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Resumo- A goiabeira (Psidium guajava L.) € uma planta originaria da América, amplamente cultivada em
regibes tropicais e subtropicais do mundo. Para P. guajava o uso de marcadores moleculares ainda é
restrito, mas ja se apresenta como uma oOtima alternativa aos programas de melhoramento vegetal da
cultura. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da colecdo de primers desenvolvidos por Risterucci
et al. (2005) em detectar polimorfismo entre 37 gendtipos de goiabeiras silvestres na regido sul do Espirito
Santo. Os dados obtidos apds amplificagdo foram submetidos a andlises estatisticas, calculando-se a
Heterozigosidade observada (Ho) e o contetdo de informacdo polimérfica (PIC). Os valores de Hp foram
baixos, caracterizando homozigose da maioria dos locos nas plantas avaliadas e os valores de PIC foram
relativamente altos para alguns primers, o que retrata uma grande diversidade de P. guajava nos municipios
da regido sul do ES e a sua eficiéncia na deteccdo de polimorfismo entre individuos da espécie. Este
trabalho visa o conhecimento da diversidade genética entre e dentro de populacfes silvestres contribuindo

para a estruturacao de programas de conservacéo e de melhoramento genético da cultura.
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Introducéo

A goiabeira pertence ao género Psidium, da
familia Myrtaceae, que compreende de 110 a 130
espécies de arvores e arbustos. Psidium guajava
€ a espécie mais importante economicamente do
género. E uma planta originaria da América, uma
fruteira arbérea perene, amplamente cultivada em
regibes tropicais e subtropicais, principalmente na
América e na Australia (TODA FRUTA, 2003). No
Brasil, a cultura se destaca por ser cultivada por
agricultores familiares, gerar grande quantidade de
empregos e ser de alta rentabilidade (MENDES et
al., 2008).

Para P. guajava o uso de marcadores
moleculares ainda é restrito no Brasil, mas € uma
6tima alternativa aos programas de melhoramento
vegetal na deteccdo de polimorfismos genéticos
entre individuos (BUSO, 2003). Estes marcadores
possibilitam a obtencdo de um ndmero
praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos,
a identificacdo direta do genétipo sem influéncia
do ambiente e a possibilidade de deteccéo de tais
polimorfismos em  qualquer estadio do
desenvolvimento da planta (FALEIRO, 2007).

Risterucci et al. (2005) foram os primeiros a
desenvolver uma colecéo de 23 pares de primers

microssatélites potencialmente Gteis na avaliagdo
da diversidade genética de Psidium, e importantes
ao melhoramento genético de P. guajava.
Marcadores microssatélites, baseados em PCR
(Reacdo em Cadeia de Polimerase), séo
codominantes, altamente polimérficos, de alta
reprodutibilidade, frequentes, nao influenciados
pelo ambiente e distribuidos ao acaso no genoma
(BOREM; CAIXETA, 2009).

Estudos de diversidade genética de goiabeiras
do Brasil sdo importantes para a caracterizagédo de
seus acessos e populagdes naturais do pais.
Neste trabalho objetivou-se avaliar a capacidade
da colecdo de primers desenvolvida por Risterucci
et al. (2005) em gerar polimorfismo entre 37
gendtipos de goiabeiras silvestres de municipios
da regido sul do Espirito Santo.

Metodologia

Foram coletados, de novembro de 2009 a
marco de 2010, folhas e frutos de 37 goiabeiras
silvestres de municipios da regido sul do Espirito
Santo. Em Alegre foram coletados 17 acessos em
diferentes localidades (Barra de Santa Angélica
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(03); Rive (05) e Trevo (04)). Em Guacui foram
amostrados 11 gendétipos (Sede (05); distrito de
S&o Pedro (06)); e, em Cachoeiro de Itapemirim
nove (Manoel Caetano (05) e Sede (04)). As
amostras foram preferencialmente de plantas
antigas da regido. As sementes foram plantadas
em vasos na casa de vegetacdo da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAUFES).

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens
de cada planta de P. guajava pelo método CTAB
seguindo o protocolo de Doyle & Doyle (1990),
modificado por Santos et al. (2008). Apds a
extracdo, foram verificadas a integridade e a
concentracdo das amostras, por eletroforese em
gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etideo.

Foram avaliados 23 primers microssatélites
desenvolvidos por Risterucci et al. (2005)
entretanto 17 apresentaram bandas bem definidas
e com boa qualidade de amplificacdo: mPgCIR02,
mPgCIR07, mPgCIR08, mPgCIR09, mPgCIR10,
mPgCIR11, mPgCIR13, mPgCIR15, mPgCIR16,
mPgCIR17, mPgCIR18, mPgCIR19, mPgCIR20,
mPgCIR21, mPgCIR22, mPgCIR25 e mPgCIR26.

