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RESUMO

GALVAO, Sydney Pereira. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Outubro de 2021. Multiplicacéo clonal e selecdo de genotipos resistentes
a Meloidogyne enterolobii em familias de hibridos de Psidium spp. Orientadora:

Claudia Sales Marinho.

A goiaba é uma das frutas de maior importancia comercial da familia Myrtaceae,
sendo bastante apreciada para consumo in natura ou industrializacdo. Todavia, a
goiabeira é suscetivel ao nematoide Meloidogyne enterolobii, que tem se mostrado
um fator limitante para longevidade de pomares e aumentado 0s riscos para novos
plantios. A busca pela resisténcia ao nematoide tem direcionado trabalhos de
melhoramento genético com a finalidade de gerar variedades com caracteristicas
desejaveis de frutos e resisténcia a esse estresse bidtico de solo. O objetivo desse
trabalho foi efetuar um novo ciclo de selecdo para resisténcia ao nematoide M.
enterolobii em familias de hibridos gerados por cruzamentos interespecificos e, ao
mesmo tempo, fixar essa caracteristica por meio de clonagem prévia de cada
gendtipo avaliado. O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado, com trés tratamentos, 12 repeticdes e numero variavel de plantas por
parcela. Duas familias originarias da autofecundacdo de flores de hibridos
provenientes dos cruzamentos entre P. guajava x P. cattleianum (FA121) e entre
P. cattleianum x P. guineense (FA29) constituiram dois tratamentos. Cada um dos
gendtipos das referidas familias foi propagado por sementes e as plantulas foram
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clonadas por miniestaquia. O terceiro tratamento foi constituido por mudas da
goiabeira ‘Paluma’ enxertadas sobre um pool de individuos derivados do
cruzamento de primeira geracédo de hibridos entre P. guineense x P. cattleianum
(FA3) e clonados por estaquia herbacea, assim como a goiabeira ‘Paluma’, que foi
utilizada como padréo de avaliagdo da viabilidade do in6culo. Todas as mudas
foram transplantadas para vasos de cinco litros e, ao atingirem 6 a 8 pares de
folhas, foram inoculadas com suspenséo aquosa de M. enterolobii contendo 2.000
ovos e J2. ApOs esse periodo, as plantas foram avaliadas por método destrutivo
tendo seu sistema radicular processado para retirada dos ovos e Jz. As plantas
foram classificadas como resistentes ou suscetiveis a M. enterolobii de acordo com
o fator de reproducéo (FR) e percentual de reducédo do FR (PR). Nas plantas da
FA121, sete a nove genotipos foram classificados como resistentes pelo FR ou pelo
PR, respectivamente, enquanto na FA29 os numeros variaram entre 22 e 23 pelos
mesmos respectivos métodos de classificacdo. Na FA3 apenas uma planta foi
considerada resistente pelos dois métodos de classificacdo, reforcando a
variabilidade entre gendtipos de um mesmo cruzamento. Dessa forma, o0s
gendtipos previamente clonados e classificados como resistentes ao nematoide
tiveram essa caracteristica fixada e poderdo continuar a ser avaliados quanto ao
seu potencial para uso como copas comerciais ou porta-enxertos. O manejo
adotado na conducdo do experimento resultou em plantas com parte aérea de
aspecto saudavel, mesmo aquelas com alto FR, o que pdde ser corroborado pelos
indices de clorofila monitorados por SPAD até 135 ap6s a inoculacdo. Todo o
manejo experimental de clonagem das mudas e adubacdo das plantas adotado
nesse trabalho pode ser indicado para conducdo de novos trabalhos dessa

natureza.

Palavras-chave: Estaquia herbacea, Miniestaquia, Psidium cattleianum, P.

guinense, Hibridos interespecificos.



ABSTRACT

GALVAO, Sydney Pereira. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. October, 2021. Clonal multiplication and selection of genotypes resistant to
Meloidogyne enterolobii in Psidium spp. hybrid families. Advisor: Claudia Sales

Marinho.

Guava is one of the most commercially important fruits of the Myrtaceae family,
being highly appreciated for in natura consumption or industrialization.
Nevertheless, guava is susceptible to the nematode Meloidogyne enterolobii, which
has proven to be a limiting factor for the longevity of orchards and increased the
risks for new plantings. The search for resistance to nematode has guided breeding
work towards the purpose of generating varieties with desirable fruit characteristics
and resistance to this biotic soil stress. The objective of this work was to carry out a
new selection cycle for resistance to the nematode M. enterolobii in families of
hybrids generated by interspecific crosses and, at the same time, to fix this
characteristic by means of prior cloning of each genotype evaluated. The
experimental design adopted was completely randomized, with three treatments, 12
replications and a variable number of plants per plot. Two families originated from
the self-pollination of flowers of hybrids from crosses between P. guajava x P.
cattleianum (FA121) and between P. cattleianum x P. guineense (FA29) made up
two treatments. Each of the genotypes of the referred families was propagated by
seeds and the seedlings were cloned by minicutting. The third treatment consisted
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of guava 'Paluma’ seedlings grafted onto a pool of individuals derived from the first
generation hybrid cross between P. guineense x P. cattleianum (FA3) and cloned
by herbaceous cuttings, as well as the guava 'Paluma’ which was used as a
standard for evaluating inoculum viability. All seedlings were transplanted into five-
liter pots and, when they reached 6 to 8 pairs of leaves, were inoculated with an
agueous suspension of M. enterolobii containing 2,000 eggs and J2. After this
period, the plants were evaluated by a destructive method, and their root system
was processed to remove the eggs and J2. Plants were classified as resistant or
susceptible to M. enterolobii according to reproduction factor (RF) and percentage
of RF reduction (PR). In FA121 plants, seven to nine genotypes were classified as
resistant by RF or PR, respectively, while in FA29 the numbers ranged between 22
and 23 by the same respective classification methods. In FA3, only one plant was
considered resistant by the two classification methods, reinforcing the variability
between genotypes of the same cross. Thus, genotypes previously cloned and
classified as resistant to the nematode had this characteristic fixed and may
continue to be evaluated for their potential for use as commercial scions or
rootstocks. The management adopted in the experiment resulted in healthy-looking
plants, even those with high RF, which was borne out by the chlorophyll contents
monitored by SPAD until 135 after inoculation. All the experimental management of
seedling cloning and plant fertilization adopted in this work can be recommended

for further studies of this nature.

Keywords: Herbaceous cuttings, minicuttings, Psidium cattleianum, P. guinense,

interspecific hybrids.



1. INTRODUCAO

A goiaba (Psidium guajava L.) € uma das frutas de maior importancia
comercial da familia Myrtaceae, sendo adaptada ao cultivo em climas tropicais e
subtropicais. Seus frutos sdo muito apreciados por serem saborosos, ricos em
vitamina C, minerais e principios ativos medicinais, podendo ser utilizados para
diversos fins, tanto para industrializacdo quanto para o consumo ao natural
(Franzon et al., 2009; Pereira et al., 2016).

O cultivo dessa planta ocorre em grande parte do mundo, tendo importancia
econdmica e social em diversos paises, como na india, Paquistdo, China e Brasil,
que figuram como os maiores produtores mundiais de goiaba (Altendorf, 2018). No
Brasil, as regides Nordeste e Sudeste possuem as maiores producdes, destacando-
se os estados de Pernambuco e Séo Paulo (IBGE, 2021).

Problemas fitossanitarios sdo comuns em qualquer cultura. Na goiabeira, o
mais relevante é o declinio da goiabeira, devido a falta de medidas de manejo que
sejam eficazes no controle da doenca, limitando assim, a expanséo da atividade
(Cardoso et al.,, 2017; Correia et al., 2019). Nesta doenca, o fitonematoide
Meloidogyne enterolobii presente no solo pode colonizar as raizes e torna-las mais
vulneraveis ao parasitismo pelo fungo Neocosmospora falciformes, o que classifica
a doenca como complexa (Gomes et al., 2011).

Como consequéncia dos danos ao sistema radicular, ocorrem sintomas
como deficiéncias nutricionais, cloroses, queimadura dos bordos foliares e queda

de folhas, reducdo da produtividade e morte da planta e extincdo de pomares,



causando sérios prejuizos financeiros em varias regides do Brasil (Gomes et al.,
2011; Castro et al. 2017; Gomes et al., 2017; Souza et al. 2018). Um dos sintomas,
a clorose foliar, pode ser quantificada por meio do indice relativo de clorofila
(SPAD). Silva et al. (2020) mostraram que folhas de goiabeiras cultivadas em
substratos contaminados com M. enterolobii tiveram valores de SPAD menores
quando comparados as que foram cultivadas em substratos livres do patdgeno.

O melhoramento genético € a estratégia mais sustentavel para cultivo em
locais contaminados ou sob risco de contaminacdo com o nematoide. Alguns
aragazeiros possuem resisténcia comprovada ao nematoide, o que tem direcionado
varios cruzamentos interespecificos buscando-se ampliar a variabilidade e
possibilitar a selecdo de hibridos para uso como copas ou porta-enxertos para a
goiabeira (Carneiro et al., 2007; Costa et al., 2012; Miranda et al., 2012; Biazatti et
al., 2016; Castro et al., 2017). Nao ha relatos de resisténcia a M. enterolobii em
variedades de goiabeiras (Miranda et al., 2012; Biazatti et al., 2016), e a goiabeira
‘Paluma’ tem sido utilizada como padrdo de suscetibilidade em estudos para
comparacao da resisténcia entre novos genotipos (Miranda et al., 2012; Castro et
al., 2017).

O BRS Guaraca é um hibrido entre P. guajava x P. guinenses e consta
como unico material registrado como porta-enxerto para a goiabeira (MAPA, 2021).
Até o0 momento, é a Unica cultivar que apresenta essa resisténcia, demonstrando
que existe necessidade de aumentar a variabilidade de materiais genéticos tanto
para porta-enxertos como para copas comerciais.

Uma vez que a propagacdo dessas duas espécies ocorre, ha grande
maioria, por via seminifera e que estas sdo de polinizacdo aberta, espera-se
segregacao dos alelos de resisténcia ao nematoide também entre gendétipos da
mesma espécie. Essa possibilidade foi registrada em estudos que mostram
variacao intraespecifica da resisténcia a M. enterolobii encontrando-se genaotipos
susceptiveis ou resistentes dentro das espécies P. guineenses ou P. cattleianum
(Costa et al., 2012; Miranda et al., 2012).

Baseando-se em hibridos P. guineense x P. guajava, Costa et al. (2012)
concluiram que a resisténcia a M. enterolobii € monogénica dominante. Entretanto,
estudos com P. guajava x P. cattleianum e P. cattleianum x P. guineense indicaram
uma heranca poligénica (Gomes et al., 2017). Essas diferengas entre resultados

aumentam a estimativa da complexidade na obtencdo da resisténcia entre



cruzamentos diversos. Dessa forma, meios-irméos originarios de cruzamentos
direcionados ou por autofecundacdo podem apresentar diferencas em relacdo a
resisténcia, levando a necessidade de uma clonagem anterior a avaliacdo da
resisténcia, posto que essa é realizada por método destrutivo. Uma vez que a
clonagem por miniestaquia de material juvenil de Psidium resulta em alto percentual
de enraizamento, esta técnica pode ser utilizada para esse proposito (Altoé e
Marinho, 2012). Com a clonagem prévia, ao se identificar um individuo resistente
apos avaliacao destrutiva € possivel recorrer ao minijardim multiclonal e resgatar o

mesmo individuo para continuidade do trabalho de melhoramento.



