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RESUMO

A cultura da goiabeira ocupa importante espaco no agronegocio do Brasil, sendo um
dos maiores produtores mundiais de goiaba, devido a caracteristicas apreciaveis do
seu fruto, como sabor, aspecto, riqueza em nutrientes e elementos funcionais. O
presente estudo teve como objetivo estimar a taxa de polinizacdo cruzada de
goiabeira em &reas de produtores por meio de marcadores microssatélites. Foram
coletadas folhas jovens de plantas oriundas de polinizacdo cruzada da variedade
Paluma, sendo as mesmas identificadas e acondicionadas em freezer a -80°C até o
momento da extracdo de DNA. A quantificacdo e integridade do DNA foi realizada
em gel de agarose a 0,8%. Os produtos de amplificagdo foram separados em gel de
poliacrilamida 6% e corado com brometo de etidio. Foram investigadas 86
progénies, sendo analisadas para 10 locos de microssatélites. O sistema de
reproducdo foi analisado com base nos modelos de cruzamento misto (MLTR). A
taxa de cruzamento multiloco (t) foi de 0,803 e uniloco (ts) foi 0,792. A estimativa da
diferenca entre a taxa de multiloco e uniloco foi de 0.011 (+ 0,064), sugerindo a
ocorréncia de cruzamento entre individuos aparentados e a presenca de endogamia
biparental nas populacbes descendentes. Essa baixa taxa representada pela
diferenca entre a taxa de fecundacao cruzada multiloco e uniloco, (tn,-ts) indica que a
goiabeira ‘Paluma’ nas areas de produtores estdo se reproduzindo por fecundacéo
cruzada. A correlacao de paternidade, que mede a propor¢ao de individuos gerados
biparentais (irméos completos) foi baixa (r,=0,228), sugerindo que 22,8% dos
individuos das progénies séo filhos do mesmo doador de pdélen. Esses resultados
indicam que a goiabeira da variedade Paluma é uma espécie predominante de
polinizagéo cruzada, combinando autofecundacéo e cruzamentos.

Palavras-chave: Psidium guajava, MLTR, goiaba



ABSTRACT

In Brazil, the culture of guava occupies important space in agribusiness in the
country, one of the largest producers of guava, due to appreciable characteristics of
the fruit, such as flavor, appearance and rich in nutrients and functional elements.
The present study estimate the cross-pollination rate of guava in producer areas by
means of microsatellite markers. The fruits were collected in areas of N5 and
Bebedouro producers belonging to the city of Petrolina-PE four families from natural
pollination of guava of the Paluma variety. Young leaves of plants were collected
from the fruits collected, and they were identified and conditioned in a freezer at -
80°C until the extraction time. DNA quantification and integrity were performed on
0.8% agarose gel. The amplification products were separated on 6% polyacrylamide
gel and stained with ethidium bromide. Eighty - six progenies were analyzed and
analyzed for ten microsatellite loci. The breeding system was analyzed on the basis
of mixed crossing models (MLTR). The cross-talk rate (tm) was 0.803 and uniloco (ts)
was 0.792. The estimate of the difference between the multiloco and uniloco taxa
was 0.011 (= 0.064) suggesting the occurrence of crossing between related
individuals and the presence of biparental endogamy in the descendant populations.
This low rate represented by the difference between the multiloco cross fertilization
rate and uniloco, (tm - ts) indicates that the 'Paluma’ guava in the producer areas are
reproducing by cross fertilization. The paternity correlation, which measures the
proportion of biparental generated individuals (complete siblings), was low (rp =
0.228) suggesting that 22.8% of progeny individuals are children of the same pollen
donor. These results indicate that the guava variety is a redominant species of cross-
pollination, combining self-fertilization and crosses.

Key words: Pisdium guajava, MLTR, guava
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1. INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava), pertence a familia Myrtaceae, que
compreende aproximadamente 130 géneros e 3.000 espécies de arvores e arbustos
distribuidos, principalmente, nos tropicos e subtrépicos (WATSON e DALLWITZ,
2007). O Brasil € um grande representante dessa diversidade, onde um total de 60
espécies de Psidium pode ser encontrado, sendo 47 endémicas (SOBRAL et al.,
2016).

A goiabeira é originada da regido tropical do continente americano, com
centro de origem, provavel, na regido compreendida entre o Sul do México e o Norte
da América do Sul (PEREIRA et al., 2003). A faixa climatica favoravel a esta cultura
da-se proxima a linha do Equador, em locais de baixa altitude, com temperaturas
meédias entre 24 e 28 °C, umidade relativa média entre 37 e 96% e precipitacao
pluviométrica em torno de 1.000 mm/ano (MANICA et al., 2000; GOMES et al.,
2011).

E uma espécie de grande valor econdmico, sendo uma das importantes frutas
do Brasil, devido a sua forma de consumo, que pode ser tanto in natura como
industrializada. O fruto da goiabeira varia de tamanho, formato e sabor, dependendo
da variedade (YAN et al., 2006, CORREA, 2010). Além do mais, possuem bom teor
de vitaminas A, B e, C (acido ascoérbico) e dos minerais, ferro, calcio e fosforo. O
conteudo de vitamina C de goiaba chega a superar o conteltdo dessa vitamina nos
sucos citricos (POMMER et al., 2013).

