do indieeJaccard. O dendrograma com as
distancias das cultivares foramconfeccionados peétodo de agrupamento UPGMA
(Método de Agrupamento ndo Ponderado com base deaMéitmética). A avaliacdo do
ajuste do dendrograma foi realizada pela correlagd®enética, ou seja, a correlacédo entre
as distancias reais e as representadas graficanfesmtas essas analises, utilizou-se o
aplicativo computacional NTSYSpc ( Rophlf, 2000).

Estimativas para frequéncia dos principais aleldsnero de gendtipos, diversidade
do gene, heterozigosidade e contetdo de informggdiondérfica (PIC) para cada
microssatélite foram realizadas com o programa Bdasker (Liu &Muse, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 16 pares de ‘locos microssatélites utilizadagenas treze apresentaram
amplificagBes polimorficas de facil interpretacaPgIR227, mPgCIR233, mPgCIR242,
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mPgCIR243, mPgCIR246, mPgCIR247, mPgCIR249, mPg&IR2mPgCIR252,
mPgCIR253, mPgCIR255, mPgCIR256 e mPgCIR257.Anaamgt al. (2010), ao
estudarem a variabilidade em acessos de goiabemazuelanos com esses 16 locos,
reportaram que todos eles foram polimérficos na#atre um acessos avaliados.Essa
diminuicdo do numero de SSR em detectar polimodigmode ser devido ao fato que, no
presente trabalho esses microssatélites foram sigadoavaliagdo conjunta de goiabeira e
aracazeiros pertencentes as espdtigsineensgP. cattelyanune P. friedrichstalianium

Foram detectados 183 alelos nos 13 microssatétitesjue o numero de alelos por
loco variou de sete a vinte dois, com média de714J@los por microssatélites nos 61
acessos desidiungenotipados. O tamanho dos alelos variou de 128pmPgCIR-33 a
802 pb no mPgCIR-247 (Tabela2). Segundo Gztat. (2011), é importante dispor de
locos polimérficos que apresentam grande quantidadalelos para que se possa inferir
sobre a diversidade de uma populacdo em relacétvaaau dela propria ao longo tempo.

O maior numero de gendtipos observados foi com arassatélite mPgCIR256,
engquanto que a maior diversidade de alelos obsgrfieadom o microssatélite mPgCIR-
253 (Tabela 3), diferente do reportado por Aranguee al (2010), ao avaliarem a
diversidade genética em acessos de goiabeiras uelapas com 0S mMesmMos
microssatélites, na qual a maior diversidade olaskzr¥oi no microssatélite mPgCIR255.

Os valores do PIC, que refletem a diversidadecaldéia taxa de frequéncia entre os
acessos, ndo foram uniformes para todos os locoessatélites testados. A média do PIC
foi de 0,709, com o maior e menor valor observadosdoco mPgCIR-253 (0,862) e
mPgCIR-233 (0,227), respectivamente (Tabela 3).

A meédia da heterozigosidade foi de 0,695, com osdanPgCIR-227 e mPgCIR-
249 apresentando os maiores valores (1,000) e ormrator observado no loco mPgCIR-
233 (0,120) (Tabela 3), indicando que os microfisegéapresentaram grande poder de
deteccdo de variabilidade. O PIC e a heterozigdsid@presentam a existéncia de
variabilidade, pois cada individuo dipl6ide podeai dois alelos por loco (Weir, 1996).

A identificacdo de acessos com alelos de referénpasa cada microssatélites e sua
inclusdo na segunda placa de gel de poliacrilarmp@ssibilitou a correta comparacao e
identificacdo alélica dos acessos restantes. Egsatégjia foi adotada por Ribeist al.
(2012) ao avaliarem 103 acessos de mangueira 2amctossatélites.

A correlacdo entre a matriz de valores cofenétieos matriz das distancias de
similaridade foi de 0,85, o que indica que o degchma (Figura 1) apresentou um bom

ajuste nos agrupamento dos acesso$sldium com os 183 alelos dos 13 locos de
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microssatélites analisados. A similaridade entreaocsssos variou entre, 0,75 a 1,00
refletindo a existéncia de variabilidade genétioa acessos estudados. Rodriguez-Medina
et al. (2010) encontraram similaridade variando de 0,4008 entre 43 acessos de uma
colecdo cubana de goiabeiras, avaliada com seteadwes microssatélites. Alta
variabilidade genética, também, foi reportada por&aet al. (2011) entre 88 acessos de
Psidiundessa mesma cole¢céo avaliada com marcador AFLEs Essultados indicam a
alta variabilidade genética existente na colecadisata, sobretudo, pelo misto sistema de
acasalamento da goiabeira, que inclui autofecundag@linizacdo cruzada.

Os 183 alelos dos 13 locos de microssatélites fasafitientes para separar 0s
acessos de goiabeira dos acessos de aracazeilisadosa Adotando-se o ponto de corte a
83% de similaridade observou-se a formacao de gngquos, (Figura 1): Grupo | —indo de
GUA92 AM até GUAS3 PE, grupo Il — indo de ARA140 R ARA153 BA, grupo Il —
formado exclusivamente pelo acesso ARA Costa Rjo#po IV- formado apenas pelo
acesso ARA105 RS e o grupo V — formado pelos ase8BA055 RS e ARA058 RS. O
grupo | foi formado predominantemente por acessogoihbeira, enquanto que o grupo |l
foi formado apenas por acessos da espgégeineenseOs grupos IV e V formados pBr
cattelyanumenqguanto que o grupo lll foi formado pela espé&iériedrichstalianium A
localizag&o externa dos acessos de aracazeiroglagiio ao grupo de goiabeira foi um
indicativo da adequacao do dendrograma gerado.

