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RESUMO

GOMES, M. F. C. Diversidade e estrutura genética em populacbes de
Anacardium spp. do Parque Nacional de Sete Cidades (PI) por meio de
marcadores ISSR. 42p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento),
UFPI, Teresina, 2017.

O cajui (Anacardium spp.) € um fruto nativo do cerrado que apresenta potencial para
comercializacdo. Entretanto, a exploracao da-se exclusivamente pelo extrativismo,
onde ndo ha estratégias de conservacao, o que pode levar a perda de variabilidade
genética. Uma vez que o conhecimento da diversidade genética é essencial aos
programas de melhoramento e conservagédo, o0 objetivo do presente estudo foi
avaliar a diversidade e estrutura genética de 56 acessos de 03 populacdes de cajui
do Parque Nacional de Sete Cidades (PNSC-PI, Brasil) e 02 acessos de caju (grupo
externo) por meio de 11 primers ISSR, visando a incorporagdo dos acessos mais
divergentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte. Obteve-se
um total de 112 locos, dos quais 93 foram polimorficos. A similaridade entre os
acessos foi estimada por meio do coeficiente de Dice-Soresen que variou de 0,60 a
0,94. Os acessos apresentam uma moderada variabilidade genética, demonstrada
pelos indices de diversidade. A diversidade genética de Nei e o indice de Shannon
variaram, respectivamente, de 0,2227 a 0,2691 e de 0,3322 a 0,4026. A AMOVA
indicou que 96.17% da variabilidade genética encontra-se dentro das populacdes, o
que representa pouca diferenciacdo entre as mesmas (®st- 0,03828). A analise
Bayesiana indicou a existéncia de quatro grupos genéticos vinculados entre si.
Portanto, os trés pontos amostrados ndo constituem subpopulacdes devido ao
elevado fluxo génico (Nm = 6,7) intensificado pela biologia floral de Anacardium,
assim como por polinizadores e pequenos animais, dispersores da semente. Os
acessos C-22 e C-26 foram os mais divergentes e, portanto, os recomendados a
incorporacdo ao BAG da Embrapa Meio-Norte. Os resultados obtidos nesse estudo
sdo Uteis a pesquisas futuras voltadas a conservacdo da variabilidade genética

desses materiais.

Palavras-chave: Cajui, conservacdo dos recursos genéticos, frutos nativos do
cerrado, variabilidade genética



ABSTRACT

GOMES, M. F. C. Genetic diversity and structure in populations of cajui
(Anacardium spp.) from the Parque Nacional de Sete Cidades (Pl) by ISSR
markers. 42p. Dissertation (Master of Genetics and Breeding), UFPI, Teresina,
2017.

The cajui (Anacardium spp.) is a native fruit of the savanna and possess potential for
commercialization. However, exploitation occurs exclusively through extractivism,
where there are no conservation strategies, which can lead to loss of genetic
variability. The knowledge about genetic diversity is necessary to conservation and
breeding programs. Thus, this study aimed to evaluate the genetic diversity and
structure of 56 cajui accessions from three natural populations of the Parque
Nacional de Sete Cidades (PNSC-PI, Brazil) and 02 cashew accessions (external
group) by 11 ISSR markers, aiming at the incorporation of the most divergent
accesses to the germplasm bank of Embrapa Meio-Norte. It was obtained 112
markers, 93 of which were polymorphic. The similarity obtained by Dice-Soresen
coefficient of individuals ranged between 0,60 and 0,94. The moderate levels of
genetic diversity identified in the accesses were demonstrated by the values of the
diversity indices. Nei's genetic diversity and Shannon index ranged from 0.2227 to
0,2691and from 0,3322 to 0,4026, respectively. The AMOVA indicated that 96.17%
of the genetic variability is within the populations, and they present low genetic
differentiation (®sr= 0,03828). The Bayesian approach indicated the existence of four
genetic groups connected. Therefore, the three collection sites are not consist in
subpopulations due to the high gene flow (Nm = 6.7) favored by the floral biology of
Anacardium, as well as by pollinators and small animals, seed dispersers.
Accessions C-22 and C-26 were the most divergent and, therefore, those
recommended for the incorporation to the germplasm bank of Embrapa Meio-Norte.
The data generated in this study will guide further research aimed conservation of
these materials.

Key words: cajui, conservation of genetic resources, savanna native fruits, genetic
variability
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1 INTRODUCAO

O cerrado brasileiro possui uma flora rica em espécies frutiferas com grande
potencial de exploragdo. As fruteiras nativas desse bioma sao tradicionalmente
utilizadas pela populagéo local, representando uma forma alternativa de geragao de
renda (GOMES et al., 2013; PEREIRA; SANTOS, 2015).

Dentre os frutos comumente utilizados do cerrado, destaca-se o cajui
(Anacardium spp.). O termo cajui € usado para descrever espécies do género
Anacardium que apresentam castanhas e pedunculos pequenos (CARBAJAL; SILVA
JUNIOR, 2003).

O aproveitamento do cajui envolve tanto a castanha (fruto), consumida
sozinha ou na composicdo de sorvetes, quanto o pedunculo (pseudofruto), que é
nutritivo e pode ser consumido in natura ou na producdo de doces, temperos e
bebidas (RUFINO et al., 2008).

Aléem disso, 0 cajui apresenta propriedades medicinais, por possuir altos
teores de compostos antioxidantes; e desempenha papel ecolégico, uma vez que é
caracterizado como vegetacao pioneira das dunas (BARBOSA-FILHO et al., 2014;
CRESPO; SOUZA, 2014).

Embora o cajui apresente potencial econémico tanto para o mercado de frutas
in natura quanto para o processamento, a exploracdo da-se exclusivamente pelo
extrativismo, 0 que pode levar a perda de variabilidade genética (GOMES et al.,
2011). Desse modo, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de estratégias
de conservacao dessas espécies.

