UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO

SEPHORA NEVES DA SILVA

DIVERSIDADE DE GENOTIPOS DE GOIABEIRAS POR
CARACTERES VEGETATIVOS E REPRODUTIVOS

ALEGRE - ES
2017



SEPHORA NEVES DA SILVA

DIVERSIDADE DE GENOTIPOS DE GOIABEIRAS POR
CARACTERES VEGETATIVOS E REPRODUTIVOS

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduacao em Genética e Melhoramento
do Centro de Ciéncias Agréirias e
Engenharias da Universidade Federal do
Espirito Santo, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de doutora em
Genética e Melhoramento, na area de
concentracdo em Biotecnologia.
Orientadora: Prof.” Dra. Marcia Flores da
Silva Ferreira.

ALEGRE, ES
2017



Dados Internacionais de Catalogacgio-na-publicacio (CIF)

(Biblioteca Setorial de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Bragil)

S586d

Silva, Séphora Neves da, 1985-

Diversidade de gendtipos de goiabeiras por caracteres vegetativos
e reprodutivos / Seéphora Neves da Silva. — 2017,

881 il

Orientador: Marcia Flores da Silva Ferreira.

Coorientador: Adésio Ferreira.

Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias.

1. Goiaba. 2. Plantas - Reprodugao. 3. Plantas - Melhoramento
Genético. 4. Poda. |. Ferreira, Marcia Flores da Silva. Il. Ferreira,
Adesio. lll. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias. IV. Titulo.

CDU:631.523




SEPHORA NEVES DA SILVA

DIVERSIDADE DE GENOTIPOS DE GOIABEIRAS POR CARACTERES
VEGETATIVOS E REPRODUTIVOS

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagfo em Genética e Melhoramento do Centro de
Ciéncias Agrdrias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo, como parte das
exigéncias para a obtengdo do titulo de Doutora em Genética e Melhoramento.

Aprovada em 12 de junho de 2017.

COMISSAO EXAMINADORA

77”7034 it Mo ol e (i
Prof.la Dra. Marcia Flores da Silva Ferreira

Universidade Federal do Espirito Santo
Orientadora

%J S/;f_/f///}ﬁj

Prof. Dr. Adés&%r-reira

Universidade Federal do Espirito Santo
Coorientador

Membro inte

Lo e

Prof. Dr. José Carlos Lopes
Universidade Federal do Espirito Santo
Membro externo ao PPGGM

e e e

Prof. Dr. Tércio da Silva de Souza

Instituto Federal do Espirito Santo

Membro externo a Universidade Federal do
Espirito Santo




Aos meus pais, dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, satide e sabedoria para enfrentar as dificuldades, principalmente

mostrando-me as saidas que eu ndo consigo enxergar.

Ao Centro de Ciéncias Agrérias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo e ao
Programa de P6s-Graduacdo em Genética e Melhoramento pela oportunidade de realizagdo

deste curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq, a Coordenacao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES, e a Fundagdo de Amparo a
Pesquisa e Inovagdo do Espirito Santo - FAPES, pela bolsa de doutorado e apoio financeiro

deste trabalho.

A minha orientadora, Prof. Dra. Marcia Flores da Silva Ferreira e ao meu coorientador Prof.
Dr. Adésio Ferreira, pela oportunidade em ser orientada por vocés. Agradeco os
ensinamentos, contribui¢des, por terem acreditado em mim e na minha capacidade, por
mostrarem meus defeitos e elogiarem minhas virtudes, pela dedicacdao, empenho e carinho.

Esta Tese também € resultado da confianca e da forca de vocés depositada em mim. Gratidao!

Aos Professores, Dra. Marcia Flores da Silva Ferreira, Dr. Adésio Ferreira, Dr. José Carlos
Lopes e Dr. Tércio da Silva de Souza por aceitarem participar na banca examinadora desta
Tese, que € fruto de muito trabalho, dedicacdo e aprendizado. Agradeco a oportunidade de
poder desfrutar do conhecimento de excelentes profissionais como vocés, enriquecendo este

trabalho.

Aos demais professores, técnicos e funcionédrios da Universidade Federal do Espirito Santo,
que contribuiram direta ou indiretamente para a minha formacdo académica, profissional e

pessoal.

Aos meus pais, pelo sacrificio, dedicagcdo, pela abdicacdo de tempo e de muitos projetos
pessoais para que eu tivesse a oportunidade de estudar e de ter uma boa formacao profissional
e pessoal. Eu devo tudo que sou a vocés! Se cheguei até aqui, foi porque vocés seguraram as
minhas maos, me educaram com amor, apoiaram minha caminhada, principalmente
sustentando-me nos momentos mais dificeis, aguentando o meu estresse e os periodos de

auséncia.



Ao meu noivo Gustavo, pelos inimeros abragos reconfortantes nos momentos de desespero,
por todo carinho e paciéncia comigo. Seu apoio incondicional, suas palavras de incentivos me

deram coragem para lutar e ndo desanimar.

Aos meus familiares e amigos, por sempre apoiarem meus estudos, fase muito importante em

minha vida.

A familia Alvarez, em especial a Regina, Eduardo, Rogério, Vera e Maria Helena, agradeco a
forca me dada. Foi com esta forca que eu consegui derrubar os obstaculos que surgiram nesta

caminhada.

Aos amigos da UFES, por todos os momentos de alegria compartilhados, em especial, aos
meus irmaos de laboratério: Carolina, José Henrique, Tiago Souza, Matheus, Liana
Mengarda, Luina Noia, Paula Mauri, Paula Vieira, Clemilton Alves, Ana Beatriz Passos,
Lidiane, Cintia e Ramon, pela amizade, companheirismo e ajuda. Uma equipe de trabalho
fantistica! Trabalhar ao lado de pessoas maravilhosas, companheiras e generosas, foi um
privilégio. Agradeco as conquistas que alcancamos juntos e as dificuldades que conseguimos
superar. Foram muitos momentos compartilhados que jamais esquecerei. Grata eternamente

por tudo o que vocés fizeram por mim!

Ao Instituto Federal do Espirito Santo — Ifes, a Diretora do Campus de Alegre, Maria Valdete
e aos demais colegas de trabalho, em especial, Angela, Juliana, Deila, Romulo, Sobreira,
Aline, Valdenise, Josy, Adriana, Prof®. Simia e Prof. Carlos Humberto, pelo apoio e suporte

dado para eu conseguir finalizar a tese.

Aos amigos José Claudio, Rosa, Chico, Deyse e familia, por possibilitarem a realizacdo do
experimento na propriedade de vocés, fornecendo todo apoio que precisdvamos, sempre com

muito carinho e atencdo. Sinto saudades!

Aos amigos Sr. Corti, Dona Isabel e Sr. Erli Ropke, juntamente a empresa Frucafé e seus

funcionarios, pelos ensinamentos técnicos em campo e por todo apoio fornecido.

E por fim, a todos aqueles que direta ou indiretamente fizeram parte desta vitdria, o meu

muito obrigado!



“Combati o bom combate, terminei minha

carreira, guardei a fé¢” (2 Timo6teo 4:7).



RESUMO

SILVA, Séphora Neves da. Diversidade de genétipos de goiabeiras por caracteres
vegetativos e reprodutivos. 2017. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento).
Universidade Federal do Espirito Santo. Orientadora: Dra. Marcia Flores da Silva Ferreira.

Coorientador: Dr. Adésio Ferreira.

A produgdo de goiaba estd relacionada ao florescimento e a frutificacio das plantas.
Conhecimentos sobre a diversidade dos genoétipos de goiabeiras durante o ciclo produtivo, nas
fases vegetativa e reprodutiva, assim como sobre a viabilidade polinica, sdo necessarias no
cultivo dos genétipos visando a melhoria da producdo e da qualidade dos frutos. Estas
informacdes também podem ser usadas em programas de melhoramento da cultura, na
obtencdo de gendtipos superiores. Com este trabalho objetivou-se conhecer a diversidade de
goiabeiras por caracteristicas vegetativas e reprodutivas durante o ciclo de producdo em duas
épocas de podas, assim como estudar a viabilidade polinica em diferentes ambientes e ciclos
de producdo. A diversidade de goiabeiras foi estimada pela andlise temporal de sete caracteres
vegetativos e oito reprodutivos em 22 genétipos € em duas podas de producdo (verdo e
inverno), assim como por marcadores microssatelites e informacdes quanto a ocorréncia de
patdgenos e pragas em campo. Por meio de andlises de agrupamentos foram observados
padrées de comportamento vegetativo, reprodutivo e de possivel resisténcia em campo, bem
como de polimorfismos moleculares. A diversidade genética avaliada por marcadores
moleculares contribuiu para a identificacdo de padrdes da similaridade genética e morfoldgica
nos gendtipos Cortibel 7 e 8, que foram os mais similares. O comportamento dos gendtipos
foi influenciado pela época de poda. O gendtipo Cortibel 8 apresentou um curto ciclo de
florescimento e frutos grandes nas duas podas. Cortibel 11 apresentou maior possibilidade de
resisténcia a patdogenos e pragas. A viabilidade polinica foi obtida para os 22 gendtipos em
dois ciclos de producdo e em dois ambientes por métodos colorimétricos. Parametros
genéticos foram estimados por modelos mistos. A viabilidade polinica dos gendtipos foi alta e
influenciada pelo ambiente nas primeiras safras. Em conjunto, os resultados trazem
informacdes relevantes para a cultura, pela influéncia das caracteristicas avaliadas na

producdo e na qualidade de frutos de goiabeiras.

Palavras-chave: Psidium guajava L., podas de verdo e inverno, ciclos de produgao,

melhoramento de plantas, sele¢dao de plantas.



ABSTRACT

SILVA, Séphora Neves da. Diversity of guava genotypes based on vegetative and
reproductive traits. 2017. Thesis (Doctorate in Genetics and Plant Breeding). Federal
University of Espirito Santo. Advisor: Dra. Marcia Flores da Silva Ferreira. Co-advisors: Dr.

Adésio Ferreira.

The guava crop yield is influenced by plant flowering and fruiting stages. Additional
knowledge is needed on the diversity of guava genotypes during the vegetative and
reproductive stages as well as on pollen viability. This information will help to identify crop
management practices aiming to improve fruit production and quality. This information can
also be used in breeding programs in the selection of high quality genotypes. The objective of
this work was to investigate the diversity of guava genotypes, expressed by vegetative and
reproductive characteristics during the crop cycle in two pruning seasons, as well as to study
pollen viability under different growing seasons and locations. The guava genotype diversity
was verified by the temporal evaluation of seven vegetative characters and eight reproductive
traits for 22 genotypes and two production pruning: summer and winter. In addition, the crop
diversity was also assessed using microsatellite markers and based on the occurrence of pests
and diseases in the field. Cluster analyzes were used to identify patterns of vegetative and
reproductive plant behavior, possible pest and disease resistance and molecular
polymorphisms. The genetic diversity, evaluated though molecular markers, allowed the
identification of similar genetic and morphological patterns for the genotypes Cortibel 7 and
8, which were the most similar among all guava genotypes. The genotypic behavior was
influenced by the pruning period. The genotype Cortibel 8 showed a short flowering cycle and
large fruit sizes for the two pruning periods. Cortibel 11 showed a possible resistance to pests
and diseases. The pollen viability was obtained using colorimetric methods for the 22
genotypes during two growing seasons and two locations. Genetic parameters were estimated
using mixed models. The genotype pollen viability was high and influenced by the
environment conditions during the first growing seasons. Overall, those results provide
relevant information for the guava crop, considering the importance of the reproductive and

fruit quality parameter evaluated.

Keywords: Psidium guajava L., Summer and winter pruning, production cycles, plant

breeding, Plant selection.
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1. INTRODUCAO GERAL

A goiabeira (Psidium guajava L.) é uma espécie de destaque econdmico para o
Brasil, por sua producio de frutos. E cultivada em quase todos os estados brasileiros
(POMMER et al., 2012), e o pais esta entre os maiores produtores mundiais de goiaba,
juntamente com a India, Paquistao, México, Tailandia, Peru, Filipinas (PEREIRA;
NACHTIGAL, 2009; NIMISHA et al., 2013).

O importante espaco da goiabeira no agronegdcio deve-se as apreciiveis
caracteristicas do seu fruto como: sabor, aspecto, riqueza em nutrientes (calcio, zinco,
fosforo, ferro e vitaminas) (SINGH, 2005), e forma de consumo: in natura ou
processada (NIMISHA et al., 2013), aliada aos baixos custos de cultivo (RODRIGUEZ
et al., 2010), facilidade de manejo e vasta distribuicdo em paises tropicais e subtropicais
(NIMISHA et al., 2013).

Existem muitas cultivares de “goiabeiras” no mundo (GONZAGA NETO, 1999;
NIMISHA et al., 2013). No Brasil, entre as principais variedades comerciais, destaca-se
a Paluma pelo amplo cultivo (PEREIRA; KAVATI, 2011). No ano de 2014, foram
registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA as
cultivares de goiabeiras Cortibel Branca LG; Cortibel Branca RM; Cortibel LG;
Cortibel LM; Cortibel RG, Cortibel RM e Cortibel SLG, que estdo ganhando mercado
por apresentarem grande potencial para producdo e comercializa¢do. No entanto, outros
materiais tém surgido, sendo importante conhecer as caracteristicas e potencialidades
para as diferentes condi¢des ambientais.

O desenvolvimento de grande parte das cultivares comerciais de goiabeiras no
Brasil € originado de pesquisas agronOmicas, referentes ao melhoramento genético da
cultura, utilizando materiais importados (PEREIRA; NACHTIGAL, 2002; POMMER
2012). Além disso, cultivares foram obtidas por selecdo feita pelos proprios produtores,
observando e escolhendo as plantas superiores em seus pomares, O que estd
possibilitando ganhos importantes para os cultivos.

Os programas de melhoramento buscam cultivares precoces, com frutos de
tamanho uniforme, resistentes a pragas e doencas. Também é importante a arquitetura
adequada ao adensamento, com facilidade de propagacdo vegetativa (NATALE;
PRADO, 2004) e com bom desempenho em diferentes condigdes ambientais

(PEREIRA; NACHTIGAL, 2002; NIMISHA et al., 2013).
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Na busca de cultivares que atendam as caracteristicas de interesse do mercado
consumidor sdo necessarios estudos sobre o comportamento dos gendtipos (COSER et
al., 2014) nas fases vegetativas e reprodutivas (LARCHER, 2006) fornecendo
informacdes sobre as causas e as manifestacdes morfofisiologicas dos fendmenos de
brotagdo, floracdo e frutificacio das plantas. Também € importante verificar a
viabilidade de pdlen (SOUZA et al., 2004), a densidade de flores, o indice de frutos
formados, o tamanho dos frutos, e fatores relacionados ao manejo das plantas que
afetam expressivamente a floracao e a frutificacio (JUTAMANEE et al., 2000).

