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RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), € uma fruteira nativa do Brasil,
ocorrendo em maior abundancia nos tabuleiros costeiros e baixadas litoraneas do
Nordeste. Seus frutos sdo amplamente consumidos in natura ou processados
como sucos, sorvetes e geleias. A mangabeira, atualmente, vem apresentando
seu germoplasma bastante ameacado, devido a reducdo da sua &rea original de
ocorréncia, pelo desmatamento, especulacdo imobiliaria e plantio de cultivos como
cana-de-acUcar, coqueiros e pastagens. Assim sendo, a referida espécie € uma
das fruteiras mais ameagadas de extingdo no Nordeste. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a diversidade genética de 38 individuos de mangabeiras de
trés populacbes do Estado de Pernambuco por meio da técnica de marcadores
moleculares ISSR. Foram coletadas folhas nas regifes de Tamandaré, Carneiro,
llha de Itamaraca, Nazaré e Reserva do Paiva Com os dados foram realizados
analises de coordenadas principais, estrutura de populacbes e gerado um
dendrograma relacionando todas as populacdes atraves do método UPGMA.
Também foram calculados locos polimérficos, locos monomorficos, diversidade
genética de Nei, parametros de heterozigosidade total, a heterozigosidade média
dentro de grupos, coeficiente médio de diferenciacéo entre os grupos e numero de
migrantes por geracao. Foram selecionados 6 primers ISSR e produzidos um total
93 locos, sendo 10 monomorficos e 83 polimoérficos. A média de bandas
polimorficas por primer foi de 11,5, onde o primer UBC#851 foi 0 mais polimorfico,
apresentando 14 bandas. Ao cruzar as informacdes entre o agrupamento UPGMA,
ACOP e a estrutura de populacéo, os individuos Hancornia 56, Hancornia 57 e
Hancornia 58 evidenciaram uma estreita relacdo entre eles. Os resultados
mostraram um alto nivel de diversidade genética dentro da espécie (He = 0,30),
sendo verificado que a maior parte da variabilidade genética se encontra dentro
das populagdes. O fluxo génico estimado foi de 1,18, ratificando a informacédo de
gue as espécies arboreas tropicais tém apresentado valores de Nm superiores a
1. As populacdes de Hancornia speciosa estudadas apresentaram altos niveis de
diversidade genética, a maioria dos quais se encontra dentro das populacdes.

Palavras-chave: Recursos genéticos; mangaba; Apocynaceae; ISSR.
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ABSTRACT

The Mangabeira ( Hancornia speciosa Gomes) is a native fruit tree from Braazil,
occurring in greater abundance in coastal and coastal plains of the Northeast
region . Its fruits are widely consumed in natura or processed as juices, ice creams
and jellies. Currently the genetic diversity of the species is largely threatened due
to reduction of its original area of occurrence, deforestation , land speculation and
planting crops such as sugar cane, coconut and pastures. Thus, the species is one
of the most endangered fruit plants in the brazilian northeast . The objective of this
study was to evaluate the genetic diversity of 38 H. speciosa genotypes from three
populations of Pernambuco State through ISSR molecular markers . Leaves were
collected in regions of Tamandaré Itamaraca , Nazaré and Paiva. We performed
population structure analysis, Principal Coordinate Analysis, and a UPGMA
dendrogram with all genotypes. Number of polymorphic loci number of
monomorphic loci, Nei's genetic diversity, total heterozygosity , mean
heterozygosity within groups , mean coefficient of differentiation between groups
and number of migrants per generation were also calculated . Six ISSR primers
were selected and produced a total 93 loci, 10 monomorphic and 83 polymorphic .
The average number of polymorphic bands per primer was 11.5 , where UBC
primer # 851 was the most polymorphic , with 14 bands . By cross checking
between the UPGMA clustering , PCoA and structure of population, Hancornia 56
, 57 and Hancornia Hancornia 58 subjects showed a close relationship between
them . The results showed a high level of genetic diversity within species ( He =
0.30), and found that most of the genetic variability found within a population . The
gene flow was 1.18 , confirming information that tropical tree species have shown
values of Nm greater than 1. Hancornia speciosa populations studied showed high
levels of genetic diversity , most of which lies within populations .

Keywords: genetic resources; mangaba; Apocynaceae; ISSR.
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1. INTRODUCAO GERAL

A fruticultura é um importante setor do agronegdcio brasileiro, pois envolve
mais de cinco milhdes de pessoas que trabalham de forma direta e indireta no
setor. O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, com colheita em torno
de 1.580.795.000 frutos ao ano, mas participa com apenas 2% do comeércio global
do setor, o que demonstra o forte consumo interno (Anuario Brasileiro de
Fruticultura, 2013).

O Brasil cultiva frutiferas de clima temperado (Sul e Sudeste) e de clima
tropical e subtropical (Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Nordeste), colocando-se em
destaque em relagcdo aos demais paises do mundo, existindo ainda grande
potencial para algumas frutas nativas das diversas regides do pais. Os frutos
nativos ocupam lugar de destaque no ecossistema brasileiro, pois muitos deles
sdo comercializados e consumidos “in natura” ou beneficiados pelas industrias
caseiras (Silva et al., 1994).

Dentre as fruteiras nativas da regido Nordeste de maior interesse pelas
agroindustrias, a mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), vem se destacando.
Ocorre em solos arenosos onde apresenta tolerancia a seca e consegue se
desenvolver bem em solos com baixo teor de matéria orgéanica, acidez elevada e
baixa disponibilidade de nutrientes (Ferreira & Marinho, 2007)

A comercializacao do fruto geralmente ocorre nas regides Norte e Nordeste
do Brasil, e na maioria destes Estados a producdo €& proveniente das plantas
remanescentes, exploradas por comunidades extrativistas (Lederman et al., 2000).
A comercializacdo dos frutos até o consumidor final é feita pelos mercados em
bandejas de isopor revestidas com filme PVC, com capacidade para 5009
(Lederman et al, 2000).

Devido a grande demanda pelos produtos da mangabeira, ha necessidade
de pesquisas para solucionar os problemas tecnoldgicos que impossibilitam a
exploracdo comercial dessa fruteira, como por exemplo: os métodos de
propagacéo, porte da arvore, forma de colheita, manejo, sistemas de plantio, sdo
algumas das barreiras que causam algum tipo de problema para implantacdo de
pomares comerciais, e para tanto, existe a necessidade de estudos para sua
caracterizacdo e consequente selecdo de materiais genéticos de interesse
econdmico (Silva Janior et al., 2007 ).

A presente pesquisa teve como objetivo a analise de populacdes de 38
individuos de mangabeira de trés populacdées do Estado de Pernambuco, por meio
da técnica de marcadores moleculares ISSR, com a finalidade de se conhecer a
diversidade genética dentro e entre as populacdes naturais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CENTRO DE ORIGEM E DIVERSIDADE DA MANGABEIRA (Hancornia

speciosa Gomes)

As espécies da familia Apocynaceae, num total de 5100, distribuidas em
450 géneros, sdo encontradas naturalmente na vegetacao do cerrado e nordeste
brasileiro, onde sdo caracterizadas normalmente pela presenca de latex. Os
géneros mais conhecidos sao: Allamanda, Aspidosperma, Plumeria, Rauwolfia,
Taberna, Montana e Hancornia (Lorenzi, 2002).

O género Hancornia € monoespecifico e pertence ao grupo das
Eudicotiledoneas, ordem Gentianales, onde a espécie Hancornia speciosa Gomes
compreende seis variedades botanicas que se diferenciam por algumas
caracteristicas morfologicas, principalmente da folha e da flor: H. speciosa var.
speciosa, H. speciosa var. maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa
var. lundii, H. speciosa var. garneri e H. speciosa var. pubescens. (Monachino,
1945; Soares et al.,, 2009). No Nordeste registra-se com maior intensidade a
variedade speciosa; a gardneri ocorre no Brasil Central; a pubescens em Goias e
Minas Gerais; a cuyabensis no Mato Grosso, na Chapada dos Guimaraes; a
maximiliani em Minas Gerais e a lundii ocorre em Minas Gerais, Pernambuco,
Bahia e Goias.

Sendo a mangabeira uma planta originaria do Brasil, Giacometti (1993)
propds os seguintes centros de diversidade da mangabeira: Centro 2 — Costa
Atlantica e Baixo Amazonas (Parda e Amapa); Centro 6 - Nordeste / Caatinga
(tabuleiros); Centro 8 - Brasil Central / Cerrado; Centro 9 - Mata Atlantica
sobretudo os setores 9A (ecossistemas da costa do Rio Grande do Norte a
Alagoas) e 9B (litoral de Sergipe ao Espirito Santo); Centro 10 - Brasil (Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul) / Paraguai, que inclui o complexo do Pantanal.

Vieira Neto (2002) relata que € nas regides Centro-Oeste, tabuleiros e
baixadas litoraneas do Nordeste que a mangabeira apresenta maior diversidade,
onde se encontra quase a totalidade da producédo nacional devido ao seu mais
intenso extrativismo.

