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RESUMO

BORGES, A. N. C. Caracterizagcdo genética em germoplasma de cajui
(Anacardium spp.) por meio de marcadores morfoagrondomicos e moleculares
ISSR. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento), UFPI, Teresina, 2015.

O cajuizeiro € uma planta caracteristica da vegetacéao litoranea piauiense de grande
importancia socioeconémica e ambiental para a populagéo local. A castanha € usada
na alimentacdo ou comercializada em feiras e mercados locais. O peddnculo possui
elevado valor nutritivo, sendo empregado no preparo de doces, bebidas, sucos,
tempero ou consumido in natura. A caracterizacdo e avaliacdo das relagbes
genéticas de acessos mantidos em bancos de germoplasmas € extremamente
importante para a conservacdo da diversidade genética e sua utilizacdo em
programas de melhoramento genético. Este estudo teve por objetivo a
caracterizacdo molecular e morfoagronébmica de acessos do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) do Cajui da Embrapa Meio-Norte, a avaliagdo da diversidade
genética e a inter-relacdo entre os materiais. A caracterizagdo morfoagrondmica foi
realizada por meio de variaveis morfologicas e quimicas, sendo submetidas a
analises multivariadas de componentes principais e de agrupamento. A
caracterizagao molecular foi realizada usando nove primers ISSR, que amplificaram
104 locos, a partir dos quais foram estimados os indices de diversidade e
estabelecidas as relacdes genéticas entre os acessos. O BAG do Cajui da Embrapa
Meio-Norte apresenta elevada diversidade genética, com potencial para o
aproveitamento do pedunculo na forma in natura e/ou para processamento dos seus
derivados. Quanto a diversidade genética, os resultados demonstram que o0s
acessos estdo organizados em dois grupos distintos, o que pode ser explicado por
diversos fatores, sendo os mais provaveis: o intenso fluxo génico; a selecdo
realizada pelo homem; e a possibilidade de cruzamentos interespecificos. Estas
informacgdes serdo muito importantes para o melhor manejo do BAG do Cajui e

subsidiar futuros programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: diversidade genética; vegetacao litoranea; analise multivariada



ABSTRACT

BORGES, A. N. C. Genetic characterization of cashew germplasm (Anacardium
spp.) using morpho-agronomicand ISSR molecular markers. Dissertation
(Master's Degree in Genetics and Breeding), UFPI, Teresina, 2015.

The cashew tree is a characteristic plant of the coastal vegetation of Piaui that has
great socio-economic and environmental importance to local people. The cashew nut
is used as a food source, or it is marketed in fairs and local markets. The cashew
peduncle, which is the edible part, has high nutritional value and is used in the
preparation of candies, drinks, juice, sauce or eaten raw. The characterization and
evaluation of the genetic relationships of accesses maintained in germplasm banks
are extremely important for the conservation of their genetic diversity and their use in
breeding programs. This study aimed to perform a molecular and morpho-agronomic
characterization of the cashews accesses from the cashew Active Germplasm Bank
(AGB) at Embrapa Meio-Norte, and evaluate the diversity and genetic relationships
among the cashew accesses. The morpho-agronomic characterization was
performed through of morphological and chemical parameters, which were subjected
to multivariate analysis of the principal components and clustering. The molecular
characterization was performed using nine ISSR primers, which amplified 104 loci,
from which were estimated the diversity rates and established the genetic
relationships among the accesses. The cashew AGB located at Embrapa Meio-Norte
presents high levels of genetic diversity, with potential for using cashew for fresh
consumption and/or processing of its derivatives. The results of this study showed no
association between the clusters formed and the collection sites. In addition, the
results also demonstrated that the genetic diversity presented by the accesses is
organized into two distinct genetic groups, which can be explained by several factors,
including: the intense gene flow, the selection made by man, and the possibility of
interspecific crosses. This information is very important for better management of the

cashew AGB and support future breeding programs.

Keywords: genetic diversity; coastal vegetation; multivariate analysis
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1 INTRODUGAO

O género Anacardium foi descrito pela primeira vez por Lineu em 1735,
segundo a taxonomia atual € constituido por cerca de 10 espécies.
(MITCHELL; MORI, 1987). Entre as varias espécies e ecotipos existentes, as
designadas como cajui merecem atencao especial. Cajui € uma terminologia
usada para descrever espécies do género Anacardium que apresentam
castanha e pedinculo pequenos (CARBAJAL; SILVA JUNIOR, 2003).

O cajui € uma planta nativa que apresenta grande dispersdo na regido
dos cerrados da Amazonia e das regidoes Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste
brasileira (CRESPO; SOUZA, 2014). No estado do Piaui esta fruteira ocorre
naturalmente na regido dos cerrados e na regiao litoranea (RUFINO et al.,
2007).

O cajuizeiro da vegetacao litoranea piauiense possui grande importancia
econdbmica e social, sobretudo para as populacdes locais. O periodo de
frutificacdo ocorre geralmente entre os meses de julho a dezembro, sendo mais
concentrada nos meses de agosto e setembro, periodo este coincidente com a
entressafra de culturas tradicionais (por exemplo, o arroz e o feijao),
constituindo-se uma importante fonte alternativa de alimentacdo e renda para

as populacdes que vivem ao seu entorno (RUFINO et al., 2008).

O pedunculo tem um grande potencial nutricional, sendo observados em
sua constituicdo teores consideraveis de acUcares, compostos fendlicos e
minerais, destacando-se entre eles célcio, ferro e fésforo, além da riqueza em
vitamina C. O consumidor local aproveita os pedunculos doces para consumo
“‘in natura” e sucos, enquanto os pedunculos acidos para fabricacdo de doces
(cajui ameixa, em calda e massa) e, também, como tempero para carnes e
peixes. A castanha também é usada como fonte alimenticia, sendo consumida
na forma natural, ou usada como ingredientes em bolos, sorvetes, tortas, entre
outros. Nao obstante, a planta de cajui apresenta grande importancia
ecoldgica, como fixadora de dunas (ALMEIDA, 2009; RUFINO et al., 2008;
RUFINO, 2004; CRESPO; SOUZA, 2014).

Entretanto, mesmo em vista a grande potencialidade do cajui, este ainda
nao é uma planta cultivada, e os produtos consumidos e/ou comercializados
derivados do cajuizeiro s&o essencialmente provenientes do extrativismo

realizado pelas comunidades locais, o que alerta para consideraveis riscos na
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diminuicdo da diversidade genética desta planta nesta regido. Deste modo, séo
necessarios estudos que venham quantificar e avaliar a magnitude da
variabilidade genética. Estimativas de diversidade genética podem ser obtidas
pelo uso de marcadores genéticos fenotipicos, moleculares, ou pela
combinacdo entre ambos, apresentando assim dados mais completos para as
futuras acbes de conservacao e potencial utilizacdo da variabilidade genética
Desta forma, este estudo teve por objetivo a caracterizacdo molecular e
morfoagronémica de acessos do Banco Ativo de Germoplasma do Cajui da
Embrapa Meio-Norte; e avaliar sua variabilidade e estruturagcdo genética,
visando, assim, gerar conhecimentos que poderao subsidiar futuros programas
de melhoramento genético, bem como na preservacao da diversidade genética

desta fruteira nativa tdo importante.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Anacardium

O género Anacardium (L.) pertence a familia Anacardiaceae, a primeira
descricdo do género foi realizada por Lineu, que em 1753, referiu a espécie
Anacardium occidentale como caracteristica deste. O género apresenta
distribuicdo natural ocorrendo na regiao neotropical (MITCHELL; MORI, 1987).

Existem varias hipoteses que tentam explicar e confirmar a origem de A.
occidentale, entretanto, nenhuma delas foi totalmente comprovada. Diversas
evidéncias indicam que a origem da espécie ocorreu mais provavelmente na
regido norte da América do Sul e parte da América Central, com maior
destaque para o Brasil (BARROS; CRISOSTOMO, 1995). Esta hipotese é
reforcada pelos relatos de Alphonso de Candolle que registrou a ocorréncia da
planta em estado selvagem em grandes areas de abrangéncia e diferentes
habitat no Brasil, Guianas, Panama e Antilhas (BARROS; PAIVA;
CAVALCANTI, 1999).

Embora a origem americana do cajueiro ainda ndo seja totalmente
comprovada, € certo que o Brasil é o mais importante centro de diversidade do
género Anacardium, com o principal centro de diversidade na regido
amazonica, e centro secundario de diversidade na regido do Planalto Central
(MITCHELL; MORI, 1987). Aléem de ser o principal centro de diversidade do
género, o Brasil, mais precisamente a regido Nordeste brasileira, também €é o
principal centro de diversidade da espécie A. occidentale, que é a espécie de

maior disperséo do género e Unica cultivada comercialmente (BARROS, 1991).

As caracteristicas gerais do género foram inicialmente descritas por
Mitchell e Mori (1987), as flores s&o reunidas em uma inflorescéncia do tipo
panicula, racimo composto com forma piramidal, com flores hermafroditas e
estaminadas. A distribuicdo de flores por paniculas apresenta uma proporcao
de 10% hermafroditas para 90% de flores masculinas, exibindo um sistema
alterno de antese das flores, no qual as flores masculinas abrem-se por volta
das 6 h e fecham-se as 10 h da manha, ja nas flores hermafroditas a antese
ocorre no periodo entre as 10 h e as 12 h. Em relacdo a deiscéncia das
anteras, nas flores masculinas ocorre por volta das 9 h e nas hermafroditas as
10 h. Os principais agentes polinizadores das flores de Anacardium sdo as

abelhas das espécies Apis mellifera e a indigena Centris tarsata (FREITAS;



18

PAXTON, 1998; FREITAS; PAXTON; HOLANDA-NETO, 2002) sendo a
primeira mais importante (PAULINO, 1992; SANTOS et al.,, 2007). Essas
abelhas, diferente dos demais visitantes florais do cajueiro, possuem
comportamento de forrageio apropriado a polinizacéo, diferem as flores novas
(brancas), que apresentam polen viavel e estigma receptivo, das velhas
(vermelhas); tocam a antera e o0 estigma com a mesma parte do corpo
(mesotérax); além de apresentarem constancia floral (FREITAS; PAXTON,
1998; FREITAS; PAXTON; HOLANDA-NETO, 2002).

Apos ser fertilizada, além do desenvolvimento do fruto, também ocorre a
hipertrofia do pedicelo das flores bissexuais de Anacardium, resultando em um
pedunculo (hipocarpo) carnoso, comestivel e bastante suculento. Por estar
associada a castanha (fruto), estas caracteristicas do pedulnculo
desempenham importante papel na dispersdo da semente, ao atrair um grande
namero de animais potenciais dispersores, sendo o principal deles os
morcegos frugivoros, além do homem, que desempenha importante papel
como agente dispersor (MITCHELL; MORI, 1987).

O periodo de floracdo ocorre na estacdo seca e a frutificacdo mais
intensa no inicio da estacdo chuvosa. Na regido Nordeste brasileira, o pico de
frutificacdo da-se entre os meses de agosto e dezembro, periodo este
coincidente com a estacdo seca e, consequentemente, de menor ou nenhuma
producdo das lavouras. Portanto, apresenta-se como uma alternativa
econdmica bastante promissora para as comunidades rurais que implementam
sua renda com os produtos provenientes da planta, principalmente a castanha
de caju (GUANZIROLI et al., 2009).

Alguns fatores como a semelhangca na morfologia floral, o
compartilhamento dos mesmos agentes dispersores, os indicativos de poucas
barreiras reprodutivas, associados a ocorréncia natural de individuos com
caracteristicas intermediarias entre as diferentes espécies do género,
possibilitam a ocorréncia de hibridos interespecificos, como sugerido para as
trés espécies simpatricas do Planalto do Brasil, a saber: A.occidentale, A.
humile e A. nanum, (MITCHELL; MORI, 1987).
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2.2 Algumas espécies de Anacardium

Segundo a revisdo taxonémica mais recente realizada por Mitchell e
Mori (1987) o género Anacardium é constituido por dez espécies. Dentre estas,
a Unica espécie cultivada comercialmente € a Anacardium occidentale L., o
caju, sendo também a de maior dispersdo (MITCHELL; MORI, 1987; BARROS;
CRISOSTOMO, 1995). Existem dois tipos de cajueiro que se distinguem em
relacdo ao porte, denominados de caju-comum e caju-ando-precoce
(CAVALCANTI et al., 1999). O caju-ando-precoce é apontado como um ecotipo
ou forma botéanica do caju-comum e destaca-se por ser uma planta de baixo
porte e iniciar o florescimento mais cedo, em comparagdo ao caju comum
(BARROS, 1991; BARROS et al., 1993).

A espécie Anacardium humile A. St. Hill € endémica dos cerrados do
Brasil Central e adjacéncias do Paraguai Ocidental (MITCHELL; MORI, 1987).
Seus pedunculos caracterizam-se por apresentarem baixos valores de pH
(3,28-3,77) (ALMEIDA, 2009), tornando o cajuzinho-do-cerrrado um fruto de
elevado potencial para aproveitamento pela inddstria processadora e em
futuros programas de melhoramento (CARVALHO et al., 2012). A. giganteum é
uma arvore de grande porte presente nas regifes de floresta Umida e varzea
tropical (MITCHELL; MORI, 1987).

Mitchell e Mori (1987) relatam a existéncia de uma espécie denominada
A. microcarpum Ducke, bastante semelhante e sendo considerada como
variabilidade de A. occidentale. Silva-Luz e Pirani (2014), também classificam
A. microcarpum como um heterotipico de A. occidentale.

O aproveitamento comercial das demais espécies do género, em especial
as classificadas como cajui, ainda € restrita ao consumo local nas zonas
produtoras. Como é o caso das espécies Anacardium othonianum Rizzini e
Anacardium humile St. Hilaire, nativas da regido Cento-Oeste brasileira, que
apesar de serem pouco conhecidas e consumidas apresentam grande
importancia para a populagéo regional (COSTA et al., 2010). O mesmo ocorre

com o cajui procedente da regido litoranea piauiense.

2.3 Cajui (Anacardium spp)

A terminologia caju tem origem no tupi “acaiu” (VIEIRA et al., 2006), da
gual deriva a palavra cajui (caju+tupi i, pequeno). De acordo com a
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classificacdo da industria processadora de castanha de caju, recebem a
terminologia cajui, as plantas que possuem peso do pedunculo inferior a 3,33g
(CARBAJAL; SILVA JUNIOR, 2003). A classificacdo mais usada para designar
plantas como cajui € baseada na morfometria do fruto (castanha + pedunculo),
sendo consideradas cajui aquelas plantas que possuem castanha e pedunculo
pequenos. A literatura reporta cajuis com peso médio das castanhas variando
em uma amplitude de 0,63 g a 6,26 g (GOMES et al., 2009; CORREA et al.,
2002 ), peso médio do pedunculo variando de 15 a 20 g e comprimento de 3
cm (CRESPO; SOUZA, 2014), sendo considerados como cajuis pequenos
aqueles que apresentam peso do pedunculo inferior a 10 g (GOMES et al.,
2013).

No entanto, € necessario evidenciar que estas duas classificacdes levam
em consideracao apenas dois caracteres morfolégicos (castanha e pedunculo),
nao sendo valida para determinacdo de espécies de Anacardium.

Lima (1988), ao realizar a descricdo de espécies de Anacardium,
classificam como cajui (castanha + peddnculo) as espécies: A. amilcarianum,

A. giganteum, A. humile, A. microcarpum, A. nanum e A. pumilum.

2.3.1 Cajui: caracteristicas gerais e importancia

A insuficiéncia de estudos de classificacao botanica das plantas de cajui
presentes na vegetacao piauiense inviabiliza a categorizagdo destes em uma
das espécies do género Anacardium. Tendo em vista que a classificacdo como
cajui é realizada tendo por base apenas o fruto (castanha + pedunculo) e a
existéncia de varias espécies de cajui ocorrentes no territdrio nacional, estes
sao designados apenas como Anacadium spp (CRESPO; SOUZA, 2014).

O porte das plantas de cajui varia de 2 a 5 metros de comprimento, com
a copa atingindo até mais de 15 metros de altura. Apresentam folhas mais
duras que o caju comum, de coloracdo verde, sem pélos e forma obovada. A
inflorescéncia segue o mesmo padrdo descrito para o género (CRESPO;
SOUZA, 2014). O fruto verdadeiro, a castanha, abriga em seu interior uma
améndoa. O pedunculo hipertrofiado e suculento possui coloracédo que varia do
amarelo ao vermelho e forma que vai de ligeiramente achatada a arredondada
possuindo grande variabilidade para caracteres quimicos, como SST, ATT e
razdo SST/ATT (GOMES et al., 2009).
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O tempo médio de emergéncia das sementes varia de 14,47 a 18,91
dias e indices de velocidade de emergéncia de 0,33 a 0,6, apresentando de
52,78% a 100% de germinacdo. Existe uma correlacdo significativa positiva
entre as caracteristicas da castanha e o tempo médio de emergéncia, ou seja,
as castanhas maiores e mais pesadas sdo as mais vigorosas (CORREA et al,
2002).

O cajui apresenta uma grande dispersédo na regido Nordeste brasileira,
principalmente nos dominios do cerrado. No estado do Piaui, esta disperséo
estende-se além dos cerrados, com populagBes naturais desta planta
encontradas em areas de transicdo, como nos tabuleiros costeiros (RUFINO et

al., 2007) , constituindo-se caracteristica da vegetacao litoranea.

