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v
RESUMO
A cajazeira (S. mombin L.) destaca-se por produzir frutos de excelente sabor e
propriedades nutricionais. Apesar disso, ndo existem cultivos comerciais e as
areas de ocorréncia vém sofrendo constantes supressdes devido a agao
antropica. Este trabalho objetivou avaliar a diversidade genética entre plantas
de cajazeiras do banco de germoplasma do IPA, por meio de marcadores
ISSR. O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Departamento de Agronomia, Area de Fitotecnia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), em Recife-PE, com latitude de 8°10'52”S e
longitude de 34°54°47°W, no periodo de julho de 2007 a maio de 2009. Foram
coletadas folhas tenras de doze plantas (Charuto, Djalma, Vianey-1, Vianey-2,
Vianey-3, EAN-1, EAN-2, Casa Grande, Muribeca, IEE (Estagao Experimental
de ltapirema), Dr. Moacir e Limao) do Banco de Germoplasma de Cajazeiras
instalado na Estagdo Experimental de Itambé do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) (7°24’50”S e 35°06'30"W), no Municipio de Itambé,
Pernambuco, Brasil. O DNA gendmico foi obtido de acordo com a metodologia
proposta por Ferreira e Grattapaglia (1998), com modificagbes. Para a
amplificagdo do DNA, foram Utilizados 18 oligonucleotideos (UBC 2, UBC 808,
UBC 810, UBC 812, UBC 813, UBC 820, UBC 827, UBC 834, UBC 849, UBC
855, UBC 860, UBC 866, UBC 868, UBC 881, UBC 884, UBC 885, UBC 887,
UBC 888 e UBC 891). Estas amplificagdes geraram 135 fragmentos, dos quais
105 polimorficos, variando de 20 a 620 pb. O UBC 834 mostrou-se mais
informativo, possibilitando a diferenciacdo entre os 12 acessos. Os
oligonucleotideos em que prevalece a sequéncia de bases GA (UBC 2, UBC
810, UBC 812 e UBC 885) amplificaram o maior numero de fragmentos e de
fragmentos polimdrficos. Na construgdo do dendrograma houve a formacgao de
quatro grandes grupos distintos, a partir de uma similaridade média de 51,69%.
O acesso Dr. Moacir, oriundo de Manaus-AM, foi isolado dos demais acessos,
apresentando uma similaridade de 27,45% com o acesso EAN-1, a menor
encontrada entre os 12 acessos. Ja entre Vianey 1 e Vianey 2 foi verificada a
maior similaridade entre todos os acessos (73,21%). Com estes dados pode-se
constatar a viabilidade do emprego de marcadores ISSR no estudo de
diversidade genética em germoplasma de cajazeiras e a grande diversidade
genética existente entre os acessos do banco.

Palavras-chave: Caja, ISSR, diversidade genética.



ABSTRACT

The cajazeira (Spondias mombin L.) is distinguished by producing fruit of
excellent taste and nutritional properties. Nevertheless, there are no commercial
crops and places of occurrences of occurrence are suffering in deletions due to
human action. This study aimed to evaluate the genetic diversity among plants
Cajazeiras Bank of germplasm of the IPA by ISSR markers. The experiment
was conducted at the Laboratério de Plant Biotecnologia Vegetal, Department
of Agronomy, of the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), in
Recife-PE, with latitude of 8 10'52"S and longitude 34 ° 54'47" W, from July
2007 to May 2009. Tender leaves were collected from twelve plants (Charuto,
Djalma, Vianey-1, Vianey-2, Vianey-3, EAN-1, EAN-2, Casa Grande, Muribeca,
IEE (Estagdo Experimental de Itapirema), Dr. Moacir e Limao) from Germplasm
Bank of the Cajazeiras at the Experimental Station of the Agronomic Institute of
Itambé Pernambuco (IPA) (7 ° 24'50 "S and 35 ° 06'30" W) in the Municipality of
Iltambé, Pernambuco, Brazil. Genomic DNA was obtained according to the
methodology proposed by Ferreira and Grattapaglia (1998), with modifications.
For the amplification of DNA, 18 primers were used (2 UBC, UBC 808, UBC
810, UBC 812, UBC 813, UBC 820, UBC 827, UBC 834, UBC 849, UBC 855,
UBC 860, UBC 866, UBC 868, UBC 881, UBC 884, UBC 885, UBC 887, UBC
888 and UBC 891). These amplifications generated 135 fragments, of which
105 polymorphic, ranging from 20 to 620pb. The UBC 834 was more
informative, allowing the differentiation between the 12 accessions. The primers
that prevails in the sequence of bases GA (2 UBC, UBC 810, UBC 812 and
UBC 885) the highest number of amplified fragments and polymorphic
fragments. In the construction of the dendrogram was the formation of four
distinct groups, from an average similarity of 51.69%. Access Dr. Moacir, comes
from Manaus-AM, was isolated from the other accessions, presenting a
similarity of 27.45% with access EAN-1, the lowest found among the 12
accessions. Already between 1 and Vianey Vianey 2 there was a greater
similarity among all accessions (73.21%). With these data we can see the
viability of the use of ISSR markers to study genetic diversity in germplasm of

Cajazeiras and high genetic diversity among accessions of the bank.

Key-words: Caja, ISSR, genetic diversity.
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1. INTRODUGAO GERAL

A cajazeira (Spondias mombim L.), € uma arvore de grande porte que
ocorre naturalmente nos dominios dos Neotropicos, encontrando-se
disseminada pelo mundo, como Africa e Asia. A Regido Amazo6nica e a Mata
Atlantica sdo apontadas como centros de diversidade genética da espécie, mas
ela se encontra amplamente disseminada em todo territério nacional, seja de
forma espontdnea ou em cultivos domésticos (JUSTINIANO &
FREDERICKSEN, 2001).

O aumento da demanda por frutos da cajazeira vem despertando o
interesse para o cultivo da espécie (SOARES et al., 2006), porém, até o
momento, toda produgcdo se baseia no extrativismo e alguns cultivos
domésticos (FRAIFE FILHO et al., 2008). No estado de Pernambuco, toda a
producao é extrativista, e estd concentrada nas Regides Litoral e Mata, através
da coleta de frutos caidos ao redor de plantas esponténeas ou sub-
espontaneas, localizadas em fragmentos de mata, propriedades rurais e/ou
quintais de residéncias e propriedades rurais.

Estudos com caja tém se concentrado em técnicas de propagagao
(CARVALHO et al., 2002; FRAIFE FILHO et al., 2008; SILVA JUNIOR et at.,
2004; SOUZA et al., 2000, 2002 e 2006) e propriedades fisico-quimicas dos
frutos (SOARES et al., 2006; CEVA-ANTUNES et al., 2003; MOURA et al.,
2003; PINTO et al., 2003(1)), no entanto, pouca énfase tem sido dada em
estudos relacionados a diversidade genética desta espécie.

A caracterizacdo molecular, busca a quantificacdo da variabilidade
genética dentro do grupo, sem que haja interferéncia do ambiente. Segundo
SANTOS et al. (1999), plantas de Spondias em condi¢cdes naturais apresentam
caracteristicas bastante similares entre diferentes espécies do género,
indicando ndo s6 a viabilidade de cruzamentos naturais, mas também fracas
barreiras de incompatibilidade dentro do género.

O conhecimento da diversidade genética da espécie é primordial, tanto a
sua conservagao e sustentabilidade, quanto a identificagdo e conservacao de
gendtipos superiores para o cultivo comercial e/ou uso em programas de
melhoramento. Estudos apontam que as mudangas na composigao genética de
espécies em florestas naturais ocorrem lentamente, desde que nao haja

disturbios catastréficos (CALDATO, 1999). Porém, a exploragdo e
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transformacdo das florestas tropicais, atualmente, sdo uma das maiores
preocupacdes para a conservacao deste habitat. A estrutura do habitat &
severamente modificada pela exploragao, alterando o padrao de distribuicao
espacial e fenologico das espécies nativas (ANTONINI & NUNES-FREITAS,
2004).

A formacado de lavouras ou pastagens, a especulagdo imobiliaria, as
queimadas e a exploracdo da madeira como combustivel para atividades como
panificagao e a produgao de gesso, tijolos e telhas, ndo so6 leva a diminui¢gao do
volume de frutos coletados em areas de vegetacao nativa, como também a
erosao genética da espécie. Com a devastacao das florestas e a especulagéo
imobiliaria, a erosdo genética € inegavel e inevitavel.

O levantamento da diversidade genética pode auxiliar na preservacao
desta e auxiliar no desenvolvimento de programas de melhoramento futuros. O
advento de técnicas de biologia molecular envolvendo PCR (reag¢des de
polimerase em cadeia), proporcionou o estudo direto da diversidade genética
intra e interpopulacional em vegetais (RUAS, 2006).

Buscando contribuir para o conhecimento da variagdo genética de
cajazeiras, por meio da quantificagdo da variabilidade genética existente entre
0s acessos presentes no banco de germoplasma do IPA, com o intuito de servir
de base para a selecdo de materiais para cultivo comercial e emprego em
futuros programas de melhoramento € que este trabalho teve por objetivo
analisar a variabilidade genética entre acessos do Banco de Germoplasma de

Cajazeiras do IPA.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae abrange 73 géneros e aproximadamente 850
espécies (DONADIO & FERREIRA, 2008), dentre as quais a mangueira
(Mangifera indica L.), o cajueiro (Anacardium ocidentalis L.), as aroeiras
(Schinus terebinthifolius Raddi; S. molle L.; Astronium fraxinifolium
Schott & Spreng; Lithraea molleoides (Vell) Engl. e Myracrodruon urundeuva
(Allemao)) e espécies do género Spondias.