Considerando que a produgdo dos gendtipos de goiabeira esta relacionada ao
florescimento e a frutificacdo (CORREA et al, 2002), e que variagcdes nas
caracteristicas das plantas ocorrem devido a diferentes manejos e condi¢des ambientais
(NIMISHA et al., 2013), estudos para a caracterizacdo dos genétipos de goiabeiras em
pomar de producdo sdo necessarios. O conhecimento de aspectos vegetativos e
reprodutivos dos gendtipos fornece informagdes que poderdo ser uma alternativa para
inovacao de praticas de condug¢ao das plantas, visando aumento de produgao.

Outro fator importante para o cultivo de goiabeiras € o conhecimento sobre a
viabilidade polinica (NASCIMENTO; TORRES; LIMA, 2003; MUNHOZ et al., 2008),
principalmente, porque foram relatadas perdas na producdo de frutos oriundos de
autopolinizacdo, devido a fendmenos de autoincompatibilidade (ALVES; FREITAS,
2007). Também foram relatadas influéncias do gendtipo doador de pdlen nas
caracteristicas de diametro e peso do fruto (USMAN et al.,, 2013), sugerindo a
possibilidade de selecionar gendtipos polinizadores para a constitui¢do de um pomar
comercial visando aumentar a produtividade e a qualidade dos frutos. Assim, sdo
necessarios estudos sobre caracteristicas relacionadas a viabilidade polinica na espécie.

Entraves na implantacdo da cultura estdo relacionados ao desconhecimento dos
produtores quanto ao cultivo. Estudos como este poderdo contribuir para o
conhecimento biolégico dos materiais, que poderdo ser usados para auxiliar na
programacao dos tratos culturais e fitossanitarios, principalmente porque a producio de
goiabas € afetada pela presenca de patdgenos e pragas (BOTI et al., 2016). Assim,
observacgdes quanto a ocorréncia de pragas e doengcas em campo sdo importantes para
selecionar gendtipos potencialmente resistentes. Com este trabalho objetivou-se
fornecer informacgdes e auxilio aos programas de melhoramento da cultura e gerar

orientacOes sobre o cultivo de diferentes gendtipos de forma a proporcionar iniciativas
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para melhoria da produc¢do, com a expansdo das éareas cultivadas, aumento da

produtividade e da qualidade dos frutos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Conhecer a diversidade de goiabeiras por caracteristicas vegetativas e
reprodutivas durante o ciclo de produgdo em duas épocas de podas, assim como estudar

a viabilidade polinica em diferentes ambientes e ciclos de producao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar a diversidade no comportamento fendtipico quanto as fases vegetativa e
reprodutiva de 22 gendtipos de goiabeiras em ciclos de produ¢do no verdo e no inverno;
- Verificar a diversidade dos gendtipos de goiabeiras quanto a ocorréncia de patogenos
em campo em ciclos de produgdo no verdo e no inverno;

- Estudar a diversidade dos gendtipos de goiabeiras por marcadores microssatélites,
comparando os dados de diversidade fenotipica buscando identificar padrdes
morfoldgicos relacionados a diferenciagdo genética;

- Agrupar genétipos de comportamentos semelhantes para os diferentes tipos de
caracteres;

- Estudar a viabilidade polinica em 22 genétipos de goiabeiras em diferentes ciclos de
producdo e de ambientes;

- Estimar parametros genéticos para a caracteristica viabilidade polinica;

- Identificar gendtipos para programas de melhoramento e fornecer subsidios ao

desenvolvimento de novas tecnologias de produgdo para a cultura da goiabeira.
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ARTIGO I

Diversidade de goiabeiras por caracteres vegetativos e reprodutivos, ocorréncia de
patégenos e por marcadores em dois ciclos de producio: verao e inverno

RESUMO A duracdo das fases vegetativa e reprodutiva de goiabeiras é influenciada
pelo genoétipo, pelas condi¢des edafoclimaticas e pelo manejo da cultura, podendo ser
relacionada a produgdo. Com este trabalho objetivou-se conhecer a diversidade de 22
gendtipos de goiabeiras nas fases vegetativa e reprodutiva em dois ciclos de produgao
(verdo e inverno), bem como a diversidade quanto a ocorréncia de patdgenos e pragas e
por marcadores moleculares de DNA, visando identificar padrdoes nos genotipos quanto
ao ciclo de producdo. Por andlises de agrupamento observou-se padroes de
comportamento vegetativo (ramos e brotos), reprodutivo (flores e frutos) e de
ocorréncia de patégenos e pragas. Os grupos formados foram comparados entre si e com
dados de diversidade obtidos por marcadores moleculares. A diversidade genética
avaliada por marcadores moleculares contribuiu para a identificacdo de padrdes da
similaridade genética e morfologica nos gendtipos C7 e C8, que foram os mais
similares. Em geral, os genétipos apresentaram grande variabilidade genotipica. A
maior variacdo entre os gendtipos para os caracteres morfoldgicos foi observado na
fase reprodutiva. O comportamento dos genétipos foi influenciado pela época de poda.
O menor ciclo de producdo foi no verdo (185 dias desde a poda até a colheita). O
gendtipo C8 apresentou frutos maiores, independente do ciclo de producdo. O gendtipo
C11 apresentou menor ocorréncia de patdgenos e pragas. O gendtipo C14 produziu
maior nimero de frutos de tamanho médio, com boas taxas de frutos formados. Esta
cultivar apresentou potencial para plantios adensados. A cultivar Século XXI,
apresentou elevado nimeros de frutos de tamanho mediano independente da época de

poda.

Palavras-chave: Psidium guajava L., fase vegetativa e reprodutiva, microssatélites,

podas.
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Diversity of guavas based on vegetative, reproductive, pathogen and molecular

occurrence in two production cycles: summer and winter

ABSTRACT: The length of those stages is related to the genotype, climate, soil and
management conditions of the crop. The objective of this study was to evaluate the
vegetative and reproductive diversity of 22 guava genotypes in two growing seasons
(summer and winter), as well as to study the diversity of genotypes based on the
occurrence of pathogens and pests and DNA molecular markers, aiming to identify
genotypic patterns related to the crop cycle. Vegetative behavior (branches and shoots),
reproductive performance (flowers and fruits) and pathogen and pest occurrence were
observed by cluster analysis. The groups formed were compared to each other and with
diversity data obtained by molecular markers. The shorter growing season was in the
summer (185 days from pruning to harvest). In general, the genotypes presented great
genotype variability. The lowest variation among the genotypes was observed for the
vegetative characters. By the analysis of phenotypic and genotypic diversity, the most
similar genotypes were C7 and C8. The C8 genotype produced larger fruits, regardless
of the growing season. C14 produced a larger number of fruits of medium size, with
good fruit rates formed. This cultivar presented potential for densified plantings. The
C11 genotype presented a lower occurrence of pathogens and pests. The guava variety

21% century showed large number of medium size fruit regardless of the time of year.

Keywords: Psidium guajava L., reproductive and vegetative stages, microssatelite

makers, prunning.
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1. INTRODUCAO

A cultura da goiabeira (Psidium guajaval..) tem grande importancia
socioecondmica, e € cultivada em varios paises tropicais e subtropicais (RAJ et al.,
2012). Apresenta destaque na producdo de frutos para consumo in natura e para fins
agroindustriais (NIMISHA et al., 2013). Possui também finalidade medicinal,
cosmética, dentre outras (CHEN; YEN, 2006; SANTOS-LIMA et al., 2016; SOLIMAN
et al., 2016; KAUR et al., 2017).

As demandas da cadeia produtiva de frutos de goiaba, sdo de cultivares
precoces, com frutos de tamanho uniforme, porte e arquitetura adequados ao
adensamento, tolerincia as condi¢cdes ambientais adversas e resisténcia a pragas e
insetos (PEREIRA; NACHTIGAL, 2002; NIMISHA et al., 2013). Assim, a
caracterizacdo e o desenvolvimento de germoplasma sdao necessarios para a obtencdo de
cultivares mais produtivas, € com caracteristicas agrondmicas e botanicas desejadas
(BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006).

No melhoramento genético € fundamental o conhecimento da diversidade dos
gendtipos para fins de selecdo (COSER et al., 2014). Neste sentido, estudos
relacionados aos aspectos vegetativos e reprodutivos das plantas podem ser empregados
na mensuracdo da diversidade dos gendtipos (LARCHER, 2006; SINGH et al., 2016),
no que se refere a brotacdo, ao crescimento dos ramos, a floracdo e a frutificacio
(MORELLATO et al., 2000). Estas informagdes facilitam no planejamento de podas,
nos tratos culturais e na colheita de frutos para comercializagao (HOJO et al., 2007). No
entanto, a ocorréncia de pragas e doencas em campo, também sdo importantes
informacdes, visando selecionar gendtipos potencialmente resistentes. A variagdo
fenotipica observada pode ocorrer devido a variacdo genética e ambiental. A
variabilidade genética pode ser mensurada com o uso de marcadores moleculares de
DNA, nio influenciados pelo ambiente (COSTA et al., 2011).

A goiabeira é uma espécie com sistema de reprodu¢do misto, preferencialmente
alogama (CHANDRA; MISHA, 2007). Nas plantas, o periodo de emissdo de flores e
frutos variam entre gendtipos e a passagem da fase vegetativa a reprodutiva compreende
uma sequéncia de eventos de natureza bioquimica e morfologica (TAIZ; ZEIGER,
2013). Estudos do comportamento dos gendtipos desde a poda até a completa maturagdo

dos frutos sdo importantes, uma vez que geram informagdes de interesse quanto aos
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aspectos biologicos, as quais possibilitam o manejo adequado e a indicacdo de materiais
adaptados para a regido (DENEGA; BIASI; ZANETTE, 2010; RAMOS et al., 2011).
Infomacgdes sobre aspectos dos ciclos de producdo e das fases vegetativas e
reprodutivas de goiabeiras sdo escassas e restritas a poucas cultivares. Estudos com
goiabeiras evidenciam que a producao dos gendtipos esté relacionada ao florescimento e
a frutificacio (CORREA et al., 2002). O inicio e o tempo de duracio das fases
vegetativas e reprodutivas variam em fun¢do do gendtipo, das condicdes
edafocliméticas e do manejo da cultura (SERRANO et al., 2008; RAMOS et al., 2011).
Estas informacdes podem ser utilizadas para a identificacdo de gendtipos, que possam
melhorar a cadeia produtiva da goiabeira, relacionando o tempo de florescimento com o
aumento da producdo (DENEGA; BIASI; ZANETTE, 2010; RAMOS et al., 2011).
Com este trabalho, objetivou-se conhecer a diversidade de 22 gendtipos de
goiabeiras nas fases vegetativa e reprodutiva durante dois ciclos de produgdo (verdo e
inverno), a diversidade dos gendtipos quanto a ocorréncia de patdgenos e pragas e por
marcadores moleculares de DNA, visando identificar padrdes nos gendtipos quanto ao

ciclo de produgao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no Municipio de Mimoso do Sul, estado do Espirito
Santo, latitude de 21°01'12,99"S e longitude 41°17'13,48"W, a 250 m de altitude. O
clima da regido € classificado como Aw (Tropical com chuva no verdo) de acordo com
Koppen e Geiger (1992).

O pomar experimental foi implantado em mar¢o de 2012, com delineamento em
blocos casualizados, contendo 22 gendtipos de goiabeiras, no espacamento de 6,0 x 4,0
m, distribuidos em trés blocos, contendo parcelas de duas plantas por gendtipo,
totalizando 44 plantas por bloco e 132 plantas no experimento. Foi considerada como
parcela ttil a primeira planta de cada gendtipo por bloco.

Dos 22 genétipos de goiabeira estudados, doze sdo cultivares comerciais:
Cortibel LG (C1), Cortibel LM (C2), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel RM (C6),
Cortibel Branca RM (C8), Cortibel RG (C14), Cortibel SLG (C15); Roxa (RO); Petri
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(PE); Pedro Sato (PS); Século XXI (SXXI); Paluma (PA) e dez sdo genétipos obtidos
por selecao massal em pomar de origem seminal, denominados de Cortibel (C3; C5; C7;
C9; C10; C11; C12; C13; C16; C17). Destes, os gendtipos C4, C8, C13 apresentam
polpa branca, e os demais gendtipos de Cortibel e as cultivares Paluma, Pedro Sato,
Petri e Século XXI apresentam coloragdo de polpa variando de rosa a categorias laranja
rosadas, enquanto a cultivar roxa, tem coloracdo de polpa roxa.

As plantas foram submetidas a adubagdo e irrigacao suplementar pelo sistema de
microaspersao, fundamentadas em recomendacdes baseadas em resultados de analises

quimicas do solo e na necessidade hidrica da cultura.

2.2 AVALIACOES FENOTIPICAS

As avaliagdes fenotipicas ocorreram entre setembro de 2014 a dezembro de
2015, durante dois ciclos de producdo com a terceira e quarta poda de frutificagdo, do
tipo continuo. O primeiro ciclo foi iniciado em 26/09/2014, com a poda realizada no
verdo (PV) nas plantas com 30 meses. O segundo teve inicio na poda de inverno (PI),
realizada em 13/05/2015, nas plantas com 38 meses.

Nas avaliacdes foram mensurados os caracteres vegetativos, reprodutivos e
relacionados a ocorréncia de patdgenos e pragas ou danos fisicos.

Quanto aos caracteres vegetativos foram avaliados:

Incremento do diametro do ramo ortotrépico (IDO) — média de trés medicoes
feitas no caule: a 5 cm do solo, na regido mediana do caule, e a 5 cm abaixo do ponto de
insercao do ultimo ramo plagiotrépico, realizadas nas plantas aos 32, 33, 35, 40, 43 e¢ 45
meses de idade, ao longo dos dois ciclos de producao, com uso do paquimetro digital
(0,01 mm). O resultado, em milimetros foi calculado como incremento de crescimento,
pela diferenca das observacdes entre a avaliac@o atual e a anterior;

Incremento do diametro das bases dos ramos plagiotropicos (IDP) — medido
com paquimetro digital, o diametro da base dos ramos plagiotropicos das plantas aos 32,
33, 35, 40, 43 e 45 meses de idade ao longo dos dois ciclos de producdo. A partir destes
dados foi calculado o incremento em milimetros, conforme calculado para IDO;

Distancia de entreno no broto (DEB) — média, em centimetros, da distincia de

entrend de cinco brotos selecionados aleatoriamente nas plantas com 31 meses de idade;
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Distancia de entrendé no ramo plagiotrépico (DEP) — média, em centimetros,
da distancia de entrend de cinco pontos dos ramos plagiotrépicos, escolhidos
aleatoriamente em plantas com 31 meses de idade;

Incremento dos ramos do ano (IRA) — comprimento de quatro ramos
plagiotropicos, pré-selecionados e marcados (um por quadrante), obtido com auxilio de
uma trena, aos 45, 75, 85, 135 e 215 dias ap6s a poda de verdo (PV) e aos 75, 115, 135 e
215 dias ap6s a poda de inverno (PI). O resultado, em metros, em cada periodo, foi
calculado conforme descrito no IDO;

Nimero de brotos no ramo do ano (NBRA) — quantidade de brotos emitidos
25 dias ap6s a PV e 30 dias ap6s a PI;

Comprimento dos brotos no ramo do ano (CBRA) — média, em milimetros,
dos comprimentos de cinco brotos selecionados aleatoriamente nos ramos do ano
marcado, avaliacdo realizada por paquimetro digital, aos 25 dias apds a PV e 30 dias
apo6s a PL.

