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Resumo

Este trabalho teve como objetivo analisar a variabilidade genética em
individuos de goiabeira de diferentes areas geograficas brasileiras,
presentes no Banco Ativo de Germoplasma de Psidium da Embrapa
Semi-Arido, para orientar trabalhos de melhoramento genético. Foram
genotipados com marcadores SSR 52 acessos de goiabeiras e um de
aracazeiro, de acordo com o ndmero de acessos por estado brasileiro:
MA-7,PI-3,PE-6,SE-6,RO-5, AM-6,RS-4,GO-5,RR-5,¢e
BA - 4, a cultivar Paluma e um acesso de aracazeiro (BA). Apds a
amplificacao pela técnica PCR, fragmentos de DNA foram visualizados
por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de
prata. Dentre os 16 primers de SSR utilizados apenas dez apresentaram
bandas bem definidas adequadas para genotipagem. Observaram-se
grupos de goiabeiras para os estados de Goids, Roraima e Rondénia e
uma mistura nos demais acessos, independente do estado de origem,
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indicando que os acessos foram dispersos livremente entre os estados
brasileiros avaliados (exceto GO, RR e RO). O aracazeiro foi colocado
fora dos agrupamentos de goiabeira, enquanto a cultivar Paluma
posicionou-se entre dois acessos de goiabeira de PE.

Palavras - chave: SSR. Psidium spp. Dendrograma. PCR.

Introducao

A goiabeira é uma planta originaria da América, havendo uma
indeterminacao quanto ao local de origem, que se situa provavelmente
entre o México e a América do Sul. A grande e rapida difusao da planta
pode ser atribuida a sua facilidade em multiplicar-se por semente e a sua
grande rusticidade, o que facilita o seu desenvolvimento em solos pobres
em fertilidade e com baixa retencao de umidade (ZAMBAO: BELLINTANI
NETO, 1998).

Segundo Gonzaga Neto (2001), os estados brasileiros de Sao Paulo, Minas
Gerais e Pernambuco, em conjunto, respondem por 80 % da producdo
nacional de goiaba. A cultura da goiaba no Brasil, principalmente a de polpa
vermelha, encontra-se em um momento especial nesse comeco de século,
com a perspectiva de conseguir melhor posicao na comercializacao de frutas
e seus derivados. As exportacdes de goiaba e seus produtos industrializados
sao ainda incipientes, o que faz a producao brasileira depender
exclusivamente do mercado interno (COSTA; COSTA, 2003).

Atualmente, existem inUmeras técnicas de biologia molecular que podem ser
usadas para detectar variabilidade genética de DNA, entretanto, ainda sdo
escassas as informacoes de caracterizacdo com marcadores de DNA para a
goiabeira e inexistentes para aracazeiros (RODRIGUEZ et al., 2004).

Os marcadores baseados na amplificacdo de microssatélites ou SSRs
(Simples Sequence Repeats) tém expressao codominante e
multialelismo, e sdo os que possuem o mais elevado contelido de
informacao de polimorfismo na terminologia de marcadores moleculares.
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).
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Este trabalho visou avaliar a variabilidade genética em acessos de goiabeira
de diferentes origens geogréaficas brasileiras, presentes no Banco Ativo de
Germoplasma de Psidium da Embrapa Semi-Arido, Petrolina, PE, para orientar
trabalhos de recursos genéticos e melhoramento.

Material e Métodos

Foram analisados 52 acessos de goiabeiras e um de aracazeiro para serem
genotipadas com marcadores SSR, de acordo com o seguinte nimero de
acessos por Estado brasileiro: Maranhao (MA) - sete; Piaui (PI) - trés;
Pernambuco (PE) - seis; Sergipe (SE) - seis; Rondonia (RO) - cinco;
Amazonas (AM) - seis; Rio Grande do Sul (RS) - quatro; Goias (GO) - cinco;
Roraima (RR) - cinco; e Bahia (BA) — quatro, a cultivar Paluma e um acesso
de aracazeiro (BA). O material vegetal de cada amostra foi coletado no
Banco Ativo de Germoplasma de Psidium da Embrapa Semi-Arido, mantido
no Campo Experimental de Bebedouro, Petrolina, PE. O DNA gendmico foi
extraido de folhas jovens, congeladas com nitrogénio liquido e pulverizado
com um almofariz e pildao. O método de extracao utilizado foi o CTAB 2x
seguindo o protocolo de Doyle e Doyle (1990), modificado por Santos et al.
(2008), com alteracoes em: 6.000 e 10.000 rpm na primeira e na segunda
centrifugacdo, respectivamente, 2,0 % betamercaptoetanol, e incubacao a
60°C durante 30 min para todas as amostras. Apds a adicdo do tampao Tris
- EDTA, o DNA foi tratado com solucao RNAse para remover co-RNAs
isolados. A quantificacao e integridade do DNA gendémico foram observadas
em géis 0.8 % de agarose comum, seguida pelo armazenamento a -20°C.