O género Spondias, um dos mais importantes dentro da familia,
abrange 11 espécies (JUSTINIANO et al.,, 2001) em 18 taxas (MARTINS &
MELO, 2007), sendo nove de ocorréncia nos tréopicos do velho mundo e outras
nove encontram-se distribuidas na Regido Neotropical (do México a
Patagénia), Asia, Africa, Oceania e ilhas do Pacifico Sul (JUSTINIANO et al.,
2001).

No Brasil, exploram-se as espécies: S. mombim L, (cajazeira); S.
purpurea L. (cirigueleira), nativa da América Tropical (MARTINS et al., 2008);
S. cytherea Sonn., ou S. dulcis Parkinson (cajaraneira ou caja-manga),
originaria da Polinésia; S. tuberosa Arr. Cam. (umbuzeiro ou imbuzeiro); e os
hibridos naturais caja-umbu e umbu-caja (S. mombin x S. tuberosa e S.
tuberosa x S. mombin, respectivamente), estas endémicas do Nordeste
Brasileiro, cajaguela (S, mombin x S, purptrea) e umbuguela (S, tuberosa x S,
purpurea), todas frutiferas arbéreas (SOUZA et al., 2000; SILVA JUNIOR et al.,
2004).

Além de caja, o fruto também é conhecido como: caja miudo, em S&o
Paulo e Minas Gerais; por caja pequeno, nos estados do Sul do Brasil e S&o
Paulo; caja-mirim, no Sul do Brasil; tapereba, na Regido Amazdnica (MATOS,
2007); prumier mombin na Guiana Francesa; ciriguela del mon-te e jocote na
Guatemala; azucaré e cedrinho na Bolivia; ciruella amarilla no México e
Equador; jobo na América Central; e hogplum ou yellow mombin na América do
Norte (MARTINS & MELO, 2007).
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2.2. Descricao Botanica e Morfo-agronémica

A cajazeia é uma planta dipldide (2n = 32) (GUERRA,1986; ALMEIDA
et al., 2007), perenifdlia ou semidecidua, dependendo do clima da regiao,
helidfita, seletiva higrofita e de crescimento rapido. Tem galhos bem espagados
e copa globosa e frondosa, com didmetro entre 8 e 24 m. A casca € espessa,
fendida, apresentando protuberancias pontiagudas. Atingem de 20 a 30 m de
altura. Seu tronco é reto e cilindrico, com 0,5 a 1,4 m de DAP (didmetro na
altura do peito). Os ramos raramente se concentram abaixo dos 10 -15 m de
altura. A raiz principal é pivotante e profunda, e as superficiais bem salientes.
No geral, assemelha-se muito ao cedro (Cedrela fissilis e C. odorata)
(JUSTINIANO et al., 2001; PINTO et al., 2003(1)).

Apresenta folhas compostas (Figura 1B), imparipinadas, alternas
espiraladas, com 5-9 pares de foliolos opostos, de formato oblongo-eliptico,
agudo ou obtuso, medindo de 9 a 11 cm de comprimento e 2,8 a 4,3 cm de
largura. O conjunto da folha mede de 20 a 45 cm (JUSTINIANO et al., 2001;
MATOS, 2007).

Figura 1: A - Planta, B - inflorescéncia, C - frutos e D - “sementes” da cajazeira (S, mombin L,).

As suas flores sdao pequenas (2 a 7 mm de largura), pedunculadas,
hermafroditas e/ou unissexuais (masculinas e femininas), branco-amareladas;
célice verde, pentdmero; corola branca, pentdmera, ovado-oblongos, de apice
agudo ou apiculado; os estames, em numero de dez, tém de 1,3 a 3 mm de
comprimento e sdo brancos; as anteras sdo amarelas e basais, biloculares,

com deiscéncia lateral; tém de 4 a 5 estilos, localizados abaixo dos estames na
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antese; e estigma linear, no apice do estilo, na sua face dorsal. Est&do reunidas
em grandes paniculas terminais, com até 60 cm de comprimento e 15 a 25 cm
de largura, podendo reunir até 2.000 flores por panicula, com acentuada
protandria, favorecendo a polinizagdo cruzada e a segregagao nas progénies
(JUSTINIANO et al., 2001; PINTO et al., 2003(1)).

Os frutos sdao do tipo drupa (Figura 1C), de forma cilindrica,
apresentando até 6 cm de comprimento, ovédides, oblongos, com base
achatada e coloragéo entre o amarelo e o alaranjado. O epicarpo (casca) fino e
liso, com mesocarpo (polpa) pouco espesso, indo do amarelo ao alaranjado,
suculento e de sabor acido (PINTO et al., 2003(1)). A polpa, que equivale a 56
% da massa extraida de frutos em plena maturagdo, apresenta
aproximadamente: solidos soluveis totais (SST) 11,56° BRIX; acucares soluveis
totais de 8,41%; pH de 3,17; acidez total titulavel (ATT) de 1,03% (MARTINS &
MELO, 2007).

PINTO et al. (2003(1)) estudando 30 gendtipos em trés localidades do
estado da Bahia, detectaram que a maior variabilidade ocorre quanto: aos
niveis de acidez, concentragdo de Vitamina C, SST/ATT (Sélidos Soluveis
Totais/Acidez Total Titulavel), rendimento industrial, massa do fruto, massa da
semente, massa da casca e massa da polpa.

As sementes sdo grandes, brancas, subero-lignificadas e enrugadas,
de formato claviforme ou reniforme, em numero variado (Figura 1D). Localizam-
se no interior do endocarpo, uma estrutura tuberculada em forma pentagonal.
O endocarpo ¢ a parte mais caracteristica da drupa do fruto das Spondias, por
possuir uma massa rija, que guarda os léculos, e o0 parénquima, tecido
esponjoso que recobre a semente botanica. SOUZA et al. (2000), estudando a
morfologia de sua unidade de dispersédo, verificou a ocorréncia de variagédo no
numero de léculo (dois a cinco) e de sementes (zero a cinco) por fruto,
prevalecendo quatro léculos (52,8%) e uma semente (44,8%) por endocarpo,
sendo também comum a nao formagao de semente (15,2%).

No Nordeste, a floragdo e o amadurecimento, se concentram de
outubro a dezembro e de fevereiro a maio, respectivamente, ocorrendo
frutificacdo durante o ano todo em algumas localidades. Transcorrem-se
aproximadamente 120 dias entre fecundagdo e amadurecimento dos frutos
(PINTO et al., 2003(2)). No Brejo Paraibano, o ciclo de desenvolvimento de

caja, da abertura da flor até o amadurecimento pleno na arvore, corresponde a
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um periodo médio de 125 dias. A maturacao dos frutos inicia-se em torno de 97
dias e o amadurecimento aos 117 dias apds a antese (MOURA et al., 2003).
Apos a frutificagdo ocorre queda parcial das folhas, devido o periodo de
repouso fisiologico da planta (SOUZA e BLEICHER, 2002).

A sua madeira é clara, variando do branco-amarelado ao café-claro,
flexivel e de baixo peso especifico. Porém, é susceptivel ao ataque de cupins
(JUSTINIANO et al., 2001). A altura das arvores € um empecilho a colheita dos
frutos antes que estes caiam ao chao, o que danifica boa parte deles. Tais
danos levam a perdas de umidade e a fermentagdo da polpa, favorecendo o
ataque por insetos e roedores. Por este motivo € recomendada a coleta de
frutos, no minimo, duas vezes ao dia, visando a preservacdao das suas
qualidades, o que elevaria muito os custos com mé&o-de-obra. Mediante tais
circunstancias, associado ao dificil acesso aos locais de coleta, é estimado que
menos de 30 % da produgao de caja seja aproveitada para o consumo humano
(MARTINS & MELO, 2007).

2.3. Importancia sécio-econémica

O caja é comercializado nas feiras livres e as margens de rodovias. Sua
demanda vem aumentando constantemente, embora o cultivo comercial ainda
nao exista (MARTINS & MELO, 2007).

Normalmente ndo é consumido na forma in natura, devido sua acidez.
A polpa é dotada de excelente sabor e odor, comumente utilizada na produgao
de sucos, néctares, sorvetes, geléias, vinhos, licores e outras receitas, com alto
potencial agroindustrial, sendo uma das frutas mais apreciadas e
comercializadas nas Regides Norte e Nordeste. A polpa beneficiada é
comercializada congelada, sendo relativamente nova no mercado nacional,
caracterizando-se com grande potencial a ser explorado. O mercado externo,
também, apresenta-se bastante promissor, ja que seus produtos sao bastante
apreciados pelos turistas que t&ém a chance de conhecé-los (SILVA JUNIOR et
al., 2004).

Quanto as informagdes nutricionais do fruto (em 100g de polpa),
destaca-se: vitamina A (64 mg); vitamina B1 (60 mg); vitamina B2 (40 mg);

vitamina C (35 mg); niacina (0,26 mg); calorias (45 Kcal); glicidios (11,6 g);
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proteinas (0,8 g); lipidios (0,2 g); calcio (56,0 mg); fésforo (67,0 mg) e ferro (0,3
mg) (MARTINS & MELO, 2007).

