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AVALIACAO DE COMPETICAO ENTRE POLEN NAS ESPECIES DE
ALGODOEIROS Gossypium hirsutum L. e G. mustelinum (Miers) Watt.

Resumo

O Nordeste brasileiro é o centro de origem do algodao Gossypium mustelinum (Miers) Watt.
Esta espécie ainda ndo foi melhorado ou explorado comercialmente, entretanto ha evidéncias
de sua introgressdo no genoma das variedades de algodoeiro herbiceo G. hirsutum L.
variedade marie galante Hutch. Ao considerar a perda de variabilidade pode-se afirmar que
G. mustelinum, G. barbadense L. e G. hirsutum L. variedade marie galante Hutch estdo com
risco de extingdo muito alto, alto e médio, respectivamente, necessitando de esforcos
imediatos para sua preservacgdo. Este trabalho tem por finalidade verificar se ha competi¢do de
polen entre G. mustelinum e herbidceo em relacdo a fertilizacdo da espécie silvestre, bem
como se ha diferenca de competicdo em diferentes proporcdes de polens das referidas
espécies. Para tanto, foram realizados cruzamentos entre as duas espécies, utilizado o G.
mustelinum como genitor feminino tendo sido fecundado por podlen de: i) mistura de 50%
herbaceo e 50% de G. mustelinum; ii) mistura de 75% herbaceo e 25% de G. mustelinum; iii)
mistura de 25% herbaceo e 75% de G. mustelinum; iv) herbaceo e v) G. mustelinum. Estes
dois dltimos foram utilizados como controle para saber o padrao da expressdao dos alelos nos
géis de poliacrilamida e validar os cruzamentos com misturas de pdlen. Foram obtidas
sementes provenientes de cada cruzamento. Na andlise molecular foi determinada a proporcao
de sementes provenientes de cruzamentos inter e intraespecificos por meio da genotipagem
com marcadores do tipo SSR. A frequéncia de descendentes em cada propor¢do de pdlen
usada no cruzamento foi comparada por meio de teste estatistico do qui-quadrado ()(2), com
frequéncia esperada de: 50% de sementes hibridas e 50% de sementes oriundas de
autofecundacgdo; 75% de sementes hibridas e 25% de sementes de autofecundacdo; 25% de
sementes hibridas e 75% de sementes de autofecundac¢do. Foram polinizadas entre dez e 42
flores nos cruzamentos com mistura de pélen. O nimero médio de sementes obtidas variou
entre nove e 11. Comparando-se tais valores com o nimero médio de sementes provenientes
do cruzamento com 100% de pdlen das respectivas espécies, verificou-se que houve pouca
variagdo. Nao foi verificada diferencas de fertilidade ou de cruzabilidade entre os genétipos
de G. mustelinum. Os tUnicos genitores masculinos nos cruzamentos que ndo obtiveram
sementes foram o C27 e Mac 01, fato este ocasionado possivelmente por condigcdes

fisioldgicas desfavoraveis. Por intermédio dos dados pode-se constatar que quanto maior a
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porcentagem de pdlen de G. hirsutum, maior tendéncia de hibridos entre as duas espécies.
Consequentemente, quanto maior a porcentagem de pdlen de G. mustelinum, menor a
quantidade de hibridos. Apés andlise dos resultados obtidos pelo teste de qui-quadrado (), a
1% de probabilidade, foi possivel constatar que houve competicio entre pélen da espécie

silvestre e cultivada em todos os niveis estudados.

Palavras Chave: Hibridacao, fluxo génico, marcadores SSR.

ASSESSMENT POLEN COMPETITION BETWEEN SPECIES IN
COTTON Gossypium hirsutum L. and G. mustelinum (Miers) Watt.

Abstract

The Brazilian Northeast is the center of origin of cotton Gossypium mustelinum (Miers) Watt.
This cotton has not been improved or exploited commercially, but there is evidence of their
introgression into the genome of varieties of upland cotton G. hirsutum L. variety marie
galante Hutch. When considering the loss of variability can be said that G. mustelinum, G.
barbadense L. and G. hirsutum L. var. marie galante Hutch of extinction are very high, high
and medium, respectively, requiring immediate efforts for their preservation. This study aims
to determine whether there is competition between pollen G. mustelinum and herbaceous in
relation to fertilization of wild species, as well as whether there are differences of competition
in different proportions of pollen of these species. For both crossings were performed between
the two species used the G. mustelinum mother as having been fertilized by pollen from: 1)
mixture of 50% G. mustelinum and 50% herbaceous 11) a mixture of 75% herbaceous and 25%
G. mustelinum iii) a mixture of 25% herbaceous and 75% G. mustelinum iv) herbaceous v) G.
mustelinum. The latter two were used as controls to determine the expression pattern of alleles
in polyacrylamide gels and validate the crosses with mixed pollen. We obtained seeds from
each cross. The molecular analysis determined the proportion of seeds from crosses inter-and
intra-specific by genotyping with SSR markers of the type. The frequency of offspring in each
proportion of pollen used in crosses were compared using statistical test, chi-square (x2), with
expected frequencies of 50% of hybrid seeds and 50% of seeds derived from selfing, 75% of
seeds hybrid and 25% of the seeds of self-fertilization, 25% seed and 75% hybrid seed

selfing. Were pollinated between 10:42 Flowers in the crosses with mixed pollen. The
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average number of seeds obtained ranged between nine and 11. Comparing these values with
the average number of seeds from the intersection with 100% of pollen of the respective
species, it was found that there was little variation. There were no differences in fertility or
crossability between the genotypes of G. mustelinum. The only male parent in crosses that did
not get the seeds was C27, and this was possibly caused by physiological conditions
unfavorable. Through the data can be seen that the higher the percentage of pollen from G.
hirsutum, the greater tendency of hybrids between two species. Therefore the higher the
percentage of pollen from G. mustelinum, the lower the amount of hybrids. After analyzing
the results, the chi-square (¥2), a 1% probability it was established that there was competition

between pollen from wild species and cultivated at all levels studied.

Key words: Hybridization, gene flow, SSR markers
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1. Introducao geral

A cultura do algodoeiro estd distribuida em mais de 150 paises, apresentando consumo
mundial de cerca de 22,5 milhdes de toneladas de pluma de algoddo por ano na safra
2009/2010 (CONAB, 2010). No Brasil, esta cultura tem importante papel na economia, com
lugar de destaque na cadeia do agronegécio do Pais (NEHMI et al., 2004). No mundo €
considerado a quinta oleaginosa, e no Brasil é a segunda, perdendo apenas para a soja
(Glycine max L. Merril). Trés espécies do género Gossypium ocorrem no Brasil: G.
barbadense L., G. hirsutum L., e G. mustelinum (Miers) Watt. (FREIRE et al., 2003).

Gossypium barbadense foi introduzida por povos pré-colombianos que habitavam o
Brasil antes da chegada dos portugueses em 1500. Existem relatos da sua utilizacdo para fins
medicinal, fiacdo, pavio de lamparina e ornamental. A planta ocorre em quintais de zonas
rurais de quase todo Brasil (RIBEIRO, 2008).

Gossypium hirsutum é a espécie mais difundida e comercialmente utilizada, possuindo
duas variedades boténicas: a variedade latifolium ou algodoeiro herbaceo, responsdvel pela
quase totalidade da produgdo comercial de fibra de algodao no Brasil, e a variedade marie
galante ou algodoeiro Mocd, encontrado principalmente no semidrido nordestino, na forma de
variedades cultivadas e fundo de quintal (ALMEIDA, 2007).

Gossypium mustelinum, silvestre no Brasil, ocorre apenas no semiarido nordestino em
mata ciliar de lagos e rios tempordrios. Ela é a espécie menos estudada dentre as trés
presentes no Brasil. Segundo Freire et al. (2003), ndo existem trabalhos de melhoramento ou
exploracdo comercial desta espécie.

Pouco se conhece a cerca da variabilidade genética das populacdes existentes. Até o
inicio de 2006, apenas quatro populacdes naturais de G. mustelinum eram conhecidas. Elas
estdo localizadas nos municipios de Caic6, no Estado do Rio Grande do Norte, e Macururé e
Jaguarari no Estado da Bahia (Figura 1). Apenas no final de 2006, novos sitios de ocorréncia
foram encontrados em bacias dos rios Toc6 e Capivara no Estado da Bahia (ALVES, 2009).

Nas regides em que G. mustelinum € encontrado também ocorrem as espécies G.
barbadense L. e G. hirsutum L. var. marie galante Hutch. Sabe-se que estes algodoeiros
possuem dreas de distribuicdo simpdtricas, o que, em teoria, possibilita a ocorréncia de
hibridagdes e consequente introgressdes entre estas espécies (FREIRE, 1978). Todos os
algodoeiros que ocorrem no Brasil sdo alotetrapléides (2n = 4x = 52), portadores do genoma
AD originados por hibridac¢des entre espécies diploides de algodao, uma cultivada de genoma

A com outra silvestre de genoma D. As espécies portadoras desse genoma nao possuem
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barreiras reprodutivas completas e apresentam compatibilidade genética devido ao alto grau
de homologia entre cromossomos, possibilitando o pareamento de homdlogos e a formacgdo de

hibridos interespecificos vidveis e férteis (FREIRE, 2002).

.Populagﬁes conhecidas até inicio de
2006

*Populapﬁf:s conhecidas a partir do
final de 2006 (BARROSO et al., 2010;

ALVES, 2009).

Figura 1: Mapa com os municipios da regiio Nordeste onde ocorrem s populacdes de G.
mustelinum. Adaptado de Freitas (2009).