O litoral piauiense ocupa uma area territorial de 66 km abrangendo os
municipios de Parnaiba, llha Grande, Luis Correia e Cajueiro da Praia
(ANDRADE et al., 2012). Nesta regido, a ocorréncia do cajui se da nas areas
de restinga e carrasco, sendo mais concentrada nas comunidades Labino,
Pedra do Sal, Cal e Tatus, onde desempenham grande importancia ecoldgica,
caracterizando-se como a vegetacdo pioneira de dunas (CRESPO; SOUZA,
2014). A importancia ecolégica do Anacardium € bastante difundida; na Nigéria,
antes mesmo de serem conhecidos como uma importante cultura comercial, o
cajueiro foi introduzido em areas degradas principalmente para arborizacao e
controle da erosédo (ALIYU; AWOPETU, 2007).

Esta frutifera nativa ndo apresenta somente importancia ambiental, mas
também desempenha um grande valor socioecondémico. Varias pesquisas
apontam para a importancia econémica e social do cajui no litoral piauiense,
especialmente para as populagcdes que vivem nas regides onde ha maior
abundancia desta planta. Assim como o caju comum, a temporada de floracao
e frutificacdo do cajuizeiro ocorre entre 0os meses de junho a dezembro, sendo
o periodo de maturacdo dos frutos mais concentrado nos meses entre agosto e
novembro (SILVA et al., 1992; RUFINO, 2004). Este periodo € coincidente com
a entressafra de culturas tradicionais (como, por exemplo, o arroz e o feijao),
onde a disponibilidade de alimentos é escassa, deste modo o cajui apresenta-
se como uma importante fonte alternativa de renda e alimentagdo para a
populacao local (RUFINO et al., 2008).
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O aproveitamento do cajui envolve tanto o fruto (castanha) como o
pseudofruto (pedunculo). A partir da castanha obtém-se a améndoa que €
muito apreciada, podendo ser consumida sozinha ou participando como
ingrediente na composicdo de outros produtos, como por exemplo, na
producdo de sorvetes (RUFINO et al., 2008). O pedunculo bastante nutritivo,
com elevados teores de vitamina C (ALMEIDA, 2009), além de acucares,
compostos fendlicos e minerais, € consumido in natura ou na producédo de
doces (massa, ameixa, calda e cristalizado), temperos e bebidas (RUFINO, et
al. 2008).

A conscientizacdo da populacéo local em relacdo a importancia do cajui
€ uma forma de colaboracdo aos programas de conservacdo e manejo
adequado deste recurso genético vegetal. Segundo relatos de Rufino (2004),
produtores locais conscientes da importancia da espécie optam por preservar
as plantas nativas de cajui na area de suas propriedades. Essa relacdo de
reconhecimento da importancia e preservacao do cajui pela populacéo local é
muito importante, uma vez que, as populacbes das comunidades que vivem ao
entorno sao 0s principais agentes no extrativismo e comercializacdo do cajui na
regido litoranea piauiense (RUFINO et al., 2008).

Nesta regido observa-se além do cajui, a ocorréncia de plantas nativas
de caju (A. occidentale). Constataram-se também semelhancas entre as duas,
principalmente ao analisar a morfometria foliar, chegando por vezes a existir
sobreposicdo em relacdo a este caractere para as duas plantas (VIEIRA,
MAYO; ANDRADE, 2014), com registros de individuos que apresentam
castanha e pedunculo intermediarios entre cajui e caju, comumente
denominado pela populagéo local de cajua (EMBRAPA MEIO-NORTE, 2002).

2.4 Analises quimicas em Anacardium

As analises quimicas permitem inferir sobre a qualidade dos pedunculos
de Anacardium e seu potencial de aproveitamento para o consumo in natura,
processamento de seus derivados ou duplo potencial.

A acidez é um dos fatores determinante para a qualidade dos frutos. O
pH e a acidez total titulavel (ATT) sé&o indicativos da acidez. O pH é um dos

principais indicativos na seguranca alimentar, que por estar diretamente
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associado a saude do consumidor, torna a andlise deste atributo quimico
bastante importante (CENCI, 2006).

O valor do pH estad diretamente relacionado com a proliferacdo de
microrganismos e a palatabilidade dos alimentos. De acordo com o valor do pH
os alimentos podem ser classificados em trés categorias: pouco &cidos (pH
acima de 4,5); acidos (pH entre 4,5 e 4,0) e muito &cidos (pH inferior a 4,0).
Alimentos muito acidos sdo os mais seguros do ponto de vista da seguranca
alimentar (HOFFMANN, 2001).

Padrdes de referéncia para o processamento do pedunculo de cajui
ainda nao foram instituidos. No entanto, pela proximidade genética, os padrbes
para a espécie A. occidentale, caju comum, podem ser usados na
determinacdo da qualidade de pedunculos de cajui. De acordo com as normas
estabelecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA
para o processamento da polpa de caju, € delimitado valores para a ATT
minima de 0,30% e pH méximo de 4,6 (BRASIL, 2000).

Pedunculos de cajui sdo mais acidos em comparacdo aos de caju
comercial, apresentam elevado potencial para aproveitamento, principalmente
considerando-se a seguranca alimentar relacionada a proliferacdo de
microrganismos (RUFINO, 2004).

Para o teor de SST medidos em °Brix, 0 MAPA estabeleceu como valor
de referéncia para polpa de caju, valor minimo de 10° Brix. O teor de SST é
uma representacdo da concentracdo de acUcar apresentado pela solucao
analisada e a relagdo SST/ATT fornece o grau de docgura dos frutos, sendo um
critério de avaliacdo do sabor. Frutos com altos valores destas variaveis
apresentam elevados teores de dogura, sendo usados como controle da
qualidade dos produtos (CHITARRA, 2001).

O valor SST é uma representacéo indireta do teor de agucares nos frutos,
podem chegar a 85-90% do teor dos solidos soluveis, no entanto, ndo
representa a sua totalidade (CHITARRA, 2001). Deste modo, a melhor
indicacdo de sabor dos frutos é realizada por meio da razdo SST/ATT do que
pela andlise isolada do teor de sdlidos solluveis e acidez.

Elevados valores da relacdo SST/ATT sdo apreciados tanto para o
consumo in natura quanto para o processamento pela industria, uma vez que
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altos teores de docura mascaram o sabor adstringente encontrado em muitos
frutos, como no caso do género Anacardium.

2.5 Andlise da Diversidade de Recursos Genético aplicada a marcadores
morfoagrondmicos

Varias estatisticas tém sido empregadas para estabelecer distancias
genéticas baseadas em caracteres morfoloégicos. A caracterizacdo e
guantificacdo da diversidade genética entre individuos, amostras e populacdes
podem ser realizadas por varias técnicas de analise multivariadas. Vicini (2005)
descreve a estatistica multivariada como aquela que contempla as variaveis de
forma conjunta, onde multiplas respostas sdo tomadas simultaneamente de um
mesmo individuo. Entre os métodos estatisticos multivariados usados,
destacam-se: analise de componentes principais (ACP); e métodos
aglomerativos obtidos a partir de medidas de dissimilaridade: distancia

Euclidiana e a distancia generalizada de Mahalanobis.

2.5.1 Andlise de Componentes Principais (ACP)
A andlise de componentes principais (ACP) é uma das ferramentas
estatisticas multivariadas mais importante. Caracteriza-se por ser uma analise

otimizadora, onde, a partir de p variaveis originais definidas por X1, X2,..., Xp

sdo realizadas combinacdes lineares produzindo indices 71, Z2,..., Zp, héo

ortogonais entre si e representativos da variancia contida nos dados originais.
A nao correlacdo dos indices Z assegura que cada componente principal possa
contemplar diferentes dimensdes dos dados. A ordenacdo dos indices se
estabelece de tal forma a ser possivel uma ordem decrescente na contribuicdo

de cada indice na explicacdo da variancia dos dados, de modo que Var(Z1) 2

Var(Z2) = ... 2 Var (Zp), deste modo os indices Z s&o os proprios componentes
principais (CPs) (MANLY, 2008).

Deste modo, a importancia dos CPs é dada pela quantidade de variancia
total dos dados por estes retida, assumindo esta ordem de importancia dos
primeiros componentes principais, 0 CP1 é o mais importante na explicagdo da
variancia dos dados originais; o CP2 e o CP3, sdo o segundo e o terceiro,
respectivamente nesta ordem de importancia, portanto é esperado que a

variancia contida nos ultimos componentes sejam tao baixa a ponto de ser
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desprezivel, podendo entdo ser descartada na andlise dos dados.
Proporcionando, quando bem sucedida, uma economia na anélise dos dados
(GONCALVES; FRITSCHE-NETO, 2012; MANLY, 2008).

Existem alguns critérios para escolha do numero de componentes
principais a serem adotados, ou seja, aqueles que mais contribuiram para
explicar a variabilidade existente nos dados, os mais usados séo: | - Critério de
Kaiser (1960) que indica a escolha dos autovalores maiores que 1; Il - Critério
de Johnson e Wichern (1992) indica que os autovetores devem explicar, no

minimo, 80% da variagcdo acumulada.

Os CPs podem ser representados graficamente por meio de eixos
cartesianos. Um método desenvolvido por Gabriel (1971), denominado de
projecdo Biplot, possibilita a representacédo grafica de dados multivariados por
meio de projecdes em duas ou trés dimensdes. O prefixo “bi” indica que ha
uma sobreposicdo dos dados, sendo analisada de forma conjunta as p

variaveis e n individuos.

Por meio da leitura dos dados € possivel caracterizar e melhor
discriminar os individuos analisados em relagcdo as variaveis mensuradas,
indicando qual a importancia de cada variavel na explicacdo da resposta
apresentada pelos individuos. Sendo possivel também, estabelecer a
correlacdo entre as variaveis analisadas, através dos cosenos dos angulos
formados pelos vetores dessas variaveis (VAIRINHOS; GALINDO, 2004).

2.5.2 Andlises de Agrupamento

Quando eficiente, a ACP possibilita a caracterizagdo precisa dos
individuos, e analises de agrupamentos podem ser realizadas para melhor
classificacdo em categorias destes individuos. Analises de agrupamento séo
algoritmos que permitem a alocagéo dos individuos analisados em grupos, de
modo que haja uma maior homogeneidade dentro dos grupos formados e
heterogeneidade entre eles; esta classificacdo € realizada a partir de
similaridades ou dissimilaridades entre os individuos (GONCALVES;
FRITSCHE-NETO, 2012). Existem diversas abordagens para a analise de
agrupamento, Manly (2008) destaca duas: aquelas que produzem um
dendrograma, denominadas de método hierarquico, a partir de calculos das
distancias entre os individuos, sendo os grupos formados por métodos
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aglomerativos ou dispersivos; e uma segunda, que envolve a possibilidade de
particdo, em que os individuos movem-se para fora ou para dentro dos grupos
nos diferentes estagios da andlise.

O método de ligacdo média entre grupos, ou UPGMA (unweighted pair-
group method using arithmetic averages) € um meétodo de agrupamento
hierarquico bastante usado. Consiste na construcdo de um dendrograma a
partir do individuo de maior similaridade. Outro método de agrupamento
bastante empregado é o de otimizacdo de Tocher, onde grupos sdo formados
tendo por base uma matriz de similaridade, o par que apresentar a menor
distancia ira compor o primeiro grupo, onde novos individuos poderédo ser
incorporados, o que serd direcionada pelo valor das distancias inter e
intragrupos (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011; GONCALVES; FRITSCHE-
NETO, 2012).

Os primeiros estudos com o objetivo de verificar a diversidade genética
existente no género Anacardium foram realizados por Barros (1991) ao avaliar
acessos procedentes do Banco Ativo de Germoplama (BAG) do Cajueiro da
EMBRAPA Agroindastria Tropical, por meio de técnicas multivariadas de
componentes principais e método de otimizacdo de Tocher. Os resultados
obtidos apontam as estatisticas multivariadas empregadas como eficientes no
estudo da diversidade genética por meio de caracteres morfologicos. Além de
sustentar a hipétese do Nordeste brasileiro como centro de diversidade de A.

occidentale e o caju ando precoce como um tipo ou ecoétipo de A. occidentale.

Pessoni (2007) avaliou a diversidade genética em Anaccardium spp., de
acessos pertencentes ao BAG do Cajueiro da EMBRAPA Agroindustria
Tropical e uma populagéo natural de Anacardium occidentale L., a partir de
descritores morfométricos do caju desenvolvidos pelo IBPGR (International
Plant Genetic Resouces Institute) através das fungbes descriminantes de
Anderson; componentes principais e analise de agrupamento pelos métodos de
UPGMA e de otimizacao de Tocher.

Andlises de variaveis morfologicas também foram realizadas com
Anacadium spp. provenientes do litoral piauiense, merecendo destaque 0s
trabalhos de Rufino (2004); Maia et al. (2012); Vieira, Mayo e Andrade (2014).
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2.6 Marcadores Moleculares

Marcadores genéticos fornecem dados informativos que permitem inferir
algum tipo de resposta as caracteristicas analisadas, por meio de dados
morfoldgicos, bioquimicos ou moleculares.

Algumas técnicas moleculares vieram auxiliar os ganhos obtidos no
melhoramento, dentre estas tecnologias esta o estudo do polimorfismo do DNA
(BOREM; FRITSCHE-NETO, 2013). Polimorfismo sdo as variacbes no
tamanho dos fragmentos de DNA gque quando comparados podem fazer a
distincao entre individuos diferentes sendo acessados por meio de marcadores
moleculares (BOREM; SANTOS, 2004).

De acordo com os métodos de analise, os marcadores moleculares
podem ser classificados em trés grupos: | — Marcadores Baseados em PCR; I
— Marcadores Baseados em Sequenciamento e llI- Marcadores Baseados em
Hibridizacdo (BOREM; FRITSCHE-NETO, 2013).

Os marcadores moleculares mais comuns que empregam a técnica de
PCR séo: SSR (simple sequence repeats ou microssatélites); ISSR (inter
simple sequence repeats); AFLP (amplied fragment lenght polymorphism);
RAPD (random amplified polymorphic) e SCAR (sequence characterized
amplified regions).

Os microssatélites sdo sequéncias de DNA presentes e bem distribuidas
nos genomas eucariotos, apresentando de um a seis pares de base que se
repetem em tandem presentes nos DNAs nuclear, cloroplastidial e mitocondrial.
As sequéncias microssatélites irdo diferir em tamanho e unidades de repeticao
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

2.6.1 Marcadores moleculares ISSR

A técnica de ISSR foi inicialmente descrita de modo independente, mas
seguindo o0 mesmo principio, por Gupta et al. (1994); Zietkiewicz, Rafalski e
Labuda (1994) e Wu et al. (1994), e consiste na amplificacdo de sequéncias
idénticas de DNA localizadas entre dois microssatélites. Diferente dos
microssatélites, que requerem dois primers, 0s ISSRs necessitam apenas de
um primer, sendo este o0 proprio microssatélite, em geral com 16 a 25 pb
comprimento (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002). Os primers sédo desenvolvidos

considerando-se apenas 0s motivos repetidos ou em combinagao com
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ancoragem de uma a quatro bases degeneradas nas extremidades (3" ou 5%
dos primers (ZIETKIEWICZ; RAFALSIK; LABUDA., 1994; GUPTA et al., 1994).
Em cada reacdo de PCR sao geradas vérias bandas, onde cada uma delas é
correspondente a uma sequéncia de DNA delimitada por dois microssatélites
idénticos orientados em sentido invertido (BORNET; BRANCHARD, 2001)
permitindo a amplificacdo simultaneamente de diferentes regides do genoma.

Marcadores ISSR mostram-se eficientes nos estudos de genomas
completos, sendo amplamente usados nos estudos de diversidade, estudos
filogenéticos, mapeamento e selecdo assistida (GUPTA et al., 1994; BORNET;
BRANCHARD, 2001; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002).

Entre as vantagens apresentadas por este marcador, as mais relevantes
sdo: técnica simples e rapida; ampla cobertura do genoma e a possibilidade de
analise simultanea de um grande numero de locos por ensaio (BORNET;
BRANCHARD, 2001).

O uso de marcadores ISSR tem possibilitado a identificacao,
caracterizacdo de germoplasma e a avaliacdo da diversidade genética a nivel
inter e intrapopulacional de diversas espécies em especial quando se trabalha
com aquelas cuja informacdo do genoma ainda néo esta disponivel.

Trabalhos iniciais envolvendo o uso de marcadores moleculares em
Anacardium foram desenvolvidos por Silva-Neto et al. (1995), usando
marcadores RAPD na identificacdo de clones de cajueiro ando precoce. Archak
et al. (2003), procederam a caracterizacdo fingerprinting por meio de
marcadores RAPD e ISSR de 24 selecbes e 11 hibridos de A. occidentale
mantidas pelo National Research Centre for Cashew, Puttur, Karnataka,
gerando um total de 94 locos que foram capazes de discriminar as variedades

de modo eficiente.