As flores da goiabeira sdo hermafroditas, apresentando taxa de
autofecundacéo significativamente maior que a taxa de polinizacdo cruzada
(SOUBIHE SOBRINHO, 1951). Medina (1988) observou que a taxa de cruzamento
em goiabeira é considerada alta, variando entre 25,7 a 41,3%, considerando-se
36,6% como indice médio, caracterizando assim a goiabeira como uma espécie de
reproducdo mista (autbgama-alogama).

Para programa de melhoramento e conservacdo genética é fundamental a
determinacdo do sistema reprodutivo das espécies. A modalidade de reproducéo e
0s mecanismos de dispersdao de polen e sementes desempenham um papel
importante na composi¢ao genéticas das populacdes, sendo que o conhecimento de

sistema de acasalamento é fundamental, pois permitem estabelecer estratégias que
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otimizem a amostragem da variabilidade genética, a adocdo de modelos genético-
estatistico apropriados para a estimativa de parametros genéticos, bem como para
definicdo de estratégias para a conservacao (SANTOS et al., 2011).

Em plantas hermafroditas o sistema de reproducdo pode combinar
autofecundagdes com cruzamentos e a parte referente aos cruzamentos, podem
ocorrer de forma aleatéria ou cruzamentos correlacionados (MORI, et al. 2013).
Como consequéncia, progénies de polinizacdo aberta podem ser compostas por
misturas de individuos com diferentes graus de parentescos, tais como: irméos de
autofecundacéo, irmaos-completos, meios-irméaos. (SQUILLACE, 1974; RITLAND,
1989).

Segundo Mori et al. (2013) métodos baseados em andlises moleculares
elucidam pontos importantes para o0 manejo e conservacao de populagdo, em que o
ponto importante a ser conhecido é a forma como as espécies recombinam seus
genes a cada evento reprodutivo e formam as populacdes descendentes.

O presente estudo teve como objetivo estimar a taxa de polinizagdo cruzada
de goiabeira Paluma em é&reas de produtores por meio de marcadores

microssatélites para orientar trabalhos de melhoramento na espécie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos botanicos da goiabeira

A goiabeira (Psidium guajava L.) é a fruteira mais importante do género
Psidium, sendo nativa do Norte da America do Sul e amplamente distribuida nas
regibes tropicais da América (Risterucci et al., 2005). O género Psidium é
Neotropical, com distribuicdo nativa do sul do México até a provincia de Buenos
Aires, na Argentina. O género apresenta trés principais centros de diversidade:
i) Oeste da Asia, ii) Sudeste do Brasil e Paraguai, e iii) norte da América do Sul
(Peru, Guianas e Venezuela) (SOARES-SILVA; PROENCA, 2008).

As arvores adultas da goiabeira podem atingir de 3 a 6 metros de altura. O
caule é do tipo lenhoso, ramificado. As folhas sdo opostas, com formato eliptico
oblongo. A floragdo da goiabeira se da apenas em ramos do ano. Suas flores séo
hermafroditas, de coloracdo branca, formado por numerosos estames, apresentando
em meédia 403,2 com filetes brancos e um estigma central localizado a cima das
anteras. As anteras sdo de forma variavel e com duas tecas rimosas. O gineceu é
gamocarpelar, com ovario infero, apresentando, em média, 19,8 évulos, inteiramente
soldados ao receptaculo floral, tri ou tetralocular e placentacdo marginal. Os botdes
em pré-antese apresentam-se com abertura superior entre as sépalas (SOUBIHE
SOBRINHO, 1951; MANICA et al., 2000; FRANCISCO et al., 2005).

Fotos: Soniane Costa

Figura 1. Botdo floral de goiabeira na pré antese (A); Flor aberta (antese) da
goiabeira (B)
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Alves e Freitas et al. (2007), estudando o requerimento de polinizagcdo em
goiabeira, reportaram que foi encontrada, em 91,5% das flores uma pétala
modificada em forma de colher, que cobre completamente o estigma, protegendo-o
enquanto a flor ainda esta fechada, e o expondo somente apds a antese das flores,
no momento em que o estigma ja esta posicionado acima das anteras. Os autores
comentam que essa hercogamia ainda ndo havia sido relatada na literatura em
P. guajava. Entretanto, a protecdo do estigma antes da deiscéncia das anteras,
constitui estratégia utilizada por varias espécies vegetais para prevenir a

autopolinizagao.

2.2. Melhoramento da goiabeira

A histéria do melhoramento genético da goiaba confunde-se com a origem da
cultura porque, segundo Pereira e Nachtigal (2002) enquanto os colonizadores
introduziram a goiabeira no mundo, ao mesmo tempo, era feita a selecao de plantas
com frutos mais atrativos, sem nenhum conhecimento prévio.