Os acessos ARAS5 RS e ARA5S8 RS apresentaram a regnibaridade em relacéao
ao conjunto de acessos avaliados, enquanto quéasimailaridade (100%) foi observada
entre os acessos GUA110 RS e o GUA106 RS, coletamlosesmo BAG, em Pelotas, RS.
O acesso GUA161 PE e a cultivar ‘Paluma’, apesarapl@sentarem caracteristicas
morfologicamente divergentes, foram geneticameajyuais para os locos analisados, sendo
observada similaridade de 100% (Figura 1). O ac€43A4161 PE foi considerado com
anfidipléide (dados ndo apresentados), o que pagbcar essa similaridade de 100%.
Andlises adicionais com outros microssatélitestedes citogenéticos aprofundados sao
indicados para elucidar essa similaridade entre G31APE e ‘Paluma’.

Observou-se que 0s acessos de goiabeiras pertesicast estados da Bahia,Sergipe
e Goias, no grupo 1, posicionaram-se quase queese@lmente nos ramos do
dendrograma (Figura 1), sugerindo uma grande sioide genética entre os acessos. Os
sete acessos de aracazeiros, ARA140 RR, 138 RRABRBA (P.guineensge ARA105
RS, 55 RS e 58 RSP( cattelyanur)) ARA da Costa RicaR. friedrichstalianiun
posicionaram-se na base do dendrograma, sugerindgor nmsimilaridade entre
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eles.Bricefiet al. (2010) encontraram 0 mesmo padrdo de separacde aoessos
venezuelanos de goiabeira e outras espécksidlam comoP.guineensetodosavaliados
com marcadores microssatélites.Hernandez-Delgadb (2007), na analise de 52 acessos
de Psidiunde uma colecdo mexicana, reportaram dendrograma dmisn grupos: o
primeiro composto por acessos Rlecattleyanura P. friedrichsthalianura o segundo por
acessos de. guajava

Quanto ao cruzamento entre 0s acessos, foi possidita-lo entre os
acessosARA140 RR,ARA138 RReARA153 BA com acessos goeabeira que
apresentaram 82,4% de similaridade. Esses dadosrdam com os resultados obtidos no
capitulo I, no qualforam relatados sucessos dedofbinterespecificos entfeguajava e
P.guineense insucessos com as demais espéci&sidiumcom acessos de goiabeira.

A estimativa de variacdo entre acessos foi de Q%38 (Tabela 4), sendo a
diferenciacdo genética considerada alta, indicaalt® variabilidade entre os acessos
analisados. Apesar da goiabeira ser uma espécidetaéncia a alta taxa de polinizacao
cruzada (Alveset al. 2007), o fluxo génico entre os acessos coletados@ve Estados
brasileiros foi pequeno e considerado restritoygvelmente em consequéncia dolimitado
fluxo de germoplasma, que ndo apresentam intepesse cultivo em escala comercial.
Resultados elevados de=0,355também foram reportados por Sanab@h (2006) para

53 acessos de nove populacdes de goiabeiras caloashi

CONSLUSAO

No geral, os resultados obtidos neste trabalha@amdique os acessos apresentaram
diferencas em razdo do Estado de amostragem e squeliwiduos de um dado Estado
apresentaram menor dissimilaridade. Nessa situgaggere-se maior numero de areas para
conservacadin situ da espécie e a amostragem de um numero sufidengermoplasma-
semente, em maior nimero de Estados, para a cag8ergx situ da variabilidade

genética da espécie.
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Tabela 1. Procedéncia de acessos de goiabeira e aracadeiBAG da Embrapa Semiarido,
avaliados com 13 marcadores SSR.

Acesso Procedéncia Estad@d\cesso Procedéncia Estado
GUA132RR Iracema RR GUA117GO Morrinhos GO
GUA138RR Boa Vista RR GUA120GO  Goias Velho GO
GUA133RR Iracema RR GUA121GO  Goias Velho GO
GUA135RR Iracema RR GUA124GO  Santa Isabel GO
GUA136RR Rorainopolis RR GUA127GO  Mimoso de Goéias O G
GUA137RR Caracarai RR GUA128GO  Mimoso de Goéias GO
GUA34PE Ibimirim PE GUA87AM Iranduba AM
GUA38PE  Pesqueira PE GUA88AM Iranduba AM
GUA36PE  Pesqueira PE GUA90AM Iranduba AM
GUA33PE  Ibimirim PE GUA92AM Manacapuru AM
GUA39PE Belo Jardim PE GUA97AM Autazes AM
GUA161PE Petrolina PE GUA9BAM Autazes AM
GUA51SE  Capela PE GUAG2BA AntonioGongalos  BA
GUAG61SE  Riachéo dos Dantas SE GUA146BA  Valenca BA
GUAS5SE  Pirambu SE GUA147BA  Pateroa BA
GUA52SE  Capela SE GUA150BA  Nilo Pecanha BA
GUAS53SE  Japoratuba SE GUA151BA  Nilo Pecanha BA
GUAS9SE  Umbamba SE GUA155BA Igrapitna BA
GUAO3MA Coelho Neto SE GUA106RS Pelotas RS
GUAO2MA Caxias MA GUA109RS Pelotas RS
GUA26MA Paraibano MA GUAL110RS Pelotas RS
GUAO5MA  Buriti MA GUA104RS Pelotas RS
GUAO7MA Mata Roma MA ARA138RR Boa Vista RR
GUAO6MA Mata Roma MA ARA140RR Boa Vista RR
GUAB67RO  Jaru MA ARA153BA ltubera RR
GUAG8RO  Buritis RO ARA105RS --—--- RS
GUA72RO  Monte Negro RO ARA55RS - RS
GUA73RO  Ariquemes RO ARA58RS W ----- RS
GUA81RO Porto Velho RO ARA.CRICA  -——--

GUA82RO Porto Velho RO PALUMA Comercial PE

GUA=P.guajava ARA140 e 138P.guineenseARA105, ARA55 e 58=PcattelyanumARA
Costa RicaP. friedrichstalianium
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Tabela 2 Padréo alélico, em pares de bases, estimaddbpasaessos desidium genotipadas com 13 marcadores microssatélitesoliRe,

