532

ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS
DE Psidium spp. (MYRTACEAE) AVALIADOS QUANTO
A REACAO A Meloidogyne enterolobii'

EDUARDO JOSE ALMEIDA?, ESTER WICKERT?, JAIME MAIA SANTOS*,
ANTONIO BALDO GERALDO MARTINS?

RESUMO - Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo molecular de 13 acessos de Psidium spp.
(Myrtaceae) identificados previamente quanto a reacao ao nematoide da goiabeira. A extracdo do DNA das
amostras foi executada conforme o protocolo de Shillito e Saul (1988). Os marcadores moleculares do tipo
fAFLP, foram obtidos utilizando-se do ‘fAFLP Regular Plant Genomes Fingerprinting Kit’ (Applied Biosys-
tems do Brasil Ltda.) onde foram testadas 24 combinagdes seletivas de primers, das quais 18 apresentaram
amplificagdo que gerou 272 marcadores polimoérficos. Para a andlise dos marcadores, foram utilizados os
softwares GeneScan (ABI Prism versdo 1.0) e Genotyper (ABI Prism versdo 1.03), e os dados coletados
foram transformados em matriz bindria que foi analisada no software PAUP (Phylogenetic Analysis Using
Parcimony - versdo 3.01). Foram também calculados indices de distancia genética intra e interespecifica
entre os materiais. Verificou-se que os marcadores AFLP foram eficientes na discriminacao dos acessos entre
si, bem como apontou similaridade genética entre os acessos identificados como resistentes ao nematoide
Meloidogyne enterolobii, caracteristica esta passivel de exploragao no futuro.

Termos para indexacio: resisténcia de plantas a doencas, fruta tropical, Psidium guajava, nematoide de
galha, marcadores genéticos.

ANALYSIS OF GENETIC VARIABILITY OF Psidium spp. (MYRTACEAE)
ACCESS EVALUATED FOR RESISTANT TO Meloidogyne enterolobii

ABSTRACT - This study aimed to characterize molecular of 13 accessions of Psidium spp. (Myrtaceae)
that was been identified for the reaction to rootknot guava nematode. The DNA extraction of the samples
was carried according to the protocol of Shillito & Saul (1988). The molecular markers type fAFLP, were
obtained from ‘fAFLP Regular Plant Genomes Fingerprinting Kit” (Applied Biosystems from Brasil Ltda.)
and were tested 24 selectives combinations of primers, of which 18 showed amplification that produced 272
polymorphic markers. To the analysis of the markers were employed the softwares GeneScan (ABI Prism
versao 1.0) and Genotyper (ABI Prism version 1.03), and the data collected were transformed into a binary
matrix that was analyzed in the software PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parcimony - version 3.01).
Were calculated genetic distance index intra and interespecific between the genotipes. It was found that
the AFLP markers were efficient in the discrimination between accessions, as well as in showing genetic
similarity among accessions identified as resistant to the nematode Meloidogyne enterolobii, which could
be discussed in the future.

Index Terms: disease resistance, tropical fruit, Psidium guajava, root knot nematodes, genetic marker.
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INTRODUCAO

A goiabeira (P. guajava) ¢ uma espécie da
familia Myrtaceae que engloba mais de 70 géneros
e 2.800 espécies distribuidas nas regides tropicais ¢
subtropicais do globo, principalmente nas Américas e
na Australia. O género Psidium compreende cerca de
150 espécies, dentre as quais se destacam P. guajava
L., P. cattleyanum Sabine ¢ P. guineense Swartz ou
P, ara¢a Raddali (PEREIRA; NACHTIGAL, 2003).

O Brasil possui grandes areas com condigoes
edafoclimaticas favoraveis a produgdo comercial
de goiaba (Psidium guajava L.). Esse aspecto tem
relevancia, ndo apenas pelo valor nutritivo da fruta,
mas também pela perspectiva que representa no
incremento da produg@o agricola, na ampliacdo da
atividade industrial e no potencial de exportagdo
(ROZANE; COUTO, 2003). Porém, desde 1989, vém
sendo relatados severos danos a cultura, causados por
Meloidogyne enterolobii Yang & Einsenback, 1983
(Sin.: M. mayaguensis Rammah & Hirschmann,
1988) (ALMEIDA et al., 2009).