A palavra mangaba é de origem indigena e significa “coisa boa de comer”
(Silva Junior et al., 2006), o que significa a boa palatabilidade dos frutos e a
aceitacdo da fruta na alimentacdo regional. Segundo Monachino (1945), séo
varias as denominacfes usadas para a mangaba no Brasil, como mangaiba,
mangareiba, mangava, mangaulva, manguba, mangabeira-agreste, mangabeira-
brava, mangaba-das-caatingas, mangabinha-das-caatingas, mangabeira-do-norte,
mangabeira-mansa, mangabeira-ovo, mangabeira-rana, mangabeira-branca,
mangabeira-vermelha, mangabeira-de-goias, mangabeira-de-minas, tembiu-catu e
manga-icé. Em alguns Estados, como por exemplo Sergipe e Bahia, os frutos sdo
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popularmente conhecidos como catu e fruta-de-doente, tembill e tembiucatinga,
respectivamente (Bahia, 1979). Por fim, em alguns paises como Espanha e
Portugal, Villachicha et al. (1996) cita que sdo conhecidos como mangaba e
mangabinha do norte, respectivamente.

A espécie ocorre como fruteira nativa e lacticifera em solos arenosos onde
apresenta tolerancia a seca e consegue se desenvolver bem em solos com baixo
teor de matéria organica, acidez elevada e baixa disponibilidade de nutrientes
(Ferreira & Marinho, 2007). Pode ser encontrada em latossolos, areias quarzosas,
cambissolos e litossolos. A planta vegeta bem em &reas que apresentam grande
insolacéo, temperatura média em torno de 25°C e pluviosidade de 750mm e até
mais de 1500 mm anuais.

2.2. ASPECTOS BOTANICOS E DESCRICAO DA ESPECIE

A mangabeira € uma planta arborea de porte médio, com altura variando de
4 a 7 metros, podendo chegar até 15 metros, de crescimento lento, copa ampla,
as vezes mais ramificada que alta, com galhos abundantes apresentando
folhagens reduzidas (Silva Junior & Lédo, 2006, Silva Junior et al., 2007). O tronco
possui 0,2 a 0,3m de diametro sendo tortuoso ou reto, casca suberosa com caule
rugoso tendo, em media, 3 bifurcagfes situadas a partir de 40 a 50cm da altura da
base. Os ramos jovens possuem coloracéo violacea, meio angulosos sendo curtos
com poucas folhas. A raiz é do tipo pivotante profunda, circundada de raizes
secundarias bem desenvolvidas, dispostas obliqguamente em relacdo a principal e
toda a planta exsuda latex de coloracdo branca ou réseo-palida. As folhas séo
deciduas, simples alternas, opostas, elipticas, coriaceas com lamina oblonga, oval
e espacadas, medindo 3,5 a 10,0cm de comprimento e 1,5 a 5,0cm de largura.
Sao glabras nas duas faces, olivaceo-enegrescentes na face ventral, sendo a face
dorsal descoradas, com medidas de peciolo de 9 a 12mm, fino e axilar (Lederman
et al., 2000).

Apresenta 2 a 5 flores hermafroditas gémeas ou trigémeas no apice dos
ramulos, campanuladas, isoladas e aromaticas. Estas sdo, em geral, de coloracao
branca, e posteriormente rosea ou amarela. Em relacdo ao androceu, sdo dotados
de 5 estames epipétalos, anteras lanceoladas com 2mm de comprimento, filetes
curtos e deiscéncia rimosa localizadas na regido apical, sendo ndo fundidas, e a
polinizacdo é feita por insetos lepidopteros (Darrault & Schlindwein, 2002). O
gineceu possui ovario pequeno (2mm de comprimento), unicarpelar, pluriovular e
glabro, sendo seu estilete longo com estigma em carretel (Monachino, 1945). Os
frutos sdo arredondados ou piriforme (forma de pera), com 2,0 a 6,0cm de
comprimento, exocarpo exibindo uma coloracdo que varia de verde-clara a
amarelada, com estrias amareladas ou avermelhadas. Quanto ao fruto, 0 mesmo
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produz um suco viscoso na casca, sendo a polpa de cor branca de gosto
acidulada a doce, suave, carnosa e viscosa, de aroma perfumado e muito
saborosa (Soares et al., 2009). As sementes recalcitrantes, sao discoides,
achatadas, com 7- 8mm de diametro de coloragéo castanho-clara e rugosas, com
hilo central possuindo a testa com coloragdo marrom-amarelada, fina e o
endosperma branco triangular( Monachino, 1945).

A mangabeira é uma planta alégama (Dias & Maranhdo, 1994) e apesar de
suas flores serem hermafroditas, h4 uma auto-incompatibilidade entre as
estruturas de reprodugdo, o que a torna obrigatoriamente dependente de
polinizadores (Darrault & Schlindwein, 2002)

2.3. IMPORTANCIA SOCIO-ECONOMICA DA MANGABEIRA

A mangabeira apresenta, no litoral do Nordeste, duas floragbes e
frutificacdes durante o ano (Silva Junior & Lédo, 2006), ocorrendo durante o
periodo de agosto a novembro e dezembro a margo, respectivamente. Bezerra et
al. (1993) relatam que a época de producdo de frutos em Pernambuco ocorre de
dezembro a maio, com maior concentracao entre 0os meses de janeiro e abril.

A mangabeira € uma planta cuja propagacdo se da por via sexuada,
havendo sérias dificuldades na sua propagacdo por via assexuada, devido ao
insucesso de técnicas como estaquia, enxertia e mergulhia para mangabeiras em
viveiros comerciais (Lederman et al., 2000; Vieira Neto, 2002; Lima et al., 2008;
Gomes, 2010), embora para as variedades boténicas do cerrado ja exista
tecnologia para producdo de mudas enxertadas (Pereira, 2006). Além disso, tem-
se encontrado empecilhos no armazenamento das sementes, tendo em vista o
seu carater recalcitrante, presenca de inibidores na polpa e a rapida perda de
viabilidade. Por ndo poderem ser secas, devem ser semeadas até quatro dias
apoOs sua extracdo, pois podem sofrer desidratacdo em cerca de 30% no fruto
(Soares et al., 2009). Diante disso, a sua conservagdo ex situ deva ser,
obrigatoriamente, feita em cole¢cdes no campo (Tavares,1960; Pimentel & Santos,
1978; Oliveira & Valio, 1992; Vieira Neto, 2002).

Lederman et al. (2000) afirmam que, aparentemente, a mangabeira
apresenta pouca segregacgao, e apesar de ser propagada por semente, conserva
muito do seu patrimbnio genético. Dessa maneira, a erosao genética € baixa, e o
germoplasma podera se manter nessas condicdes com todo o seu potencial. Por
ser uma espécie domesticada recentemente, € natural que ocorra diversificacdo
em relacdo as caracteristicas de producao, produtividade, porte, conformacao de
copa, ciclo reprodutivo e composicao fisico-quimica do fruto.

De acordo com Manica (2002), a mangaba € considerada uma fruta de
excelente aroma e sabor quando madura, sendo frequentemente apreciada in
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natura ou usada na elaboracéo de batidas, coquetéis. E comercializada na forma
de polpa congelada, doce em calda, compota, geleia, refrescos, sorvete, sucos e
xarope. Existe a possibilidade de ser utilizada no preparo de refresco em pd, como
aditivo de bebidas derivadas do leite, e a polpa usada para o enriguecimento e
mistura com outros sucos. Em relacdo a polpa, que € do tipo carnoso-viscosa de
coloracdo branca, possui um aroma agradavel com um alto rendimento na ordem
de 93,7%, sendo sua utilizacdo industrial cada vez mais difundida devido ao seu
sabor exotico caracteristico. Em relacao ao valor nutritivo, a polpa apresenta teor
proteico superior ao da maioria das espécies frutiferas (Ferreira et al., 2008).
Quando a fruta é fermentada, produz vinho, vinagre, alcool e licor (Soares et al.,
2009). O fruto pode amadurecer na planta ou ap6s a colheita, sendo assim
climatérico ( Vieira, 1997).

Além de se utilizar o fruto da mangabeira, aproveita-se também o seu latex
para a producdo de borracha para exportacdo. O latex também tem ampla
aplicagdo na farmacologia, caracterizando seu potencial diversificado de
aproveitamento (Ferreira et al., 2008), podendo ser empregado no tratamento da
tuberculose, Ulceras, dermatoses, herpes, verrugas e desordem gastrica. A
madeira do tronco, vermelha e rigida, € usada na construcao civil, na carpintaria,
lenha e carvéo (Manica, 2002).

No Nordeste, a cultura é explorada predominantemente pela acao
extrativista das populacdes tradicionais que trabalham com a mangaba como
atividade econdmica, onde Mota et al. (2005) realizando uma pesquisa no
decorrer dos anos de 2003 e 2004 no litoral Sul sergipano com pequenos
produtores, relataram que naquela regido a importancia da mangabeira cresceu
nos ultimos anos, fazendo com que o fruto seja considerado pela comunidade
tradicional como uma espécie de “tabua de salvagéo”, gerando importante fonte
de renda para os produtores.

2.4. RECURSOS GENETICOS E MELHORAMENTO DA MANGABEIRA

Muito pouco tem sido feito para preservar o germoplasma existente, tanto in
situ quanto ex situ, da mangabeira embora esta esteja entre as espécies com alta
prioridade para preservacdo da mangabeira pelo programa Plantas do Futuro do
CNPg/Worlf Bank/GEF/MMA/Probio, com potencial entre as fruteiras nativas do
Nordeste (Ferreira et al., 2008). A cultura ainda esta em fase de domesticacéo e,
portanto, informacdes sobre o desenvolvimento e a variacdo genética de espécies
nativas sao fundamentais, jA que a domesticacdo e a incorporacdo dessas
espécies nos sistemas produtivos regionais, bem como o desenvolvimento de
estratégias de conservacdo eficientes estdo estreitamente relacionadas ao
conhecimento da magnitude e da distribuicAo da variabilidade genética nas
populacées naturais. Todos 0s aspectos relacionados ao seu cultivo ainda
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necessitam ser melhor estudados, podendo-se citar: propagagdo vegetativa,
selecdo de gendtipos promissores, desenvolvimento e adaptacdo de préticas
culturais, estudos sobre a fenologia da planta e aspectos relacionados com a pré e
pos-colheita do fruto.