Por intermédio de estudos de pareamento meidtico foi possivel observar que hd
pequena diferenciacdo cromossOmica entre as espécies cultivadas, havendo quantidades
menores de quiasmas durante a meiose de hibridos interespecificos de G. hirsutum e G.
mustelinum, quando comparados a G. hirsutum (MENZEL e HASENKAMPF, 1982). Apesar
da simpatria e compatibilidade sexual com outras espécies, aparentemente a G. mustelinum
manteve sua integridade genética. O Unico relato de introgressao foi descrevido por Freire e
Moreira (1991), em uma lavoura de algodoeiro mocd, na regido do Serid6 do Rio Grande do
Norte, dando a entender que o fluxo ocorreu do material silvestre para o material cultivado.

A aparente auséncia de hibridacdes de G. mustelinum com outros algodoeiros
simpatricos seria explicada, caso a espécie fosse autdgama. Porém, como em outras espécies

do género Gossypium, G. mustelinum possui taxas de fecunda¢do cruzada, as quais permitem
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classificd-la como do tipo intermedidria, uma vez que as percentagens de autopoliniza¢do sao
varidveis e superiores aos 5%, mas inferiores aos 95% (ALLARD, 1971).

Em face a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico, a Comiss@o Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio) determinou a implementacio de zonas de exclusdo de
algodoeiros geneticamente modificados que foi transformada em Portaria (N° 21, de 13 de
janeiro de 2005, publicado no Didrio Oficial da Unido de 16/01/2006, Secao 1, Pagina 1) pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA). O fluxo génico a partir de
cultivares convencional ou transgénica € indesejado, pois podem afetar a estrutura genética
das demais populacdes de algoddo. Na falta de barreiras sexuais completas, o isolamento
geografico entre cultivares e as populagdes que se deseja proteger tem sido usado para reduzir
a probabilidade de introgressoes.

As zonas proibitivas de cultivo visando proteger populacdes de G. mustelinum
abrangem municipios de trés Estados: Paraiba, Rio Grande do Norte e Bahia (BARROSO et
al., 2010). Apesar de importantes para a preservacdo de espécies silvestres, a imposicdo de
zonas de exclusdo impede que agricultores usem inovacgdes tecnoldgicas que podem ser
importantes. No caso especifico do Brasil, trabalhos em desenvolvimento visam obter
variedades geneticamente modificadas com maior tolerancia a seca e resistente ao bicudo,
importante inseto-praga da cultura. Se forem desenvolvidas variedades transgénicas, a cultura
do algodao pode voltar a ser a melhor opcdo agricola para o semidrido e os locais de
preservacdo de populagdes silvestres de G. mustelinum nao seriam contempladas para usufruir
de um eventual novo ciclo de prosperidade.

Pereira (2008) verificou a ocorréncia de restricdo de cruzamentos devido a competicao
de pdélen entre G. barbadense e cultivares de algodoeiro herbaceo. Possivelmente, este fato
também exista em G. mustelinum. Caso isso se confirme, as zonas de exclusdo poderao ser
substituidas por medidas menos restritivas de conten¢do do fluxo génico, possibilitando que
os produtores das regides dentro destas zonas, caso desejem, possam optar pelo cultivo de
algodoeiros transgénicos. Por este motivo, a realizacdo de estudos para determinar se G.
mustelinum possui barreira pré-zigédtica do tipo competicdo que limite a frequéncia de
hibridos interespecificos com cultivares de algodoeiro herbiceo € de fundamental

importancia.
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2. O Género Gossypium

N

O algodoeiro, planta pertencente a ordem Malvales, a familia Malvaceae e a tribo
Hibisceae, cujo género Gossypium apresenta grande variacdo morfoldgica, sendo descrito
desde arbustos perenes a pequenas arvores. Sua distribuicdo ocorre nos trépicos e subtropicos
onde é encontrado em regides dridas e semidridas (FRYXELL, 1965). Um dos primeiros
relatos de cultivo de algodoeiros data de 3500 a.C., periodo a que pertencem os fragmentos
macrobotinicos encontrados em uma floresta tropical durante escavacdes no Vale de Nanchoc
préoximos ao Andes, no norte do Peru (DILLEHAY et al., 2007).

Estdo identificadas 50 espécies no género Gossypium, dentre as quais apenas cinco sao
alotetraploides (2n=4x=52). De acordo com Fryxell (1965) e Valicek (1978), a origem e
diferenciacdo do género Gossypium ocorreu no periodo Neogénico, entre cinco e quinze
milhdes de anos, na época Miocénico, tendo como centro de origem a Africa Central. Desde
entdo, evoluiu para oito grupos de espécies diploides (2n=26), denominados grupos
genOmicos dipldides (A, B, C, D, E, F, G, K) e um grupo de espécies alotetrapldides (AD).
Este ultimo grupo surgiu da hibridizagdo entre duas espécies dipldides, uma cultivada no
Velho Mundo pertencente ao genoma A, com outra selvagem do genoma D, nativo da
América (VALICEK, 1978). O evento que deu origem ao genoma AD ocorreu a
aproximadamente 1,5 milhdes de anos, provavelmente no México (LIU et al.,, 2001;
WENDEL e CRONN, 2003). As espécies dipldides que passaram por essa hibridizacao estao
extintas (ADAMS e WENDEL, 2004). Entre as espécies atuais, G. raimondii L. € considerado
o ancestral mais proximo do doador do genoma D, e G. herbaceum L. e G. arboreum L. sdo
os descendentes mais proximos do genoma A (ADAMS e WENDEL, 2004).

Entre as espécies tetraploides, trés sdo selvagens, G. darwinii L., nativa do arquipélago
de Galdpagos, G. tomentosum L. de ilhas do Havai e G. mustelinum que tém como centro de
origem o Nordeste do Brasil. As outras duas espécies tetrapldides sdo as mais importantes
cultivadas, G. hirsutum e G. barbadense (ADAMS e WENDEL, 2004). Segundo Freire
(2002), todas essas espécies sdo sexualmente compativeis. As espécies tetraploides cultivadas
tiveram origens em centros de domesticagao independentes. G. hirsutum é origindria da regiao
que compreende a Guatemala e o México, na América Central, e G. barbadense entre o Peru
e o Equador, na América do Sul (STHEPHENS, 1967).

Dentre as 50 espécies deste género, quatro possuem interesse econdmico, sendo duas
de origem americana e alotetrapléides; G. hirsutum L. e G. barbadense L., e outras duas

dipléides originadas da Africa e Asia, G. arboreum L. e G. herbaceum L. (FREIRE, 2000).
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As espécies da América possuem cromossomos relativamente pequenos, enquanto as demais

espécies dipldides possuem cromossomos maiores (BEASLEY, 1940).

2.1 A espécie Gossypium hirsutum

O algodoeiro conhecido como herbiaceo ou anual (G. hirsutum var. latifolium)
representa quase 100% do algoddo cultivado no mundo, principalmente sob condi¢des de
média e alta tecnologia. Apresenta porte subarbustivo, é uma espécie anual, pois, havendo
condic¢des favordveis apds o periodo de produgdo, continuam vegetando por um periodo de
dois ou trés anos (PENNA, 1999).

De acordo com o International Cotton Advisory Committee (ICAC), a drea cultivada
no mundo vem aumentando progressivamente, crescendo 32% em pouco mais de 50 anos, em
mais de 100 paises onde € cultivado. Na safra de 2007/2008, foram produzidos 26,6 milhdes
de toneladas de algodao, sendo que a China, a India, os Estados Unidos e o Paquistdo somam
72, 7% da producao mundial (COSTA et al., 2008). No levantamento da safra brasileira a drea
plantada com algodao estd estimada em 833,7 mil ha na safra 2009/10. Quanto a producio, a
estimativa € de que sejam colhidos 3.176,8 mil toneladas de algoddo em caroco. Em pluma, a
estimativa € de 1.238,8 mil toneladas, contra 1.213,7 mil toneladas da safra 2008/2009
estabelecendo incrementos de 2,1%, na oferta brasileira da fibra (CONAB, 2010).

Segundo Beltrdo (2007), G. hirsutum é uma das espécies vegetais de maior utilidade,
pois a fibra possui multiplas aplicacoes, tais quais tecelagem, confeccao de feltro, celulose,
peliculas fotograficas, chapas para radiografia e vestudrio. Suas sementes sdo importante
fonte de Oleo e proteinas, coprodutos extraidos, com larga aplica¢do na industria de alimentos
e na fabricacao de bicombustiveis.

Das duas variedades de G. hirsutum encontradas no Brasil, a mais cultivada, composta
quase que exclusivamente por cultivares, € a G. hirsutum var. latifolium Hutch, nativa do
Meéxico introduzida via Estados Unidos. A segunda variedade G. hirsutum var. marie galante
(Watt) Hutch, origindria das Antilhas e introduzida no Brasil pelos holandeses ou africanos
durante o periodo colonial, teve ampla distribui¢do do México ao semidrido Nordestino do
Brasil (BARROSO et al., 2005).

Entre 1998 e 2008, o Brasil passou de importador a exportador de algodao, consumiu
3,6% da produ¢dao mundial e ocupou a quinta colocac@o dentre os paises que mais produzem
algoddo no mundo, respondendo por 5,7% da producdo mundial (COSTA et al., 2008). Os

Estados do Mato Grosso e Bahia sdao os principais produtores, responsaveis por 81,1% da
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producdo nacional (RIGON et al., 2008). No 12° levantamento de graos da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), na safra 2007/2008, a producdo nacional de algoddo
foi a maior de todos os tempos, cerca de 2,5 milhdes de toneladas em caroco e 1,6 milhdes de

toneladas em pluma.