Esse nematoide de galha ¢ altamente agres-
sivo e representa séria ameaca a cultura da goiaba e
a outras culturas do agronegécio nacional (SOUZA
et al., 2006). Conforme estimativa de Pereira et al.
(2009), no perimetro irrigado de Pernambuco e Bahia,
os prejuizos diretos somaram R$ 112,7 milhdes, mais
adispensa de 3.703 postos de trabalho,com prejuizos
a jusante ¢ a montante da propriedade produtora de
goiabas. Esses dados evidenciam o forte impacto
econdmico e social causado pelo nematoide na pro-
ducdo dessa frutifera, com o agravante de nao haver
ainda o controle efetivo da doenga.

No manejo integrado de nematoides, o uso
de cultivares resistentes ¢ uma alternativa vantajosa
e econdmica, comparado ao emprego de nematici-
das. Por resisténcia, entende-se a habilidade de uma
planta suprimir a reprodugdo ou o desenvolvimento
do nematoide (ROBERTS et al., 1998). O termo re-
sisténcia, em nematologia, frequentemente também
¢ usado para se referir a capacidade de suprimir a do-
enga, especialmente a formacao de galhas em raizes.

Espécies pertencentes a familia Mirtaceae,
com resisténcia a M. enterolobii, possibilitariam seu
uso como porta-enxerto para as variedades comer-
ciais de goiabeira. A existéncia de grande numero de
materiais geneticamente diferentes, mas que mantém
alguma afinidade morfofisioldgica aumenta a chance
de haver compatibilidade na enxertia entre diferen-
tes espécies em Psidium (HARTMAN et al.,1997).
Portanto, ¢ imprescindivel a busca por materiais
resistentes dentro de Mirtaceae e o estudo da viabi-
lidade do uso desses materiais como porta-enxertos.

Carneiro et al. (2007) e Almeida et al. (2009)
encontraram fontes de resisténcia ao nematoide em
acessos de Psidium cattleyanum. Contudo, o uso des-
ses materiais diretamente como porta-enxerto vem
mostrando-se impraticavel, demandando trabalhos
de melhoramento com essas espécies.

Tecnologias de marcadores moleculares
de DNA estdo sendo cada vez mais utilizadas em
programas de melhoramento, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia de selecdo e caracterizagdo de
germoplasmas e a maximizacao dos ganhos genéti-
cos, permitindo aos melhoristas o acesso e a sele¢ao
da variabilidade de DNA.

Marcadores moleculares sdo caracteristicas
de DNA que diferenciam dois ou mais individuos
e tém base mendeliana. Sdo moléculas como DNA
ou proteinas que marcam uma regido ou regides do
genoma ligadas a alguma caracteristica de interesse.
Caracteristicas morfologicas e agrondmicas tém a
desvantagem de serem influenciadas pelos fatores do
ambiente e podem ndo representar a real similaridade
ou diferenca entre os individuos. Por outro lado,
marcadores genéticos representam estritamente a
variacgao genética, nao sofrendo influéncia ambiental
(WEISING et al., 1995).

Marcadores de DNA sdo eficientes na iden-
tificagdo de marcas moleculares ligadas a genes de
resisténcia a doencas e pragas, facilitando, assim, a
introgressdo desses genes em espécies e cultivares
de interesse comercial, através de programas de me-
lhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
Conforme Young (1998), citado por Aukar (2003),
a resisténcia das plantas aos nematoides tem sido
caracterizada por uma grande variacdo do nimero
de genes. A resisténcia a M. incognita em tomateiro
¢ caracterizada por ser do tipo monogénica, enquanto
aresisténcia a Heterodera glycines em soja ¢ do tipo
oligogénica, ou seja, ¢ controlada por poucos genes
(AUKAR, 2003).