As areas nativas de mangabeiras vém perdendo espaco para; 0s canaviais,
coqueirais, pastagens, para os criatérios de camardo e especulacdo imobiliaria
materializada pela construcdo desordenada de grandes condominios residenciais,
hotéis, resorts, casas de veraneio e demais atividades ligadas ao turismo. Um dos
exemplos mais graves estd em Pernambuco. Estimativa feita pela Embrapa
Tabuleiros Costeiros mostra que o Estado ja perdeu 90% das areas originais de
mangaba (Alencar, 2007). A espécie vem sofrendo acelerado processo de erosédo
genética em razao dos varios processos antropicos ao longo dos anos (Pinheiro,
2001). A inversdo deste quadro é primordial para manutencdo das populacdes
naturais e a dinamica ecoldgica do sistema, pois a erosdo genética impossibilita o
total conhecimento dos recursos genéticos da espécie e, por conseguinte, de toda
variabilidade genética existente.

Os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) sdo uma alternativa para a
conservacao, preservacao e selecdo dos recursos genéticos vegetais, pois
segundo Nass et al. ( 2008), resulta em informacdes sobre potenciais genitores a
serem utilizados em programas de melhoramento. Segundo Lemos et al. (2006),
plantas elite podem estar se perdendo e a pesquisa cientifica precisa desenvolver
meios para fixar vegetativamente estas, pois a mangabeira se encontra na lista
de espécies em extincdo (Ferro, 2011). O desenvolvimento de colecbes de
germoplasma é o primeiro passo para a identificacdo de duplicatas e genitores,
gue possibilitardo a obtencao de hibridos com maior potencial comercial.

Conforme relatado por Sousa et al. (2007), existem poucos bancos de
germoplasmas de H. speciosa no pais. O da EMEPA/PB (Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba), possui a maior colecdo ex situ do pais, com
311 acessos. O Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas
possui uma colecdo cujos acessos estdo localizados no municipio de Rio Largo,
Alagoas (Espindola, 2003). A Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizada em
Sergipe, no campo experimental de Itaporanga, possui 23 populacdes
procedentes dos Estados da Bahia, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Minas Gerais,
Para e Ceard, totalizando 271 genotipos.

2.5. MARCADOR MOLECULAR

Os estudos de genética de populacdes avancaram significativamente na
década de 1970 com o advento das técnicas moleculares, o que permitiu a analise
da variacdo dos organismos ao nivel de DNA, observando diferencas nas
sequéncias génicas com uso de marcadores moleculares (Zucchi et al., 2002),
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eliminando assim possiveis efeitos ambientais. Sendo assim, marcadores
moleculares sdo fragmentos de DNA que permitem a distingdo de individuos
geneticamente diferentes (Borém & Caixeta, 2006) e tem propiciado informacdes
sobre sequéncias desejadas, clonagem de genes, construgcdo de arvores
filogenéticas, genes condicionantes de caracteristicas de interesse e mapeamento
gendmico (Oliveira, 2010).

Os primeiros marcadores a serem utilizados foram os morfolégicos, que sao
marcadores determinados por fenétipo de facil identificacdo visual, normalmente
identificados por um Unico loco e geralmente apresenta herdabilidade igual a 1,0
(Ramalho et al., 2008). No entanto, seu uso se tornou limitado devido ao pequeno
namero de marcadores, a influéncia do ambiente na sua expressdao, nem sempre
possuem herdabilidade igual a 1 e sdo frequentemente controlados por alelos
dominantes ( Freitas & Bered, 2003).

As isoenzimas, também chamadas de isozimas, foram primeiramente
descritas por Markert e Moller (1959) para designar formas moleculares multiplas
de enzimas com a mesma especificidade enzimatica. Elas podem ser distinguidas
por carga ou tamanho, sédo controladas geneticamente por um ou varios genes em
locos diferentes.

Entretanto, as isoenzimas apresentam limitagdes como cobertura parcial do
genoma, baixo nivel de polimorfismo, atividade isoenzimatica diferenciada de
acordo com estadio de desenvolvimento da planta, influéncia das condi¢bes
ambientais e tipos de tecidos vegetais utilizados (Alfenas, 1998; Borém & Caixeta,
2006; Faleiro, 2006). Dez anos apos a aplicacdo dos descritores de enzimas e
proteinas surgiram outros mais eficazes, baseados em DNA. Enquanto os
marcadores de proteina flanqueiam apenas regifes de expressao génica, 0S
marcadores de DNA realizam uma ampla cobertura do genoma (Ferreira &
Grattaplagia, 1998).

Existem varios tipos de marcadores de acidos nucleicos disponiveis, sendo
0os mesmos divididos em dois grupos conforme a metodologia de identificacéao:
hibridizacdo e amplificacdo. Os principais marcadores identificados por
hibridizacdo sao RFLP ( “Restriction Fragment Lenght Polymorphism” ) e
Minissatélites ou locus VNTR (“Variable Number of Tandem Repeats”). Outros
como RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”), SSR (Simple Sequence
Repeat”), AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”), SCAR (“Sequence
Characterized Amplified Regions) e STS (“Sequence Tagged Sites”) sado revelados
por amplificacdo, via PCR (“ Polymerase Chain Reaction”) (Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Caixeta et al., 2009).

Sao raros os trabalhos sobre divergéncia genética de mangabeiras com uso
de marcadores moleculares e morfologicos. Os primeiros iniciadores de RAPD,
para a avaliacdo da estrutura genética de populacdes de H. speciosa do Cerrado,
foram selecionados por Moura et al. (2005). Ganga (2008), ao estudar a
variabilidade de plantas e progénies de populacdes nativas de H. speciosa no



20

Cerrado, verificou elevado nivel de variacdo fenotipica quanto aos caracteres de
frutos e de crescimento. Moura et al. (2008), utilizando marcadores moleculares
RAPD, observaram variacao significativa entre H. speciosa var. pubescens e H.
speciosa var. gardneri, tendo validado o uso de marcadores RAPD para o estudo
da estrutura genética de populacdes de mangabeira.

2.5.1. ISSR - Inter Simple Sequence Repeat

Os ISSR (Inter simple sequence repeat ) sdo marcadores arbitrarios
multiloci que envolve a amplificaggdo de DNA por PCR (Polymerase Chain
Reaction), usando um unico primer composto de uma sequencia de microssatélite
(Gonzalez et al.,, 2005). A utilizacdo dessa técnica supera a limitacdo do
conhecimento prévio das sequéncias dos microssatélites. Estes marcadores séo
simples, econdomicos, altamente polimorficos, reprodutiveis e confiaveis, ideais
para “fingerprinting” de todas as espécies (Bornet e Branchard, 2001) e
apresentam elevada resolucédo entre populagdes e individuos (Tsumura et al.,
1996; Yang et al., 1996; Wolfe et al., 1998; Smith e Bateman, 2002).

A reacdo de PCR-ISSR utiliza um unico primer geralmente longo e
constituido por sequencias de “di” ou “tri” nucleotideos. O produto da reacéo de
PCR séo sequencias de diferentes tamanhos localizadas entre duas regides
repetidas de microssatélites idénticas orientadas em direcdes opostas (Wolfe et
al., 1998). O comprimento desses primers varia entre 16 a 25 pares de bases (pb)
e o tamanho dos produtos amplificados concentra-se entre 200 a 2000 pb. Para
separacdo e visualizacdo dos produtos da amplificacdo pode ser utilizada
eletroforese em gel de agarose e coloracdo com brometo de etideo (Joshi et al.,
2000) ou eletroforese em gel de poliacrilamida e coloracdo com nitrato de prata
(Blair et al., 1999).

Os ISSRs sdo principalmente transmitidos como marcadores genéticos
dominantes e raramente como co-dominantes, sendo estes Ultimos casuais
(Rakoczy-Trojanowska & Bolibok, 2004; Semagn et al., 2006). Porém sao mais
vantajosos que o RAPD, pois os “primers” sdo maiores e a temperatura de
anelamento € mais elevada que costuma variar de 45 a 65°C, sendo sua
otimizacao influenciada pela quantidade de guanina e citosina (GC) presente no
primer (Reddy, 1995).

A desvantagem deste método é a natureza dominante do marcador pois a
presenca da banda pode representar o homozigoto dominante ou o heterozigoto,
admitindo-se que sua auséncia seja 0 homozigoto recessivo, entretanto, a
presenca ou ndo da banda pode estar relacionada com ocorréncia de insercdes
ou delec¢Bes no sitio de ligacdo do primer (Zietkiewicz et al., 1994; Culley & Wolfe,
2001).
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Marcadores ISSRs tém sido usados para diversos fins, tais como,
inferéncias filogenéticas (Joshi et al. 2000; Dogan et al. 2007), avaliacdo da
diversidade genética (Batista et al. 2008; Aguilera et al. 2011), estudos
taxonbmicos para delimitacdo de espécies complexas (Schneider, 2009;
Rodrigues, 2010; Michelan et al., 2012), caracterizagao de cultivares (Almeida et
al., 2009) e estudos populacionais (Merrill et al., 2012), entre outros.