2.2 A espécie Gossypium mustelinum

O Nordeste brasileiro é o centro de origem da espécie Gossypium mustelinum, também
conhecido como algodao bravo, o qual é encontrado nas serras secas do semidrido. Ela foi
originalmente descrita por Watt em 1907, baseado em material vegetal coletado por Gardner
em 1838. De acordo Neves et al. (1965), Freire et al. (1990) e Vidal Neto et al. (2005),
acreditava-se que existiam apenas quatro populacdes naturais descritas de G. mustelinum nos
municipios de Caicé no Estado do Rio Grande do Norte, e Macururé e Jaguarari no Estado da
Bahia. Mas, no final do ano de 2006, novos sitios de ocorréncia foram localizados no Estado
da Bahia por Barroso et al. (2010). Novas populacdes também foram identificadas na Bahia,
em bacias de alguns rios nos municipios de Nova Fatima, Iagu, Milagres, Jequié, Boa Nova e
Manoel Vitorino (ALVES, 2009).

Gossypium mustelinum apresenta particularidades em relacdo as outras espécies
naturalizadas no Brasil: s@o plantas arbdreas, com folhas pequenas e bastante pubescentes nas
linhas de sutura e dos 16bulos dos capulhos, flores amarelas com mancha, pélen amarelo-
claro, capulho pequeno, conico bem espacado e sementes com linter curto € marrom com
fibras bastante aderidas e pouco torcidas (Figura 2) (ARANHA e LEITAO, 1969;
PICKERSGILL et al., 1975).

Esta espécie foi considerada extinta até que Aranha e Leitdao (1969) encontraram uma
populacdo na cidade de Caicé no Estado do Rio Grande do Norte. Eles a descreveram como
sendo uma nova espécie denominada G. caicoense. Entretanto, esta classificagdo nado foi
aceita por Pickersgill et al. (1975), Valicek (1977) e Fryxell (1984). Coletas de exemplares de
G. mustelinum e G. caicoense realizadas na mesma regido, passaram por estudos de
comparacdes morfoldgicas e andlise de bandeamento cromossdmico, 0os quais confirmaram
que os exemplares tratavam-se da mesma espécie (VALICEK, 1977; FRYXELL, 1984).
Outro fato que chama a atencao nesta espécie sdo as elevadas diferengas genéticas existentes
entre as populacdes ja estudadas. Nelas as estimativas de diferenciacdo genética entre
populacdes (Fst) fica acima de 0,5 (FREIRE, 2002). Tais diferencas ressaltam a importancia

para fins de conservacao.

20



Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas da espéoie Cossypium mustelimum (A)
Representante da espécie, (B) folha, (C0 flor, (D0 pdlen, (E) capulho, (F) fibra,
{3 linter. Adaptado Alves (2009) e Frettas {20097,

Nio h4d relato de uso nem evidéncias arqueoldgicas de que houve utilizacdo da planta
de G. mustelinum. A razdo pela qual a planta ndo tenha sido utilizada pelo homem ¢é
desconhecida. Porém, a hipdtese mais provavel estd relacionada com a introducdo de
Gossypium barbadense por povos pré-colombianos a partir do Peru e a sua ampla
disseminag¢do por todo o pais. (BOULANGER e PINHEIRO, 1972; STEPHENS, 1973).

As substituicdes das variedades crioulas (como sdo chamadas as variedades locais
rusticas cultivadas pelos agricultores) por cultivares melhoradas causam preocupacgdo entre os
curadores de germoplasma em relacio a erosdo genética. Em face a esta realidade €

importante que tanto os acessos silvestres quanto as variedades crioulas sejam preservadas

como reservatorio de variabilidade (FREIRE, 2002).

3. Fluxo génico

O fluxo génico € a transferéncia de informacdes genéticas de uma populacdo a outra
(BOREM et al., 2007). Em populacdes de plantas o fluxo génico ocorre durante as geracdes
gametofiticas e esporofiticas, através da dispersao do pdlen e de semente (MARTINS, 1997).

Existem quatro modelos bdsicos de fluxo génico que correspondem a diferencgas na estrutura
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de populacdes: a) o modelo continente-ilha, em que o movimento dos genes € unidirecional,
partindo de uma populagdo maior para outra menor e isolada ou, para colonizacdo; b) o
modelo de ilhas, onde a migracdo ocorre ao acaso entre um grupo de pequenas populacdes
bem definidas; c¢) o modelo de alpondras ou stepping-stone (‘trampolim”), em que as
populacdes trocam migrantes entre populacdes vizinhas e d) o modelo de isolamento por
distancia, no qual o fluxo ocorre entre grupos vizinhos, em uma popula¢do continua
(FUTUYMA, 1992).

O grau em que uma populagdo pode ser delimitada de outras depende da intensidade
do fluxo génico entre elas, ou seja, a distribui¢do esperada da informagdo genética dentro e
entre populacOes estd intimamente relacionada com a organizacdo fisica e a capacidade de
dispersdo da espécie (NASS, 2007). O padrao de dispersdo de pdlen estd diretamente ligado
com o comportamento dos agentes polinizadores, que podem sofrer influéncia de certos
fatores como: territorialidade, especificidade ao recurso, disponibilidade de recursos e
sociabilidade dos animais, sendo estes fatores determinantes para os padroes de distancia no
transporte de pélen (HIGA e SILVA, 2006).

Segundo Futuyma (1992), a taxa média de fluxo génico entre populagdes estabelecidas
de uma espécie é, com frequéncia, mais baixa e tem probabilidade de ser menor se os
individuos imigrantes necessitarem competir com o0s residentes para sobreviver e reproduzir.
Caso a taxa média de fluxo génico entre populacdes seja maior que o valor sugerido, as
populacdes locais serdo extintas. Se os sitios forem recolonizados por individuos retirados de
diversas populagdes, quanto maior a taxa de extingdo e recolonizacdo, maior serd a taxa de
fluxo génico e menor a variancia nas frequéncias alélicas entre populacdes (FUTUYMA,
1992).

No género Gossypium, devido a sua pequena capacidade colonizadora, dificilmente é
observado fluxo génico, embora possa ocorrer dispersao durante o transporte das sementes e
no uso indevido de carogos. O fluxo génico via pdlen € possivel, uma vez que as variedades e
espécies de Gossypium existentes no Brasil sdo sexualmente compativeis. Pode ocorrer a
partir de lavouras e de plantas isoladas, sendo necessdaria a intervengcdo de insetos
polinizadores (FREIRE, 2002).

Na Austrélia e nos Estados Unidos da América, as tentativas de eliminacdo do fluxo
indesejado entre cultivares transgénica sdo feitas por separacdo fisica de campos (FREIRE et
al., 2003; BARROSO et al., 2005). Esta medida tem-se mostrado eficaz, pois nenhum relato
de transferéncia do transgene e introgressao foi notificado até 2005 (BARROSO et al., 2005).
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A determinagdo da influéncia do movimento do pélen sobre o tamanho efetivo da
populacdo reprodutiva, ou tamanho da vizinhanga requer detalhada andlise do sistema de
reproducdo das populagdes. Tais andlises incluem a determinacao da paternidade de sementes
de polinizacdo aberta e da distancia entre a planta materna e o doador de pélen (NASON et
al., 1996), bem como da distancia de dispersdo das sementes (BURCZYK et al., 2004). Estes
estudos tém sido eficientemente conduzidos com base em marcadores genéticos altamente
polimérficos, como microssatélites. Alguns desses estudos tém mostrado que o pdlen pode
mover-se a distancias considerdveis entre plantas dentro de populagdes e que o fluxo de genes
dentro de populacdes € muitas vezes alto (WANG et al., 2007; LACERDA et al., 2008; SILVA
et al., 2008).

4. Competiciao de polen

Devido ao tamanho e a formagdo de grumos do grao de pélen no género Gossypium, o
seu transporte pelo vento nao tem sido reportado. Portanto, para que haja fecundagao cruzada
€ necessdria a presenga de insetos polinizadores, frequentemente representados por abelhas
meliferas e silvestres, dentre outros, cujo hédbito de forrageamento depende a dispersdao do
polen, inclusive a longas distancias (FREIRE, 2002). Flores atraentes, pdlen colorido,
nectdrios produtores de carboidratos e estruturas frutiferas jovens atraem os insetos que, pela
dindmica de seu movimento nas visitas, fazem com que o pistilo que se projeta acima da
coluna estaminal fique exposto ao contato com pdlen transportado (PENNA, 1999).

Assim como em todas as angiospermas, no algoddo, os tubos polinicos se prolongam
do estigma pelo pistilo em tecido continuo até o ovario, conduzindo os gametas masculinos
para fertilizacdo. Frequentemente, o nimero de graos de pdlen depositado sobre o estigma
excede o nimero de oosferas no ovario da flor polinizada, resultando em competi¢cdo entre os
graos de pdlen para a fecundacio das oosferas (ERBAR, 2003). De acordo com Swanson et
al. (2004), € possivel enumerar todas as fases em que ocorre competicao de pélen, sendo elas:
i) captura do grao de pdlen pelo estigma; ii) inicio da germinacdo do pdlen e invasdo do
tecido do estigma; iii) elongacdo do tubo polinico; iv) adesdo e navegacdo pelo espago
intercelular do pistilo; v) acesso ao ovario; e vi) entrada na micrépila a oosfera.

A competicdo pode resultar em fecundacdes preferenciais, tendo sido relatados na
literatura diversos casos em que a competicio entre pdlen de espécies sexualmente

compativeis constitui um mecanismo importante para a manutencdo da identidade genética.
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Song et al. (2002), em estudo realizado com a espécies de arroz cultivado Oryza sativa
L., e a silvestre O. rufipogon Griff., observaram que, embora a hibridacdo fosse possivel,
quando misturas de pélen na proporcao de 50% para cada espécie eram aplicadas em estigmas
de O. rufipogon, apenas 2,0% das sementes eram hibridas, revelando uma forte desvantagem
do pdlen de O. sativa e competi¢do com polen da espécie silvestre.