Este trabalho teve por objetivo a caracteri-
zacdo molecular de acessos de Myrtaceae avaliados
em trabalhos prévios de reacdo a M. enterolobii,
passiveis de serem utilizados como porta-enxertos
para cultivares comerciais de goiabeira.

MATERIAL E METODOS

Seleciio dos acessos. Genotipos selecionados
de plantas pertencentes a familia Mirtaceae, conheci-
das comumente como aragas, nativos e introduzidos
de outros paises, que compdem o Banco de Germo-
plasma de Frutiferas Nativas e Exoticas da UNESP/
FCAYV, Campus de Jaboticabal, e prospectados em
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mata nativa de Uberaba-MG, foram avaliados quan-
to a reagdo a M. enterolobii e classificados como
suscetiveis e resistentes (ALMEIDA et al., 2009). A
excecao foi araca-vermelho (P, cattleyanum) que nao
foi testado, porém ha referéncias na literatura de que
foi resistente ao nematoide em questao (CARNEIRO
et al., 2007). Desses acessos, foram selecionados os
genotipos descritos na Tabela 1.

Extragdo de DNA. As folhas jovens coletadas
dos acessos foram lavadas, secas com papel toalha e
maceradas com N liquido até a obtengao de pé fino,
que foi transferido para tubos eppendorfde 2,0 mL. O
DNA das amostras foi extraido conforme o protocolo
de Shillito e Saul (1988). A quantificagdo do DNA
e sua qualidade foram realizadas com o auxilio de
um espectrofotometro, medindo-se a absorbancia
de cada amostra em contraste com uma amostra de
H,O destilada livre de DNA, nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm (SAMBROOK et al., 1989).
A qualidade do DNA foi verificada durante sua quan-
tificagdo, observando-se a relacdo encontrada entre
as leituras nos comprimentos de onda de 260 e 280
nm, que deve ser entre 1,8 e 2,0, o que caracteriza um
DNA de bom peso molecular. Para a certificacdo da
qualidade, amostras do DNA extraido foram aplicadas
em gel de agarose a 0,8% e submetidas a eletroforese
para a observacao da formagao de banda sem arraste.

Obtenciao dos marcadores fAFLP. Os
marcadores fAFLP foram obtidos utilizando-se do
‘fAFLP Regular Plant Genomes Fingerprinting Kit’
(Applied Biosystems do Brasil Ltda.), de acordo
com instrugdes do fabricante. O DNA dos isolados
foi restrito com as enzimas EcoRI e Msel, ligado
aos adaptadores e pré-amplificado. A amplificacdo
seletiva foi realizada com os pares de primers de
fluorescéncia, fluorescéncia Joe EcoRI-Msel (AGG/
CAC, AAG/CAC, ACG/CTG, ACG/CAC, AGG/
CTT, AAG/CTA, AAG/CAA, ACG/CTC), Ned
EcoRI-Msel (AAC/CAT, ACC/CTT, ACC/CAC,
AAC/CAC, AGC/CAA, AGC/CTC, ACC/CTG,
AAC/CAG) e fluorescéncia Fam EcoRI-Msel (ACT/
CAC, ACA/CAC, ACT/CAA, ACA/CTC, ACA/
CTA,ACA/CAG, ACT/CAT, ACT/CTG), totalizando
24 primers. As amostras foram aplicadas em um gel
a 5 % desnaturante Long Ranger, usando TEB 1X
como tampdo de corrida. Foi utilizada uma placa
de sequenciamento de 36 cm e 2h 30 de tempo de
corrida, a 2.500 V em um sequenciador automatico
de DNA (ABI Prism 377), utilizando como padrao de
tamanho molecular o GeneScan-500 (ROX).