2. OBJETIVOS

Os obijetivos deste trabalho foram:

Efetuar um novo ciclo de selecdo de individuos resistentes ao
nematoide M. enterolobii em familias geradas por trés hibridos

obtidos por cruzamentos interespecificos;

Usar nova metodologia para clonagem de todos os genotipos,
anteriormente a inoculacdo com o nematoide, a fim de que a
resisténcia genética identificada em novos individuos possa ser

assegurada;

Identificar alteracdes em caracteristicas biométricas e mudancas
nos indices SPAD em plantas inoculadas com Meloidogyne

enterolobii.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais de Psidium

O género Psidium pertence a familia Myrtaceae e agrupa cerca de 92
espécies. A espécie P. guajava se destaca por englobar a goiabeira e suas
variedades comercialmente cultivadas. Aracazeiros também produzem frutos
comestiveis e ha cultivares comerciais. Os aracazeiros mais conhecidos e
disseminados pertencem as espécies P. cattleianum e P. guineense, originarias de
regides tropicais da América (Govaerts et al., 2011). As espécies da familia
Myrtaceae possuem numero basico de cromossomos x = 11, geralmente diploides,
com excecOes em P. acutangulum e P. cattleianum, ambas tetraploides 2n = 4x =
44 (Costa e Forni-Martins, 2006; Souza et al., 2014). Entretanto, outras espécies
no género Psidium podem apresentar diferentes nimeros de cromossomos (Souza
et al., 2014).

O género Psidium tem distribuicdo extensa no continente americano, indo
desde o Sul do México e Caribe, até o Norte da Argentina. No Brasil ocorre nas
regides Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste
(Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand, Santa Catarina) (Flora do Brasil, 2020).

O nome Psidium significa triturar, esmagar, morder, referindo-se aos frutos

de sabor agradavel da planta. Provém de Psidion, que é a denominacdo em grego



da roma, com a qual os frutos desse género se parecem, devido a forma e a
presenca de célice persistente em forma de coroa apical (Di Stasi e Hiruma-Lima,
2002).

As espécies silvestres de Psidium, produtoras de frutos comestiveis, de
uma forma geral, séo classificadas como aracas com algumas varia¢des regionais
no que se refere ao nome popular. O nome aracga vem do tupi ara’sa, ou do guarani
ara (céu), e aza (olho), que significa fruta com olhos ou olhos do céu (Franzon,
2009). Os aracazeiros possuem em sua composi¢ao substancias antioxidantes e
Oleos essenciais (Franzon et al., 2009).

Entre as espécies de aracazeiros, o Psidium cattleianum € uma espécie
tropical chamada popularmente de goiaba morango (strawberry guava), goiaba
chinesa, goiaba cereja, goiaba roxa, waiawi, guayaba ou araca. Essa planta &
nativa da costa atlantica do Brasil. Entretanto, agora € encontrada também em
outros paises tropicais, como Havai e ilhas do Caribe (Patel, 2012). O arbusto ou
arvore atinge a altura de 1,8 a 4 metros, possui galhos lisos e resistentes; as folhas
sao perenes, simples e opostas, com flores isoladas lustrosas, resistentes, glabras
e de formato obovado ou elipticas; os frutos sdo abundantes, pequenos, com a
polpa transllcida, formato obovado e com cor purpura ou amarelo claro e inUmeras
sementes, de sabor doce-acido muito agradavel (Pommer e Murakami, 2009; Mani
et al., 2011; Patel, 2012).

Psidium guineense (aracd) € um arbusto ou uma arvore pequena, que
atinge até seis metros de altura; as inflorescéncias, durante o crescimento inicial
sdo cobertas com pelos marrom-avermelhados, variando para cinza-amarelados,
com cerca de 0,3 a 0,5 mm de comprimento (Landrum et al., 1995; Mani et al.,
2011). Os brotos sdo aveludados, as vezes glabros; a casca mais antiga é
geralmente polida, escamosa e resistente; as folhas sdo largas, coridceas e de
formato eliptico, eliptico-oblongo ou obovado, com comprimento de 4 a 11,5 cm por
1 a2 cmde largura e nervuras laterais sdo em numeros de 1 a 10; o fruto é globoso,
podendo ser também elipsoidal ou piriforme, amarelo, coroado com o0s
remanescentes das sépalas (Landrum et al., 1995; Pommer e Murakami, 2009;
Mani et al., 2011).

Psidium guineense teve como ponto de origem a América do Sul (Vieira et

al., 2010), todavia, ha poucas informacdes sobre a diversidade e estrutura genética



das populagfes dessa espécie demandando mais pesquisas sobre ela (Silva et al.,
2016).

Ha ainda outras espécies de aracazeiros que sdo menos conhecidas, como
o P. friedrichsthalianum e P. myrtoides, que estdo ganhando importancia em funcéo
de sua resisténcia a M. enterolobi. Marques e Pimentel (2012) verificaram que em
P. myrtoides e em P. friedrichsthalianum também foi encontrada resisténcia a M.

enteorolobii (Chiamorela et al., 2018).
3.2. Importancia econémica da goiabeira e aragazeiros

A producdo de goiabas ocorre em grande parte do mundo, tendo
importancia na balanca comercial, principalmente dos maiores produtores. Os
principais paises produtores s&o india, Paquistdo, China, Brasil e Indonésia. Assim,
destaca-se o continente asiatico, com a india sendo classificada como a nac¢éo que
mais produz goiaba, respondendo por 56% da producéo global total em 2017, tendo
uma producéao estimada de 6,5 milhGes de toneladas naquele ano (Altendorf, 2018).

Além dos paises asiaticos anteriormente citados, o Brasil tem destaque no
cenario mundial em relacdo a producdo de goiaba, havendo pomares que se
estendem por todo o territério nacional. Portanto, € uma cultura que tem destaque
na economia rural do pais com producéo de 584.223 toneladas no ano de 2019,
com um valor estimado de R$ 926.936.000,00 ainda que a area cultivada no Brasil
seja de apenas 22.128 ha, evidenciando também uma alta produtividade (IBGE,
2021).

No pais, a goiabeira vem sendo cultivada em todas as regifes, mas a
producdo mais significativa esta nas regides Nordeste e Sudeste com 292.887 t e
239.804 t produzidas, respectivamente. Nessas regifes também sao vistos 0s
melhores valores de produtividade. Apesar dessa abrangéncia de distribuicdo no
pais, os estados brasileiros com maior relevancia para a producao dessa fruta sao:
Pernambuco, com 210.512 t (equivalente a 36,03% da participacdo no total da
producdo nacional), seguido por Sdo Paulo, com 194.002 t (33,2%). Os dois
estados, citados anteriormente, somam quase 70% da producao nacional, sendo
as nossas principais referéncias. Com uma producdo de 20.785 t, (3,55% da
producao nacional), o estado do Rio de Janeiro aparece na quinta posi¢cao entre 0s

principais produtores (IBGE, 2021).



Essa fruta é bastante apreciada pelo seu sabor e aroma caracteristicos, por
possuir alto valor nutritivo, com elevados teores de vitamina C (niveis de quatro a
cinco vezes superiores aos da laranja), ser fonte de vitaminas A e B, conter 8
compostos fendlicos (ascorbato, B-caroteno, licopeno e outros antioxidantes)
(Oliveira et al., 2012).

Embora as outras espécies do género também tenham potencial para
exploracdo econdmica, podendo ser usadas para comercializacdo dos frutos em
algumas regides, a goiabeira € praticamente a Unica que apresenta expressao
econdmica no contexto da fruticultura nacional (Bezerra et al., 2006).

Informacdes relativas ao cultivo do aracazeiro, beneficiamento da sua polpa
pela industria, custos da sua producdo, ainda sdo bem poucas, se comparadas
aguelas disponiveis para a goiaba (Bezerra et al., 2006; Santos et al., 2007). No
Brasil, apenas duas cultivares de P. cattleianum sdo conhecidas: a ‘Ya-cy’ e a
‘Irapud@’. A primeira cultivar € uma planta de pequeno porte e produtora de frutos de
excelentes caracteristicas sensoriais que produz frutos de pelicula amarela, com
peso de 15 a 20g, de sabor doce, baixa acidez e producdo total de 4kg de
frutos/planta/ano em até trés colheitas (dezembro a fevereiro/marco a abril/maio)
(Zanela et al., 2012; Hossel et al., 2017). A ‘Irapué@’ tem producéo iniciada dois anos
apos o plantio e possui frutos de pelicula roxo-avermelhada, tamanho médio a
grande e sabor mais acido com leve adstringéncia, sendo mais adequada a
producdo de doce em pasta do que ao consumo como fruta fresca, com inicio de
producdo em fevereiro (Raseira e Raseira, 2000; Frazon et al., 2009).

Dessa forma, o aracazeiro € explorado de forma extrativista e tem sido
mencionado como uma espécie potencialmente relevante devido as caracteristicas
gue seus frutos possuem, como sabor exético, altos teores de vitamina C e com

boa chance de aceitacao pelos consumidores (Franzon et al., 2009).
3.3. Declinio da goiabeira

O estabelecimento de um pomar comercial de goiaba ocorre por meio de
mudas oriundas de propagacao vegetativa, principalmente por meio da estaquia de
variedades comerciais. Esta forma de producéo torna o plantio arriscado ao gerar
uma populacdo homogénea. O risco foi comprovado uma vez que a goiabeira se

mostrou suscetivel ao Declinio, doenga causada pela interacdo sinérgica entre o



fitonematoide Meloidogyne enterolobii e o fungo Neocosmospora falciformes
(Gomes et al., 2011).

Meloidogyne enterolobii € um fitonematoide presente nos solos brasileiros
e foi registrado pela primeira vez em Petrolina - PE (Carneiro et al. 2001). Essa
ocorréncia pode estar relacionada a grandes inundacdes que ocorreram naquela
época na regiao (Castro, 2019). Ha informag@es da presenca deste nematoide em
diversas areas de plantios comerciais de goiabeira em todo pais (Silva e Oliveira,
2010). Em estudos realizados na regiao Norte Fluminense do estado do Rio de
Janeiro, foi verificado que &reas infestadas com este nematoide se tornaram menos
produtivas e rentaveis (Pereira et al., 2009).

O declinio da goiabeira constitui um grave problema fitossanitario, sendo
responsavel pela erradicacdo de iniumeros pomares (Gomes, 2011). Os sintomas
do declinio estdo atribuidos a agéo sinergética de dois organismos, sendo que o
parasitismo inicial do nematoide predispde as plantas, subsequentemente, a
intensa degeneracdo radicular pelo fungo, tornando mais dificil o controle da
doenca (Gomes et al., 2011).

O parasitismo pelo fitonematoide M. enterolobii leva goiabeiras que eram
imunes ao fungo Neocosmospora falciformis, a ficarem suscetiveis a esse ataque,
gue em apenas alguns meses, causa extensas degradacdes das raizes, levando a
deficiéncias nutricionais, cloroses, queima das folhas, queda de folhas, declinio
dréastico no rendimento e morte de plantas, em um processo irreversivel (Gomes et
al., 2014; Gomes et al., 2017).