Populacdes naturais de cajui sdo encontradas no Pargue Nacional de Sete
Cidades (PNSC), uma unidade federal de conservacdao do cerrado localizada no
estado do Piaui (COSTA et al., 2016). Apesar da importancia do PNSC, os trabalhos
realizados até o momento estdo relacionados aos aspectos vegetacionais e ha
poucos estudos sobre a diversidade e estrutura genética das populacdes dessa
regiao.

Uma etapa fundamental para promover estratégias de conservacdo dos
recursos genéticos € o conhecimento da diversidade genética. Além disso, essa é
uma informacao essencial aos programas de melhoramento genético, pois permite
selecionar acessos divergentes que podem representar cruzamentos promissores
(RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2012; SANTANA et al., 2016).
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A variacdo genética pode ser acessada por meio de marcadores moleculares,
que revelam polimorfismo ao nivel de DNA e ndo sofrem influéncia ambiental
(KUMAR et al., 2009; SANTANA et al., 2016). Marcadores dominantes, como 0S
ISSR, sdo ferramentas Uteis para analisar a diversidade genética, principalmente,
em organismos nao-modelo ou pouco estudados (VELEZ et al., 2016), como € o
caso das espécies de cajui.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade e estrutura
genética de 56 acessos de cajui de trés popula¢cbes naturais do Parque Nacional de
Sete Cidades (PI, Brasil) e 02 acessos de caju (grupo externo) por meio de
marcadores ISSR, visando a incorporacdo dos acessos mais divergentes ao Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Meio-Norte (Pl), bem como auxiliar

programas de conservagao da variabilidade genética.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Anacardium

Anacardium (L.) € o género tipo da familia Anacardiaceae e esta distribuido
naturalmente desde Honduras na América Central, até o sul do Paran& e leste do
Paraguai; e possui dois centros de diversidade: um centro localizado na Amazo6nia
Central, ilustrado pela ocorréncia de quatro espécies (Anacardium giganteum, A.
microsepalum, A. parvifolium e A. spruceanum) nas cercanias de Manaus e outro
centro localizado no Planalto Central do Brasil, onde trés espécies correlatas (A.
cobrybosum, A. humile e A. nanum) ocupam o mesmo habitat (MITCHELL; MORI.
1987).

De acordo com Mitchell e Mori (1987), os primeiros descritores das
caracteristicas gerais, Anacardium é um pequeno género de arvores, arbustos e
subarbustos nativos dos neotrépicos. As flores estao reunidas em inflorescéncia do
tipo panicula, racimo composto com forma piramidal, com flores hermafroditas

estaminadas (Figura 1a).

Figura 1 - Cajui (Anacardium spp.) (a) Inflorescéncia; (b) Fruto (castanha) e pseudofruto (pedinculo)
do Parque Nacional de Sete Cidades (PI). Fonte: GOMES (2016).
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Segundo a taxonomia classica, existem, aproximadamente, 20 espécies de
Anacardium (FERREIRA, 1973). Contudo, Mitchell e Mori (1987) reconheceram
apenas 10 espécies na revisdo taxonO6mica atual do género. Dentre as quais,
conforme Lima (1988), as espécies classificadas como cajui sdo: A. amilcarianum, A.
giganteum, A. humile, A. microcarpum, A. nanum e A. pumilum.

O cajui apresenta uma grande dispersdo na regido Nordeste do Brasil,
especialmente nas areas de cerrado. No Piaui, esta dispersédo estende-se além dos
cerrados, com populagdes naturais desta planta encontradas em zonas de transicao,
como nos tabuleiros costeiros o que constitui caracteristica da vegetacéo litoranea
(RUFINO et al., 2007).

A Unica espécie do género Anacardium cultivada comercialmente é o caju
(Anacardium occidentale L.), sendo também a de maior dispersdo (BARROS;
CRISOSTOMO, 1995). As demais espécies desse género, em particular as
classificadas como cajui, tem sua importancia econdémica restrita ao consumo local
nas zonas produtoras. Isto foi relatado por Costa et al. (2010) no estudo realizado
com duas espécies nativas da regidao Centro-Oeste do Brasil, A. othonianum e A.
humile, que apesar de serem pouco conhecidas e consumidas apresentam grande

importancia para a populagao regional.

2.2 Cajui: Importancia sécio-econémica

A regidao Meio-Norte do Brasil apresenta uma rica biodiversidade, na qual se
destacam as frutiferas nativas. Sdo espécies de plantas com potencial econémico
tanto para o mercado de frutas in natura quanto para o processamento (RUFINO, et
al., 2008). Uma dessas fruteiras € o cajuizeiro (Anacardium spp.), cujo fruto, o cajui,
€ comumente utilizado pela populacao local (Figura 1b).

No estado do Piaui, o cajui € um dos principais recursos naturais utilizados
pelas comunidades da Ilha Grande de Santa Isabel, situada nos municipios de Illha
Grande e Parnaiba; area de grande ocorréncia das espécies de cajui. De modo que
a obtencado do fruto e pseudofruto para consumo e comercializacdo é temporal e
extrativista (SOUZA; CRESPO, 2015).
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O fruto é caracterizado, pela industria processadora de castanha de caju, por
um peso médio < 3,33 g, ou seja, as castanhas passariam na peneira de 15 mm e
um quilo seria constituido por mais de 300 unidades (CARBAJAL; SILVA JUNIOR,
2003).

O cajui apresenta coloracdo entre amarela e vermelha sendo considerado
uma fonte alternativa de nutrientes. A sua polpa se constitui, em média, por 1,18
g.100 g~* de proteina, 0,63 g.100 g™* de lipidios, 6,97 g.100 g™ de carboidratos,
perfazendo energia metabolizavel total de 38,27 kcal.100 g™* (SILVA et al., 2008).