A partir de entdo, outros estudos foram desenvolvidos empregando
marcadores moleculares na analise de diversidade e relagbes intra e
interpopulacionais de Anacardium. Destaque pode ser dado ao estudo
desenvolvido por Pessoni (2007) ao avaliar a diversidade genética de
Anacardium ssp. de acessos pertencentes ao BAG do Cajueiro da EMBRAPA
Agroindustria Tropical e uma populacdo natural de Anacardium occidentale L.,
dentre estes acessos dois sdo pertencentes ao estado do Piaui. Thimmappaiah

et al. (2009) avaliaram a diversidade genética de germoplasma de caju por
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meio de marcadores moleculares RAPD e ISSR, descrevendo serem o0s
marcadores ISSR mais eficientes na deteccao de polimorfismo e determinacao
da diversidade genética em Anacardium, sendo observada certa
correspondéncia entre dados morfolégicos e moleculares, no entanto nao

houve relacdo entre os agrupamentos formados e a origem geografica.
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3 Diversidade genética em cajui (Anacardium spp.) por meio de caracteres
morfoagronémicos

RESUMO

Cajui é uma nomenclatura utilizada para designar plantas do género
Anacardium que apresentam fruto (castanha) e pseudofruto (peddnculo)
pequenos. O cajuizeiro é uma planta nativa e de grande dispersdo na regiao do
litoral piauiense, com elevado valor ambiental e socioeconémico. A coleta,
caracterizacdo e avaliacdo da diversidade genética de acessos de cajui sdo
importantes para conservacdo e utilizacdo deste recurso genético. Nesta
perspectiva, este estudo teve por objetivo realizar a caracterizagao
morfoagronémica, bem como avaliar a diversidade genética de 18 acessos de
cajui pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do Cajui da Embrapa
Meio-Norte, por meio de 14 variaveis morfoldégicas e quatro quimicas. Os
acessos demonstraram ampla variacdo em relacdo as varidveis analisadas,
apresentando caracteristicas favoraveis ao consumo in natura e/ou ao
processamento dos seus derivados. Nas estatisticas multivariadas, procedeu-
se a analise de componentes principais (ACP), com o0s trés primeiros
componentes principais (CPs) explicando 81,68% da varidncia total
apresentada pelos dados. O gréafico biplot obtido pela projecéo tridimensional
dos trés primeiros CPs demonstrou a ampla dispersdo dos acessos entre e
dentro das populacdes, o que foi confirmado pelas andlises de agrupamento
pelo método UPGMA e pelo método de otimizacdo de Tocher. A organizacao
da diversidade genética pode estar relacionada, pelo menos em parte, a
introducdo de acessos provenientes de diferentes locais, por meio da sele¢éo
realizada pelo homem; e ao fluxo génico. As informacgdes obtidas neste estudo
contribuiram com a geracdo de informacdo sobre a diversidade genética
existente nos acessos, podendo vir a subsidiar futuros programas de

melhoramento do cajui.

Palavras-chave: banco de germoplasma, analise multivariada, vegetacao

litoranea
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Genetic diversity in cashew (Anacardium spp.) by morpho-agronomic
characters

ABSTRACT

Cashew is a nomenclature used to describe members of the genus
Anacardium, which includes plants with small fruit (nuts) and pseudofruit
(peduncle). The cashew tree is a native plant of great dispersion in the coastal
region of Piaui and has high environmental and socio-economic value. The
collection, characterization and evaluation of the genetic diversity in cashew
accesses are important factors for conservation and use of this genetic
resource. In this perspective, this study aimed to carry out the morpho-
agronomic characterization, as well as to assess the genetic diversity, of 18
cashew accesses from the cashew Active Germplasm Bank at Embrapa Meio-
Norte through 14 morphological and four chemical variables. The accesses
have shown wide variation in relation to the variables analyzed such as
favorable characteristics for fresh consumption and/or processing of their
products. For the multivariate statistics, it was performed the analysis of the
principal components (APC), with the first three principal components (PCs)
explaining 81.68% of the total variance presented by the data. The biplot graph
obtained by three-dimensional projection of the first three CPs demonstrated
the wide dispersion of access between and within populations, which was
confirmed by cluster analysis by UPGMA method and the method of Tocher
optimization. The organization of the genetic diversity may be related, at least in
part, to the introduction of access from different locations through the selection
made by the man, and the effects of gene flow. The information obtained in this
study contribute to the generation of information on the genetic diversity in

access and may subsidize future cashew breeding programs.

Keywords: germplasm bank, multivariate analysis, coastal vegetation
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3.1 INTRODUCAO

Cajui é uma terminologia usada para caracterizar os individuos do
género Anacardium com base no tamanho do fruto (castanha) e do pseudofruto
(pedunculo). Esta classificacdo € estabelecida pela industria processadora de
castanha de caju, que denomina cajui aqueles que apresentam peso da
castanha inferior a 3,33 g (CARBAJAL; SILVA JUNIOR, 2003). Embora esta
identificacdo tenha sido estabelecida apenas pela morfometria do fruto, a
nomenclatura estende-se a planta, denominada cajuizeiro.

O cajuizeiro possui grande dispersdo pelo territério brasileiro,
estendendo-se desde a Amazénia até as regides Nordeste e Centro-Oeste. Por
apresentar boa adaptabilidade aos diferentes tipos de solo, € caracteristico
tanto das regides dos cerrados quanto na vegetacao litoranea. Na regido
litordnea piauiense € observada intensa ocorréncia de populacfes naturais de
cajuizeiro (CRESPO; SOUZA, 2014).

O cajui possui grande importancia socioeconbmica e ambiental, em
especial para as populacfes locais € uma das principais, e por vezes Unica,
fonte de renda no periodo da entressafra de culturas tradicionais. Apresenta
caracteristicas peculiares e promissoras tanto para o mercado de mesa, quanto
para o processamento de seus derivados. O pedunculo possui elevada
gualidade nutritiva e apresenta na sua constituicdo varios tipos de minerais
(calcio, ferro e fosforo) e aclcares, bem como altos teores de vitamina C.
Sendo bastante utilizados na culinaria, como temperos e no preparo de doces,
temperos, bebidas ou consumidos in natura. A castanha, ap6s passar por um
processamento primario denominado “torra” pode ser consumida na forma
natural ou como ingrediente na fabricagcéo de bolos e sorvetes (RUFINO et al.,
2008; ALMEIDA, 2009).

No entanto, o aproveitamento do cajuizeiro ainda € pouco explorado do
ponto de vista comercial, sendo as comunidades que vivem préximas as areas
de ocorréncia da planta os principais agentes no processamento dos seus
derivados, sendo todo o material proveniente das plantas fruto do extrativismo.

Neste cenario, faz-se necessario que a diversidade genética de cajui da
vegetacao litoranea piauiense seja preservada e melhor avaliada. Uma das
formas de conversagdo de material vegetal é o estabelecimento de bancos
ativo de germoplasma (BAGs). No entanto, o estabelecimento de BAGs por si
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s6 nao é suficiente, e deve ser acompanhado por estudos de caracterizacao,
guantificacdo da divergéncia genética e estabelecimento das relacdes entre os
acessos, para que acgbes de coleta, conservacdo e possivel utilizacdo desta
diversidade genética em futuros programas de melhoramento possam ser

eficientes.

Neste intuito, descritores fenotipicos tornam-se ferramentas Cuteis,
fornecendo informacBes necessarias a caracterizacdo e quantificacdo da
diversidade genética presente entre individuos através da utilizagdo de técnicas
multivariadas, como a andlise de agrupamento e de componentes principais,
tornando possivel avaliar a diversidade genética a e importancia dos caracteres

estudados.

Deste modo, o0 presente estudo teve por objetivo realizar a
caracterizacdo morfoagrondbmica de 18 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma do Cajui da Embrapa Meio Norte por meio de variaveis

morfoldgicas e quimicas.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material Vegetal

hY

Os dados informativos referentes a caracterizagdo morfoagronémica
foram obtidos durante a fase reprodutiva. Os acessos analisados foram
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma — BAG da EMBRAPA Meio-
Norte, que se encontram distribuidos em dois campos experimentais:
dezesseis provenientes do campo experimental da EMBRAPA Meio-
Norte/UEP, no municipio de Parnaiba-Pl; e dois no campo experimental da
EMBRAPA Meio-Norte, no municipio de Teresina, com total de dezoito acessos
(Tabela 1).

O campo experimental instituido na EMBRAPA Meio-Norte/UEP (Figura
1) est& localizado no Municipio de Parnaiba, Estado do Piaui, na BR-343, km
35, zona rural a aproximadamente 17 km da cidade de Parnaiba.
Correspondente as coordenadas geogréficas variando de 3°04°49" a 3°06,04"
de latitude sul e de 41°46°50" a 41°48°18" de longitude oeste (MELO et al.,
2004).

O campo experimental pertencente a Embrapa Meio-Norte, localiza-se
no Municipio de Teresina, Estado do Piaui. Esta localizacdo corresponde as
coordenadas geograficas 5°01°53" latitude sul e 42°47"54"" |ongitude oeste,
com altitude média de 70 m (MELO FILHO; MEDEIROS; JACOMINE, 1980).

Figural - Banco Ativo de Germoplasma de Cajui pertencente 8 EMBRAPA Meio-Norte/UEP,
Parnaiba- PI. Fonte: Autora.
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Tabela 1 - Identificagéo da localizagéo dos acessos de cajui (Anacardium spp.) pertencentes
ao Banco Ativo de Germoplasma do Cajui da Embrapa Meio Norte, municipio de
Teresina-Pl e da UEP, municipio de Parnaiba - PI, usados na analise de
diversidade genética baseada em marcadores morfoagronémicos e analises

IGENOTIPO JESPECIE] ’ngfl'z'TiE -~ MUNICiPIO INSTITUICAO
Anacardium Povoado Embrapa Meio-
leich 2z sp. Labino I ETEmaE Norte/UEP
Anacardium Povoado Embrapa Meio-
el 22 sp. Baixao I T Norte/UEP
BGCA 24 Anacardum o docCal llha Grande SHlIEEN S
sp. Norte/UEP
BGCA 25 Anacardium  po 0 4o Sal Parnaiba Embrapa Meio-
sp. Norte/UEP
BGCA 26 Anacardium o4 do sal Parnaiba Embrapa Meio-
sp. Norte/UEP
BGCA 27 Anacardium o4 do sal Parnaiba Embrapa Meio-
sp. Norte/UEP
Anacardium Fazenda Bom . Embrapa Meio-
BGCA 28 sp. Jesus Parnaiba Norte/UEP
Anacardium Fazenda Bom . Embrapa Meio-
BGCA 29 sp. Jesus Parnalbé Norte/UEP
" Anacardium Povoado Embrapa Meio-
BGCA 30 sp. Labino | Ilha grande. Norte/UEP
Anacardium . Embrapa Meio-
BGCA 31 sp. Embrapa/UEP  Parnaiba Norte/UEP
Anacardium . Embrapa Meio-
BGCA 32 sp. Embrapa/UEP  Parnaiba Norte/UEP
Anacardium Fazenda Bom . Embrapa Meio-
BGCA 33 sp. Jesus Parnaiba Norte/UEP
BGCA 34 Anacardium oo, dosal  Pamaiba Embrapa Meio-
sp. Norte/UEP
Anacardium Fazenda Bom . Embrapa Meio-
BGCA 35 sp. Jesus Parnaiba Norte/UEP
Anacardium . Embrapa Meio-
BGCA 36 sp. Embrapa/UEP  Parnaiba Norte/UEP
Anacardium . Embrapa Meio-
BGCA 37 sp. Embrapa/UEP  Parnaiba Norte/UEP
Anacardium Povoado Embrapa Meio-Norte
SICCNeS sp. Labino llha Grande Teresina
BGCA 48 Anacardium Fazenda Bom Parnaiba Embrapa M_elo-Norte
sp. Jesus Teresina
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3.2.2 Coleta de dados

A caracterizacdo da diversidade genética foi realizada através de
técnicas de analise multivariada, considerando 14 descritores quantitativos do
cajueiro listados pelo International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR),
atual Bioversity International (IBPGR, 1986). Sendo que destes, trés sao
referentes a inflorescéncia; cinco ao peddnculo; quatro a castanha e dois ao
habito de crescimento. Os caracteres analisados estdo representados na

Figura 2.

Figura 2 - Caracteres analisados na avaliagdo morfoagrondmica de cajui. A —inflorescéncia.
B — fruto (castanha). C — fruto e pseudofruto (pedunculo). D — planta de cajui.
Fonte: Autora.
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A descri¢do das variaveis mensuradas segue abaixo:
1. Comprimento da inflorescéncia (CIN): medida de dez inflorescéncias,
tomadas ao acaso no periodo de florescimento mais intenso, com auxilio de
régua graduada em centimetros.
2. Largura maxima da inflorescéncia (LIN): distancia maxima entre 0s
ramos da inflorescéncia, com auxilio de régua graduada em centimetros.
3. Numero total de ramificacdes da inflorescéncia (NRIN): contagem do
numero de inflorescéncias em relacao ao eixo principal.
4, Comprimento do pedunculo (CPE): distancia a partir do apice até a
base, com auxilio de paquimetro digital, e medidas expressas em centimetros.
5. Diametro do pedunculo (DPE): valor tomado da regido central,
localizada entre o 4pice e a base do pedunculo, com auxilio de paquimetro
digital, e medidas expressas em centimetros.
6. Diametro da base do pedunculo (DBPE): valor tomado da base do
peddnculo, com auxilio de paquimetro digital, e medidas expressas em
centimetros.
7. Diametro do apice do pedunculo (DAPE): valor tomado do apice do
peddnculo, com o auxilio de um paquimetro digital, com medidas expressas em
centimetros.
8. Peso do pedunculo (PPE): peso médio de dez pedunculos tomados ao
acaso, a avaliacdo foi realizada com auxilio de uma balanca graduada em
gramas com trés casas decimais.
9. Comprimento da castanha (CCA):. distancia a partir do ponto de
fixacdo para o apice, com auxilio de paquimetro digital, valores apresentados
em centimetros.
10. Largura da castanha (LCA): a distancia maxima entre os ombros, com
o auxilio de um paquimetro digital, resultados apresentados em centimetros.
11. Espessura da castanha (ECA): distancia maxima entre os lados, com o
auxilio de um paquimetro digital, valores apresentados em centimetros.
12. Peso da castanha (PCA): peso médio de dez castanhas tomadas ao
acaso, a avaliacdo foi realizada com auxilio de uma balanca graduada em
gramas com trés casas decimais.
13. Altura méxima da planta (AMPL): medida do nivel do solo a insercao

da gema apical, usando uma régua graduada em metros.
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14. Diametro médio da copa sentidos N-S e W-E (DMC): medida tomada
pela média entre o maior e o menor didmetro da copa, dando um indicativo da
area da copa da planta, em metros.

Estudos de repetibilidade estabelecem a realizacdo de 10 medicdes, por
individuo, para cada uma das caracteristicas em estudo, como ndmero
satisfatorio para se obter médias com confiabilidade igual ou superior a 90%
(PESSONI; CRUZ, 2005). Os dados referentes a inflorescéncia foram
coletados entres os meses de junho a setembro de 2014. Foram realizadas
medidas de dez inflorescéncias, escolhidas ao acaso e no periodo de floracao

mais intensa. Os dados foram aferidos com base no estabelecido na Figura 3.

LIN

Figura 3 - Desenho esquematico da inflorescéncia de cajui indicando as regides de aferices
baseadas nos descritores para caju estabelecidos pelo IBPGR (1986). CIN:
comprimento da inflorescéncia; LIN: largura maxima da inflorescéncia; EP: eixo
principal. Fonte: Autora.

Todos os caracteres referentes a castanha representam medidas de dez
frutos de cada acesso, colhidos ao acaso no periodo de frutificagdo mais
intensa. De modo semelhante, foram realizadas as avaliacdes referentes ao
pedunculo. Os dados para castanha e pedunculo foram tomados por base no

estabelecido na Figura 4.
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BASE A —— B

APICE

Figura 4 - Desenhos esquematicos de cajui indicando as regides de afericbes baseadas nos
descritores para caju estabelecidos pelo IBPGR (1986). (A) referentes ao
pedunculo: CPE: comprimento do pedunculo; (B) referentes a castanha: CCA:
comprimento da castanha; LCA: largura da castanha; ECA: espessura da
castanha. Fonte: Autora.

Para as variaveis referentes ao porte da planta foi realizada medida em
apenas um individuo por acesso.

De modo complementar, foram realizadas determinagcfes quimicas a
partir do suco do pedunculo dos cajuis, o qual foi homogeneizado e obtido
triplicatas para a realizacdo das andlises. As variaveis analisadas foram: pH;
Acidez Total Titulavel — ATT; Solidos Soluveis Totais - SST (°Brix); e relacéo
SST/ATT.

O valor do pH foi obtido por meio de leituras em phmetro. A ATT foi obtida
por titulometria, usando NaOH a 0,1 N e solucdo de fenolftaleina como
indicador, com resultado final expresso em teor de acido citrico (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2005).

A determinacdo dos SST foi realizada por meio de leitura em refratbmetro
digital de bancada graduado de 0 a 45° Brix e 0s resultados expressos em
porcentagem do °Brix com leitura no proprio equipamento. A relacdo SST/ATT
foi obtida por meio da razdo dos solidos sollveis totais pela acidez total

titulavel.
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As analises quimicas foram executadas no Laboratorio de Fisiologia
Vegetal da Embrapa Meio-Norte, Teresina - PI.

3.2.3 Analise dos dados

No estudo da divergéncia genética para os dados morfoagronémicos
foram empregadas analises multivariadas, baseada em componentes
principais, métodos de agrupamento de otimizacdo de Tocher e pelo método
UPGMA.