Klips (1999), avaliando aspectos semelhantes em espécies do género Hibiscus (familia
Malvaceae), verificou a ocorréncia de competicdo entre pdlen como barreira sexual pré-
zigbtica. A producdo de hibridos interespecificos resultantes de polinizagdes com misturas
50% de pélen de H. moscheutos e 50% de H. laevis aplicadas nos estigmas geraram apenas
8,8 e 7,4% de descendéncia hibrida, respectivamente.

Estudos realizados com duas espécies de Ipomopsis (Polemoniaceae): 1. agregata e I.
tenuituba, geograficamente isoladas em ambiente natural comprovam que a polinizagcdo
manual com mistura de polens na mesma proporcdo de ambas as espécies, em vez de
vantagem de pdélen da prépria espécie, havia evidéncia de vantagem para I. aggregata de um
dos locais, originando 70-80% de sementes em cruzamentos competitivos, independentes do
local do receptor ou da espécie, contrdria a ambas as expectativas: 50% de progénie hibrida
ou sucesso reduzido de pdlen de I. agregata em I. tenuituba receptoras (ALDRIDGE e
CAMPBELL, 2006). Em andlise de competicio com [. arizonica, 1. aggregata também
mostrou melhor desempenho quando em concorréncia polinica (WOLF et al., 2001)

H4 ainda outros casos em que a competi¢do entre polens € fendmeno provavel de
isolamento genético acima do esperado entre espécies sexualmente compativeis e passiveis de
hibridagao: Piriqueta caroliniana, mais competitiva que P. viridis (Turnevarietyae) (WANG e
CRUZAN, 1998); Senecio aethnensis e S. chrysanthemifolius (Astevarietyae), mais
competitiva (CHAPMAN et al., 2005); entre Betula occidentalis e B. papyrifera fortes
barreiras de pds-polinizacdo foram observadas (WILLIAMS JR et al., 1999)

Em relagdo ao género Gossypium, Stephens (1949) cita estudo de Kearney e Harrison
(1932), que mostrou fertilizacdo preferencial de pdlen de variedades de G. barbadense
quando misturado com pdélen de cultivares de G. hirsutum e aplicado a estigmas de G.
barbadense. Tal fertilizacdo seletiva também foi verificada quando estigmas de G. hirsutum
foram polinizados com misturas de pélen de variedades das duas espécies de G. barbadense
(variedade brasiliense e variedade “Inteiro”), silvestres do Brasil, também apresentam o

mesmo comportamento reprodutivo dos materiais cultivados americanos (PEREIRA, 2008).
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5. Aplicacoes de marcadores moleculares

Marcadores moleculares sdo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais
individuos e que s@o herdadas geneticamente. Os diferentes tipos de marcadores moleculares
hoje disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel
de DNA (VIDOR, et al., 2002). As diferencas na sequéncia génica podem ser diretamente
observadas e descritas com alto grau de precisdo. Os marcadores sdo utilizados no estudo da
extensdo e distribui¢do da variacdo entre espécies como também para investigar questoes
taxondmicas e evolutivas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcador molecular baseado em PCR como os microssatélites ou simplesmente SSR
(Simples Sequence Repeats) que possibilitam a andlise de vérios alelos e a distin¢do entre
individuos homozigotos e heterozigotos, sdo os mais utilizados em estudos de diversidade
genética. Para os algodoeiros, mais de 1500 locos microssatélites ja foram isolados de
bibliotecas de DNA (AVISE, 2004; ALVES 2009).

Cada loco microssatélite é analisado individualmente, sendo obtido pela utilizacdo de
um par de iniciadores especificos (com vinte a trinta pares de bases) complementares as
sequencias Unicas que flanqueiam o microssatélite. Estas sequéncias sdo conservadas,
permitindo que primers especificos a elas sejam sintetizados e utilizados para amplificar
apenas esta regidao. O polimorfismo € baseado na variagdo do nimero de sequencias simples
amplificado em um determinado loco. Segmentos amplificados sdo distintos com base em
diferentes nimeros de unidades repetitivas, que se reflete em diferencas de tamanho, medidas
em pares de bases (pb) (HARDY, 2003). Locos SSR possuem expressao codominante, ou
seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sdo visualizados, e sdo altamente
multialélicos. Desse modo, marcadores microssatélites possuem elevado polimorfismo.
Entretanto a maior limitacdo desta técnica € o dispendioso trabalho necessdrio para o
desenvolvimento de iniciadores, ja que requer sequenciamento prévio de partes especificas do
DNA em estudo, além do alto custo financeiro (ZANE et al., 2002).

Em anélises de paternidade utilizam-se informagdes cumulativas de locus polimérficos
multiplos (AVISE, 2004). Dessa forma, diversas classes de marcadores moleculares, tais
como aloenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), VNRT (Variable
Number of Tandem Repeats; minissatélites), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e
SSR (Simple Sequence Repeats; microssatélites), podem ser utilizados (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Os ensaios de microssatélites ultrapassaram em grande parte os
demais métodos de analise (AVISE, 2004).
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Dessa forma, se os genitores diferirem em nimeros de base na sequéncia flanqueada
pelos primers de microssatélites tem-se um polimorfismo. A detec¢do apenas dos alelos
maternos possibilita a conclusdo de que a progénie foi oriunda de autofecundacdo; a presenca
de alelos dos dois genitores caracteriza, por outro lado, um descendente hibrido. O uso de
marcadores microssatélites em estudos populacionais, onde centenas de individuos sdao
genotipados, evoluiu consideravelmente apos o desenvolvimento de sistemas automatizados,
que buscam a informacdo de sistemas multiplex e metodologias que possam diminuir a
marcacdo fluorescente, cujo custo € elevado, sem perder a qualidade e precisdo da
genotipagem (AZEVEDO, 2007). Sistemas automaticos capilares de eletroforese separam o
DNA por tamanho, através da aplicacdo de uma corrente elétrica, para detec¢do de alelos por
fluorescéncia, obtidos pela utilizagdo de primers marcados. Esta técnica permite a andlise
simultanea entre 1 e 96 amostras de DNA em capilares separados dependendo do instrumento
usado (KOUMI et al., 2004). Embora sejam utilizados principalmente para andlises de
sequenciamento, sistemas de eletroforese capilar sdo usados amplamente para genotipagem
(FLORES et al., 2005).

No caso do algoddo, numerosos marcadores moleculares do tipo SSR foram
desenvolvidos (LIU et al., 2000a ¢ 2000b; LACAPE et al., 2003; NGUYEN et. al., 2004).
Além disso, um banco de dados desses marcadores foi organizado por Blenda et al. (2000),

tornando possivel, através do endereco eletronico http://www.cottonmarker.org - “Cotton

Microsatellite Database”, o acesso aos marcadores SSR desenvolvidos para algodao, sendo
utilizados para analisar as diferentes espécies cultivadas e exéticas do género.

Virios sdo os trabalhos que utilizam os microssatélites em anélise de paternidade ou
fluxo génico. Jones et al. (2008) determinaram o fluxo de pdlen de Eucalyptus grandis Hill
por meio de andlise de paternidade, utilizando marcadores microssatélites. Os parametros de
fluxo de poélen forneceram informagdes tteis sobre a dindmica do movimento de pdlen dentro
de populagdes de E. grandis e, segundo os autores, podem ser utilizados na avaliagcdo de risco
de fluxo génico das plantacdes para as dreas adjacentes de mata nativa.

Bacles e Ennos (2008) realizaram estudo com base na andlise de paternidade por
genotipagem de marcadores microssatélites. Este trabalho teve como objetivo averiguar a
ligacdo genética atual ocasionada pela dispersdo dos grdos de pdlen, pelo vento, de trés
remanescentes de uma populacao desmatada de Fraxinus excelsior L. Os autores concluiram
que a dispersdo de pdlen pelo vento em uma paisagem estéril garante que as sementes

produzidas na bacia hidrogréfica incluem material genético de uma ampla drea geogréfica.
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Andlise de paternidade com base em oito locos de microssatélites foram utilizados por
Bittencourt e Sebbenn (2007) para investigar o pdlen e os padrdes de dispersdo de sementes
pelo vento de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze. Utilizou-se um fragmento de floresta
isolado e um pequeno grupo de arvores situado a 1,7 Km de distancia da floresta. De acordo
com os autores, a partir da interpretacdo dos resultados foi possivel concluir que a dispersao
de sementes € restrita, mas que ndo ha dispersio de pdlen de longa distancia entre os
fragmentos florestais.

Robledo-Arnuncio e Gil (2005) ao estudarem uma populagdo pequena e isolada de
Pinus sylvestris L. com o intuito de saber os padrdes de dispersdo dos grdos de pdlen,
utilizaram o teste de paternidade por meio de SSR e concluiram que o nimero e a distribui¢cdo

de potenciais doadores de pdlen em populagdes pequenas podem influenciar fortemente os

padrdes de dispersao de poélen.
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CAPITULO 11

AVALIACAO DE COMPETICAO ENTRE POLEN NAS ESPECIES DE
ALGODOEIROS Gossypium hirsutum L. e G. mustelinum (Miers) Watt.
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Competicdo entre polen nas espécies de algodoeiros Gossypium hirsutum L. e G.

mustelinum (Miers) Watt.