2012.
Acesso Locos mPgCIR

227 233 242 243 246 247 249 251 252 253 255 256 57 2
GUA092 AM 468/474 144/144 468/468 275/280 388/398 29/444 518/520 557/566 616/616  562/568 604/611 6AM7/ 362/365
GUA087 AM 596/618 144/144 468/468 275/280 388/398 29/444 503/505 516/524 616/616  562/568 604/611 63W7/ 362/362
GUA087 AM 596/618 144/144 468/468 275/280 388/398 29/444 503/505 516/524 616/616 562/568 618/625 63W// 362/362
GUA098 AM 596/618 144/144  468/468 341/347  295/322 24/429 537/543 524/532 616/616  562/568 604/611 S¥YAL/ 362/362
GUA088 AM 596/618 144/144 468/468 250/275 388/398 29/429 503/505 516/524 616/616  494/499 604/611 63W// 362/362
GUA097 AM 435/446 144/144  468/468 250/275  295/322 29/444 518/520 524/532 616/616  529/535 604/611 63W7/ 299/362
GUA090 AM 435/446 144/144 468/468 250/275  295/322 29/444 503/505 524/532 616/616  562/568 604/611 637/ 362/362
GUA062 BA 435/446 144/144  458/458 250/275  295/303 29/444 503/505 516/524 616/616 535/545 618/625 AL/ 299/299
GUA150 BA 435/446 144/144  458/468 329/335 295/322 23/732 503/505 516/524 616/616 529/535 618/625 S¥BL/ 299/299
GUA147 BA 596/618 144/144 506/506 329/335 295/303 29/444 503/505 516/524 623/623 562/568 618/625 @/ 362/365
GUA147 BA 596/618 144/144 506/506 329/335 295/303 29/444 503/505 516/524 623/623 562/568 618/625 5SYAL/ 362/365
GUA155 BA 435/446 144/144  458/468 275/280 295/303 29/444 503/505 516/524 616/616 529/535 618/625 S¥AL/ 299/299
GUA151 BA 435/446 144/144 468/506 250/275  295/322 29/444 503/505 516/524 616/616 529/535 604/611 S¥BL/ 299/365
GUA151 BA 435/446 144/144  468/506 250/275  295/322 29/444 503/505 516/524 616/616 529/535 618/625 S/ 299/365
GUA146 BA 435/446 144/144 468/468 341/347 303/303 29/444 503/505 516/524 616/616 529/535 618/625 S@// 299/365
GUA146 BA 435/446 144/144  468/468 296/301  303/303 29/444 503/505 516/524 616/616 529/535 618/625 S/ 299/365
GUAO061 SE 697/706 144/144 468/468 275/280 388/39824/424 503/505 516/524 623/623 562/568 604/611 SFRL/ 459/554
GUAO055 SE 435/446 144/144  458/458 250/275 303/30329/444 503/505 516/524 616/616  529/535 618/625 ¥R/ 299/299
GUAO052 SE 435/446 144/144 468/468 275/280 295/30324/424 503/505 516/524 616/616 562/568 618/625 YR/ 459/554
GUAO059 SE 435/446 144/144  458/468 341/347  295/30324/424 503/505 516/524 616/623  529/535 618/625 ¥R/ 459/554
GUAO059 SE 435/446 144/144  458/468 341/347  295/30324/424 503/505 516/524 616/623  529/535 604/611 SR/ 459/554
GUAO51 SE 435/446 144/144  468/468 341/347  295/30329/444 503/505 516/524 616/616  529/535 618/625 ¥R/ 362/365
GUAO053 SE 633/641 144/144 458/468 341/347 295/30329/444 503/505 516/524 616/616  562/568 618/625 YA/ 299/299



GUA138 RR
GUA137 RR
GUA132 RR
GUA133 RR
GUA135 RR
GUA136 RR
GUA081 RO
GUAO073 RO
GUAO067 RO

GUA082 RO
GUAOQ072 RO

GUAO072 RO
GUA068 RO
GUAO36PE

GUAO033 PE
GUAO038 PE
GUAO039 PE
GUAO034 PE
GUA121 GO
GUA117 GO
GUA127 GO
GUA128 GO
GUA124 GO
GUA124 GO
GUA120 GO
GUAO005 MA
GUA003 MA
GUAO006 MA
GUA006 MA

435/446
441/451
596/618
435/446
435/446
596/618
480/486
435/446
441/451

596/618
480/486

480/486
480/486
441/486
435/446
435/446
435/446
435/446
435/446
435/446
435/446
596/618
435/446
435/446
596/618
435/446
435/446
435/446
435/446

144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144

144/144
144/144

144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144
144/144

458/468
468/468
468/468
468/468
468/468
468/468
468/468
506/506
468/468

458/468
506/506

506/506
468/468
458/468
506/506
458/458
458/458
458/458
468/468
468/468
458/468
468/468
458/458
458/458
468/468
506/506
458/458
458/506
458/506

341/347
341/347
250/275
341/347
341/347
222/231
341/347
341/347
341/347

275/280
296/301

296/301
250/275
341/347
286/291
275/280
275/280
275/280
341/347
341/347
275/280
341/347
341/347
341/347
341/347
275/280
275/280
275/280
275/280

295/295 24/444
295/295 24/429
412/422 241429
295/303 24/424
412]422 24/424
412/422 29/429
295/322 29/429
422/428 24/429
295/303 29/429

499/511 29/429
422/428 29/429

422/428 29/429
422/428 29/444
295/303 4/422
318/33191/802
295/32229/444
295/303 29/444
318/33129/444
295/295 24/4p4
295/303 24/444
295/295 24/444
295/303 24/424
295/303 24/4v4
295/303 24/424
295/295 24/4v4
295/303 29/444
499/511 29/444
303/303 44/444
303/303 44/444

503/505
503/505
537/543
503/505
537/543
503/505
503/505
503/505
518/520

503/505
503/505

513/516
503/505
537/543
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
503/505
530/532
503/505
503/505

516/524
532/557
532/557
524/532
524/532
524/532
524/532
532/557
524/532

524/532
524/532

524/532
524/532
524/532
532/532
524/532
524/532
524/532
524/532
524/532
524/532
532/557
532/557
532/557
524/532
524/532
369/369
557/566
557/566

616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616

616/616
616/616

616/616
616/616
623/623
623/623
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/616
616/623
616/616
623/623
623/623