A partir da castanha obtém-se a améndoa que € muito apreciada, podendo
ser consumida sozinha ou participando como ingrediente na composi¢cao de outros
produtos, como por exemplo, na producao de sorvetes. O pedunculo, por sua vez,
possui teores consideraveis de acucares, compostos fendélicos e minerais, sendo
consumido in natura ou na producdo de doces, temperos e bebidas (RUFINO et al.,
2008).

Dado o seu teor de proteina consideravel, fibras e ferro, pode ser utilizado na
producéo de granola que € altamente nutritiva (SOUZA, SILVA, 2015). Além disso, a
polpa de cajui apresenta potencial para a fabricacdo de iogurtes, devido ao sabor e
aroma peculiares (FONSECA et al., 2014).

Embora apenas a espécie Anacardium occidentale L., seja cultivada e
comercializada, é importante ressaltar que a maioria dos pedunculos de cajui
relatados na literatura apresenta firmeza superior aos pedunculos do caju. Essa
caracteristica estd associada a uma maior resisténcia durante o manejo pos-
colheita, 0 que resulta no prolongamento da vida util e da qualidade do pseudofruto
(ALMEIDA, 2009).

Outra caracteristica importante é o conteddo de vitamina C. Dentre alguns
frutos do cerrado analisados como caigata, chicha, jatoba e macauba, o cajui
destacou-se em relacdo ao conteudo de acido ascérbico, o qual apresentou alto teor
equiparando-se ao caju (SILVA; MARTINS; DEUS, 2009; ROCHA et al. 2013).
Desse modo, o cajui apresenta potencialidades para o aproveitamento industrial.

Espécies de cajui sdo ainda utilizadas para fins medicinais. Uma vez que
possui altos conteudos de compostos fitoquimicos, como compostos fendlicos e
flavondides que funcionam como antioxidantes, infusdes de A. microcarpum podem
ser utilizadas como agentes preventivos ou terapéuticos em patologias na qual
ocorre estresse oxidativo celular (BARBOSA FILHO et al., 2014).


http://lattes.cnpq.br/4119056886162771
http://lattes.cnpq.br/6995349657652561
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Outra espécie de cajui, Anacardium humile, comparada a outras fruteiras do
cerrado (chicha, jatoba-do-cerrado e macauba), apresentou frutos com maior poder
antioxidante in vitro, tanto no extrato aquoso quanto no alcoodlico (ROCHA et al.,
2013).

Além disso, o cajuizeiro desempenha um importante papel ecolégico uma vez
qgque se encontra distribuido em regifes litoraneas, caracterizando-se como a
vegetacgdo pioneira das dunas (CRESPO; SOUZA, 2014). Entretanto, as espécies de
cajui sao suscetiveis sob o ponto de vista de exploracao dos ecossistemas, pois sao
espécies exploradas exclusivamente pelo extrativismo onde ndo ha estratégias de
conservacao (RUFINO, et al., 2008).

2.3 Marcadores moleculares aplicados ao estudo genético de plantas

Durante as ultimas décadas, varios estudos sobre genética e biotecnologia de
plantas tém sido desenvolvidos. Uma caracteristica de destaque nesses trabalhos é
0 uso crescente dos marcadores moleculares que revelam polimorfismo ao nivel de
DNA. Desta forma, os marcadores de DNA tornaram-se uma importante ferramenta
para o estudo da diversidade genética o que tem contribuido com a biotecnologia
vegetal (KUMAR et al., 2009).

Os marcadores de DNA sao fragmentos de DNA que revelam variacoes,
delecéo, insercédo e substituicdo entre diferentes gendtipos ou alelos de um gene
para uma determinada sequéncia de DNA em uma populacdo ou pool de genes
(JIANG, 2013). Estes marcadores sdo estaveis e aplicaveis em qualquer tecido
vegetal independentemente do desenvolvimento e diferenciacdo, uma vez que nao
sofrem os efeitos ambientais, pleiotropicos e epistaticos (AGARWAL,
SHRIVASTAVA; PADH, 2008).

Um marcador de DNA para ser considerado ideal deve apresentar o0s
seguintes critérios: detectar alto nivel de polimorfismo; ter distribuicdo uniforme ao
longo de todo o genoma; ser co-dominante, ou seja, ter capacidade de distinguir
heterozigotos e homozigotos; fornecer resolucdo adequada de diferencas genéticas;
ser simples, rapido e barato; requerer pouca quantidade de DNA e ndo necessitar de
conhecimento prévio do genoma de uma espécie. Entretanto, € extremamente dificil
encontrar um marcador molecular que apresenta todas estas caracteristicas

reunidas, portanto, a escolha do marcador vai depender do objetivo do estudo, das
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espécies envolvidas e dos recursos financeiros disponiveis (AGARWAL;
SHRIVASTAVA; PADH, 2008; JIANG, 2013).

Os marcadores de DNA, devido a sua estabilidade e facilidade de uso, sé@o
amplamente utilizados em estudos de diversidade genética, selecao assistida por
marcadores, mapeamento genético, DNA fingerprinting, relacdes filogenéticas,
dentre outras (PRIYONO; PUTRANTO, 2014; BUHROO; GANAI; BHAT, 2016).

Assim, representam uma ferramenta poderosa para o melhoramento de plantas.

2.4 Marcadores Moleculares ISSR

ISSR (Inter-simple sequence repeats) séo regides no genoma situadas entre
sequéncias microssatélites. A técnica consiste em amplificar essas regides, via PCR
(Polymerase Chain Reaction), usando um dnico iniciador que resultara na
amplificacdo de inumeros fragmentos de DNA. Cada fragmento obtido a partir da
mesma reacdo de PCR é considerado um loco, portanto, ISSR sdo marcadores
dominantes multilocos uUteis em estudos de variabilidade genética (NG; TAN, 2015).