Quanto aos caracteres reprodutivos foram verificados a ocorréncia de Botao
floral (BF), Flor aberta (FA) e Frutos (FR) avaliados de forma bindria, para presenca
e auséncia, durante os dois ciclos de produ¢do. Nos ramos do ano marcados foram
obtidas médias da avaliacio do nimero de Botao floral (NBF), Flor aberta (NFA),
aos 65 dias ap6s a PV e aos 90 dias apds a PI, e o do nimero de Frutos (NFR), aos
135 dias apds as PV e na PI, época em que as estruturas reprodutivas estavam presentes
em todos genétipos. Usando os dados de NBF, NFA e NFR foram calculados o
percentual de frutos formados dos frutos, onde % PEG = (NFR x 100)/(NBF + NFA).

O comprimento de frutos (CF) e didmetro de frutos (DF) foram avaliados
com paquimetro digital, em milimetros, aos 75, 85, 110, 135, 170, 185 e 220 dias apds a
PV e aos 115, 135, 155 e 215 dias ap6s a PI, pela avaliacdo dos cinco maiores frutos,
selecionados aleatoriamente em cada periodo. O ponto de colheita foi aos 185 dias apos
a PV e 215 dias ap6s a PI, quando os frutos apresentaram a cor da casca no estagio de
maturacdo 3 (verde-amarela) (AZZOLINI; JACOMINO; BRON, 2004; CAVALINI
et al., 2006).

A ocorréncia de patdgenos e pragas em campo foram anotadas de forma binéria,
para presenga e auséncia na planta, nas duas épocas de avaliagdo. Foram contabilizados
como presenca quando se verificava visualmente, patégenos e pragas com danos

relacionados a sua presenca. Assim, foram anotadas as presencas de:
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Ferrugem (FE) — massa pulverulenta de coloragdo amarelada nas folhas ou em
frutos com lesdes corticosas, sintomas da doenca (JUNQUEIRA et al., 2001);

Cochonilha (CO) — cochonilha revestida de cera branca encontrada nos ramos
(BOTTI et al., 2016);

Percevejo (PC) — frutos deformados, manchados e com lesdes ou necrose dos
tecidos superficiais, de coloracdo escura e com consisténcia dura (BOTI et al., 2016);

Psilideo (PSL) — folhas deformadas com enrolamento das bordas e com a
coloracdo variando do amarelecimento até o amarronzado, caracteristico do tecido
necrosado (BOTI et al., 2016).

Também foi anotada a presenca de Galhos rachados (GR), como um tipo de
dano fisico.

Para andlise da diversidade, nos dados binarios foi realizada a média das plantas
dos trés blocos, onde os valores: 0,33; 0,66 e 1,0 significam a propor¢do de plantas do

mesmo genotipo, para uma, duas ou trés plantas, respectivamente.

2.3 ANALISES POR MARCADOR MICROSSATELITE

Folhas jovens dos 22 gendtipos foram coletadas para a extracdo de DNA,
seguindo-se o método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). A concentracdo e integridade
do DNA foram estimadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio e por espectrofotometria. Para a genotipagem foram utilizados 16 primers
microssatélites previamente desenvolvidos para Psidium guajava L. (RISTERUCCI et
al., 2005; GUAVAMAP, 2008). As reagoes de PCR foram feitas com um volume final
de 15 uL, contendo: 50 ng de DNA, 1 X de tampao, 1 U Tag DNA polimerase, 0,3 mM
de cada primer F/R, 0,2 mM de dNTP e 1,5 mM de MgCl,. As amplificacdes ocorreram
em termociclador sob as seguintes condi¢des: quatro minutos, a 94 °C; 30 ciclos com 45
segundos, a 94 °C; um minuto, a 55 °C e dois minutos, a 72 °C; extensao final de quatro
minutos, a 72 °C. Os produtos de PCR foram separados e visualizados por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) corados com gel red (1:500). Como
marcador de peso molecular utilizou-se o padraio DNA Ladder de 100 pb.

Posteriormente, os géis foram fotodocumentados sob luz UV.
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2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram submetidos a andlises multicategdricas bindria e
quantitativa. As médias foram obtidas considerando as trés plantas do bloco, e para os
caracteres que apresentaram mais de uma avaliacdo, foram consideradas os resultados
de todas as avaliagdes. Foram obtidas as distancias euclidianas média padronizada entre
gendtipos para dados moleculares e para cada grupo de caracteres fenotipicos:
vegetativos, reprodutivos e de ocorréncia a patdégenos e pragas em campo. Em seguida,
efetuou-se a andlise de agrupamento dos gendtipos pelo método UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Arithmetic averages). A correlacio entre os agrupamentos foi
verificada pelo teste de Mantel, utilizando-se as matrizes de distancia. Analises
descritivas foram usadas para verificar diversidade entre os genoétipos, utilizando-se
graficos de radar para cada variavel. A correlacdo canodnica foi obtida com o uso da
matriz de correlacdo fenotipica resultante da ANOVA entre pares de caracteres e a
significancia dos resultados foram verificada pelo teste de Qui-quadrado. Para as
andlises foram utilizados os programas estatisticos R (TEAM, 2017) e Genes (CRUZ,
2012).



31

3. RESULTADOS

3.1 DIVERSIDADE NA FASE VEGETATIVA

Os genoétipos apresentaram diversidade nos caracteres vegetativos e as médias
foram apresentadas na Tabela 1. Ao final de 45 meses de idade na maioria dos
genotipos (77%), foi verificado um maior incremento de diametros do ramo ortotropico
em relacdo aos plagiotropicos, exceto para C2, C10, C12, C15 e Paluma. O genétipo C9
apresentou o maior incremento de didmetros do ramo ortotrépico e C17 e C12 o maior
incremento de didmetros do ramo plagiotropico. Os menores incrementos dos didmetros

dos ramos ortotropicos foram observados na e dos ramos plagiotrépicos foi no genotipo
Cl4.
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Tabela 1. Médias das plantas para as variaveis (Var) fenotipicas avaliadas em 22 genotipos de goiabeiras nas fases vegetativas (Veg) e reprodutivas (Rep) durante o
ciclo de producio com a poda realizada no verao (PV) e no inverno (PI)

Gen6tipos de goiabeiras

Fase Var Poda Cl C2 C3 c4 C5 C6 C7T C8 (C9 CI10 CI11 Cl12 CI13 Cl4 CI5 Cl6 Cl17 RO PE PS SXXI PA Méd
IDO - 3,32 3,11 3,56 4,03 4,05 336 3,38 3,72 4,817 3,07 401 3,72 3,68 346 3,74 330 2,78 3,30 4,09 3,56 424 3,50 3,63
IDP - 2,62 4,07 2,66 2,67 255 323 225 295 328 335 2,82 4,127 2,61 199° 3,79 2,59 2,58 266 3,76 2,82 327 390 3,02
DEB - 1,96 1,505 225 229 2,04 2,71 229 242 2,08 2,09 225 1,79 345 246 223 1,65 2,00 1,99 208 2,10 1,79 1,53 2,13
DEP - 488 4,63 4,78 479 4,63 4,69 483 467 5427 478 496 4,69 507 474 5,17 4,68 523 495 436 513 4,88 489 486
Veg IRA PV 0,22 0,17 021 021 020 022 023 021 022 023 021 022 022 020 020 020 023 0,16~ 0,17 023 023 022 021
PI 0,22 0,19 024 021 0,19 021 028 027 026 025 0,19 028 026 023 021 027 025 023 021 026 025 025 0,24
NBRA PV 8 137 10 12 10 10 10 9 10 10 10 10 10 10 8° 8 11 9 9 10 9 12 10
PI 9 12 6° 11 14 12 13 14 13 10 12 11 12 15 14 18 14 207 11 10 16 13 13
CBRA PV 5,75 7,31 4,165 7917 523 728 543 6,06 550 578 564 564 523 750 564 636 572 6,79 482 558 499 6,15 593
PI 236 5,19 1,88° 3,63 3,17 6,18 520 441 335 433 436 432 380 4,99 3,68 491 4,14 475 4,11 294 357 327 4,02
NBF PV 12 128 267 17 13 18 18 16 23 24 26 14 16 21 21 22 12 17 22 15 23 24 18
PI 11 22 26” 14 12 12 20 10 17 24 11 10 7 15 8 21 13 14 16 11 19 9 15
NFA PV 7 12 8 7 5 11 8 5 15” 7 6 13 4 9 2" 5 7 8 7 8 6 8
PI 2 9 1 2 0° 7 2 4 4 3 6 2 2 2 1 7 4 4 3 3 8 5 4
NFR PV 12 17 21 19 16 20 260 20 20 23 15 18 16 23 17 17 18 14 22 17 26 24 19
Rep PI 7 18” 10 8 6° 12 12 10 12 13 18 10 9 15 8 15 9 10 13 12 16 12 12
CF PV 69 59 65 52 62 80 61 817 61 62 58 54 56 66 74 59 65 50 61 63 65~ 67 63
PI 69 72 78 56 67 73 74 807 68 73 70 59 68 78 67 74 72 62 71 75 73 69 70
DF PV 51 49 56 43 51 657 53 6l 51 54 51 48 49 55 52 47 57 57 52 56 57 51 53
PI 52 58 67 44 55 59 637 65 55 60 59 52 58 64 52 61 64 64 62 63 61 57 59
% FF PV 64 71 62 77 92 67 100”7 94 53 73 48 68 79 79 74 63 96 54 77 85 83 80 74
PI 59 58 39° 50 54 63 56 71 59 48 1007 88 93 86 90 53 54 56 71 82 59 91 66

Legenda: Méd. = Média geral dos gendtipos para cada variavel, < Valor minimo, > Valor Méaximo dos caracteres vegetativos (Veg): didmetro do ramo ortotrépico (IDO) e
plagiotrépicos (IDP); distancia de entrends dos brotos (DEB) e dos ramos plagiotrépicos (DEP); incremento médio do ramo do ano (IRA); nimero de brotos (NBRA);
comprimento de brotos do ramo no ano (CBRA), e reprodutivos (Rep): nimero de: botdo floral (NBF), flor aberta (NFA) e frutos (NFR); comprimento (CF) e didmetro de
frutos (DF); porcentual de frutos formados (% FF) de 22 gen6tipos de goiabeiras: Cortibel (C1 a C17) e cultivares Roxa (RO), Petri (PE), Pedro Sato (PS), Século XXI (SXXI)
e Paluma (PA).
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A distancia de entren6s nos brotos (DEB) apresentou variacdo de até 56% entre
genoétipos, enquanto a distancia de entrends nos ramos plagiotropicos (DEP) variou
19%. Os genétipos C2 e Petri apresentaram de entrends mais proximo nos brotos (1,50
cm) e nos ramos plagiotropicos (4,36 cm), respectivamente. Entrends mais distantes
foram verificados para C13 (3,45 cm) nos brotos e nos ramos plagiotrépicos para C9
(5,42 cm).

Em geral, o incremento do ramo do ano (IRA) foi maior na poda de inverno, a
excecdo para os gen6tipos C5 e C11 e para os genétipos C1 (0,22 m) e C4 (0,21 m)
mantiveram o mesmo comportamento para o incremento dos ramos do ano nas duas
podas. Este incremento variou entre 0,16 (Roxa) a 0,28 cm (C12 e C7), independente da
poda (Tabela 1).

A reestruturacdo vegetativa apds as podas foi verificada pelo nimero e tamanho
dos brotos. Nos gendtipos, verificou-se maior nimero de brotos (77%) na poda de
inverno enquanto o maior crescimento dos brotos ocorreu na poda de verao. O nimero
de brotos por ramo marcado variou de seis (C3) a 20 (Roxa), com tamanhos de
brotagdes entre 1,88 (C3) a 7,91 mm (C4). Os gendtipos C10 e Pedro Sato ndo
apresentaram alteragdes no nimero de brotagdes nas duas podas. Os gendtipos com
maiores nimero de brotagdes foram a cultivar Roxa, na poda de inverno e a Cortibel 2,
na poda de verdo (Tabela 1).

A partir do conjunto de dados dos caracteres vegetativos observou-se a formacao
de dois grandes grupos de gendtipos, um com o gendtipo C3 (grupo I) que apresentou
em geral, valores iguais ou abaixo da média para caracteres vegetativos, com expressa
reducdo em numero de brotos e comprimento de brotos em relacdo aos demais
gendtipos do outro grupo. Subdividindo o maior grupo de gendtipos foi possivel
observar que os grupos: Século XXI (grupo II); C16 e Roxa (grupo III); C2 e C4 (grupo
IV); C1, Petri e Pedro Sato (grupo V); e os gendétipos C10, C12, C6, C7, C11, C13, C17,
Paluma, C9, C5, C15, C8 e C14 (grupo VI) (Figura 1).
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Figura 1. Diversidade de goiabeiras baseada em informacdes fenotipicas avaliadas
na fase vegetativa durante o ciclo de produc¢ao no verao e no inverno. Dendograma
obtido pelo método UPGMA, a partir das medidas de dissimilaridade entre 22
genotipos de goiabeira, baseado na distancia Euclidiana média padronizada, com
pontos de corte em 58% do nivel de fusao, segundo Mojena (1977).

Considerando o agrupamento, os gendtipos C2 e C4 apresentaram o nimero de
brotos similares (Figura 2d) nas duas podas, bem como o comprimento dos brotos do
ramo do ano na poda de verdao (Figura 2e). Nesta poda estes genétipos (C2 e C4)
apresentaram grande numero de emissdo de brotos e as maiores taxas de crescimento
dos brotos. Entretanto, na poda de inverno, o genétipo C4 reduziu o crescimento dos
brotos (Figura 2e).

A cultivar Roxa e o gen6tipo C16 foram similares no comprimento dos brotos do
ramo do ano (Figura 2e) e no incremento do didmetro do ramo ortotropico (Figura 2a)
nas duas podas. Na poda de inverno elas emitiram os maiores nimeros de brotos, mas
na poda de verdo ficaram entre os gendtipos com menores nimeros de brotos (Figura

2d).
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Os gendtipos Pedro Sato, Petri e C1 apresentaram comportamento similar quanto
ao numero de brotacdo, na poda de inverno (Figura 2d). A cultivar Pedro Sato manteve
similaridade com a Petri para caracteristica distancia de entrend nos brotos (Figura 2b),
e com o geno6tipo C1, para o comprimento dos brotos na poda de inverno (Figura 2e).