562/568
562/568
494/499
529/535
562/568
562/568
562/568
545/562
545/562

529/535
562/568

562/568
499/499
494/499
529/535
529/535
529/535
529/535
562/568
529/535
529/535
562/568
529/535
529/535
562/568
418/540
529/535
418/540
418/540

618/625
618/625
618/625
604/611
618/625
604/611
618/625
618/625
618/625

618/625
618/625

618/625
611/631
618/625
660/668
638/646
638/646
638/646
618/625
660/668
618/625
618/625
638/646
618/625
638/646
638/646
638/646
504/509
638/646
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5yAL/ 299/299
5YARL/ 409/413
5YRl/ 409/413
5YRL/ 362/365
631/ 409/413
aer/ 409/413
631/ 362/365
6au/ 409/413
&4/ 362/365

aam/ 299/299
6w/ 299/299

am/ 299/299
aama/ 418/423
¥81/5362/365
5B/ 400/404
68/ 299/299
SyBL/ 299/299
68/ 342/342
5RlL/ 362/365
SyAl/ 299/299
5B/ 362/365
5yAl/ 362/365
5B/ 362/365
5yAl/ 362/365
5B/ 362/365
SyAl/ 299/299
5B/ 299/299
68/ 299/299
683b/ 299/299
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GUAO007 MA 697/706 144/144  458/458  275/280  295/303 29/444 530/532 369/369 616/616  418/540 504/509 S¥BL/ 299/299
GUA026 MA 435/446 144/144  458/458  250/275  295/303 29/444 503/505 524/532 616/616  529/535 638/646 S¥RL/ 299/299
GUAO002 MA 435/446 144/144  463/463 275/280  303/303 29/444 518/520 524/532 623/623  418/540 638/646 68/ 459/554
ARA140 RR 457/463 144/163 458/468 191/196  307/314 44/460 503/505 455/455 613/613  446/454 638/646 S9BL/ 358/358
ARA140 RR 457/463 144/163 458/468 191/196  307/314 44/460 503/505 455/455 613/613  446/454 618/625 59BL/ 358/358
ARA138 RR 468/474 144/176  448/468 191/196  318/318 29/444 503/505 394/394 650/650  446/454 631/631 TRER3/ 358/358
ARA153 BA 468/474 144/163 458/468 191/191  295/303 29/444 503/505 524/532 631/638  437/446  638/646 S9E/ 299/299
ARA153 BA 435/446 144/163 458/468 191/191  295/303 29/444 503/505 524/532 631/638 680/688 638/646 SREB3/ 299/299
ARA105 RS . 126/141  385/406 163/171  311/225  390/4395/540 . . 680/688 . 587/587 299/299
ARA105 RS . 126/141 411/415 163/171 311/225  439/4503/505 . . 680/688 . 587/587  299/299
GUA110 RS 468/474 144/144  468/468 275/280 295/30324/429 503/505 524/532 631/631 529/535 638/646 S¥yAL/ 299/299
GUA106 RS 468/474 144/144  468/468 275/280  295/30324/429 503/505 524/532 631/631  529/535 638/646 S¥BL/ 299/299
GUA109 RS 468/474 144/144  458/458 275/280 295/30383/483 503/505 557/566 631/631  529/535 631/631 S¥yA3/ 299/299
GUA104 RS 468/474 144/144  458/458  250/275  295/30383/483 503/505 557/566 631/631  529/535 631/631 S¥A3/ 299/299
GUA161 PE 516/528 144/144  443/458 275/280 295/30383/525 503/505 394/394 631/642  545/562 618/625 S&73/ 305/308
PALUMA 516/528 144/144  443/458 275/280 295/303 823/ 503/505 394/394 631/642  545/562 618/625 573/5805/308
PEDRO SATO 516/528 144/144  A458/458  341/347  295/30383/483 503/505 557/566 634/634  529/535 618/631 /5B3 299/299
ARACOSTA RICA  457/463 138/144  439/453 . 310/323 . 03505 . . 651/658 504/537 583/585
ARACOSTA RICA  510/522 138/144  439/453 . 310/324 . 03505 . . 651/658 504/537 583/585 .
ARAQ55 RS 425/430 129/129 406/411 . 311/225  414/4%03/505 . . 363/363 . 561/563 259/259
ARAO055 RS 425/430 129/129 385/402 . 311/225  414/4395/527 . . 363/363 . 569/570 259/259
ARAOQ58 RS 425/430 129/129 385/402 . 311/225  414/4%03/505 . . 363/363 . 569/570 259/259

ARA058 RS 425/430 129/129 406/411 . 311/225 414/4895/527 . . 363/363 . 561/563 259/259
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Tabela 3 Parametrosgenéticos estimados para 13 micragsstéin 61 acessos de
Psidium Petrolina-PE, 2012.

SSR Frequéncia N°de Numero de Diversidade HeterozigosidadePIC*
alélica gendtipos alelos génica

mPgCIR227 0,233 12 22 0,869 1,000 0,858
mPgCIR233 0,873 6 7 0,233 0,120 0,227
mPgCIR242 0,453 14 13 0,696 0,373 0,652
mPgCIR243 0,239 10 17 0,859 0,971 0,844
mPgCIR246 0,313 14 19 0,814 0,840 0,794
mPgCIR247 0,329 14 15 0,771 0,671 0,737
mPgCIR249 0,407 7 14 0,666 1,000 0,608
mPgCIR251 0,351 8 8 0,773 0,881 0,741
mPgCIR252 0,679 9 8 0,509 0,104 0,481
mPgCIR253 0,193 12 17 0,874 0,933 0,862
mPgCIR255 0,239 9 12 0,846 0,957 0,829
mPgCIR256 0,273 15 15 0,840 0,733 0,824
mPgCIR257 0,404 13 16 0,782 0,452 0,762
Média 0,384 11 14,1 0,733 0,695 0,709

*P1C=polymorphism index content
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Tabela 4 Andlise de variancia molecular (AMOVA) para 5lessos de goiabeira
coletados em nove estados brasileiros e avaliaglosl83 alelos de SSR.