WISHNIE et al. (2007), avaliando o desempenho de 24 espécies
tropicais arbéreas em areas de reflorestamento no Panama, verificaram que S.
mombin apresentou uma das melhores performances nas areas em questao, o
que a caracteriza como espécie de alto potencial na regeneragdo de areas
degradadas, atuando como pioneira.

No Sudeste baiano é utilizada no sombreamento permanente da
lavoura cacaueira, sendo mais uma fonte de renda na area produtora da
matéria prima do chocolate, que n&o tolera iluminagcdo direta constante
(FRAIFE FILHO et al., 2008).

A sua madeira tém baixo peso especifico, sendo utilizada na confecgao
de esculturas, matriz de xilogravuras (FERNANDES et al., 1989), construgao
civil (confeccdo de laminados), aeromodelismo e canoagem, apresentando
pouca resisténcia as intempéries e aos ataques de insetos, além de nao
responder a agao de impermeabilizantes (JUSTINIANO et al., 2001).

A medicina popular e a industria farmacéutica se utilizam
crescentemente da cajazeira. FRAIFE FILHO et al. (2008), relatam que a casca
da planta possui agdo aromatica, adstringente, emética, antidiarréica,
antiblenorragica e anti-hemorragica; as folhas sao utilizadas contra febres
biliosas, constipagdes, dores do estomago, complicagdes pds-parto e algumas
enfermidades dos olhos e da laringe.

Extratos das folhas e dos ramos contem taninos elagicos de agéao-
bacteriana, que atuam sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas (ABAD
et al. 1996).

LUNA et al. (2005) relatam o seu uso no tratamento de erisipela e
Ulceras, além de propriedades anti-espasmaédica, abortifero e molusquicida.
SANDBERG et al, (2005) cita ainda a potencialidade no tratamento da sifilis
cronica. Os efeitos sedativo, antipsicotroéfico e antiepilético foram estudados por
AYOKA et al. (2006). ADEMOLA et al. (2005) estudaram a atividade anti-
helmintica de seu extrato.

Compostos com propriedade antiviral foram identificados nas folhas.
Desde entdo, o extrato passou a ser recomendado principalmente para
combate a herpes simples ou dolorosa (FILGUEIRAS et al., 2000). Atualmente

ja existem produtos industrializados no mercado que tem como base
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compostos extraidos de cajazeiras (FRAIFE FILHO et al., 2008). Estes extratos

podem ser obtidos através de infusdao ou imersao em alcool.

2.4. Origem e distribuigcao geografica

A cajazeira encontra-se disseminada por toda América Latina, em quase
todas as ilhas do Caribe e alguns paises Asiaticos e Africanos, como Nigéria e
Angola, além de algumas ilhas do Pacifico (JUSTINIANO et al., 2001; DUVAL,
2006; WISHNIE et al., 2007).

Tem o Continente Americano como centro de origem (PINTO et al.,
2003(1)) e a Amazébnia Ocidental e a Mata Atlantica como Centro de
Diversidade (SOUZA & BLEICHER, 2002), E comumente explorada através do
extrativismo, ou em plantios domésticos, de forma desorganizada (MARTINS &
MELO, 2007).

No estado de Pernambuco, dos 1.808.779 ha originais da Mata
Atlantica, que correspondia a 18% da sua area territorial, restam apenas 13%,
ou seja, 235.083 ha divididos em fragmentos e, muitas vezes, isolados por
quildmetros de areas urbanizadas, canaviais e/ou outras lavouras (SOS MATA
ATLANTICA/INPE, 2009; SILVA & TABARELLI, 2000).

A fragmentacdo de florestas acarreta a diminuigdo da populagdo de
cajazeiras, levando a perda de variacdo genética. As principais consequéncias
da fragmentagdao e redugado populacional sdo: deriva genética, aumento da
endogamia e diminuicdo do fluxo génico. Assim, ha a limitacdo da migracao e
da colonizacdo de espécies, necessarias a persisténcia das populagcbes em
longo prazo (ALMEIDA, 2006).

2.5. Ecologia das populagoes

A espécie S. mombin prefere solos neutros a ligeiramente alcalinos e
ricos em nutrientes, como os solos aluviais. Quanto a textura, a espécie nao
mostra preferéncia alguma, podendo ser encontrada em solos pesados,
medianos e leves. Pode ser encontrada nas florestas de terra firme e varzea,

sendo comum em lugares habitados, margeando canais de drenagem natural e
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outras areas Umidas, assim como em cerrados (SILVA et al., 2006). E uma
espécie pioneira e caracteristica tanto de bosques jovens (em areas alteradas)
como maduros. A cajazeira se desenvolve melhor em clareiras superiores a
150 m, que devem manter-se abertas para que as arvores alcancem a
maturidade.

Desenvolve-se bem em condicbes de climas umido, sub-Uumido e
quente, que apresentem precipitacdo anual de 1.100 a 2.000 mm. A
profundidade do solo ndo condiciona a presenca da cajazeira, pois ocorre tanto
em solos profundos como superficiais (em afloramentos rochosos)
(JUSTINIANO et al., 2001), Para cultivos. FRAIFE FILHO et al. (2008),
recomendam solos profundos e bem drenados para que suas raizes possam se
desenvolver satisfatoriamente, ndo sendo recomendado seu plantio em areas
com declividade superior a 20%,

Para reduzir o porte da planta e aumentar o numero de galhos em sua
copa, se faz necessario realizar podas de formagdo no 1° ano de cultivo,
conforme SOUZA e BLEICHER (2002). O broto terminal deve ser eliminado
quando a brotagdo atingir os 60 cm de altura, para que haja uma melhor
distribuicdo dos ramos e adequacao da arquitetura de copa. Durante o
procedimento, sdo eliminados ramos que tenham crescimento vertical. Assim,
espera-se que a planta mantenha porte entre 4 e 6 m de altura, buscando a
facilitagdo dos tratos culturais e, principalmente, a colheita de frutos integros
(FRAIFE FILHO et al., 2008). Pode ser propagado por semente ou
vegetativamente, por estacas, enxertos, plantio de rebentos de raizes ou
micropropagacao (CARVALHO et al., 2002). A propagacao vegetativa, por
meio de estacas, das espécies do género Spondias ainda nao foi estudada o
suficiente para determinar técnicas mais adequadas.

As moscas das frutas (Anastrepha spp.) sao as principais pragas da
cultura, iniciando o seu ataque quando o fruto esta verdoso ou “de vez” (onde a
maturacdo ainda nao é completa), ovipositando na porcao inferior dos frutos.
Ocorrendo a eclosao, as larvas iniciam a sua alimentacao, abrindo galerias na
polpa, o que facilita a entrada de fitopatégenos, levando a podridao e queda de
frutos. Os frutos que caem abrigam as larvas, até que estas vao ao chéo, onde
empulpam, tornando-se adultos e atacando outros frutos. Portanto, recomenda-
se que os frutos caidos que estejam estragados sejam enterrados a

profundidades superiores a 5 cm, evitando que os insetos venham a superficie,
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cessando o ciclo (FRAIFE FILHO et al., 2008). Como a cajazeira ainda se
encontra em domesticagdo, o nivel de dano econ6mico da praga nao foi
levantado (MARTINS & MELO, 2007).

Os tripes, cochonilhas, lagartas, brocas (MATOS, 2007), sauvas, larva
do broto terminal, mosca branca, cigarrinha, lagarta véu de noiva, cochonilha,
acaro amarelo e acaro das flores e outras lagartas (FRAIFE FILHO et al.,
2008), sao pragas que atacam folhas, ramos e frutos da cajazeira. As principais
doencas que a acometem esta espécie sao: Antracnose, Verrugose, Resinose,
Cercosporiose, Mancha-de-alga, Oidio, Mancha-preta e Nematoides.

2.6. Estrutura Genética de Populagoes de Plantas

Os vegetais, que apresentam maior plasticidade fenotipica, em resposta
as adversidades ambientais do que os animais, sdo capazes de habitar
ambientes heterogéneos. No decorrer do tempo, forcas evolutivas, tais como
as resultantes da acao do relevo, profundidade e composicdo do solo,
fotoperiodicidade, disponibilidade de agua no solo, levam a mudangas na
constituicdo genética das populagdes naturais, buscando uma maior adaptagéo
dessas populagdes. Individuos que tém maior poder adaptativo s&o
favorecidos no processo de sele¢cao natural. No entanto, mudangas genéticas
que nao se relacionam ao poder adaptativo podem ser acumuladas e se fixar,
levando a diferengas genéticas entre populagcdes, ndo havendo expresséo
fenotipica. Assim organismos mutantes podem ser favorecidos na ocorréncia
de alteragdes nas condi¢cdes de seu ambiente, passando a ser “fenotipicamente
superiores”, mudando o caminho evolutivo de tais populagdes. Estas mudancas
acarretam a elevagao da divergéncia genética em nivel populacional, mas a
extingdo dificilmente podera ocorrer, desde que nado haja um isolamento
reprodutivo em nivel critico, onde ndo ha fluxo génico entre as populagdes
(PEREIRA et al., 2004).

A estrutura populacional de uma espécie, ou seja, o conjunto de suas
caracteristicas genéticas e demograficas, é formado pela atuacdo e interagéo
de mecanismos evolutivos e ecoldgicos. A variabilidade genética esta passiva
de perda consideravel, devido a agdao do homem, principalmente pela

degradagao de habitats, levando a redugédo do potencial evolutivo futuro das
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varias especies. Embora tenhamos a cada dia mais dados envolvendo
variabilidade genética em populagbées naturais, potencializados pelo uso de
técnicas de eletroforese, sabemos pouco sobre as relacbes variabilidade x
adaptagéao e sobrevivéncia (MARTINS, 1987).