Uma analise preliminar foi realizada para verificar a correlacédo entre as
variaveis estudadas, para tanto foi construida uma matriz de correlagdo, com
média zero e variancia 1,0, tendo por base o coeficiente de correlacdo de
Pearson (r). Este coeficiente mede o grau de correlacdo linear entre duas
variaveis quantitativas, sendo bastante empregado em analise de componentes
principais. Trata-se de um indice adimensional, em que os valores assumem 0
intervalo entre -1,0 e 1,0; sendo considerada correlacdo perfeita e positiva,;
perfeita e negativa; e auséncia de correlacao linear parar=+1,0;r=-10er =
0, respectivamente. Valores intermediarios podem ser assumidos, onde o sinal
irA representar a direcdo (negativa ou positiva) e o valor indicara a magnitude
da correlacéo entre as variaveis (FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2009;
PUTH; NEUHAUSER; RUXTON, 2014).

Em relacdo a magnitude do coeficiente, valores até 0,4 foram
consideradas correlacdes fracas; entre 0,4 a 0,7 moderadas; e maiores que
0,7, correlacao forte.

De posse da matriz de correlagdo foram obtidos os autovalores e
autovetores associados e procedeu-se a Analise de Componentes Principais
(ACP). Tendo por base os dados da analise multivariada, foi construida uma
representacao grafica biplot no espaco tridimensional, no qual foram plotados o
primeiro, o segundo e o terceiro componentes principais. Essas analises foram
realizadas por meio do PROC PRINCOMP do software SAS 9.0 (SAS, 2002).

Adicionalmente, foram realizadas analises de agrupamento para verificar
a relacdo entre os acessos pelo método hierarquico, usando a distancia média
entre grupos UPGMA, por meio do programa PAST v.1.34 (HAMMER et al,,
2001), e pelo método de otimizagdo de Tocher, realizada no programa
computacional Genes versao 2013.5.1 (CRUZ, 2013).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacdo dos acessos e relacdo entre as variaveis morfologicas
Em geral, foi observada uma elevada variacdo para as caracteristicas

analisadas. A Figura 5 demonstra a ampla diversidade fenotipica dos

caracteres relacionados a fruto (castanha) e pseudofruto (peddnculo).

canl e = °”“'“-m—”-‘; BGCA 31 (M27)- PHO
= BGCA Z. I

BGCA 32 (M28)- PHB.

-y @ caul =e
- BOCA 22 (M2)- PHE

) canl =
A oBe o 34 (M35 PHE
BGCA 30 (M26)- PHB s

0 caw) =
BGCA 36 (M41)- PHB

BGCA 24 (M14}- PHB

Figura 5 - Diversidade fenotipica de fruto e pseudofruto de acessos de Anacardium ssp.,
provenientes do BAG do Cajui da Embrapa Meio Norte/UEP, Parnaiba-Pl. Fonte:
Autora.
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Em relac&o ao caractere peso da castanha (PCA) observou-se variacao
entre 1,61 g a 3,93 g com média de 3,08 g, sendo classificados como cajuis de
acordo com o critério da agroindustria. A excecao foi o acesso BGCA48 que
apresentou PCA igual a 8,619 (Anexo A).

Para o peso do pedunculo (PPE) observou-se valores variando de 7,79 g
(BGCA23) a 96,05 g. O elevado valor de desvio padrao (Anexo A) apresentado
para esta variavel se deve ao fato de que mais de 16% dos acessos
apresentam PPE inferior a 10 g, e elevados valores desta variavel para os
acessos BGCA28 e BGCA48. As demais variaveis referentes ao pedunculo
também apresentam uma ampla variagdo, com intervalos de 1,77 cm — 6,23 cm
(comprimento do pedunculo - CPE); 2,01 cm — 5,36 cm (didmetro do pedunculo
- DPE); 1,51 cm — 4,70 cm (diametro da base do pedunculo — DBPE) e 1,91 cm
— 5,62 cm (didmetro do apice do pedunculo — DAPE). De acordo com estes
dados, pbde-se afirmar que o carater peddnculo apresenta uma grande
variabilidade genética.

Também foi possivel observar que o caractere castanha estar
fortemente relacionado ao caractere pedunculo, a analise da Tabela 2
demonstra que as variaveis relacionadas a esses dois caracteres morfolégicos

estao positivamente correlacionadas entre si.

by

Os caracteres relacionados a inflorescéncia apresentaram uma ampla
variacdo. Observando-se intervalos de 12,50 a 34,80 cm; 9,45 a 28,90 cm e
6,80 a 11,10 cm para comprimento da inflorescéncia (CIN), largura maxima da
inflorescéncia (LIN) e numero total de ramificacdes da inflorescéncia (NRIN),
respectivamente (Anexo A). Observou-se uma correlacdo alta e positiva entre
as variaveis referentes a inflorescéncia, confirmando uma relagcéo ja esperada,
em que inflorescéncias maiores e mais largas também apresentaram o maior
numero de ramificacdes (Tabela 2). No entanto, apenas correlacdes baixas e
negativas foram encontradas entre estas varidveis e as relacionadas a

castanha e pedunculo.

Plantas maiores exibiram as maiores copas, visto que a correlagéo entre
altura maxima da planta (AMPL) e diametro médio da copa (DMC) ¢ alta e
positiva. Alta variabilidade pode ser observada para este carater com amplitude

de variacdo apresentada pelas plantas amostradas de 3,10 a 8,40 me 4,70 a
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12,05 m para altura maxima da planta (AMPL) e diametro médio da copa
(DMC), respectivamente.



Tabela 2 -Matriz de correlagdes entre os dados morfométricos e variaveis quimicas, avaliados de 18 acessos de Anacardium ssp., provenientes do

Banco Ativo de Germoplasma do Cajui da Embrapa Meio Norte, municipio de Teresina-Pl e da UEP, municipio de Parnaiba — PI, 2015
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CIN LN NRIN CPE DPE DBPE DAPE PPE CCA LCA ECA PCA AMPL DMC Ph SST  ATT SST/AT
CIN 1,00 0,71 068 -025 -019 -014 -028 -032 -014 -013 -003 -023 005 -019 -0,06 007 012 -0,08
LIN 1,00 0,76 -0,17 -0,04 -004 -0,15 -0,23 -0,06 -009 -0,20 -0,22 -0,11 -0,21 -0,32 -030 027 -041
NRIN 1,00 -0,33 -0,18 -0,18 -0,25 -0,34 -021 -021 -021 -0,31 -0,05 -0,19 -0,19 -004 0117 -0,22
CPE 1,00 087 077 093 091 088 088 069 081 -001 013 041 -023 -0,03 031
DPE 1,00 096 096 095 090 090 076 089 -0,12 004 044 -031 -008 033
DBPE 1,00 088 092 085 085 078 089 -022 -005 048 -022 -0,14 0,38
DAPE 1,00 096 094 094 079 091 -002 011 047 -025 -006 035
PPE 1,00 091 09 082 093 -012 005 056 -016 -0,17 046
CCA 1,00 098 088 095 -0,19 -0,13 061 -012 -0,17 046
LCA 1,00 089 095 -0,15 -0,12 058 -0,09 -0,14 044
ECA 100 094 -023 -026 073 0112 -020 0,65
PCA 1,00 -021 -0,13 068 -003 -023 058
AMPL 1,00 089 -030 -018 019 -0,35
DMC 1,00 -0,27 -0,33 0,11 -0,32
pH 100 042 -0,77 0,94
SST 1,00 -0,40 043
ATT 1,00 -0,75
SST/ATT 1,00

CIN: comprimento da inflorescéncia (cm); LIN: largura maxima da inflorescéncia (cm); NRIN: nimero total de ramifica¢des da inflorescéncia; CPE:
comprimento do pedunculo (cm); DPE: didmetro do pedinculo (cm); DBPE: didmetro da base do pedunculo (cm); DAPE: didmetro do apice do pedunculo
(cm); PPE: peso do pedunculo (g); CCA: comprimento da castanha (cm); LCA: largura da castanha (cm); ECA: espessura da castanha (cm); PCA: peso da
castanha (g); AMPL: altura méaxima da planta (m); DMC: diametro médio da copa sentidos: N-S e W-E (m); SST: Sélidos Solaveis Totais (°Brix); pH: potencial

hidrogenibnico; ATT: Acidez Total Titulavel (%). Valores em negrito indicam correlacéo forte
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O pH apresentou correlacéo alta e negativa com a acidez total titulavel (ATT),
deste modo, quanto menor o pH, maior serd a ATT e, consequentemente, mais
acido sera o pedunculo. Os valores apresentados para ATT exibem variacdo de
0,2 a 2,1% e para pH de 2,35 a 5,42, obtendo valores médios de 3,34 e 0,78%
para pH e ATT, respectivamente (Anexo A).

Os valores obtidos para solidos soluveis totais (SST), medidos em °Brix,
apresentaram variagdo de 10,20° a 19,90° para os acessos BGCA28 e
BGCAZ23, respectivamente, com média de 14,59° (Anexo A).

Para a relacdo SST/ATT, os valores encontrados demonstraram uma
ampla variagdo para este carater, assumindo valores no intervalo de 5,71 a
80,50, com média de 28,07.

A razdo SST/ATT apresentou correlacao alta e positiva com pH e alta e
negativa com ATT. No entanto, apenas correlacdo positiva e moderada foi
observada entre SST/ATT e SST (Tabela 2). P6éde-se constatar que o fator que
mais colabora com o sabor e qualidade dos pedunculos de cajui é a acidez, a
gual apresenta uma grande variabilidade.

De modo geral, as 18 varidveis analisadas apresentaram altas
correlacdes, o que valida o uso da ACP na andlise de diversidade genética em

cajui.

3.3.2 Andlise de Componentes Principais (ACP)

De acordo com a ACP dos acessos com base nos descritores
morfolégicos e quimicos, verificou-se a necessidade de trés componentes
principais (CPs) na explicacdo de 81,68% da variabilidade apresentada pelos
acessos. Na analise das variaveis com maiores escores na constituicdo do
CP1, observou-se que os caracteres relacionados ao tamanho do fruto
(castanha + pedunculo) apresentaram uma combinacdo positiva na
constituicdo deste componente. Na determinacdo do CP2 observou-se uma
associacao entre as variaveis quimicas, com uma combinacdo negativa entre
pH, SST e SST/ATT, e positiva para ATT. As variaveis relacionadas a
inflorescéncia arranjaram-se de forma positiva na constituicdo do CP3 (Tabela
3).
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Tabel a 3 - Estimativa dos autovalores e porcentagem de varidncia associados aos trés

primeiros componentes principais, obtidos a partir da matriz de correla¢do entre
varidveis morfométricas e quimicas avaliados a partir de 18 acessos de
Anacardium ssp., pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do Cajui da
Embrapa Meio Norte, municipio de Teresina-Pl e da UEP, municipio de Parnaiba-

PI
Componentes Principais CP1 CP2 CP3
Autovalor 9,06 3,08 2,56
Variancia (%) 50,35 17,11 14,22
Variancia acumulada (%) 50,35 67,46 81,68
Variaveisa CRP
CIN - 0,087 - 0,014 0,470*
LIN - 0,085 0,167 0,534*
NRIN -0,113 0,036 0,484*
CPE 0,290* 0,181 - 0,036
DPE 0,305* 0,177 0,072
DBPE 0,298* 0,109 0,100
DAPE 0,312* 0,177 - 0,005
PPE 0,320* 0,100 - 0,031
CCA 0,318* 0,063 0,098
LCA 0,316* 0,070 0,091
ECA 0,300* - 0,081 0,099
PCA 0,326* - 0,001 0,026
AMPL - 0,070 0,295 - 0,270
DMC - 0,032 0,334 - 0,356
pH 0,233 - 0,358* - 0,003
SST -0,017 - 0,434* - 0,049
ATT - 0,096 0,399* 0,108
SST/ATT 0,199 - 0,405* - 0,038

(a) CIN: comprimento da inflorescéncia; LIN: largura maxima da inflorescéncia; NRIN: namero
total de ramificacdes da inflorescéncia; CPE: comprimento do pedinculo; DPE: didmetro do
pedunculo; DBPE: didmetro da base do pedunculo; DAPE: diametro do apice do pedunculo;
PPE: peso do pedunculo; CCA: comprimento da castanha; LCA: largura da castanha; ECA:
espessura da castanha; PCA: peso da castanha; AMPL: altura méxima da planta; DMC:
didmetro médio da copa sentidos: N-S e W-E; brix: Solidos Soluveis Totais - SST; pH: potencial
hidrogenibnico; ATT: Acidez Total Titulavel.

(b) CR: Contribuicdo relativa de cada variavel para a varidncia apresentada por cada
componente principal.

* variveis consideradas na interpreta¢do de cada componente principal.

Um grafico biplot foi construido plotando-se o0s trés primeiros
componentes principais em um espaco tridimensional, a analise grafica em
relacdo a estes trés CPs permitiu a caracterizagdo dos acessos explicando
mais de 80% dos dados (Figura 6).

De acordo com o grafico, hd uma ampla dispersdo dos acessos,
indicando elevada diversidade local. A maioria dos acessos se caracterizou por
apresentar valores moderados a baixos para os caracteres relacionados a

pedunculo e castanha, e moderados a elevados para as variaveis pH, SST e
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SST/ATT. Também é possivel observar que algumas varidveis apresentam
uma maior importancia na explicacdo dos resultados apresentados por alguns
acessos.

Os acessos BGCA34 e BGCA45 sao similares, e caracterizam-se por,
apresentar valores elevados para a variavel ATT e baixos para pH, SST e
SST/ATT.

Os acessos BGCA22 e BGCA26 destacam-se pelos caracteres
guimicos, apresentando elevados valores de pH, SST e SST/ATT, e baixos
valores de ATT, caracterizando-se como excelentes candidatos a selecao de
genaotipos para o aproveitamento in natura. Um alto valor da relacdo SST/ATT é
uma qualidade favoravel tanto para o aproveitamento dos frutos in natura
guanto para o processamento na inddstria. Portanto, estes acessos tém um
amplo potencial de aproveitamento.

Os acessos BGCA24, BGCA25 e BGCA28 sdo semelhantes entre si,
caracterizam-se pela alta acidez e baixo grau de docura, visto que,
apresentaram elevados valores de ATT, e baixos valores das variaveis pH,
SST e da relagdo SST/ATT. Também apresentam elevados valores dos
caracteres relacionados ao tamanho do fruto (castanha + pedunculo), com o
BGCAZ28 apresentando uma maior preponderéancia das variaveis relacionadas
ao pedunculo.

O acesso BGCA48 foi, pelo grafico, o mais divergente em relacdo aos
demais, devido, principalmente, as caracteristicas relacionadas a castanha
(PCA e ECA).

A andlise das médias, ACP e grafico biplot permitiram uma melhor
caracterizacao dos acessos estudos. De modo complementar, para visualizar o
agrupamento entre estes por meio da similaridade genética, foram realizadas
duas andlises de agrupamento; um método de agrupamento de otimizacao
(Método de Tocher) e um hierarquico (UPGMA).



53

MT-
. 7 " DPE.___|DAPE
S ATTa « BGCA28| . =CPE —_
7 = DBPE «PPE
. o
L " .'
S AMPL J° |
L : "
DG
« 3 4LCA
. i
BGCA34m . - i
5 s =e aycA -
BGCA45 ™ . R BaCA2S"
. 2 & dBGca2* bt
I "
- .
R
LIN . I
BGCAZ9m L | FeE Lt
. .n L]
. = 'l1
’, .
-‘ ’.“! oL
NRIN Vst -
PORSEZ— =o' \&*"8Gca31 PCA — —+——FRIL
CINy s va ss s wwies a0 jecyespspe gt SRR
BGCA37m eteasc)
*BGCA30m [t
BGCA32*
BGCA33s 11 %
BGCA36m
BGCA27 m u BGCA48
*BocA2z = |
R ECA
BGCA26. * « BGCA22*
: 1
i
o | |

\-:—f)*ii ssT” Ssyat

Figura 6 - Representacao grafica biplot da dispersdo dos acessos analisados, entre os trés
primeiros componentes principais para as variaveis morfoagrondmicas avaliadas
em 18 acessos de Anacardium ssp., provenientes dos BAG do Cajui da Embrapa
Meio-Norte, Teresina-Pl e da UEP, municipio de Parnaiba-PI. CIN: comprimento
da inflorescéncia; LIN: largura maxima da inflorescéncia; NRIN: ndmero total de
ramifica¢gBes da inflorescéncia; CPE: comprimento do pedunculo; DPE: diametro
do pedunculo; DBPE: diametro da base do pedunculo; DAPE: diametro do apice
do pedunculo; PPE: peso do pedunculo; CCA: comprimento da castanha; LCA:
largura da castanha; ECA: espessura da castanha; PCA: peso da castanha;
AMPL: altura maxima da planta; DMC: diametro médio da copa sentidos: N-S e W-

E; brix: Sélidos Soluveis Totais - SST; pH: potencial hidrogenibnico; ATT: Acidez
Total Titulavel. * acessos coletados no municipio de Ilha Grande

3.3.3 Andlise da diversidade genética
A distancia Euclidiana média entre todos os pares de acessos foi de

1,42. Por meio da analise das estimativas de distancias p6de-se observar que
existe grande dissimilaridade genética dentro da mesma regido geografica e
gque acessos provenientes de localidades diferentes podem ser bastante
similares. Como comprovado pelas distancias Euclidiana maxima e minima

entre os acessos: a distancia Euclidiana minima foi 0,42, entre 0os acessos
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BGCA30, coletado no municipio de Ilha Grande, e BGCA35, proveniente do
municipio de Parnaiba; a distancia maxima estimada foi 3,23 entre 0s acessos
BGCA48 e BGCA32, ambos procedentes do municipio de Parnaiba.