Os iniciadores ISSR normalmente apresentam um comprimento entre 16 e 25
pares de bases, de modo que as repeticdes microssatélites usadas podem ser di, tri,
tetra ou pentanucleotidicas. A temperatura de anelamento varia em torno de 45 a
60°C e os iniciadores podem apresentar trés formas: os ndo ancorados, consistem
apenas de um motivo repetido; e os ancorados na ponta 5 ou na 3’, ambos
apresentam, além do motivo repetido, um ou mais nucleotideos em cada uma das
extremidades (VIJAYAN, 2005; TIWARI et al., 2015).

Entre os varios marcadores de DNA disponiveis, a metodologia de ISSR é
considerada de baixo custo. Além do que, apresenta as seguintes vantagens:
simples, rapida, reprodutivel e que revela alto polimorfismo (REDDY; SARLA;
SIDDIQ, 2002; TIWARI et al., 2015).

Os marcadores ISSR sdo mais confidveis e robustos do que os marcadores
RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), principalmente devido ao
método de deteccdo, e, possivelmente, também pelo o fato de que os iniciadores
sdo mais longos e, portanto, mais especificos. Além disso, permitem o estudo de
espécies mesmo sem o0 conhecimento prévio do genoma e, por isso, sS40 mais
rapidamente aplicados do que os marcadores SSR (Simple Sequence Repeats)
(GROVER; SHARMA, 2014).
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A aplicabilidade dos marcadores ISSR é ampla, sdo empregados em estudos
de DNA fingerprinting (ADHIKARI et al., 2014; SINGH; SENGAR, 2015) ,
desenvolvimento de marcadores microssatélites (LIEW; HO; PANG, 2015), relacdes
filogenéticas (GHORBEL et al., 2014) e constru¢do de mapas genéticos (QUEZADA
et al., 2014). Além disso, os ISSRs sdo ferramentas Uteis para analisar a diversidade
genética, principalmente, em organismos nao-modelo ou pouco estudados (VELEZ
et al., 2016), como é o caso das espécies de cajui.

Os marcadores ISSR sao aplicados a estudos de caracterizagdo da
diversidade genética das espécies do género Anacardium, uma vez que se
mostraram mais eficientes em relagdo aos marcadores RAPD e revelaram um maior
percentual de polimorfismo ao serem aplicados em um estudo que avaliou a
variabilidade genética de 25 gendtipos de caju (A. occidentale). Do mesmo modo, 0s
marcadores ISSR também se sobressairam em relacdo aos RAPDs, em outro
trabalho que avaliou 146 acessos de caju na india (SHOBHA; THIMMAPPAIAH;
JOSE, 2013; DASMOHAPATRA et al., 2014).

Portanto, uma vez que as informacdes sobre o genoma das espécies de cajui
sdo escassas, 0os marcadores ISSR sdo ferramentas apropriadas para acessar e

caracterizar a diversidade genética de Anacardium spp.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material Vegetal

Coletou-se 56 acessos de Anacardium spp. em area de Cerrado no Parque
Nacional de Sete Cidades, localizado entre os municipios de Brasileira e Piracuruca
(P), Regido Nordeste do Brasil (Figura 2). Os acessos foram distribuidos em trés
populagcdes conforme o ponto de coleta (Tabela 1). Os individuos 31, 33, 35 e 37
foram excluidos das analises, pois nao resultaram em DNA de qualidade o que

prejudicou as reacdes de amplificacéo.
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Tabela 1 - Caracterizacdo das populagfes de cajui coletadas no Parque Nacional de Sete Cidades,
Piracuruca e Brasileira (PI), Brasil.

Pooulacses Identificacso Distancia entre as N° de ACESSOS Fitofisionomia
pulag ¢ populacées (Km) Individuos do Cerrado
Descoberta A 7,6 (A-B) 12 1-12 Cerrado Tipico

e Rupestre

Lagoa 13 - 30, 32, 34, .
Seca B 4,7 (B-C) 24 36, 38, 39 € 40 Cerrado Tipico

52 Cidade C 4,5 (A-C) 20 41 - 60 Cerradéao

Os pontos de coleta encontram-se distribuidos em diferentes fitofisionomias
do Cerrado (Tabela 1). As caracteristicas de cada fitofisionomia dentro do PNSC
sdo: Cerrado Tipico, caracterizado por apresentar o estrato herbaceo-subarbustivo e
o arbustivo-arboéreo, o ultimo com altura em torno de 5m, e plantas tortuosas com
ramificagcbes irregulares e retorcidas; Cerrado Rupestre, plantas pouco
desenvolvidas de até 2 m de altura ocorrendo em ambientes rochosos; e o
Cerradéo, formacéo florestal na qual as arvores séo altas e retas com altura média
de 7 m (CASTRO; ARZABE; CASTRO, 2010).

Além disso, dois acessos de caju (Caju | e Caju Il), clones de A. occidentale,

foram inseridos como grupo externo.

3.2 Extracéo e quantificacdo de DNA

Folhas jovens foram coletadas no PNSC e armazenadas em solucado saturada
de CTAB-NaCl, e transportadas ao Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
Meio-Norte. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o protocolo descrito por
Doyle e Doyle (1990) com adaptacdes a partir de 100 mg de tecido foliar. O material
vegetal foi macerado em equipamento Precellys (6400 rpm, 2 X 25 s, intervalo de
30 s).

O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose (0,8%)
preparado em tampdo TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA), corado com GelRed™
(Biotium) e fotografado sob luz ultravioleta.