Os caracteres vegetativos de maior correlagdo significativa e positiva foram
NBRA x IDP (0,79) e NBRA x CBRA (0,78). Também foram correlacionados IDO x
DEP (0,64), bem como DEB x DEP (0,15). As demais varidveis vegetativas nao

apresentaram correlacdes significativas (Tabela 2).
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Figura 2. Grafico radar demonstrando a variacio no comportamento fenotipico de 22 genétipos de
goiabeira observados em dois ciclos de producao pela avaliacdo de caracteres na fase vegetativas:
incremento do didmetro do ramo ortotrépico (IDO) e plagiotropicos (IDP); distancia dos entrends
nos brotos (DEB) e nos ramos plagiotropicos (DEP); incremento médio dos ramos do ano (IRA);
namero de brotos do ramo do ano (NBRA) e comprimento de brotos do ramo no ano (CBRA). Podas
realizadas no verao (PV) e no inverno (PI).
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Tabela 2. Correlacido canonica para os caracteres vegetativos e reprodutivos de 22 gendtipos de goiabeira obtida a partir de dados

avaliados durante o ciclo de producao com a poda realizada no verao e no inverno

NBF NFA NFR CF DF
0,83 0,71™ 0,73™ 0,92™ 0,96™
0,63 0,72 0,65™ 0,96™ 0,96™
037"  0,33™ 0,26" 0,73" 0,81"
026"  0,14™ 0,14"™ 0,71 0,69
0,62" 0,70™ 0,71 1,00" 1,00"

0,38”“ 0’451'15 0’391'15 0’811’15 0’83*#
0.‘4] ns 0’461'15 0’521'15 0’751’15 0’82*#

NBF 0,49"™ 0,70" 0,89" 087"

NFA 0,78 0,75™ 0,60™
NFR 0,75" 0,76™
CF 1,00
DF

Significancias do Teste de Qui-quadrado: **= 1% e *= 5% para os caracteres: didmetro do ramo ortotropico (IDO) e plagiotrépicos (IDP);
distancia dos entren6s nos brotos (DEB) e nos ramos plagiotrépicos (DEP); incrementos médios: ramo do ano (IRA); ndimero de brotos (NBRA);
tamanho de brotos do ramo no ano (CBRA); nimero de: botdo floral (NBF), flor aberta (NFA) e frutos (NFR); comprimento (CF) e didametro de
frutos (DF).
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3.2 DIVERSIDADE NA FASE REPRODUTIVA

A maior ocorréncia de botao floral nos gendtipos foi averiguada entre 45 a 75
dias ap6s a poda de verdo e de 75 a 115 dias apds a poda de inverno. A presenca de flor
aberta variou entre 45 a 225 dias apds a poda de verdo e 35 a 155 dias apds a poda de
inverno, tendo maior ocorréncia entre 65 a 75 dias apds a poda de verdo e 90 a 135 dias
apos a poda de inverno (Figura 3). Na poda de verdo, 68% dos gendtipos apresentaram
botdo floral aos 25 dias apds a poda, a excecdo dos gendtipos C1, C8, C15, Roxa,
Paluma, C9 e C16. Entretanto, na poda de inverno apenas os gendtipos C8, C12 e
Século XXI foram precoces (Figura 3).

Os gendtipos C2, C4, C5, C13, C17 e Petri, que apresentavam botdo floral aos
25 dias ap6s a poda de verdo. Os genétipos C1 e C9, embora tenham emitido botdao
floral aos 45 dias apds, também apresentaram formacao de frutos na mesma época dos
gendtipos que emitiram botao floral aos 25 dias apés esta mesma poda. (Figura 3). Na
poda de inverno, este comportamento foi verificado nas cultivares C2 e Paluma, que
iniciaram emissao de botdo floral com 75 dias apds a poda e tiveram presencga de frutos
em formacao com 90 dias ap6s a poda de inverno, assim como os gendtipos C5, C6, C8,
e Pedro Sato, que foram mais precoces na emissao de botdo floral, tendo frutos em
formacdo também com 90 dias apés a poda de inverno (Figura 3). O periodo de
presenca de frutos variou de 75 a 225 dias apds a poda de verdo e de 75 a 215 dias apds
a poda de inverno, a excecao do gendtipo C5, que na poda de inverno apresentou frutos
com 35 dias ap6s a poda (Figura 3).

Quanto ao ndmero de estruturas reprodutivas formadas (botao floral, flor aberta
e frutos), em geral, houve maior nimero de botao floral, flor aberta e frutos com a poda
de verdo, que resultaram em maior porcentual de frutos formados (%FF), mas os frutos

foram menores.
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Figura 3. Presenca das variaveis reprodutivas: botao floral, flor aberta e fruto, avaliadas em 22 genétipos de
goiabeira durante o ciclo de producao com poda realizada no verao e no inverno.
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Na poda de inverno os gendtipos diferiram em até 73% para nimero de botao
floral, 91% para o nimero de flor aberta e 64% para o nimero de frutos. Na poda de
verdo, a maioria dos gendtipos apresentou maior nimero de estruturas reprodutivas,
com destaque para os gendtipos C3 e C11, que apresentaram maiores nimeros de botdao
floral, flor aberta (C9) e frutos (C7 e Século XXI). Na poda de inverno, os maiores
nimero de frutos foram verificados nos genétipos C2 e C11. A cultivar Século XXI
apresentou o segundo maior nimero de frutos na poda de inverno, confirmando a sua
alta capacidade de formacdo de frutos e sua estabilidade nas épocas de poda. Século
XXI também teve o terceiro maior valor de nimero de botao floral na poda de verdo
(Tabelal).

As porcentagens de frutos formados (% FF) variaram de 48% (C11) a 100%
(C7) na poda de verdao e 39% (C3) a 100% (C11) na poda de inverno. Na poda de
inverno houve reduciao no porcentual de frutos formados (%FF) quando comparada a
poda de verdo, a excecdo dos gendtipos C9, C12, C13, C14, C15, Paluma e Roxa. As
cultivares Petri e Roxa ndo sofreram influéncia das podas quanto ao porcentual de frutos
formados nas duas podas (Tabela 1).

Quanto ao tamanho dos frutos, verificou-se variacao entre 50 mm (Roxa) a 81
mm (C8) no comprimento de frutos e entre 43 mm (C4) a 67 mm (C3), no diametro dos
frutos. Os maiores comprimentos de frutos foram verificados nos genoétipos C8, C6,
C15, C1, na poda de verdao e C8, C14, C3, Petri e C16, na poda de inverno. Os maiores
diametros de frutos foram nos gendtipos C6, C8, Século XXI, Roxa, C17, na poda de
verdo e C3 C8, C14, C17 e Roxa, na poda de inverno. A Cortibel 8 apresentou tamanho
de frutos constante nas duas podas (Apéndice 1). Na poda de verdo os frutos foram
menores em comprimento e didmetro na data da colheita, 215 dias apds a poda (Tabela
1).

Dois grandes grupos foram formados pelas caracteristicas reprodutivas: um
agrupou os gendtipos C12, Paluma, C17, C7, Pedro Sato, Petri, Roxa, C6 e C8, e o
outro foi formado pelos demais genotipos. Estes dois grandes grupos foram
subdivididos em quatro grupos menores, tendo o ponto de corte a 48% do nivel de
fusdo. O grupo I foi formado por nove gendtipos, dos quais, seis sdo cultivares
comerciais (Pedro Sato, Petri, Roxa, C6, C8 e Paluma), mais os gendtipos C12, C17 e

C7. No grupo 1II, as cultivares comerciais C1 e C15 foram agrupadas com os gendtipos
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C4, C5 e C13. O gendtipo C2 (grupo III) foi o mais divergente. O grupo IV foi formado
pelos genétipos C3, C9, C10, C11, C16 e as cultivares Século XXI e C14 (Figura 4).

Os gendtipos C1 e C15 apresentaram proximidade quanto ao nimero de flores
abertas (Figura 5b), nimero de frutos (Figura 5c) e didmetro de frutos (Figura 5d), na
poda de inverno. Comportamentos similares foram observados para Roxa e C17, quanto
ao numero de botao floral, flor aberta e frutos (Figura 5a a 5c¢), na poda de inverno e

diametro de frutos nas duas podas (Figura 5e).
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Figura 4. Diversidade de goiabeiras baseada em informacoes fenotipicas na fase
reprodutiva com dendograma obtido pelo método UPGMA, a partir das medidas
de dissimilaridade entre 22 genodtipos de goiabeira, baseado na distancia
Euclidiana média padronizada, com pontos de corte em 48% do nivel de fusio,
segundo Mojena (1977).
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Figura 5. Grafico radar demonstrando a variacio no comportamento fenotipico de 22 genétipos de goiabeira
observado em dois ciclos de producao, pela avaliacdo de caracteres nas fases reprodutivas: nimero de botiao
floral (NBF), de flor aberta (NFA) e de frutos (NFR); comprimento (CF) e didmetro de frutos (DF). Podas
realizadas no verao (PV) e no inverno (PI).

42



43

Quanto as correlagdes entre os caracteres da fase reprodutiva, observaram-se
altas e significativas correlacdes para: CF x DF (1,00); CF x NBF (0,89); DF x NBF
(0,87); NFA x NFR (0,78); NBF x NFR (0,70).

Considerando as fases vegetativas e reprodutivas, observou-se que diferenca no
periodo destas fases € em funcdo dos gendtipos e das épocas de poda. No geral, a poda
realizada no verdo, proporcionou um menor ciclo vegetativo. Entretanto, com a poda
realizada no inverno o ciclo vegetativo foi estendido (Figura 6). A maior variacdo entre
os genltipos foi observada na fase reprodutiva. O nimero de flores abertas foi a
caracteristica mais heterogénea entre os gendtipos enquanto a distancia de entrenés dos
ramos plagiotropicos foi a mais homogénea. As menores variagdes entre 0s gendtipos
ocorreram na poda de verdo para os caracteres vegetativos (incremento e nimero de
brotos dos ramos do ano) e para os caracteres reprodutivos (nimero de botao floral, flor
aberta e frutos). O diametro dos frutos diferiu em até 34% entre os gendtipos nas duas
épocas de poda, sugerindo variabilidade da caracteristica.

Altas correlacdes entre os caracteres das fases vegetativa e reprodutiva foram
observadas. Correlacdo positiva e significativa foram verificadas entre as variaveis: IRA
x DF (1,00); IRA x CF (1,00); NBRA x DF (0,83); IDO x NBF (0,83); CBRA x DF
(0,82); DEB x DF (0,81); DEB x CF (0,73); IDP x NFA (0,72) (Tabela 2). Entretanto,
pelo Teste de Mantel, verificou-se que as matrizes de distancia dos agrupamentos nao
apresentaram correlagdo significativa entre os agrupamentos, mostrando que o

comportamento dos gendtipos agrupados ndo se manteve para todos os agrupamentos.
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Figura 6. Representacao da duracao das fases vegetativa (Veg) e reprodutiva (Rep) do ciclo de producio de groiabeiras com a poda realizada
no verao (a) e no inverno (b) em 22 genotipos de goiabeira. O valor de 100% corresponde a 225 dias apds a poda de verao e 215 dias apés a
poda de inverno.
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3.3 DIVERSIDADE QUANTO A OCORRENCIA DE PATOGENOS E PRAGAS

A maior ocorréncia de patdgenos e pragas em campo foi verificada aos 135 dias
apés a poda de verdo, para ferrugem, percevejo e psilideo. A maior ocorréncia de
cochonilha foi aos 75 dias apds a poda de verdo. Na poda de inverno, a maior ocorréncia

de patdgenos e pragas ocorreu aos 115 e 155 dias apos a poda (Figura7).
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Figura 7. Presenca da ocorréncia de ferrugem, cochonilha, percevejo, psilideo e
galhos rachados, em campo, avaliada em 22 genétipos de goiabeira durante o ciclo
de producido com poda realizada no verao e no inverno.
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Todos os gendtipos apresentaram ferrugem durante o desenvolvimento de frutos
com a poda no verdo, mas com a poda no inverno, apenas em C16 e Petri foram
verificados com ferrugem. Todos os gendtipos apresentaram cochonilha na fase inicial
de desenvolvimento dos frutos na poda de verdo. Na poda de inverno, a presenca de
cochonilha foi verificada apenas nos gendtipos C1, C7 e CI0 na fase final de
desenvolvimento dos frutos. Em relacdo a presenca de percevejo na poda de verdo, 17
gendtipos apresentaram-no, a excecao dos gendtipos C4, C11, C13, Roxa e Século XXI.
Na poda de inverno apenas os gendtipos C9, Roxa e Século XXI apresentaram
percevejo. A presenca de psilideo foi verificada na maioria dos genétipos, a excecao de
Cl1, C10, C11, C13 e Roxa na poda de verdao. Na poda de inverno nao houve ocorréncia
(Figura 7).

No agrupamento a cultivar Século XXI foi a mais divergente (grupo I); as
cultivares C14 e Paluma formaram o grupo II; o grupo III apresentou 55% dos
gendtipos: C4, C2, C15, C6, C8, Petri, C3, C5, C17, C16, C9 e C7, enquanto 0s
gendtipos Roxa, Pedro Sato, C1, C13, C11, C12 e C10 formaram o grupo IV (Figura 4).

Similaridades foram verificadas para os gendtipos C1, C10 CI11, C12, C13,
Pedro Sato e Roxa (grupo III) que ndo apresentaram a ocorréncia de pragas na poda de
verdao (Figura 8). Similaridades também foram verificadas entre as cultivares Paluma,
C14 e Século XXI, que foram as tnicas que apresentaram galhos rachados, mas apenas

Século XXI nao apresentou ferrugem aos 155 dias apds a poda de verao.
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Figura 8. Diversidade de goiabeira baseada em informacoées fenotipicas
relacionada a patégenos e pragas com dendograma obtido pelo método UPGMA, a
partir das medidas de dissimilaridade entre 22 gendtipos de goiabeira, baseado na
distiancia Euclidiana média padronizada, com pontos de corte em 75% do nivel de
fusao, segundo Mojena (1977).
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3.4 DIVERSIDADE BASEADA EM MARCADORES MICROSSATELITES

Em relacio a diversidade genética baseada em marcadores moleculares,
verificou-se a formacdo de dois grandes grupos (Figura 9). Um com 14 genétipos de
Cortibel, Paluma, Petri e Roxa e o outro grupo formado por Século XXI, Pedro Sato,
C15, C16 e C17. Considerando o ponto de corte em 58% do nivel de fusdao, o maior
grupo se subdividiu em cinco menores: Paluma (grupo I); Petri e Roxa (grupo II); C6 e
C2 (grupo III); C11, C5, C14, C4, C12, C8 e C7 (grupo IV); C1, C10, C13, C3 e C9
(grupo V), e o menor grupo se subdividiu em trés: SXXI (VI); Pedro Sato (grupo VII);
C17, C15 e C16 (grupo VIII).
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Figura 9. Diversidade de goiabeira baseada em andlises por marcadores
microsatelites com dendograma obtido pelo método UPGMA, a partir das medidas
de dissimilaridade entre 22 gendtipos de goiabeira, baseado na distincia
Euclidiana média padronizada, com pontos de corte em 58% do nivel de fusao,
segundo Mojena (1977).