A caracterizagdo da estrutura populacional do ponto de vista genético e
evolutivo, busca a quantificagcdo da variabilidade morfolégica e quantitativa
dentro do grupo, aspectos reprodutivos, os padrdes de fluxo génico, e as
estratégias adaptativas aos ambientes locais. Em conjunto, sdo estas as
principais caracteristicas da estrutura de uma populagdo local. No entanto,
sendo a estrutura populacional de uma espécie formada por numero variado de
populagdes locais, necessitando ndo s6 a caracterizacdo em termos da
estrutura de cada populagao, mas também em relagao as diferengas existentes
entre essas populagcdes, aos padrdes de distribuicdo espacial, a dinamica
populacional (colonizagédo/extingdo), e as relagdes mutuas de natureza
genética e ecoldgica existentes entre elas.

A cajazeira é uma espécie mondica e/ou poligamo-didicas, com
acentuada protandria, favorecendo a alogamia, ou seja, polinizagado cruzada, e
a segregacao nas progénies (JUSTINIANO et al., 2001; PINTO et al., 2003(1)).
O tipo de reproducdo afeta diretamente a estrutura e a dindmica das
populagdes. A caracterizagado do sistema reprodutivo e a estimagao da taxa de
cruzamento tém grande importancia no estudo da dinamica de alelos, seja em
populag¢des naturais ou artificiais, seja em programas de melhoramento ou na

definigdo de estratégias de manejo e conservagao (ALVES, 2002).

2.7. Fluxo Génico em Plantas

O fluxo génico em populacbes de plantas acontece na dispersao de
polen e de sementes. A colonizagédo de locais por sementes, em locais vazios
ou de populagbes ja estabelecidas, e a imigracdo de polens, leva a
consequéncias distintas. A colonizagao de locais vazios pode levar a uma
modificagdo na estrutura espacial da espécie, formando colénias, favorecendo
a heterogeneidade da freqiéncia génica entre populagdes. Na colonizacado de

locais ja habitados, ha a tendéncia ao aumento da variagcdo génica dentro da
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populacdo e da diminuicdo da diferengca entre a estrutura genética das
diferentes populagdes.

O modo de reproducédo, sexuada ou assexuada, também ira condicionar
a dispersdo de alelos, uma vez que na reprodu¢cao assexuada quase que
impede o fluxo de genes no espaco, e a reproducado sexuada pode ocorrer em
autégamas ou aldbgamas. No caso de autégamas é mais significativo a
dispersdo de genes por sementes do que por poélen. No geral, espécies
autdbgamas de ciclo curto apresentam menor variacido dentro de populagdes e
maior variagcao entre populagdes, comparando com espécies aldgamas de ciclo
longo (MARTINS, 1987).

A polinizacéo é, em sua maioria, entomdfila, realizada por himendpteros,
tais como pequenas mariposas e abelhas, que agem em um raio de
aproximadamente 350 m. A dispersdo dos frutos €& realizada por animais
(zodrica), mamiferos, aves, répteis e peixes, que se alimentam da polpa da
fruta, deixando as sementes intactas. Ja os roedores, podem vir a danificar
estas sementes. No entanto um de seus maiores disseminadores € a Tapirus
terrestris L. (anta), que além de levar as sementes a grandes distancias,
promove o aumento do indice de germinagcdo ao submeté-las a acidez e
temperatura de seu sistema digestério, Tais sementes, podem ficar até mais de
um ano em laténcia (JUSTINIANO et al., 2001).

Populagbes separadas por barreiras, fisicas e/ou espaciais, podem se
tornar total ou parcialmente isoladas geneticamente, levando a endogamia.
Diversos autores citam que a distancia de dispersdo de pdlen e de sementes
nem sempre refletem diretamente o fluxo genético efetivo, pois ha
superposicao da producado local, coibindo a migrante. Assim, tem-se a
necessidade de marcadores genéticos na estimagédo de intercruzamentos e
dispersao de sementes (ZUCCHI, 2002).

2.8. Conservacao de Recurso Genéticos

2.8.1 Bancos de Germoplasma

A constante substituicdo de cultivares obsoletas por materiais mais

especificos as areas de cultivo, que sejam mais tolerantes as interferéncias
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bidticas e/ou abidticas, junto a devastagdo de areas inicialmente cobertas por
espécies de interesse, levam a perda de materiais que trazem consigo
caracteristicas que podem ser utilizadas em programas de melhoramento
futuros. Para manter este patriménio genético existem colegdes de gendtipos
que sao mantidas por instituicdes, publicas ou privadas, sendo estas colecdes
denominadas de bancos de germoplasma. Tais bancos podem ser
classificados com in situ, quando mantidos no local de origem da espécie, ou
ex situ, se mantidos fora do seu local original. Podendo estes ser mantidos
como sementes, por cultivo em campo ou por in vitro (cultura de tecidos)
(BUENO et al., 2001).

A formacao de um banco de germoplasma engloba varias etapas com: a
aquisicao e/ou coleta de acessos, passando pela caracterizagdo e avaliagao
dos mesmos, catalogacao e posterior, quando solicitado, distribuicdo de cépias.
As etapas de caracterizagcdo e avaliacdo dos acessos sao consideradas de
maior importancia para os melhoristas.

O Instituto Agronémico de Pernambuco-IPA mantém um banco de
germoplasma de cajazeiras na Estagcao Experimental de Itambé, localizada na
Zona da Mata Norte do estado de Pernambuco, no municipio de Itambé
(7°24’50”S e 35°06’30"W) a 190 m de altitude. As mudas foram obtidas por
meio de sementes e plantadas no espagamento 12x12 m, ocupando uma area
total de 4.752m?, em trés linhas de 12 plantas (SILVA JUNIOR et al., 1999).

Instalado em julho de 1990, o Banco de Germoplasma de Cajazeiras do
IPA é atualmente constituido por 12 acessos, sendo cada um representado por
trés plantas (repeticdes) (SILVA JUNIOR et al., 1999; LIRA JUNIOR et al,
2008), com excecgao do acesso IPA - 2 e IPA - 3, representados por uma Unica

planta e por duas plantas, respectivamente (Tabela 1).

2.9. Diversidade Genética em Plantas

Nikolai Vavilov, agrbnomo e geneticista russo, um dos precursores do
estudo da diversidade genética, levantou os centros de origem das espécies
cultivadas, ou seja, as regides geograficas em que havia o maior indice de
variabilidade genética entre os individuos de uma mesma espécie. Mais

adiante, o termo foi trocado por centro de diversidade primario e centro de
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diversidade secundario. Esta diversidade pode ser estimada em niveis de
gendtipos individuais, linhas puras, clones, acessos, e espécies silvestres. O
levantamento da diversidade genética entre populag¢des, entre grupos ou entre
individuos pode ser realizado por meio da adogcdo de um ou de uma
combinacdo de métodos, que, de maneira geral, se baseiam na analise de
dados morfolégicos, dados bioquimicos, citolégicos e moleculares, sendo estes
ultimos baseados no estudo do DNA gendémico. O melhorista busca materiais
que possam gerar genotipos superiores no germoplasma disponivel em
colegbes (PEREIRA & PEREIRA, 2006).

2.10. Marcadores Moleculares no Estudo de Variabilidade Genética

Os geneticistas sempre se interessaram pelo estudo da variabilidade
genética, desenvolvendo diversos métodos de detecgdo e andlise. Com o
surgimento das técnicas de eletroforese de isoenzimas, houve uma revolugao
na genética de populag¢des nos anos 1950, tendo avangado recentemente com
0 uso de técnicas baseadas em polimorfismo da molécula de DNA. Os
marcadores moleculares baseados em DNA (RAPD, RFLP, SSR, SCAR, AFLP
e outros) possibilitam uma grande cobertura do genoma, em comparagao as
isoenzimas e vém contribuindo como importante artificio na deteccdo de
variagbes no genoma, potencializando a analise genética de plantas. Até bem
pouco tempo, as pesquisas sobre diversidade genética de populagdes
limitavam-se ao uso de marcadores isoenzimaticos, por serem codominantes e
de facil elaboracdo e técnica. Os marcadores codominantes (RFLP, SSR e
isoenzimaticos) apresentam vantagens sobre os dominantes (AFLP, RAPD,
VNTR, ISSR etc), uma vez que os codominantes distinguem entre gendtipos
heterozigotos dos homozigotos, sendo mais informativos. Os dominantes s6
possibilitam o calculo das frequéncias alélicas em condicbes especiais:
equilibrio em autogamia, quando o valor de f = 1, ou equilibrio em alogamia
(Hardy-Winberg), quando f= 0 (ZUCCHlI, 2002).

Atualmente técnicas moleculares vem sendo utilizadas nos estudos da
diversidade genética entre os acesso da colecdo, auxiliando na selegado de
genitores, direcionando cruzamentos e introgressao de genes no processo de

melhoramento. O uso de marcadores moleculares, ainda possibilita a avaliagao
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dos materiais sem a influéncia ambiental. Desta forma, os marcadores
moleculares costumam ser utilizados em varias pesquisas envolvendo selecao
de materiais e analise de variabilidade em Bancos de Germoplasma (PEREIRA
& PEREIRA, 2006).