Romero Lima Sousa " 2); Edson Ferreira da Silva (2); Paulo Augusto Vianna Barroso (1);
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Resumo

Objetivou-se com este trabalho verificar se ha competi¢cdo de pdlen entre G. mustelinum e
herbiaceo em relacdo a fertilizacdo da espécie silvestre, bem como se hd diferenca de
competicdo em diferentes proporcdes de polens das referidas espécies. Realizou-se os
cruzamentos entre as duas espécies, em campo experimental, utilizando o G. mustelinum
como genitor feminino, fecundado por polens oriundos de: i) mistura de 50% herbaceo mais
50% G. mustelinum; 1) mistura de 75% herbaceo mais 25% G. mustelinum; iii) mistura de
25% herbaceo mais 75% G. mustelinum; iv) herbaceo e v) G. mustelinum. Foram obtidas
sementes provenientes de cada cruzamento, as quais passaram por extracdo de DNA e andlise
molecular para determinacdo da proporcao de sementes provenientes de cruzamentos inter e
intraespecificos por meio da genotipagem com marcadores do tipo SSR. Nao foram
verificadas diferencas de fertilidade ou de cruzabilidade entre os gendtipos de G. mustelinum.
A frequéncia de descendentes de propor¢do de poélen usado no cruzamento foi comparada
utilizando-se o teste estatistico do qui-quadrado (y%), a 1% de probabilidade. Comprovou-se a
existéncia de competicdo de polens em todas as propor¢cdes de mistura dos mesmos o que

pode implicar em fecundacdo preferencial.
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Termos para indexacdo: Hibridagao, fluxo génico, marcadores SSR.

Assessment polen competition between species in cotton Gossypium hirsutum L. and G.

mustelinum (Miers) Watt.

Abstract

This study aimed to determine whether there is competition between pollen G. mustelinum
and herbaceous in relation to fertilization of wild species, and whether there are differences of
competition in different proportions of pollen of these species. We performed crosses between
the two species in the experimental field, used the G. mustelinum as a mother that was
fertilized by pollen from: i) a mixture of 50% herbaceous plus 50% G. mustelinum ii) a
mixture of 75% herbaceous and 25% G. mustelinum iii) a mixture of 25% herbaceous and
75% G. mustelinum iv ) herbaceous and v) G. mustelinum. We obtained seeds from each
cross, which underwent DNA extraction and molecular analysis to determine the proportion
of seeds from crosses inter-and intra-specific by genotyping with SSR markers of the type. No
significant differences in fertility or crossability between the genotypes of G. mustelinum. The
frequency of the descendants of the proportion of pollen used in crossing were compared
using statistical test, chi-square (¥2), a 1% probability. Proved the existence of pollen

competition in all mixing ratios of pollen.

Index terms: Hybridization, gene flow, SSR markers.

Introducao
O Nordeste brasileiro € o centro de origem do algodao Gossypium mustelinum (Miers)
Watt. Essa espécie € encontrada nas serras secas do semidrido, apresentando algumas
particularidades com relagdo as outras espécies encontradas no Brasil, como capulhos

pequenos, fibra curta e marrom, semente pequena, pilosidade marcante no caule e na folha.
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Gossypium mustelinum foi considerada extinta até Aranha e Leitdo (1969)
encontrarem uma nova populacdo descrita como sendo uma nova espécie denominada de G.
caicoense. Entretanto, coletas de G. mustelinum e G. caicoense, realizadas na mesma regiao,
passaram por estudos de comparagdes morfoldgicas e anélise de bandeamento cromossdmico,
confirmando tratarem-se da espécie de G. mustelinum (VALICEK, 1977; FRYXELL, 1984;
FREIRE et al., 1990).

Até o inicio de 2006, apenas quatro populacdes naturais de G. mustelinum eram
conhecidas. Elas estdo localizadas nos municipios de Caic6, no Rio Grande do Norte, e
Macururé e Jaguarari no Estado da Bahia. Apenas no final de 2006, novos sitios de ocorréncia
foram encontrados em bacias dos rios Tocé e Capivara no Estado da Bahia (BARROSO et al.,
2010).

Nas regides em que G. mustelinum é encontrado também ocorrem as espécies G.
barbadense L. e G. hirsutum L. var. marie galante Hutch. Sabe-se que estes algodoeiros
possuem dreas de distribui¢do simpétricas, o que, em teoria, hd possibilidade de ocorréncia de
hibridagdes e consequente introgressdes entre estas espécies. O fluxo génico a partir de
cultivares convencional ou transgénica de qualquer espécie € indesejado, pois podem afetar a
estrutura genética das demais populacdes. Todos os algodoeiros que ocorrem no Brasil sdo
alotetrapdides (2n = 4x = 52), portadores do genoma AD. As espécies portadoras desse
genoma ndo possuem barreiras reprodutivas completas e apresentam compatibilidade genética
devido ao alto grau de homologia entre cromossomos, que permite o pareamento de
homdlogos e a formacdo de hibridos interespecificos vidveis e férteis (BRUBAKER et al.,
1999; FREIRE, 2002; BARROSO & FREIRE, 2003). Freire (2002) relata que € possivel
realizar cruzamentos entre ragas e espécies de Gossypium presentes no Brasil e obter
descendentes férteis, inclusive com transgene. Os hibridos entre G. hirsutum e G. barbadense

sdo exemplos.
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As flores de algodao abrem-se no inicio da manha e fecham-se ao entardecer do
mesmo dia, ndo ocorrendo antese. O pdlen € disperso pelas anteras logo apds a abertura da
flor, permanecendo vidvel por aproximadamente 12 a 24 horas (COBLEY, 1956). Free (1993)
relata que a viabilidade do pdlen do algodao pode durar por até 17 horas e a fertilizagao
ocorre 30 horas depois da polinizagao.

Na falta de barreiras sexuais completas, o isolamento geogréfico entre cultivares e as
populacdes que se deseja proteger t€m sido usados para reduzir a probabilidade de
cruzamentos entre elas. Em face a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico entre espécies
de algoddo geneticamente modificados para cultivares convencionais, a Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBio) determinou a implementagao de zonas de exclusiao que
foi transformada em Portaria (N° 21, de 13 de janeiro de 2005) pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Por outro lado, competi¢ao pode resultar em fecundagdes preferenciais, tendo sido
relatados na literatura diversos casos em que ha competicdo entre polen de espécies
sexualmente compativeis. Caso tal competi¢cdo constitua um mecanismo importante para
manutencado da identidade genética, a mesma pode ser usada ou servir de parametro para se
evitar o fluxo entre as espécies em questao.

Percy e Wendel (1990) comprovaram a restricao de cruzamentos devido a competicao
de pdlen entre G. barbadense e cultivares de algodoeiro herbiceo. Caso isso ocorra entre G.
mustelinum e herbaceo, as zonas de exclusdo poderdo ser substituidas por medidas menos
restritivas de contencdo do fluxo génico ou redimensionadas, possibilitando que os produtores
das regides dentro das zonas de exclusdo possam optar pelo cultivo de algodoeiros
transgénicos, caso desejem. O objetivo deste trabalho foi verificar se hd competi¢do de polens
em G. mustelinum e herbidceo em relacdo a fertilizacdo da espécie silvestre, bem como se ha

diferenca de competicao em diferentes propor¢des de polens das referidas espécies.
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Material e Métodos

Acessos de G. mustelinum (Miers) Watt. e cultivares de G. hirsutum var. latifolium,
mantidas em campo no Centro Nacional de Pesquisa de Algodio — CNPA - Embrapa
Algodao, foram utilizadas para realizagdo de polinizagdes controladas sem e com mistura de
pélen, no periodo de janeiro a agosto de 2009 (Tabela 1). Como genitores femininos utilizou-
se acessos de G. mustelinum e, como genitores masculinos cultivares de G. hirsutum e acessos
de G. mustelinum. A coleta do pdlen de cada gendtipo foi realizada antes da antese, no inicio
da manha e os cruzamentos foram conduzidos ao entardecer.

A emasculagdo foi efetuada na tarde do dia precedente a abertura do botdo floral,
periodo em que se mostrava mais desenvolvido (aproximadamente a partir das quinze horas).
Cuidadosamente, removeu-se a corola, manualmente ou com auxilio de tesoura pequena de
ponta, mantendo-se as bricteas. Com friccdo dos dedos ou com a tesoura, eliminou-se as
anteras, deixando apenas os filetes. Por fim, recobriu-se o estigma com canudo de papelao,
dobrado em uma das pontas para evitar polinizacdo por insetos. Na mesma tarde da
emasculacdo das flores do genitor feminino, os botdes florais do genitor masculino foram
protegidos por amarra¢des com fio de cobre, para evitar possivel contaminacio por pdlen de
outras plantas no ato da abertura.

Por volta das nove horas do dia seguinte em que foi realizada a emasculacdo e a
preparacdo das flores do genitor masculino, flores ndo emasculadas de ambos os genitores
foram recolhidas em sacos de papel identificados. Levadas ao laboratdrio, as pétalas foram
liberadas para a abertura plena. Avaliou-se a antese visualmente ou com auxilio de lupa,
sempre evitando movimentos bruscos para evitar perda de polens.

Os graos de polens liberados naturalmente da antera foram coletados em tubo Falcon
com o menor intervalo de tempo possivel, pois considera-se que certa diminuicdo de

viabilidade do pélen esteja relacionada com o seu desprendimento da flor.
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Os graos de polens foram pesados em balanca de precis@o e massas de polens, de
acordo com proporcdo de cada cruzamento, de ambos os gendtipos foram reunidos em um
unico tubo, e homogeneizados através de movimentos leves. Considerou-se que 100 g de
p6len equivaliam a 100 % de massa de polens.

Para a polinizacdo, recolheu-se parte da mistura com pincel artistico limpo, retirou-se
o canudo de papelao que recobria o gineceu da flor emasculada e, em seguida, friccionou-se
as cerdas do pincel repletas de pdélen no estigma da flor emasculada para deposicdo dos
mesmos. Em seguida, o canudo de papeldao para proteger o estigma foi recolocado. As
sementes colhidas de cada flor foram armazenadas em camara fria até a sua utilizacdo nas
extracoes de DNA. A obten¢do de sementes provenientes de autofecundacdo de todos os
genotipos trabalhados foi realizada pelo método da amarragdo com fio de cobre com
aproximadamente 20 cm de comprimento. Conforme descrito por Penna (1999).