Fonte de variagcéo GL SQ QM Total de variagdo* Estatisticad P

Entre acessos 82173 271 24% ®sr=0,238 <0,001
Dentro acessos 434175 9,7 76% 1-ds7=0,970 <0,001
Total 51 634,8 - 100%

*Probabilidade com base em 1000 permutacoes.
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Figura 1. Dendrograma UPGMA do coeficiente de Jaceatre 61 acessos Bsidium
do BAG da Embrapa Semiarido amostrados em novel@&staasileiros analisados com
13 locos microssatélites. Coeficiente de correlagdenético = 0,85.
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CONCLUSOES GERAIS

A cultura da goiaba tem se destacado nos ultimos, gporém ndo de forma
positiva, masnegativa, devido, ao surgimento do ateithe Meloidogyne enterolobii
que vem causando perdas irreparaveis em areagadals. Até 0 momento ndo se tem
encontrado nenhuma medida efetiva de controle, peja nematicidas, controle
biolégico ou através de enxertia com espéciesteases. No Brasil essepatogeno foi
assinalado pela primeira vez em 2001, especificeanaa regido Nordeste, sobretudo,
nos estados de Pernambuco e Bahia, e desde eatAGausando transtornos para 0s
pequenos e médios produtores.

As melhores chances de sucesso estdo em usos dgaimatesistentes, que
podem ser obtidos em programa de melhoramento.eN=Es%ario, surge a opcao de
desenvolvimento de hibridos interespecificos resiess ao nematoide. Entretanto o
programa de genética e melhoramento da goiabetessiéga de informacgfes basicas
para o desenvolvimento de cultivares resistente.

O presente trabalho teve como principais objetivesdesenvolvimento de
hibridos resistentes ao nematolMeenterolobiie o estudoda variabilidade genética de
acessos de goiabeiras e aragazeiros, com énfasecpaamentos de goiabeira com
outras espécies do géné&sidiumpor meio do marcador microssatélite.

O capitulo | descreve os estudos realizados atde/ésuzamentos entre goiabeira
e espécies de aracazeiros que tém demonstradi@megsou ate mesmo imunidade ao
M. enterolobii

Os principais resultados do | capitulo foram:

* A metodologia de cruzamento controlado em goiabpode ser também
aplicada para cruzamentos interespecificos no g&sedium

« Existe variabilidade entre e dentro de acessosPdeauineensepara
resisténcia adl. enterolobii

» Hibridos interespecificos entre GUA 161 PERJguajavax ARA 138 RR
de P. guineenseforam altamente tolerantes ao nematoide,apresentad
crescimento similar ao da goiabeira e demonstrdtio campatibilidade

guando enxertados com a cultivar ‘Paluma’
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» Plantas dos hibridos interespecificos estdo core nmses de avaliacdo em
campo infestado de nematoide, o que permitira comapra sua tolerancia
em longo prazo.

Plantas dos hibridos interespecificos estdo commaeses de avaliagdo em campo
infestado de nematdide, o que permitira comprovaua resisténcia a longo prazo,
obter producdo de frutos com sementes, que possibilestudos genéticos, como
mapeamento de genes, em geracdes segregantes hidgsikss. Estudos devem ser
desenvolvidos para a obtencdo de hibridos comsaspécies deésidiumtolerantes a
M. enterolobij 0 que possibilitara na ampliagdo das fontes distémcia e controle
efetivo e duradouro desse nematoide, que contirdiaimar os plantios comerciais de
goiabeira, em varios estados brasileiros.

O capitulo Il aborda a andlise davariabilidade tjeadle acessos de goiabeiras e
aracazeiros do banco ativo de germoplasma da EmiBamiarido, com base em
microssateélites,para fornecer subsidios para pmuggade recursos geneéticos e de
melhoramento.

Os principais resultados dessa analise foram:

» [Estabelecimento de padrdes alélicos e estimativas dlistancias
genéticasbaseados em marcador microssatélite paaeeSsos desidium com
similaridade variando de 0,75 a 1,00.

* Formacéo de cinco grupos no dendrograma com ostiges@nalisados, no
ponto de corte de 83% de similaridade, sendo ospogruformados
predominantemente por cada espécie.

* A estimativa de variacdo entre acessos foi de (I23gendo a diferenciacao
genética considerada alta e indicando grande \vidlede entre os acessos
analisados.

* Quanto ao cruzamento € possivel indica-lo entracessos ARA140 RR, 138
RR e 153 BAcom acessos de goiabeira, com o quaksaptaram 82,4% de
similaridade. Sendo os acessos de aragazeiropdeai@s.guineensegjue tem
demonstrado resistente B®loidogyne enterolobbi

No geral, os resultados obtidos neste trabalhocamli que o0s acessos
apresentaram diferencas em razdo do Estado derageste que os individuos de um
dado estado apresentaram menor dissimilaridadesaNsguacgéo, sugere-se maior

namero de areas para conservagasitu da espécie e a amostragem de um numero
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suficiente de germoplasma-semente, em maior nudefestados, para a conservagcao

ex situda variabilidade genética da espécie.
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Orientador: Dr. Carlos Antbnio Fernandes Santos

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram obter e avalibridos interespecificos do género
Psidiumpara resisténcia dd. enterolobiie analisar a variabilidade genética de acessos
de goiabeiras e aracazeiros do banco ativo de gdssmoa da Embrapa Semiérido, com
base em microssatélites, para fornecer subsidrasppagramas de recursos genéticos e
de melhoramento com énfase para cruzamentos dbeg@iacom outras espécies do
género PsidiumOs cruzamentos foram realizados quando os botdesaisf
apresentavam ruptura do célice.Quando as plarntagram 15 a 20 cm de altura, foi
realizada a inoculacdo com suspensdo contendo QL@@@s do nematoide. Quatro
meses apos a inoculagéo, foi removido o0 solo gadgsd para avaliacdo individual para
namero de galhas, numero de ovos e fator de reg@iod{FrR). A genotipagem foi feita
com dois e 13 locos de microssatélites, nos hibrednos acessos &8sidium O DNA
total foi extraido pelo método CTAB 2x e os produtie PCR foram analisados em gel
de poliacrilamida desnaturante 6% e corados comataitde prata. Hibridos
interespecificos entre GUA 161 PE Be guajavax ARA 138 RR deP. guineense
foram altamente resistentes ao nematoide, apreskEntarescimento similar ao da
goiabeira, e demonstrado alta compatibilidade qoaedxertada com a cultivar
‘Paluma’.Os 61 acessos &sidiumapresentaram coeficiente de similaridade variando
de 0,75 a 1,00. O dendrograma apresentou valoere&i€o de 0,85. A variabilidade
genética foi considerada alta 0,2B8()e observou-se formacdo de cinco grupos no
ponto de corte de 83% de similaridade.A similarelggnética entr®. guineenses
alguns acessos de goiabeira foi superior a 80%cando maior possibilidade de
sucesso em cruzamentos interespecificos entre disas®spécies.