Analise dos marcadores fAFLP. Foram se-
lecionados fragmentos com tamanho entre 50 e 500
pares de bases. Para a andlise dos marcadores, foram

utilizados os softwares GeneScan (ABI Prism versio
1.0) e Genotyper (ABI Prism versdo 1.03), para a
coleta dos dados e transformagao dos mesmos em
matriz bindria. A matriz binaria gerada foi analisada
no software PAUP (Phylogenetic Analysis Using
Parcimony - versao 3.01) (FELSENSTEIN, 1985)
para a geragdo de matriz de distancia. A matriz de
distancia obtida foi analisada pelo software MEGA
(versdo 2.1). Foram também calculados indices
de distancia genética intra e interespecifica entre
os materiais. Esta ¢ uma medida da diversidade
genética existente entre os individuos de um grupo
(intraespecifica) e em relagdo a outros grupos ou
individuos (interespecifica). A mesma matriz de
distancia obtida foi analisada pelo software MEGA
(versdo 2.1) (KUMAR et al., 2004), utilizando-se do
Meétodo de Distancia com algoritmo de agrupamento
de Neighbour Joining (SAITOU; NEI, 1987) para a
construcgdo do cladograma das relagdes de similari-
dade evidenciadas pelos materiais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os acessos de araga utilizados no pre-
sente trabalho e submetidos a analise de fAFLP apre-
sentaram amplificagdo para 18 das 24 combinagdes
seletivas testadas, conforme exemplificado nas Figu-
ras 1 e 2. Foram obtidos 272 marcadores polimorfi-
cos para os 13 acessos deste estudo. As combinagdes
envolvendo fluorescéncia Joe apresentaram maior
eficiéncia de detec¢do de variabilidade, medida em
fun¢do do numero de bandas polimorficas, seguidas
por Fam e Ned. Observou-se que os acessos 1; 2;
3; 4 e 5 apresentaram grande semelhanga no perfil
eletroforético. O mesmo aconteceu em relagdo aos
acessos 6 ¢ 7, que mostraram perfil semelhante entre
si e diferente em relacdo aos demais. O mesmo se
deu para os acessos 8; 9 e 10. O perfil eletroforético
do acesso 11 apresenta alguma similaridade com os
acessos 1;2;3;4e5.0sacessos 11 e 12 também de-
monstraram perfil diferenciado dos demais. O acesso
13 (goiabeira ‘Paluma’) mostrou um perfil diferente
de todos os acessos de aragazeiro, e por ser de outra
espécie foi tratada como padrdo de comparagio para
os demais acessos de aracazeiros do estudo.

Os materiais deste estudo demonstraram
distancias genéticas variando de 0.01103 (menor
distancia, correspondendo a 3 marcadores) a 0.67279
(maior distancia, correspondendo a 183 marcado-
res) (Tabela 2). A maior distancia foi encontrada
para os acessos 6 € 7 (P. acutangulum) em relagao
ao acesso 2 (P. cattleyanum), evidenciando maior
diversidade genética, e a menor para os acessos 1 e
3 (Pcattleyanum) e 9 e 10 (P. cattleyanum), com a
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menor variabilidade genética. Os demais materiais
apresentaram distancias intermediarias e, portanto,
indices de diversidade genética intermediarios.

A analise de agrupamento por similaridade
mostrou que os acessos deste estudo apresentaram
a formacdo de 3 grupos distintos, com o acesso 11
apresentando uma posi¢@o distinta em relagdo aos
demais, possivelmente em fungao de sua maior dis-
tancia média em relagdo aos demais acessos (Figura
3).

O primeiro grupo foi formado pelos aces-
sos 6 ¢ 7 (aragazeiro ‘Pera’ 1 e 2, respectivamente) e
pelos acessos 12 e 13 (goiaba da Costa Rica e goia-
beira ‘Paluma’, respectivamente). Embora tenham
sido identificados pelo mesmo nome, os dois acessos
de aragazeiro ‘Pera’ apresentaram uma pequena
distancia genética, o que indica que ambos possuem
gendtipos diferentes, provavelmente em fungao de
sua propagagdo seminifera e consequente segrega-
¢do genética. Apesar de classificados em diferentes
espécies e apresentarem grande distancia genética
entre si, os acessos 12 ¢ 13 foram agrupados em
um mesmo ramo, embora o comprimento de ramo
evidencie um grande nimero de marcas polimoérficas
entre ambos.