Para a amplificacdo de cada primer foi utilizado
um volume de reacdo de 15 pL contendo: 60ng de
DNA genbmico, 0,3uM de cada primer, tampéo
KClI 1X, 2,5mM de MgCl,, 0,4mM de
desoxinucleotideo trifosfato (ANTPs), 1,0 unidade
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de Taqg DNA polimerase (Fermentas). O programa
utilizado para amplificacdo foi o mesmo utilizado
por Risterucci et al. (2005), realizado em
termociclador com 4 minutos a 94T, 30 ciclos
com 45 segundos a 94T, 1 minuto a 55T e 2
minutos a 72T, sendo a extensdo final de 8
minutos a 72TC. Apos a amplificagdo, os produtos
de PCR foram separados e visualizados por meio
de eletroforese em gel de agarose 3% corado com
brometo de etideo e fotografado em ultravioleta (
UV). Para estimativa do tamanho dos fragmentos
amplificados foram utilizados marcadores de peso
molecular de 50 pb. Os dados obtidos apoés
amplificacdo foram submetidos a analises
estatisticas, segundo o programa Genes (CRUZ,
2001).

Resultados

A Tabela 1 mostra a frequéncia alélica, Ho
(freqiiéncia de heterozigotos numa populacdo
supostamente em equilibrio de Hardy - Weinberg),
0 nimero de alelos por loco amplificados por cada
microssatélite de acordo com a ldentidade de Nei
(1972), juntamente com a Hp e nimero de alelos
amplificados apresentados por Risterucci et al.
(2005) durante o desenvolvimento dos primers,
para fins de comparacéo.

Tabela 1. Primers, Ho, PIC e nimero de alelos dos municipios de Alegre, Guagui e Cachoeiro de Itapemirim
comparados com a Ho e nimero de alelos analizados por Risterucci et al. ( 2005)

Alegre Guagui Cachoeiro de Itapemirim Risterucci et al. (2005)
Marcador Ho PIC N. alelo Ho PIC N.alelo Ho PIC N.alelo Ho N. alelo
mPgCIR02 0.1107 0.1046 2 0.0000 0.0000 1 0.0000 0.0000 1 0,417 3
mPgCIR07 0.0571 0.0555 2 0.0000 0.0000 1 0.0000 0.0000 1 0,5 5
mPgCIR08 0.4152 0.3290 2 0.3967 0.3180 2 0.1975 0.1780 2 0,5 4
mPgCIR09 0.6543 05799 3 0.5413 0.4632 3 0.4688 0.3589 2 0,417 5
mPgCIR 10 0.2637 0.2289 2 0.1800 0.1638 2 0.4688 0.3589 2 0,417 5
mPgCIR11 0.2188 0.1948 2 0.3967 0.3180 2 0.1975 0.178 2 0,25 5
mPgCIR 13 0.5260 0.4365 3 0.6446 0.5721 3 0.4938 03719 2 0,75 5
mPgCIR15 0.3045 0.2809 3 0.4298 0.3855 3 0.4938 0.4377 3 0,333 5
mPgCIR 16 0.0000 0.0000 1 0.2975 0.2533 2 0.0000 0.0000 1 0,667 7
mPgCIR 17 0.2612 0.2448 3 0.0000 0.0000 1 0.4938 03719 2 0,417 4
mPgCIR 18 0.0000 0.0000 1 0.0000 0.0000 1 0.0000 0.0000 1 0,5 3
mPgCIR19 0.1644 0.1572 3 0.4339 0.3398 2 0.4444 03457 2 0,417 5
mPgCIR20 0.2076 0.1861 2 0.4628 0.3557 2 0.0000 0.0000 1 0,333 4
mPgCIR21 0.4689 0.4011 3 0.6653 0.5912 3 0.4444 0.3457 2 0,5 4
mPgCIR22 05467 0.4486 3 0.3140 0.2918 3 0.1975 0.1780 2 0,333 5
mPgCIR25 0.4204 03778 3 0.4339 0.3398 2 0.4766 0.4275 3 0,5 6
mPgCIR26 0.3698 0.3242 3 0.6600 0.5862 3 0.2266 0.2146 3 0,167 7
Média 0.3011 0.2604 2,3888 0.3254 0.2766 2,0555 0.2558 0.2093 1,8333 0,4363  4,8235
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Segundo Ott (1992), um loco é considerado
polimérfico quando Ho = 0,1 que corresponde
aproximadamente, a situacdo em que o alelo mais
abundante tem frequéncia menor que 0,95 e,
altamente polimérfico quando Ho = 0,7. Nos
dezessete primers analisados, a Hp variou de 0 a
0,6543, com média de 0,3011 em Alegre; de 0 a
0,6653, com média de 0,3254 em Guagui; e de 0 a
0,4938 com média de 0,2558 em Cachoeiro de
Itapemirim. Esses valores sao inferiores aos
encontrados por Risterucci et al. (2005) e também
por Valdés-Infante et al. (2007) na avaliacao de 34
cultivares e acessos, com sete primers
microssatélites.