O acesso BGCA48 foi o mais divergente, apresentando as maiores
distancias entre todos os pares de acessos, confirmando a maior dispersao
apresentada pelo grafico Biplot.

Por meio dos caracteres para divergéncia de acordo com Singh (1981),
verificou-se que das 18 variaveis analisadas, quatro contribuiram com 92,32%
para a divergéncia genética entre os acessos, sendo elas: a relacdo SST/ATT
(54,50%); peso do pedunculo (36,79%) e duas relacionadas a inflorescéncia:
comprimento da inflorescéncia (4,36%) e largura maxima da inflorescéncia
(2,67%) (Tabela 4).

Tabela 4 - Contribuicéo relativa dos caracteres para divergéncia genética entre acessos de
Anacardium spp., com base nos descritores morfolégicos e quimicos, por meio do
método de SINGH (1981)

VARIAVEL S.j (%)
Comprimento da inflorescéncia 16465,58 4,36
Largura maxima da inflorescéncia 10060,07 2,67
Numero total de ramificagdes da inflorescéncia 523,13 0,14
Comprimento do pedunculo 441,85 0,12
Diametro do pedunculo 198,70 0,05
Didametro da base do pedunculo 175,37 0,05
Diametro do apice do pedunculo 251,66 0,07
Peso do pedunculo 138867,04 36,79
Comprimento da castanha 71,04 0,02
Largura da castanha 39,69 0,01
Espessura da castanha 20,33 0,01
Peso da castanha 707,26 0,19
Altura maxima da planta 676,17 0,18
Diametro médio da copa sentidos: N-S e W-E 1414,94 0,37
pH 143,75 0,04
Sdlidos Soluveis Totais 1611,17 0,43
Acidez Total Titulavel 66,94 0,02
SST/ATT 205686,48 54,50

3.3.4 Andlises de agrupamento

O algoritmo de otimizacdo de Tocher permitiu o agrupamento dos
acessos em dois grupos considerando os 18 caracteres analisados, com
distancia intergrupos de 2,88. O grupo | reuniu quase todos 0s acessos, com

uma distancia intragrupo de 1,24. Excetuando-se o BGCA48, que se
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diferenciou dos demais formando um agrupamento unico (Tabela 5), o que ja
era previsto, pois este acesso apresentou caracteristicas fenotipicas bem
proximas ao caju comum.

Observou-se elevada heterogeneidade entre 0s acessos pertencentes
ao grupo |, o que é resultado da grande divergéncia apresentada pelo acesso
BGCA48 em relacédo aos demais, observada pelo grafico de dispersao biplot, e
distancia Euclidiana média par a par. Neste método de agrupamento, a
formagdo dos grupos é direcionada pela maior distancia entre as menores
distancias par a par (maior entre 0s minimos), como 0 acesso BGCA48 foi
muito divergente e apresentou a maior distancia entre os minimos (2,3823),
este valor é usado como medida intergrupo. Neste caso, por ser um valor alto,
pode ocorrer que acessos diferentes geneticamente sejam agrupados no

mesmo grupo.

Por este motivo, de modo complementar, foi realizado o reagrupamento
dos acessos do grupo |, por meio de uma segunda analise de agrupamento
empregando o método de Tocher. O novo valor para a maior distancia entre os
minimos foi de 1,506, bem menor que no agrupamento anterior, possibilitando

a diminuicdo na heterogeneidade dos acessos intragrupo.

De acordo com este agrupamento, houve a discriminacdo de cinco

grupos, onde o grupo Ig reuniu o maior nimero de representantes (61%) das

duas localidades geograficas analisadas. No entanto, a formacdo de novos
grupos, confirmou que a elevada divergéncia apresentada pelo acesso
BGCA48, mascarava a variabilidade apresentada pelos demais acessos. O

grupo lp também foi constituido por individuos pertencentes as duas

localidades, sendo formado por trés acessos. Os grupos Ig, Id e le foram
formados por apenas um acesso cada (Tabela 5).
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Tabela 5 — Agrupamento dos 18 acessos de Anacardium ssp., procedentes pertencentes ao
Banco Ativo de Germoplasma do Cajui da Embrapa Meio Norte, municipio de
Teresina-Pl e da UEP, municipio de Parnaiba-PlI, obtido a partir do método de
otimizacao de Tocher por meio das variaveis morfoagronémicas e quimicas

avaliadas
D D
GRUPO ACESSOS . )
intragrupo intergrupo
BGCA22, BGCA23, BGCA24, BGCA25,
| BGCA26, BGCA27, BGCA28, BGCA29,
(IG + PHB) BGCA30, BGCA31, BGCA32, BGCA33, 1,24 Dyl = 2,88
BGCA34, BGCA35 BGCA36, BGCA37,
BGCA45
BGCA23, BGCA26, BGCA27, BGCA30, Dia,Ib = 2,02
la Dla,lc = 1,99
BGCA31, BGCA32, BGCA33, BGCA34, 1,27
(IG +PHB) BGCA35, BGCA36, BGCA37 Dla.ld = 1,54
D|a,|e = 1,72
b Dlb.lc =181
(IG + PHB) BGCA24, BGCA25, BGCA28 1,15 Dip.1d = 1,83
le,le =1,94
lc BGCA45 ~ Dic.1d = 1,52
(IG) Dicle =221
Id
(PHB) BGCA29 _ Did,le = 1,89
le
(1G) BGCA22 B
[ BGCA48

_ . Nao existem distancia intragrupo, pois 0 grupo é constituido por apenas um acesso.
© = 2,3823, valor adotado como critério global de agrupamento. © = 1,506, valor adotado
como critério local de agrupamento entre os acessos do grupo |.

A analise de agrupamento pelo método UPGMA para 18 acessos de
cajui, por meio das 14 variaveis morfoldégicas e quatro quimicas, esta
representada na Figura 7.
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Figura 7 — Dendrograma resultante da analise multivariada de 18 acessos de Anacardium
ssp. com base em descritores morfoldgicos e quimicos, pelo método de
agrupamento UPGMA. Ponto de corte, tendo por base a média das distancias
genéticas
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Ao estabelecer o ponto de corte no dendrograma, tendo por base a
média das distancias genéticas, € possivel observar a formagdo de quatro
grupos, identificados a seguir: grupo | que pode ser considerado um grupo
isolado em relacdo aos demais, é formado pelo acesso BGCA48, o mais
divergente e que caracteriza-se principalmente por apresentar elevados valores
de ECA e PCA; o grupo Il formado pela maioria dos acessos, foi também o que
apresentou o par de acessos mais similar: BGCA24 com BGC25; o grupo Ill é
formado por somente um acesso, que caracteriza-se por apresentar elevados
valores das variaveis relacionadas a pedunculo; o grupo IV é formado por
acessos que apresentam pedunculos de baixa acidez e alto teor de docgura.

O padrdo de agrupamento estabelecido pelo método UPGMA
apresentou concordancia com a projecado Biplot, sendo a discriminacdo dos
grupos explicada pela dispersao dos acessos no grafico. A interpretacdo destas
analises demonstraram elevada diversidade genética apresentada pelos

acessos em estudo.
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3.4 DISCUSSAO

Caracteres fisicos e quimicos sdo de extrema importancia nas acfes de
manejo, pos-colheita e aceitacdo dos frutos e seus derivados pelo mercado
consumidor (CHITARRA, 2001). Deste modo, a caracterizacdo dos acessos de
bancos de germoplasma a partir de caracteres morfolégicos e quimicos de
interesse agronémico torna-se indispensavel.

Ao estabelecer uma comparacdo com individuos provenientes de
populacfes nativas de cajui da vegetacao litoranea piauiense (RUFINO, 2004),
pode-se observar que 0s acessos apresentaram grande variabilidade para
caracteres relacionados ao pedunculo e castanha, indicando que o BAG da
Embrapa Meio-Norte apresenta grande representatividade da diversidade
genética de cajuis do litoral do Piaui.

Em relacdo aos caracteres quimicos, os acessos apresentam elevado
potencial de aproveitamento. De acordo com a classificacdo de HOFFMANN
(2001), os acessos de cajui sdo, em sua maioria, muito acidos com excegao
dos acessos BGCA22, BGCA26, que sédo classificados como acidos, e o
BGCAA48, como pouco acido.

Tendo por base os padrbes de referéncia estabelecidos pelo MAPA,
para o processamento da polpa de caju, para a ATT minima e pH méaximo
(BRASIL, 2000), quase todos os acessos atendem a estes padrdes, as
excecgOes foram: BGCA22, BGCA26 e BGCA48. Em relacdo ao valor minimo
de SST medidos em °Brix (BRASIL, 2000), todos os acessos se enquadram
nos critérios estabelecidos. Dentre os acessos com melhor potencial de
aproveitamento destacam-se: BGCA48; BGCA22; BGCA26; BGCA27 e
BGCA36, com valores de SST/ATT iguais a 80,50; 74,00; 66,67; 37,50; e
34,00, respectivamente.

E importante ressaltar que alguns acessos mesmo apresentando baixos
valores da relacdo SST/ATT podem ser aproveitados, pois frutos com alta
acidez sdo bastante apreciados, especialmente em questdo a seguranca
alimentar.

Pode-se observar que houve uma ampla variacdo apresentada pelos
descritores analisados, indicando uma elevada divergéncia entre oS acessos,

gue foi avaliada por meio das analises multivariadas.
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Na realizagédo das andlises discriminantes, os acessos foram alocados a
priori em dois grupos distintos com base no local de coleta, sendo
considerados neste estudo como duas populacdes diferentes, uma constituida
pelos acessos coletados no municipio de Parnaiba e a outra pelos acessos
procedentes de Ilha Grande.

A partir da ACP, pbdde-se estabelecer quais variaveis mais contribuem
para cada componente principal, sendo que as varidveis de maior peso no CP1
foram as relacionadas a castanha e pedunculo; no CP2 aos atributos quimicos
e, no CP3 as relacionadas a inflorescéncia.

Ao estabelecer um paralelo entre a ACP e a contribuicdo relativa dos
caracteres para divergéncia genética pelo método de Singh (1981), pode-se
inferir que as varidveis CIN e LIN apresentam grande importancia na
diferenciacdo genética dos acessos analisados. Estudos da biologia floral de
Anacardium sdo determinantes para a classificacdo das espécies do género
(BARROS, 1988), podendo destacar o comprimento da inflorescéncia como um
carater importante na diferenciacdo das variedades estudadas (Sousa et al.,
2007). Deste modo, pode-se apontar que as variaveis relacionadas a
inflorescéncia sao fundamentais na compreenséao da diversidade de

Anacardium.

Os dados gerados por este trabalho, também demonstram existir ampla
diversidade genética dos acessos analisados, como pode ser constatada ao
observar as andlises de agrupamento. Estes resultados sdo confirmados pela
analise do grafico Biplot, que demonstra grande dispersdo dos acessos dentro
e entre 0s grupos, mesmo para a populacdo de Illha Grande, que é constituida
apenas por cinco representantes, com muitos acessos encontram-se mais
préximos dos representantes do outro grupo do que dos acessos provenientes
da sua regiao geografica.

Este comportamento foi bastante nitido quando se observou o acesso
BGCAZ25, coletado no municipio de Parnaiba, entretanto, o mesmo esta mais
proximo dos individuos procedentes de Ilha Grande.

Por esta razdo um aspecto importante a ser considerado é a associagcao
entre a dispersdo dos acessos analisada pelo grafico Biplot e os métodos de
agrupamento. A partir destas analises, observa-se a formacdo de um grande

grupo, composto pela maioria dos acessos e com representantes dos dois
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municipios de coleta. No entanto, alguns acessos projetaram-se para fora
deste grupo principal. Admite-se, entdo, que 0s acessos sao agrupados por
compartilharem caracteristicas morfolégicas comuns. Entretanto, algumas
variaveis apresentam maior peso na discriminagdo de determinados acessos
em particular, propiciando a estes apresentarem caracteristicas fenotipicas
préprias, sendo entdo mais divergentes em relacdo aos demais.

O acesso BGCA28, pelo método de Tocher, formou um grupo
homogéneo com os acessos BGCA24 e BGCA25. No entanto, uma analise
mais detalhada pelo método UPGMA permite determinar que 0S acessos
BGCA24 e BGCA25 formam um subgrupo mais proximo entre si quando
comparados ao acesso BGCA28. O que pode ser explicado pelo gréafico Biplot,
ja que o acesso BGCA28 assemelha-se a estes com relacéo as caracteristicas
guimicas. No entanto, as variaveis relacionadas a pedunculo possibilitam uma
maior diferenciacdo do acesso BGCA28.

Um possivel cenario na explicagdo destes dados pode ser a agéo
humana a partir da introducéo de cajuis de diferentes localidades, uma vez que
grande parte dos acessos foi coletada em propriedades rurais.

O acesso BGCA29 apresenta a maior distancia Euclidiana média com o
acesso BGCAA48, entretanto ambos foram coletados no mesmo local, Fazenda
Bom Jesus, municipio de Parnaiba, a andlise do grafico de dispersédo Biplot
confirma esta distancia entre os acessos. Tendo por base as variaveis mais
importantes na explicacado dos resultados apresentados pelo acesso BGCA48,
pode ter ocorrido selecdo para caracteres de importancia econémica, em
especial a producéo de castanha e aproveitamento do pedunculo.

As variacOes fenotipicas em caju podem ser resultantes das diferentes
origens geogréficas, adaptacdo ao ambiente local e selegcdo humana, com este
ultimo tendo forte influéncia na dispersédo do fruto (CHIPOJOLA et al., 2009).
Em alguns casos a maior variabilidade apresentada pode estar mais associada
a manipulacdo pelo homem do que em funcdo da localizacdo geografica
(BARROS, 1991).

Alguns outros fatores, e possivelmente a associagao entre eles, também
podem ser apontados para explicar a organizagdo da diversidade genética
entre os acessos de cajui. O pedunculo carnoso e suculento é bastante atrativo

para pequenos animais que podem dispersar este pseudofruto, juntamente
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com o fruto, a longas distancias, com principal agente dispersor morcegos
frugivoros (MITCHELL; MORI, 1987); os principais agentes dispersores do
polen sdo as abelhas (FREITAS; PAXTON, 1998), permitindo deste modo, a
intensa dispersdo de podlen e fruto entre as populacdes de Parnaiba e llha

Grande.

O acesso BGCA48 apresenta caracteristicas intermediarias entre o cajui
e 0 caju comum, sendo caracterizado pela populacdo como um grupo distinto,
denominado cajud (EMBRAPA MEIO-NORTE, 2002), além disto,
sobreposicdes em medidas foliar demonstram que cajui e caju da vegetacao
litordnea piauiense sdo bastante semelhantes em relacdo a morfometria foliar
(VIEIRA; MAYO; ANDARDE, 2014), uma hip6tese que surge em funcéo destas
observacgfes seria a possibilidade que este acesso seja um hibrido entre cajui
e A. occidentale. Os indicios de fracas barreiras reprodutivas entre as espécies
do género (MITCHELL; MORI, 1987), reforcam esta hipdtese.

O estabelecimento de bancos de germoplasma é uma das estratégias na
conservacao de recursos genéticos, o emprego de técnicas multivariadas é
imprescindivel na manutencéo, gerenciamento e discriminagdo da diversidade
genética presente nestes bancos. Os métodos de agrupamento séo de extrema
importancia na determinagcdo de grupo de acessos similares e divergentes nos
bancos de germoplasma, em combinacdo com analises que discriminam essa
diversidade com base em variaveis de interesse econémico, como gréafico de

dispersdo gerados a partir de ACP, € possivel selecionar acessos para

potenciais cruzamentos.

O acesso BGCA48 apresenta a maior dispersdo grafica em relacao a
todos os acessos, sendo as variaveis relacionadas ao tamanho do fruto
(castanha + pedunculo), principalmente a ECA e PCA, as que mais contribuem
para esta diferenciagdo. Essa maior divergéncia é confirmada pelas analises de
agrupamento pelo método UPGMA e de otimizacdo de Tocher por meio das
quais 0 acesso BGCA48 formou um grupo isolado. Sendo também o que
compbs as combinacbes mais divergentes para todos os pares de acesso
comparados pela distancia Euclidiana média. Indicando ser este acesso um
excelente candidato como genitor em programas de melhoramento.

Embora o acesso BGCA48 apresente caracteristicas favoraveis em
relagédo a selecéo para castanha e pedunculo e elevado valor da relacdo
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SST/ATT, bastante apreciado tanto pela industrial como para 0 consumo in
natura, os valores para pH e ATT néo estédo dentro dos padrdes indicados pelo
MAPA. Deste modo, combinacdes podem ser estabelecidas, no intuito de se
obter um material que seja considerado de qualidade superior, como no
cruzamento com o gendtipo BGCA36, agregando caracteristicas de interesse
em relacdo a qualidade do pedunculo, em termos de acidez e docgura, e
tamanho do fruto (castanha + pedunculo).

Outras indicacbes de possiveis cruzamentos também podem ser
estabelecidas em termos de qualidade do peddnculo, como no cruzamento do
acesso BGCA28 em combinagéo com o acesso BGCA27.