O uso de cultivares resistentes € a estratégia de controle mais sustentavel,
visto que diversas outras estratégias para o controle ou manejo desta doenca foram
avaliadas, mas sem nenhuma perspectiva de solu¢do em curto prazo (Gomes et
al., 2017; Freitas et al., 2017). Ainda ha um longo caminho para o desenvolvimento
de cultivares de copas resistentes e disponiveis, visto que trabalhos com plantas
perenes demandam muito tempo de experimentacdo. Uma estratégia mais viavel
de ser atingida em menor prazo seria a selecédo de porta-enxertos resistentes e
compativeis com as copas de goiabeiras ja aceitas pelo mercado (Castro, 2019;
Ribeiro et al. 2019).

A identificacdo de genotipos resistentes tem sido objetivo de vérias

pesquisas. Nao foram encontradas fontes de resisténcia em P. guajava, mas
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encontrou-se resisténcia ou imunidade em aragazeiros do género Psidium
(Carneiro et al., 2007; Miranda et al., 2012; Biazatti et al., 2016., Ribeiro et al. 2019).

Gendtipos obtidos a partir de progénies do cruzamento direcionado entre
P. guajava x P. guineense (Costa et al., 2012), entre P.cattleianum x P. guinense e
entre P.guajava x P. cattleianum demonstraram resisténcia a M. enterolobii (Gomes
etal., 2017) e ampliaram as opcdes para selecao de porta-enxertos com resisténcia
ao nematoide, mas alguns ainda sem comprovacdo de compatibilidade com as
copas comerciais de goiabeiras.

Um aspecto importante na conduc¢ao de experimentos que visem selecionar
individuos resistentes a M. enterolobii é o nivel de inoculagéo utilizado. De acordo
com Burla et al. (2010) e Miranda et al. (2010), a utilizacdo de niveis mais elevados
de inoculacéo (5.000 a 12.000 ovos por planta) pode reduzir o fator de reproducéo
do nematoide (FR) e trazer resultados falso-positivos. Estas informacdes
corroboram Oliveira et al. (2019), que estudando 13 acessos Psidium spp.,
observaram reac0fes distintas ao nematoide, considerando seu fator de reproducéo
e trés niveis de inoculacéo. O fator de reproducdo de M. enterolobii foi reduzido em
alguns acessos de Psidium spp. com o aumento dos niveis de inoculacdo e
aumentou em alguns deles, com niveis de inoculagdo mais elevados. Em casos
assim, acessos suscetiveis podem ser classificados como resistentes e quando
levados ao campo demonstrarem suscetibilidade. O estabelecimento de um nivel
de inoculacdo adequado em conjunto com o manejo da adubacgéo, da irrigacéo e
do uso de substratos adaptados € uma necessidade para garantir um crescimento
adequado das plantas em experimentacdo de modo a permitir maior tempo de
cultivo aumentando a possibilidade de infeccdo do sistema radicular e assim
possibilitar a identificacdo correta de individuos resistentes ou suscetiveis (Oliveira
et al. 2019).

3.4. Propagacao

Antigamente os pomares comerciais de goiabeiras eram produzidos por
meio de sementes, principalmente devido a facilidade, e ao baixo custo das mudas
(Manica et al., 2001; Martins e Hojo, 2009). No entanto, esse método tinha um efeito
negativo, resultante da polinizacdo cruzada, a qual gerava uma grande

heterogeneidade nas plantas, causando oscilacdes e dificuldade na produgéo,
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dificuldade no manejo do pomar e resultando em desvalorizagdo comercial da
cultura (Dias et al., 2014).

Essas dificuldades impulsionaram a substituicdo gradativa da propagacao
seminifera pela vegetativa, consistindo em uma condicéo basica para a oferta de
frutos com qualidade e requisitos desejaveis a comercializacdo (Pereira e
Nachtigal, 1997; Silva et al., 2010), além da formagdo de pomares mais
homogéneos (Kareem et al., 2016).

A propagacdo vegetativa da goiabeira pode ser realizada por alporquia,
estaquia (de raiz ou de ramos), enxertia e até mesmo por cultura de tecidos, sendo
a estaquia com ramos herbaceos, e com utilizacdo de nebulizagéo intermitente, o
método utilizado comercialmente (Zietemann e Roberto, 2007; Pereira et al., 2016).

A propagacdo da goiabeira por estaquia € tida como a mais vantajosa,
sendo a estaquia herbacea a metodologia mais utilizada por viveiristas em grande
escala, pois € eficiente, de execucao mais simples, permite maior enraizamento e
reduz o tempo de obtencdo da muda. Atende também aos interesses dos
produtores por gerar mudas de menor pre¢o e gue resultam em pomares uniformes
(Paulus et al., 2014, Costa et al., 2019).

A escolha do tipo de estaca (lenhosa, semilenhosa ou herbacea) é um fator
muito importante para 0 sucesso da propagacdao, visto que na maioria das vezes,
estacas mais herbaceas enraizam com maior facilidade que as lenhosas, devido a
menor lignificacdo de seus tecidos (Hartmann et al.,1990).

Para a propagacdo da goiabeira por estaquia, habitualmente se utilizam
ramos com baixo grau de lignificacdo (ramos herbaceos) que tém maior proporcao
de células com capacidade de se diferenciar, maior taxa de divisao celular e menor
guantidade de compostos fendlicos, o que facilita o enraizamento e promove a
producdo de mudas com mais rapidez (Lima et al., 2006; Costa, 2015; Costa et al.,
2017). As estacas herbaceas séo preparadas com dois pares de folhas recém-
maduras, mantendo-se as folhas do segmento do apice da estaca e retirando-se o
par basal. O par de folhas remanescente pode ser cortado a metade para reduzir a
taxa de transpiracao pelas folhas, necessitar de menos espaco nas bandejas e para
reduzir o “efeito guarda-chuva”, que é quando a folha bloqueia a penetragéo de
agua no substrato de enraizamento. Devido a maior facilidade na perda de agua do

material herbaceo, torna-se necessario o emprego de um ambiente com alta
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umidade relativa do ar, proporcionado normalmente por sistemas de nebulizagao
intermitente (Lima et al., 2006).

Em espécies florestais, a procura pelo aumento de producéo e otimizacao
da coleta de estacas herbaceas levou a instalacdo de minijardins clonais e a técnica
da miniestaquia para propagacao massal. Inicialmente foi um método adotado no
manejo de plantas florestais, sendo utilizado também quando ndo existe numero
suficiente de matrizes que oferecam propagulos vegetativos (Almeida et al, 2007).

A miniestaquia € uma variacdo da estaquia herbacea convencional, e
consiste em manter as matrizes no viveiro, na condigdo de minitouceiras, as quais
sdo podadas constantemente para fornecer miniestacas para estaqueamento
(Alves, 2018). A técnica apresenta algumas vantagens em relacdo a estaquia como
a dispensa das matrizes em campo; a reducao dos custos de transporte e coleta
das brotagdes; a maior eficiéncia das atividades de manejo no jardim miniclonal,
qguanto a irrigagao, nutricdo e controle de pragas; maior produtividade, reducéo de
tempo no enraizamento em relacdo a estaquia convencional na formacédo da muda
(Wendling e Dutra, 2008; Xavier et al., 2013).

Também ha consenso de que a técnica proporciona mais vigor aos
propagulos, caracterizado por maior estimulo ao enraizamento das miniestacas
(Fachinello et al., 1995).

Para instalacdo dos minijardins clonais, torna-se crucial, quando
estabelecidos inicialmente no campo, o resgate de gendtipos de interesse obtidos
em programas de melhoramento, por hibridacao artificial ou por selecédo no campo.
Por outro lado, o enraizamento de estacas herbaceas ou miniestacas de
aracazeiros tem se mostrado dificil e variavel de acordo com fatores como: as
condicbes fisiologicas das estacas; as condicdes ambientais durante o
enraizamento e as diferencas genéticas entre os materiais (Biazatti et al., 2018;
Hossel, 2016), dentre outros fatores.

A viabilidade da miniestaquia depende de varias condi¢des, que devem ser
investigadas e controladas para cada espécie, tais como, o tempo de sobrevivéncia
e a altura da decepa para a formacao da minicepa, aléem do tamanho apropriado
das miniestacas (Justino et al., 2017). Essa viabilidade ja foi demonstrada para
multiplicacdo da goiabeira originéria de seedlings (Marinho et al., 2009) e para a

producdo de mudas das cultivares Paluma, Pedro Sato, Cortibel 1 e Cortibel 6 em
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funcdo das elevadas porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento das
miniestacas (Altoé et al., 2011 a; Freitas et al., 2014 e Milhem et al., 2014).

Para P. cattleianum, a clonagem de plantas adultas apresenta baixa taxa
de enraizamento das estacas (Schwengber et al., 2000). Ha relatos de que estacas
herbaceas dessa espécie provenientes do campo nao enraizam, tornando-se
necessario o uso de estacas semilenhosas para o resgate e estabelecimento inicial
de minijardins clonais. As miniestacas enraizam melhor, mas com alta variabilidade
entre 0s genotipos quanto ao seu potencial de enraizamento e vigor das plantas. A
melhor estacdo para a coleta de miniestacas é o verdo, quando é possivel obter
maiores potenciais de enraizamento (Biazatti et al, 2018).

Rodriguez et al. (2016) obtiveram 100% de enraizamento em estacas
herbaceas de plantas juvenis de P. cattleianum. Por outro lado, Ferreira et al. (2013)
verificaram que estacas semilenhosas de hibridos resistentes a M. enterolobii
apresentaram 57 % de sobrevivéncia, tendo seu sistema radicular desenvolvido.
Propagando P. guineense e P. cattleianum por miniestaquia, Altoé et al., (2011 b)
constataram viabilidade a partir de material juvenil, ao encontrarem altas
percentagens de enraizamento das miniestacas e elevada produtividade das
minicepas nas sucessivas coletas.

Outro tipo de propagacéo vegetativa muito usada na goiabeira € a enxertia,
técnica que consiste em unir partes de duas ou mais plantas, usualmente utilizando-
se uma planta para constituir o sistema radicular, denominada de porta-enxerto e
outra planta que constituira a copa da cultivar comercial. A unido entre as duas
partes forma uma nova planta cujas partes passam a interagir por meio dos
sistemas vasculares associando caracteristicas da copa, do porta-enxerto e da
interacdo entre ambos (Hartmann et al., 2011; Lopes et al., 2016). Os tecidos do
porta-enxerto formam o sistema radicular, servindo de base para sustentacdo da
planta e absorcao de agua e nutrientes do solo. A copa, parte aérea ou enxerto é a
unidade produtiva da qual os frutos serdo colhidos, com as caracteristicas da
cultivar selecionada (Nachtigal et al., 2005). Em alguns casos, pode ser usado um
interen xerto que consiste em um tecido de um terceiro material genético utilizado,
geralmente, com a finalidade de contornar problemas de incompatibilidade entre
copas e porta-enxertos (Hartmann et al., 2011).