A Hp e o PIC foram nulos nos primers mPgCIR
16 e 18 em Alegre ; mPgCIR 02, 07,17 e 18 em
Guacui; e, 02,07,16, 18 e 20 em Cachoeiro.
Ambos os primers apresentaram de um a quatro
alelos por loco, entretanto, observou-se o
predominio expressivo de apenas um alelo com
frequéncia de 1, o que limitou a presenca de
heterozigotos na populacgéao.

Todos os valores de PIC obtidos foram
inferiores aos de heterozigosidade. Os valores
variaram de 0 a 0,5799 com média de 0,2604 em
Alegre; de 0 a 0,5912 com média de 0,2766 em
Guacui; e, de 0 a 0, 4377, com média de 0,2093
em Cachoeiro.

O primer mPgCIR 09 em Alegre; mPgCIR 13,
21 e 26 em Guagui, demonstraram ser eficientes
na deteccdo de heterozigosidade na populacéo.
Ambos, com PIC superiores a 0,500. Primers com
PIC variando entre 0,427 a 0,468 como 0s primers
mPgCIR 13 e 22 em Alegre, mPgCIR 09 em
Guagui,e, 15 e 25 em Cachoeiro também foram
eficientes na detecccdo de heterozigosidade nesta
populacao.

O nimero de alelos amplificados nao foram
compativeis aos encontrados por Risterucci et al.
(2005), inferindo a homogeneidade da populacdo
ou a presenca de alguns alelos diferentes aos
detectados por estes autores.

Discussao

O valor de PIC fornece uma estimativa do
poder discriminatério do marcador, por considerar
0 numero de alelos por loco, e a frequéncia
relativa desses alelos. O alto indice de PIC e H
nulo encontrados sugerem que 0S genotipos
avaliados sdo provenientes de sucessivas
geracBes com grande percentagem de endogamia
ou uma demasiada similaridade entre as bases
genéticas das mesmas, causando o predominio de
homozigose na populacao.

Nos dezessete primers analisados para as
guatro populacdes, a Ho foi baixa. Risterucci et al.
(2005), ao utilizar a mesma colecéo de pares de
primers microssatélites obtiveram valores Hg
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variando de 0,25 a 0,75 com média de 0,4363.
Valdés-Infante et al. (2007) também encontraram
valores superiores na avaliacdo de 34 cultivares e
acessos, com sete primers microssatélites.

Os valores de PIC obtidos também foram
inferiores aos valores detectados por Valdés-
Infante et al. (2010) que ao avaliar diferentes
espécies de Psidium, inclusive P. guajava,
juntamente com outros géneros da familia
Myrtaceae coletados em diferentes paises e
regides, com quatro primers microssatélites
obtiveram valores que variaram de 0,63 a 0,90,
com média de 0,76. Entretanto, ao comparar 0s
acessos utilizados no trabalho citado, que variam
em espécie e género, com as populacbes
avaliadas neste trabalho, percebe-se que os
valores encontrados nesta dltima  séo
suficientemente altos para caracterizar uma
grande diversidade de P. guajava que podem
fornecer caracteristicas desejaveis ao
melhoramento genético da espécie.

Os valores de PIC indicam ainda que os
primers microssatélites utilizados sdo eficientes na
identificacdo de  polimorfismo dentro de
populacdes de P. guajava, destacando-se o primer
09 em Alegre, 13, 21 e 26 em Guacui e 10 e 15
em Capara6, com valores superiores a 0,500. Os
primers mPgCIR 13 e 22 em Alegre, 09 em
Guacui,e, 15 e 25 em Cachoeiro com PIC
variando entre 0,427 a 0,468, também foram
eficientes na detecccdo de heterozigosidade nesta
populacao.

Assim, é possivel afirmar que os primers
microssatélites avaliados s&o 6timas ferramentas
para o estudo de diversidade genética em P.
guajava.

Concluséao

Os valores de Hg baixos, caracterizam
homozigose da maioria dos locos nas plantas
avaliadas. Para alguns primers valores de PIC
relativamente altos retratam eficiéncia na deteccdo
de polimorfismo entre individuos da espécie.

Resultados deste estudo sao importantes para
o conhecimento da diversidade genética entre e
dentro de populacbes de ocorréncia espontanea
contribuindo para a estruturacdo de programas de
conservacdo e de melhoramento genético da
cultura.
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