O DNA gendmico foi obtido de duas formas: para os genitores, pela extracdo a partir
das folhas, ja nos descendentes utilizaram-se as sementes. No tecido foliar, a extrag¢do foi feita
pelo método CTAB proposto por Ferreira e Grattapaglia (1998) com modificagdes de Vidal et
al. (2003) e de Barroso et al. (2006). A extracdo de DNA de semente foi realizada de acordo
com método SDS sugerido por McDonald et al. (1994).

Aliquotas do volume total de DNA extraido foram quantificadas por comparacao
visual das bandas, geradas de uma série de concentragdes conhecidas de DNA fago A (50,
100, 150, 200 e 250 ng) em géis de agarose a 0,8%. Posteriormente, o DNA foi diluido em TE
(pH 8) a 1 ng L' para as reacdes de PCR.

Os pares de primers, desenvolvidos por Nguyen et al. (2004) (Tabela 2), foram
utilizados em reagdes com volume total de 20 pL, contendo 20 ng de DNA gendmico, 0,15
uM de cada primer, 0,2 mM de dNTP, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI pH 8,3, uma

unidade de Taq DNA polimerase e 2 mM de MgCl,. As condi¢des fisicas durante a PCR
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foram constituidas por uma desnaturagdo inicial de 94 °C por 5 minutos, a partir do qual se
seguiram 35 ciclos. A desnaturacdo em cada ciclo foi realizada a uma temperatura de 94 °C
por 30 segundos e duas diferentes temperaturas de anelamento foram utilizadas de acordo
com a especificidade de cada primer (51 °C e 55 °C), por 1 minuto, seguido da extensdo de 72
°C por 1 minuto. A extensao final ocorreu a 72 °C por 8 minutos. Os produtos de amplificagao
foram corados com nitrato de prata conforme metodologia descrita por Creste et al. (2001).

Os marcadores microssatélites foram avaliados como marcadores dominantes, tendo
sido atribuidos os valores 1 para presenga do alelo e 0 para a auséncia. O cruzamento foi
confirmado pela presenca dos dois alelos no individuo que representa a geracdo F;. A
frequéncia de descendentes de cada tipo de pdlen usado no cruzamento foi comparada
utilizando o teste estatistico do qui-quadrado (y?).

As relacdes entre a propor¢do de poélen de G. mustelinum usada nos cruzamentos
(varidvel dependente) e a propor¢ao de individuos ndo hibridos interespecificos (varidvel
dependente) foram avaliadas pela busca da equa¢do com melhor ajuste. Foram empregadas
equagdes lineares e ndo lineares para determinar aquela com o melhor ajuste usando o

software TableCurve 2D v5.01 for Windows (Jandel Scientific).

Resultados e discussao
Nao foram verificadas diferencas de fertilidade ou de cruzabilidade entre os genétipos
de G. mustelinum, embora nos cruzamentos envolvendo mistura de pdlen como os genitores
masculinos C27 e Mac 01 ndo se obtiveram hibrido (Tabela 1). Isso pode ter ocorrido em
decorréncia de incompatibilidade genética ou de outra condi¢ao fisioldgica desfavoravel, mas
também pode ter sido em decorréncia dos cruzamentos terem sido realizados em estadio

inadequado de fertilidade das flores.
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Com a polinizacdo entre de 10 a 42 flores usadas nos cruzamento com as trés
propor¢des de mistura de pélen de G. mustelinum e herbaceo, o nimero médio de sementes
obtidas variou entre nove e 11 (Tabela 3). Comparando-se tais valores com o nimero médio
de sementes obtidas nos cruzamentos com 100% de pdlen das respectivas espécies, verifica-se
que houve pouca variacdo, pois as médias do nimero de sementes obtidas foram de 15 e 14
para G. mustelinum e herbaceo, respectivamente. A condicdo de homogeneidade ambiental
em que as plantas foram mantidas na ocasido dos cruzamentos e também por ter havido
padronizacao do estddio fisioldgico das flores na ocasido da polinizacdo, pode ter contribuido
para a baixa variacdo. Essa condi¢c@o, também contribuiu para a baixa variagdo no nimero
médio de sementes por flor observada tanto nos cruzamentos com mistura de pélen quanto
nos sem mistura, cujos valores variaram entre nove e 15 (Tabela 3).

Foram obtidas 492 sementes hibridas provenientes de 89 flores de G. mustelinum
emasculadas e cruzadas com herbaceo e mistura de ambas as espécies (Tabela 3). Esse
resultado confirma compatibilidade genética entre as duas espécies relatada por Brubaker et
al. (1999), Freire (2002), Barroso & Freire (2003). A ocorréncia de fluxo génico da G.
mustelinum para algodoeiro mocé da espécie G. hirsutum L. var. marie galante foi relatada
por Wendel et al. (1994). Embora, neste trabalho, os hibridos tenham sido obtidos em
condi¢cdes de cruzamento artificial, os resultados confirmam que hd possibilidade de fluxo
génico da espécie herbaceo para a espécie silvestre.

Com base nas andlises dos marcadores moleculares, as sementes hibridas originadas
de cruzamento entre os algodoeiros G. mustelinum e os herbaceos apresentaram alelos de
ambos os pais, enquanto as nao hibridas apresentaram os alelos apenas de um dos pais (Figura
1).

Em condicdes de campo, seja em populacdes naturais ou em condi¢des de cultivo, a

distancia entre os materiais € determinante em relacdo a possibilidade de fluxo génico por
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pélen. Isto porque a viabilidade e proporcdo do pdlen tende a diminuir e, além disso, pode
haver competicdo entre pélen da prépria espécie e da outra em questdo. O teste do y°
considerando-se frequéncias observadas e esperadas de sementes hibridas e ndo hibridas foi
significativo (p= 0,01) para as trés propor¢des de misturas de poélen utilizadas nos
cruzamentos (Tabela 3), confirmando, portanto, que houve competicao entre pélen das duas
espécies.

A competicdo de pélen de espécies do género Gossypium foi relatada por Stephens
(1949), em estudo realizado por Kearney e Harrison (1932), que utilizaram mistura de pélen
de G. hirsutum e G. barbadense, esta ultima como genitor feminino. Pereira (2008), em
trabalho realizado com as mesmas espécies, também verificou competi¢ao utilizando mistura
de polen na proporcdo 50% e a espécie G. hirsutum como genitor feminino.

Para outros vegetais, a competi¢cao de pdlen interespecifico € bem documentada na
literatura. Song et al. (2002) relatam a competicdo entre pélen de Oryza sativa e O. rufipogon,
utilizando a dltima como genitor feminino. Klips (1999) observou o mesmo fendmeno em
cruzamento de espécies do género Hibiscus (familia Malvaceae), H. moscheutos e H. laevis
em cruzamentos reciproco. Em estudos realizados com espécies de Ipomopsis
(Polemoniaceae) geograficamente isoladas, Aldridge & Campbell (2006) verificaram
vantagem competitiva do polen da espécie utilizada como genitor feminino para ambas as
espécies quando mistura na propor¢cdo de 50% eram utilizadas em cruzamento reciproco entre
as espécies 1. aggregata e I. tenuituba.

No presente estudo, comparando-se as trés diferentes proporcdes de poélen utilizadas
nos cruzamentos, verificou-se maior percentagem de hibridos quando se utilizou pdlen do
algodoeiro herbdceo em maior percentagem. Nos cruzamentos em que foi utilizada mistura de
75% de polen de herbaceos e 25% de G. mustelinum, obteve-se 64,71% de hibridos; nos

cruzamento em que se utilizou mistura de 50% de pdlen de cada espécie obteve-se 21,46% de
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hibridos e nos cruzamentos em que se utilizou mistura de 75% de pdlen G. mustelinum e 25%
de herbaceo, a porcentagem de hibrido obtido foi de 4,71% (Tabela 4).

No gréfico de regressao linear (Figura 2), observa-se que ha expressiva correlacio
entre as varidaveis, sendo que 89,5% sao decorrentes da variagdo das proporcdes de polens, e
10,5% nao sdo atribuidas as referidas propor¢des de polens das duas espécies. Portanto,
quanto maior a porcentagem de polen de G. mustelinum, menor tende ser a porcentagem de
hibrido entre as duas espécies.

A reducgdo da taxa de cruzamento em baixas porcentagens de pdlen de G. hirsutum,
apesar de reduzir, ndo elimina as possibilidades de fluxo génico para populacdes de G.
mustelinum. Portanto, para se avaliar a probabilidade de ocorréncia de fluxo gé€nico é
necessario o estudo de forrageamento dos insetos polinizadores que ocorrem na regido. Entre
os polinizadores de algodoeiro had relatos de que abelhas meliferas podem forragear a
distancia maxima de 10 km da colmeia, sendo que a maioria foi encontrada a 6 km (SILVA,
2007). Portanto, a possibilidade de fluxo gé€nico G. hirsutum para as populacdes de G.
mustelinum serd menor quanto mais baixa for a porcentagem de pdlen da primeira em relagao
a segunda espécie, mas para ser quantificada ou mesmo eliminar os riscos, fazem-se
necessarios estudos da fauna de insetos polinizadores de espécies deste género. Na auséncia
de tais informagdes, o mais adequado € adotar os controles por meio das zonas de exclusao,
conforme a Portaria (N° 21, de 13 de janeiro de 2005) do Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA).

Conclusoes

1- H4 competicdo entre pdélen de G. mustelinum e G. hirsutum quando genitores
femininos da primeira espécie sao polinizados com de mistura de pélen de ambas as espécies.