A enxertia € indicada para formacdo de mudas quando o porta-enxerto

oferece alguma vantagem agronémica em comparacdo ao sistema radicular da
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cultivar comercial, podendo algumas dessas vantagens ser a resisténcia a
estresses bibticos ou abidticos relacionados ao solo. Em comparacéo a obtencéo
de mudas por estaquia a enxertia € o0 processo mais demorado e,
consequentemente mais caro (Demartelaere et al., 2015; Soares et al., 2015).

A enxertia pode ser feita de varias maneiras, sendo a borbulhia e a
garfagem as mais comuns, com variagcdes em sua forma de execucao, citando-se
como exemplos a borbulhia em janela aberta ou fechada, em T normal ou invertido,
a garfagem em fenda cheia de topo, a garfagem lateral, a minigarfagem etc.
(Hartmann et al., 2011; Bonifacio, 2017; Campos et al., 2017; Arantes et al., 2021).
A garfagem consiste em inserir uma porc¢ao de ramo destacado da matriz da cultivar
copa a qual recebe a denominacdo de garfo, sobre uma muda ja formada cujo
sistema radicular constituira o porta-enxerto. Os procedimentos corretos de
enxertia proporcionam alto indice de pegamento se realizados por uma mao de
obra experiente e quando ha compatibilidade entre as partes a serem unidas
(Manica et al. 2000).

A muda de goiabeira obtida por enxertia convencional pode ser produzida
entre 420 e 780 dias (Manica, 2001; Costa e Costa, 2003; Robaina et al., 2015). A
minigarfagem € uma técnica de enxertia realizada com segmentos de brotacfes de
minicepas e isso oferece vantagens em relacdo a enxertia convencional, como o
ganho de tempo e pegamento similar do enxerto, com mudas de goiabeiras
enxertadas aptas ao plantio com 351 dias de idade (Campos et al., 2017). Arantes
et al. (2021) usaram a minigarfagem para antecipa¢do da formacéo da muda de
goiabeira enxertada sobre porta-enxertos clonais de menores diametros. Os
autores citados relatam que o pegamento de enxertia e a altura das mudas indicam
gue a minigarfagem sobre porta-enxertos clonais, com diametros entre 3,7 e 5,5
mm, permite a producdo de mudas aptas ao transplantio aos 300 dias apds o

estaqueamento dos porta-enxertos.

3.5. Heranca da resisténcia a Meloidogyne enterolobii em gendtipos de

Psidium

A transmissdo das informacgfes genéticas por meio da transferéncia do
conteudo de DNA para a descendéncia € denominada de heranca genética e esta

pode ser estudada por meio de parametros genéticos utilizando-se populacdes
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segregantes. As populacfes segregantes para o estudo da heranca genética séo
obtidas a partir de cruzamentos controlados, que vao desde cruzamentos simples
envolvendo dois genitores até os mais complexos envolvendo mais de quatro
genitores (Borém, 2017).

Para o estudo do controle genético é necessario que 0s genitores sejam
enddgamos, ou seja, que nao estejam segregando, além de apresentarem reacao
contrastante para o carater de interesse. Devem ser obtidas as geracfes F1, F2,
(podendo-se inserir demais geracdes avancadas) e os retrocruzamentos (RC1 e
RC2). Posteriormente, as populag¢des obtidas, incluindo os genitores, sdo avaliadas
para o carater de interesse para se verificar a segregagcdo fenotipica. Para
caracteres com distribuicao discreta as hipoteses de segregacao sao avaliadas pelo
teste de qui-quadrado, por meio do qual os desvios entre as frequéncias
observadas e esperadas sao avaliados quanto a sua significAncia em niveis
determinados de probabilidade (Ramalho et al., 2012).

O estudo da heranca tem como um de seus propdsitos, determinar se o
carater € qualitativo ou quantitativo, bem como o nivel de controle dos genes
envolvidos. A determinagcdo dos parametros genéticos que governam a resisténcia
permite direcionar os trabalhos de introgresséo de genes de resisténcia e, também,
a selecéo de individuos superiores nas popula¢des segregantes (Candido, 2013).

O estudo da heranca genética € de suma importancia em programas de
melhoramento genético. Esses estudos sdo necessarios para o entendimento do
controle genético de uma caracteristica de interesse (como resisténcia a
patdgenos), identificar gendtipos com a caracteristica desejada, que podem ser
utilizados como fontes de tais caracteristicas, além de fornecer ao melhorista
conhecimento para escolher a melhor estratégia para transferéncia de alelos de
interesse (Melo, 2014).

Do ponto de vista pratico, a presenca de um gene de efeito maior na
heranca é uma condicéo favoravel, uma vez que permite que parte da resisténcia
possa ser transferida por processos simples como retrocruzamentos. Por outro
lado, a presenca de poligenes € desfavoravel, pois quando a heranca é poligénica
geralmente € muito influenciada pelo ambiente, o que resulta em herdabilidade
restringida ou mediana. Exemplos de uso no melhoramento da goiabeira seria a
introgressao de alelos de resisténcia a nematoide em copas ou porta-enxertos para
a goiabeira (Miranda et al. 2012; Martins et al. 2013).
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A herancga da resisténcia aos fitonematoides tem sido estudada em muitas
culturas diferentes (Oliveira et al., 2015; Alves et al., 2017; Cianzio et al., 2019). No
entanto, ndo existe uma base de dados disponivel para P. guajava, mas fontes de
resisténcia tém sido encontradas em espécies silvestres do género Psidium
(Cuadra e Quincosa, 1982; Miranda et al., 2012; Biazatti et al., 2016; Costa et al.,
2016). Essa Informacédo pode ser utilizada no melhoramento da goiabeira, com a
transferéncia interespecifica de genes de resisténcia (Carneiro et al., 2007; Almeida
et al., 2009).

Maranhao et al. (2001) encontraram moderada resisténcia a M. enterolobii
em acessos de goiabeiras Bebedouro-18 e Péra vermelha, e ainda segundo os
mesmos autores, verificou-se variacdo da suscetibilidade na reacédo do aracazeiro
P. guineense ao nematoide das galhas. Miranda et al. (2012) inocularam acessos
de goiabeiras de cultivares comerciais e nativas e aracazeiros de diversos acessos
com 500 ovos/mL de M. enterolobii e verificaram que mudas seminiferas de dois
acessos (115 e 116) de P. catteianum foram resistentes, enquanto mudas de varios
outros acessos dessa mesma espécie foram suscetiveis. Os referidos autores
sugeriram que estudos mais aprofundados fossem feitos para entender a heranca
da resisténcia ao nematoide.

Estudos realizados por Costa et al. (2013) mostram similaridade entre
espécies de Psidium. Utilizando marcadores SSR, esses autores relataram
similaridade de 81,4% entre P. guajava x P. guineense, sugerindo maior
possibilidade de obterem-se hibridos interespecificos entre essas espécies. O
estudo da heranca de resisténcia a M. enterolobii no hibrido de P. guajava x P.
guineense apontou um padrao de resisténcia controlado por dois alelos com efeito
epistatico, com a presenca de um alelo dominante para a resisténcia do hibrido,
reforgcando a importancia da avaliacdo de novos acessos silvestres de Psidium para
ampliacédo de fontes de genes de resisténcia (Costa et al., 2016).

Gomes et al. (2017) selecionaram genétipos em populacdes segregantes
de Psidium spp. e avaliaram a heranca da resisténcia a M. enterolobii. Os autores
relataram altas magnitudes de variancia fenotipica nas populacdes para o seu fator
de reproducdo em comparacdo com suas respectivas variancias genotipicas.
Resultado similar foi encontrado por Ribeiro et al. (2019) em cruzamentos que
resultaram em valores de variancia fenotipica superiores aos respectivos valores

de variancia genotipica.
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Hibridos interespecificos podem ser utilizados em novos estudos de
heranca genética do carater, usando parentais contrastantes e geracdes fixas e
segregantes para que se tenha seguranca na identificacdo de um provavel porta-

enxerto resistente a M. enterolobii (Oliveira, 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo, situada na Unidade
de Apoio a Pesquisa (UAP) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias,
do campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
localizada em Campos dos Goytacazes, RJ (latitude 21°45'41.5"S, longitude
41°17'22.2"W). O periodo de conducao do experimento foi de fevereiro de 2020 a
junho de 2021.

A temperatura do ar e a umidade relativa do ar no interior da casa de
vegetacdo foram monitoradas por meio de um termo-higrémetro, instalado no

interior da casa de vegetacao.
4.1. Material Genético

Os hibridos avaliados nesse trabalho foram derivados dos seguintes
cruzamentos direcionados, descritos e codificados por Gomes et al. (2017) da
seguinte forma:

e 1. UENF 121 (13.4ll x P53) - P. guajava x P. cattleianum;

e« 2. UENF 29 (CV1 x CV11) - P. cattleianum x P. guineense;
Os gendtipos UENF 121 e UENF 29 foram oriundos da propagacéo
seminifera a partir dos cruzamentos citados e selecionados por terem
apresentado FR=0,0, de acordo com Gomes et al. (2017);

e 3. P.guineense x P. cattleianum (P36 x P11).



19

Cada um dos gendétipos foi estabelecido inicialmente em minijardins
multiclonais em casa de vegetacdo na UAP/CCTA. Os clones dos hibridos UENF
121 e UENF 29 foram cultivados por mais de 12 meses, florescendo e frutificando
em vasos conicos de 3,8 dm3. As sementes resultantes dos frutos desses hibridos
foram utilizadas para a formacdo de um jardim multiclonal constituindo duas
familias, resultantes provavelmente de autofecundacéo.

Quatro gendtipos oriundos do cruzamento P. guineense x P. cattleianum
(P36 x P11) foram selecionados para constituir um jardim multiclonal com os
individuos UENF 253, UENF 237, UENF 251 e UENF 242 selecionados por
apresentar FR de 0,0; 0,0; 0,12 e 0,36, respectivamente, de acordo com Gomes et
al. (2017). Esses ultimos gendtipos foram multiplicados por estaquia herbacea e
constituiram um pool de individuos sobre os quais foram enxertados minigarfos da

goiabeira ‘Paluma’.
4.2. Semeadura

Foram utilizadas sementes dos frutos produzidos em casa de vegetacao,
por autopolinizacéo, ja que foram produzidos em diferentes épocas do ano. Foram
colhidos um fruto do hibrido 121 e dois do hibrido 29. As sementes foram tratadas
com cal hidratada para remocado da mucilagem e, em seguida lavadas em agua
corrente. Posteriormente, foram colocadas em um béquer com agua, a qual foi
trocada a cada 24 horas, durante trés dias. Na sequéncia, as sementes foram
colocadas para secar a sombra, sobre papel toalha, por um periodo de 24 horas.
ApOGs secagem, as sementes foram tratadas com fungicida Captan 500® com a
dose de 1 g do produto comercial por 100 g de sementes, acondicionadas em sacos
plasticos e armazenadas em geladeira sob refrigeracdo a 5°C até o momento da
semeadura. O fruto do hibrido 121 tinha sementes miidas e em maior nimero
(cerca de 70), enquanto o fruto do hibrido 29 tinha sementes maiores e em menor
namero (30 sementes).