A praticidade e reprodutibilidade de um marcador molecular s&o
fatores que sédo determinantes na escolha da técnica molecular empregada em
um trabalho de selecdo de materiais assistidos por esse tipo de marcador
molecular. Inter Simple Sequence Repeat - ISSR (Sequéncias internas simples
repetidas) vém sendo bastante utilizadas em trabalhos que tém como objetivo a
mensuragao da variabilidade entre um e/ou mais grupos de individuos
(BORNET & BRANCHARD, 2001).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados na técnica de ISSR-PCR
sdo montados a partir de sequéncias de microssatélites e em reagdes de PCR
geram marcadores multialélicos, combinando a confiabilidade dos marcadores
microssatélites e AFLP e a versatilidade dos marcadores RAPD. Devido seu
alto grau de polimorfismo, sdo amplamente utilizados em estudos envolvendo
diversidade genética, filogenia, caracterizacdo molecular, mapeamento
genético e evolugdo. Nesta técnica sdo empregados oligonucleotideos
iniciadores unicos, formados por regides de microssatélites de 16 a 25 pb,
consideradas longas, 0 que a torna uma técnica considerada mais segura do
que a RAPD, por ter maior repetibilidade, apesar de ter a mesma limitacéao
dessa, quanto a amplificagdo de fragmentos de expressdo dominante. Além
disso, ISSR-PCR amplifica fragmentos que variam de 200 a 2.000 pb, podendo
ser visualizado tanto em gel de agarose quanto em gel poliacrilamida (REDDY
et al.,2002).

Estudos de diversidade genética entre plantas através do uso de
marcadores ISSR tém sido realizados utilizando marcadores moleculares em:
Ananas comosus (abacaxi) (PRAKASH et al., 2009), Ficus carica L, (figueira)
(IKEGAMI et al., 2009), Diarsia brunnea (LUQUE et al., 2009), Carthamus
tinctorius L, (cartamo) (SEHGAL et al., 2009), Anacardium occidentale L, (caju)
(THIMMAPPAIAH et al., 2009), Citrus limon (L,) Burm, f, (limao) (UZUN et al.,
2009).
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Marcadores ISSR
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Diversidade Genética dos Acessos do Banco de Germoplasma de Cajazeiras do
IPA por Marcadores ISSR.
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Resumo - Objetivou-se avaliar a diversidade genética entre plantas de cajazeiras do
Banco de Germoplasma do Instituto Agrondmico de Pernambuco - IPA, por meio de
marcadores ISSR. Foram utilizados 19 oligonucleotideos de ISSR da série UBC ( 2;
808; 810; 812; 813; 820; 827; 834; 849; 855; 860; 866; 868; 881; 884; 885; 887; 888 ¢
891) para a caracterizagdo molecular dos 12 acessos: Charuto, Djalma, Vianey-1,

Vianey-2, Vianey-3, EAN-1, EAN-2, Casa Grande, Muribeca, EEI (Estacao
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Experimental de Itapirema), Dr. Moacir e Limao. Para a extragdo do DNA gendmico,
foi utilizada a metodologia proposta por Ferreira & Grattaplaglia (1998) com
modificagdes. O oligonucleotideo UBC 834 possibilitou a diferenciagdo entre todos
acessos. As amplificagdes geraram 135 fragmentos, uma média de 7,5
fragmentos/oligonucleotideo, com 20 a 620 pb. Os dados foram analisados pelo
programa NTSYSpc 2.01, gerando um dendrograma, onde foi observado a formacao de
quatro grandes grupos, a partir de uma similaridade média de 51,69%. O acesso Dr.
Moacir apresentou-se isolado dos demais acessos, demonstrando uma similaridade de
27,45% com o acesso EAN-1, a menor encontrada entre os 12 acessos. Entre Vianey 1 e
Vianey 2 foi verificada a maior similaridade (73,21%). Constatou-se a grande

diversidade genética entre os acessos do banco.

Temos para indexacao: Spondias mombin L., caja, recursos genéticos, melhoramento de

fruteiras.

Genetic Diversity of Access Bank of Germplasm of Cajazeiras by ISSR markers.

Abstract — The objective was to assess the genetic diversity among plants of the Banco
de Germoplasma de Cajazeiras of the Instituto Agronomico de Pernambuco - IPA,
using ISSR markers. We used 19 ISSR primers from the UBC series (2, 808, 810, 812,
813, 820, 827, 834, 849, 855, 860, 866, 868, 881, 884, 885, 887, 888 and 891) to
molecular characterization of 12 hits: Charuto, Djalma, Vianey-1, Vianey-2, Vianey-3,
EAN-1, EAN-2, Casa Grande, Muribeca, EEI (Estacao Experimental de Itapirema), Dr.
Moacir and Limao. For extraction of genomic DNA, we used the methodology proposed
by Ferreira & Grattaplaglia (1998) with modifications. The oligonucleotide UBC 834

allowed the differentiation between all accessions. The amplification generated 135
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fragments, an average of 7.5 pieces/oligonucleotide with 20 to 620 bp. Data were
analyzed by the program NTSY Spc 2.01, generating a dendrogram, which was observed
the formation of four major groups, from an average similarity of 51.69%. Access Dr.
Moacir presented itself isolated from the other accessions, showing a similarity of
27.45% with access EAN-1, the lowest found among the 12 accessions. Between and
Vianey 1 and Vianey 2 there was a greater similarity (73.21%). It was the great genetic

diversity among accessions of the bank.

Index terms: Spondias mombin L., caja, bank of germplasm, breeding of fruit trees.

Introducio

A cajazeira (Spondias mombim L.) ¢ uma espécie de porte arbdreo que ocorre
naturalmente nos dominios dos Neotrépicos, tendo a Regido Amazonica e a Mata
Atlantica como centros de diversidade genética da espécie. E amplamente disseminada
em todo territdrio brasileiro, seja de forma espontdnea ou em cultivos domésticos
(Justiniano & Fredericksen, 2001). Membro da familia Anacardiaceae, que abrange 73
géneros ¢ aproximadamente 850 espécies (Donadio & Ferreira, 2008). O género
Spondias, ¢ um dos mais importantes na familia, formado por 18 taxas (Martins &
Melo, 2008), com 11 espécies (Justiniano & Fredericksen, 2001).

Devido a sua acidez, o fruto normalmente ndo € consumido in natura. Seus
frutos sdo comercializados em feiras livres € em margens de rodovias. A pesar da alta
demanda, a producdo ainda se mantém no extrativismo e no subcultivo (Martins &
Melo, 2008). Contudo, a sua polpa apresenta excelente sabor e odor, sendo comumente
utilizada na producdo de sucos, néctares, sorvetes, geléias, vinhos, licores e outras
receitas, com alto potencial agroindustrial, o que a caracteriza como uma das polpas de

frutas mais apreciadas e comercializadas nas Regides Norte e Nordeste do Brasil (Silva
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Janior et al., 2004). E rico em vitaminas A, B1, B2, B6 e C, calcio, Ferro e Fésforo
(Martins & Melo, 2008).

Diante de tantos atrativos apresentados e mediante a atual vulnerabilidade
apresentada pela espécie, em decorréncia da a¢do humana nos ambientes naturais de
ocorréncia, faz-se necessario o estudo da variabilidade existente entre plantas desta
espécie que apresentem caracteristicas de interesse comercial. Isto reforca a importancia
do seu estudo em programas de melhoramento, uma vez que se trata de espécie perene,
que demanda muito tempo entre caracterizacao e avaliagdes destes genotipos. Os bancos
de germoplasma funcionam como captadores, mantenedores e fornecedores de
genoétipos diferenciados de espécies de interesse. A caracterizacdo e a avaliagdo sdo
etapas primordiais para a diferenciacdo dos genotipos, possibilitando selecionar os mais
indicados ao cultivo e/ou programas de melhoramento, reduzindo etapas e baixando os
custos destes programas, uma vez que asseguram a manutencdo de recursos genéticos
distintos entre si (Pereira & Pereira, 2006).

As diferencas genéticas entre acessos podem ser estimadas utilizando
descritores morfoldgicos, bioquimicos e moleculares. Os descritores morfologicos tém
um papel fundamental na divulga¢do das caracteristicas agronomicas de novos materiais
genéticos e podem influenciar decisivamente na escolha de variedades por parte de
agricultores e outros interessados, porém apresentam limitagdes, pois, se baseiam no
fenotipo da planta; necessitam de um grande nimero de descritores e sdo facilmente
influenciados pelo ambiente. Os marcadores de DNA apresentam a capacidade de
detectar variagdes genéticas adicionais e de acessar diretamente o genotipo do
individuo, evitando assim, a influéncia do ambiente na expressdo do fenotipo (Borém,
2006).

Marcadores moleculares vém sendo amplamente utilizados na caracterizacao

de recursos genéticos, possibilitando a analise e diferenciacdo entre estes, dependendo
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do interesse especifico em estudo, entre eles a identificacdo de acessos (Laurentin,
2009) incluindo a selegdo de materiais e analise de variabilidade em Bancos de
Germoplasma (Pereira & Pereira, 2000).

Marcadores de ISSR tém se mostrado tuteis em estudos genéticos,
especialmente na deteccdo clonal, relacdo de individuos proximamente relacionados e
diversidade genética. Essa técnica apresenta-se mais reprodutivel e consistente do que
os marcadores RAPD. Estudos em que foi empregada esta técnica mostraram alto teor
informativo (Trojanowska & Bolobok, 2004).