Palavras-chave resisténciaPsidium SSR,diversidade, dendrograma
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ABSTRACT

The objectives of this study were to obtain andiate interspecific hybrids of the
genusPsidiunto resistance tdVl. enterolobii and analyze the genetic variability of
accessions of guava and aracazeiros of the actirapjasm bank of Embrapa Semi-
Arid based on microsatellites, to guide geneticoueses and breeding programs,
emphasizing crosses of guava with otRsrdiumspecies.The crosses were performed
when the calyx ruptured on the flower buds. When glants reached15 to 20 cm tall,
they were inoculated with a suspension contain@d0 nematode eggs. Four months
after inoculation, the soils were removed from phants for individual evaluation of the
number of galls, number of eggs and reproductiortofa(RF). Genotyping was
performed with two and 13 microsatellite loci inbnigls andPsidium accessions,
respectively. Total DNA was extracted by the CTAB @ethod and PCR products
were analyzed by denaturing polyacrylamide gel &¥ained with silver nitrate.
Interspecific hybrids between GUA 161 PE guajava x ARA 138 RR P.
guineenseere highly tolerant to nematodes, with growth &amito the guava, and
demonstrated high compatibility when grafted witke tcultivar 'Paluma’. The 61
accessior@sidiunaccessions showed similarity coefficient rangingnfr0.75 to 1.00
and the dendrogram presented co-phenetic value.88. GGenetic variability was
considered higlibs1=0.238 and it was observed formation of five groapsa cutoff of
83% similarity. The genetic similarity amomiyguineensend some guava accessions
were above 80%, suggesting greater possibilitybtaio interespecific hybrids among
these two species.

Keywords: resisténciaPsidium,SSR, diversidade, dendrograma
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Abstract

Commercial guava orchards have been destroyed in éhSao Francisco river
Valley, northeastern Brazil, by theMeloidogyne enterolobii nematode but to date no
effective control has been identified. The objecte of the present study was to obtain
and assess interspecific hybrids betwedPsidium guajava x P. guineense for
tolerance toM. enterolobii, for use as guava rootstock or in genetic studie€rossings
were made betweerP. guajava GUA 161 PE accession and thie. guineense ARA 138
RR and ARA 153 BA accessions. The crossings were adeawhen the calyx ruptured
on the flower buds, and two SSR microsatellite marrs were used to confirm the
hybridization. When the plants reached 15 to 20 crm height, they were inoculated
with a suspension containing 10,000 nematode eg§sur months after inoculation,
the soil was removed from the plants and individuaévaluation was carried out for
the number of galls, number of eggs and reproductes factor (RF). The plants in the
two crossings were considered as hybrids when gegped with the mPgCl 251 and
mPgCl 252 loci. The 10 plants from the 161 PE x ARA38 RR cross assessed were
tolerant to the nematode, with gall index and RF egal to zero. Seven of the 10
plants of the GUA 161 PE x ARA 153 BA cross assedsgere considered susceptible
to the nematode. The results suggested variabilifypr tolerance amongP. guineense
accessions and that tolerance to the nematode coudd conferred by a dominant
allele. Plants of the interspecific hybrid grew simarly to the guava trees at eight
months of age in field and were highly compatible #h ‘Paluma’ guava, indicating
that this strategy can present excellent results inontrolling M. enterolobii.

INTRODUCTION

Meloidogyne enterolobis a nematode that continues to severely damageeal
guava production chain in the Sdo Francisco rivadtey, infesting an area of about
5000 ha. It has caused direct losses of 108,28%008ais (Brazilian currency) to the
guava producers and the loss of 3,650 direct joltisa region until 2008. The losses
caused by this nematode in five Brazilian stateewéthe order of 112.7 million reais
(Pereira et al., 2009). This pathogen was firsbrigal in guava tree root systems in Brazil
in the region of the S&o Francisco river Valleyrftedro et al., 2001).

Management studies have considered biological ahmitop management,
applying systemic nematicides and using toleraetigs of thé’sidiumgenus as root
stock for commercial cultivars. However, to dateules have not been satisfactory for the
effective control of this nematode (Carneiro et2007; Almeida et al., 2011).

The source of tolerance to the nematode.iguajavahas not been successfully
identified (Carneiro et al., 2007; Almeida et aD09). The search for the source of
tolerance taVl. enterolobiiin wild Psidiumspecies (Cuadra and Quincosa, 1982; Carneiro
et al., 2007; Almeida et al., 2009) resulted imiifging tolerance sources, but has
presented limited or complete incompatibility whesed as rootstock for commercial
guava trees cultivars (Carneiro et al., 2007; AthagR008; Castro et al., 2012). These
studies to identify resistance sources did notlr@seommercial application of the
results.

To date, the development and assessment of intgfisge/brids among plants of
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wild Psidiumspecies and susceptible guava tree plants haygepatemphasized that
could break the incompatibility, the main limitatiof use of wildPsidiumspecies.
Interspecific hybrids amongsidiumspecies were reported by Pereira and Nachtigal
(2003) and Pommer and Murakami (2009) suggestiaigthie option of hybrids or
segregant tolerant to the nematode may be theop@eh of genetic control. It should be
further emphasized that tisidiumgenus consists of over 150 species, including the
aracazeiros, a term used indiscriminately for ggettiat occur spontaneously in Brazil
(Raseira and Raseira, 1996).