Para a semeadura, foram utilizadas bandejas de isopor com 128 células,
contendo substrato comercial Basaplant®. Posteriormente, as plantulas foram
transplantadas para tubetes de 280 cm3. Nessa etapa, 0s tubetes foram
preenchidos com substrato Basaplant®, adubado com 6 g L* de superfosfato

simples, 30 g L™ de calcério e 6,6 g L * do fertilizante de liberacéo lenta Osmocote®
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na formulagéo 14-14-14, o tempo médio de liberagcdo dos nutrientes estimado para
até trés meses a temperatura média de 24° C, de acordo com metodologia descrita
por Biazatti (2013). No intervalo de 20 a 25 dias apds a semeadura, foram obtidas
145 pléantulas oriundas do hibrido 121 e 24 plantulas do hibrido 29. As plantulas
provenientes dos dois hibridos foram separadas como duas familias diferentes
(FA121 e FA29).

4.3. Multiplicacéo do Material Genético e transplantio das familias P. guajava
x P. cattleianum (FA121) e P. cattleianum x P. guineense (FA29)

Quando as mudas atingiram cerca de quatro meses de idade, foram
transplantadas para sacos plasticos de 3 dm?® de capacidade. Depois foram
podadas, sendo feito o desponte de ramos, para a emissao de novos brotos.

Essas mudas matrizes tiveram suas ponteiras retiradas para serem
utilizadas na multiplicagdo do material genético, utilizando a técnica da
miniestaquia, gerando clones para cada gendtipo. As miniestacas foram
preparadas com dois pares de folhas, dos quais o par basal foi retirado e no outro
par o limbo foi cortado a metade. As estacas tiveram sua base mergulhada por 10
segundos em AIB (4cido indolbutirico) na concentracdo de 1500 mg L™ (Ferreira et
al., 2013).

As estacas foram inseridas em tubetes de 280 cm? contendo substrato
comercial Basaplant®, e a seguir conduzidas a camara de nebulizacao (Timer de
15 s de aspersdo em intervalos de 10 minutos, vazao de 7 L hl, sob presséo de
4,0 kgf cm?), onde permaneceram por 70 dias.

Ap6s o periodo de enraizamento, foi realizada a aclimatacdo das
miniestacas. Para isso, foi feita a retirada do material da camara de nebulizacdo e
conduzido para uma area da casa de vegetacédo, envolto com um Sombrite® 70%,
até que as brotacdes atingissem cerca de 15 cm de altura (em torno de 60 dias),
indicando o ponto de transplantio. As mudas sobreviventes no processo de
aclimatacdo foram transplantadas para sacos plasticos de 3L, preenchidos com
substrato Basaplant® para hortaligas. O substrato foi misturado e homogeneizado
com 6,0 g L' de superfosfato simples, 30 g L** de calcério e 6,6 g L™ do fertilizante
de liberacdo lenta Osmocote® na formulacdo 14-14-14, com tempo médio de

liberacdo previsto para trés meses a temperatura média de 24° C, de acordo com
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as especificagbes do fabricante. Essa adubacéo foi utilizada por Biazatti (2013) no
cultivo de mudas de Psidium cattleianum. Essas plantas transplantadas
constituiram um minijardim multiclonal, para que, uma vez que houvesse
identificacdo de novos genotipos resistentes, estes pudessem ser identificados no
minijardim e selecionados com garantia da fidelidade genética.

No momento em que as plantas matrizes atingiram aproximadamente seis
meses de idade, foram transplantadas para vasos com altura de 20 cm e volume
de cinco litros, preenchidos com uma mistura de areia de rio lavada, solo e esterco
bovino em uma proporgao 2:1:1. Essa mistura foi previamente desinfestada em
solarizador, para garantir que o material estivesse livre de nematoides.

As plantas foram adubadas de acordo com os resultados da analise de
amostras do solo (Tabela 1) e as corre¢cdes baseadas nas recomendacbes de
Natale et al. (1996).

Tabela 1. Atributos quimicos de amostras do solo + areia (S + A) e do solo (S)

pH Ca Mg Al K* P Fe Cu Zn Mn MO \%

agua ...(cmol/dmd) ... ... (mgdm3) ................. gdm3 %

Amostra

S+A 54 09 04 006 74 10 60,2 0,2 19 120 9,0 534

S 52 16 0,7 0,12 152 12 418 03 2,1 41 179 489

*Extrator Carolina do Norte. Andlises Quimicas realizadas pelo Laboratério de Andlise de Solos da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro Campus Campos dos Goytacazes.

A irrigacao foi realizada via sistema de microaspersdo sobre copa, sendo
ajustada de acordo com o estadio de crescimento das mudas e temperatura
ambiental. Também foram realizadas pulverizacdes periédicas com defensivos

agricolas para o controle de pragas e doencas.

4.4. Obtencao das mudas de goiabeira enxertadas sobre um pool de hibridos
derivados do cruzamento de primeira geracéo de hibridos de P. guineense x
P. cattleianum (FA3)

As mudas utilizadas como porta-enxertos foram obtidas de minijardim
multiclonal previamente estabelecido por meio do resgate de uma Unica matriz por

gendtipo que foram multiplicadas em coletas sucessivas de estacas herbaceas.
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Este minijardim multiclonal foi constituido por um “pool” de quatro hibridos de
Psidium spp (UENF 251, UENF 237, UENF 242 e UENF 253), originarios do
cruzamento entre P. guineense x P. cattleianum. Miniestacas desses materiais
foram preparadas e estaqueadas em tubetes de 280 cm3 contendo substrato
comercial Basaplant® para hortalicas, e conduzidas a cAmara de nebulizacdo. No
interior da camara de nebulizacdo a umidade foi mantida em torno de 100% com o
auxilio de nebulizacdes periédicas com nebulizadores tipo Fogger®, com
aspersdes durante 30 segundos, com intervalos de 10 minutos. A efetividade do
regime de nebulizagdes foi aferida em leituras em termo-higrométro digital. A vazao
dos nebulizadores é de 7 L h, sob pressdo de 4,0 kgf cm™. As miniestacas
permaneceram na camara de nebulizacdo por cerca de 58 dias. Apds esse
periodo, as miniestacas foram aclimatadas. A enxertia por minigarfagem foi
efetuada quando os porta-enxertos tinham valores médios em diametro do caule
(medidos a 20 mm do colo das mudas) proximos a 2 mm, seguindo o protocolo
estabelecido por Campos et al. 2017.

Os minigarfos também foram oriundos de um minijardim clonal da cultivar
‘Paluma’ ja estabelecido na mesma casa de vegetagcdo. As minitouceiras da
goiabeira ‘Paluma’ tinham idade aproximada de trés anos. Essas minitouceiras
foram podadas cerca de 30 dias antes das enxertias para a emissdo de novos
brotos utilizados no preparo dos minigarfos.

Toda a execugéo da minigarfagem seguiu o protocolo descrito em Campos
et al. (2017) e o procedimento foi efetuado entre as 16 e 18:00h. Os minigarfos
foram preparados com dois pares de folhas, sendo o par de folhas basal excluido
e, no par remanescente, o limbo das folhas foi reduzido a sua metade. Na base do
minigarfo foram efetuados dois cortes em bisel, sendo um dos cortes mais
pronunciado, este com cerca de 1 cm. O porta-enxerto foi preparado
consecutivamente ao preparo do minigarfo, sendo realizada uma poda entre 5 e 10
cm de altura do porta-enxerto. Com um canivete inoxidavel, foi feita uma fenda de
1 cm no topo do caule do porta-enxerto.

Desta maneira, com o minigarfo corretamente ajustado sob a casca, foi
realizada uma protecdo com Parafilm®, fixacdo com arame flexivel e as mudas
seguiram para camara de nebulizacdo intermitente, no mesmo regime de
nebulizagcdes e condi¢cbes relatadas anteriormente para o enraizamento das

miniestacas.
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Ap0s 60 dias, o material foi retirado da nebulizagéo, aclimatado e feito o
transplantio, seguindo a mesma metodologia descrita para as outras duas familias,

anteriormente descritas.
4.5. Inoculagdo com Meloidogyne enterolobii

A inoculagdo com o nematoide M. enterolobii foi realizada quando as
plantas matrizes das familias FA121 e FA29 atingiram oito meses de idade,
possuindo de seis a oito pares de folhas, e as plantas enxertadas da familia FA3
estavam com 16 meses, ap0s a miniestaquia.

Como fonte de in6culo, foi usado um isolado puro de M. enterolobii
proveniente do laboratério de Nematologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro - UENF, mantido em tomateiro (Solanum lycopersicum
L.). Para o preparo do indculo, raizes infectadas foram submetidas ao método de
extracdo de Coolen & D'Herde (1972) modificado, ou seja, sem a utilizacdo de
caolim. A suspensédo resultante foi passada por peneiras de 65 e 500 mesh
sobrepostas, e recolhida em um béquer. Mediante contagem em lamina de Peters
em microscopio estereoscopico, a suspensao foi calibrada para a concentracao de
2.000 ovos + J2 de M. enterolobii em 10 mL de agua.

As mudas foram inoculadas na fase de seis a oito pares de folhas. Cada
muda recebeu 10 mL de suspensédo com 2.000 ovos e J2 distribuidos em quatro
furos ao redor do colo. A goiabeira cv Paluma, conhecida por ser suscetivel a M.
enterolobii (Burla et al., 2010; Miranda et al., 2012), foi utilizada como referéncia

para atestar a viabilidade do in6culo e do método de inoculagéo.
4.6. Desenho Experimental

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em que cada
tratamento foi representado por uma das familias de Psidium (FA121, FA29 e FA3),

cada tratamento contou com 12 repeticdes e dois ou quatro individuos por parcela.
4.7. Avaliacdes

Aos 135 dias ap0s a inoculagéo, as avaliacdes foram realizadas, conforme

proposto por Burla et al. (2010).
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4.7.1 Extracao e contagem de ovos e juvenis

Para extracdo de ovos e juvenis de segundo estagio (Jz2), as plantas foram
processadas como descrito anteriormente. A Unica modificagdo foi sacudir as
raizes em solucdo aquosa de agua sanitéria (hipoclorito de sodio a 2%) a 6%, em
vez de agua pura.

A suspensao de ovos e Jz, obtida a partir de cada planta foi homogeneizada
em trés aliquotas de 1 mL e foram usadas para a contagem em laminas de Peters
e expressas como populacéo final de nematoides (Pf). As etapas sédo expostas na

figura 1.

Figura 1. Etapas para quantificagdo de M. enterolobbi presente nas plantas.
Sistema radicular que foi submetido a extracdo (A); suspensdes obtidas apés a
extracdo (B); M. enterolobbi visualizado em microscopio (C).

4.7.2 Estabelecimento do fator de reproducéo (FR) e percentual de reducéo

do FR (PR%)

O fator de reproducéo foi determinado de acordo com Oostenbrink (1966)
pela divisao da populacéo final (nimero de ovos + J2 obtido do sistema radicular de

cada planta) pela populacéo inicial (nGmero de ovos + J2 inoculados).
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A classificagdo final das plantas para resisténcia a nematoides foi baseada
no fator de reproducao (FR = Populacao final / 2000), FR = 0 = imune, FR <1 =
resistente e FR >1 = suscetivel (Oostenbrink, 1966).