A quantificacdo foi realizada por meio de comparagdao com DNA A de
concentracdo conhecida (100 ng/ul). A qualidade das amostras foi estimada por
meio de espectrofotbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). O DNA obtido foi

armazenado em freezer, a -20°C, até a realizacdo das reacdes de amplificagcéo.
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3.3 Reacédo em Cadeia da Polimerase

Foram selecionados 11 primers ISSR, desenvolvidos pela University British of
Columbia (UBC), de acordo com o nivel de polimorfismo e resolu¢céo das bandas. As
caracteristicas dos primers selecionados estao representadas na Tabela 2.

As reacOes de amplificacdo consistiram em volume final de 10 pl e nas
seguintes concentragdes: tampao 1X [20 mM Tris HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v) glicerol], MgCl, a 2,0 mM, 0,8 mM de dNTP, 0,8 uM de
primer, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1 pl de DNA gendémico (7 ng/ul) e
5,8 ul de agua MiliQ.

Tabela 2 - Primers ISSR (UBC) usados na caracterizacdo molecular de 58 acessos de Anacardium
ssp.

Primer Tm (C°) Ta (°C) Sequéncia 5'-3' GC (%)
UBC 808 48,8 54,0 AGA GAG AGA GAG AGA GC 52,94
UBC 818 51,0 49,0 CAC ACA CAC ACA CAC AG 52,94
UBC 826 57,2 56,0 ACA CAC ACACAC ACACC 52,94
UBC 834 49,2 54,0 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 50,00
UBC 836 48,9 52,0 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 50,00
UBC 840 47,4 52,0 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 50,00
UBC 841 48,5 51,0 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 55,55
UBC 842 48,8 49,0 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 55,55
UBC 845 48,1 50,0 CTCTCTCTCTCTCTC TRG 55,55
UBC 857 54,3 55,0 ACA CAC ACACAC ACACYG 55,55

UBC 864 43,6 50,0 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 33,33
Tm = Temperatura de melting. Ta = Temperatura de Anelamento. Y =CouT; R=Aou G.

As reacbes foram conduzidas em termociclador Veriti™ 96 Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems) conforme os 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 de acordo com a temperatura otimizada para cada primer por
45 segundos, extensdo a 72 °C por 2 minutos; e uma extensao final a 72 °C durante
7 minutos.

Os fragmentos gerados por cada reacédo de amplificacdo foram separados em
eletroforese em gel de agarose (1,5%) com TBE 0,5 X durante quatro horas a 100 V.

Os géis foram corados com GelRed™

(Biotium) e fotodocumentados sob luz
ultravioleta. Para facilitar a genotipagem dos dados, em cada gel foi aplicado dois

marcadores de peso molecular conhecido, 1Kb (Invitrogen) e 100bp (Invitrogen).
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3.4 Anélises Estatisticas

A partir dos fragmentos amplificados, construiu-se uma matriz binaria onde a
presenca e auséncia da banda foram representadas, respectivamente, por 1 e 0. A
matriz de dados foi entédo utilizada para a obtencdo de uma matriz de similaridade
por meio do coeficiente de Dice-Sorensen.

A partir da matriz de similaridade genética, construiu-se o dendrograma pelo
método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean). Estimou-se ainda o indice de confiabilidade bootstrap com 1000 repeticbes e
o coeficiente de correlacdo cofenética (r). Essas andlises foram realizadas no
programa PAST v. 3.08 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

Os parametros de diversidade genética foram estimados a partir do programa
POPGENE v. 1.32 (YEH; YANG; BOYLE, 1999), foram eles: percentual de locos
polimorficos, indice de diversidade de Nei (h) (NEI, 1987), indice de diversidade de
Shannon (I) (LEWONTIN, 1972), coeficiente de diferenciacdo genética (Gsr) e
nuomero de migrantes (Nm) a partir da estimativa de Gsr. A distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro das populacdes foi analisada por meio da
analise de variancia molecular (AMOVA) utilizando o programa ARLEQUIN v. 3.5.1.2
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

A analise de estruturacdo populacional foi realizada no programa Structure v.
2.3.4 (PRITCHARD, STEPHENS; DONNELLY, 2000). Adotou-se o modelo de
mistura com frequéncias alélicas correlacionadas, de modo que foram realizadas 10
corridas independentes para cada valor de K, que variou de 1 a 7; com 1.000.000 de
simulacées em MCMC (Markov Chain Monte Carlo) e 500.000 geracdes burnin. O K
mais provavel foi determinado através dos valores de AK conforme a metodologia de
Evanno, Regnaut, Goudet (2005) obtidos no Structure Harvester v. 0.6.9 (EARL,;
VONHOLDT, 2012).



4 RESULTADOS

4.1 Similaridade Genética

A partir dos 11 primers selecionados obteve-se um total de 112 locos
amplificados, dos quais 93 foram polimérficos, o que representa 83,04% de
polimorfismo. O maior niumero de bandas foi obtido pelo primer UBC 834 (14),
enquanto o menor pelos primers UBC 840 e UBC 845 (7); com média de 10,18 locos
gerados por primer. O tamanho dos fragmentos variou de 150 a 2200 pb (Tabela 3).

O perfil de amplificacdo do primer 834 esta representado na Figura 3.

Tabela 3 - Locos amplificados e polimorfismo gerado a partir de 11 primers ISSR.

Primers LOC_OS : Polimorfismo Amplitude das Bandas (pb)
Total Polimérficos (%)
808 11 10 90,9 300-1500
818 8 8 100 250-1550
826 12 11 91,7 400-2000
834 14 11 78,6 150-2000
836 12 75,0 200-1800
840 7 7 100 300-1500
841 10 8 80,0 500-2200
842 13 10 76,9 200-1650
845 85,7 500-1850
857 8 8 100 400-1300
864 10 5 50,0 250-1100
Total 112 93 83,04 150-2200
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Figura 3 - Perfil eletroforético obtido a partir da amplificacdo do DNA de 27 acessos de cajui do
Parque Nacional de Sete Cidades distribuidos em duas populacdes, Descoberta (12) e
Lagoa Seca (15) com o primer 834 (UBC). Branco — controle negativo.