O melhoramento da goiabeira comecou com a selecdo e implantacdo de
mudas originadas de sementes de grande heterogeneidade e introducdo vinda da
Austrélia, Estados Unidos e india. Entretanto, somente em 1951, h& relatos dos
primeiros trabalhos sobre o melhoramento, sendo esses desenvolvidos por Soubihe
Sobrinho em tese de doutorado, na Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
da Universidade de S&o Paulo, publicados em 1951.

Dada a importancia da alimentagédo mais saudavel e devido a necessidade de
se buscar alternativas para o aumento das fontes de nutrientes e compostos
funcionais em grande quantidade, a fim de suprir a crescente demanda mundial, é
fundamental investir esforcos em pesquisas voltadas para o melhoramento vegetal,
sobretudo de espécies que mostram serem fontes importantes de um conjunto de
substancias essenciais a saude humana (QUINTAL, 2013)

Para a goiabeira é esperado através de um programa de melhoramento
genético vegetal uma adaptacdo a diferentes condicbes ambientais; aumento da
produtividade; resisténcia a pragas, doencas e problemas fisiologicos; tamanho,
coloragéo e formato do fruto; auséncia de sementes; melhores caracteristicas para
industrializag&o; resisténcia ao transporte e ao manuseio; melhorias no paladar e no

valor nutritivo (QUINTAL, 2013). Em estudos realizados na regido do submédio Séo
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Francisco, Lima et al. (2002) utilizaram as variaveis de qualidade para caracterizar
os frutos de cultivares e selecdes de goiabeiras introduzidas nesta regido, visando a
indicacao de gendtipos adaptados.

Embora os trabalhos de selecdo de plantas de goiabeira tenham sido
realizados em Institutos de pesquisa (Instituto Agronémico de Campinas, Embrapa,
UNESP/FCAYV de Jaboticabal e outros), as principais cultivares, produtoras de frutos
destinados ao consumo como fruta fresca, surgiram de trabalhos desenvolvidos por
produtores de origem japonesa. Hoje, sdo estes Institutos de pesquisa 0s principais
responsaveis pelo lancamento de cultivares, por exemplo, Paluma, Rica, e a cultivar
Século XXI (Pereira, 2002).

O melhoramento da cultura visando a resisténcia também tem sido bastante
estudado. Atualmente alguns programas de melhoramento existem no Brasil e
diversos trabalhos tém sido desenvolvidos relacionados principalmente a predicao
de resposta a selecdo, estudos de divergéncia, caracterizacdo e o0 uso de
marcadores moleculares tem sido expressivo na cultura.

Atualmente a Embrapa semiarido desenvolveu uma nova cultivar de goiabeira
denominada de BRS-Guara¢d, oriunda do cruzamento interespecifico entre
P.guajava e P.guineense, cuja variedade € altamente resistente ao nematoide
Meloidogyne enterolobii, praga que vem dizimando pomares de goiabeira, ndo so
submédio Sao Francisco, mas em todo Brasil (Costa et al., 2012; Costa et al.,2016).
Segundo Costa et al. (2012) o hibrido resistente ao nematoide é altamente
compativel quando usado como porta enxerto em variedades Paluma e Pedro Sato,
variedades essas susceptiveis ao patdogeno. Costa e Santos (2013) caracterizando o
banco de germoplasma de goiabeira e aracazeiros da Embrapa semiarido por meio
demarcadores microssatélites observaram similaridade entre P.guajava e
P.guineense de 82,4%. O melhoramento genético da goiabeira tem, sem duavida,

contribuido sobremaneira para o desenvolvimento da cultura no Brasil.

2.3. Variedade Paluma

No Brasil, a goiabeira é cultivada em trés sistemas de producédo bastante
distintos: cultura de goiaba de mesa, cultura de goiaba para a industria e cultura
mista (RAMOS et al., 2011). Segundo Gonzaga Neto et al. (2001) a cultura mista

7

visa atender os dois mercados simultaneamente, 0 que € interessante para 0sS
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produtores, uma vez que os frutos de melhor qualidade sé&o destinados ao mercado
de fruta para consumo in natura, que alcanca melhores precos e o0 restante é
destinado ao processamento, nas diferentes formas, de acordo com o tipo de fruto.

Em 1976, implantou-se na FCAV/Unesp, Campus Jaboticabal — SP um campo
de seedlings, com mudas formadas por sementes obtidas de polinizacéo aberta de 9
variedades de origens diversas, surgindo deste programa de selecao de goiabeira as
cultivares Paluma e Rica, que foram langadas no VII Congresso Brasileiro de
Fruticultura (PEREIRA, 1984; SOUZA et al., 2009).