Também foi calculado o percentual de reducdo de FR (PR%). Sendo
inicialmente, determinada de forma semelhante ao FR; ou seja, pela relacdo PF/PI
(populacao final/populacéo inicial). Posteriormente, a populagdo com maior indice
de reproducéo foi considerada referéncia de suscetibilidade. Em seguida, o indice
de reproducdo da referéncia foi comparado com o das demais populacoes,
calculando-se o percentual de reducdo de cada uma, seguindo a metodologia
estabelecida por Moura e Régis (1987). Com base nestes valores, foram definidos
0s niveis de resisténcia de cada genoétipo de Psidium a M. enterolobii, de acordo
com o seguinte critério de reproducéo estabelecido por Moura e Régis (1987): AS
- altamente suscetivel, PR% de 0 a 25%; S - suscetivel, PR% de 26 a 50%; PR -
pouco resistente, PR% de 51 a 75%; MR - moderadamente resistente, PR% de 76
a 95%; R - resistente, PR% de 96 a 99%; e AR - altamente resistente / imune, PR%

de 100%.
4.7.3 Avaliacdes da raiz e parte aérea da planta

Foi avaliada a massa fresca do sistema radicular com auxilio de uma
balanca de precisado. E, o volume radicular, determinado pelo deslocamento de um
volume de agua em uma proveta graduada apds imersdo do sistema radicular.
Também foi analisada a relagdo do nimero de ovos + J2 / grama de raiz (NOJ/G).

Para estabelecer a massa seca da parte aérea, o material vegetal foi
acondicionado individualmente em sacos de papel devidamente identificados e
submetidos a secagem em estufa com circulacéo forcada de ar a 70° C por 72

horas. Apds a secagem, foi definida a massa seca da parte aérea.
4.7.4 indice de clorofila

Foi realizada leitura SPAD / indice de verde da folha, estimado por um
medidor portatil de clorofila (Minolta Company, SPAD - 502 “Soil Plant Analyzer
Development”, Japao), tomando a média de trés leituras consecutivas na terceira
folha contada a partir da ponta da muda, que estava recém-madura, completamente

desenvolvida e sadia, e na folha mais velha presente no ramo da planta.
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Foram feitas cinco avalia¢des, iniciando a primeira avaliacdo quando as
plantas foram recém-inoculadas com M. enterolobii e encerrando com a quinta

avaliacdo, quando as plantas estavam com 130 dias apds a inoculacéo.
4.8. Anédlise estatistica

Os dados foram submetidos a transformacédo quando ndo apresentavam
uma distribuicdo normal. Os dados de contagem foram transformados em Vx, para

realizacdo da analise estatistica e os de percentuais foram transformados em arco-
seno da /(P +1)/100, onde P é o valor observado da porcentagem de cada
parcela.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey em 5% de significancia, utilizando-se
0 programa estatistico SANEST.

Para a analise de variancia dos dados de incide SPAD, foi considerado o
modelo em parcelas subdivididas no tempo (genétipos na parcela e tempo de
avaliagdo na subparcela). Quando identificada a existéncia de diferengas
significativas pelo teste F, as médias foram comparadas pelo teste de tukey em 5%

de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Classificacdo das plantas quanto a resisténcia a Meloidogyne enterolobii

Quando a classificacdo da resisténcia foi feita por meio do fator de
reproducdo (FR) e considerando-se as médias de cada familia, a resisténcia foi
identificada apenas na FA29, oriunda de frutos de individuo proveniente do
cruzamento entre P. cattleianum x P. guineense. Entretanto, na classificacdo de
cada um dos genotipos da familia, percebe-se a presenca de resisténcia dentro das
trés familias.

Na figura 2 pode ser observado o nivel de resisténcia a M. enterolobii entre
trés familias de Psidium spp. conforme o fator de reproducéo (FR) estabelecido por
Oostenbrink (1966).
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Figura 2. Numero de individuos resistentes ou suscetiveis a M. enterolobii conforme
Oostenbrink (1966), nas familias FA 121, FA 29 e FA3.

Segundo os critérios de Oostenbrink (1966), de 48 plantas de FA121
(oriunda de frutos de individuo proveniente do cruzamento entre P. guajava x P.
Cattleianum), 7 (14,6%) foram classificadas como resistentes e 41 (85,41%) como
suscetiveis. Dos 48 gendétipos avaliados na FA3 oriunda de frutos de individuo
proveniente do cruzamento entre P. guineense x P. cattleianum, apenas um
individuo foi considerado resistente e 47 (97,9%) apresentaram suscetibilidade,
apesar de alguns deles terem um valor de FR ndo muito acima de 1. Chama a
atencdo o fato de que nessa familia foi encontrado o maior valor de FR (33,15),
numero superior ao encontrado na testemunha (goiabeira ‘Paluma’, que foi utilizada
como testemunha de suscetibilidade). Dos 24 gendétipos avaliados da FA29, 22
foram classificados como resistentes, e dois como suscetiveis, embora estes
altimos tenham tido um fator de reproducéo baixo, de 1,17 e 2,41. Os valores de
FR de cada um dos genotipos das trés familias (FA121, FA3 e FA29) e dos clones
de ‘Paluma’ podem ser observados nas figuras 3, 4, 5 e 6.
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Figura 3. Valores do fator de reproducéo (FR) em cada um dos genotipos de P. guajava x P. cattleianum (FA121) obtidos apés
autofecundacédo das flores de hibridos originarios dos cruzamentos. Todos os individuos foram avaliados aos 135 dias ap0s a
inoculacao com M. enterolobii, com idade de 260 dias ap0s a germinacdo das sementes.
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Figura 4. Valores do fator de reproducao (FR) em cada um dos genétipos da familia Psidium guineense x P. cattleianum (FA3)
oriunda de um pool de gendtipos de primeira geracéo clonados por miniestaquia e enxertados por minigarfagem com a goiabeira
‘Paluma’. Todos os individuos foram avaliados aos 135 dias ap0s a inoculacdo com M. enterolobii, com idade de 500 dias ap0s a
estaquia do porta-enxerto.
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Figura 5. Valores do fator de reproducéo (FR) em cada um dos genétipos de P. guajava x P. cattleianum (FA121) obtidos apos
autofecundacédo das flores de hibridos originarios dos cruzamentos. Todos os individuos foram avaliados aos 135 dias apos a
inoculacdo com M. enterolobii, com idade de 260 dias ap0s a germinagcao das sementes.
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Figura 6. Valores do fator de reproducado (FR) em cada um dos clones de ‘Paluma’ obtidos por miniestaquia de um jardim clonal.
Todos os individuos avaliados aos 135 dias ap6és a inoculacdo com M. enterolobi, com idade de 500 dias apés a estaquia de cada
clone.
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Oliveira et al. (2019), ao avaliarem 12 acessos de aragazeiros e a goiabeira
‘Paluma’, verificaram que o fator de reproducéo dos aracazeiros € bem variavel de
acordo com o gendétipo avaliado, podendo chegar ao valor de quase 140. No
mesmo trabalho citado, o FR da goiabeira ‘Paluma’ variou entre 35 e 79,
confirmando sua suscetibilidade em trés niveis de inocula¢do, enquanto um acesso
de aracazeiro, o Y50 (Invasive sp) foi considerado resistente.

Quando a classificacao de resisténcia é feita pelo percentual de reducéo do
FR (PR%) segundo critérios estabelecidos por Moura e Régis (1987), das 48
plantas da FA121, somente uma (2,1%) foi considerada altamente suscetivel (AS),
seis (12,5%) foram consideradas suscetiveis (S), 12 (25%) como pouco resistentes
(PR), 20 (41,6%) como moderadamente resistentes (MR) e nove (18,8%) como
resistentes. Ja na FA29, uma Unica planta (4%) foi considerada moderadamente
resistente, e todas as outras 23 (96%), como resistentes, mantendo seus valores
de IR bem proximos. Nessa familia foi registrada a menor amplitude do IR com valor
de 7,07 (Figura 7). Na terceira familia (FA3), duas plantas (4,1%) foram
classificadas como altamente suscetiveis, cinco (10,4%) como suscetiveis, sete
(14,6) como pouco resistentes, 33 (68,8%) como moderadamente resistentes, e

uma (2,1%) como resistente (Figura 7).
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Figura 7. Niveis de resisténcia a M. enterolobii entre trés familias de Psidium spp.
obtidos apds autofecundacao das flores de hibridos originarios dos cruzamentos
entre P. guajava x P. cattleianum (FA121); entre P. cattleianum x P. guineense (FA
29) e Psidium guineense x P. cattleianum (FA3) como porta-enxertos sob a cultivar
Paluma, de acordo com o percentual de reducéo do FR (PR%) seguindo os critérios
de Moura e Régis (1987).

Os valores de PR% de cada um dos gendtipos das trés familias (FA121,
FA3 e FA29) e dos clones de ‘Paluma’ podem ser observados nas figuras 8, 9, 10
e 11.
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Figura 8. Valores do percentual de reducdo de FR (PR%) em cada um dos genotipos de P. guajava x P. cattleianum (FA121)
obtidos ap6s autofecundacédo das flores de hibridos originarios dos cruzamentos. Todos os individuos foram avaliados aos 135
dias apo6s a inoculagdo com M. enterolobii, com idade de 260 dias ap0s a germinagéo das sementes.
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Figura 9. Valores do percentual de reducao de FR (PR%) em cada um dos genadtipos da familia Psidium guineense x P. cattleianum
(FA3) oriunda de um pool de gendtipos de primeira geracao clonados por miniestaquia, clonados por miniestaquia e enxertados
por minigarfagem com a goiabeira ‘Paluma’. Todos os individuos foram avaliados aos 135 dias apds a inoculagcdo com M.
enterolobii, com idade de 500 dias ap0s a estaquia do porta-enxerto.
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Pelo critério de Oostenbrink (1966), um total de 30 individuos foram
classificados como resistentes, enquanto pelo critério de Moura e Régis (1987), 33
individuos foram considerados resistentes, mostrando pequena diferenca entre os
meétodos. Em ambas as classificacdes, nenhuma planta foi considerada imune.

Ribeiro et al (2019) trabalhando com cruzamentos de acessos de P.
guajava x P. cattleianum (13,41l x P33), os mesmos que resultaram na FA121,
avaliaram 81 genatipos e classificaram 11 como sendo imunes, 34 como resistentes
e 36 suscetiveis pelo critério de Oostenbrink (1966). Quando os autores usaram 0S
critérios de Moura e Régis (1987), no entanto, indicaram 11 como imune/altamente
resistentes e 42 como resistentes. Neste caso, pelo ultimo critério, 53 genadtipos
seriam selecionados contra 45 pela abordagem de Oostenbrink (1966). Assim como
ocorreu no presente trabalho, um maior numero de individuos foi agrupado na
classe de resistentes quando foi usado o indice proposto por Moura e Régis (1987).

Quando se compara o critério proposto por Oostenbrink (1966) com a de
Moura e Régis (1987) percebe-se consisténcia, e ambos mostram eficiéncia para a
identificacdo e selec¢édo de genotipos resistentes a M. enterolobii. Devido ao fato do
critério proposto por Moura e Régis (1987) ser mais abrangente, oferecendo seis
classes de classificacédo (AS, S, PR, MR, R e AR), em detrimento de apenas trés
(imune, resistente e suscetivel) de Oostenbrink (1966), é possivel estabelecer
melhor triagem dos genotipos a serem selecionados proporcionando identificacao
de niveis intermediarios da resisténcia (Ribeiro et al., 2019).