49

4. DISCUSSAO

4.1 DIVERSIDADE NAS FASES VEGETATIVA E REPRODUTIVA

No melhoramento genético, geralmente sdo selecionadas plantas com
caracteristicas de arquitetura baixa e adequadas ao adensamento (FERREIRA et al.,
2005). Quanto a arquitetura da planta (Incremento do ramo do ano e dos didmetros
ortotropicos e plagiotropicos), os gendtipos C9, Século XXI, Petri, C5, C4 e CI1
destacaram-se por apresentar maior translocacdo de fotoassimilados para as regides de
crescimento do ramo ortotrépico (IDO >4,0 cm). Enquanto os genétipos C12 e C2
demonstraram os maiores investimentos de fotoassimilados nos ramos plagiotrépicos
(IDP >4,0 cm). A cultivar Século XXI também apresentou maiores investimentos de
fotoassimilados nos caules, quando cultivada na regido Noroeste Fluminense, situada a
21°08 02 S e 41° 40’ 47 W, com altitude de 88 m (GOMES FILHO et al., 2010).
Estes resultados corroboram a estabilidade desta caracteristica, que mesmo em
ambientes distintos, o comportamento foi mantido. Segundo Cilas et al. (2006)
caracteristicas arquitetonicas da planta sdo altamente hereditarias.

O incremento dos ramos do ano foi mais homogéneo entre os gendtipos, na poda
de verdo, na qual os gen6tipos variaram em até 30%, enquanto no inverno a variacao foi
até 68%. Em relacdo as épocas de podas, 9% dos gendtipos (C1 e C4) ndo tiveram
alterac@o no incremento no ramo do ano entre as podas e 70% (C2, C3, C7, C8, C9,
C10, C12, C13, C14, Cl15, C16, C17, Roxa, Petri, Pedro Sato, Século XXI e Paluma)
apresentaram maior desenvolvimento na poda de inverno, comparada a de verdo.
Comportamento diferente foi observado em pomar de Paluma podadas no inverno (com
sete anos de idade, espagamento 7,0 x 6,5 m, localizado 21° 17°54"S, 41° 09°47"0 a 23
m de altitude), onde o menor crescimento foi observado no inverno (SERRANO et al.,
2008).

Foi observada uma menor variacdo dos gendtipos nas distancias de entrends dos
ramos plagiotropicos (até 19%), em relacdo a distancia de entrenés nos brotos (até
56%), regido que estd em pleno crescimento. Embora tenha sido observado que os
genodtipos com os menores valores de distancia de entrenos nos brotos (C2 e Paluma)
tenham apresentado os maiores nimeros de brotos do ramo do ano, este comportamento
nao foi comum a todos os gendtipos. Estes resultados sugerem que o numero de

brotagdes ndo estd diretamente relacionado com as distancias de entrends, o que
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também pode ser verificado com a auséncia de correlacdo entre estas caracteristicas.
Carvalho e Zanette (2004) sugerem que o numero de brotagdes € influenciado pela
capacidade do gendtipo em acumular reservas.

As diferencas quanto ao nimero e comprimento de brotos, entre os genotipos
nas duas épocas de poda, corroboram os resultados obtidos por Serrano et al. (2008). A
maioria dos genétipos apresentou maior nimero de brotos na poda de inverno, bem
como maior ciclo vegetativo. Estes resultados diferiram dos relatados por Serrano et al.
(2008), nos quais o gendtipo Paluma apresentou maiores nimeros de brotos na poda em
dezembro e fevereiro, épocas mais quentes no ES. Todos os gendtipos apresentaram
maior crescimento dos brotos no ramo do ano na poda de verdo. Estes resultados
sugerem que o crescimento dos ramos em goiabeira € uma caracteristica influenciada
pelo ambiente e que em climas mais quentes, ocorre maior crescimento dos ramos. Em
regides de clima quente a brotagao € mais rapida apés a poda (RAMOS et al., 2011).

As similaridades da maioria dos gendtipos para as caracteristicas vegetativas,
mostrada por mais de 50% dos genoétipos terem sido agrupados, foi também relacionada
a proximidade genética, pois destes gendtipos 70% também foram agrupados na anélise
por dados moleculares. O gendtipo C3 foi o mais divergente, diferenciando-se devido
ao menor nimero de brotos na poda de inverno, menor comprimento dos brotos do
ramo do ano nas duas podas, constancia no nimero de botdo floral e menor taxa de
formacdo de frutos. A cultivar Século XXI também divergiu dos demais genotipos, por
ter maior incremento do ramo do ano e o segundo maior incremento do diametro
ortotropico na poda de verao.

A alta correlagdo positiva e significativa observada para as caracteristicas
vegetativas: IDP x NBRA (0,79) evidencia que o nimero de brotos provavelmente seja
influenciado pelas reservas acumuladas nos ramos plagiotrépicos da planta. A
correlagdo entre e CBRA x NBRA (0,78) evidencia auséncia de competicdo entre a
emissdo dos brotos € o seu crescimento. Esses resultados sugerem que plantas mais
vigorosas tendem a ter melhor reestruturacdo vegetativa comparadas as com menor
vigor.

Os ciclos de producdo de goiabeiras variaram entre os gendtipos e entre as
podas, sendo menor no ciclo de verdo (185 dias) em relacdo ao de inverno (215 dias).
Na literatura foram reportadas variacdes, em dias, nos ciclos de produ¢do de Paluma em
relacdo a épocas de podas: 182 (poda em agosto), 168 (poda em outubro), 196 (poda

dezembro) e 210 dias (poda em fevereiro) em Sao Francisco de Itabapoana-RJ
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(SERRANO et al., 2008); 200 dias (poda em junho) em Petrolina, PE, (TEIXEIRA et
al., 2003); 197 a 234 dias (poda em junho), em Sdao Manuel-SP (RAMOS et al., 2011).
Essas variacdes mostram a importancia de estudos como este, para conhecimento do
comportamento das plantas, para identificacdo dos melhores gendtipos para as
diferentes regides e orientacao de manejo.

A compreensao e identificagao das fases vegetativas e reprodutivas de goiabeiras
sdo de fundamental importincia, para a melhoria da producdo de um gendtipo devido as
influencias das condi¢des edafoclimaticas e do manejo da cultura (CORREA et al.,
2002). Neste trabalho verificou-se que o tempo de duracdo de cada fase foi variavel com
o gendtipo e também com a época de poda. Os gendtipos com menor tempo de
florescimento (30 dias) na poda de verdo foram C8, Roxa e Paluma. Na poda de inverno
este periodo foi mais tardio e maior. Os gendtipos que apresentaram menor periodo de
florescimento foram Paluma, Roxa, C14, C12, C11 e C3 que ficaram nesta fase entre 60
dias. Assim, demonstrou-se que o periodo de florescimento em goiabeiras aumenta com
a baixa de temperaturas, sendo variavel por gendtipo e por época de poda. A cultivar
Paluma ficou entre os gen6tipos de menor tempo com flores nas duas podas. O periodo
de florescimento no verdo foi similar aos relatados na literatura que variou entre: 28 e
84 dias (SERRANO et al. 2008a), 70 e 77 dias (TEIXEIRA et al., 2003) e 42 a 77
(SERRANO et al., 2008b).

O menor periodo com frutos foi de 100 dias tanto no verdo (C6, Roxa, Pedro
Sato e Século XXI) quanto no inverno (C1, C3, C4, C7, C9, C10, C11, C12, C13, Cl14,
C15, C16, C17, Roxa, Século XXI e Paluma). Assim, embora o ciclo de producdo no
inverno tenha sido maior, os gendtipos em geral ficaram com fruto por menos tempo.
VariacOes neste periodo foram relatados em funcdo dos diferentes climas e manejo, a
exemplo de: Paluma (126 dias - poda em agosto) e 140 dias com a poda em fevereiro
(Serrano et al., 2008); e de 71 dias, com poda em outubro (RAMOS et al., 2010).

De acordo com Yruela (2015) a transicdo da fase vegetativa para reprodutiva
estd ligada a respostas de genes que controlam o desenvolvimento das plantas, tais
como o inicio do florescimento, desenvolvimento do fruto e das folhas. Em relagdo aos
caracteres vegetativos, os gendtipos agrupados C1, C8, C9, C15, C16, Roxa e Paluma
apresentaram fase vegetativa mais longa na poda de verdo e na poda de inverno, a
excecdo de C8 e C15, que com a poda realizada no inverno apresentaram botdo floral

com 15 dias 55 dias, respectivamente.
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Outra forma de visualizacdo do maior investimento no desenvolvimento
vegetativo, com a poda realizada no inverno foi verificado pelo maior crescimento de
incremento do ramo do ano e numero de brotos do ramo do ano, em geral. Ao
deslocarem fotoassimilados para as regides estruturais, ocorreu reducdo das estruturas
reprodutivas, marcada pela diminui¢do do nimero de botdo floral, flor aberta e frutos,
assim como um menor porcentual de frutos formados, entretanto os frutos foram
maiores. H4 um antagonismo entre a fase vegetativa e a reprodutiva, pois enquanto a
planta desenvolve vegetativamente ocorre uma reducdo no saldo de seiva para ser
aplicado na frutificacio (LARCHER, 2006). Neste sentido, este trabalho podera
embasar estudos aplicados na identificacdo de genes relacionados a regulacdo do
florescimento visando obter informacdes que possam contribuir no controle do tempo
de florescimento propiciando aumento da produtividade, principalmente pelas altas
correlagdes verificadas entre as varidveis vegetativas e reprodutivas relacionadas a
producio de frutos.

O numero de botdo floral e de flor aberta variou entre gendétipos e podas. Os
genodtipos com maiores nimeros de botdes florais foram C3 (26 nas duas podas), C11
(26 na poda de verdo), C10 (24 nas duas podas) e C2 (22 na poda de inverno), com
destaque para C3 e C10 que mantiveram os maiores nimeros de botdes florais nas duas
podas. A cultivar Paluma apresentou 24 botdes florais com a poda de verdo e nove com
a poda de inverno. Em condi¢des de clima subtropical, a cultivar Paluma apresentou
maiores médias de botdes florais por ramo (9) com plantas ndo podadas comparadas as
podas feitas em junho e julho (RAMOS et al., 2011). A cultivar Século XXI apresentou
23 botdes florais na poda de verdo e 19 com a poda no inverno. Estes resultados
sugeriram que em climas mais frios a tendéncia € ter redu¢do no nimero de botdo floral
de goiabeiras.

Para a maioria dos genétipos, os maiores valores de nimero de frutos foram
obtidos na poda de verdo, corroborando com dados obtidos por Ramos et al. (2010).
Comportamento contrario foi observado nos geno6tipos C2 e C11, os quais apresentaram
maior nimero de frutos na poda de inverno, sugerindo que estes genétipos, podem ser
melhor estudados quanto a indicacdo de plantio em regides mais frias. Ainda sobre o
nimero de frutos, os gendtipos C7, Século XXI, Paluma, C14 e C10 destacaram-se por
apresentar os melhores resultados na poda de verdo e os gendtipos C2, C11, Século
XXI, C16 e Cl14, na poda de inverno. Ressalta-se que as cultivares Século XXI e C14

apresentaram maiores numeros de frutos nas duas podas, sugerindo auséncia de
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influéncia quanto a poda. A goiabeira Paluma, cultivada em Pedro Canario-ES,
apresentou os maiores nimeros de frutos por planta, quando podada em fevereiro
(SERRANO et al., 2007). Entretanto esta mesma cultivar, quando cultivada na Regido
Norte Fluminense —RJ, apresentou maiores nimeros de frutos com a poda realizada em
agosto (SERRANO et al., 2008a). A cultivar Pedro Sato apresentou o quarto maior
nimero de frutos nas duas podas. Esta mesma cultivar, plantada em Lavras/MG, podada
em agosto produziu o maior nimero de frutos, com a poda em setembro (RAMOS et al.,
2010). Estes resultados evidenciam que o nimero de frutos é uma caracteristica que
apresenta variagdes entre os genétipos, sofrendo alteracdes em relacdo as épocas de
podas e condi¢Oes climaticas locais, sendo necessario o conhecimento, para indicar
manejos e gendtipos mais adaptados para regido. Entretanto, os gendtipos Século XXI e
C14 apresentaram menor variacdo para essa caracteristica em diferentes épocas de poda.

Outro fator importante a ser observado € o indice de frutos formados (%FF),
utilizado como um indicativo da estimativa da produ¢do, com objetivo de gerar, com
antecedéncia, informagdes uteis para o célculo de adubacdo, cotagdo de pregos,
preparativos logisticos e comercializagio (CORREA et al., 2002). Diante dos resultados
do porcentual de frutos formados, percebeu-se que a poda de verdo favoreceu o aumento
nesta porcentagem para a maioria (68%) dos gendtipos. A cultivar Roxa apresentou
baixas taxas de frutos formados nas duas podas (54% e 56%, para as podas de verdo e
de inverno, respectivamente), 0 que mostra ser caracteristico deste gendtipo ter alta taxa
de abortamento (Tabela 1).

Na comercializagdo de goiabeiras, o tamanho dos frutos é um indicativo de
selecdo, levando-se em consideragdo que a demanda é de frutos de maiores tamanhos
para consumo in natura, enquanto os menores sao destinados as industrias (NIMISHA
et al., 2013). Neste sentido, a caracterizacdo do tamanho dos frutos dos genétipos e o
conhecimento dos fatores que podem influenciar no tamanho dos frutos sdo essenciais
para atender a cadeia produtiva de goiaba. Observou-se que ha variacdo no tamanho dos
frutos, 50 a 81 mm no comprimento € de 43 a 67 mm no didmetro dos frutos dos 22
gendtipos de goiabeiras. Os resultados deste trabalho estdo entre os encontrados na
literatura para goiabeira (LIMA; ASSIS; GONZAGA NETO, 2002; SERRANO et al.,
2008; RAMOS et al., 2010; RAMOS et al., 2011). No inverno os frutos variaram menos
quanto ao comprimento € no verdo variaram menos no didmetro. Variagdes entre
diametros de frutos foram observadas entre plantas da cultivar Paluma em relacdo a

diferentes épocas de poda (RAMOS et al., 2010).
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Analisando apenas os gendtipos com maior nimero de frutos (C7, C9, C10, C14
e Paluma) verificou-se que foram agrupados quanto ao comportamento vegetativo, e
foram mais diversos quanto ao comportamento reprodutivo no qual C7 e Paluma
ficaram em um grupo, enquanto C9, C10 e Cl14 em outro grupo. Em relacdo a
diversidade relacionada a patdégenos e pragas os gendtipos C14 e Paluma mantiveram
proximidade assim como C7 e C9.

Dos dois grandes grupos de gendtipos observados pela anélise das caracteriticas
reprodutivas, 69% de gendtipos coincidiram com um dos grupos obtidos na andlise
molecular, bem como quanto ao comportamento vegetativo. Na subdivisao destes
grupos percebeu-se que o grupo IV (C3, Século XXI, C9, C10, C11, C14 e C16) foi
caracterizado por apresentar gendtipos com os maiores nimeros de frutos e o grupo 11
(C2) o maior valor de nimero de botdo floral, flor aberta e frutos na poda de inverno.
Esses comportamentos podem ter contribuido para diferenciacao do grupo III e IV dos
demais.