As similaridades genéticas entre os individuos de Anacardium spp. variaram
de 0,60, entre os acessos C-23 (Populacdo Lagoa Seca) e Caju-ll (BAG), a 0,94
entre 0s acessos C-26 e C-27, ambos coletados no PNSC (Populacéo Lagoa Seca).
A similaridade média calculada foi 0,81.

De modo geral, os menores valores de similaridades foram encontrados entre
acessos de cajui coletados no PNSC e os dois acessos de cajus. Os acessos mais
divergentes em relacdo ao grupo externo foram: C-13, C-16, C-22, C-23 e C-44, de
modo que a similaridade média foi, respectivamente, 0,63; 0,64; 0,65; 0,61; 0,63.

O valor de similaridade mais baixo encontrado dentro do PNSC foi entre os
acessos C-22 e C-26 (0,675), ambos coletados na mesma localidade, Lagoa Seca.
Além disso, 0 acesso C-22 foi 0 que se mostrou mais divergente dentro do PNSC,
uma vez que os menores valores de similaridade foram encontrados entre este e 0s
seguintes acessos, C-03 (0,693), C-05 (0,687), C-34 (0,693) e C-39 (0,693).

A partir da matriz de similaridade obteve-se o dendrograma pelo método
UPGMA. O alto valor obtido da correlacdo cofenética (r) 0,83 mostra uma alta
associacao entre as similaridades obtidas pelo coeficiente de Dice-Sorensen e o
dendrograma. Identificou-se a formacdo de dois grupos, utilizando como ponto de
corte a mudanca brusca no padrédo de agrupamento sustentada por elevados valores

de bootstrap (Figura 4).
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O grupo | estd representado pelos dois acessos de cajus e representam,
portanto, o grupo externo. Todos os acessos coletados no PNSC reuniram-se no
grupo Il, de modo que ndo houve correlacdo com os locais de coleta. Percebe-se
ainda, que o acesso C-22 é o mais divergente dentro do PNSC (Figura 4).
Similaridade
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Figura 4 - Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA a partir do coeficiente de
similaridade genética de Dice-Sorensen de 56 acessos de Anacardium spp. provenientes
do PNSC (PI, Brasil) e 02 acessos de caju (grupo externo), obtido a partir de 112 locos,
dos quais 93 foram polimorficos, produzidos por meio de 11 primers ISSR.
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4.2 Diversidade Genética

O maior percentual de locos polimorficos foi encontrado na populagdo Lagoa
Seca (78,57%) e o menor na populacdo Descoberta (61,61%). O indice de
diversidade Nei (h) variou de 0,2227 a 0,2691. O indice de Shannon (l) oscilou de
0,3322 a 0,4026. Ao nivel de todos os acessos, a média dos indices de diversidade
genética foram h = 0,2645 e | = 0,3930 (Tabela 4).

Tabela 4 - Estimativas de diversidade genética, nUmero de migrantes e diferenciacdo genética das
trés populacfes de Anacardium spp.

Populagéo NLP PLP (%) h I Nm Gsr
Descoberta 69 61,61 0,2227 0,3322
Lagoa Seca 88 78,57 0,2691 0,4026
52 Cidade 81 72,32 0,2390 0,3620
Todos os individuos 93 83,04 0,2645 0,3990
Subpopulacdes 6,7028 0,0694
NLP = numero de locos polimérficos; PLP = percentual de locos polimoérficos; h = indice de
diversidade de Nei, | = indice de diversidade de Shannon; Nm = nimero de migrantes; Gst = indice

de diferenciacé@o genética entre populagdes.

O indice de diferenciacdo Gst mostrou que apenas 6,94% da diversidade
genética foi encontrada entre a populacfes. O valor de Nm indicou que ha a
ocorréncia de seis migrantes a cada geracéao, indicando um elevado fluxo génico

entre as populacdes (Tabela 4).

4.3 Estrutura e Diferenciacdo Genética

Os resultados obtidos pela AMOVA revelaram que a maior parte da
variabilidade genética encontra-se dentro das populacdes (96,17%) e que ha pouca

diferenciacdo entre as mesmas (®sr =0, 03828) (Tabela 5).

Tabela 5 - Analise de Variancia Molecular entre e dentro das trés populagées de Anacardium spp.

Fontesde Graude Somados Componente Percentual indice de Valor
Variacdo Liberdade Quadrados de Variancia de Variacdo Fixacdo (Pst) deP

Entre as

Populactes 2 50,455 0,58497 3,83 0,03828 0.00000
Dentro das
Populacdes 53 778,992 14,69796 96,17

Valor de P = probabilidade de significancia.
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Os resultados da andlise Bayesiana executada no programa Structure
indicam que os agrupamentos n&o estdo fortemente correlacionados com as
localizagbes geograficas, pois individuos de um mesmo ponto de coleta
apresentaram grande probabilidade de pertencerem a mais de um grupo genético.

Os acessos de Anacardium spp. foram alocados em quatro grupos genéticos
distintos, uma vez que o valor mais provavel de AK foi K=4 (Figura 5).

Delta K

20

10}

Figura 5 - Valores de AK estimados para as populagbées de Anacardium spp., conforme o proposto
por Evanno; Regnaut e Goudet. (2005).