O melhoramento de plantas visando incorporar resisténcia a M. enterolobii
em novas opcdes de copas ou porta-enxertos para a goiabeira por meio da
hibridacao interespecifica mostrou-se viavel no trabalho de Ribeiro et al. (2019) e
foi confirmado no presente trabalho no qual a resisténcia foi encontrada novamente
nas familias oriundas da autofecundacao de flores desses hibridos.

Esse trabalho corrobora o de Ribeiro et al. (2019) e aponta segregacao da
resisténcia quando os hibridos sédo propagados por via seminifera. Nesse trabalho
reforca-se a necessidade da propagacdo vegetativa dos individuos apds sua
selecdo quanto a resisténcia ao nematoide. Uma vez que a resisténcia ao
nematoide ndo foi encontrada em cultivares de goiabeira (Freitas et al., 2014;
Gomes et al.,, 2017), o caminho para introgressao de genes de resisténcia da

espécie P. cattleianum por meio da producao de hibridos interespecificos torna-se
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uma possibilidade consistente na obtenc&o de novas copas ou porta-enxertos para
a goiabeira. Neste trabalho verificou-se que a provavel autofecundacao das flores
de hibridos entre gendtipos suscetiveis e resistentes ao nematoide possibilitou um
novo ciclo de selecao de individuos resistentes.

A técnica da miniestaquia usada na propagacdo de todos 0s genotipos
utilizados nesse experimento possibilitou que clones de todos os individuos das trés
familias fossem mantidos em minijardins multiclonais, dessa forma, as plantas nas
quais a resisténcia foi encontrada, podem ser multiplicadas novamente, sem o risco
de perda de nenhum alelo de resisténcia.

Miniestacas de material juvenil de goiabeira e aracazeiros tiveram
enraizamento variando entre 90 e 100% de eficiéncia (Marinho et al. 2009 e Altoé
et al., 2011a) e seu potencial como ferramenta auxiliar para trabalhos de
melhoramento genético da goiabeira foi apontado pelos autores. No presente
trabalho a técnica também resultou em 100% de eficiéncia na multiplicacdo dos
genotipos antes destes serem destinados a avaliagdo da resisténcia ao nematoide.
A alta eficiéncia desse tipo de propagacéao esta relacionada, também, ao controle
da umidade no interior da camera de nebulizacdo e durante o processo de
aclimatacdo que podem ser visualizados na figura 12. Neste trabalho também foi
demonstrado que meios-irmaos de gendtipos com resisténcia comprovada nao
repetiram a resisténcia observada nos parentais. Assim, a clonagem prévia antes
das avaliacbes de resisténcia € uma metodologia a ser aplicada na selecdo de

gendtipos resistentes ao nematoide.
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5.2 Nimero de ovos/grama de raiz, fator de reproducéo e percentual de
reducado do FR (%) de trés familias de Psidium

A goiabeira ‘Paluma’ € uma cultivar conhecida pela sua suscetibilidade a
M. enterolobii (Gomes et al., 2017), e no presente trabalho pode-se comprovar essa
suscetibilidade, atestando a viabilidade do in6culo e do método de inoculacao.

Os dados referentes a numero de ovos/grama de raiz (NOJ/GR), fator de
reproducao (FR) e percentual de redugao do FR (PR%) dos acessos avaliados sao
apresentados natabela 2. A familia FA29 apresentou o menor NOJ/GR e FR, com
valores de 14,09 e 0,47, respectivamente, e o maior PR%, um total de 98,58,
diferindo significativamente dos demais, resultando na familia com os melhores
resultados em relacédo ao ataque do M. enterolobii. As familias FA121 e FA3 ndo
diferiram estatisticamente para essas trés variaveis, apesar da FAS ter valores um
pouco melhores.

Tabela 2. Numero de ovos/grama de raiz, Fator de reproducéo e percentual de
reducdo do FR (%) de gendtipos de trés familias de Psidium 135 dias apés a
inoculacdo com M. enterolobii, Fal21l e FA 29 com idade de 260 dias ap6s a
emergéncia e FA3 com idade de 500 dias ap0s a estaquia do porta-enxerto

NUumero de Fator de Percentual de
Familia ~ ~
ovos/grama reproducdo reducdao do
de raiz FR (%)
FA121 127,44 a 8,21 a 75,21 b
FA29 14,09 b 0,47 b 98,58 a
FA3 186,13 a 8,02a 75,82 b
CV (%) 34,26 14,82 2,86

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas na coluna, para a mesma caracteristica,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade.

O parasitismo de M. enterolobii ao sistema radicular das plantas de Psidium
causa galhas, nas quais estédo presentes massa de ovos do patdgeno (Fachinello
et al ., 2000). Na figura 13, pode-se observar diferentes niveis de galhas no sistema
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radicular das familias de Psidum. A goiabeira ‘Paluma’ e plantas suscetiveis da
FA121 e FA3 apresentaram esses sintomas, alguns individuos dessas mesmas
familias apresentaram pouca ou quase nenhuma presenca dessas galhas, e uma
baixa presencga de ovos e Jz resultando na classificacdo como plantas resistentes.
Todos os individuos de goiabeira ‘Paluma’ avaliados estavam acometidos por uma
grande quantidade de galhas, e alto fator de reproducéo, confirmando sua

suscetibilidade.

Figura 13. Sistema radicular de inviduos das familias de Psidium avaliados 135
apos inoculacdo com M. enterolobii, sendo: A = FA29; B = Goiabeira ‘Paluma’; C =
FA3 com numero pequeno de galhas; D = FA3 com numero alto de galhas; E =
FA121, numero pequeno de galhas; F = FA121, com numero alto de galhas.
Souza et al. (2018) avaliando o hibrido P. guajava x P. guineense,
encontraram resisténcia nesses genotipos, além de alta compatibilidade para uso
como porta-enxerto em cultivares de goiabeira. Esse material foi registrado e
protegido no Ministério da Agricultura, Pecuéria do Brasil e Abastecimento — MAPA,
com o nome BRS Guaraca, permitindo aos produtores multiplicar comercializar este

produto como medida de controle do nematoide em goiabeira.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-020-02161-z#ref-CR33
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Estudos tém sido realizados na tentativa de identificar espécies de Psidium
resistentes a M. enterolobii. Ribeiro et al. (2019), buscando selecionar hibridos de
Psidium spp. resistentes a M. enterolobii, mostraram que as estimativas de
correlagcbes genotipicas para as populacbes de Psidum estudadas foram
significativas e expressaram magnitudes elevadas para os tragos NOJ/GR, FR e
PR%. Indicando que essas variaveis (FR e 0o NOJ/GR), guardam estreita correlacéo
entre si, tanto em gendtipos com muita ou com poucas raizes. No presente trabalho

pode-se perceber que a familia menor NOJ/GR também teve menor FR.
5.3 Analises de caracteristicas biométricas

As médias referentes & massa fresca de raiz (MSR), volume radicular (VR),
massa seca de folhas (MSF) e massa seca de caule (MSC) das familias avaliadas
podem ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3. Médias da massa fresca de raizes, do volume de raizes, massa seca de
folhas, massa seca de caule e area foliar de gendétipos de trés familias de Psidium
135 dias ap0s a inoculacdo com M. enterolobii, Fal21l e FA 29 com idade de 260
dias apGs a emergéncia e FA3 com idade de 500 dias apds a estaquia do porta-
enxerto

Massa Volume de Massaseca Massa seca
Familia
frescade raizes de folhas (g) de caule (g)
raiz (g) (cm?) (MSF)
FA121 182,82 a 132,08 a 44,87 a 66,02 a
FA29 8791b 85,35 b 36,49 a 27,24 c
FA3 120,12 ab 107,39 ab 45,43 a 46,74 b
CV % 25,12 14,49 12,37 13,53

Médias seguidas das mesmas letras minUsculas na coluna, para a mesma caracteristica,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade.

FA121 foi oriunda de sementes de hibrido entre P. guajava x P. cattleianum;
FA3 foi oriunda de sementes de hibrido proveniente do cruzamento entre P.

guineense x P.cattleianum e FA29 de sementes de hibridos entre P. cattleianum x
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P. guineense. De forma geral, os individuos dessas familias apresentaram
fendtipos semelhantes aos dos genitores femininos que foram utilizados na

obtencéo dos hibridos (figura 14).

Al B

Figura 14. Individuos de cada uma das trés familias de Psidum, 130 dias apés a
inoculacdo com M. enterolobii. Sendo, A =FA121; B = FA29; C = FA3.

Carneiro et al. (2007) observaram que mudas seminiferas da goiabeira
'Paluma’, tiveram maior valor médio da massa de raizes em relacdo aos
aracazeiros P. friedrichsthalianium e P. cattleianum.

Oliveira et al. (2019) verificaram que a massa de raiz de ‘Paluma’ n&o foi
alterada de forma significativa quando o nimero de ovos inoculados foi aumentado,
de 600 para 1.200 e 2.000 , e quando comparado com 0s acessos de aracazeiros,
foram formados trés grupos, com a goiabeira ficando no grupo das maiores médias.
As mudas tinham entre 15 a 20 cm de altura, foram inoculadas e avaliadas ap6s
oito meses. Os autores verificaram massa do sistema radicular da goiabeira com
cerca de 27g e dos acessos de P. cattleyanum 'Red Araca’, 'Leodor' e 'Yacy' com
15, 7 e 7,1q, respectivamente.

Os dados referentes ao numero de folhas, altura de planta e diametro de
caule e area foliar (AF) das plantas das trés familias de Psidium avaliados podem

ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Numero de folhas, altura de planta e didametro de caule de gendétipos de
trés familias (FA) de Psidium 135 dias apdés a inoculacdo com M. enterolobii, FA121
e FA29 com idade de 260 dias apds a emergéncia e FA3 com idade de 500 dias
apos a estaquia do porta-enxerto

Familia Niumero de  Alturade Diametro de  Area foliar
folhas planta (cm) caule (mm) (dm?)
FA121 93,83 b 164,29 a 15,67 a 56,35 a
FA29 183,96 a 92,79 c 9,99 c 36,35b
FA3 83,31b 128,47 b 13,49 b 52,06 a
CV (%) 21,12 12,50 11,68 10,06

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas na coluna, para a mesma caracteristica,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade.

Pode-se perceber que a familia FA121 foi a que se mostrou mais vigorosa,
tendo os maiores valores de altura de planta, diametro de caule e area foliar, e 0
segundo maior valor para numero de folhas. Na FA3 observam-se valores
intermediarios entre as outras duas familias. Reforca-se aqui que a parte aérea
nesse tratamento € da goiabeira ‘Paluma’. Na FA29 foi observado o maior numero
de folhas, apesar de ter sido a familia que registrou 0 menor valor para area foliar.
A explicacéo para isso vem em funcéo do formato de folha das plantas dessa familia
ser diferente das outras duas, com menor area, mas em maior quantidade de
folhas, como pode-se observar na Figura 14.

Além da resisténcia a M. enterolobii, quando se pensa em genaétipos
resistentes para uso como porta-enxertos, busca-se ao mesmo tempo a
compatibilidade de enxertia do gendtipo selecionado com a goiabeira. Essa
resisténcia pode ser obtida em materiais anatomicamente incompativeis, como foi
visto no trabalho reportado por Freitas et al. (2014).