Os acessos 8; 9 ¢ 10 (Aragazeiro-Vermelho
1; 2 e 3, respectivamente) formaram o segundo
grupo do dendrograma, mostrando grande simi-
laridade genética, sendo que os acessos 9 e 10
mostraram similaridade maior entre si do que em
relag¢@o ao acesso 8. Desta forma, evidencia-se que
estes acessos possuem genoétipos diferenciados e
podem apresentar respostas também diferenciadas
em relagdo a resisténcia ao nematoide. Segundo
Lorenzi et al. (2006), o Aragazeiro-Vermelho (P,
cattleyanum Sabine) ¢ a forma tipica dessa espécie
que apresenta ainda duas outras formas conhecidas
como aragazeiro-amarelo por ndo apresentarem a
coloragdo vermelha da casca dos frutos e do tronco
da planta.

Fontes de resisténcia a M. enterolobii fo-
ram encontradas entre os genotipos de aragazeiro
identificado como P. cattleyanum, em trés acessos
provenientes de Pelotas — RS (CARNEIRO et al.,
2007). Os mesmos autores mencionam ainda que
eram materiais compativeis para enxertia com ‘Pa-
luma’, consistindo numa possibilidade de utiliza-los
como porta-enxertos para manejo de M. enterolobii.

Os acessos de araga-amarelo (P, cattleya-
num) 1;2; 3; 4 ¢ 5 agruparam-se formando o terceiro
grupo, embora estejam dispostos em dois subgrupos.
Um dos subgrupos foi formado pelos acessos 1; 3
e 5, enquanto o outro foi formado pelos acessos 2
¢ 4. Desta forma, evidencia-se que estes materiais,

apesar da formagdo de subgrupos, apresentam uma
distancia genética menor, embora apresentem geno-
tipos distintos. Salienta-se que essas plantas sdo pro-
venientes de propagacdo seminifera, o que representa
segregacao genética.

Fontes de resisténcia a M. enterolobii foram
encontradas entre os acessos pertencentes a Colegao
de Fruteiras Nativas e Exoticas da UNESP/FCAYV,
sendo que os acessos 1; 2 e 5 de aragazeiro-amarelo
mostraram alto grau de resisténcia genética quando
inoculados com o nematoide (ALMEIDA et al.,
2009). Os mesmos autores também verificaram que
os acessos 3 e 4 foram suscetiveis a M. enterolobii. Ja
o acesso 12, da espécie P, friedrichsthalianium, apre-
sentou comportamento diferenciado, sendo relatado
como resistente a M. incognita ¢ M. javanica (MA-
RANHAO et al., 2001) e também como suscetivel a
M. enterolobii (ALMEIDA et al., 2009).

Os marcadores fAFLP foram eficientes em
agrupar os acessos deste estudo de acordo com sua
similaridade genética e também aproximaram mate-
riais com caracteristicas de resisténcia ao nematoide,
como no caso dos isolados P, cattleyanum vermelho ¢
P, cattleyanum amarelo, embora os acessos 3 ¢ 4 ndo
tenham apresentado esta caracteristica.

Apesar da caracteristica de resisténcia apre-
sentada, nenhum acesso pertencente ao aragazeiro-
-amarelo (P, cattleyanum) apresentou compatibilidade
para enxertia com goiabeira ‘Paluma’ (ALMEIDA,
2008), o que inviabiliza a utilizagdo destes materiais
como porta-enxerto. Entretanto, o conhecimento de
fontes de resisténcia pode ser futuramente explorado
através do isolamento destes genes ¢ sua posterior
transferéncia através de técnicas biotecnologicas
para a goiabeira.
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TABELA 1- Acessos de Psidium utilizados no estudo, com os respectivos nomes cientificos e origem