Entre os marcadores que podem estimar a diversidade genética, observa-
se 0 uso frequente de marcadores dominantes como ISSR, RAPD e AFLP. Isso
ocorre devido a capacidade que os marcadores possuem para detectar
polimorfismo sendo importantes em estudos de variabilidade genética (Borém e
Caixeta, 2006). Sao poucos os trabalhos feito com marcadores ISSR para estudo
de diversidade genética entre vegetais da familia Apocynacea. Faisal et al. (2005
avaliaram 9 acessos de Rauvolfia, onde foram encontrado acessos altamente
similares e outros bem divergentes. Ibrahim et al. (2013) estudaram a diversidade
genética de 6 cultivares de Catharanthus roseus e obtiveram bons valores de
similaridade, baseados em dados de ISSR, concluindo que a técnica apresentou
grande distingdo entre todas as cultivares de C. roseus, sendo de grande potencial
na identificacdo de cultivares.
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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade genética de 38
individuos de mangabeiras de trés populagdes naturais do Estado de Pernambuco por
meio da técnica de marcadores moleculares ISSR. A primeira populacdo abrangeu treze
individuos localizados nas regifes de Tamandaré e Carneiro, a segunda populacdo
abrangeu doze individuos de ocorréncia na Ilha de Itamaraca e a terceira foram
coletados treze individuos nas regides de Nazaré e Praia do Paiva. Com os dados foram
realizados andlises de coordenadas principais, estrutura de populacGes e gerado
dendrograma relacionando todas as trés populacdes através do método UPGMA.
Também foram calculados percentual de locos polimoérficos, diversidade genética de
Nei, parametros de heterozigosidade total, a heterozigosidade média dentro de grupos,
coeficiente médio de diferenciagdo entre 0s grupos e nimero de migrantes por geragao.
Com os primers ISSR selecionados foram identificados um total de 93 locos, sendo dez
monomorficos e 83 polimérficos. A média de bandas polimorficas por primer foi de
11,5, onde o primer UBC#851 foi o mais polimdrfico, apresentando 14 bandas. Ao
cruzar as informacdes obtidas entre o agrupamento UPGMA, ACoP e a estrutura das
populacgdes, os individuos Hancornia 56, Hancornia 57 e Hancornia 58 evidenciaram
uma estreita relacdo entre eles. Os resultados mostraram um alto nivel de diversidade
genética (He = 0,30), sendo verificado que a maior parte da variabilidade genética se
encontra dentro das populaces. O fluxo génico estimado foi de 1,18, ratificando a
informacao de que as espécies arboreas tropicais tém apresentado valores de numero de
migrantes superiores a 1.
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GENETIC DIVERSITY OF NATURAL POPULATIONS MANGABEIRA IN
PERNAMBUCO, BRAZIL, THROUGH MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of 38
individuals from three H. speciosa populations in Pernambuco State, Brazil, using ISSR
molecular markers. The first population comprised thirteen individuals located in the
regions of Tamandaré and Carneiros, the second population comprised twelve
individuals occurring on Itamaraca region and third thirteen individuals were collected
in regions of Nazareth and Paiva . With obtained data, we performed population
structure analysis, Principal Coordinate Analysis, and a UPGMA dendrogram with all
genotypes. Number of polymorphic loci number of monomorphic loci, Nei's genetic
diversity, total heterozygosity , mean heterozygosity within groups , mean coefficient of
differentiation between groups and number of migrants per generation were also
calculated. With the selected ISSR primers we observed a total of 93 loci, ten were
monomorphic and 83 showed polymorphism. The average number of polymorphic
bands per primer was 11.5 , where the primer UBC # 851 was the most polymorphic,
with 14 bands . By cross checking between the UPGMA clustering , PCoA and
structure of population, Hancornia 56 , 57 and Hancornia Hancornia 58 subjects showed
a close relationship between them . The results showed a high level of genetic diversity
within species ( He = 0.30 ), and found that most of the genetic variability found within
a population . The gene flow was 1.18 , confirming information that tropical tree
species have shown values of Nm greater than 1 .

Keywords: genetic resources; mangaba; Apocynaceae; ISSR.
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INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), frutifera tropical nativa do Brasil,
cresce e se desenvolve na ampla vegetacdo do bioma do Cerrado, principalmente nas
regibes Norte, Sudeste e Centro-Oeste e na regido dos Tabuleiros Costeiros e da
Baixada Litoranea (VIEIRA NETO et al.,2009). Esta presente desde o Estado do
Amapé até o Estado de Sdo Paulo. Entretanto, € no litoral da Regido Nordeste que sua
exploracdo tem sido mais intensificada (LEDERMAN et al., 2000; SILVA JUNIOR ;
LEDO, 2006).

Atualmente a mangabeira vem apresentando seu germoplasma bastante
ameacado, devido a reducdo da sua area original de ocorréncia pelo desmatamento,
especulacdo imobiliaria e plantio de cultivos como cana-de-aglcar, coqueiro e
pastagens. Assim sendo, a referida espécie € uma das fruteiras mais ameacadas de
extingdo (no nordeste brasileiro LEDERMAN et al, 2000). Acredita-se que a
mangabeira venha sofrendo significativa erosdo genética e supde-se que grande parte do
germoplasma de interesse ja tenha sido perdido sem que, ao menos, fosse registrada a
sua ocorréncia (AGUIAR FILHO et al.,, 1999; LEDERMAN et al., 2000; VIEIRA
NETO, 2002; SILVA JUNIOR ; LEDO, 2006).

Estudos sobre a variabilidade genéticas das populacbes existentes de
mangabeiras na regido do nordeste brasileira sdo escassas. Segundo Kanashiro (1992),
todo trabalho que fundamenta-se em estudos de populacbes, considerando-se
melhoramento genético, a caracterizacdo da variabilidade genética € muito importante.
No processo de amostragem das populagcdes, o conhecimento da estrutura genética é um
importante fator a ser considerado, uma vez que este pode afetar diretamente a
viabilidade das populacdes a longo prazo. Esse quadro tem refletido a necessidade de se
identificar, coletar, conservar e caracterizar 0S recursos genéticos da mangabeira
disponiveis nas areas de ocorréncia, ou de cultivo, o mais rapido possivel. Esses
trabalhos sdo essenciais aos programas de melhoramento, que poderdo resultar na
identificacdo de gendtipos superiores adaptados aos diferentes ecossistemas, com
resisténcia e/ou tolerancia as principais doencas e pragas e na selecdo de variedades
com caracteristicas agronémicas e tecnoldgicas de interesse para a exploracdo
comercial (SILVA JUNIOR ; LEDO, 2006).

Marcadores moleculares tém sido utilizados como ferramenta para estudo de
genética de populacdes, principalmente por obter informacdes sobre a variabilidade
genética do DNA. Para analise da diversidade genética, dados como o polimorfismo,
heterozigosidade média e a diversidade alélica sdo geralmente identificados por
marcadores microssatélites (WUNSCH ; HORMAZA, 2007). Marcadores dominantes,
como o ISSR, também se apresentam Uteis em estudos de diversidade genética entre
populacdes (ZIMMER et al., 2005).

S&o poucos os trabalhos publicados com marcadores moleculares para estudo de
genética de populagbes em mangabeiras. Costa (2011) estimou a variabilidade genética
de 55 acessos de Hancornia de um BAG no Estado de Sergipe, com marcadores RAPD,
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constatando baixa diversidade genética entre os materiais. Silva (2012) estudou a
diversidade genética em 20 gendtipos de Hancornia e obteve consideraveis valores de
similaridade, baseados em dados de RAPD. Martins et al. (2012), trabalhando com 164
individuos de H. speciosa, utilizando 11 locos enzimaticos, avaliaram a diversidade e
estrutura genética das populacGes naturais de mangabeiras, demonstrando o potencial
dos mesmos para conservagao in situ.

O presente trabalho teve como objetivo a analise de trés populacdes de
mangabeiras de ocorréncia no Estado de Pernambuco com a finalidade de se conhecer a
diversidade genética dentro e entre as populagdes naturais, utilizando marcadores ISSR.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal — Area de
Fitotecnia, do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco e no Laboratorio de Genética Vegetal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto . As amostras foram coletadas de trés populagbes naturais da Zona da
Mata, no Estado de Pernambuco — Brasil, totalizando 38 individuos. A primeira
populacdo abrangeu treze individuos localizados nas regides de Tamandaré e Carneiro,
a segunda abrangeu doze individuos de ocorréncia na Iha de Itamaraca e a terceira com
treze individuos das regides de Nazaré e Paiva (Figura 1 e Tabela 1).
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- ,.if—‘, '_,‘.;',.' 2. Nazarée Praia do Paiva
Z_ by : i 3. Tamandaré e Carneiros
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Figura 1. IndicacGes dos locais de coleta dos individuos de mangabeiras (Hancornia
speciosa Gomes) no Estado de Pernambuco, Brasil.
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Tabela 1. Individuos analisados de trés populagcbes naturais de mangabeiras
(Hancornia speciosa Gomes) da zona da mata de Pernambuco, Brasil. UFRPE, 2013

POPULACOES LOCALIZACAO INDIVIDUOS LONGITUDE/
LATITUDE

1 Tamandaré Han 1, Han 2, Han 3,
Han 4, Han 5, Han 12, 35°5'53"W/8°
Han 13, Han 16, Han 17, 44'27"S
Han 18, Han 19 e Han 20
2 Carneiros Han 9 35°5'44" W/ 8°
42'31" S
3 Ilha de Itamaraca  Han 21, Han 22, Han 24,
Han 26, Han 28, Han 30, 34°51'0"W/7°
Han 31, Han 32, Han 35, 48'42"S
Han 36, Han 37, Han 38
4 Nazaré Han 42, Han 43, Han 46,
Han 47, Han 50, Han 54, 34°57'19" W/8°
Han 55, Han 56, Han 57, 20'37"S
Han 58, Han 59, Han 60
5 Praia do Paiva Han 48 34° 57" 22.77" W/
8°16'30.83" S