Espécies do género Spondias vem sendo estudadas a nivel molecular. Silva et
al. (2008, 2009), usou isoenzimas para estudar a diversidade e estrutura genética em trés
populagdes naturais ¢ no Banco de Germoplasma de Cajazeiras do IPA, em
Pernambuco. Silva Janior et al. (2004) e Lira Junior (2005), também utilizando
marcadores enzimaticos, realizaram caracterizacdo molecular o Banco ¢ Germoplasma
de Caja-umbu (S. mombim x S. tubarosa) do IPA. Ja Miller (2008), utilizou marcadores
microssatélite e Trn na caracterizacdo de plantas de S. purpurea, S. mombin e S.
radlkoferi, localizadas na América Central. Além disso, marcadores ISSR foram
utilizados na estimativa da variabilidade genética entre plantas coletadas em cinco
cidades do Litoral/Mata pernambucana, realizado por Silva et al. (2008).

Neste trabalho objetivou-se avaliar a variabilidade genética em acessos de
cajazeiras (S. mombin) que compoe o Banco de Germoplasma de Caja do IPA (Instituto

Agrondmico de Pernambuco), utilizando marcadores ISSR.

Material e Métodos
Coleta do material vegetal
Foram caracterizados 12 acessos de cajazeiras (Spondias mombin L,) que

fazem parte do Banco de Germoplasma de Cajazeiras instalado na Estacdo
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Experimental de Itambé do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) (7°24° 50” S e

35°06° 30” W), no Municipio de Itambé, Pernambuco, Brasil, (Tabela 01).

Extracao do DNA

Para a extracdo do DNA, com o auxilio de um podao, folhas jovens e tenras
foram coletadas de cada uma das plantas e acondicionadas em envelopes
confeccionados em papel aluminio, sendo cada um devidamente identificados e
acondicionados em recipiente térmico contendo gelo. Em seguida, as amostras foram
levadas ao Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Area de Fitotecnia do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

O DNA gendmico foi obtido de acordo com a metodologia proposta por
Ferreira e Grattapaglia (1998), com modificacdes.

Foram pesados 0,1 g do tecido vegetal fresco, evitando o uso de nervuras
centrais. O material foi acondicionado em tubos de 2 mL, onde foi despejado o
nitrogénio liquido e macerado com o auxilio de pistilo de aluminio. Imediatamente foi
adicionado 1 mL do tampao de extracao (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100
mM Tris-HCI pH 8,0; 1% polyvynilpyrrolidone (PVP); 2% de 2 B—mercaptoetanol)
previamente aquecido a 65°C, sendo agitado em vortex e incubado em banho-maria a
65°C, por um periodo de 30 minutos, passando por agitacdes a cada cinco minutos.
Posteriormente, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente para entdo ser
adicionado 600 pL de CIA (Cloroféormio — Alcool isiamilico) (24:1), passando por
inversdes dos tubos por um periodo de cinco minutos, formando uma mistura
homogénea. Em centrifuga refrigerada, as amostras foram processadas por cinco
minutos a 14.000 rpm e 4° C. Do sobrenadante, foram retiradas trés aliquotas de 180 uL
para um novo tubo, onde foram adicionados 50 ul de tampao de precipitacdo (10%

CTAB; 1,4 M NacCl), sendo vertidos at¢ homogeneizar. Repetiu-se a adigao de 600 puL
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de CIA, inversdes, centrifugacao e retirada do sobrenadante a outro tubo. Adicionou-se
400 pL de Isopropanol a -20° C, misturando de maneira suave. Em seguida, os tubos
foram levados ao freezer a -20° C, por um periodo minimo de 30 minutos, com posterior
centrifugacdo por cinco minutos a 7.000 rpm e 4° C, onde foi visivel a formacao do
pelet.

Os tubos foram, mais uma vez, resfriado a -20°C, por um periodo minimo de
30 minutos e centrifugados por cinco minutos a 7.000 rpm e 4°C. Cuidadosamente,
descartou-se o sobrenadante e foram feitas duas lavagens sucessivas com alcool etilico
70% a -20°C com duragdo de dez minutos e mais uma lavagem com alcool etilico 100%
a -20°C, por 3 minutos, deixando os tubos secar em temperatura ambiente. Na
ressuspensao, foram utilizados 40 pl de TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; ImM EDTA)
contendo 10 uL de RNAse (Invitrogem), em cada um dos tubos. Posteriormente, os

tubos foram incubados por uma hora em banho-maria a 37°C.

Quantificacio e padronizaciao

A quantificacdo do DNA foi realizada por meio de eletroforese em gel de
agarose (0,8%), a partir de comparacao visual com marcador molecular do fago lambda
(Invitrogen). As solugdes de trabalho foram padronizadas a uma concentragdo de 20

ng/uL.

Amplificacdes

Foram testados 19 oligonucleotideos iniciadores ISSR (Tabela 2) de um
conjunto desenvolvido pela University of Bristish Columbia, Vancouver, Canada, para
Sphagnum angermanicum ¢ Pogonatum dentatum. As reagdes de amplificagdo foram

realizadas para um volume final de 25 pL (20 ng DNA molde; 0,5 U Taq DNA
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polimerase (invitrogen); 10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 2 mM de MgCl, de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato (DNTP); 0,2 mM do oligonucleotideo iniciador.

As amplificacdes do DNA molde foram realizadas em termociclador MJ
Research, Inc, PTC 100 Programmable Thermal Controller (Watetow, USA), nas
condigdes a seguir: 15 minutos a 95° C (desnaturacdo inicial); 30 ou 35 ciclos de 30
segundos a 94° C (desnaturacao); 45 segundos a 50 ou 55° C (anelamento); dois minutos
a 72° C (extensdo) e sete minutos a 72° C (extensdo final). O nimero de ciclos e a
temperatura de anelamento variaram de acordo com o iniciador utilizado.

Os produtos finais de cada amplificagdo foram corados com SyBR Gold (1x,
Invitrogen) e teve seus fragmentos separados em gel de agarose a 2% (m/v), usando
como padrdo de peso molecular o marcador de 100 pb (Invitrogen) e visualizados sob
luz ultravioleta, sendo registrados no fotodocumentador digital Vilber Lourmat. Os
fragmentos obtidos foram analisados como presentes (1) ou ausentes (0) para os 12
acessos estudados.

No calculo de similaridade, foi utilizado o coeficiente de Jaccard, utilizando o
programa computacional NTSYSpc versdo 2.01 (Rolhf, 2000), gerando uma matriz de
distancia genética. A partir dessa matriz, foi construido um dendrograma, partindo dos
grupos formados através do Método da Média Aritmética ndo Ponderada UPGMA
(Unweighted pair Group Method with Arithmetic Averege). O Coeficiente de
Correlacdo Cofenético (r) (Sokal & Rohlf, 1962), foi calculado através da matriz de
similaridade e o dendrograma obtido. A partir da matriz binaria dos fragmentos
amplificados, foi calculado o indice de confiabilidade de BootStrap, gerando um
dendrograma a partir de 1000 simulagdes, através do programa computacional Winboot

(Yap & Nelson, 1996).
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Resultados e Discussiao
Polimorfismo Revelado pela ISSR-PCR
Todos os oligonucleotideos iniciadores testados amplificaram, gerando um
total de 135 fragmentos (Tabela 02), numa média de 7,5 fragmentos/oligonucleotideo,
contendo de 20 a 620 pb. Destes, 105 (77,78%) apresentaram-se polimorficos, em
média 5,83 fragmento/oligonucleotideo, variando de 1 (UBC 887) a 14 (UBC 827)
fragmentos polimorficos, com percentual de polimorfismo variando de 33,33% a
100,00%. O oligonucleotideo UBC 813 mostrou-se monomorfico e o UBC 834, indicou
ser o mais informativo, possibilitando a diferenciacdo entre os 12 acessos. Os
oligonucleotideos em que prevalece a seqiiéncia de bases GA (UBC 2, UBC 810, UBC
812 e UBC 885) amplificaram o maior nimero de fragmentos, com média de oito
fragmentos/oligonucleotideo, mostrando-se, ainda, como o de maior formagdo de
fragmentos polimorficos.
O uso de 7 a 30 iniciadores por Colombo et al. (1998), gerou por volta e 50 a
200 fragmentos amplificados, o que possibilitou o estudo das relagdes genéticas dentro
de uma espécie e entre espécies. O numero ¢ o tamanho dos fragmentos amplificados
em uma reagdo variam, pois ¢ determinado em fun¢do da espécie estudada, da técnica,
dos oligonucleotideos empregados e das condigdes de amplificacao adotadas (Ferreira e

Grattapaglia, 1998).

Diversidade Genética

No agrupamento gerado a partir dos dados de similaridades, partindo de uma
similaridade média de 51,69%, observou-se a formagdo de um grupo com 11 acessos,
subdividido em cinco subgrupos e um segundo grupo contendo apenas o acesso Dr.

Moacir (Figura O1).



SILVA, C.J.D. Caracterizagdao Genética de Cajazeiras (Spondias mombin L.)... 34
A confiabilidade dos dados e consisténcia das bifurcagdes (bootstrapping)
foram constatados pelos valores do bootstrap (Tabela 03) e pelo coeficiente de
correlacdo cofenético (83,49%).
A maior similaridade (73,21%), foi verificada entre os acessos Vianey 1 e
Vianey 2, que tiveram origem de material coletado na cidade de Sairé-PE, sendo
isolados no dendrograma em um unico grupo. A menor similaridade encontrada
(27,45%) ficou entre os acessos Dr. Moacir e EAN-1, que tiveram as sementes que lhes
deu origem, coletadas de matrizes localizadas nas cidades de Manaus-AM e Areia-PB,
respectivamente. A segunda (29,41%) e terceira (30,00%) menor similaridade, foi
encontrada entre os acessos Dr. Moacir, originario de Manaus-AM, e Limao, originario
de Recife-PE, e Dr. Moacir e Djalma, originario de Igarassu-PE, respectivamente.