geografica.
Nimero do Nome Nome cientifico Origem
Acesso
1 Aragazeiro acesso 1.1 Psidium cattleyanum FCAV/UNESP
2 Aracazeiro acesso 1.2 Psidium cattleyanum FCAV/UNESP
3 Aracazeiro acesso 1.3 Psidium cattleyanum FCAV/UNESP
4 Aracazeiro acesso 1.4 Psidium cattleyanum Taquaritinga-SP
5 Aragazeiro acesso 6.1 Psidium cattleyanum Uberaba-MG
6 Aracazeiro-Pera 1 Psidium acutangulum FCAV/UNESP
7 Aragazeiro-Pera 2 Psidium acutangulum FCAV/UNESP
8 Aragazeiro-Vermelho 1 Psidium cattleyanum FCAV/UNESP
9 Aragazeiro-Vermelho 2 Psidium cattleyanum FCAV/UNESP
10 Aracazeiro-Vermelho 3 Psidium cattleyanum FCAV/UNESP
11 Aragazeiro-Uberaba Psidium sp. Uberaba -MG
12 Goiabeira da Costa Rica  Psidium friedrichsthalianium FCAV/UNESP
13 Goiabeira Paluma Psidium guajava FCAV/UNESP
Acesso-3 )
|F Acesso-5
Aceszo- P. cattle y@muar
Acesso-2
—|: Acezso-d |
Acesso-11 7| Fsidive 50,
Acesso-0
—|j|: Arcezso-9 F. o athhe y@ e i
Acezzo-10
Acezs0-6
| E i j|F.acutangu.'w
—| Aoesso-l2 7| A dredricksthaliatiun
Acezso-13 )P gusiae
I:I_'=25 I:I.=E‘EI I:I.=15 I:I.!1I:I D.éﬁ I:I.I=:IEI

FIGURA 1 - Dendograma das relacdes filogenéticas encontradas para os acessos de Psidium deste estudo.
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TABELA 2- Numero médio das diferengas obtidas entre os acessos (parte superior) e nimero total de mar-
cadores polimorficos observados entre os acessos de Psidium spp. (Mirtaceas) (parte inferior).

Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso Acesso

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Ac‘;s” - 0.161760.011030.10662 0.018380.60662 0.60662 0.20221 0.20588 0.20956 0.12868 0.492650.51103
A°§SS° 44 - 0.165440.062500.165440.67279 0.67279 0.26103 0.27206 0.26103 0.23162 0.566180.59926
Acgss" 3 45 - 0.102940.007350.60294 0.60294 0.19118 0.19485 0.19853 0.11765 0.488970.52206
Acesso

G917 s - 0.102940.661760.66176 0.22059 0.23162 0.22059 0.18382 0.540440.58088
Acesso

. 545 2 28 - 0.595590.60294 0.19118 0.19485 0.19853 0.11765 0.496320.52206
Acesso

© 0165 183 164 180 162 - 0.029410.588240.56250 0.56618 0.56618 0.378680.42647
Acesso

D% q6s 183 164 180 164§ - 0.588240.56250 0.56618 0.56618 0.378680.42647
Acesso

o 557152 60 52 160 160 - 0.04044 0.04412 0.18382 0.459560.52206
Ac‘;s” 56 74 53 63 53153 153 1l - 0.01103 0.15809 0.426470.48897
Acl"gw 5771 54 60 54 154 154 12 3 - 0.15441 0.430150.49265
Aclels” 35 63 32 50 32 154 154 50 43 2 - 0.430150.49265
Aclezss" 134 154 133 147 135 103 103 125 116 117 117 - 031985
Acesso

13 149 163 142 158 142 116 116 142 133 134 134 87 -
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FIGURA 2 - Perfil eletroforético dos 13 acessos de Psidium analisados com as combinacodes EcoRI-Msel
Joe - AGG/CAG (verde), Ned - ACC/CAC (amarelo) e Fam - ACT/CAC Azul). Em verme-
lho, o marcador de tamanho molecular ROX-500.

CONCLUSAO

Os marcadores fAFLP sdo eficientes em
agrupar os acessos de aragazeiro de acordo com a
espécie e aproximam os acessos considerados resis-
tentes ao nematoide M. enterolobii.
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