Han = Hancornia

O DNA foi extraido de cerca de um grama de folha macerada em nitrogénio
liquido, segundo a metodologia de Murray & Thompsom (1980), onde ao material
macerado foi adicionado 600 pL de tampdo de extracdo (CTAB, 2%; NaCl, 1,4M;
EDTA, 0,02M; Tris-HCI, 0,1M, pH 8,0; -mercaptoetanol, 1%). Os tubos de eppendorf
foram agitados por 30 segundos e incubados a 65°C por 30 minutos. Entdao, 600uL de
Cloroférmio- Alcool Isoamilico foram adicionados aos tubos e estes foram agitados por
5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 7000 rpm, em 4°C por 5 minutos, e 0
sobrenadante foi transferido para novos tubos. A estes foi adicionado 600uL de
isopropanol gelado. As amostras entdo foram centrifugadas novamente por 15 minutos
e o sobrenadante foi descartado. O DNA foi entdo precipitado pela adicdo de 0,1
volume de acetato de sddio a 3M e um volume de etanol gelado. Em seguida as
amostras foram incubadas a 20°C por uma hora e novamente centrifugadas por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas em 300uL de
etanol 70% gelado e novamente centrifugadas por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e os pellets foram ressuspendidos em 200uL de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7) adicionado de RNAse e incubados a 37°C por 1h. A quantificacdo do
DNA foi feita visivelmente em gel de agarose a 0,8% e as concentracGes padronizadas
em 15 ng/pL.

Um conjunto de 6 primers foram utilizados e as reacdes de amplificacdo foram
feitas em um volume final de 25uL contendo: 10mM Tris-HCL, pH 8.0, 50mM KClI,
2mM de MgClI2, 100mM dNTP, 1 unidade de Tag DNA polimerase, 25 ng de DNA e
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0,4mM do primer. As amplificagdes, realizadas em termociclador Mastercycler
Eppendorf, foram feitas seguindo as programagdes: desnaturacéo inicial a 95° por 15
minutos, seguidos de 30 a 35 ciclos de desnaturagéo a 94° por 30 segundos, temperatura
de anelamento especifica de cada primer por 45 segundos e extensdo a 72° por 2
minutos, e extensdo final a 72° por 7 minutos ao fim dos ciclos de amplificacéo (Tabela
2).

Tabela 2. Sequéncias dos primers ISSR utilizados no estudo de diversidade de 38
individuos de mangabeiras (Hancornia speciosa Gomes) do Estado de Pernambuco,
Brasil. UFRPE, 2013

PRIMER SEQUENCIA TA°C N°CICLOS
#1 ACACACACACACACACT 50 35
#2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 50 35
#834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 50 35
#851 GTGTGT GTGTGT GTG TYG 50 35
#860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 50 35
#866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 50 35

R=(A,G), Y =(C,T); TA= temperatura de anelamento

Para avaliacio da qualidade da amplificagdo, preparou-se um gel de
poliacrilamida a 8% ndo desnaturante (1,4mL de glicerol; 11,06mL de H20 destilada;
5,33mL de solucdo de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) e 2,0mL de TBE 10X). O
TEMED e persulfato de potéssio ( 650mg de persulfato de potassio e 6,5mL de H20),
foram adicionados a mistura do gel (15,0uL de TEMED e 300,0 uL de persulfao de
potassio), produzindo 20mL de solucdo. Foi preparado um sistema de cassete composto
de duas placas de vidro com dimensdes 12,0cm x 16,5cm que foram separadas por
espacadores de teflon e presas com grampos. Apds a insercdo do gel no sistema de
cassete, colocou-se um pente de teflon na borda superior para formacdo dos pogos no
gel.

Apos cerca de 20 minutos (fim da polimerizagéo), os géis foram montados em
uma cuba eletroforese vertical contendo tampdo TBE 1X em ambos o0s polos (porcao
superior e inferior), conectada a uma fonte Amersham Pharmacia Biotech (EPS 1001).

Para aplicagdo nos géis, foram colocados SuL do produto da PCR e 10uL de
tampdo de carregamento (900uL de bromofenol; 900uL xilenocianol; 900puL. de TBE
10X; 4,5mL de Ficol 30% diluido em agua destilada), 1,8mL de EDTA 0,5M pH 8,0 e
3,69 de sacarose sem formamida.

Ap0s o termino da corrida, os géis foram corados com nitrato de prata de acordo
com o protocolo adaptado de Sanguinetti et al. (1994), e realizada a etapa da fixacéo,
em que o gel foi colocado em um recipiente de vidro contendo 200mL de solucéo
fixadora (160mL de etanol; 7mL de acido acético glacial e 833mL de agua destilada)

Na fase da revelacdo, 200mL de solucdo reveladora (22g de NaOH dissolvidos
em 1L de agua destilada) foram despejados cuidadosamente no recipiente contendo o
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gel, juntamente com 1,5mL de formaldeido, sendo submetido a agitacdo por alguns
minutos até que as bandas aparecessem nitidamente. A solucdo reveladora foi pré
aquecida em estufa para facilitar a reagdo de revelacdo. Por fim, a solucdo reveladora
foi descartada e a reacdo bloqueada com a lavagem direta do gel em 200mL de solugéo
fixadora

O polimorfismo obtido pela técnica de ISSR foram tabulados como a presenca
ou auséncia de bandas. O programa NTSYSpc (ROHLF, 2000) foi utilizado para
construir uma matriz de distancia genética (NEI,1978) e a partir dai, um dendrograma
foi obtido relacionando todas as popula¢des através do método UPGMA (Unweighted
pair group Method With Arithmetic Average). As Analises de Coordenadas Principais
(ACoP) foram feitas utilizando o pacote estatistico XLSTAT (ADDINSOFT, 2009).

Loci polimérficos (LP), loci monomorficos (LM), diversidade genética de Nei
(He), parametros de heterozigosidade total (Ht), a heterozigosidade média dentro de
grupos (Hs), coeficiente médio de diferenciacdo entre os grupos (GST), (parametros de
heterozigosidade total de acordo com Nei (1978)) e numero de migrantes por geracao
(Nm) foram obtidos utilizando o software POPGEN32 (YEH et al., 1999).

Duas estratégias foram realizadas para quantificar a estrutura de populacdes
entre e dentro dos grupos genéticos analisados. A primeira foi uma Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) utilizando o programa Arlequim. A segunda estratégia
foi estimar a estruturacdo genética com base na informacédo individual dos genotipos
para cada loco a partir do programa STRUCTURE (PRICHARD et al., 2000). Foram
estimadas as probabilidades para valores de K, que tem a funcdo de testar a
regularidade dos resultados, onde variou de um até sete. Para testar a regularidade dos
resultados, cada valor de K foi estimado duas vezes independentemente a partir de
100.000 interacoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O conjunto de primers de ISSR utilizados geraram 93 locos, obtendo-se média
de 11,5 locos por primers, variando de 9 - UBC#866 a 14 - UBC#851 (Figura 2). Do
total de locos observados, 10 (10,8%) foram monomorficos e 83 (89,255%) mostraram-
se polimorficos, revelando assim alta variabilidade genética dos individuos. Costa et al.
(2011), trabalhando com 13 primers de RAPD em mangabeiras, obteveram uma media
de seis fragmentos por primers, num total de 82 loci.



37

M1 2 34 5 1213 1617 18 19 20 212224 26 28 30 31 32 33

Figura 2. Padrdo de bandas PCR — ISSR para os individuos de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) utilizando-se o primer UBC #851.

De acordo com a analise do dendrograma (Figura 3) e da matriz de similaridade
genética foi possivel a formacdo de dois grandes grupos. Um formado pela Hancornia
2 e Hancornia 3 provenientes da populacdo 1 e o outro grupo formado pelos demais 36
individuos que se subdivide em varios subgrupos. A maior distancia foi observada
entre Hancornia 32 e Hancornia 46 da populacdo 2 (51%) e a menor entre Hancornia
18 e Hancornia 20 ambos da populagéo 1 (4% ).
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Figura 3. Andlise de agrupamento de 38 individuos de mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes), obtida por meio do programa NTSY Spc, usando a UPGMA.
(Han= Hancornia).

O He foi alto em todas as populacdes (Tabela 3), onde a populacio da Regi&o 3
apresentou maior He (22,97%), seguido da populagio da Regido 1 (20,75%) e
populacdo da Regido 2(19,69%), o que demonstra razoavel variabilidade genética
comparada com a total (Ht = 30,8%). A partir do valor observado para a diversidade
genética entre populacdes (GST=0,29) pode-se inferir que a variabilidade amostrada,
contribui com 29% para a heterozigosidade total, sendo 71% da variabilidade genética
distribuida dentro das populaces.