As analises realizadas quantificaram e discriminaram a dimensédo da
diversidade genética dos acessos de cajui. De modo geral, os acessos
analisados apresentam grande variabilidade genética e um elevado potencial
para aproveitamento comercial. Alguns acessos exibem caracteristicas
favoraveis tanto ao aproveitamento in natura, que é de extrema importancia,
tendo em vista o valor desta planta para as comunidades locais, como para o
processamento de seus derivados pela industria. Cajuis que ndo apresentam
gualidades adequadas ao mercado de mesa, possuem qualidades que
permitem o seu aproveitamento pela industria processadora. A caracterizacao
do BAG do cajui da Embrapa Meio Norte e a informacdo de grupos e
subgrupos de acessos podem ser usados em futuros programas de
melhoramento com excelentes candidatos para combinacdo de cruzamentos
ou mesmo na obtencdo de hibridos interespecificos com outras espécies do
género, a exemplo dos cruzamentos entre A. occidentale x A. microcarpum
(CRISOSTOMO et al., 2002).
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3.5 CONCLUSOES

Os acessos do BAG do Cajui da Embrapa Meio-Norte apresentam
elevada diversidade genética tanto para caracteres morfolégicos quanto para
as variaveis quimicas, exibindo potencial para o mercado de mesa,
processamento de seus derivados e alguns para duplo aproveitamento.

A elevada divergéncia genética e 0 modo como esta se organiza €
provavelmente resultado da atuacdo de alguns fatores, como a grande
diversidade de agentes dispersores, possiveis hibridos interespecificos e em
decorréncia da acado humana.

O acesso BGCA48 apresenta-se como um provavel intermediario entre
caju e cajui, sendo o mais divergente em combinacdo com todos os demais
acessos.

Algumas combinacdes de cruzamentos podem ser indicadas com o
objetivo de se obter individuos superiores em termos de qualidade de
pedunculo, tanto para o aproveitamento in natura, quanto pela industria. Entre
0S mais promissores, destacam-se as combinacdes entre os acessos BGCA48
com BGCA36, e BGCA28 com BGCA27.
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4 Diversidade genética em cajui (anacardium spp.) por meio de
marcadores moleculares ISSR

RESUMO

O cajuizeiro é uma planta nativa da vegetacdo litorAnea piauiense e
caracteriza-se por apresentar fruto e pseudofruto pequenos. Nesta regido, o
cajui possui grande importancia como fonte alimenticia e na geracéo de renda.
Considerando a falta de informacgdes genéticas moleculares e de estudos da
estrutura populacional de cajuis provenientes desta regido, este trabalho teve
por objetivo, avaliar a diversidade e estrutura populacional de 25 acessos de
cajui pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do Cajui da Embrapa
Meio-Norte, distribuidos em duas populacdes, tendo por base o local de coleta.
Para tanto, foram usados nove primers ISSR, que amplificaram um total de 104
locos, apresentando 91,3% de polimorfismo. Os acessos possuem elevada
diversidade genética, demonstrada pelos altos valores dos indices de
diversidade. Os agrupamentos obtidos pelo método UPGMA, demonstraram
uma mistura entre os individuos de diferentes populacdes. A analise de
variancia molecular (AMOVA) indicou que toda a variabilidade genética

existente encontra-se dentro das populacdes. O baixo valor de Ggt (0,0366) e

elevado valor de Ny (13,145), sustentam os resultados da AMOVA, indicando

pouca diferenciacdo genética entre as populacdes, com a diversidade genética
podendo ser compreendida como resultado do elevado fluxo génico. As
analises realizadas no programa Structure, por meio da abordagem bayesiana,
corroboram com os demais resultados, comprovando que existe uma mistura
entre 0S acessos e que as populacdes definidas a priori, ndo constituem os
verdadeiros grupos biologicos. No entanto, o valor do K mais provavel,
demonstra que a distribuicdo da diversidade genética dos acessos de cajui
esta organizada em dois grupos distintos, indicando que outros fatores, como
por exemplo, a selecdo realizada pelo homem; e a possibilidade de individuos
hibridos interespecificos, podem estar atuando na diferenciagdo dos grupos
bioldgicos.

Palavras-chave: banco de germoplasma, estrutura populacional, vegetagao
litoranea
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Genetic diversity in cashew (Anacardiumspp.) by ISSR molecular markers

ABSTRACT

The cashew tree is a native plant of the coastal vegetation of Piaui and is
characterized by having small fruit and pseudofruit. In this region, the cashew
has great importance as a food source and income generation. Considering the
lack of molecular genetic information and studies of the population structure of
cashews from the coastal region of Piaui, this study aimed to assess the
diversity and population structure of 25 cashew accesses from the cashew
Active Germplasm Bank of Embrapa Meio-Norte, which are divided into two
populations based on their collection site. For that, it were used nine ISSR
primers, which amplified a total of 104 loci, with 91.3% of polymorphism. The
high levels of genetic diversity identified in the accesses were demonstrated by
the high values of the diversity indices. In addition, the groups obtained by the
UPGMA method showed a cross between individuals of different populations.
The analysis of the molecular variance (AMOVA) indicated that all existing
genetic variation is found within populations. The low value of Gst (0.0366) and
high value Nm (13.145) support the results of AMOVA, indicate there is little
genetic differentiation among the populations, and presume that the genetic
diversity can be understood as a result of high gene flow. The analysis
conducted in the Structure program, through the Bayesian approach,
corroborate other results and prove that there is a mix of access, as well as that
the populations, previously defined, are not the true biological groups. However,
the most probable value of K shows that the distribution of the cashew genetic
diversity accesses are organized into two distinct groups, which indicates that
other factors such as the selection made by man and the possibility of having
interspecific hybrid individuals may be acting in the differentiation of these

biological groups.

Keywords: germplasm bank, population structure, coastal vegetation
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4.1 INTRODUCAO

O género Anacardium compreende cerca de dez espécies, todas
ocorrentes em territorio brasileiro, sendo este o principal centro de diversidade
(MICHELL; MORRI, 1987). Algumas espécies recebem uma terminologia
especifica baseada na morfologia do fruto e pseudofruto, sendo classificadas
como cajui as plantas do género Anacardium cujo peso da castanha né&o
ultrapassa 3,33 g (CARBAJAL; SILVA JUNIOR, 2003).

O cajuizeiro € uma planta nativa bastante apreciada pelas comunidades
rurais do litoral piauiense, sendo uma das principais fontes de renda, alimento e
de fundamental importancia ambiental. A planta é caracteristica da vegetacdo
litoranea e umas das principais fixadoras de dunas. O pedunculo e a améndoa,
obtida a partir da castanha, fazem parte da culinéria local. O pedunculo nutritivo
e suculento pode ser consumido in natura ou processado na forma de doces,
sucos, bebidas, temperos, além de poder ser usado na complementacdo
alimentar, principalmente como fonte de minerais (céalcio, ferro e fésforo) e
vitamina C. A castanha é usada na alimentacdo ou comercializada em feiras e
mercados locais. (CRESPO; SOUZA, 2014; RUFINO, 2004; RUFINO et al.,
2008).

Todo o produto proveniente do cajuizeiro € fruto do extrativismo, que
muitas vezes é realizado de forma inconsequente pelas comunidades locais.
Apesar de esfor¢cos na conscientizacdo das populacdes locais e incentivos ao
agroextrativismo a perda da variabilidade genética decorrente das acdes
humanas representa um risco consideravel.

Deste modo, a conservacdo da variabilidade genética de cajui
procedentes da vegetacédo litordnea piauiense é muito importante, e pode ser
realizada por meio da conservacao ex situ em bancos de germoplasma. No
entanto, para que as a¢cfes de manejo de germoplasma em espécies frutiferas
sejam eficientes é necesséria a caracteriza¢do, quantificacdo e discriminacao
da variabilidade genética presente, bem como o estabelecimento das relagbes

inter e intrapopulacionais.

A deteccdo de variabilidade genética diretamente do DNA, permitida
pelo uso de marcadores moleculares tem possibilitado muitos avancos na
pesquisa cientifica, especialmente em estudos de diversidade genética. Entre

os marcadores moleculares baseados em PCR, destaca-se o0 ISSR por
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apresentar elevada porcentagem de polimorfismo, baixo custo e eficiente
diferenciacdo entre individuos n&do tdo proximos (GUPTA et al., 1994;
BORNET; BRANCHARD, 2001; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002).

A avaliacdo da diversidade genética de cajui provenientes do estado do
Piaui tem sido realizada com base apenas em dados morfologicos e fisico-
qguimicos, trabalhos com marcadores moleculares ainda ndo tinham sido
realizados até o presente estudo.

Deste modo, o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacéo
molecular e estabelecer as relacdes genéticas entre 25 acessos de cajui do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Meio Norte.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Material Vegetal

Este estudo foi realizado a partir de 25 acessos de cajui mantidos pelo
Banco Ativo de Germoplama do Cajui da Embrapa Meio-Norte, coletados nos
municipios de llha Grande e Parnaiba, estado do Piaui. Os acessos estédo
implantados em dois campos experimentais: no campo experimental na sede
da Embrapa Meio-Norte, localizado no municipio de Teresina-Pl; e o segundo,
no campo experimental da Embrapa Meio-Norte/lUEP no municipio de
Parnaiba-PI.

Tendo por base a localizacdo geogréfica os acessos foram a priori
divididos em duas populac¢des. Populacdo | compreendendo todos 0s acessos
coletados no municipio de Ilha Grande, e Populacgéo Il os acessos do municipio
de Parnaiba. Neste estudo, as duas populacdes acima pré-definidas seréo
empregadas nas andlises e posterior discussdo dos indices de diversidade
genética, estrutura e diferenciacédo genética populacional.

Todos os acessos do BAG do Cajui analisados neste estudo foram
propagados vegetativamente via enxertia. Portanto, apresentam a mesma
constituicdo genética das plantas dos quais foram coletadas, possibilitando
realizar inferéncias sobre estrutura e diferenciacdo das populagcbes em sua
localizacédo geografica.

Também foram usados no presente estudo, seis acessos cedidos pela
Embrapa Agroindustria Tropical, pertencentes ao BAG do Caju, localizado no
municipio de Pacajus, estado do Ceara; e um acesso coletado no municipio de
Luzilandia, estado do Piaui, pertencente ao BAG do Cajui da Embrapa Meio-
Norte. Os sete acessos acima descritos, foram adicionados, exclusivamente,
nas analises preliminares (estimativas de similaridade genética e porcentagem
de polimorfismo) e de agrupamento pelo método UPGMA, para fins
comparativos.

Informacgdes referentes a cada acesso sao fornecidas na Tabela 6.

4.2.2 Extragdo do DNA
O DNA foi coletado de folhas jovens, durante a fase ativa de crescimento
das plantas. O material ap0s ter sido coletado foi identificado, envolto em papel

toalha, colocado em sacos plésticos vedados e acondicionado em isopor com
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gelo em gel e transportados ao laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
Meio Norte no municipio de Teresina. As amostras provenientes do BAG de
Teresina foram imediatamente submetidas a extracdo logo apds a coleta. As
amostras provenientes do BAG de Parnaiba e Pacajus foram transportadas em
gelo em gel do local de coleta ao Laboratério de Biologia Molecular da
Emprapa Meio Norte e mantidas em freezer a temperatura de -20°C até a etapa
de extracdo do DNA. A extracdo do DNA gendmico de todos 0s acessos em
estudo foi realizada com o kit DNeasy Plant (QIAGEM,2006) seguindo

recomendacdes do fabricante.
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Tabela 6 — Lista dos acessos de Anacardium pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma
do Cajui da Embrapa Meio Norte e ao Banco Ativo de Germoplasma do Caju
pertencente a Embrapa Agroinddstria Tropical, Pacajus-CE; usados na analise de
diversidade genética baseada em marcadores moleculares ISSR.

GENOTIPO

BGCA 22
BGCA 23
BGCA 24
BGCA 25
BGCA 26
BGCA 27
BGCA 28
BGCA 29
BGCA 30
BGCA 31
BGCA 32
BGCA 33
BGCA 34
BGCA 35
BGCA 36
BGCA 37
BGCA 39
BGCA 40
BGCA 41
BGCA 42
BGCA 43
BGCA 44
BGCA 45
BGCA 48

BGCA 49

BGCA 46*

A. humile*

A. microcarpum*
A. othonianum*
CCP-06*
CCP-76*

A. giganteum *

ESPECIE

Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.
Anacardium sp.

Anacardium sp.

Anacardium sp.

A. humile
A. microcarpum
A. othonianum
A. occidentale
A. occidentale

A. giganteum

Povoado Labino
Povoado Baixao
Povoado Cal
Pedra do Sal
Pedra do Sal
Pedra do Sal
Fazenda Bom Jesus
Fazenda Bom Jesus
Povoado Labino
Embrapa/UEP
Embrapa/UEP
Fazenda Bom Jesus
Pedra do Sal
Fazenda Bom Jesus
Embrapa/UEP
Embrapa/UEP
Povoado Labino
Pedra do Sal
Pedra do Sal
Fazenda Bom Jesus
Povoado Labino
Povoado Labino
Povoado Labino
Fazenda Bom Jesus

Fazenda Bom Jesus

Luzilandia

- LOCAL DE COLETA MUNICIPIO

Ilha Grande
llha Grande
llha Grande
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
llha grande
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Ilha Grande
Parnaiba
Parnaiba
Parnaiba
Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha Grande
Parnaiba
Parnaiba

Luzilandi
a

INSTITUICAO

Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte/UEP
Embrapa Meio-Norte
Embrapa Meio-Norte
Embrapa Meio-Norte
Embrapa Meio-Norte
Embrapa Meio-Norte
Embrapa Meio-Norte
Embrapa Meio-Norte
Embrapa Meio-Norte

Embrapa Meio-Norte

Embrapa Meio-Norte
Embrapa Agroindustria
Tropical
Embrapa Agroindustria
Tropical
Embrapa Agroindustria
Tropical
Embrapa Agroindistria
Tropical
Embrapa Agroindistria
Tropical
Embrapa Agroindistria
Tropical

* : acessos adicionadas as analises das estimativas de similaridade genética, porcentagem de
polimorfismo, e de agrupamento pelo método UPGMA
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4.2.3 Quantificagéo e qualidade do DNA

A guantificacdo do DNA gendmico foi realizada por meio de eletroforese
em gel de agarose a uma concentracdo de 0,8%, a reacédo foi preparada com
tampdo TBE 0,5x (Tris-Borato-EDTA) e corado com GelRed-Biotium® a 1x,
DNA-A diluido na concentracédo de 100 ng/uL foi usado para fins comparativos.

As amostras de DNA também foram quantificadas em espectrofotdmetro

NanoDrop®-2000, sendo a concentracdo calculada em pg.mL_ . O DNA foi
diluido para solucao de trabalho, em concentragdo de 7ng/ul.

4.2.4 Selegao de primers e reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Testes preliminares de amplificacdo foram realizados com 32 primers de
15-18 nucleotideos de comprimento desenvolvidos pela University of British
Columbia (UBC), Vancouver, Canada. Destes, nove foram selecionados com
base no melhor padréo de amplificacdo em relacdo ao polimorfismo, qualidade
e resolucdo das bandas. Em seguida, esses primers foram submetidos a testes
para determinacdo da melhor temperatura de anelamento (Tabela 7).
Adicionalmente foram realizados testes para demonstrar a reprodutibilidade
dos marcadores ISSR. Para tanto, foram realizadas amplificagcdes com o primer
UBC 808 usando dois termocicladores diferentes e com o primer UBC 886
usando Taq DNA polimerase de duas marcas diferentes.

Multiplas condi¢cdes de amplificacdo foram testadas, entre elas: diversas
concentracdes de DNA gendmico e primers. Também foram testadas diferentes

concentragdes de reagentes, bem como diferentes ciclos de amplificagdo. As
concentracfes usadas na reacdao final de 10 pL foram de: tampé&o 1,0x [20 mM

Tris HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT,; 50% (v/v) glicerol], MgCl2 a 2,0
mM, 0,8 mM de dNTP (dATP,dCTP, dGTP e dTTP), 0,8 uM do primer, 1 U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 1 uL de DNA gendmico (7 ng/ul).

As reacdes de amplificacdo envolvendo repetidos ciclos de
desnaturacdo, anelamento e extensdo foram realizadas em termociclador
(eppendorf) com capacidade para 96 amostras adotando 0s seguintes
parametros: uma desnaturacao inicial a 94°C por 1,5 minutos; seguida de 40
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40 segundos, anelamento a temperatura
dependente do primer (Tabela 7) por 45 segundos, extensdo a 72°C por 2

minutos; uma etapa de extensao final a 72°C por 7 minutos.
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Tabela 7 - Caracteristicas dos primers de marcadores ISSR avaliados na amplificacdo de
DNA gendmico de germoplasma de cajui (Anacardium ssp.)