Todos os acessos foram constituidos pelos quatro grupos genéticos, em
maior ou menor proporcdo (Figura 6). Embora o grupo genético que aparece em
maior propor¢cao na populacdo Descoberta seja o representado pela cor azul (42%),
na populacdo Lagoa Seca o amarelo (31%) e na 52 Cidade o verde (38%), ndo ha
uma predominancia uma vez que nenhum deles representa mais do que 50%. Isso

demonstra uma grande mistura de genomas entre 0s grupos genéticos.
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Apenas os dois acessos de cajus apresentam predominancia superior a 80%
pelo grupo genético representado pela cor vermelha, tornando-os mais divergentes
(Figura 6). Esses resultados estdo de acordo com os obtidos pelo agrupamento

UPGMA.
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Figura 6 - Representacgédo grafica do Structure mostrando os acessos de Anacardium spp. distribuidos
em quatro grupos genéticos.
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5 DISCUSSAO

O percentual de locos polimérficos € um parametro utilizado para avaliar a
eficiéncia dos marcadores moleculares ao estimarem a variabilidade genética de
populacdes (GRATIVOL et al., 2011). A partir dos 11 primers ISSR obteve-se um
total de 112 locos, dos quais 93 (83,04%) foram polimorficos. Desse modo, 0s
marcadores ISSR foram eficientes na caracterizacdo e discriminacdo da diversidade
genética dos acessos de Anacardium spp.

O polimorfismo detectado (83,04%), o numero de locos por primer (8-14) e a
amplitude (150-2200 pb) das bandas geradas nesse trabalho estdo de acordo com
os relatados na literatura para acessos de Anacardium com marcadores ISSR, onde
a variacdo do percentual de polimorfismo foi de 86,4 a 89,65%, o numero de locos
por primer variou de 5 a 13 e a amplitude das bandas oscilou de 100-2500pb
(DASMOHAPATRA, RATH E ROUT, 2013; DASMOHAPATRA et al., 2014).

Os acessos mais similares, C-26 e C-27 (94,0%), assim como 0S mais
divergentes encontrados dentro do PNSC, C-22 e 26 (32,5%) pertencem ao mesmo
ponto de coleta (Populacdo Lagoa Seca), desse modo a similaridade foi pouco
influenciada pela distancia geografica. Além disso, os acessos C-34 e C-39, também
divergentes em relacdo ao C-22, além de serem oriundos da mesma localidade,
encontram-se na mesma fitofisionomia do Cerrado (Cerrado tipico) sugerindo que a
variacdo ambiental ndo influenciou significativamente na diversidade genética.

A similaridade genética entre os acessos variou de, no maximo, 0,94 (entre os
acessos C-26 e C-27) a um minimo de 0,60 (entre C-23 e Caju-Il). Desse modo, a
diversidade representada pela dissimilaridade ficou entre 6 a 40%. Considerando
apenas o0s acessos do PNSC a amplitude da diversidade € menor (6-32,5%), 0 que
indica pouca a moderada variabilidade genética entre o0s acessos. Isso,
possivelmente, estd relacionado ao pequeno numero de gendtipos fundadores
dessas populacdes ou a relacdo de parentesco entre eles.

A moderada variabilidade genética € reforcada pelos estimadores de
diversidade. O indice de diversidade de Nei (h) varia de 0 a 0,5 para marcadores
dominantes, o valor encontrado foi 0,2645. Enquanto o indice de Shannon (I) obtido

foi 0,3990, onde o valor maximo de | é 0,69.
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Do mesmo modo como observado para outras espécies, o nivel de
diversidade variou de acordo com o tamanho das populagbes (SOUSA-SOBREIRA
et al., 2015). A maior populacdo examinada, Lagoa Seca (24 individuos), apresentou
0s maiores valores tanto para o indice de Nei (h = 0,2691) como para o indice de
Shannon (I = 0,4026). Por outro lado, a populacdo Descoberta (12 individuos) foi a
que apresentou a menor diversidade genética (h = 0,2227, | = 0,3322), que
possivelmente foi influenciada pelo menor tamanho amostral.

Desse modo, outro fator que provavelmente contribuiu com a moderada
variabilidade encontrada foi o tamanho amostral, insuficiente para revelar uma maior
variabilidade genética existente dentro do PNSC para as espécies de cajui.
Entretanto, € importante lembrar que a coleta em popula¢cdes naturais nem sempre €
uma tarefa facil e depende da disponibilidade das plantas no ambiente.

A AMOVA permitiu inferir que a maior parte da variabilidade genética
encontra-se dentro das populacdes (96,17%) e que ha pouca diferenciacao entre as
mesmas. Esse resultado esta em consonancia com o sistema reprodutivo das
espécies do género Anacardium, predominantemente alogamico (ALIYU, 2008). Em
plantas aldgamas espera-se que a variacao seja maior dentro das populacdes (HU
et al., 2010).

Além disso, embora as inflorescéncias dessas espécies sejam constituidas
por flores masculinas e hermafroditas, a autofecundacdo € um mecanismo que
ocorre de forma limitada, o que também contribui com a reducdo da variabilidade
genética entre as populacdes (ERADASAPPA; MOHANA, 2016).

O Gsr (0.0694) e o indice de fixagdo (0,03828), obtido pela AMOVA; foram
proximos e representam moderada a pouca diferenciacdo genética entre as
populacdes, indicando a presenca de um intenso fluxo génico que foi evidenciado
pelo elevado niumero de migrantes (Nm = 6,7028) por geracao.

O fluxo génico entre populacBes pode afetar diretamente a distribuicdo da
variacdo genética, pois representa a introducdo de novos variantes alélicos que
implicam na reducdo da diferenciacdo genética entre as populacdes (HAMRICK,
2012). Um migrante ou mais por geracao é considerado o suficiente para evitar uma
subestruturacdo populacional (SHEIDAI et al., 2016). Assim, o alto valor obtido de
Nm (6,7028) explica a pouca diferenciacdo encontrada entre as populacées de cajui
do PNSC.
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A analise bayesiana obtida pelo Structure assim como o agrupamento pelo
método UPGMA também evidenciam a grande mistura de genomas, demonstrando
gue os pontos de coleta dentro do PNSC nao representam subpopulacdes
estruturadas. Entretanto, fica evidente que ha uma diferenciacdo entre as espécies
de cajui e o grupo externo, representado pelos dois acessos de caju (A.
occidentale).