Identidade genética de Nei (1978) entre popula¢6es mostrou maior similaridade
entre as populaces das Regibes 1 e 3 (0,8599) e a menor entre as popula¢bes das
Regides 1 e 2 ( 0,8513). A similaridade intermediaria foi entre as populacdes das
Regides 2 e 3 (0,7780) (Tabela 4).
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Tabela 3. Variaveis usadas no estudo das popula¢bes de Hancornia speciosa, de trés
regides da Zona da Mata do Estado de Pernambuco. NL: Numero de loci, LP: Loci
polimérficos, LM: Loci monomorficos, He: Diversidade genética de Nei (1978), Hi:
Diversidade genética total, Hs: Diversidade média intrapopulacional. Gst: Coeficiente
de Diferenciagdo, Nm: Numero de migrantes por geragao

NL LP LM He Ht Hs  Gst Nm
uBc#l 15 14 1 - - - ; ;
uBc#2 17 14 3 - - - ; ;

UBC#834 21 17 4 - - - ; ;
UBC#851 16 16 0 - - - ; ;
UBC#860 15 14 1 - - - - ;
UBC#866 9 8 1 - - - - ;

Regifo 1 93  55(59,14%) 38 20,75% 19.95%
Regifo2 93 51 (54,84%) 42 19,69% 18,89%
Regifo3 93  58(62,37%) 35 22,97% 22,17%
Total 93  83(89,25%) 10 30,8% 30% 21,13% 29,76% 1,18

Tabela 4. ldentidade genética de Nei (1978) e distancia genética em trés populacdes de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) no Estado de Pernambuco, Brasil. UFRPE,
2013

Pop 1 2 3
1 - 0,8513 0,8599
2 0,1610 - 0,7780
3 0,1509 0,2510 -

Através dos resultados obtidos com a revelagdo das bandas geradas pelos
marcadores ISSR, constatou-se consideravel polimorfismo, revelando assim ser
eficiente no estudo em questdo. Os maiores valores foram observados nos individuos da
populacdo 3 (62,37%), seguido da populacdo 1 (59,14%) e populacdo 2 (54,84%)
(Tabela 3). Considerando todas as adesdes, a percentagem de loci polimorficos foi
89,25%, indicando alta variabilidade genética das regides coletadas de mangabeiras no
litoral do Estado de Pernambuco. Costa et al. (2011) trabalhando com marcadores
RAPD, obtiveram 95% de loci polimérficos em 55 acessos de mangabeiras do Estado
da Paraiba, sendo um valor proximo ao obtido no presente estudo. Silva et al. (2012),
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também trabalhando com marcador RAPD em mangabeiras, constataram 85% de
polimorfismo em 20 acessos localizadas em Sergipe.

Os valores de He no presente estudo foram semelhantes aos estudos realizados
com populagdes naturais de mangabeiras, onde Costa et al. (2011) obtiveram valores de
0.11 a 0.26 e Martins et al. (2012) observaram valores de 0,30 a 0,42. Em condigdes
naturais, espera-se que a He seja sempre diferente de zero, pois ha a possibilidade de os
genotipos incorporarem novos alelos por meio de cruzamentos ou de ocorrer perdas em
populacbes pequenas ou fragmentadas por deriva genética (BARREIRA et al., 2006).

O Numero Total de Alelos (Na) foi de 1,89, enquanto Numero de Alelos
Efetivos (Ne), também considerado uma medida de estimativa da diversidade genética,
foi 1,50. Os valores encontrados de nimero de alelos (Na) para a mangaba foram
superiores quando comparados aos trabalhos de Costa (2010), que estudando a
variabilidade genética de H. speciosa, encontraram Na de 1,15 e Ne 1,29. Sdo poucos
os trabalhos encontrados na literatura sobre este tipo estudo.

Observou-se um valor total de numero de migrantes (Nm) de 1,18 (Tabela 3).
Wright (1951), baseando-se numa curva de distribuicdo de frequéncias génicas entre
grupos de uma populacdo, demonstra que se Nm ¢é igual a 1 por geracdo, ndo havera
diferenciagé@o genética significante entre populagdes, ou seja, os efeitos da migragéo sao
suficientes para contrapor os efeitos da deriva. As espécies arbdreas tropicais tém
apresentado valores de Nm superiores a 1, das quais citamos Euterpe edulis, com Nm
igual a 10,7 (REIS, 1996), Genipa americana igual a 41,4 (SEBBENN, 1997) e
Xylopia emarginata igual a 13,8 (JAEGER, 2004).

Para a ACoP, foram identificados sete grupos entre as diferentes localidades das
populacdes (Figura 4). O primeiro grupo (1) foi composto por nove individuos (
Hancornia 1, Hancornia 50, Hancornia 54, Hancornia 55, Hancornia 56, Hancornia
57, Hancornia 58, Hancornia 59, Hancornia 60 ). O segundo (1) por dois ( Hancornia
46 e Hancornia 47 ). O terceiro (111) por seis (Hancornia 26, Hancornia 32, Hancornia
28, Hancornia 38, Hancornia 21 e Hancornia 37). O quarto (IV) por Hancornia 36. O
quinto (V) por quatorze individuos (Hancornia 5, Hancornia 9, Hancornia 12,
Hancornia 13, Hancornia 16, Hancornia 17, Hancornia 18, Hancornia 19, Hancornia
20, Hancornia 22, Hancornia 24, Hancornia 30, Hancornia 31, Hancornia 35 ). O
sexto (V1) por trés- (Hancornia 2, Hancornia 3 e Hancornia 4) e o sétimo ( VII) por
trés individuos (Hancornia 42, Hancornia 43 e Hancornia 48). Essa divisdo em
quadrantes diferentes indica uma grande diversidade genética para estes individuos.
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Figura 4. Analise de coordenadas principais (ACoP) para as diferentes localidades
de individuos de mangabeiras (Hancornia speciosa Gomes) do Estado de
Pernambuco. ¢.(vermelho): populagdo 1, o ( verde): populagdao 2 ¢ A ( azul):
Populacéo 3.

Ao relacionar as informacbes entre o agrupamento UPGMA e a ACOP,
observou-se que o0s grupos V da analise de coordenadas, agrupou individuos
Hancornia 12, Hancornia 16, Hancornia 17, Hancornia 18 e Hancornia 20 do
agrupamento UPGMA, indicando assim pouca divergéncia entre eles. Ha também um
grande nimero de individuos agrupados no grupo | da ACoP, sendo similar ao maior
namero de individuos reunidos no dendrograma (Hancornia 54, Hancornia 55,
Hancornia 56, Hancornia 57 e Hancornia 58). Observou-se a formagdo de um grupo
isolado (V1) dos individuos Hancornia 2 e Hancornia 3 da populacédo 1 tanto na analise
de coordenadas principais (ACoP) como no agrupamento UPGMA.

Os individuos Hancornia 5 e Hancornia 9 se agruparam em posicdes diferentes
no dendrograma; contudo, na ACoP estdo relacionados. O mesmo ocorreu entre 0s
individuos Hancornia 16 e Hancornia 20, Hancornia 42 e Hancornia 48 e Hancornia
31 e Hancornia 35.

Os indices de fixacdo da AMOVA, que medem a proporc¢do de variacao genetica
dentro das trés populacdes (Dst) analisadas foi de 70%. Ja o indice que mede a
proporgdo entre as regides (dct) apresentou 30% (Tabela 5). Esses resultados de dct
indicam que estdo de acordo com o observado para o valor de Gst.
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Tabela 5. Anédlise de varidncia molecular dos 38 individuos de mangabeiras
(Hancornia speciosa Gomes) localizadas no Estado de Pernambuco, Brasil. UFRPE,
2013

Soma dos
Gl Quadrados Variancia Estimada. %
Entre Regides, dst 2 125,496 4,178 30%
Dentro das Regides,
dct 35 345,109 9,860 70%
Total 37 470,605 14,039 100%

Os resultados obtidos pelo programa STRUCTURE, mostraram a distribuicéo e
influéncia de cada grupo genético dentro das populagdes inferidas. Diante das
possibilidades testadas, o valor de K mostrou ser o mais adequado para explicar o
conjunto de dados fornecidos, sendo igual a sete ( AK) ( Figura 5).

Delta K

2,5 /—
2

15
/ —o—Delta K
1 /
0,5

1 2 3 4 5 6 7

Figura 5. Valores de AK para cada valor de K, calculado para os 38
individuos de populagdes naturais de mangabeiras do Estado de
Pernambuco. O maior valor de AK corresponde ao K 6timo.

A atribuicdo de cores dada a cada individuo significa a proporcdo de ancestria
(QL — Proportion of Ancestry in Each Cluster) do gendtipo, bem como a classificacao
destes em uma determinada populacdo reconstruida. Individuos com cores até 1.00
representam 100% de probabilidade de pertencer a uma determinada populacao (Figura
6).
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Figura 6. Relacdo de ancestralidade para os individuos de mangabeira das regites
analisadas, considerando-se a existéncia de sete clusters genéticos (K=7).
Populacéo 1 ( Individuo 1 — 20), populacdo 2 ( Individuo 21 — 38) e populagdo 3
(Individuo 42 — 60).

Com base neste valor de K escolhido, a Tabela 6 mostra as probabilidades de
certificacdo dos 38 individuos amostrados revelarem ancestralidade.

Tabela 6. Proporcdo de ancestralidade de cada um dos sete clusters genéticos pré-
estabelecidos (K=7) em cada uma dos individuos analisados.