As plantas da variedade Paluma s&o altamente produtivas (mais de 50 t.ha™),
vigorosas, de crescimento lateral e com boa tolerancia a ferrugem (Puccinia psidii
Wint.). Os frutos sdo grandes (acima de 200 gramas, mesmo em plantas nao-
desbastadas), piriformes, com pescoc¢o curto. Nos frutos maduros a casca ¢€ lisa e
amarela; a polpa € de cor vermelha intensa, firme e espessa (1,3 a 2,0 cm); o sabor
€ agradavel gracas ao elevado teor de acUcares (aproximadamente 10°Brix) e a
acidez equilibrada, com sementes em pequeno numero. Atualmente, é a variedade
mais cultivada do Pais, tendo nimero superior a um milh&o de plantas, distribuidas
por todas as regides de cultivo. E amplamente utilizada tanto para consumo como
fruta fresca (in natura) quanto para o consumo de produtos industrializados, atraves
da elaboracao de sucos, compotas e doces. (PEREIRA; NACHTIGAL, 2002).

Em estudos realizados por Gonzaga Neto et al. (2001) observou-se que a
primeira safra da goiabeira ‘Paluma’, a partir de aproximadamente 12 a 14 meses
apos o plantio no campo, em areas irrigadas do Nordeste, pode atingir até 15 Kg de
fruto por planta. Nessas areas a variedade Paluma, quando produzida por estaca, €
também bastante precoce, florando aos 6 ou 7 meses apés o plantio no local
definitivo. A grande qualidade da Paluma €, sem duvida, a resisténcia pés-colheita
dos frutos (GONZAGA NETO, 2001).

2.4. Sistema reprodutivo

O conhecimento do sistema reprodutivo em plantas é de fundamental
importancia para a compreensdo da biologia reprodutiva da espécie e base para
programas de melhoramento, podendo poupar anos de insucesso na conduta
desses trabalhos, além de fornecer informacdes de uso direto para o melhoramento
(MAUES; COUTURIER, 2002; VALLS, 2007).
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Segundo Bressan (2011), as plantas sdo organismos sésseis que
desenvolveram estratégias para o sucesso produtivo como flores e frutos capazes
de atrair polinizadores e dispersores de sementes, mantendo altos niveis de
variagao genética.

O sistema reprodutivo refere-se a forma como um individuo, populacdo ou
espécie transfere suas informacgdes genéticas de uma geracao para outra, podendo
ser assexuada e sexuada (PENHA, 2014). Na reproducdo assexuada nao ocorre a
formagcdo de gametas e os individuos se formam a partir de um organismo por
divisdo mitdtica, assim, os descendentes possuem a mesma constituicdo genética
(BRESSAN, 2011).

Na reproducdo sexuada, ha formacdo de gametas diferentes que se fundem
gerando zigotos com constituicdo genética variavel. Em espécies sexuadas, 0
sistema reprodutivo é classificado em: autdgama, aldgama e mista. Na autogamia
com flores hermafroditas autocompativeis ocorre a fusdo de gametas masculinos e
femininos de uma mesma flor. J4 a alogamia possui plantas hermafroditas, dioicas
(planta com sexo separado) e monoicas (flores com sexo separado em uma mesma
planta) que envolve o cruzamento de individuos diferentes, assim como a
transferéncia de pélen entre diferentes flores, podendo ser da mesma planta ou néo
(GOODWILLIE et al., 2005).

Em estudo realizado por Soubihe Sobrinho e Gurgel (1962), a goiabeira
apresenta uma taxa de autofecundacdo significativamente maior que a taxa de
fecundacdo cruzada. Entretanto, Medina (1988), observou que a taxa de fecundacéo
cruzada foi considerada alta, entre 25,7 a 41,3%, considerando-se 36,6% como
indice médio, caracterizando a goiabeira como uma espécie autbgama-alégama, ou
seja, de reproducdo mista. Alves e Freitas (2007), registraram no estado do Ceara,
para a cultivar Paluma, um acréscimo de 39,5% na producao obtido por meio da
polinizagéo cruzada realizada por insetos polinizadores

Segundo Siqueira et al. (2012) em estudo sobre a ecologia da polinizacéo de
goiabeira, no qual se observou a frequéncia e horario de atividades de visitantes
florais em um sistema agricola, reportando que pode ocorrer autopolinizacdo
espontanea (62,1%), sendo observado um maior percentual (74,5%) de frutificacao
com a polinizagdo natural. A queda de frutos ocorreu até os 120 dias, com as

maiores taxas (24 a 45%) registradas aos 60 dias, ap0s a polinizacao.
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Em plantas hermafroditas como a goiabeira, o sistema de reproducédo pode
combinar autofecundagbes com cruzamentos e a parte referente a cruzamentos,
pode ocorrer de forma aleatéria ou sistemética (cruzamentos correlacionados)
(MORI, et al, 2013). Como consequéncia, progénies de polinizagcdo aberta podem
ser compostas por misturas de individuos com diferentes graus de parentescos
como, irméos de autofecundacdo, irmaos-completos, meios-irméaos e irmaos de
autofecundacgéo e cruzamento.

A taxa de fecundacédo cruzada natural de uma espécie é importante aspecto a
ser considerado, a fim de estabelecer estratégias para a gestdo e conservacao de
germoplasma e melhoramento vegetal (PENHA, 2014). Segundo Conte (2004) para
a determinacao da taxa de cruzamento podem ser empregados modelos multilocos
que possibilitam a obtencdo de estimativas mais adequadas, pois levam em
consideracéo as combinacdes genotipicas envolvendo todos os locos.