Houve uma tendéncia de acessos oriundos de uma mesma regido agruparem
proximos, embora com baixos indices de similaridade, como, por exemplo, Casa
Grande e Limao (62,9%), ambos da Mata da Muribeca (Regido Metropolitana do
Recife), e Vianey-1 e Vaney-2 (73,2%), oriundas da mesma localidade no agreste de
Pernambuco. Por outro lado, acessos oriundos da mesma regido se posicionaram em
grupos bem distintos, como por exemplo, EAN-1 agrupou-se separadamente do EAN-2,
coletados no mesmo local (Areia-PB). Pode se observar que dos quatro acessos cuja
origem ¢ a Muribeca, dois deles agruparam-se distintamente dos demais.

Em ambiente em equilibrio, onde o fluxo génico ocorre de forma natural, a
permuta de alelos entre plantas e populagdes torna-as cada vez mais homogéneas, e isto
¢ altamente influenciado pelo tipo de fecundagdo que prevalece. No entanto, areas
antropizadas tém este fluxo interferido, o que ao longo do tempo leva a maior
diferenciagdo entre plantas (Zucchi, 2002). Assim, considerando condi¢des normais no

ambiente, distdncia genética e distdncia espacial sdo proporcionais. A espécie estudada
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mostra-se bastante tendenciosa a alogamia, pois apresenta acentuada protandria (Pinto
et al., 2003), o que vem a explicar a formacao dos grupos neste trabalho.

A similaridade média (51,69%) e a similaridade entre a maioria das plantas
foram consideradas baixas, o que era esperado, uma vez que trata-se de espécie nativa
ainda ndao melhorada, que apresenta base genética larga; que tende a alogamia
(protandrica) e do material em estudo ser proveniente de banco de germoplasma
composto por matérias origindrios de locais espacialmente afastados (Justiniano &
Fredericksen, 2001; Alves, 2002). Os dados obtidos com este trabalho comprovam a
alta variabilidade presente nesta espécie, mesmo considerando um numero limitado de
acessos.

O fato do acesso Vianey 3 nao ter sido agrupado junto ao Vianey 1 e Vianey 2,
todos obtidos de sementes coletadas em Sairé-PE, pode indicar a origem distinta das
plantas que produziu estas sementes, ¢ grande variabilidade existente dentro dessa
espécie. O mesmo pode ter ocorrido no caso de EAN-1 e EAN-2 (que tiveram as
sementes que lhes deu origem coletadas em Areia-PB) e Charuto e Muribeca, separadas
entre si e dos acessos Limdo e Casa Grande (todos originados de sementes trazidas da
Mata da Muribeca (Recife-PE). Entre os acessos Vianey, foi encontrada uma
similaridade de 55,22% (Vianey 1 x Vianey 3) e 45,31% (Vianey 2 x Vianey 3). Ja
entre as plantas EAN, a similaridade foi estimada em 57,83%.

Em estudo envolvendo o mesmo Banco de Germoplasma de Cajazeiras,
utilizando marcadores isoenzimaticos, Silva et al. (2009) encontrou valores de
Heterozigosidade Observada (Hy), que corresponde a diversidade genética, iguais a
57,2%, semelhante ao encontrado neste trabalho. Assim, partindo do pré-suposto da sua
funcdao de manutencdo da variabilidade genética da espécie e fonte de recursos para uso
futuro em programas de melhoramento genético (Bueno et al., 2001), o banco vem a

atender a essas necessidades.
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Partindo da alta reprodutibilidade e dos altos niveis de polimorfismo
apresentados pela técnica de ISSR (microssatélites ancorados) e dos resultados
observados neste trabalho, podemos sugerir a adogao deste tipo de marcador no estudo
de diversidade entre plantas de cajazeiras, podendo acelerar o processo de selecdao de
materiais em futuros programas de melhoramento envolvendo a espécie estudada, dando
mais consisténcia a selecdo por meio de marcadores morfologicos.

A técnica ISSR apresenta-se com grande potencial no estudo de diversidade
genética e caracterizagdo molecular de germoplasmas (Reddy et al., 2002) e vem sendo
utilizados no estudo da diversidade genética em diversas espécies, tais como: Ananas
comosus (abacaxi) (Prakash et al., 2009), Ficus carica L, (figueira) (Ikegami et al.,
2009), Diarsia brunnea (Luque et al., 2009), Carthamus tinctorius L, (cartamo) (Sehgal
et al., 2009), Anacardium occidentale L, (caju) (Thimmappaiah et al., 2009), Citrus
limon L. Burm, F. (Iimdo) (Uzun et al., 2009), Lactuca sativa L, (alface) (Magalhaes,
2006). No entanto, marcadores ISSR so recentemente vieram a ser utilizados no estudo
molecular de cajazeiras.

Observando os resultados obtidos durante a realizagdo deste estudo, foi
possivel avaliar a diversidade genética entre os acessos que compde o Banco de
Germoplasma de Spondias mombin L., indicando que estes sdo passiveis de uso em

programas de melhoramento.

Conclusoes
A técnica de ISSR-PCR mostrou-se bastante eficiente no estudo da diversidade
genética entre os acessos do Banco de Germoplasma de Cajazeiras do IPA.
A similaridade média encontrada mostra a grande diversidade genética

existente entre os acessos do Banco de Germoplasma de Caja.
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Tabela 1. Nimero, nome e origem geogografica das plantas que constituem o
Banco de Germoplasta de Cajazeiras (Spondias mombin L.) da Estagdo
Experimental de Itambé do IPA.

Numero do Local de coleta das
Nome do acesso
acesso sementes
IPA -1 Charuto - Muribeca Recife - PE
IPA -2 Djalma Azevedo Igaracu - PE
IPA -3 EAN-1 Areia - PB
IPA -4 EAN-2 Areia - PB
IPA-5 Vianey Alencastro - planta 1 Sairé - PE
IPA-6 Dr, Moacir - IPA Manaus - AM
IPA-7 Casa Grande - Muribeca Recife - PE
IPA -8 Vianey Alencastro - planta 2 Sairé - PE
IPA-9 Vianey Alencastro - planta 3 Sairé - PE
IPA -10 Sem nome - Muribeca Recife - PE
IPA - 11 Estacao Experimental de Gioana - PE
ltapirema
IPA - 12 Limé&o - Muribeca Recife - PE

Tabela 2. Nome e sequéncia dos oligonucleotideos de ISSR selecionados,
temperaturas de anelamento adotadas, numero de ciclos, tamanho dos
fragmentos amplificados, numero e tamanho dos fragmentos amplificados e
numero de fragmentos polimdrficos amplificados.

Nome do Sequiéncia* . N° de Tamanho dos N° de fragmentos
Oligonucleotideo (5" =>3) T(°C) ciclos fragmentos
amplificados (pb) amplificados polimérficos

UBC 2 (GA)8-T 50 35 130-300 06 06
UBC 808 (AG)8-C 50 35 20-350 08 08
UBC 810 (GA)8-T 50 35 100-300 09 07
UBC 812 (GA)8-A 50 35 20-380 12 11
UBC 813 (CT)8-T 55 30 280 01 -

UBC 820 (GT)8-C 50 35 160-340 03 02
UBC 827 (AC)8-G 50 35 120-450 14 14
UBC 834 (AG)8-YT 50 35 80-300 09 08
UBC 849 (GT)8-YA 50 35 20-350 08 07
UBC 855 (GT)8-YT 50 35 20-170 08 05
UBC 860 (TG)8-RA 50 35 150-500 07 05
UBC 866 (CT)8-C 50 35 80-240 06 03
UBC 868 (GAA)8 50 35 100-310 08 05
UBC 881 GGG-(TGGGG)2-TG 50 35 100-300 08 06
UBC 884 HBH-(AG)7 50 30 90-210 03 01
UBC 885 BHB-(GA)7 55 30 20-200 07 05
UBC 887 DVD-(TC)6-T 50 35 70-130 03 02
UBC 888 (AG)8-C 50 30 80-230 06 04
UBC 891 HVH-(TG)7 50 35 30-620 06 05
Total 20-620 135 105

*Degeneracdo de acordo com a [UPAC.
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Tabela 3. Matriz de similaridade entre os acessos do Banco de Germoplasta de
Cajazeiras (Spondias mombim L.) da Estacdo Experimental de Itamb¢ do IPA obtida por

marcadores ISSR.