As correlagdes existentes entre as varidveis de florescimento com as de
frutificagdo sdo esperadas, pois quanto maior as possibilidades de BF e FA, maiores as
chances de formacao de frutos. Tanto o florescimento quanto a frutificacdo influenciam
na producao das plantas, podendo variar em fun¢do de fatores ambientais e de manejo
do pomar (CORREA et al., 2002). As correlacdes entre o nimero de botdo floral com os
de tamanho de frutos (comprimento e didmetro de frutos), sugerem que as plantas que
apresentam maiores investimentos em formacdo de frutos, possivelmente, por
apresentarem mais reservas (fonte), sendo mais vigorosas, culminando com a
possibilidade de formarem frutos maiores (drenos). Verificou-se também que o padrao
de crescimento dos frutos € proporcional, e que a medida que aumenta o didmetro, tem-
se também um aumento do comprimento dos frutos, sendo os padrdes de tamanho,
variavel por gendtipo. Essa relacdo de aumento do comprimento e do didmetro do fruto
também pode ser verificada com a curva (tipo sigmoidal dupla) de crescimento de frutos
da cultivar Paluma (SERRANO et al., 2008).

Analisando as correlagcdes entre os caracteres vegetativos e reprodutivos,
observou-se que as caracteristicas de arquitetura da planta, contribuiram na formacao de
flores e frutos, assim como para o diametro de frutos. Esse comportamento pode ser
explicado, pois com a poda as plantas translocam os fotoassimilados das gemas
presentes nas partes da planta que sobraram apds a poda (SOUSA, 2005) para formar

novas estruturas (brotos, ramos, botdes florais e flores). Os ramos (fonte) por sua vez, a
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medida que vao sendo formados passam a contribuir para a formagdo de mais
fotoassimilados que posteriormente sdo translocados para o desenvolvimento dos frutos

(drenos) (TAIZ; ZEIGER, 2013).

4.2 DIVERSIDADE QUANTO A OCORRENCIA DE PATOGENOS E PRAGAS

No melhoramento genético, a busca por gendtipos resistentes a pragas e doengas
¢ constante (FERREIRA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2012), uma vez que a produgdo
¢ afetada, gerando prejuizos ao agricultor. A diferenca dos gendtipos frente a presenca
de pragas e doengas ocorridos no pomar de producao evidenciou a diversidade entre os
gendtipos. Assim, verificaram-se gendtipos com menor ocorréncia de ferrugem (Cl1,
C3, C6, C10, C11, C15 e Roxa) e também gendtipos que ndo apresentaram danos por
psilideo (C1, C10, C11, C12, C13, Roxa e Pedro Sato) e percevejo (C4, C11 e C13),
sugerindo resisténcia de campo a pragas e doengas. Em estudos anteriores do grupo de
pesquisa, verificou-se que quanto a composi¢do de 6leos essenciais das folhas, os
gendtipos C10 e C13 apresentaram quimiotipo de 6leo essencial distinto dos demais,
com elevados niveis de: Elemol, trans-Nerolidol, f-Eudesmol e trans-(2Z-6Z)-Farnesol,
o que podem ter contribuido para a resisténcia destes genotipos. Enquanto o genétipo
C11 destacou-se pelo rendimentio de dleo essencial e por apresentar niveis elevados de
[-Selinene, a-Selinene, Hinesol, 14-Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene (SOUZA et al.,
2015).

Houve menor ocorréncia de pragas e doengas na poda de inverno, com reducao
de ferrugem e cochonilhas. Na Poda de verdo foi observada cochonilha em todos os
gendtipos e na poda de inverno apenas nos gendtipos C1, C7, C10 e C16. Ferrugem
também foi verificada em todos os gendtipos na poda de verdo, e em apenas a cultivar
Petri com a poda no inverno. Esses resultados corroboram com os de Martins et al.
(2012) que observaram menor incidéncia de ferrugem com as podas realizadas em maio
e outubro. Os autores mencionam ainda, que o ciclo de producdo de goiaba a partir da
poda de frutificagdo, realizada em janeiro, favorece o surgimento da epidemia de
ferrugem (P. psidii), para as condicdes de cultivo da goiabeira na regido Norte
Capixaba. Préticas agricolas, como pulverizacdo com produtos quimicos, ensacamento
de frutos e outras, vem sendo utilizadas como medida preventiva ao ataque de

patogenos e pragas (GOES; MARTINS; REIS, 2004; SERRANO et al.,, 2008).
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Entretanto, tais praticas aumentam o custo de producdo, o que demonstra a necessidade
de encontrar gendtipos resistentes.

Os gendtipos Século XXI, Paluma e C14 foram agrupados possivelmente por
serem os Unicos que apresentaram galhos rachados. A quebra dos galhos possivelmente
¢ devido a alta capacidade produtiva destes gendtipos, principalmente por se destacarem
entre 0s que apresentaram maiores nimeros de frutos. Além disso, a cultivar Século
XXI também estd entre os gendtipos com maiores tamanhos de frutos. O que
provavelmente fez diferir os gendtipos Paluma e C14 da cultivar Século XXI foi a
ocorréncia de percevejo durante a poda de inverno ter sido verificada apenas na cultivar
Século XXI. Outra possivel contribui¢do para a separagdo entre o grupo IIl e IV foi a
ocorréncia de psilideo, ndo verificada nos gendtipos do grupo IV, mas sim nos

gendtipos do grupo III.

4.3 DIVERSIDADE FENOTIPICA VS GENOTIPICA

Os gendtipos de goiabeiras apresentaram diversidade quanto as caracteristicas
vegetativas, reprodutivas e de presenca de patégenos no campo. Esta diversidade foi
confirmada por andlises moleculares, mostrando que a combinacdo de andlises
morfoloégica e moleculares sao eficientes para verificar a diferenciacio do
comportamento dos gendtipos, o que também foi verificado por Rodriguez et al.,
(2010). Os gendtipos mais similares foram C7 e C8, nos aspectos moleculares,
vegetativos, reprodutivos e na presenca de pragas e patdgenos. Estes gendtipos
mantiveram um comportamento similar em ambientes diferentes, considerando as
caracteristicas morfologicas descritivas de goiabeiras e utilizando-se diferentes
marcadores moleculares (COSER et al., 2012). A cultivar Século XXI foi a mais
divergente, por apresentar-se isolada na analise molecular, nas analises com dados
vegetativos e em relacdo a presenca de patdgenos e pragas. Os resultados moleculares
corroboram o descrito por Coser et al. (2012). Entretanto, € descrito na literatura
similaridade entre a cultivar Século XXI e a Cortibel 3, quanto a aspectos morfoldgicos
e moleculares (GOMES FILHO et al., 2010). A cultivar C2 também apresentou
divergéncia pronunciada em relagdo aos demais genotipos, pois apesar de ter se
agrupado com C6 na andlise molecular, ndo se agrupou aos demais gendtipos na fase

reprodutiva e na fase vegetativa, e s6 apresentou similaridade com C4. Grupos formados
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por apenas um individuo apontam na dire¢cdo de que tais individuos sejam mais
divergentes em relacdo aos demais (BARROS et al., 2005).

As cultivares C14 e Paluma apresentaram similaridades na fase vegetativa, e na
presenca de patdgenos e praga, enquanto as cultivares Petri e Pedro Sato evidenciaram
proximidade na fase vegetativa e reprodutiva. Nos dois casos verificou-se divergéncia
molecular entre os genétipos, sugerindo divergéncia genética embora tenham
apresentado similaridades no comportamento fenotipico destas cultivares. A influéncia
da interacdo do gendtipo com o ambiente € relatada como um fator primordial para a
manifestacio fenotipica de goiabeiras (SOUZA JUNIOR et al., 2002). As cultivares
Pedro Sato e Paluma apresentaram similaridade na fase reprodutiva, mas se diferiram-se
quanto a anélise molecular, fase vegetativa e quanto a ocorréncia de patdgenos e pragas.
Os gendtipos C3 e C9 foram similares quanto aos aspectos moleculares, reprodutivos e
relacionados a presenca de pragas ou patdégenos, mas foram divergentes a fase
vegetativa.

O estudo da diversidade nas fases vegetativas e reprodutivas permitiu identificar
gendtipos superiores. Selecionando os gendtipos que estdo entre 0s que apresentaram
maior nimero de frutos nas duas épocas e verificando as demais varidveis analisadas,
percebeu-se que a cultivar Século XXI sofreu pouca variagdo em relagdo as épocas de
poda na fase reprodutiva, podendo ser uma cultivar podada em ambas as épocas do ano.

O gendtipo Cortibel 8 apresenta maiores tamanhos de frutos nas duas podas, e
com alta porcentagem de frutos formados, podendo assim ser explorados em programas
de melhoramento genético. Destacou-se também por ter ciclo curto de florescimento na
poda de verdo.

O genotipo Cortibel 10 ficou entre os gendtipos com maiores nimero de frutos
com tamanhos médios. Também apresentou boas taxas de frutos formados (73%), e,
alto incremento de ramo do ano na poda de verdo, o que mostrou a dificuldade de
plantio adensado. Embora tenha sido verificada a incidéncia de ferrugem durante o ciclo
da poda de verdo, ela apresentou menor ocorréncia em relacdo aos demais genotipos.

O gendtipo Cortibel 11 apresentou alta capacidade produtiva na poda de inverno,
com 100% de frutos formados dos frutos que apresentaram tamanhos medianos.
Também apresentou menor ocorréncia de patdgenos e pragas em campo. Este gendtipo
obteve melhor desempenho produtivo em condi¢des de poda seja realizadas em época

fria.
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O genotipo Cortibel 14 caracterizou-se pela boa quantidade de frutos formados
nas duas épocas de poda, com altos porcentuais de frutos formados. Seus frutos foram
medianos, a planta apresentou baixo incremento do ramo do ano. Assim, este genotipo
pode ser alternativa para produtores que visam plantio adensados, visto que seu

restabelecimento vegetativo € menor, ocupando menor area.

5. CONCLUSOES

A diversidade existente nas fases vegetativa e reprodutiva € varidvel para os
gendtipos de goiabeiras estudados, possibilitando o uso destes gen6tipos em programas
de melhoramento. A maiores variagdes entre os gendtipos sdo na fase reprodutiva
quando comparada a vegetativa.

A diversidade genética avaliada por marcadores moleculares contribui na
identificacdo de similaridades de padrdes genéticos e morfolégicos. Os gendtipos
Cortibel 7 e Cortibel 8 sdao os mais similares geneticamente e morfologicamente.

A época de poda influéncia no comportamento dos gendtipos quanto aos
caracteres vegetativos, reprodutivos e relacionados a ocorréncia de patdgenos e pragas
em campo. A poda realizada no verdo favorece um menor ciclo de producdo e um
menor ciclo vegetativo. A poda realizada no inverno reduz de ocorréncia de patdégeno e
pragas em campo.

O estudo da diversidade nas fases vegetativas e reprodutivas e relacionada a
patdgenos e pragas permite identificar gendtipos superiores. O gend6tipo Cortibel 8 tem
curto ciclo de florescimento, os frutos sdo grandes independente da época de podas. O
genotipo Cortibel 11 apresenta maior possibilidade de resisténcia a patdgenos e pragas
em campo. O genétipo Cortibel 14 tem um menor reestabelecimento vegetativo apds a
poda, podendo ser uma alternativa para produtores que visam adensamento de plantio.
A cultivar Século XXI, apresenta elevado numeros de frutos de tamanho mediano

independente da época de poda.
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7. APENDICES

Apéndice 1. Tabela de ranqueamento dos 22 gendtipos de goiabeira em ordem decrescente para os caracteres avaliados nas fases

vegetativas e reprodutivas durante o ciclo de produciao com poda realizada no verao e no inverno

Fase Vegetativa Fase Reprodutiva

ORDEM IDO 1IDP DEB DEP IRAPV IRAPI NBRAPV NBRAPI CBRAPV CBRAPI NBFPV NBFPI NFAPV NFAPI NFRPV NFRPI CFPV %l; DF PV I;f
1 C9 Cl12 Ci13 C9 C17 Cl2 C2 RO C4 Co6 Cc3 C3 C9 C2 C7 C2 C8 C8 Co6 C3
2 SXXI C2 C6 Cl17  SXXI C7 C4 Cl16 Cl4 C7 Cl1 C10 Cl12 SXXI SXXI Cl1 C6 Cl4 C8 C8
3 PE PA Cl4 CI5 Cc7 C8 PA SXXI C2 C2 C10 C2 C2 Co6 PA SXXI Cl15 C3 SXXI Cl4
4 G5 Cl5 C8 PS C10 Cl16 C17 Cl4 C6 Cl4 PA Cl16 C6 Cl6 Cl4 Cl16 C1 PE RO C17
5 C4 PE C4 C13 PS C9 C3 C5 RO Cl6 C9 C7 Cl4 Cl1 C10 Cl4 PA Cl16 C17 RO
6 Cli1  Cl10 C7 Cl1 C6 C13 C13 C17 Cl16 RO SXXI SXXI SXXI PA PS PS Cl4 C7 C3 C7
7 Cl15 C9 C3 RO PA PS PS CI5 PA C8 Cl16 C9 RO C9 C3 CI10 C3 SXXI PE PE
8 C8 SXXI Cl11 PA CI12 SXXI Cl12 C8 C8 Cl1 PS PS C7 RO Cc9 Cc9 SXXI C6 Cl4 PS
9 CI12 C6 CI15 C1 C13 PA Cc9 C7 C10 C10 CI15 Cl4 C3 C8 C8 PA C17 C10 Cl10  SXXI
10 C13 C8 PS  SXXI Cl C10 C5 C9 Cl1 Cl2 Cl4 C4 C4 C17 Co6 C6 PE C17 C7 Cl16
11 PS PS C10 C7 Cc9 C17 C10 PA C17 C17 C7 RO C10 C10 C4 C7 C5 C2 PS C10
12 C3 Cl1 PE C4 C8 Cc3 Co6 Co6 Cl2 PE Co6 C17 Cl1 PE C12 PE C10 PS CI5 Cl1
13 PA C4 C9 C3 Cc3 RO C7 Cl1 Cl15 C13 C4 C6 PS PS C17 Cl12 PS Cl1 Cl1 C6
14 Cl4 RO C5 C10 C4 Cl4 Cl1 C13 Cl1 CI5 RO C5 C17 C12 Cl16 C3 C7 Cl1 C5 C2
15 C7 C3 Cl17 Cl4 Cl1 Cl1 Cl4 C2 PS C4 C13 PE Cl1 C4 CI15 RO Cc9 PA PA C13
16 C6 Cl1 RO CI12 Cl15 CI5 RO C4 C9 SXXI C8 Cl1 PA C13 PE C8 Cl16 C13 C9 PA
17 C1 C13 C1 C6 Cl4 C4 C8 Cl12 C7 c9 PE Cl1 C8 C7 C2 C13 C2 Cc9 Cl1 Cc9
18 RO Cl6 SXXI Cl6 Cl6 PE PE PE C13 PA C12 C8 C5 Cl C5 C17 Cl1 Cl15 C2 C5
19 Cl6 Cl17 C12 C8 C5 C6 SXXI PS C5 C5 C5 Cl12 Cl16 Cl4 C13 C4 C13 C5 C13 Cl1
20 C2 C5 Cl16 C2 PE Cl1 Cl1 Cl10 SXXI PS Cl PA C13 Cl15 Cl1 CI5 C12 RO Cl2 CI5
21 C10 C7 PA C5 C2 C5 Cl16 Cl PE Cl C17 CI5 PE Cc3 RO Cl1 C4 C12 Cl16 Cl2
22 Cl17 Cl4 C2 PE RO C2 Cl15 C3 C3 C3 C2 C13 Cl15 C5 Cl1 C5 RO C4 C4 C4