O sistema de reproducdo pode ser estudado, eficientemente, utilizando-se
marcadores genéticos como 0s microssatélites, em combina¢des dos modelos de
reproducdo, como o modelo misto (RITLAND e JAIN, 1981). Nesse sentido, o
programa MLTR (Multilocus mating system program) desenvolvido por Ritland
(1990), baseado no modelo de cruzamento misto, fornece estimativas dos seguintes
parametros: a taxa de cruzamento multilocos da populacdo (t,); a taxa de
cruzamento unilocos da populacgéo (ts); a taxa de cruzamento entre aparentados (tm-
ts); correlacdo de autofecundacéao (rs); correlacdo multilocos de paternidade (rp(m)) €

o coeficiente de endogamia dos genotipos maternos (Fm)).

2.5. Marcadores moleculares

Nas ultimas décadas, o uso de marcadores moleculares surgiu como uma
alternativa a reducdo do tempo de execucdo em programas de melhoramento,
principalmente, quando se trata de plantas perenes, em que se tem procurado
associar a informacdo obtida pelos marcadores aos aspectos de diversidade
genética e mapeamento de regides gendmicas com influéncia em caracteristicas
fenotipicas de interesse (OLIVEIRA et al.,, 2014). Atualmente, tem se utilizado a
associacdo de técnicas classicas a ferramentas biotecnologicas, com o objetivo de

aumentar a eficiéncia de sele¢do e caracterizagdo de germoplasmas, bem como a
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maximizacdo dos ganhos genéticos, permitindo, aos melhoristas, 0 acesso e a
selecéo da variabilidade a nivel de DNA (SOUZA et al., 2014).

Os marcadores moleculares tém despontado em programa de melhoramento
de plantas, através da identificacdo direta dos gendtipos, superando muitas vezes,
as limitacbes na obtencdo de dados fenotipicos. Além disso, o tempo de
desenvolvimento de variedades nos programas de melhoramento pode ser reduzido,
resultando, assim, na obtencdo de materiais com caracteristicas de interesse mais
rapidamente e retorno mais rapido do investimento aplicado (FERREIRA et al.,
2007).

Borém e Caixeta (2009) reportam o uso do termo marcador para designar
fatores morfologicos, fisiolégicos ou genéticos passiveis de serem identificados e
que permitem o estudo comparativo de gendétipos e de suas progénies. Os primeiros
marcadores “modernos” a surgirem na década de 1960 foram as izoenzimas.

Na década de 80, Kary Mullis apresentou técnicas baseadas em PCR
(Polymerase Chain Reaction) sendo uma nova op¢do ao uso de marcadores
moleculares (MULLIS; FALOONA, 1987). Tal método permite a amplificacdo in vitro
de milhdes de coépias de um segmento especifico de DNA, usando-se dois
oligonucleotideos que hibridizam com as fitas opostas, em regifes que flanqueiam o
segmento a ser amplificado (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM;
CAIXETA, 2009). Podem ser citados os marcadores: RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al, 1990); SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites) (PARAN; MICHELMORE, 1993);
Microssatélites (LITT; LUTY, 1989); e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (VOS et al., 1995).

Os microssatélites constituem uma das classes de marcadores moleculares
mais polimorficos. (FERREIRA; GRATTAPAGLIA 1998). Todavia, atualmente, os
SNP merecem destaque em funcdo de revelar quase 80% de todo o polimorfismo
conhecido em humanos, sendo possivel encontrar um SNP a cada mil pares de
bases nessa espécie. Apesar dos SNPs serem bastante frequentes e
mutacionalmente mais estaveis do que 0s microssatélites, eles sao
predominantemente bialélicos, o que os torna menos informativos. (PENHA, 2014)

E evidenciado que os estudos com o uso de marcadores moleculares de

DNA estdo amplamente empregados em andlises genéticas para as mais diversas
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finalidades, como: identificacdo de clones, hibridos, cultivares, estudos de fluxo
génico e estimativas de taxa de cruzamento e parentesco.

Para Faleiro et al. (2003), os marcadores podem ser utilizados para a
confirmacgdo de fecundagdo cruzada em plantas envolvendo cruzamentos inter e
intraespecificos, sendo de aplicacdo confiavel e rapida, por se tratar de analise do
DNA, permitindo a confirmacdo da hibridacdo em estagios iniciais de
desenvolvimento dos supostos hibridos.

Embora exista grande numero de marcadores genéticos-moleculares, o
principio da analise desses marcadores € o0 mesmo. Cada uma das tecnologias de
marcadores moleculares apresenta vantagens e desvantagens. O uso de uma ou de
outra dependera do objetivo do estudo, da infra-estrutura, dos recursos financeiros e
da disponibilidade de recursos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

2.6. Marcadores microssatélites

Microssatélites ou ‘simple sequence repeats’ (SSR) sdo sequéncias repetidas
em serie de 2-5 nucleotideos, que apresentam alto polimorfismo e podem ser
amplificados por reacdes em cadeia da DNA polimerase (PCR), com especificos
‘primers’ ou iniciadores derivados de sequéncia, flanqueando as regides repetidas
no genoma (RISTERUCCI et al.,, 2005). Marcadores microssatélites apresentam
ainda a propriedade da co-dominancia, que possibilita separar homozigotos de
heterozigoto para um determinado loco.