Charuto Djalma EAN-1 EAN-2 Vianey-3 Dr.Moacir Casa- Vianey-1 Vianey-2 Muribeca EEI Limao
grande
Charuto 1,0000000 - - — - —
Djalma 0,6330275 1,0000000 - - - — —
EAN-1 0,5257732 0,5871560 1,0000000 - - - — —
EAN-2 0,5882353 0,6041667 0,5783133 1,0000000 - - - - -
Vianey-3 0,5822785 0,4854369 0,5121951 0,6769231 1,0000000 - - - - —
Dr,Moacir 0,3829787 0,3000000 0,2745098 0,3488372 0,4634146 1,0000000 - - - - -
Casa-grande 0,4743590 0,4883721 0,5757576 0,5737705 0,5689655 0,3870968 1,0000000 - - - — -
Vianey-1 0,4939759 0,4693878 0,5384615 0,5066667 0,5522388 0,4324324 0,6458333 1,0000000 - - - -
Vianey-2 0,3780488 0,4574468 0,4358974 0,5230769 0,4531250 0,4146341 0,4893617 0,7321429 1,0000000 - - -
Muribeca 0,5050505 0,5495495 0,5376344 0,5747126 0,5250000 0,3636364 0,4925373 0,4942529 0,5733333 1,0000000 - -
EEI 0,5233645 0,6153846 0,5047619 0,5360825 0,4361702 0,3088235 0,4444444 0,3958333 0,4731183 0,6500000 1,0000000 -
Limao 0,4897959 0,5132743 0,4893617 0,5308642 0,4939759 0,2941176 0,6290323 0,4250000 0,3797468 0,5274725 0,5490196 1,0000000
. Chamta
50,8%
A Dijalma
17.2% 3
- EAN-2
E o 75,7 %
19,5 %
Viney-3
21,0%
= EAN-1
75.7 % Murbeca
43,4 %
EEI
54.59% Casa-grande
79,3%
Limio
. Vianey-1
—_— 88.5%
Vianey-2
Dy Moarwy
[ T T T T T T T r T T v T T T T T T
030 Da7 0485 82 100
Coefficient

Figura 01: Dendrograma de 12 acessos de cajazeiras obtidos a partir da andlise de
ISSR, utilizando o complemento do indice de similaridade de Jaccard e o método de
agrupamento UPGMA.
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ANEXOS
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Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecudria Brasileira (PAB) ¢ uma publicagdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugueés,
espanhol ou inglé€s, resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal
forma de contribui¢do ¢ o Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e
Revisdes a convite do Editor.

Andlise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacao do artigo
segundo as normas da revista, formulacdo do objetivo de forma clara, clareza da
redacdo, fundamentacao teorica, atualizagdo da revisao da literatura, coeréncia e
precisdo da metodologia, resultados com contribui¢do significativa, discussdo dos fatos
observados em relagdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras,
originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicagdo desses critérios, se 0
numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicacdo, ¢
aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja
contribuicao para o avan¢o do conhecimento cientifico € considerada mais significativa.
Esse critério ¢ aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade
para publica¢do na revista, mas que, em razao do elevado numero, nao podem ser todos
aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os
demais sdao submetidos a andlise de assessores cientificos, especialistas da area técnica
do artigo.

Forma e preparacao 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 divulgagdo técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periodico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250
palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

- Sao considerados, para publicagdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisdo, este tltimo a convite do Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB s3o agrupados em areas técnicas, cujas principais
sdo: Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo 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 paginas
e linhas numeradas.

Informagdes necessarias na submissao on-line de trabalhos

No passo 1 da submissdo (Inicio), em “comentérios ao editor”, informar a relevancia e o
aspecto inédito do trabalho.

No passo 2 da submissdo (Inclusdo de metadados), em “resumo da biografia” de cada
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autor, informar a formac¢do e o grau académico. Clicar em “incluir autor” para inserir
todos os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 2, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexagao (key words)
do trabalho nos respectivos campos do sistema. Depois, ir a parte superior da tela, no
campo “Idioma do formulério", 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 submissdo, € necessario que
tanto o titulo, o resumo e os termos para indexagdo quanto o title, o abstract e os index
terms do manuscrito tenham sido fornecidos.)

No passo 3 da submissdao (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho completo
em arquivo Microsoft Word 1997 a 2003.

No passo 4 da submissdo (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 explicagdes abaixo:
Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordancia com o seguinte
conteado: “Eu, ..., concordo com o conteudo do trabalho intitulado “.....” € com a
submissdo para a publicagdo na revista PAB.

Como fazer: Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o
para o seu proprio e-mail (assim gerara 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.

Organizagao do Artigo Cientifico

- A ordenagdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumo,
Termos para indexacao, titulo em ingl€s, Abstract, Index terms, Introducao, Material e
Meétodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexagdo, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, tables, figures.
- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecgos institucionais e eletronicos, Resumen,
Términos para indexacion; 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 indexagdo 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 conteudo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjungoes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou
“influéncia”.
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- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperagdo do artigo por indices
desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiuscula, por extenso, separados por
virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjungdo “e”, “y” ou “and”, no caso de
artigo em portugués, espanhol ou em inglé€s, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um niimero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de enderego

do autor.
Endereco dos autores

- Sdo apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o enderego postal
completos da instituicdo e o endereco 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.

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 méaximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposigdes, conjungdes €
artigos.

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

- 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 indexagao

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

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.
- Devem ser no minimo trés € no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- Nao devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter o nome cientifico (s6 o nome binario) da espécie estudada.

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

Introdugao

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


http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/about/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/about/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/about/%E2%80%9Dhttp:/www.scielo.br%E2%80%9D
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- Deve apresentar a justificativa para a realiza¢do do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

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

Material e Métodos

- A expressao 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 cronolégica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, o nimero de repeti¢des € o tamanho da unidade experimental.
- Deve conter a descrigdo detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar o uso de abreviagdes 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 descrigdes de técnicas de uso
corrente.

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

Resultados e Discussdo

- A expressdo Resultados e Discussdo 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 sdo 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 nao apresentados ndo podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmacdes 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 oracdo do
texto em questdo; se as demais sentencgas do paragrafo referirem-se & mesma tabela ou
figura, ndo € necessaria nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

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

Conclusdes

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

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios 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 € 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
instituicoes).

- 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 periodicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptagdes
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 citacao de citacgao.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, no maximo.

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

AHRENS, S. A fauna silvestre ¢ o manejo sustentdvel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de Po6s-Graduagdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificagdo 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
agronegécio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia:
Embrapa Informacdo Tecnolodgica, 2001. p.121-160.

- Livros

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

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

- Fontes eletronicas

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

Citagdes

- Nao sdo aceitas citacdes de resumos, comunicagao pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

- A autocitagdo deve ser evitada.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptagdes
descritas a seguir.

- Redagdo das citacdes dentro de parénteses

- Citacao com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitscula, seguido de
virgula e ano de publicacao.

- Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

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

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

- Citacao de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicagdo separados por virgula.

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original,
seguido da expressao “citado por” e da citagcdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de
uso de citagdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

- Redacao das citagdes fora de parénteses

- Citagcdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagdes
anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Foérmulas, expressoes € equacdes matematicas

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

- Nao devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos

convencionalmente em italico.

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

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabegalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- 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 cabecalho, os nomes das varidveis que representam o conteido de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo 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 ultimo
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 comparagdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna
ou na linha, a direita do dado, letras mintsculas ou maitsculas, com a indicagdo em
nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

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

- 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 informagdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. S@o indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, 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 (nao-significativo); * e ** (significativo
a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sao consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar
0 texto.
- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentacao dos fatos descritos.

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

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.
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- Nos gréficos, as designagdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

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

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatério, como também ¢ obrigatorio o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua
elaboragao.

- 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 propria figura, evitando o excesso de
informacdes que comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducdo
grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicao em possiveis corregdes.

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

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

- Nao usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolu¢do 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 sdo breves comunicagdes, cuja publicacdo imediata ¢ justificada, por
se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um
artigo cientifico completo.

- Apresentagdo 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 introdu¢do, material e
métodos, resultados e discussdo, 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:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

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

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustragdes (tabelas e figuras).

Outras informagoes

- Nao ha cobranca de taxa de publicagdo.

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

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificagdes nos
artigos e de decidir sobre a sua publicagao.
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- Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

- Os trabalhos aceitos nao podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

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 Informac¢ao Tecnologica

Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315

CEP 70770 901 Brasilia, DF

Itens de Verificagdo para Submissao

Como parte do processo de submissdao, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes
que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo ¢ inédita e ndo estd sendo avaliada para publicacdo por outro
periodico cientifico nem teve seus dados (tabelas ou figuras) publicados integral
ou parcialmente em nenhum outro veiculo de divulgacdo técnico-cientifica
(boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas
etc).

2. O arquivo de submissdo do trabalho esta digitado no formato Microsoft Word
1997 a 2003, espago duplo, fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato
A4, com paginas e linhas numeradas, e ndo ultrapassa 20MB.

3. O trabalho tem no maximo 20 péginas e estd apresentado na seguinte seqiiéncia:
titulo, nome completo dos autores, enderegos institucionais e eletronicos,
Resumo, Termos para indexacdo, Titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introdugdo, Material ¢ Meétodos, Resultados e Discussao, Conclusoes,
Agradecimentos, Referéncias, Tabelas e Figuras.

4. O texto segue os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em
diretrizes aos autores, na se¢ao Sobre a Revista.

5. As mensagens de concordancia dos co-autores com o conteudo do trabalho e
com a submissdo a revista estdo compiladas em um arquivo do Microsoft Word
1997 a 2003 pelo autor-correspondente e serdo carregadas no sistema no quarto
passo da submissdo, como documento suplementar.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os
servigos prestados por esta publicagdo, ndo sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.
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Embrapa Informacao Tecnoldgica

Parque Estacao Bioldgica - PQEB - Av. W3 Norte (final) Caixa Postal 040315 - Brasilia,
DF - Brasil - 70770-901

Fone: +55 (61) 3448-4231 / 3448-4162 - Fax: (61) 3272-4168
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