2- Quanto maior porcentagem de pdlen de G. hirsutum em relagdo a mistura com

polen de G. mustelinum maior serd a porcentagem de hibridos obtidos entre as espécies.
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Tabela 1. Acessos das espécies G. mustelinum e G. hirsutum utilizados em polinizagcdo
controlada, porcentagem de poélen utilizado, nimero de hibridos obtidos e numero de
sementes produzidas.

Genitores Porcentagem N° de NF° total
Familia Feminino  Masculino 1 Masculino 2 deplen (%) hibridos e
sementes
1 Must 7 Mac 33 - 100 m - 18
2 Must 8 Mac 33 - 100 m - 16
3 C24 C26 - 100 m - 13
4 C26 Mac 33 - 100 m - 14
5 c27 C26 - 100 m - 14
6 Must 6 Buriti - 100 h 26 26
7 Must 6 Deltaopal - 100 h 35 35
8 Must 6 Safira - 100 h 45 45
9 Must 6 FM 966 - 100 h 18 18
10 Must 7 Buriti - 100 h 20 20
11 Must 8 Buriti - 100 h 92 92
12 Must 9 Buriti - 100 h 30 30
13 Must 7 Deltaopal - 100 h 32 32
14 Must 6 Buriti C26 50m+50h 3 22
15 Must 6 Deltaopal C26 50m+50h 2 6
16 Must 6 Rubi Must 8 50m+50h 4 15
17 Must 7 Buriti Cc29 50m+50h 3 18
18 Must 7 Buriti Must 8 50m+50h 4 25
19 Must 7 Buriti C26 50m+50h 6 41
20 Must 7 Buriti Mac 33 50m+50h 4 22
21 Must 7 Deltaopal Mac 33 50m+50h 3 12
22 C29 Buriti Cc29 50m+50h 3 7
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Tabela 1. (Continuacio)...

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

Must 8

Must 6

Must 8

Must 8

Must 10

Must 10

Mac 33

C24

C26

c27

C26

C29

Mac 33

Must 6

C24

Must 6

Mac 33

C28

CP33

C24

C29

C26

Mac 33

Must 8

Cc27

Must 8

Buriti
Deltaopal
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Deltaopal
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Deltaopal
Deltaopal
Safira
Safira
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti
Buriti

Safira

C29

C26

C24

Must 8

C29

Mac 33

C26

C26

C26

C26

C29

Mac 33

C28

C28

C28

C27

C24

C24

Mac 01

C24

Must 8

Must 8

Must 8

Must 8

Must 8

Must 8

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

50m+50h

75m+25h

75m+25h

75m+25h

75m+25h

75m+25h

75m+25h

75m+25h

75m+25h

25m+75h

25m+75h

25m+75h

25m+75h

25m+75h

25m+75h

10

11

25

42

11

18

12

39

43

11

16

28

10

13

16

26

14

10

13

10

13

18
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Tabela 1. (Continuacio)...

49 Must 7 Safira Must 8 25m+75h
50 TC 104 Safira C28 25m+75h
51 Must 6 Safira Must 8 25m+75h
52 C28 FM 966 Cc25 25m+75h
53 C27 FM 966 C26 25m+75h
54 C25 Buriti Must 8 25m+75h

11

12

10

17

18

14

11

14

(*) Algodao m: G. mustelinum; h: Algodao herbaceo.

Tabela 2. Pares de primers SSR utilizados para amplificar marcadores moleculares em
algodoeiro, desenvolvidos por Nguyen et al. (2004), tamanho esperado, temperatura de

anelamento e motivo.

Primer Sequéncia dos primers (5°-3”) Sequéncia dos primers (5'-3") Tamanho Temperatura Motivo
esperado usada (°C)

CIR 009 GTGGGTATGGAGTTGTTT CCGTTAGGTGTCTTTCTC 215 55 TGN, TATG¢
CIRO058 CCATCTTCCTTTCATACC AGCTGAAGAACTATACCCA 58 55 GT;
CIR169 GAAGCACAATAAGGCAA CAAACAAGCGATGAAAC 141 55 ACq
CIR218 GCGAAGCAAAGGAAG CTCCAACATCGTCTCAA 180 55 GT,
CIR222 TCATCAACAATCCTTCC TACTGTCCCTCTTGCAT 291 55 GTyy4
CIR233  AGGCAGTAGCATTTATCAG  GTGTTGGTTGTTTATGGTT 187 51 GTy
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Tabela 3. Teste do x2 para as diferentes propor¢des de graos de pdlen utilizados nos
cruzamentos das espécies G. mustelinum e G. hirsutum.

N°de Média de N° de Frequéncia Frequéncia X
Proporg¢ao de flores sementes por  sementes esperada***  observada***
polens* utilizada flor
y T y T

100% h 21 14 £4,65 298 0 298 0 298 -
25% m + 75% h 16 9+2,65 142 35,5 106.5 50 92 7,90%*
50% m + 50% h 42 11 £2,56 432 216 216 335 97 131,12%
75% m + 25% h 10 10 + 3,80 106 79.5 265 101 5 23,26*

100 % m 05 15 £ 1,06 75 75 0 75 0 -

Total 94 1053

* Significativo a=0,01
** m: G. mustelinum, h: herbaceo;
*#%% y: ndo hibrido, r: hibrido;

Tabela 4. Varidveis obtidas em relagdo ao nimero médio de sementes para as quatro
propor¢oes de poélen utilizadas nos cruzamentos entre as espécies G. mustelinum e G.

hirsutum.
Proporg¢do de pélen* N° médio de Porcentagem de Variancia Coeficiente de
sementes hibridos (%) Variagdo
100 % h 37,25 +£23,71 100,00 562,49 63,65
25% m + 75% h 11,83 £ 4,56 64,71 20,86 38,54
50% m + 50% h 20,57 £ 11,94 21,46 142,75 58,04
75% m + 25% h 13,25 + 6,18 4,71 38,21 46,64
100% m 15+£2 - 4,0 13,33

(*) Algodao m: G. mustelinum; h: G. hirsutum.
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Figural: Representacdo de alguns individuos analisados pelo primer CIR 222,’mcn)strando o padrdo
polimdrfico para mistura de pdlen 50% G. hirsutum e 50% G.mustelinum. P: Genitores; P;: G.
mustelinum receptor de polen; P,: G. mustelinum doador de pdlen; Ps: G. hirsutum doador de pdlen;
P4: Repeticao do gendtipo de G. hirsutum; D: Sementes do cruzamento; X: Controle (hibrido entre G.

mustelinum e G. hirsutum); Z: Sementes hibridas.

Y=a+bx0,5Inx; R? ajustado de 0,895 a=1,18 e b=2,45
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ANEXOS

INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE ARTIGO A REVISTA PAB - PESQUISA
AGROPECUARIA BRASILEIRA.
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INSTRUCOES

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido encaminhados a
outro periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de
250 palavras, nao devem ser incluidos no trabalho.

A Comissdo Editorial faz andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa andlise, consideram-se aspectos como: escopo; apresentacdo do artigo
segundo as normas da revista; formulacdo do objetivo de forma clara; clareza da redagdo;
fundamentacdo tedrica; atualizacdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da
metodologia; resultados com contribuicao significativa; discussio dos fatos observados frente
aos descritos na literatura; qualidade das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das
conclusdes. Apds a aplicacdo desses critérios, se o nimero de trabalhos aprovados ultrapassa
a capacidade mensal de publicacdo, € aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual s@ao
aprovados os trabalhos cuja contribuicio para o avango do conhecimento cientifico é
considerada mais significativa.

Esse critério s6 € aplicado aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para
publicacdo na revista, mas que, em razdo do elevado nimero, ndo podem ser todos aprovados
para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os demais sdo
submetidos a andlise de assessores cientificos, especialistas da drea técnica do artigo.

Sao considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisdo, este ultimo a convite do Editor.
Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em dreas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricio Mineral, Solos e Zootecnia. O texto deve ser digitado no editor de
texto Word, em espaco duplo, fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, margens
de 2,5 cm, com péginas e linhas numeradas.

Acesso aos itens:

Escopo e politica editorial Material e Métodos
Analise dos artigos Resultados e Discussio
Forma e preparacio de manuscritos Conclusdes
Informacgdes necessarias na Agradecimentos
submissao on-line de trabalhos Referéncias
Organizacido do Artigo Cientifico  Citagdes

Titulo Formulas, expressoes e equacoes
Nome dos autores matematicas

Endereco dos autores Tabelas

Resumo Figuras

Termos para indexacao Notas Cientificas
Introducdo Outras informacoes
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Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecudria Brasileira (PAB) ¢ uma publicacdo mensal da Embrapa, que
edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou inglés, resultantes de
pesquisas de interesse agropecudrio. A principal forma de contribuicio é o Artigo, mas a PAB também
publica Notas Cientificas e Revisdes a convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria cientifica.
Nessa andlise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do artigo segundo as normas da
revista, formulacio do objetivo de forma clara, clareza da redagcdo, fundamentacao tedrica, atualizacio
da revisdo da literatura, coeréncia e precisdo da metodologia, resultados com contribui¢do
significativa, discussdo dos fatos observados em relacdo aos descritos na literatura, qualidade das
tabelas e figuras, originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicagdo desses critérios, se 0
nimero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicagdo, € aplicado o critério da
relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja contribuicio para o avanco do

2 2

conhecimento cientifico € considerada mais significativa. Esse critério é aplicado somente aos
trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para publicagdo na revista, mas que, em razdo do
elevado nimero, ndo podem ser todos aprovados para publicagdo. Os trabalhos rejeitados sdo
devolvidos aos autores e os demais sdo submetidos a anédlise de assessores cientificos, especialistas da
drea técnica do artigo.