As variacdes encontradas nos microssatélites sdo devido a mutacdes, que
podem adicionar ou deletar pares de bases (PENHA, 2014). Os mecanismos
propostos para explicar essas variacdes seriam o elevado numero de permuta
desigual e erros da DNA polimerase durante a replicacdo. A importancia dos
microssatélites reside, principalmente, na alta variabilidade encontrada (BOREM;
CAIXETA, 2009).

Risterucci et al. (2005) foram os primeiros a reportarem o desenvolvimento e
aplicacdo de marcadores SSR para goiabeira. Lepitre et al. (2010) reportaram o0
desenvolvimento de quase 300 ‘primers’ para locos de SSRs em goiabeira que tém
sido usados para caracterizacao de germoplasma por diferentes autores.

Quase 200 dos 300 locos SSRs citados por Lepitre et al. (2010) foram

designados para especificos grupos de ligacbes genéticas em populacdes
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segregantes de goiabeira (RITTER et al., 2010), ampliando as possibilidades de
estudos de diversidade genética e da aplicacdo da selecéo assistida por SSRs para
o desenvolvimento de novas cultivares dessa cultura, com qualidade superior as que
estdo disponiveis ho mercado para o0s agricultores.

Forma eficiente de se estimar a taxa de cruzamento ou de autofecundacéo é
analisar o sistema reprodutivo de um conjunto de progénies por meio de marcadores
genéticos (CLEGG 1980). Nesse contexto, o0os marcadores moleculares
microssatélites se destacam, pois, além de quantificar o processo de transmisséo de
genes entre plantas, eles descrevem a transmissdo de genes entre geracfes e
permitem uma ampla cobertura genémica para a espécie (OLIVEIRA et al. 2002).

Apesar da cultura da goiaba apresentar importancia socioecondmica, trabalhos
relativos a estimativa da taxa de polinizagdo cruzada da goiabeira por meio de
marcadores moleculares ainda ndo foram reportados na literatura.

Porém, ha relatos de trabalhos sobre estudo da taxa de polinizacdo cruzada
por meio de marcadores microssatélites em outras culturas. Souza et al (2012)
estudando taxa de cruzamento na azeitona por meio de marcadores microssatélites
e de repeticdo de sequéncia simples (ISSR), observaram que os dados individuais
de marcadores microssatélites foram efetivos para mostrar a ocorréncia de
cruzamento externo em ambos 0s gendétipos de azeitona avaliados. Santos e Neto.
(2011) estimaram a taxa de cruzamento entre manga 'Haden' e 'Tommy Atkins' com
marcadores microssatélites e AFLP, observando que a taxa variou de 0,85 a 0,87,
com analise baseada em sete marcas AFLP, e de 0,83 a 0,91, com base em trés
microssatélites. Esses autores comentam que 0S microssatélites utilizados séo

recomendados para elucidar a origem de mudas de 'Haden' e "Tommy Atkins'.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Foram coletados 6 populacdes oriundas de polinizagdo natural de goiabeira
da variedade Paluma (Tabela 1), em areas do Perimetro Irrigado Senador Nilo
Coelho - N5 e no Perimetro Irrigado Bebedouro, ambos em Petrolina-PE. Os frutos
coletados foram conduzidos ao laboratdrio de genética, da Embrapa Semiarido, para

beneficiamento das sementes.

Tabela 1. Identificagdo das matrizes usadas na determinacdo da taxa de
fecundacdo cruzada na variedade de goiabeira Paluma.

Populacgéo N° de progénies Procedéncia
avaliadas
1 14 Projeto N5
2 14 Projeto N5
3 14 Projeto N5
4 14 Projeto N5
5 14 Projeto Bebedouro
6 14 Projeto Bebedouro

3.2 Beneficiamento e semeadura

Os frutos foram cortados verticalmente com uma faca de mesa e a polpa foi
retirada com o auxilio de uma colher, passando por uma peneira de malha fina, em
agua corrente, para separar as sementes da polpa. As sementes foram postas para
secar a sombra, por 24h e acondicionadas em sacos de papel, devidamente
identificados e conservados em camara fria a 10 °C até o momento da semeadura.