The objective of the present study was to obtathassess interspecific hybrids
betweenP. guajavax P. guineens#or tolerance to the nematode, for use as guaea tr
rootstock and in future genetic studies, such gxong of tolerance in segregant
generations of the interspecific hybrids.

MATERIAL AND METHODS

The crosses betweéh guajavafemale parent) and. guineensémale parent)
were made in the first half of 2010. A susceptjilnt from theP. GuajavaGUA 161 PE
accession and tolerant plants from Eheguineens@RA 138PE and ARA 153 BA
accessions were used in the hybridizations. Thesesaions had been assessed
previously for reaction to the nematode, eithea greenhouse or in the field, and the
plants with or without symptoms to the nematode leeh established for around four
years in the experimental field station, Embrapapical Semi-arid, Petrolina, Brazil.

The female parent flower buds in the pre-anthegtb, a ruptured calyx, were
emasculated by removing the petals, sepals aném@nilsing pointed scissors and
tweezers, following the procedure described by B&e and Pereira (1987). The male
parent flowers were collected in fully identifiad Petri dishes. Three pollinations were
made: at emasculation, 24 and 48 hours after eradiscu The flower buds were labeled
with the parent information and protected with sj@arent bags for 15 days.

After ripening, the fruit were collected, the seegimoved and washed in running
water and dried at room temperature for 24 h. Hegls were sown in 20-L plastic pots
containing autoclaved soil and Plantrma the ratio of 1:1. When the plants reached 6 to
8 cm height they were replicated to 22x30 cm pablyleine plastic bags in a greenhouse.

When the plants were 15 to 20 cm in height, thegeviroculated with a
suspension containing 4,000, 8,000, 10,000 andO2/D enterolobiieggs. The
inoculum was prepared by extracting the eggs framato plant roots infected by the
nematode as recommended by Hussey and Barker (IH¥8}suspension was placed in
two orifices around the plant with a pipette, aadreplant received 2 ml per orifice,

2.5 cm deep at a distance of 1.5 cm from the sk@mr months after inoculation the soil
was removed from the plants and washed in runniaigryvwith care to not damage the
root system.

The plants from the crosses were assessed fondales on the score scale
proposed by Hartman and Sasser (1985), ranging @rtamb: O=no gall or egg mass, 1=
1-2 galls or egg masses, 2=3-10, 3=11-30, 4=31-40@ 5=more than 100 galls or egg
masses. The plant that presented mean gall inder@mmass less or equal to 2 was
considered tolerant tl. enterolobii.The root systems were processed to assess the
number of eggs and later the reproductive facta eetermined (RF=final
population/initial population). The eggs were cathtinder a stereoscope. The genotypes
were considered immune with RF=0, tolerant RF<h88 susceptible RF>1.00.

The plants from the crosses were genotyped with DiNdkers to confirm their
paternity. Leaves at the intermediate maturityestagre collected and the genomic DNA
was extracted by the CTAB 2x method following thetpcol by Doyle and Doyle
(1990). The genomic DNA concentration and integnigre observed in 0.8% agarose
gels, stained with ethydium bromide, and the lambdNa& of 50 and 100 ng/ul was
compared. The DNA samples of each genetic mateaet amplified for analysis of the
microsatellite loci.

The ‘Paluma’ guava cultivar, the most planted i thgion, was grafted on
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hybrids to assess compatibility. The full-cleft wigrafting method was used with a
wedge-shaped cut that was inserted in the rootstietk

RESULTS AND DISCUSSION

The two mPgCl 251 andmPgCl 252 microsatellite markeere sufficient to
genotype and confirm the plants as true hybrideéeh GUA 161 PE x ARA 138 RR
and GUA 161 PE x ARA 153 BA and the success opthiknation process used. Sao
José and Pereira (1987) observed that emascuthgrtpwers, eliminating the anthers,
sepals and petals at the calix rupture stage, ptedeself-pollination and was an efficient
method for controlled guava trees pollination.

Ogawa 2 is reported as being an interspecific kiybeitweerP. guajavaand
Psidiumsp., developed in Rio de Janeiro (Pereira and tgth2003), but it is not
evident whether it was the result of a controlledatural crossing. Landrum et al. (1995)
reported the existence of natural hybrids betweguajavaandP. guineense three
Latin American regions, taking as reference morpgickl and chemical traits.

Other crosses among tolerdhtfriedrichstalianiumandP. cattleyanunplants and
plants of susceptible guava tree accession weredaut in the present study, but were
not confirmed as interspecific hybrids when genetywith the microsatellite markers.
A cross betweer. cattleyanunvar. lucidumandP. guajavaresulted in seedless fruits,
andP. cattleyanunvar. lucidumwas considered octaploide aRdguajavadiploide
(Pommer and Murakami, 2009).

Chakraborti et al. (2010) reported that the nundb@hromosomes in
P. guineensavas 2n=44. The GUA 161 PE guava tree accessiorcavasdered
amphidiploide, that is, with 2n and 4n cells in faene individual, when analyzed by
flow cytometry (data not presented) suggesting shatess withP. guineenseould be
attributed to n gametes and 2n formation in GUA B&L

Five of the 33 plants of the ARA 138 RR accessienensusceptible to
M. enterolobij while 2 of the 8 plants of the ARA 153 BA accesswere susceptible and
the others presented resistance to the nematode studly (Table 1). These results
indicated there was among and within variabilityPinguineenséor tolerance to the
nematode. Maranhéo et al. (2001) and Miranda (2atkb)reported the existence of
within variability in species tolerant to the neod in wildPsidiumspecies. Tolerance
to M. enterolobiihas been reported v guineens@Maranhéao et al., 2003),

P. friedrichsthalianiumandP. cattleyanunf{Carneiro et al., 2007). Conflicting results
indicating susceptibility have been reportedRPoiguineenséMiranda, 2011) and
P. friedrichsthalianium(Almeida et al., 2009).