As reacoes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador, conforme o
recomendado por Risterucci et al. (2005) com as seguintes modificacoes:
foram usadas duas temperaturas de anelamento com 56°C ou 60°C,

2,5 mM de MgCl, e com o volume final de 10 L. O DNA total foi diluido para
10 ng/uL. Apés a amplificacado, os fragmentos foram visualizados por meio
de eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata,
conforme descrito por Creste et al. (2001). Os 16 primers avaliados foram:
mPgCIR227, mPgCIR228, mPgCIR229, mPgCIR233, mPgCIR236,
mPgCIR242, mPgCIR243, mPgCIR246, mPgCIR247, mPgCIR249, mPgCIR251,
mPgCIR252, mPgCIR253, mPgCIR255, mPgCIR256, mPgCIR257.
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A distancia de similaridade do coeficiente de Jaccard foi adotada para
estimar a distancia para cada par de acessos individual. A matriz de
similaridade foi entdao usada para construir um dendrograma, segundo o
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean), disponivel no software NTSYS (ROHLF,1989).

Resultados e Discussao

Dentre os 16 primers de SSR utilizados, apenas dez apresentaram
bandas bem definidas (Fig. 1), adequadas para genotipagem:
mPgCIR227, mPgCIR242, mPgCIR246, mPgCIR247, mPgCIR249,
mPgCIR251, mPgCIR252, mPgCIR255, mPgCIR256, mPgCIR257.
Sessenta e sete alelos foram anotados a partir de dez marcadores SSR.

Observou-se que grupos de goiabeiras pertencentes aos estados de GO,
RR e RO possuem uma maior proximidade genética (Fig. 2), sugerindo que
a amostragem por estado e regidao geografica foi uma boa estratégia.
Observou-se também uma mistura genotipica entre as goiabeiras,
independentemente do estado de origem, indicando que as mesmas foram
dispersas livremente de um lugar para outro entre os estados brasileiros
avaliados (exceto GO, RR e RO). A esse respeito, Upadhyay e Murty
(1970) acrescentaram que a deriva genética e a selecao em diferentes
ambientes podem causar maior divergéncia que a distancia geografica. A
localizacdo externa do acesso de aracazeiro em relacao aos grupos de
goiabeira indicou que o dendrograma foi de boa adequacao. A cultivar
Paluma constituiu-se em dois acessos de goiabeira de Pernambuco.

O namero de primers utilizados neste trabalho foi suficiente para os
estudos de diversidade em goiabeira, pois, de modo geral, sao
necessarios dez primers microssatélites para os estudos de diversidade, e
novas investigacoes serao realizadas para outros gendétipos brasileiros.
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Fig. 1. Representacao de géis de poliacrilamida corados com nitrato de prata com 52
acessos de goiabeira e um de aracazeiro genotipadas com os primers mPgCIR251 (a)
e mPgCIR252 (b), respectivamente.

GUATMA
GUA110RS
GUA145BA
GUA4MA
GUA28PI
GUA32PE
GUA104RS
GUA106RS

GUA30PI
GUAS8SE
GUA23MA
GUA150BA
GUA133RR

GUA116GO

GUA120GO
GUA127GO
GUA131GO

r GUA136RR
b GUA141RR

‘ARA63BA
0.09 0.32 0.55 0.77 1.00

Fig. 2. Dendrograma UPGMA do coeficiente de Jaccard entre 52 acessos de goiabeira
e um de aracazeiro originados de dez diferentes estados brasileiros analisados com 67
alelos dos dez marcadores SSR. Valor co-fenético = 0,86.
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Conclusoes

1. Foram observados grupos entre os acessos de goiabeira pertencentes
aos estados de GO, RR e RO, sugerindo que a amostragem por estado e
regiao geografica foi uma boa estratégia.

2. Foi observada uma mistura genotipica entre as goiabeiras dos estados
de MA, SE, PI, BA, RS, AM e PE indicando que as mesmas foram
dispersas livremente de um lugar para outro entre esses estados.
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