A semeadura se deu em vasos plasticos de 20 L, contendo uma parte de
substrato artificial (Plantmax®) e uma parte de solo, na proporgao de 1:1, e mantidos
em casa de vegetacdo. A irrigacao foi realizada todos os dias, de acordo com a

necessidade do material.
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3.3 Extracédo de DNA e genotipagem com marcadores microssatélites

Foram coletadas folhas jovens, sendo que as mesmas foram colocadas em
sacos de papel, devidamente identificados, e acondicionadas em freezer a -80°C até
0 momento da extracdo. Para extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo CTAB 2x de
Doyle e Doyle (1990), conforme procedimento descrito por Costa e Santos (2013). A
quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo
de etidio, pela comparacédo visual da intensidade das bandas de DNA extraido com
bandas do DNA do fago Lambda, de concentracdo conhecida. A integridade das
amostras de DNA foi avaliada pela auséncia de rastro de DNA. As amostras foram
diluidas para 30 ng/uL e armazenadas a -20 °C

Foram utilizados 10 marcadores microssatélites: mPgCl 227, mPgCl 243,
mPgCl 250, mPgCl 251, mPgCl 252, mPgClI 255, mPgCl 257, mPgCl 412, mPgCl
422 e mPgCl 593. As reacdes de amplificacdo de PCR foram realizadas para um
volume final de 10 pl, contendo 30 pl de DNA genbémico, 1x de tamp&o para Taq
DNA polimerase, 2,5 mM MgClI2, 0,2 mM de dNTP’s, 0,2 uM de cada ‘primer’ e 0,75
unidades de enzima Tag DNA Polimerase.

A programacao para as amplificacdes consistiu de desnaturacéo inicial a 94°C
por 4 min, seguida de 32 ciclos a 94 °C por 45 s, 55 °C por 60 s e 72 °C por 60 s e
uma etapa de extenséo final a 72 °C, por 5 min, conforme procedimento descrito por
Bricefio et al. (2010) e Costa e Santos (2013). Ap6s a amplificacéo, foi adicionado,
em cada amostra de DNA, 5 ul de formamida, seguido da completa desnaturagao a
94 °C por 5 min em termociclador. As amostras foram mantidas em gelo até a
amplificacéo no gel de poliacrilamida.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de poliacrilamida 6%,
preparado em placa de vidro tipo sanduiche com capacidade de 60 pocos. Uma pré-
corrida de 30 min a 45 W foi realizada antes da aplicagdo das amostras de PCR.
Foram aplicados 2,5 yL da reacdo de PCR desnaturada no gel de poliacrilamida 6%,
sendo a corrida de eletroforese realizada por um periodo de aproximadamente 3 h,
com poténcia constante de 45 W. Marcador molecular Ladder 50 pares de bases
(pb) (Fermentas) foi carregado nas extremidades laterais de cada gel. Os géis foram
corados com nitrato de prata, conforme procedimentos descritos por Creste et al.
(2001).
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3.4 Andalises estatistica dos dados

O sistema de reproducéo foi analisado com base nos modelos de cruzamento
misto de Ritland e Jain (1981) e cruzamentos correlacionados, usando o programa
MLTR (RITLAND, 2002). O programa MLTR estima as frequéncias alélicas tanto do
polen como dos oOvulos, subtraindo do genoétipo das sementes os alelos maternos,
de forma que se tem tanto a frequéncia dos alelos maternos (6vulos) e paternos
(polen).

Os parametros estimados foram o indice de fixacdo nas arvores maternas
(Fm), taxa de cruzamento multiloco (i), taxa de cruzamento uniloco (ts), taxa de
cruzamento entre individuos aparentados (tn-ts), frequéncias alélicas dos 6vulos e do
pélen (o e p), correlacédo de autofecundacao (rs), correlagdo multiloco de paternidade

(rp(m)), correlacéo de paternidade uniloco (rp(s)) e diferenga rp(s)-rp(m).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise do sistema de fecundacdo cruzada, a estimativa da taxa de
cruzamento multiloco populacional (t,) foi de 0.803, demonstrando que a goiabeira
encontra-se na classe da espécies de fecundacdo cruzada. Pelo erro padrdo da
estimativa da taxa tn, verifica-se que esta estatisticamente diferente da unidade (1,0).
A taxa de cruzamento uniloco (ts) populacional foi igualmente alta (0.792) embora
tenha sido significativamente diferente da taxa de cruzamento multiloco, a julgar pelo
erro associado. (Tabela 2). Medina, (1988), em estudo sobre polinizacdo em
goiabeira por meio morfologico, observou que a taxa de fecundagcdo cruzada em
goiabeira foi considerada alta, entre 25,7 a 41,3%, considerando-se 36,6% como
indice médio, caracterizando a goiabeira como uma espécie autbgama-alégama.

A estimativa da diferenca entre a taxa de multiloco e uniloco foi de 0.011
(x 0,064), observa-se que ela foi diferente de zero (Tabela 2), sugerindo a ocorréncia
de cruzamento entre individuos aparentados e a presenca de endogamia biparental

na populacao descendentes.

Tabela 2. Estimativa de parametros do sistema de reproducdo de goiabeira da
variedade ‘Paluma’ em areas de produtores do municipio de Petrolina-PE.