Individuo Clusters
1 2 3 4 5 6 7
Han 1 0.182 0.006 0.474 0.010 0.097  0.165 0.067
Han 2 0.009 0.005 0.122 0.031 0.014  0.093 0.726
Han 3 0.004 0.004 0.712 0.010 0.028  0.009 0.233
Han 4 0.011 0.006  0.047 0.146 0.018  0.047 0.723
Han 5 0.021 0.068 0.277 0.039 0.031 0.104 0.460
Han 9 0.015 0.010 0.472 0.176 0.152  0.072 0.104
Han 12 0.113 0.024 0.196 0.047 0.024  0.515 0.080
Han 13 0.016 0.011 0.048 0.197 0.018  0.098 0.612
Han 16 0.021 0.006 0.043 0.183 0.018 0.434 0.295
Han 17 0.007 0.009 0.008 0.019 0.005  0.942 0.011
Han 18 0.008 0.005 0.006 0.024 0.004  0.947 0.006
Han 19 0.087 0.031 0.464 0.067 0.043  0.240 0.069
Han 20 0.022 0.004 0.009 0.018 0.009 0.924 0.014
Han 21 0.008 0.651 0.016 0.246 0.007  0.007 0.065
Han 22 0.014 0.006 0.018 0.872 0.025 0.026 0.041
Han 24 0.079 0.006 0.015 0.822 0.007  0.025 0.046
Han 26 0.005 0.857  0.043 0.005 0.068 0.012 0.011
Han 28 0.009 0.850 0.006 0.006 0.004 0.122 0.004
Han 30 0.009 0.008 0.015 0.527 0.008 0.426 0.006
Han 31 0.011 0.008 0.014 0.824 0.008 0.122 0.012
Han 32 0.022 0.916 0.036 0.011 0.004  0.006 0.005

Han 35 0.009 0.059 0.029 0.834 0.007  0.023 0.039




44

Han 36 0.004 0520 0.074 0.359 0.004  0.032 0.007
Han 37 0.013 0.505 0.175 0.259 0.027  0.007 0.016
Han 38 0.016 0.642 0.221 0.054 0.030 0.017 0.020
Han 42 0.499 0.003 0.021 0.052 0.029  0.009 0.387
Han 43 0.291 0.003 0.021 0.046 0.059 0.012 0.573
Han 46 0.080  0.003 0.011 0.005 0.881  0.007 0.013
Han 47 0.056 0.005 0.011 0.004 0.898  0.005 0.020
Han 48 0.062 0.004  0.048 0.027 0.454  0.005 0.399
Han 50 0.079 0.004 0.018 0.009 0.825  0.040 0.026
Han 54 0.776 0.006  0.037 0.074 0.030  0.058 0.018
Han 55 0.671 0.009  0.029 0.005 0.262  0.010 0.015
Han 56 0.922 0.038 0.012 0.005 0.009  0.007 0.007
Han 57 0.876 0.076  0.016 0.004 0.012  0.009 0.007
Han 58 0.929 0.023 0.010 0.008 0.006  0.015 0.009
Han 59 0.392 0.037  0.057 0.005 0.493  0.007 0.010
Han 60 0.445 0.005 0.037 0.005 0.488  0.006 0.013

De acordo com a Tabela 6, o primeiro e sexto cluster inferidos estdo diretamente
relacionados, aos individuo Hancornia 18 e Hancornia 58, respectivamente. Os valores
observados (0,929 e 0,947) comprovam a alta propor¢cdo das mesmas, refletindo uma
maior identidade genética. Entretanto, apresentam-se influenciados por alelos da
populacdo 2 (cor verde e amarela na Figura 6).

O cluster 2, que apresentou uma probabilidade de certificacdo de 0,916 para o
genotipo Hancornia 32, mostrou-se influenciado por alelos da populacdo 1 e 3 ( cor
azul marinho e vermelho na Figura 6). Em relacdo ao cluster 3 e 7, apresentou 0,712 e
0,726 para Hancornia 3 e Hancornia 2, respectivamente, com presenca de alelos da
populacdo 2 e 3 na sua constituicao.

Os 13 individuos da populagédo 1, mostraram-se mais influenciados por alelos da
populacdo 2 e 3. Este grupo apresentou as sete cores diferentes (verde, vermelho, azul
marinho, azul claro, amarelo, rosa e marrom na Figura 6), destacando-se Hancornia 1,
Hancornia 5, Hancornia 9, Hancornia 12 e Hancornia 19. Os 13 individuos da
populacdo 3 mostraram-se menos influenciados pelas populacbes 1 e 2, pois foi
apresentado a presenca de apenas cinco cores diferentes na sua identidade genética
(marrom, rosa, vermelha, amarela e verde na Figura 6). Os individuos Hancornia 46,
Hancornia 47, Hancornia 56, Hancornia 57 e Hancornia 58 apresentaram com menos
cores na sua constituicdo. Ja em relacdo ao grupo 2, foi indicado a presenca de 6 cores
no estudos dos seus individuos.

Os individuos Hancornia 56, Hancornia 57 e Hancornia 58 revelaram uma alta
identidade genética com os valores 0,922, 0,876 e 0,929 respectivamente, onde foi
observada a presenca de alelos em comum entre estes individuos, com a presenca das
mesmas cores vermelho e verde entre eles (Figura 6). Ao cruzar as informagdes entre o
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agrupamento UPGMA, ACOoP e a estrutura de populagéo, todos eles evidenciaram uma
estreita relagdo genética entre estes trés individuos.

Por ultimo, o Hancornia 42 e Hancornia 43 apresentaram também alelos em
comum, sendo detectado a presenca de cinco cores ( marrom, vermelho, amarelo, rosa e
azul marinho, na Figura 6) na sua constituicdo genética. Também cruzando as
informacBes com os outros métodos analisados, constatou-se que eles apareciam no
mesmo grupo sendo muito proximos entre si.

O emprego de mais de um método de agrupamento, em razdo das diferencas na
hierarquizacédo, otimizacdo e ordenacdo dos grupos, permite que a classificacdo deles se
complemente em funcédo dos critérios que cada técnica utiliza, e impede que inferéncias
erroneas sejam adotadas na alocacdo de materiais, dentro de um determinado subgrupo
de gendtipos (ARRIEL et al., 2006).

CONCLUSOES

Os marcadores moleculares ISSR mostraram-se eficientes na separagdo de
individuos de acordo com suas origens geograficas, sendo eficientes também na
separacdo dentro de cada regido estudada.

O alto grau de polimorfismo, detectado atraves da caracterizacdo molecular
demonstrou que a variabilidade genética das regides naturais de mangabeira (H.
speciosa) ocorrentes no Estado de Pernambuco pode disponibilizar material genético
para futuros trabalhos de melhoramento nesta cultura.
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ANEXO
NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA CAATINGA

INSTRUCOES AOS AUTORES
ORGANIZACAO DO TRABALHO CIENTIFICO

* Digitacdo: o texto deve ser composto em programa Word (DOC ou RTF) ou
compativel e os gréaficos em programas compativeis com o Windows, como
Excel, e formato de imagens: Figuras (GIF) e Fotos (JPEG). Deve ter no
maximo de 20 paginas, A4, digitado em espaco 1,5, fonte Times New Roman,
estilo normal, tamanho doze e paragrafo recuado por 1 cm. Todas as margens
deveréo ter 2,5 cm.

Paginas e linhas devem ser numeradas; os numeros de paginas devem ser
colocados na margem inferior, a direita e as linhas numeradas de forma
continua. Se forem necessarias outras orientagdes, entre em contato com o
Comité Editorial ou consulte o ultimo nimero da Revista Caatinga. As notas
devem apresentar até 12 paginas, incluindo tabelas e figuras. As revisées séo
publicadas a convite da Revista. O manuscrito ndo devera ultrapassar 2,0 MB.

 Estrutura: o artigo cientifico devera ser organizado em titulo, nome do(s)
autor(es), resumo, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, keywords,
introducdo, material e métodos, resultados e discussédo, concluséo,
agradecimentos (opcional), e referéncias.

« Titulo: deve ser escrito em maiusculo, negritado, centralizado na pagina, no
maximo com 15 palavras, ndo deve ter subtitulo e abreviacbes. Com a
chamada de rodapé numeérica, extraida do titulo, devem constar informacdes
sobre a natureza do trabalho (se extraido de tese/dissertacao) e referéncias as
instituicbes colaboradoras. O nome cientifico deve ser indicado no titulo
apenas se a espécie for desconhecida.

Os titulos das demais secdes da estrutura (resumo, abstract, introducéo,
material e métodos, resultados e discussdo, conclusdo, agradecimentos e

referéncias) deverdo ser escritos em letra mailscula, negrito e justificado a
esquerda.

» Autores(es): nomes completos (sem abreviaturas), em letra maiuscula, um
apOs o outro, separados por virgula e centralizados na linha. Como nota de
rodapé na primeira pagina, indicar, para cada autor, afiliacdo completa
(departamento, centro, instituicdo, cidade, pais), endereco completo e e-mail
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do autor correspondente. Este deve ser indicado por um “*”. S6 serao aceitos,
no maximo, cinco autores. Caso ultrapasse esse limite, os autores precisam
comprovar que a pesquisa foi desenvolvida em regides diferentes.

Na primeira versao do artigo submetido, os nomes dos autores e a nota de
rodapé com os enderecos deverdo ser omitidos. Para a insergcao do(s) nome(s)
do(s) autor(es) e do(s) endereco(s) na versao final do artigo deve observar o
padrdo no altimo namero da Revista Caatinga
(http://caatinga.ufersa.edu.br/index.php/sistema).

* Resumo e Abstract: no minimo 100 e no maximo 250 palavras.

» Palavras-chave e Keywords: em negrito, com a primeira letra mailscula.
Devem ter, no minimo, trés e, no maximo, cinco palavras, ndo constantes no
Titulo/Title e separadas por ponto (consultar modelo de artigo).

Obs. Em se tratando de artigo escrito em idioma estrangeiro (Inglés ou
Espanhol), o titulo, resumo e palavras-chave deverdo, também, constar em
Portugués, mas com a sequéncia alterada, vindo primeiro no idioma
estrangeiro.