Primers Tm Ta (testaqlas) Ta Sequéncia G+C
UBC (°C) CAJUI (otimiz) 5' 3 (%)
808 48,8 49; 50; 51; 54 54° C AGA GAG AGA GAG 52,94

AGA GC

825 51,4 50; 52; 54; 56 56°C  ACA CAC ACACACACA 46,67
836 48,9 50; 52; 54; 56 52°C AGA GAG AGA GAG 50,00

AGA GYA
841 48,5 50; 51, 52 51°C GAG AGA GAG AGA 55,55
GAG AYC
845 48,1 48;50; 51 50°C CTCTCT CTCTCT CTC 55,55
TRG
855 53,1 50; 54, 56; 58 56°C  ACA CAC ACACACACA 50,00
CYT
856 52,8 54;55; 57 55°C  ACA CAC ACACACACA 50,00
CYA
886 48,4 49; 50; 51; 52 52°C VDV CTC TCT CTC TCT 58,82
CT
889 50,1 50;51; 52 52°C DBD ACA CAC ACA 58,82
CACAC

Ta = Temperatura de anelamento
Y=C/T; R=A/G; B=C/G/T; D=A/GIT; H=A/C/T; V=A/C/G; N=A/G/CIT

4.2.5 Resolucgbes e visualiza¢des dos fragmentos amplificados

Os produtos das amplificacbes foram separados por eletroforese
horizontal, usando gel de agarose a 1,5% em tampé&o de corrida TBE (Tris-
Borato-EDTA) 0,5X, em voltagem constante de 110 V por 240 minutos, e
corados com GelRed-Biotium® a 1x. Em todos os géis foram aplicados dois
marcadores de peso molecular conhecido para fins de comparagéo, na primeira
canaleta de cada gel foi aplicado 5uL do marcador 1 Kb (Invitrogen) e na ultima
canaleta foi aplicado 5ul do (Ladder) 50 pb (Invitrogen). Em seguida os géis
foram visualizados em transluminador UV e fotodocumentados, através do

recurso de captura de imagens para uma posterior analise dos dados.

4.2.6 Analise dos dados

As bandas geradas pela amplificacdo do DNA gendmico de cada acesso
foram usadas como dados a serem interpretados neste estudo. As bandas,
amplificadas pelo mesmo primer que ocuparam a mesma posi¢cao no gel foram
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consideradas como sendo pertencentes ao mesmo locos génico. Seguindo
este mesmo principio, bandas geradas pelo mesmo primer, mas que ocupam
posicoes diferentes séo consideradas pertencentes a diferentes locos génicos.

Cada banda foi designada como uma Unica caracteristica, sendo 0s
fragmentos amplificados codificados em dados binarios, onde “1” significa

presenca do marcador e “0” a auséncia do marcador.

4.2.6.1 Analises preliminares e descritivas

A matriz de dados binarios foi usada na constru¢cdo de uma matriz de
similaridade por meio do coeficiente de similaridade de Dice-Sorensen,
calculada pelo programa PAST v.1.34 (HAMMER et al,, 2001), conforme

descrito pela expressao I:

S = 2a

1 (2a+b+c)

onde:
a: ocorréncia de bandas nos individuos i e j;
b: ocorréncia de banda no individuo i e auséncia no j;

c: auséncia de banda no individuo i e ocorréncia no j.

A partir da matriz binaria de dados foi calculada a porcentagem de
polimorfismo de cada primer, obtida pela razdo entre o nimero de bandas

polimorficas e o numero total de bandas, como exemplificado na expressao |II.

n° total de LP * Il
P = n°total de lo cos analisados x 100

*: locos polimorficos

Neste estudo foram considerados locos polimorficos aquele
cuja frequéncia do alelo mais comum € menor que 95% (COLE, 2003).
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4.2.6.2 Analise das rela¢cBes genéticas

A partir da matriz de similaridade dos 32 acessos de Anacardium
listados na Tabela 6 foi realizada uma analise de agrupamento hierarquica pelo
método UPGMA para ilustrar a relagdo genética entre os acessos, esta anélise
foi realizada no programa PAST v.1,34 (HAMMER et al., 2001). Para avaliar a
consisténcia entre a matriz de similaridade e o dendrograma gerado foi
calculado o coeficiente de correlacdo cofenética (r). Esse coeficiente avalia o
grau de ajuste do agrupamento, onde valores de r menores que 0,8 (80%)
indicam inadequacdo do método de agrupamento. A estabilidade dos
agrupamentos foi realizada a partir da analise de bootstrap, com 1000

permutacoes.

4.2.6.3 Analise de diversidade genética

Dos 32 acessos de Anacardium descritos na Tabela 6, 25 foram usados
na analise dos estimadores de diversidade genética. Destes, oito coletados no
municipio de Ilha Grande e 17 no municipio de Parnaiba.

Marcadores dominantes apresentam a desvantagem de ndo distinguirem
os locos em heterozigose dos homozigotos dominantes. Portanto, as analises
realizadas ndo envolvem o Equilibrio de Hardy—Weinberg (HWE), para que
problemas comuns a dados dominantes pudessem ser evitados (CULLEY;
WOLFE 2001; LYNCH; MILLIGAN; 1994).

Os parametros de diversidade genética avaliados no programa
POPGENE v, 1,31 (YEH; BOYLE 1999) foram: Taxa de polimorfismo e indice
de Shannon (I), este obtido pela expresséo lil.

I=— 2 pi(log 2 pi) !

onde:
pj: € a proporc¢éo de individuos que possuem a banda no

mesmo lécus log2pj: é o logaritmo de pj com base 2,

indice de Shannon-Weaver (I) (SHANNON e WEAVER 1949) é
adequado na andlise de diversidade de dados dominantes, visto que nado
assume a ocorréncia do HWE.
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Também foram analisadas a hererozigosidade meédia, a partir da
abordagem bayesiana proposta por Zhivotovsky (1999), obtida com o programa
AFLP-SURYV v, 1,0 (VEKEMANS, 2002) e a diversidade genética de Nei (h)
considerando a expansdo de Taylor (LYNCH; MILLIGAN, 1994) a partir do
programa TFPGA (MILLER, 1997).

4.2.6.4 Analise da estrutura e diferenciacdo genética

As estimativas de diferenciacdo genética por meio da distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro das populacdes foram obtidas no
programa ARLEQUIM 3.1 através da Analise de Variancia Molecular — AMOVA
(EXCOFFIER et al, 2007). Para tanto, foram usadas as duas populacdes
descritas na analise de diversidade, item 4.2.7.3, a partir das quais foi

determinado o ®gt (estimador analogo ao Fgt de WRIGT, 1965). A andlise de
variancia molecular foi conduzida com dois niveis hierarquicos: entre individuos
dentro de populagdes e entre populagdes.

Adicionalmente foram calculadas as estimativas de fluxo génico

fornecido pelo nimero de migrantes por geracdo (Nm) e de Ggt, estimador
analogo ao Fgt de WRIGHT (1978), usado em analises de diferenciagéo

genética, Valores de Ggt entre os intervalos de 0,00 a 0,05; 0,05 a 0,15; 0,15 a

0,25 e maior que 0,25 indicam pequena, moderada, alta e elevada
diferenciacdo genética, respectivamente. Estas analises estatisticas foram
realizadas pelo programa POPGENE v, 1,31 (YEH et al, 1999)

Para verificar a estrutura populacional da espécie em estudo sem
hierarquizacdo a priori foi usado o programa Structure 2.3.4 (PRITCHARD,
STEPHENS; DONNELLY, 2000). Este software emprega o método bayesiano
de agrupamento, juntamente com o algoritmo Cadeia de Markov-MonteCarlo
(MCMC). Cinco corridas independentes com 500.000 simula¢cées em MCMC e
20.000 geragdes “burn-in” foram usados para cada valor de K, sendo usado o
modelo com mistura (admixture model).

A determinacao do K mais provavel em relacdo aos propostos foi realizada
por meio dos valores de AK, proposto por Evanno et al. (2005), através do
website Structure Harvester v. 0.6.9.

Em seguida, a opcdo USEPOPINFO do programa Structure (FALUSH;
STEPHENS; PRITCHARD, 2007) foi utilizada para testar os possiveis
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individuos migrantes entre locais de amostragem ao utilizar estatisticas
bayesianas para avaliar se todos os individuos da amostra sao imigrantes para
suas supostas populacdes, ou tem antepassados imigrantes recentes. O item
GENSBACK foi estabelecido para o valor = 3 e a fungcdo MIGRPRIOR para o
valor = 0,05. Assim ao usar a informacdo da populacdo prévia para 0s
individuos, o programa testa se cada individuo tem um ancestral imigrante nas
Ultimas trés geracdes (valor de G), garantindo uma probabilidade de 95% de
gue os individuos pertencem a populagéo informada antes de haver mistura.

Foram realizadas 500.000 simulacbes em MCMC e 20.000 geracdes “burn-in”.
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4.3 RESULTADOS

Nove primers selecionados foram empregados nas andlises de
diversidade, agrupamento e estrutura populacional. As caracteristicas de cada
primer de marcadores ISSR formam apresentadas no item 3.2.4 (Tabela 7)
deste trabalho.

Um total de 104 bandas (locos) foram amplificadas, sendo 95
polimoérficas, resultando em um percentual de polimorfismo de 91,3 %. Nos
primers analisados, observou-se uma variacdo de 6 a 17 no nimero de bandas
amplificadas, com uma média de 11,55 bandas por primer. Seis primers (825,
841, 845, 855, 856, 889) produziram todos os locos polimérficos (Tabela 8).
Como exemplo, o perfil de amplificacdo obtido a partir do primer UBC 845 é
apresentado na Figura 8.

A Figura 9 demonstra a reprodutibilidade dos primers UBC 808 e UBC
886.

Tabela 8 - Locos amplificados e quantidade de polimorfismo gerados  por 9 primers de
marcadores ISSR.

Primers Sequéncia Total de .LO(,:O.S % de polimorfismo
locos polimorficos
808 (AG)gC 11 8 72,7
825 (AC)7A 7 7 100
836 (AG)gYA 17 14 82,3
841 (GA)gYC 15 15 100
845 (CT)gRG 11 11 100
855 (AC)8YT 12 12 100
856 (AC)gYA 14 14 100
886 VDV(CT)7 11 8 72,7
889 DBD(AC)7 6 6 100
Total 104 95 91,3

Y=C/T; R=A/G; B=C/G/T; D=A/GIT; V=AICIG.
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Figura 8 - Perfil de amplificagdo do primer UBC 845 em gel de agarose a 1,5% de 17
genétipos de Anacardium. M: marcador de peso molecular conhecido (1Kb plus,

Invitrogen), 1-6: Acessos de llha Grande; 7-14: Acessos de Parnaiba, 15 —
Anacardium microcarpum, 16 — CCP-76, 17 — Anacardium humile, B: controle

negativo.
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Figura 9 — Perfil de amplificagéo de diferentes reagdes usando o mesmo primers UBC 808 e
UBC 886. A: primer 808: | — BGCA41; Il — BGCA43; Ill — CCP76; IV — A.
microcarpum. B: primer 886: | — BGCA23; Il — BGCA24; Il — BGCA25; IV —

BGCAZ26.
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4.3.1 Diversidade genética

Ao analisarmos as populacdes isoladamente, observou-se que a
populacédo de Parnaiba apresentou maior polimorfismo (90,38%) em relacdo a
populacdo de llha Grande (72,12%), considerando todos os individuos
conjuntamente, o polimorfismo foi de 93,27%. Este resultado é apoiado pelos
estimadores de diversidade genética, pelos quais se pdde constatar que 0s
indices de diversidade de Shannon (I) e de Nei (h) foram maiores na populacao
de Parnaiba com valores de 0,416; 0,365 respectivamente comparados a
populacdo de Ilha Grande, cujos valores para estes indices foram de 0,371 e
0,289 (Tabela 9). Ao nivel de todos os individuos, constatou-se que o valor do
indice de diversidade de Shannon (I) foi semelhante ao apresentado pela
populacdo de Parnaiba (0,416), portanto, mais alto que o exibido pela
populacdo de llha Grande (0,371). No entanto, o valor de heterozigozidade
média (H) calculado a partir dos enfoques bayesianos foi similar para as duas
populacbes, apresentando valor de 0,309 para a populacdo de Parnaiba e
0,314 para a populagéo de Ilha Grande.

Tabela 9 - Estimadores de diversidade genética de acessos de cajui, usando 104 locos ISSR.

Numero de  Porcentagem indice de , . .
. . Diversidade Heterozigosi-
locos de locos diversidade » o
L o Genéticade  dade média
polimorficos  polimérficos de Nei (h) (H)
(%) Shannon
(1)
llha
75 72,12 0,371 0,289 0,314
Grande
Parnaiba 94 90,38 0,416 0,365 0,309
Todos os 97 93,27 0,418
acessos

4.3.2 Analises das relagdes genéticas

Para fins comparativos, além dos 25 acessos coletados nos municipios
de Parnaiba e llha Grande, pertencentes ao BAG do Cajui de Embrapa Meio
Norte, outros sete acessos foram incorporados a analise de agrupamento, um

proveniente do municipio de Luzilandia-PlI, e seis acessos fornecidos pela
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Embrapa Agroindustria Tropical, pertencentes ao Banco de Germoplasma do
Cajueiro, sendo dois clones comerciais de caju ando precoce e quatro espécies
de Anacardium dispersas em territorio brasileiro.

A partir dos 104 locos amplificados pelos nove primers ISSR, foram
estimadas as similaridades genéticas entre os 32 acessos de cajui, calculadas
por meio do coeficiente de similaridade de Dice-Sorensen, que variou de
0,2647 a 0,9176, com média de 0,5629. Com base na matriz de similaridade
genética foi gerado um dendrograma empregando o método de agrupamento
UPGMA (Figura 10). O coeficiente de correlacdo cofenética apresentou um
valor elevado (r = 0,8591), indicando um bom ajuste entre o dendrograma
gerado e a matriz de similaridade original, o que permite realizar inferéncias
pela analise visual.

De acordo com o dendrograma (Figura 10), observou-se a separagao
dos acessos em trés grupos distintos, utilizando como ponto de corte a
mudanca brusca no padrdo de agrupamento que pudesse ser sustentada por
elevados valores de bootstrap.

Pode-se perceber a formacgéao de um grande grupo (grupo 1), que reuniu
mais de 96% dos acessos do BAG do cajui junto com os clones CCP-06 e
CCP-76, e as espécies A. giganteum, A. othonianum, A.microcarpum. Neste
agrupamento, pode-se perceber que ha uma mistura entre os individuos de
diferentes locais de coleta. Observa-se também, que o0 acesso BGCA48 e a
espécie A. microcarpum sdo os mais distintos dentro desse grupo, podendo
constituir dois subgrupos distintos.

Os grupos Il e lll foram constituidos apenas por um acesso cada,
indicando alta divergéncia destes. O grupo lll foi 0 mais isolado em relagdo aos

demais, indicando que o acesso BGCA36 € o mais diferenciado.
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BGCA37
A.othonianum
BGCA43
BGCA49
BGCA44
BGCA46
CCP-06
A.giganteum
CCP-76
BGCA31
BGCA32
BGCA24
BGCA29
BGCA34
BGCA23
BGCA22
BGCA41
BGCA45
BGCA39
BGCA25
BGCA26
BGCAS3
BGCA28
BGCA30
BGCA40
BGCA42
BGCA27
BGCA35
BGCA48

A.microcarpum

A.humile

BGCA36

Figura 10 - Dendrograma (UPGMA) obtido a partir do coeficiente de similaridade de Dice-
Sorensen de 32 acessos de Anacardium spp. provenientes dos municipios de llha
Grande, Parnaiba e Luzilandia, estado do Piaui e municipio de Pacajus, estado do
Ceara. Usando como ponto de corte a mudanca brusca no padrao de agrupamento

que pudesse ser sustentada por elevados valores de bootstrap.
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4.3.3 Estrutura e diferenciagao populacional

As andlises de estrutura e diferenciacdo populacional foram realizadas
com os 25 acessos coletados nos municipios de Parnaiba e llha Grande.
Tendo por base o local de coleta, os acessos foram separados em duas
populacdes.

A AMOVA revelou que 100% da variancia foi encontrada dentro das
populacdes (Tabela 10), ou seja, toda a variabilidade genética observada nos

acessos de cajui é devido as diferencas individuais entre os acessos de cada
populacdo e ndo ha diferenciacdo genética entre as populacfes. O valor do

indice de fixacdo (®gt) foi zero, sendo um indicativo de que ndo existe

diferenciacdo genética nas populacbes definidas a priori. Esse resultado
confirma o apresentado pela analise agrupamento UPGMA (Figura 11), onde
0s acessos nao foram agrupados por localidades.

Tabela 10 — Analise de Variancia Molecular (AMOVA) obtida para duas populagdes de cajui
do litoral piauiense, usando 104 locos de marcadores ISSR.

Fontes de GL Componentes  Variacéo (%) Dst P
Variacao da Variancia
Entre
populacoes 1 0,00000 0,00 0,00000 0,00000
Dentro de
~ 23 0,50000 100,00 - e
Populacdes
_ Total 24 0,50000 100 - -
: Testes de significancia ap6s 1000 permutagfes; GL: grau de liberdade; @ :indice de
fixacao.

O valor de Ggt (0,0366) indicou pouca diferenciacdo genética entre as
populacbes de cajui previamente definidas, sugerindo altas taxas de
cruzamento, o que € apoiado pelo elevado valor de fluxo génico, representado

pelo nimero de migrantes por geragédo Nm (13,145).

As analises realizadas no programa Structure por meio da abordagem
Bayesiana, que agrupa os individuos com base na constituicdo genética sem
informagdo a priori de populagbes, sugeriram que 0s acessos estudados
dividem-se em dois grupos geneticamente distintos, pois este foi o valor de AK

mais provavel (Figura 11).
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Figura 11 - Representagéo grafica do AK calculado de acordo com o proposto por
Evanno et al. (2005). O maior valor de AK corresponde ao K mais provavel.