Legenda: didmetro do ramo ortotrépico (IDO) e plagiotropicos (IDP); distincia dos entrends nos brotos (DEB) e nos ramos plagiotropicos (DEP); incrementos médios: ramo do ano (IRA); nimero de brotos (NBRA);
tamanho de brotos do ramo no ano (CBRA); nimero de: botdo floral (NBF), flor aberta (NFA) e frutos (NFR); comprimento (CF) e didmetro de frutos (DF).
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Abstract

Pollen viability is essential for the sexual reproduction in plants. Genetic and
environmental factors as well as plant age can influence this characteristic. In this work,
pollen viability was studied in guava (Psidium guajava L.), a cross-pollination species.
The genetic parameters for this characteristic were estimated considering 22 genotypes,
two environments and different plant ages. For that, the pollen viability of the genotypes
was evaluated for three years (2013, 2014 and 2015) in two experimental orchards
(installed in randomized block design, with three blocks and two plants per plot) and at
two different regions of the state of Espirito Santo, Brazil. The plants were analyzed at
19, 24 and 38 months of age in the years 2013 and 2014 in Mimoso do Sul (ES) and
2015 in Linhares (ES), respectively. The flower buds, at pre-anthesis stage, were
collected, fixed in ethanol:acetic acid (3:1) and stored at -20°C. Pollen viability was
obtained by colorimetric methods (Alexander’s, Acetic Orcein and Lugol dyes) and the
genetic parameters estimated by means of mixed models. The pollen viability of the
genotypes was high, with an overall mean of 93.46% in the thr ee harvests. Mean
heritability was lower in the harvests of 2013 (0.479) and 2014 (0.126) in relation to
2015 (0.583), indicating a slighter possibility of predicting genetic gains based on this
characteristic. Altogether, these results provide information about pollen viability in
commercial and superior genotypes of the guava crop used in this study, given that
pollen-donor genotypes are reported to influence characteristics related to weight and
fruit quality in this species. In addition, these genotypes showed good potential for
cross-pollination, and can therefore be used as pollinators in orchards and crosses within
breeding programs.

Keywords: Guava tree, pollen, plant breeding, genetic variability.
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1. INTRODUCTION

The pollen represents an essential stage in the life cycle of plants, and its
viability is crucial for their sexual reproduction (Gottardini et al., 2008), as it reflects the
potential of the male gamete in the fertilization efficiency (Alexander, 1980).
Knowledge about pollen viability is important for taxonomy, ecology and palynology,
providing information on the reproductive biology and conservation of the species
(Alexander, 1980; Souza et al., 2002; Usman et al., 2013). It is also critical in genetic
breeding, in the routine use of artificial pollination (Nascimento et al., 2003; Munhoz et
al., 2008); in pollen monitoring during storage; in evaluation of pollen germination after
exposure to stresses; in analyses of dispersion and gene flow; and in studies of genetics
and pollen-stigma interactions, incompatibility and fertility (Santos et al., 2007;
Bauermann et al., 2009; Almeida et al., 2011; Balbinot et al., 2011; Soares et al., 2011;
Cuchiara et al., 2012).

Viability of the pollen grain can be determined by methods of cytochemical
staining, in vitro germination, in vivo germination, and percentage of effective
fructification (Einhardt et al., 2006; Almeida et al., 2011). The staining methods provide
rapid, low-cost results, with different dyes being commonly used (Techio et al., 2006),
depending on the constitution and morphology of the pollen grain and properties of the
dyes.

In allogamous species, the viability of pollen grains is an essential factor, as each
grain represents a distinct combination of alleles as a result of the heterozygosity of the
loct; it is suggested that the higher the pollen viability, the stronger the possibility of
forming different allele combinations and, ultimately, achieving genetic variability
(Souza et al., 2002). Psidium guajava L. (Myrtaceae), the guava tree, is a predominantly
allogamous fruit tree widely grown in tropical regions that produces fruits of high
nutritional and functional value (Nishima et al., 2013). In this species, losses of up to
39.5% have been reported in the production of fruits originated via self-pollination,
attributed to self-incompatibility phenomena (Alves and Freitas, 2007).

In guava tree, Usman et al. (2013) reported influence of the pollen donor
genotype on the traits fruit diameter and weight, total soluble solids, titratable acidity,
ascorbic acid content, and total and nonreducing sugar contents. This phenomenon is

known as metaxenia, where the pollen donor genotype may influence the physical and
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biochemical quality of the guava fruits (Usman et al., 2013). It has also been reported in
apple (Bodor et al., 2008), blueberry (da-Silveira et al., 2011) and loquat crops (Xu et
al., 2007). This observation suggests that it is possible to select pollinating genotypes in
order to constitute a commercial orchard with the aim of increasing productivity and
fruit quality. However, to achieve this it is necessary to understand more broadly the
characteristic of pollen viability in the species.

In breeding programs, the orientation and guidance of the selection strategy to
obtain superior genotypes, independently of the objectives and having or not pollinating
functions, for instance, require understanding the genetic basis of the attribute in
question. For this, it is necessary to carry out a genotype evaluation; obtain the variance
components for the estimates of genetic parameters; and subsequently predict the
genotypic values related to genetic control of the characteristic (Resende et al., 2008;
Basso et al., 2009). This way, parameters such as heritability (h%) and the variation
index (ratio CVg/CVe) are estimated and used to direct the selection of genotypes. The
REML/BLUP methodology is a robust approach used to estimate genetic parameters
that considers various sources of variation from field experiments, being useful for
unbalanced data and non-orthogonal designs. It allows unfolding the phenotypic
variation into genetic, environmental and genotype X environment interaction
components; comparing genotypes over time (generations, years) and space (locations,
blocks); simultaneously correcting for the environmental effects, the estimation of
variance components and the prediction of genetic values; and studying complex data
structures (repeated measures, different years, locations and designs) (Resende et al.,
2008).

In this work, we proposed evaluating the pollen viability of 22 P. guajava
genotypes, as well as studying the control of this characteristic, through estimation of
genetic parameters, at different production cycles and environments. For this purpose,
widely known staining methods were used. This setup aimed to allow the estimation of

genotypic values for pollen viability in guava.
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2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1 POLLEN VIABILITY

The three applied staining methods allowed differentiating between viable and
non-viable pollen (Fig. 1), and presented correlations of 0.99 considering the data on the
harvests of 2013 and 2014 together. Based on these results, only Alexander's solution
was used in the evaluation of the 2015 harvest, as it enables easy distinction of pollen
grains owing to the simultaneous action of the malachite green and the acid fuchsin. The
former has affinity for cellulose, staining the cell wall green, while the latter colors the
protoplasm. Non-viable pollen grains (without protoplasm) only acquire a green color

(Alexander, 1980; Techio et al., 2006).

Figure 1. Viable (black arrows) and non-viable pollen (dotted arrows) of Psidium
guajava L. by three staining methods: Alexander (A), Lugol (B) and Orcein (C).
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The applied staining methods allowed verifying that the pollen grains of the 22
genotypes, at the different production cycles, exhibited preserved carbohydrate content,
cell morphology, and chromatin and cytoplasm integrity (detected by orcein staining)
(Vargas et al., 2009). The presence of starch was verified by staining with Lugol (Ge et
al,, 2011), and integrity of the protoplasm and cellulose of the pollen wall by
Alexander's solution (Alexander 1980).

The 22 guava tree genotypes exhibited large amount of viable pollen, with 16 of
them presenting mean pollen viability of more than 84%, a value considered high in this
study (Table 1); an overall mean of 93.46% was obtained in the three harvests. In wild
guava trees, pollen viability values between 73% and 99% have been reported using
Lugol and acetic orcein (Coser, et al., 2012a). However, the present study is the first
account of this feature being tracked across the first harvests of an orchard in
establishment process; this way, important information is provided for the crop, as
cross-pollination has been related as an important factor regarding productivity, with
production losses occurring due to self-fertilization (Alves and Freitas, 2007).
Moreover, the higher the viability rate in allogamous species, the higher the probability
of producing different allele combinations, and of increased genetic variability (Souza et
al., 2002).

The pollen viability of some genotypes differed between the harvests. The
genotypes C3, C16, PS and PA presented lower values in the harvest of 2013, with
occurrence of at least one plant without viable pollen. On the other hand, the genotypes
CLG, CBLG and CRG had reduced pollen viability in the second harvest (2014),
remaining lower for CLG in the harvest of 2015 (Fig. 2). Altogether, these genotypes
present differential characteristics of fruits and seeds (Coser et al., 2012b, 2014). The
genotype C3 has been described as presenting smaller fruit size, and the cultivars PA
and PS large amount of seeds. The genotypes CLG, CBLG and CRG are characterized
by presenting large fruits (Brasil, 2014), being largest in CLG (Coser et al., 2014).
These results suggest that the pollen viability of guava tree may be related to
characteristics of the fruits and seeds in the pollen donor genotype. For this crop, it has
been reported in the literature that the pollen donor genotype may influence fruit size
and quality, being possible to select pollen donor genotypes; further, it is suggested that
the pollen source plays a key role in fruit development and maturity. However, causes

of metaxenial effect still have to be further explored (Usman et al., 2013).
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Table 1. Mean phenotype percentage of the pollen viability in 22 guava tree genotypes

in three harvests, carried out by staining methods using Alexander's, Lugol or Orcein

solutions.
Alexander's Lugol Orcein

Genotype 2013 2014 2015 2013 2014 2013 2014
CLG 98 82 84 99 84 99 81
CBLG 98 65 97 99 66 94 66
C5 98 98 99 99 99 99 99
CRM 98 99 98 99 99 100 99
C7 99 99 97 99 99 99 99
C9 99 99 96 99 99 99 99
C10 98 97 96 100 98 99 99
Cl1 98 99 99 98 99 99 100
C13 99 99 98 99 99 98 99
CRG 99 87 98 99 92 99 91
CSLG 98 98 95 97 99 99 98
C17 99 99 98 98 99 99 99
SXXI 98 99 98 99 99 99 99
C12 98 99 99 98 100 99 99
CLM 99 99 99 99 99 99 98
RO 96 99 97 98 98 97 98
CBRM 98 98 99 99 100 99 99
C3 49 97 99 50 99 49 99
C16 50 97 94 49 98 50 98
PST 32 95 96 32 96 32 97
PE 98 --- 98 99 --- 98 ---
PA 66 --- 98 66 --- 66 ---

Note: Phenotypic means not estimated due to loss of observations.
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Some previously characterized Cortibel genotypes present molecular and
morphological divergence of fruits in commercial cultivars, including Paluma (PA) and
Pedro Sato (PS) (Gomes Filho et al., 2010; Coser et al., 2012b; 2014). In the present
study, it was observed that these commercial genotypes (PS and PA, along with C3 and
C16) showed greater variation in the first harvest with regards to pollen viability. The
genotype C3 was also reported to have molecular similarity to PA and PS (Coser et al.,
2012b). The Cortibel genotypes of large fruit demonstrated greater variation in the
second (CLG, CBLG and CRG) and third (CLG and CSLG) harvests (Fig. 2). However,
significant variation between genotypes was observed only in the harvest of 2015, in
which all genotypes with 38-month-old plants presented high viability (above 84%),
with the lowest values being found in some Cortibel genotypes. No significant variation
was detected in the two harvests with younger genotypes. However, the five genotypes
with highest values for viable pollen in the Mulamba and Mock rank were CRG, C13,
C9, C7 and C17 in the harvest of 2013; and SXXI, C17, CRM, CLM and C9 in the
harvest of 2014. The genotype C17 and C9 were classified among the best five in both
harvests at the city of Mimoso do Sul. In the harvest of 2015, the five highest values for
viable pollen were found in the genotypes C5, C11, C3, C12 and CLM. It was further
observed that the genotype CLM was among the five highest values both in the harvest
of 2014, in Mimoso do Sul, and in that of 2015 in Linhares. In joint analysis of the
environments (Mimoso do Sul and Linhares) including the three harvests, only the

genotype PS had less than 84% of pollen viability (Fig. 2).
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Table 2. Likelihood ratio test for pollen viability in guava trees performed by staining

methods using Alexander's, Lugol ad Orcein solutions.

Analysis Effects Deviance LRT p-value (y°)
Blocks 756.90" 0.00 0.96
Alexander's .
Genotypes 759.39 2.49 0.12
Harvest 2013
Complete model  756.90"" —-- -
"""""""""""" Blocks ~ 566.763° 044 051
Alexander's .
Genotypes 566.432 0.11 0.74
Harvest 2014
Complete model  566.326™" - -
"""" 1Bloc1<s75775+000100
Lugo
s Genotypes 760.16" 2.41 0.12
Harvest 2013
Complete model ~ 757.75™" - -
"""""""""""" Blocks 563277 040 053
Lugol +
Genotypes 562.91 0.04 0.84
Harvest 2014
Complete model  562.87"" - -
"""""""""""" Blocks 75771 000 100
Orcein .
Genotypes 760.10 2.39 0.12
Harvest 2013
Complete model ~ 757.71"" - -
o """""""" Blocks . 564.077 023 063
rcein
Genotypes 564.01" 0.17 0.68
Harvest 2014

Complete model  563.84™" - -

LRT - Likelihood ratio test; "Deviance of the adjusted model without the referred
effect; ""Deviance of the complete adjusted model; p-value (x2) — value p estimated
based on the probability distribution x2 with one degree of freedom.
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2.2 GENETIC PARAMETERS

The effects of the interaction genotype x environment (Table 3) were significant
at a p-value of 0.063, very close to the standard of 0.05. Moreover, observing the
parameter of correlation between the genotypes' performances (fsec) across the
environments, a p-value of 0.068 is verified (Table 4). This further indicates that the
influence of the complex part of the interaction is only effective starting at this value,
which was also very close to the standard of 0.05; therefore, the classification of the
genotypes was not significantly altered in the different environments (Linhares and
Mimoso do Sul). This fact is interesting because, in this work, the particularity exists
that the genotypes were at different ages at the two locations, with the plants in Mimoso

do Sul being nine months younger than those of Linhares.

Table 3. Likelihood ratio test for the pollen viability of guava trees by staining method

using Alexander's solution.

Analysis Effects Deviance LRT p-value (xz)
. Blocks 756.900" 0.002 0.963
1;/(1)12080 B Genotypes 759.386" 2.488 0.115
Complete model 756.898"" - -
‘Mimoso—ES  Blocks 566.763° 0438 0508
2014 Genotypes 566.432" 0.107 0.744
Complete model 566.326"" - -
Linhares - ES  Genotypes 5458577 5741 0017
2015 Complete model 540.116" - -
______________________ Locations/Blocks ~ 1462.199°  0.000  1.000
Toint Genotypes 1462.218" 0.019 0.890
Genotypes x Locations  1465.656" 3.457 0.063
Complete model 1462.199" - -

LRT - Likelihood ratio test; ‘Deviance of the adjusted model without the referred
effect; *"Deviance of the complete adjusted model; p-value (x?) — value p estimated
based on the probability distribution x2 with one degree of freedom.
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Regarding the estimates of parameters, the smallest genetic (ﬁ;), phenotypic and

fﬁﬁ residual (35) variances were found in the harvest of 2015 (38-month old plants),
and the largest in the harvest of 2013 (19-month old plants) (Table 4). The mean
heritability was smaller in the harvests of 2013 (0.479) and 2014 (0.126) in relation to
2015 (0.583), owing to the largest fraction of the phenotypic variation in Mimoso do
Sul being associated to environmental variation. This result allowed establishing a
slighter possibility of predicting genetic gains based only on this characteristic, due to
the environmental changes influencing the phenotype (Resende and Duarte, 2007).