In the different number of eggs, 4000, 8000 andd02fAoculated, great
differences were not observed in the number ofaolkeplants for the ARA 138 RR
accession (Table 1), suggesting that any one setbeses would correctly identify plant
tolerance or susceptibility to the nematode. Batlal. (2007) reported that inoculations
of 500 or 2,000 eggs/plant were sufficient to Sedecessions and that the assessments
should be made 135-180 days after inoculation. €&aoret al. (2007) assesskdidium
accessions for tolerance to the nematode with D0s@@s, a number adopted in the
present study.

All the plants derived from the GUA 161 PE x ARAS8IRR cross were tolerant
to the nematode because they did not presentayaition in the root system (Fig. 1A),
and had reproductive factor equal to O (Tabler2jhe GUA 161 PE x ARA153 BA
cross, 7 plants presented gall formation (Fig. 4®) 3 presented a small number of galls
and RF<1 (Table 2), indicating that there was \mlits in the hybrid. These data
suggested that guava tolerance to the nematodepgysnherited with allele displaying
dominance effect. Parents ARA 138 RR and ARA 153sBAuld present alleles in
homozygosis and heterozygosis, respectively, ®itakerance loci to the nematode.
Conclusive data with chi-square could not be oletinecause of the small number of
hybrid plants assessed.

Seven of the eight plants of the GUA 161 PE x ARS8 RR cross whip grafted
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on ‘Paluma’ were compatible (Fig. 1C) and hybridrigé have developed well in the field
(Fig. 1D), indicating high compatibility betweeretbommercial guava trees species and
the interspecific hybrids. According to Hatman le{(#997), compatibility in grafting is
understood as that in which there is the succeasioh and satisfactory development of
the plant composition. Carneiro et al. (2007) ealout experiments with rootstocks and
obtained rates of 50% successful grafting betwkernRaluma’ guava tree and

P. cattleyanumshortly after grafting but did not report the rtétim compatibility.

The results obtained permitted the conclusions th)ahe controlled crossing
methodology in guava trees can also be appliedtérspecific crossings in thgsidium
genus; 2) there are barriers or need for additioaad in crosses betweBnguajavaand
P. friedrichsthalianiumandP. cattleyanum3) there is among and within variability in
P. guineensaccessions favl. enterolobij 4) interspecific hybrids between GUA 161 PE
x ARA 138 RR were highly tolerant to the nematdseinterspecific hybrids between
GUA 161 PE x ARA 138 RR have presented similar ghow that of the guava trees and
high compatibility with ‘Paluma’.

Interspecific hybrid plants have been assessefbémmonths in a nematode
infested field that will allow their tolerance te Iproved in the long term, fruit production
to be obtained with seeds that will allow genetidges, such as genetic mapping, in
segregant generations of these hybrids. Studiaddbe carried out to obtain hybrids
with otherPsidiumspecies tolerant tvl. enterolobij which will enable wide
identification of tolerance sources and effectind #ong lasting control of this nematode.
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Tables
Table 1.Reaction of resistance (R) or susceptjb{lf) to Meloidogyne enterolobiof

twoPsidium guineenseccessions, according to the reproductive facRiF) (with
differentquantities of eggs, after 120 days inotoia

ACESSOS (nlj?niser) FR Reaction (:ugriz en FR Reaction ii‘-:ber) FR Reaction
ARA138RR

Planta 1 4000 0,02 R 8000 0,03 R 12000 1,09 S
Planta 2 4000 1,19 S 8000 0,1 R 12000 0,12 R
Planta 3 4000 0,03 R 8000 0,01 R 12000 0,85 R
Planta 4 4000 0,05 R 8000 0 R 12000 0,77 R
Planta 5 4000 0,15 R 8000 0 R 12000 0,05 R
Planta 6 4000 3,47 S 8000 0 R 12000 0 R
Planta 7 4000 0 R 8000 0 R 12000 0 R
Planta 8 4000 0 R 8000 1,24 S 12000 0,4 R
Planta 9 4000 1,98 S 8000 0,04 R 12000 0,41 R
Planta 10 4000 0 R 8000 0,02 R 12000 0,01 R
Planta 11 4000 0 R 8000 0,02 R 12000 0 R
ARA153BA

Planta 1 10000 1,32 S

Planta 2 10000 1,53 S

Planta 3 10000 0,42 R



Planta 4 10000 0,06 R
Planta 5 10000 0,14 R
Planta 6 10000 0,13 R
Planta 7 10000 0,02 R
Planta 8 10000 0,02 R

Table 2.Number of galls, number of eggs in the system, reproductive factor (RF)
andtolerance reaction (R) or susceptibility react(®) in two interspecific hybrids
ofPsidium guajas x P. guineenseio Meloidogyne enterolobiassessed 120 days
afterinoculating with an initial population of 100 eggs.

Cruzamento Galls Eggs in the root system FR Reation
(number) (number)
GUA 161 PE x Aral38 RR
Planta 1 0 0 0 R
Planta 2 0 0 0 R
Planta 3 0 0 0 R
Planta 4 0 0 0 R
Planta 5 0 0 0 R
Planta 6 0 0 0 R
Planta 7 0 0 0 R
Planta 8 0 0 0 R
Planta 9 0 0 0 R
Planta 10 0 0 0 R
GUA 161 PE x ARA153 BA
Planta 1 4 15.870 1.587 S
Planta 2 4 10.780 1.780 S
Planta 3 2 30 0.003 R
Planta 4 2 30 0.003 R
Planta 5 5 30.060 3.006 S
Planta 6 2 1.320 0.132 R
Planta 7 4 11.310 1.131 S
Planta 8 4 24.180 2.418 S
Planta 9 5 42.600 4.260 S
Planta 10 5 16.860 1.686 S




Figures

Fig. 1. (A) Absence of galls in the root systemtioé hybrid between susceptible
GUA161 PEPsidium guajavaaccession and ARA138 RR. guineenseaccession,
(B)presence of galls in the root system of the idydoetween susceptiblé.
guajavglant, GUA 161 PE accession, aid guineenseARA 153 BA accession,
(C)three-months-old plant of the GUA 161 PE x ARBRR hybrid grafted
with‘Paluma’, (D) four-month-old plant of the GUA1 PE x ARA138RR hybrid inthe
field infested withM. Enterolobii