Parametros Estimativas
Numero total de progénies (n) 86
Taxa de cruzamento multiloco (tm) 0.803 + (0.230)
Taxa de cruzamento uniloco (ts) 0.792 + (0.275)
Taxa de cruzamento entre parentes: (ty -ts) 0.011 + (0.064)
Correlacdo de autofecundacao (rs) 0.107 = (0.147)
Correlacdo multiloco de paternidade (rp) 0.228 + (0.086)

A diferenca entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco (tn, - ts) tém sido
usada para quantificar a ocorréncia de cruzamentos endbgamicos, em outros
termos, entre individuos aparentados, visto que a taxa de cruzamento uniloco é
esperada ser menor do que a mutiloco, diante de progénies advinda de endogamia
biparental (PENHA, 2014). Mori et al. (2013) estudando o sistema de reproducédo em
populacdes naturais de Peltophorum dubium, encontraram diferencas entre as taxas

de cruzamento multiloco e uniloco (ty, - ts) que foram igualmente significativas em
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todas as populacbes, variando de 0,092 a 0,111, sugerindo a ocorréncia de
cruzamentos entre individuos aparentados nas populacdes.

Essa baixa taxa representada pela diferenca entre a taxa de fecundacgao
cruzada multiloco e uniloco, (tn - ts) indica que a goiabeira ‘Paluma’ nas areas dos
Perimetros irrigados de Petrolina-PE esta se reproduzindo por fecundacao cruzada.
Segundo Dasarathy (1951) e Balasubrahmanyan (1959) a forma mais frequente de
polinizagdo em goiabeira € por polinizacdo aberta. Alves e Freitas (2007),
registraram no estado do Ceara, para a cultivar ‘Paluma’, um acréscimo de 39,5% na
producdo obtido por meio da polinizacdo cruzada realizada por insetos
polinizadores.

Siqueira et al. (2012) em estudo sobre a ecologia da polinizacdo de
goiabeira, observando a frequéncia e horéario de atividades de visitantes florais em
um sistema agricola, observaram que pode ocorrer autopolinizacdo espontanea
(62,1%), sendo observado um maior percentual (74,5%) de frutificacdo com a
polinizacdo natural. Segundo Murawski (1995), o comportamento forrageiro dos
animais polinizadores, o assincronismo no florescimento, as diferencas na
densidade individual de florescimento e a posicdo espacial das flores podem causar
variacdes na taxa de cruzamento entre arvores.

A correlacdo de paternidade (rp) mede a proporgédo de progénies de
polinizagdo aberta que sdo irmdos-completos ou em termos probabilisticos, a
probabilidade de se amostrar duas plantas dentro de progénies, produzidas por
cruzamentos e ambas terem sido originadas de mesmo parental paterno (RITLAND,
1989). Isso significa que parte das sementes produzidas por uma simples arvore é
originada de uma pequena populacdo reprodutiva, com pélen advindo de poucos
genitores e as sementes podem incluir diferentes graus de parentesco (SEBBENN,
2006).

A correlacdo de paternidade, que mede a proporcdo de individuos gerados
biparentais (irmédo completos), foi baixa no presente estudo (r, = 0,228), sugerindo
que 22,8% dos individuos das progénies sao filhos do mesmo doador de poélen.

Rodrigues (2012) estudando o sistema de cruzamento da espécie Eugenia
dysenterica DC, reporta que 11,9% dos individuos das progénies sdo filhos do
mesmo doador de pdlen, sugerindo que o niumero de polinizadores de E. dysenterica
nao € restrito e que também pode haver paternidade mdiltipla entre sementes do

mesmo fruto e/ou entre frutos de uma mesma matriz.
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Esses resultados indicam que a goiabeira da variedade Paluma é uma
espécie de sistema misto de reproducdo, combinando autofecundacdo e
cruzamentos, com predominio de cruzamento. Parte dos cruzamento € entre

individuos parentes e parte por cruzamentos biparental.
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5. CONCLUSOES

A baixa taxa representada pela diferenca entre a taxa de fecundacao cruzada
multiloco e uniloco, (tn, -ts) indica que a goiabeira ‘Paluma’ nas areas dos Perimetros
Irrigados em Petrolina-PE estdo se reproduzindo por fecundacgéo cruzada.

A correlacdo de paternidade, que mede a proporcdo de individuos gerados
biparentais (irmédos completos), foi baixa (r, = 0,228), sugerindo que 22,8% dos
individuos das progénies séo filhos do mesmo doador de pdlen.

Os resultados indicam que a goiabeira da variedade Paluma é uma espécie
de sistema misto de reproducdo, combinando autofecundac¢édo e cruzamentos, com

predominio de cruzamentos.
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Figura 2. Perfis eletroforéticos em poliacrilamida a 6% correspondentes aos primers mPgCl
227, mPgCl 243, mPgCl 250, mPgClI 251, mPgCl 252, mPgCl 255, mPgCl 257, mPgCl 412,
mPgCl 422 e mPgCl 593 genotipados no estudo de 6 populacbes de goiabeira da
variedade Paluma, de Perimetros irrigados em Petrolina-PE.



Tabela 3. Dados referentes aos 10 locus de microssatélites analisadas para as 6 popula¢cfes da goiabeira Paluma, em Petrolina-PE.
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