* Introdugdo: no maximo, 550 palavras, contendo citacbes atuais que
apresentem relacdo com o assunto abordado na pesquisa.

» Citagdes de autores no texto: devem ser observadas as normas da ABNT,
NBR 10520 de agosto/2002.

Ex: Torres (2008) ou (TORRES, 2008); com dois autores, usar Torres e Marcos
Filho (2002) ou (TORRES; MARCOS FILHO, 2002); com mais de trés autores,
usar Torres et al. (2002) ou (TORRES et al., 2002).

* Tabelas: serdao numeradas consecutivamente com algarismos arabicos na
parte superior. Nao usar linhas verticais. As linhas horizontais devem ser
usadas para separar o titulo do cabecalho e este do contetdo, além de uma no
final da tabela. Cada dado deve ocupar uma célula distinta. N&o usar negrito
ou letra mailscula no cabecalho. Recomenda-se que as tabelas apresentem
8,2 cm de largura, ndo sendo superior a 17 cm (consulte o modelo de artigo),
acessando a pagina da Revista Caatinga
(http://periodico.caatinga.ufersa.edu.br/index.php/sistema).

 Figuras: graficos, fotografias ou desenhos levardo a denominagao geral de
Figura sucedida de numeracdo arabica crescente e legenda na parte inferior.
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Para a preparacdo dos gréficos deve-se utilizar “softwares” compativeis com
“Microsoft Windows”. A resolucao deve ter qualidade maxima com pelo menos
300 dpi. As figuras devem apresentar 8,5 cm de largura, ndo sendo superior a
17 cm. A fonte empregada deve ser a Times New Roman, corpo 10 e ndo usar
negrito na identificagdo dos eixos. As linhas dos eixos devem apresentar uma
espessura de 1,5 mm de cor preta. A Revista Caatinga reserva-se ao direito de
nao aceitar tabelas e/ou figuras com o papel na forma “paisagem” ou que
apresentem mais de 17 cm de largura. Tabelas e Figuras devem ser inseridas
logo apds a sua primeira citagao.

» Equacgdes: devem ser digitadas usando o editor de equagdes do Word, com a
fonte Times New Roman. As equacOes devem receber uma numeracao
ardbica crescente. As equacfes devem apresentar o seguinte padrdo de
tamanho:

Inteiro = 12 pt

Subscrito/sobrescrito = 8 pt

Sub-subscrito/sobrescrito = 5 pt

Simbolo = 18 pt

Subsimbolo = 14 pt

Estas definicbes sdo encontradas no editor de equacéo no Word

» Agradecimentos: logo apds as conclusdes poderédo vir os agradecimentos a
pessoas ou instituicdes, indicando, de forma clara, as razdes pelas quais 0s
faz.

» Referéncias: devem ser digitadas em espaco 1,5 cm e separadas entre si
pelo mesmo espaco (1,5 cm). Precisam ser apresentadas em ordem alfabética
de autores, Justificar (Ctrl + J) - NBR 6023 de agosto/2002 da ABNT. UM
PERCENTUAL DE 60% DO TOTAL DAS REFERENCIAS DEVERA SER
ORIUNDO DE PERIODICOS CIENTIFICOS INDEXADOS COM DATA DE
PUBLICACAO INFERIOR A 10 ANOS.

O titulo do periédico ndo deve ser abreviado e recomenda-se um total de 20 a
30 referéncias. EVITE CITAR RESUMOS E TRABALHOS APRESENTADOS E
PUBLICADOS EM CONGRESSOS E SIMILARES.

REGRAS DE ENTRADA DE AUTOR
Até 3 (trés) autores

Mencionam-se todos 0s nomes, na ordem em que aparecem ha publicagéo,
separados por ponto e virgula.

Ex: TORRES, S. B.; PAIVA, E. P. PEDRO, A. R. Teste de deterioracao
controlada para avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes de jil6. Revista
Caatinga, Mossoré, v. 0, n. 0, p. 00-00, 2010.
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Acima de 3 (trés) autores
Menciona-se apenas o primeiro nome, acrescentando-se a expressao et al.

Ex: BAKKE, I. A. et al. Water and sodium chloride effects on Mimosa tenuiflora
(Willd.) poiret seed germination. Revista Caatinga, Mossoro, v. 19, n. 3, p. 261-
267, 2006.

Grau de parentesco

HOLANDA NETO, J. P. Método de enxertia em cajueiro-ando-precoce sob
condicdes de campo em Mossord-RN. 1995. 26 f.

Monografia (Graduacdo em Agronomia) — Escola Superior de Agricultura de
Mossord, Mossoro, 1995.

COSTA SOBRINHO, Jodo da Silva. Cultura do melao. Cuiaba: Prefeitura de
Cuiaba, 2005.

MODELOS DE REFERENCIAS:
a) Artigos de Periddicos: Elementos essenciais:

AUTOR. Titulo do artigo. Titulo do periédico, Local de publicacdo (cidade), n.°
do volume, n.° do fasciculo, paginas inicial-final, més (abreviado), ano.

Ex: BAKKE, I. A. et al. Water and sodium chloride effects on Mimosa tenuiflora
(Willd.) poiret seed germination. Revista Caatinga, Mossor6, v. 19, n. 3, p. 261-
267, set. 2006.

b) Livros ou Folhetos, no todo: Devem ser referenciados da seguinte forma:

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edicdo. Local (cidade) de publicacdo: Editora, data.
Numero de paginas ou volumes. (nome e namero da seérie)

Ex: RESENDE, M. et al. Pedologia: base para distincdo de ambientes. 2. ed.
Vicosa, MG: NEPUT, 1997. 367 p.

OLIVEIRA, A. |.; LEONARDOS, O. H. Geologia do Brasil. 3. ed. Mossoro:
ESAM, 1978. 813 p. (Colecdo mossoroense, 72)

c) Livros ou Folhetos, em parte (Capitulo de Livro):

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR DO LIVRO. Titulo:
subtitulo do livro. Nimero de edi¢do. Local de publicacdo (cidade): Editora,
data. Indicacao de volume, capitulo ou paginas inicial-final da parte.

Ex: BALMER, E.; PEREIRA, O. A. P. Doenc¢as do milho. In: PATERNIANI, E.;
VIEGAS, G. P. (Ed.). Melhoramento e producdao do milho. Campinas:
Fundacéo Cargill, 1987. v. 2, cap. 14, p. 595-634.
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d) Dissertacoes e Teses: (somente serdo permitidas citacoes recentes,
PUBLICADAS NOS ULTIMOS TRES ANOS QUE ANTECEDEM A REDACAO
DO ARTIGO). eferenciam-se da seguinte maneira:

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresenta¢cdo. Numero de folhas ou volumes.
Categoria (grau e area de concentracao) - Instituicéo, local.

Ex: OLIVEIRA, F. N. Avaliacdo do potencial fisiol6gico de sementes de girassol
(Helianthus annuus L.). 2011. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia: Area
de Concentracdo em Tecnologia de Sementes) — Universidade Federal Rural
do Semi-Arido, Mossord, 2011.

e) Artigos de Anais ou Resumos: (DEVEM SER EVITADOS)

NOME DO CONGRESSO, n.., ano, local de realizacdo (cidade). Titulo...
subtitulo. Local de publicacéo (cidade): Editora, data de
publicacdo. Numero de paginas ou volumes.

Ex: BALLONI, A. E.; KAGEYAMA, P. Y.; CORRADINI, I. Efeito do tamanho da
semente de Eucalyptus grandis sobre o vigor das mudas

no viveiro e no campo. In: CONGRESSO FLORESTAL BRASILEIRO, 3., 1978,
Manaus. Anais... Manaus: UFAM, 1978. p. 41-43.

f) Literatura ndo publicada, mimeografada, datilografada etc.:

Ex: GURGEL, J. J. S. Relatorio anual de pesca e piscicultura do DNOCS.
Fortaleza: DNOCS, 1989. 27 p. Datilografado.

g) Literatura cuja autoria € uma ou mais pessoas juridicas:

Ex: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023:
informacéo e documentacéo — referéncias — elaboracéo. Rio de

Janeiro, 2002. 24 p.

h) Literatura sem autoria expressa:

Ex: NOVAS Técnicas — Revestimento de sementes facilita o plantio. Globo
Rural, Sdo Paulo, v. 9, n. 107, p. 7-9, jun. 1994.

i) Documento cartografico:

Ex: INSTITUTO GEOGRAFICO E CARTOGRAFICO (S&o Paulo, SP). Regifes
de governo do Estado de S&o Paulo. Sdo Paulo, 1994. 1 atlas. Escala 1:2.000.

J) Em meio eletrdnico (CD e Internet): Os documentos /informacdes de acesso
exclusivo por computador (on line) compdem-se dos seguintes elementos
essenciais para sua referéncia:
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AUTOR. Denominacao ou titulo e subtitulo (se houver) do servico ou produto,
indicacdo de responsabilidade, endereco eletrbnico entre o0s sinails < >
precedido da expressdo — Disponivel em: — e a data de acesso precedida da
expressao — Acesso em:.

Ex: BRASIL. Ministério da Agricultura e do abastecimento. SNPC — Lista de
Cultivares protegidas. Disponivel em:
<http://agricultura.gov.br/scpn/list/200.htm>. Acesso em: 08 set. 2008.

GUNCHO, M. R. A educacdo a distancia e a biblioteca universitaria. In:
SEMINARIO DE BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS, 10., 1998, Fortaleza.
Anais... Fortaleza: Tec Treina, 1998. 1 CD-ROM.