O teste de atribuicdo para K=2, onde a probabilidade de um individuo
pertencer ao cluster (grupo) 1 é representada pela cor vermelha e ao cluster 2
pela cor verde, demonstrou que o grupo representado pela cor vermelha foi
constituido pelos acessos provenientes da populacdo de llha Grande e da
populacéo de Parnaiba. Da mesma forma, o grupo representado pela cor verde
reuniu acessos provenientes das duas populacdes. O gréfico também indica a
mistura de genomas, com todos 0s acessos, em menor ou maior proporcao,
apresentam duas cores. Como demonstrado, principalmente, pelo acesso
BGCA37 que possui 58,7% de probabilidade do seu genoma esta associado ao
grupo vermelho e 41,3% ao grupo verde, sugerindo existir troca de alelos entre
esses dois grupos (Figura 12).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Acessos de Ilha Grande Acessos de Parnaiba

Figura 12 - Representagéo grafica do teste de atribuicio de acessos de cajui provenientes da
vegetacao litoranea piauiense agrupados por regides geograficas com valores de
K=2.
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Uma analise complementar foi realizada com a finalidade de identificar a
evidencia de migrantes entre os grupos. Na representacdo gréfica desta
analise, os pontos representam 0s acessos, identificado a populacdo a qual
pertence pelo padréo diferente de cores. Os vértices do triangulo representam
0s grupos (clusters), quanto mais proximo do vértice estiver um acesso, maior
serd a sua proximidade genética com o respectivo grupo. Em contrapartida,
guando estes pontos sdo encontrados préximos a outros grupos indicam que
este € um imigrante ou descendente de imigrantes recentes. Pela analise da
Figura 13, observou-se em ambos os vértices uma sobreposicdo das duas
populacdes analisadas, o que demonstrou que muitos acessos sao imigrantes,

ou tem antepassados imigrantes recentes.

All others

@& :acessos de llha Grande
:acessos de Parnaiba

Cluster 1 Cluster 2

Figura 13 - Representagéo esquematica do teste de agrupamento pelo software Structure
usando a fungdo USEPOPINFO; MIGRPRIOR = 0,05 e GENSBACK = 3

O cluster 1 foi constituido por 51,2 % dos individuos provenientes de llha
Grande e 24,5 % dos individuos de Parnaiba. O cluster 2 foi formado por 48,8

% dos individuos de Ilha Grande e 75,4 % dos individuos de Parnaiba.
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4.4 DISCUSSAO

O uso de marcadores moleculares ISSR tem mostrado resultados
bastante satisfatorios na caracterizagdo de germoplasma, sendo mais
eficientes na deteccdo de polimorfismo quando comparado a outros
marcadores moleculares dominantes, como por exemplo, ao RAPD
(THIMMAPPAIAH et al., 2009).

Os marcadores ISSR mostraram-se eficientes na caracterizacdo e
discriminacéo da diversidade genética dos acessos analisados. No total de 104
bandas foram geradas a partir de nove iniciadores ISSR, representando um
percentual de polimorfismo de 91,3%. Este elevado polimorfismo foi
semelhante ao descrito em estudos com Anacardium por meio de marcadores
ISSR, mesmo quando avaliado um maior numero de individuos (PESSONI,
2007; THIMMAPPAIAH et al., 2009), demonstrando que o BAG do Cajui da
Embrapa Meio Norte, mesmo sendo constituido por poucos acessos, apresenta

elevada diversidade genética.

As estimativas de diversidade genética corroboraram com o elevado
polimorfismo apresentado pelos iniciadores testados. Para cada locos, o indice

de diversidade genética de Nei assume valores entre 0 e 0,5, enquanto que

I
para o indice de Shannon (I) (por meio da expressdo S 1=e ), o maior valor

assumido pode ser 2, ao aplicar a expressao tem-se S | = 1,52. Deste modo, 0s

valores expressos por estes dois indices demonstrando alta diversidade
genética em nivel de todos os individuos.

Observou-se que o nivel de diversidade apontado por estes dois indices
difere entre as duas populacbes, com a populacdo de Ilha Grande
apresentando a menor diversidade e também o menor polimorfismo, entretanto
estas estimativas tiveram forte influencia do tamanho amostral, podendo néo
representar a verdadeira diversidade genética existente, visto que a populacao
de Ilha Grande é composta apenas por oito acessos e a de Parnaiba por 17, o
gue é comprovado ao estimar a heterozigozidade média por meio a abordagem
bayesiana proposta por Zhivotovsky (1999), por meio da qual se observou que
a diversidade genética apresentada pelas duas populacdes é semelhante.

O coeficiente de similaridade de Dice-Sorensen apresentou uma
variacdo de 65,29%, confirmando existir grande variabilidade genética entre os

acessos pertencentes ao Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte.
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Este nivel de diversidade genética apresentado pelos acessos pode
estar diretamente relacionada ao sistema de reproducdo do género
Anacardium, predominantemente alégama (BARROS, 1991), com polinizacéo
realizada principalmente por abelhas (FREITAS; PAXTON, 1998).

Os agrupamentos formados pelo método de UPGMA demonstram
claramente que alguns acessos estdo mais proximos daqueles coletados em
outras localidades geogréficas, do que dos procedentes do seu mesmo local de
coleta. Uma relacdo importante a ser destacada é a estabelecida entre as
espécies de Anacardium e 0s acessos de cajui, observando-se uma mistura
em relacdo ndo somente as localidades amostradas, mas também com as
diferentes espécies do género, com excecao da A. humille que constitui um
grupo diferenciado. Dentro do grande grupo formado, observa-se que a espécie
A. microcarpum apesar de ser apontada por alguns autores como a provavel
espécie de cajui do territério piauiense apresentou certa distancia com o0s
acessos analisados, constituindo um subgrupo diferenciado.

As espécies A. occidentale e A. microcarpum sao apontadas como as
mais representativas do litoral piauiense (ANDRADE et al., 2012). A.
microcarpum ainda é considerada a segunda mais abundante do género nas
regibes de cerrado dos estados do Piaui e Maranhdo (BARROS; PAIVA;
CAVALCANTI, 1999). Entretanto a insuficiéncia de estudos de caracterizacao
botanica para as plantas de cajui do litoral piauiense, a proximidade genética
entre cajui proveniente da mesorregido sudoeste piauiense com as espécies A.
othonianum e A. occidentale (PESSONI, 2007) e os resultados apresentados
por este estudo indicam a possibilidade de outras espécies do género serem
ocorrentes na regido. Necessitando, por isso, de estudos taxonémicos, a fim de
classificar a verdadeira espécie ou espécies de Anacardium ocorrente no litoral

do Piaui.

Estes dados demonstram que o0s acessos apresentam elevada
diversidade genética, sendo necesséria a avaliacdo de como essa diversidade
esta estruturada. As duas populacdes sdo proximas geograficamente, distam
apenas 8 Km. Deste modo, espera-se que exista pouca ou nenhuma
diferenciacdo entre as duas populacbes amostradas, o que pbdde ser

confirmado pelas analises de estrutura e diferenciacédo genética populacional.
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A estrutura genética das populacdes analisadas, inferida a partir da

estimativa de Ggt, mostra que as populagdes sdo bastante semelhantes, nao

existindo diferenciacdo entre elas. Isso € reforcado pelos resultados
apresentados pela analise de agrupamento, que demonstra uma mistura entre
0S acessos, e pela AMOVA, evidenciando que toda a variabilidade genética
observada esta dentro das populacdes, gerando indicios de intenso fluxo

génico entre as duas populagdes, o que foi confirmado pelo alto valor de Nm.

Os elevados indices de fluxo génico associado aos baixos valores de Ggt

indicam a intensa troca genética entre as duas populagbes, o0 que
provavelmente é possivel em funcdo da grande variedade de agentes
dispersores de polen e fruto.

A castanha (fruto) esta associada ao pedunculo carnoso e suculento,
gue permite que esta flutue e seja dispersada pelos rios, além de ser um
atrativo para pequenos animais, principalmente morcegos frugivoros que
possuem a capacidade de dispersar o fruto a longas distancias. Das 13
espécies de morcegos descritas como ocorrentes na regiao litoranea piauiense,
guatro apresentam dieta frugivora, entre elas, as espécies Artibeus lituratus e
Carollia perspicillata (ROCHA; PORTELLA, 2012). Estas duas espécies
caracterizam-se pelo elevado numero de &reas de alimentacgéo visitadas e
percorrerem grandes distancias de forrageio por noite, podendo chegar até 8
Km para A. lituratus e 13 Km para C. perspicillata (GALINDO-GONZALEZ,
1998). O homem também atua como agente dispersor em Anacardium
(MITCHELL; MORI, 1987). Esse elevado potencial de disperséo dos frutos
associado as altas porcentagens de germinacao apresentadas pelo cajui
(CORREA et al., 2002), proporcionam que esta disperséo se efetive em fluxo
génico.

Além da disperséao do fruto, a dispersédo do pélen tem grande influéncia
no fluxo génico entre as populacbes. O principal agente polinizador em
Anacardium s&o as abelhas, especialmente a Apis mellifera L. As abelhas
meliferas, além de apresentarem comportamento forrageio adequado a
polinizagdo de Anacardium, (FREITAS; PAXTON, 1998; FREITAS; PAXTON;
HOLANDA-NETO, 2002), podem percorrer grandes distancias, em busca de
alimentos florais desejaveis (HAGLE et al., 2011). A época de floracdo e

frutificacdo do cajuizeiro coincide com a estacao seca (RUFINO, 2004), onde
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h& pouca disponibilidade de recursos. Este cenario € favoravel para que possa
estar ocorrendo fluxo génico entre as populacdes de cajui mediada pelo pdolen
carregado pelas A. mellifera presentes na regido.

As analises de estrutura e diferenciacdo populacional (AMOVA, Ggt)

exigem a definicdo a priori das populacdes. Considerando a ndo associacao
entre 0s agrupamentos formados e o local de coleta dos acessos, essa
definicdo prévia de populagbes pode ndo representar 0s agrupamentos
biolégicos originarios, deste modo uma andlise sem hierarquizacao a priori foi
realizada no programa Structure.

A analise bayesiana obtida pelo Structure apresentou resultados em
concordancia com o mostrado pelas analises do método UPGMA, AMOVA, e

Ggt demonstrando que as localidades estudadas ndo podem ser consideraras

como duas populacdes distintas. No entanto, é certo que ha diferenciacdo dos
acessos em dois grupos geneticamente distintos, apontando a existéncia de
individuos que potencialmente possam ser hibridos ou migrantes. O padrédo de
cores indicando que alguns acessos ndo podem ser agrupados completamente
em apenas um dos dois grupos € um indicativo de troca de alelos entre eles e,
consequentemente, o0s dois grupos genéticos formados ndo estdo
desvinculados entre si.

Alguns fatores, ou mesmo a associacdo entre eles, podem ser
apontados para explicar a mistura entre as duas popula¢gées. Um deles seria a
evidéncia de mistura de genomas a partir de imigrantes ou descendentes de
imigrantes recentes entre as duas populacfes. As semelhancas genéticas
entre os acessos das diferentes populacdes fica evidente ao observar o teste
de migrantes. Alguns acessos da populacdo de llha Grande encontra-se
préximo ao vértice do triangulo correspondente ao grupo 1 junto com alguns
acessos da populacdo de Parnaiba, ocorrendo sobreposicdo entre alguns
deles. De modo semelhante, acessos provenientes das duas populacbes
agrupam-se ao veértice do triangulo que corresponde ao grupo 2, com um
acesso deslocando-se em dire¢do ao grupo 1. Esses agrupamentos justificam
a baixa diferenciacdo genética entre estas duas localidades apontada pelas
demais estatisticas.

E importante ressaltar, que é conhecido apenas o local de coleta e n&o a
origem geografica dos acessos. O cajui possui um fruto bastante atrativo e um
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pedunculo carnoso e suculento de grande interesse para a populacdo local
(RUFINO et al., 2008), como alguns acessos foram coletados em propriedades
rurais, o homem pode ter atuado como agente de selecdo (THIMMAPPAIAH et
al., 2009) visando caracteres de interesse agrondmico. Portanto, esta mistura
entre populacbes pode estar diretamente associada a acdo humana
promovendo o intercambio entre germoplasma de diferentes locais ou mesmo a
introducdo de cajuis geneticamente semelhantes nas duas populacdes
analisadas.

Além disso, as fortes evidéncias de hibridos interespecificos em
condi¢cdes naturais (MITCHELL; MORI, 1987), e o sucesso de cruzamentos
interespecificos artificiais, com a finalidade de obter gendtipos superiores
(CRISOSTOMO, et al., 2002), produzindo individuos intermediarios entre A.
occidentale e outras espécies do género, indicam a existéncia de fracas
barreiras reprodutivas e a viabilidade de cruzamentos naturais dentro do
género. Populacfes naturais de cajui da regido litoranea piauiense apresentam
morfometria foliar bastante semelhante as populacées de A. occidentale desta
regido, um elevado grau de sobreposi¢cdo ndao permite diferenciar estes dois
grupos em relacdo a esta caracteristica (VIEIRA; MAYO; ANDRADE, 2014),
permitindo considerar a hipotese de existirem hibridos naturais entre A.
occidentale e cajui na regido litoranea piauiense, constituindo uma importante

evidéncia na explicacdo da organizacdo da diversidade genética.
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4.5 CONCLUSOES

Os marcadores ISSR foram eficientes na caracterizacdo, avaliacdo da
diversidade, e relacbes genéticas dos acessos de cajui pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) do Cajui da Embrapa Meio Norte.

O BAG do Cajui da Embrapa Meio Norte apresenta elevada diversidade
genética.

As similaridades genéticas, expressas pelo padrdo de agrupamento,
indicam certa distancia entre os acessos de cajui coletados no litoral piauiense
e a espécie A. microcarpum, levantando questionamentos em relacdo a
hipétese da provavel espécie de Anacardium ocorrente nesta regido.

As duas localidades amostradas nao continuem populacdes
diferenciadas. No entanto, de acordo com as analises bayesianas, a
diversidade genética apresentada pelos acessos organiza-se em dois grupos
geneticamente distintos. O que pode ser resultado da atuacdo de alguns
fatores, ou mais provavelmente da associagéo entre eles. Como por exemplo, a
ocorréncia de imigrantes ou descendentes de imigrantes recentes, bem como
da acdo humana na manipulacdo de germoplasma de cajui e possivel

ocorréncia de hibridos interespecificos.
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Média dos descritores relacionados morfolégicos e quimicos, avaliados como variaveis continuas em 18 acessos do BAG do Cajui da

ANEXO A- Embrapa Meio Norte.
ACESSO CIN LIN NRIN CPE DPE DBPE DAPE PPE CCA LCA ECA PCA AMPL DMC pH SST ATT SST/ATT
BGCA22 17,10 945 750 3,00 2,76 1,89 2,78 19,20 2,08 1,67 1,14 3,32 440 588 4,29 1480 0,2 74,00
BGCA23 1590 1390 840 186 2,07 1,65 2,04 7,69 166 136 090 2,00 5,10 6,30 3,22 1990 0,9 22,11
BGCA24 13,20 15,60 9,20 3,12 3,57 2,76 360 2930 220 192 1,11 393 6,70 9,70 293 1420 1,01 14,06
BGCA25 12,50 13,70 6,80 4,17 285 2,17 3,15 26,31 226 1,76 091 3,43 6,70 9,70 2,82 13,40 1,18 11,36
BGCA26 23,60 17,45 930 206 201 154 2,05 9,75 1,78 1,40 106 2,61 5,50 7,35 4,00 18,00 0,27 66,67
BGCA27 32,95 2560 930 225 305 292 220 1664 19 161 105 294 350 470 342 1500 04 37,50
BGCAZ28 13,70 1830 7,30 4,76 4,01 3,05 392 5238 221 174 094 343 7,20 12,05 2,75 10,20 1,0 10,20
BGCA29 32,15 26,25 10,40 2,13 2,80 2,28 2,74 1380 212 164 101 301 840 10,75 3,69 1340 05 26,80
BGCA30 1580 27,10 950 2,33 288 217 2,68 1554 208 152 084 269 310 570 324 1300 0,6 21,67
BGCA31 16,30 16,15 860 202 231 151 218 1002 169 137 089 206 710 865 311 1400 0,7 20,00
BGCA32 18,70 16,25 890 1,77 2,17 1,87 1,91 7,89 154 127 080 161 450 790 3,08 1400 1,0 14,00
BGCAS3 2470 21,15 7,60 251 245 1,78 236 11,73 199 164 1,02 293 530 6,30 3,14 17,00 1,0 17,00
BGCA34 28,15 25,80 10,60 2,26 297 240 265 16,22 190 151 1,09 294 4,70 550 2,35 12,00 21 571
BGCAS35 14,60 20,70 9,10 2,67 3,09 2,38 288 19,78 2,15 165 0,87 294 4,00 565 3,24 1320 0,6 22,00
BGCA36 25,75 22,25 11,00 249 261 1,87 230 11,78 159 130 0,69 163 5770 8,40 3,35 17,00 05 34,00
BGCA37 22,30 27,00 10,50 251 230 1,71 221 10,38 1,89 158 0,84 221 4,20 510 2,88 13,60 0,8 17,00
BGCA45 34,80 28,90 11,10 4,39 3,36 2,20 351 2524 254 202 1,14 3,09 5,70 6,80 3,20 1390 1,3 10,69
BGCA48 14,80 15,15 8,00 6,23 536 4,70 562 9605 3,70 28 191 861 330 510 542 16,10 0,2 80,50
MEDIA 20,94 20,04 9,06 292 292 227 282 2220 207 166 101 3,08 528 7,31 3,34 1459 0,78 28,07
Desvio 734 573 131 120 0,81 0,76 091 2130 048 036 0,26 152 1,49 215 0,69 229 0,47 22,61