In guava trees, it has been observed that commercially important characteristics,
such as yield, size and quality of the fruits, as well as some types of resistance to
diseases, present moderate to low heritability, in the broad and narrow sense (Pelea et
al., 2012; Thaipong and Boonprakop, 2005). In one review (NIMISHA et al., 2013),
moderately high heritability in the narrow sense was reported for fruit length (44%) and
contents of soluble solids (43%), and smaller heritability (32%) for fruit width,
indicating that some characteristics present lower genetic control and higher
environmental influence in the transmission of the trait compared to others.

The coefficient of genetic variation, as well as the heritability, is an important
parameter in the prediction of genetic gains. For pollen viability, the genotypic
coefficient of variation (CVg) was smaller than the environmental, indicating that there
was greater influence of the environment compared to the genetic (Table 4). This way,
in guava trees the pollen viability may suffer strong influence from the environment.

Still in the context of genotype evaluation, one of the most important statistical
parameters is the selective accuracy, which refers to the correlation between the true
genotypic value of the genetic material and that predicted based on information from
field experiments. Therefore, the accuracy depends on the heritability and repeatability
of the trait, the amount and quality of the information, and on the procedures used to
predict the genetic values (Resende et al., 2008). In this work, the accuracy was
calculated based on the parameters genetic CV (CVg), experimental CV (CVe) and
number of repetitions. The accuracy (t..) of this work reached 69.2% in the harvest of
2013, 35.5% in that of 2014, and 76.4% in the harvest of 2015 (Table 4). The accuracy

is considered high for values > 70%, moderate for values > 50%, and low if < 50%

(Resende, 2008). It is demonstrated that the accuracy was high in the harvest of 2015 in
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Linhares; it was low in the harvest of 2014 and moderate in that of 2013 in Mimoso do
Sul, showing that the environmental variation within an experiment affected the

prediction of genetic values for a certain characteristic.

Table 4. Estimates of genetic parameters for the pollen viability in guava trees.

Mimoso Mimoso Linhares
Parameter Estimations Joint
2013 2014 2015
6 107.789 1026.824 --- 14.842
ﬁé 17058.809 1018.044 585.102 601.553
b2 8298.148
o 55693.641 21155.984 1254.291 27681.708
o7 72860.238 23200.852 1839.392 36596.252
H; 0.234 0.044 0.318 0.016
HE 0.479 0.126 0.583 0.052
Fee 0.692 0.355 0.764 0.227
CVg (%) 14.507 3.359 2.496 2.624
CVe (%) 26.212 15.313 3.655 17.802
CVr 0.553 0.219 0.683 0.147
Peiac --- --- --- 0.068
Poveral 900.317 949.859 969.030 934.593

&2 — Variance between the blocks in the individual analyses or variance between blocks
across environments in the joint analysis; a§ — Genetic variance; &éx — Variance of the

interaction genotypes x locations; &2 — Residual variance; &7 — Phenotypic variance; Hg -
Broad-sense genetic heritability; A" — Mean genetic heritability; te: — Selective accuracy
of genotypes; CVg (%) — Genetic coefficient of variation; CVe (%) — Experimental

coefficient of variation; CVr — Relative coefficient of variation; #,— Correlation of the

genotypes across environments; i — Estimate of the overall mean.

owerall
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The low correlation value of the genotypes between the environments (fs-lc-c =
6.8%) indicates that the alteration in pollen viability occurring in one environment will
not necessarily occur in other environments for the same genotypes. The highest CVr
(relation between CVg and CVe) was obtained for the data from Linhares (0.683),
inferior to the one (Table 4), which indicates large environmental effect. The low
magnitude of rgo. (6.8%) demonstrates high influence of the interaction genotype x
environment, which causes lack of correlation between the performance of the
genotypes in the tested environments. In these cases, greater influence of the complex
interaction becomes evident, indicating that the classification of the genetic materials on
the environments will not necessarily be the same (Bastos et al., 2007). The CVr
estimated for the individual and joint analyses were inferior to the one (Table 4),
meaning that the environmental variability outstripped the genetic variability, which
constituted in these cases the greatest difficulty for identifying the superior materials
(Vencovsky and Barriga, 1992).

The highest estimate for the overall mean (fiyysrai;) Of pollen viability in guava

trees was 96.9%, in the genotypes of the 2015 harvest. Yet, considering all the
performed evaluations, it corresponded to an overall value of 93.46%, showing that the
studied guava tree genotypes had good cross-pollination potential to be used as
pollinators in orchards and in crossings within breeding programs (Table 4).
Fertilization efficiency is crucial for the success of genetic breeding, being related to
pollen viability (Souza et al., 2002). Therefore, pollen viability can be considered an
additional parameter when choosing genotypes in the selection of parents.

Pollen viability in guava trees is high and strongly influenced by the
environment in the first harvests. The heritability for pollen viability in guava tree is
medium to low, leading to a slighter possibility of predicting genetic gains based on this
characteristic, as environmental changes considerably influence the phenotype during

initial harvests.
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3. MATERIALS AND METHODS

3.1 PLANT MATERIALS AND EXPERIMENTAL DESIGN

For greater reliability regarding the pollen viability of guava, in this study the
plant samples were collected in two orchards at different environments (cities of
Mimoso do Sul and Linhares). Each orchard was installed, in a field experimental
design, as a randomized block design with three replications and two plants per plot in
each environment. Spacing of 6 m between rows and 4 m between plants was adopted.
The studied genotypes included 12 commercial and ten improved ones, as described in
Supl. Table 1. The commercial genotypes were: Cortibel LG, Cortibel LM, Cortibel
Branca LG, Cortibel RM, Cortibel Branca RM, Cortibel RG, Cortibel SLG — described
as Cl1, C2, C4, C6, C8, C14 and C15, respectively; Paluma — PA; Pedro Sato — PS; Petri
— PE; Roxa — RO; and Século XXI — SXXI. The improved genotypes were denominated
Cortibel C3, C5, C7, C9, C10, C11, C12, C13, C16 and C17, after the cross-pollination
orchard of same name (Cortibel) where they were selected in the state of Espirito Santo
(ES, Brazil). The plants in the two environments received the same crop conduction
aiming at fruit production. One environment was located in the South of Espirito Santo
(Rural Community of Palmeira — Mimoso do Sul), at latitude 21° 01' 12.99" S,
longitude 41° 17' 13.48" W and elevation of 250 meters. The second environment was
located in the North of Espirito Santo (Production Farm of Frucafé — Linhares), at

latitude 19° 23' 27 "S, longitude 41° 04' 17" W and altitude of 30 meters.

3.2 HARVEST PROCEDURE AND TIMES

The collections were accomplished in two production cycles in the years 2013
and 2014, after the first and the second fructification pruning, respectively, in
experimental orchard installed in the South of the state of Espirito Santo (ES), city of
Mimoso do Sul — Brazil (250 m of altitude). The first collection was performed in

October 2013, the second in March 2014 (19- and 24-month-old plants, respectively).
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After analysis of these results, a new collection was carried out in the city of Linhares,
in the North of ES (38 m of altitude) in February 2015, after the third fructification

pruning (38-month-old plants).

3.3 FLOWER COLLECTION AND MEASUREMENT OF POLLEN TRAITS

Flower buds in pre-anthesis stage were collected from 22 guava genotypes in the
two orchards. The collected buds were fixed in ethanol: acetic acid (3:1) and stored at —
20°C until performance of the analyses. For preparation of the slides, five anthers
obtained from the flower buds were transversely sectioned and immersed in
hydrochloric acid solution (SN HCI) for 3 minutes. Subsequently, the hydrochloric
acid was removed with filter paper and a dye was applied, for 10 min, while the anthers
were shredded. Three different dyes were used: 2% Acetic Orcein, to verify chromatin
and cytoplasm integrity (Vargas et al., 2009); 2% Lugol, which indicates the presence
of starch (Ge et al.,, 2011); and Alexander's solution, containing acid fuchsin and
malachite green, which react with the protoplasm and the cellulose of the pollen wall,
respectively (Alexander 1980). The pollen grains removed from the flower buds of the
2013 and 2014 harvests were stained with Alexander's, 2% Acetic Orcein and 2% Lugol
solutions. Based on the results obtained with the three dyes, and after verification of the
statistical similarity between them, it was decided to use only Alexander's solution for
the samples of the 2015 harvest.

The pollen grains were classified according to size, morphology and staining
capacity using the screening method, until a total of 1,000 pollen grains per slide
(genotype) was reached. Pollen grains with regular shape, darker coloration and larger
size were considered viable. Grains with irregular shape, weak or no coloration and
smaller size were classified as non-viable. For the harvests of 2013 and 2014,
considering 3 dyes x 3 blocks, a total of 9,000 pollen grains were evaluated per
genotype. For the harvest of 2015, as only one dye was used, a total of 3,000 pollen
grains per genotype was analyzed. The analyses were carried out with an Olympus

microscope and 40X objective lens.
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3.4 STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analysis of the data was performed using linear mixed models to
obtain the estimates for the variance components and genetic parameters, by the method
of restricted maximum likelihood (REML) via EM algorithm (Dempsteret et al., 1977),
following the model y = Xu + Zg + Wb + ¢. The data obtained at the harvest of 2015
were analyzed according to the model y = Xr + Zg + €. Joint analysis of the harvests
was performed using the model y = X1 + Zg + W1/b + Ti + €. In these models, y is the
data vector, u is the fixed overall mean, r is the vector of fixed repetition effects added
to the overall mean, is the vector of fixed location effects added to the overall mean, g
is the vector of the random genotypic effects, b is the vector of random block effects, /b
i1s the vector of the block effects within the random locations, i is the vector of the
random effects of the genotype x environment interaction, and ¢ is the vector of errors
or random residues. The capital letters represent the incidence matrices for the referred
effects. Based on the described models, the deviances (-2InL) were estimated for
performance of the likelihood ratio test (LRT), aiming to verify the significance of the
random effects of the used models.

The comparison between dyes was accomplished by Wald's test via F statistics
with the model y = Xc + Zg + Wb + Pi + € in each harvest, where: c: fixed effects of the
dyes, g: random effects of the genotypes, b: random effects of the blocks, and i: random
effects of the interaction between dyes and genotypes. The genetic and phenotypic
correlations were obtained for the evaluated genotypes with the different staining
methods. All analyses were carried out with the computational application R (R Team,

2015) and the program SELEGEN-REML/BLUP (Resende, 2002).

4. CONCLUSION

The pollen viability in orchards of guava trees is high and influenced by the
environment in the first harvests. The heritability for pollen viability in guava tree is
medium to low, leading to a slighter possibility of predicting genetic gains based on this
characteristic, as environmental changes considerably influence the phenotype during
initial harvests. These results provide information about the pollen viability in

commercial and superior genotypes of the guava crops used in this study, which showed
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good potential for cross- pollination and which can be used as pollinators in orchards

and crosses within breeding programs.
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7. SUPPLEMMENT.
Table 1. Description of genotypes studied.

Source in the Espirito Santo

Genotype Abbreviation Type State
Cortibel LG CLG Commercial Frucafé — Linhares
Cortibel LM CLM Commercial Frucafé — Linhares
Cortibel Branca LG CBLG Commercial Frucafé — Linhares
Cortibel RM CRM Commercial Frucafé — Linhares
Cortibel Branca RM CBRM Commercial Frucafé — Linhares
Cortibel RG CRG Commercial Frucafé — Linhares
Cortibel SLG CSLG Commercial Frucafé — Linhares
Paluma PA Commercial Frucafé — Linhares
Pedro Sato PS Commercial Frucafé — Linhares
Petri PE Commercial Frucafé — Linhares
Roxa RO Commercial Frucafé — Linhares
Século XXI SXXI Commercial Frucafé — Linhares
Cortibel 3 C3 Selection Santa Tereza
Cortibel 5 C5 Selection Santa Tereza
Cortibel 7 C7 Selection Santa Tereza
Cortibel 9 c9 Selection Santa Tereza
Cortibel 10 C10 Selection Santa Tereza
Cortibel 11 Cl1 Selection Santa Tereza
Cortibel 12 C12 Selection Santa Tereza
Cortibel 13 C13 Selection Santa Tereza
Cortibel 16 Cl6 Selection Santa Tereza
Cortibel 17 C17 Selection Santa Tereza
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CONCLUSOES GERAIS

Ha diversidade nas fases vegetativa e reprodutiva, e a ocorréncia de patégenos e
pragas € variavel para os 22 genétipos de goiabeira, possibilitando o uso destes
genoétipos em programas de melhoramento.

A diversidade existente nas fases vegetativa e reprodutiva € varidvel para os
gendtipos de goiabeiras estudados, possibilitando o uso destes gendtipos em programas
de melhoramento. A maiores variagdes entre os gendtipos sao na fase reprodutiva
quando comparada a vegetativa.

A diversidade genética avaliada por marcadores moleculares contribui na
identificacdo de similaridades de padrdes genéticos e morfolégicos. Os gendtipos
Cortibel 7 e Cortibel 8 sdao os mais similares geneticamente e morfologicamente.

A época de poda influéncia no comportamento dos gendtipos quanto aos
caracteres vegetativos, reprodutivos e relacionados a ocorréncia de patogenos e pragas
em campo. A poda realizada no verdo favorece um menor ciclo de producdo e um
menor ciclo vegetativo. A poda realizada no inverno reduz de ocorréncia de patdégeno e
pragas em campo.

O estudo da diversidade nas fases vegetativas e reprodutivas e relacionada a
patégenos e pragas permite identificar gendtipos superiores. O gen6tipo Cortibel 8 tem
curto ciclo de florescimento, os frutos sdo grandes independente da época de podas. O
gendtipo Cortibel 11 apresenta maior possibilidade de resisténcia a patdgenos e pragas
em campo. O gendtipo Cortibel 14 tem um menor reestabelecimento vegetativo apds a
poda, podendo ser uma alternativa para produtores que visam adensamento de plantio.
A cultivar Século XXI, apresenta elevado nimeros de frutos de tamanho mediano
independente da época de poda.

A diversidade genética avaliada por marcadores moleculares contribui na
observacdo de similaridades quanto aos padrdes genéticos e morfoldgicos.

A alta viabilidade do pdlen em goiabeiras € influenciada pelo ambiente nas
primeiras safras. A herdabilidade para esta caracteristica € baixa, diminuindo a

possibilidade de predi¢do de ganhos genéticos baseados nesta caracteristica.