No trabalho anteriormente citado, P. cattleianum, P. friedrichsthalianum, e
P. rufum foram resistentes a Meloidogyne spp., entretanto ndo houve viabilidade da
combinacgao goiabeira sobre P. rufum, enquanto 50% das plantas enxertadas sobre

P. cattleianum ou P. Friedrichsthalianum sobreviveram em condi¢bes de campo.
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Robaina et al. (2012) constataram baixos indices de pegamentos de
subenxertia entre a goiabeira ‘Paluma’ e acessos de P. cattleianum, nao
observando funcionalidade do sistema vascular, o que foi atribuido a
incompatibilidade de enxertia entre as duas espécies ja sugerindo existir
incompatibilidade entre os tecidos da goiabeira com tais acessos. Robaina et al.
(2015), estudando o vigor e a compatibilidade da goiabeira ‘Paluma’ enxertada
sobre aracazeiros resistentes a M. enterolobii, verificaram que os genadtipos de P.
cattleianum tinham incompatibilidade quando usados como porta-enxertos para a
goiabeira ‘Paluma’, o que foi observado nitidamente aos 12 meses apods plantio no
campo.

Biazatti (2013) observou bom desenvolvimento da goiabeira ‘Paluma’
produzida por enxertia sobre P. guineense, apds o plantio no campo, e verificou-se
uma excelente unido de tecidos entre essas duas espécies, 0 que indica que essa
combinagcdo pode ter maior afinidade anatdbmica que a combinacdo P. guajava
sobre P. cattleianum.

Dessa forma, espera-se que genotipos das familias com fendtipos mais
préximos da goiabeira, como as familias FA121 e FA3 tenham maior afinidade de
enxertia com a goiabeira e, a0 mesmo tempo comportarem-se como porta-enxertos

mais vigorosos, atingindo o ponto de enxertia mais precocemente.
5.4 Analise de Indice SPAD

Na Figura 15, pode-se visualizar os indices SPAD apresentados pelas trés
familias de Psidium, durante cinco épocas avaliadas. Quando a folha nova (terceiro
par de folhas desenvolvido) foi usada como método de analise desse indice, as trés
familias iniciaram com valores de SPAD variando entre 41 e 44, a familia FA29
chegou a ter uma leve queda na segunda época, mas com o passar dos dias, esse
indice foi se elevando até atingir um indice de 58 na quarta época avaliada. As
familias FA121 e FA3 mantiveram seu crescimento linear, na primeira época
apresentavam indice SPAD em torno de 41 e 43, respectivamente e encerraram as
avaliacfes com esse indice em torno de 53.

Quando o indice SPAD foi avaliado na folha madura, houve maior variacéo
dos valores das familias durante as épocas. A familia FA121 foi a que teve um
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maior incremento durante as épocas, chegando ao indice de 53 na quinta época.
Na FA29 o indice foi caindo até a terceira época, e a partir da quarta teve um ganho,
permanecendo esse ganho durante a quinta época. J4 a FA3 teve um ganho no
indice até a terceira época, e nas duas épocas seguintes teve uma reducdo nos
seus valores.
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Figura 15. indice SPAD medido na folha nova nas familias FA121 (a), FA29 (b) e
FA3 (c); Indice SPAD medido na folha madura FA121 (d), FA29 (e) e FA3 (f).
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Durante as épocas avaliadas, pode-se perceber que ndo houve um declinio
nos valores do indice SPAD, o que pode ser um indicador de que a infeccdo como
M. enterolobi ndo afetou essa caracteristica fisioldgica das plantas, visto que com
0 passar dos 135 dias, houve o desenvolvimento do inéculo, que causaria um
amarelecimento das plantas e, consequentemente, diminuiria o indice SPAD.
Mesmo com a presenca do fitopatdogeno, as plantas conseguiram ter um bom
desenvolvimento, sem ter sido registrada nenhuma morte durante o periodo,
comprovando que o manejo usado nesse experimento foi adequado para a
avaliacao da resisténcia ao nematoide M. enterolobii.

A adubacdao utilizada, disponibilidade de agua necesséaria e o espaco do
vaso em que as plantas foram alocadas proporcionaram boas condi¢cdes para o
desenvolvimento da planta, mesmo com a presenca do nematoide no sistema
radicular. No intervalo de 135 dias, as plantas ndo tiveram uma queda no indice
SPAD, além de se manterem vigorosas. Diferindo de resultados encontrados por
Pereira et al. (2016), que observaram desenvolvimento das cultivares de Psidium
guajava inoculadas com M. enterolobii, nas quais houve reducdo na coloracao
verde das folhas, bem como diminuicdo do vigor das plantas avaliadas por meio de
aspectos visuais.

Rozane et al. (2009) estudaram as medidas de SPAD em goiabeiras
‘Paluma’ e ‘Século XXI', cultivadas em solugéo nutritiva completa, para observar
diferencas entre as cultivares, os tipos de folhas e cinco épocas de amostragem.
Concluiu-se que a leitura SPAD em mudas de goiabeira é diferente, quando é feita
em diferentes cultivares, tipos de folhas e épocas de amostragem. O terceiro par
de folhas mostrou-se o0 mais adequado para avaliar o estado nutricional do
nitrogénio nas plantas, a partir da leitura SPAD. As cultivares de goiabeiras tiveram
diferencas na leitura SPAD apenas na primeira e terceira época avaliada apés o
transplantio, independente do tipo de folha.

Chiamolera et al. (2018), avaliando o dossel de aragazeiros suscetiveis ao
M. enterolobii, seis meses apos a inoculacédo, verificaram sintomas secundarios no
dossel dessas plantas, como bronzeamento, amarelecimento e queda foliar, com
maior intensidade em P. guajava var. minor e Psidium sp. Os sintomas
secundarios foram causados devido aos danos sofridos pelo sistema radicular,

principalmente devido a sua redugdo, havendo menor absor¢do e transporte de
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adgua e nutrientes do solo, o que afetou o desenvolvimento e crescimento das
plantas. Além do déficit de nitrogénio, deficiéncias de fosforo, potassio e magnésio
também foram observadas nas folhas de espécies de aracas suscetiveis a M.
enterolobii. Gomes et al. (2008) mostraram que esses sintomas de deficiéncia foliar
de nitrogénio e outros nutrientes estdo associados a clorose, queimagdo nas
margens, murchamento e queda das folhas e sdo caracteristicos de plantas com
sintomas avancados de declinio.

Esses aspectos podem ser considerados para estabelecimento de
protocolos adequados que permitam a proliferacdo do nematoide nas raizes, mas
gue ndo matem as plantas em curto espaco de tempo. A adubacdo empregada
nesse trabalho pode ser extrapolada para outros trabalhos de sele¢éo de gendétipos
de Psidium quanto a sua resisténcia a M. enterolobii. O bom desenvolvimento das
plantas pode ser relacionado com a teoria da trofobiose, que mostra como 0s
mecanismos fisioldgicos do estresse, sdo capazes de motivar o estado em que
aminoacidos livres e acucares redutores estejam disponiveis para alimentacéo do
fitoparasita, sendo as praticas agricolas executadas conforme as necessidades da
cultura, um fator capaz de minimizar sua acéo deletéria (Vilanova e Silva Janior,
2009).


https://onlinelibrary-wiley.ez81.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1111/j.1439-0434.2010.01711.x#b11

52

6. RESUMO E CONCLUSOES

A goiaba é uma das frutas de maior importancia comercial da familia Myrtaceae, é
bastante apreciada pelo seu sabor, aroma caracteristico, e seu alto valor nutritivo.
Todavia, a goiabeira (Psidium guajava) é suscetivel ao nematoide Meloidogyne
enterolobi, que ataca seu sistema radicular e favorece o ataque do fungo
Neocosmospora falciformes, essa sinergia € denominada Declinio da goiabeira.
Isso tem dizimado pomares e aumentado riscos para novos plantios. A resisténcia
ao nematoide tem sido encontrada em genaétipos de varias espécies de aracazeiros,
0 que tem direcionado varios cruzamentos interespecificos, buscando-se ampliar a
variabilidade e possibilitar a selecdo de hibridos para uso como copas ou porta-
enxertos para a goiabeira. O objetivo desse trabalho foi efetuar um novo ciclo de
selecdo de individuos resistentes ao nematoide M. enterolobii em familias de
hibridos gerados por trés tipos de cruzamentos interespecificos. Uma nova
metodologia para essa selecdo foi proposta utilizando-se a miniestaquia precoce
para clonagem de todos os genaotipos anteriormente a inoculacédo, necessaria para
a avaliacdo da resisténcia. O delineamento experimental adotado foi em DIC, com
trés familias constituindo os tratamentos, 12 repeticbes e numero variavel de
plantas por parcela. A primeira familia foi obtida a partir da autofecundacéo de um
individuo proveniente do cruzamento entre P. guajava x P. cattleianum (FA121) e
a segunda pela autofecundacéo de outro individuo proveniente do cruzamento

entre P. cattleianum x P. guineense (FA29). O terceiro tratamento foi constituido
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por mudas da goiabeira ‘Paluma’ enxertadas sobre um pool de individuos derivados
do cruzamento de primeira geracdo de hibridos de P. guineense x P. cattleianum
(FA3). As plantas das duas primeiras familias foram obtidas por via seminifera,
enquanto as da FA3 foram obtidas por propagacao vegetativa, todas conduzidas
em vasos de 5L. Mudas da goiabeira ‘Paluma’ produzidas por estaquia foram
utilizadas como padréo de viabilidade do in6culo. Ao atingirem 6 a 8 pares de folhas,
todas as plantas foram inoculadas com suspensdo aquosa de M. enterolobii
contendo 2.000 ovos e Jz2, e foram feitas analises do indice SPAD até 135 apos a
inoculacdo. AplOs esse periodo, as plantas tiveram seu sistema radicular
processado para retirada dos ovos e Jz2, 0s quais foram contabilizados. As plantas
foram classificadas como imunes, resistentes ou suscetiveis a M. enterolobii de
acordo com o fator de reproducéo (FR) e percentual de reducédo do FR (PR%). Nas
plantas da FA121, sete foram classificadas como resistentes pelo FR, enquanto o
PR% classificou nove. J& na FA29 houve um maior nimero de plantas resistentes,
um total de 22 com o FR e 23 com PR%. Na FA3, apenas uma planta foi
considerada resistente pelos dois métodos de classificacdo. Diante disso, conclui-
se que: novos genotipos resistentes a M. enterolobii foram selecionados nas trés
familias, aumentando a variabilidade de materiais resistentes para avaliaces
posteriores, para uso CoOmo copas comerciais ou porta-enxertos; a familia do hibrido
P. guajava x P. cattleianum (FA121), mostrou-se com as melhores caracteristicas
biométricas para um possivel uso como copa ou porta-enxerto; 0 manejo utilizado
propiciou que as plantas ndo apresentassem na parte aérea, no periodo avaliado,
0s sintomas classicos do ataque do nematoide , como clorose e murcha, mesmo
as que tiveram o sistema radicular bastante atingido por galhas; um jardim
multiclonal, com os individuos resistentes, pdde ser estabelecido, e sera utilizado

para futuras pesquisas de avaliagdo agronoémica.
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