Forma e preparaciao de manuscritos

» Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e figuras —
publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgacdo técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periédico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250 palavras,
nao devem ser incluidos no trabalho.

» Sao considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisao, este tltimo a convite do Editor.

» Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em dreas técnicas, cujas principais sio:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutri¢do Mineral, Solos e Zootecnia.

» O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com péginas
e linhas numeradas.
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Informacoes necessarias na submissao on-line de trabalhos

No passo 1 da submissao:
(Inicio), em "comentdrios ao editor", informar a relevancia e o aspecto inédito do
trabalho.

No passo 2 da submissao:

(Inclusao de metadados), em "resumo da biografia" de cada autor, informar a
formacgdo e o grau académico. Clicar em "incluir autor" para inserir todos os coautores do
trabalho, na ordem de autoria.

Copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexagdo (key words) do trabalho nos
respectivos campos do sistema. Depois, ir a parte superior da tela, no campo "Idioma do
formuldrio”, e selecionar "English". Descer a tela (clicar na barra de rolagem) e copiar e colar
o "title", "abstract" e os "index terms" nos campos correspondentes. (Para dar continuidade ao
processo de submissao, é necessario que tanto o titulo, o resumo e os termos para indexagao
quanto o title, o abstract e os index terms do manuscrito tenham sido fornecidos.)

No passo 3 da submissao
(Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho completo em arquivo Microsoft
Word1997 a 2003.

No passo 4 da submissao

(Transferéncia de documentos suplementares), carregar, no sistema on-line da revista
PAB, um arquivo Word com todas as cartas (mensagens) de concordancia dos coautores
coladas conforme as explicacdes abaixo:

» Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concorddncia com o seguinte
conteuido: "Eu, ..., concordo com o conteido do trabalho intitulado "....." € com a
submissao para a publicag@o na revista PAB.

» Como fazer: Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de concordincia, encaminhe-o
para o seu préprio e-mail (assim gerard os dados da mensagem original: assunto, data,
de e para), marque todo o email e copie e depois cole no arquivo word. Assim,

teremos todas as cartas de concordancias dos co-autores num mesmo arquivo.
Organizacao do Artigo Cientifico

» A ordenag¢do do artigo deve ser feita da  seguinte forma:
Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumo,
Termos para indexagao, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussao, Conclusodes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

» Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacdo, Introduction,
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Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, tables, figures.

» Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletrdnicos, Resumen,
Términos para indexacién; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccion,
Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos,
Referencias, cuadros e figuras.

» O titulo, o resumo e os termos para indexa¢do devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no
caso de artigos redigidos em inglés.

» O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustra¢des
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

» Deve representar o conteido e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjuncoes.

» Deve ser grafado em letras mintsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

» Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como "efeito" ou
"influéncia”.

» Naio deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome bindrio.

» Nao deve conter subtitulo, abreviagoes, formulas e simbolos.

» As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices

desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

» Grafar os nomes dos autores com letra inicial maidscula, por extenso, separados por

virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjuncao "e", "y" ou "and", no caso de
artigo em portugués, espanhol ou em ingl€s, respectivamente.

O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo
ardbico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de
endereco do autor.

Endereco dos autores

>

Sdo apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal
completos da institui¢do e o enderego eletronico dos autores, indicados pelo nimero
em algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.

Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por
virgula.
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Resumo

» O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao.

» Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposigoes,
conjuncdes e artigos.

» Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos,
os resultados e a conclusio.

» Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

» O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexacao

» A expressao Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minusculas, exceto a letra inicial.

» Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mintscula.

» Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

» Naio devem conter palavras que componham o titulo.

» Devem conter o nome cientifico (s6 o nome bindrio) da espécie estudada.

» Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural
Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introducao

» A palavra Introdugdo deve ser centralizada e grafada com letras mintsculas, exceto a
letra inicial, e em negrito;

» Deve apresentar a justificativa para a realiza¢do do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relacdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

» O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumo.

Material e Métodos

» A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mintsculas, exceto as letras
iniciais.

» Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

» Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e

indicar os tratamentos, o nimero de repeti¢cdes e o tamanho da unidade experimental.
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Y V VYV

Deve conter a descricao detalhada dos tratamentos e varidveis.

Deve-se evitar o uso de abreviacdes ou as siglas.

Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa
repetir o experimento.

Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢des de técnicas de uso
corrente.

Deve conter informagao sobre os métodos estatisticos e as transformacgdes de dados.
Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafd-los em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

Y V V

Y VYV

A expressiao Resultados e Discussao deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial.

Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

As tabelas e figuras sa@o citadas seqiiencialmente.

Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relag@o aos apresentados por outros autores.

Evitar o uso de nomes de varidveis e tratamentos abreviados.

Dados ndo apresentados ndo podem ser discutidos.

Nao deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira ora¢dao do
texto em questao; se as demais sentengas do pardgrafo referirem-se a mesma tabela ou
figura, ndo € necessdria nova chamada.

Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusoes

Y

YV V VYV

O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentérios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

Nao podem consistir no resumo dos resultados.

Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

Devem ser numeradas e no maximo cinco.
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Agradecimentos

» A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial

> Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou
institui¢oes).

» Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

» A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

» Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem
ser dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

» Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacdes
descritas a seguir.

» Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por
ponto-e-virgula, sem numeragao.

» Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

» Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

» Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagdo de citacdo.

» Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.

» Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:
- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o manejo sustentdvel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004,
Santa Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos
SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacio de QTL

associados a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros
AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.;

BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.).
O agronegocio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia:
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Embrapa Informacao Tecnoldgica, 2001. p.121-160.
- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regiao Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca
e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Sistemas de producdo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenologico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacio de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacio dos impactos econdmicos,
sociais e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do
ano de 2003. Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa
Agropecuaria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

Citacoes

» Naio sdo aceitas citagdes de resumos, comunicacido pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

» A autocitacdo deve ser evitada.

» Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacdes
descritas a seguir:

v" Redagdo das citagdes dentro de parénteses

v' Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitscula,
seguido de virgula e ano de publicacao.

v' Citagdio com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra
maiuscula, separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de
publicacdo.

v" Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra maiuscula, seguido da expressdo et al., em fonte normal, virgula
e ano de publicacio.

v' Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer & ordem cronoldgica e em
seguida a ordem alfabética dos autores.

v Citagdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem
ser repetidos; colocar os anos de publicac¢ao separados por virgula.

v" Citagéo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento
original, seguido da expressdo "citado por" e da citagdo da obra consultada.
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v" Deve ser evitada a citagdo de citagdo, pois hé risco de erro de interpreta¢do; no
caso de uso de citagdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da
lista de referéncias

v" Redagdo das cita¢des fora de parénteses

v' Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as
orientagdes anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; sao
separadas por virgula.

Foérmulas, expressoes e equacoes matematicas

» Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado
da fonte Times New Roman.

» Nio devem apresentar letras em itdlico ou negrito, a exce¢dao de simbolos escritos
convencionalmente em itélico.

Tabelas

» As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apds as referéncias.

» Devem ser auto-explicativas

» Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das varidveis.

» Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

» O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve
ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e
das variaveis dependentes.

» No cabegalho, os nomes das varidveis que representam o conteido de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso nao for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

» Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional
de Unidades.

» Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo dltimo
algarismo.

» Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-
rodapé explicativa.

» Na comparacio de médias de tratamentos sao utilizadas, no corpo da tabela, na coluna
ou na linha, a direita do dado, letras mindsculas ou maiusculas, com a indicagdo em
nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

» Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usa-
los ainda na base da tabela, para separar o conteido dos elementos complementares.
Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar
fios verticais.
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As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela;
ndo fazer espacamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do
menu Formatar Pardgrafo.

» Notas de rodapé das tabelas

» Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem
constar nas referéncias.

» Notas de chamada: sdo informacdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabegalho, no corpo ou na
coluna indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha,
separadas por ponto.

» Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma
de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e **
(significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

» Sio consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar
o texto.

» S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessdrias a
documentagao dos fatos descritos.

» O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arébico, e do ponto, em negrito.

» Devem ser auto-explicativas.

» A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.

» Nos grificos, as designagdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

» Figuras ndo-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as
fontes devem ser referenciadas.

» O crédito para o autor de fotografias é obrigatério, como também € obrigatério o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua
elaboracdo.

» As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras
devem ser padronizados.

» Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como:
circulo, quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

» Os nimeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

» As curvas devem ser identificadas na prépria figura, evitando o excesso de
informacdes que comprometa o entendimento do grafico.

» Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducio

grifica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.
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Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicao em possiveis correcoes.

Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

No caso de gréfico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e
100%, para cinco varidveis).

Nao usar negrito nas figuras.

As figuras na forma de fotografias devem ter resolu¢dao de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto

Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas cientificas

>

Notas cientificas s@o breves comunicagdes, cuja publicagdo imediata € justificada, por
se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir
um artigo cientifico completo.
Apresentacdo de Notas Cientificas.
A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com
as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacdo, titulo em
inglés.
Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introdugdo, material e
métodos, resultados e discussido, e conclusdo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e
figuras.
As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico,
exceto nos seguintes casos:

v Resumo com 100 palavras, no maximo.

v" Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras

v' Deve apresentar, no méaximo, 15 referéncias e duas ilustragdes (tabelas e

figuras).

Outras informacoes

N3ao h4 cobrancga de taxa de publicacdo.

Os manuscritos aprovados para publicacio sdo revisados por no minimo dois
especialistas.

O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacdes nos
artigos e de decidir sobre a sua publicagao.

Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides € conceitos emitidos nos
trabalhos.

Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.
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Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61) 3448-4231 e 3273-
9616 fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios: Embrapa
Informacao Tecnoldgica
Pesquisa Agropecuéria Brasileira — PAB
Caixa Postal 040315
CEP 70770 901 Brasilia, DF.
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