O padrédo de cores na analise bayesiana mostra que todos 0s acessos séo
constituidos pelos quatro grupos genéticos. De modo que em 16 deles (27,6%) o
grupo genético com maior propor¢ao € inferior a 50%, o que evidencia a vinculacdo
desses grupos pela intensa troca de alelos.

Um fator importante que favorece o fluxo génico entre as espécies de
Anacardium é a biologia floral da planta. A estrutura da flor hermafrodita é tal que os
estames sédo curtos, de forma que néo alcangcam o Unico e longo pistilo existente; o
gue dificulta a autofecundacdo (ERADASAPPA; MOHANA, 2016).

Outro fator consideravel € a maior producao de flores masculinas em relacéo
as flores hermafroditas, detectado tanto para a espécie comercial A. occidentale,
COmo para O cajueiro ando precoce e a espécie A. giganteum; o que favorece o
sistema de reproducédo por alogamia. Portanto, a biologia floral interfere diretamente
no modo de polinizacdo da planta, favorecendo a polinizagdo cruzada em
Anacardium (SOUSA et al., 2007; TAKEHANA et al., 2013).

As caracteristicas da morfologia floral de Anacardium, que incluem os
atrativos florais de oferta de néctar, grédo de pdélen, aroma agradavel, mudanca de
coloracéo das flores, estrutura e tamanho da flor e quantidade de flores produzida,
contribuem significativamente para atrair os polinizadores, sendo as abelhas as
polinizadoras efetivas (ERADASAPPA; MOHANA, 2016; TAKEHANA et al., 2013).

A peguena distancia entre as populacdes é outro fator que favorece o fluxo
génico. As abelhas, especialmente a Apis mellifera L., sdo 0s principais agentes
dispersores de pélen de Anacardium e podem percorrer grandes distancias em
busca de alimentos florais (HAGLE et al., 2011). Uma vez que a distancia entre as
populacdes de cajui dentro do PNSC nao excede 7,6 Km, o fluxo génico, muito
provavelmente, foi intensificado pelo pdélen carregado pelas abelhas presentes na

regiao.
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A dispersdo pela semente também pode ser considerada, pois o fruto (a
castanha) estd4 associado ao pedunculo carnoso e suculento que atrai pequenos
animais, principalmente morcegos frugivoros que possuem a capacidade de
dispersar o fruto a longas distancias (GALINDO-GONZALEZ, 1998).

O pedunculo também é uma fonte de alimento para papagaios e periquitos
gue sao visitantes frequentes dos cajuizeiros do PNSC e, possivelmente, também
atuem como agentes dispersores da semente.

O grande potencial de dispersdo das espécies de Anacardium via
polinizadores e dispersores de sementes, associados, respectivamente, a elevada
viabilidade polinica, maior que 90% em duas espécies de cajui (A. microcarpum e A.
pumilum), e aos altos percentuais de germinagao culminam em elevado fluxo génico
(ERADASAPA et al., 2014; ALVES et al.,, 2013; MOREIRA; SILVA; MEDEIROS-
FILHO, 2016).

Além de todo o potencial econdmico, medicinal e ecologico, as populagdes de
Anacardium avaliadas no presente estudo encontram-se sob condicbes ambientais
adversas, como por exemplo, seca e solo pouco nutritivo. Assim, uma vez que
sobrevivem a essas condi¢cdes, sdo acessos que podem conter genes responsaveis
pela defesa da planta sob condicbes de estresse abidtico. Desse modo, sabendo
gue focos de incéndios sdo comuns dentro do PNSC, alelos com potencial a serem
explorados por programas de melhoramento podem ser perdidos, o que torna
necessario, portanto, a conservacao ex situ desses materiais.

Uma etapa fundamental para promover estratégias de conservacdo dos
recursos genéticos € o conhecimento da diversidade genética. Essa informacdo é
essencial na formacdo de germoplasmas (SANTANA et al.,, 2016). Desse modo,
visando a conservacao ex situ desses materiais e ampliacdo do BAG da Embrapa
Meio-Norte sugere-se a incorporacdo do grupo de acessos de cajui mais divergentes
analisados, séo eles: C-03, C-05, C-22, C-26, C-34 e C-39.



35

6 CONCLUSOES

Os marcadores moleculares ISSR foram eficientes na caracterizacdo dos
acessos de Anacardium spp. analisados e representam, portanto, uma ferramenta
importante para o estudo da diversidade genética em cajui.

As trés populacdes estudadas apresentam moderada variabilidade genética,
resultado de um pequeno tamanho amostral ou da constituicAo genética dos
gendtipos ancestrais. Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de futuros
estudos que envolvam uma maior amostragem, permitindo acessar com mais
clareza a variabilidade existente entre a(s) espécie(s) de cajui dentro do PNSC.

Os trés pontos amostrados dentro do PNSC néo constituem subpopulacoes,
devido ao intenso fluxo génico favorecido pelas caracteristicas morfologicas e
reprodutivas das flores de Anacardium spp., assim como também pelos
polinizadores e pequenos animais, dispersores das sementes.

Os acessos mais divergentes geneticamente foram oriundos de duas
populacdes, C-03, C-05 (Descoberta), C- 22, C-26, C-34, C-39 (Lagoa Seca) e sao,
portanto, os indicados a conservacdo ex situ e inclusdo ao BAG do Cajui da

Embrapa Meio Norte.
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