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RESUMO 

GOMES, M. F. C. Diversidade e estrutura genética em populações de 

Anacardium spp. do Parque Nacional de Sete Cidades (PI) por meio de 

marcadores ISSR. 42p. Dissertação (Mestrado em Genética e Melhoramento), 

UFPI, Teresina, 2017. 

O cajuí (Anacardium spp.) é um fruto nativo do cerrado que apresenta potencial para 

comercialização. Entretanto, a exploração dá-se exclusivamente pelo extrativismo, 

onde não há estratégias de conservação, o que pode levar à perda de variabilidade 

genética. Uma vez que o conhecimento da diversidade genética é essencial aos 

programas de melhoramento e conservação, o objetivo do presente estudo foi 

avaliar a diversidade e estrutura genética de 56 acessos de 03 populações de cajuí 

do Parque Nacional de Sete Cidades (PNSC-PI, Brasil) e 02 acessos de caju (grupo 

externo) por meio de 11 primers ISSR, visando à incorporação dos acessos mais 

divergentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte. Obteve-se 

um total de 112 locos, dos quais 93 foram polimórficos. 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 índices de diversidade. A diversidade genética de Nei e o índice 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 populações, o 

que representa pouca diferenciação entre as mesmas (ΦST= 0,03828). A análise 

Bayesiana indicou a existência de quatro grupos genéticos vinculados entre si. 

Portanto, os três pontos amostrados não constituem subpopulações devido ao 

elevado fluxo gênico (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 à 

incorporação ao BAG da Embrapa Meio-Norte. Os resultados obtidos nesse estudo 

são úteis a pesquisas futuras voltadas à conservação da variabilidade genética 

desses materiais.  

Palavras-chave: Cajuí, conservação dos recursos genéticos, frutos nativos do 

cerrado, variabilidade genética 
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ABSTRACT 

GOMES, M. F. C. Genetic diversity and structure in populations of cajuí 

(Anacardium spp.) from the Parque Nacional de Sete Cidades (PI) by ISSR 

markers. 42p. Dissertation (Master of Genetics and Breeding), UFPI, Teresina, 

2017. 

The cajuí (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 cajuí 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 (ΦST= 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: cajuí, conservation of genetic resources, savanna native fruits, genetic 

variability 
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1 INTRODUÇÃO 

O cerrado brasileiro possui uma flora rica em espécies frutíferas com grande 

potencial de exploração. As fruteiras nativas desse bioma são tradicionalmente 

utilizadas pela população local, representando uma forma alternativa de geração de 

renda (GOMES et al., 2013; PEREIRA; SANTOS, 2015).  

Dentre os frutos comumente utilizados do cerrado, destaca-se o cajuí 

(Anacardium spp.). O termo cajuí é usado para descrever espécies do gênero 

Anacardium que apresentam castanhas e pedúnculos pequenos (CARBAJAL; SILVA 

JÚNIOR, 2003). 

O aproveitamento do cajuí envolve tanto a castanha (fruto), consumida 

sozinha ou na composição de sorvetes, quanto o pedúnculo (pseudofruto), que é 

nutritivo e pode ser consumido in natura ou na produção de doces, temperos e 

bebidas (RUFINO et al., 2008).  

Além disso, o cajuí apresenta propriedades medicinais, por possuir altos 

teores de compostos antioxidantes; e desempenha papel ecológico, uma vez que é 

caracterizado como vegetação pioneira das dunas (BARBOSA-FILHO et al., 2014; 

CRESPO; SOUZA, 2014). 

Embora o cajuí apresente potencial econômico tanto para o mercado de frutas 

in natura quanto para o processamento, a exploração dá-se exclusivamente pelo 

extrativismo, o que pode levar à perda de variabilidade genética (GOMES et al., 

2011). Desse modo, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de estratégias 

de conservação dessas espécies. 

Populações naturais de cajuí são encontradas no Parque Nacional de Sete 

Cidades (PNSC), uma unidade federal de conservação do cerrado localizada no 

estado do Piauí (COSTA et al., 2016). Apesar da importância do PNSC, os trabalhos 

realizados até o momento estão relacionados aos aspectos vegetacionais e há 

poucos estudos sobre a diversidade e estrutura genética das populações dessa 

região. 

Uma etapa fundamental para promover estratégias de conservação dos 

recursos genéticos é o conhecimento da diversidade genética. Além disso, essa é 

uma informação 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 variação genética pode ser acessada por meio de marcadores moleculares, 

que revelam polimorfismo ao nível de DNA e não sofrem influência ambiental 

(KUMAR et al., 2009; SANTANA et al., 2016). Marcadores dominantes, como os 

ISSR, são ferramentas úteis para analisar a diversidade genética, principalmente, 

em organismos não-modelo ou pouco estudados (VELEZ et al., 2016), como é o 

caso das espécies de cajuí.  

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade e estrutura 

genética de 56 acessos de cajuí de três populações naturais do Parque Nacional de 

Sete Cidades (PI, Brasil) e 02 acessos de caju (grupo externo) por meio de 

marcadores ISSR, visando à incorporação dos acessos mais divergentes ao Banco 

Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Meio-Norte (PI), bem como auxiliar 

programas de conservação da variabilidade genética. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Gênero Anacardium 

Anacardium (L.) é o gênero tipo da família Anacardiaceae e está distribuído 

naturalmente desde Honduras na América Central, até o sul do Paraná e leste do 

Paraguai; e possui dois centros de diversidade: um centro localizado na Amazônia 

Central, ilustrado pela ocorrência 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 três 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 

características gerais, Anacardium é um pequeno gênero de árvores, arbustos e 

subarbustos nativos dos neotrópicos. As flores estão reunidas em inflorescência do 

tipo panícula, rácimo composto com forma piramidal, com flores hermafroditas 

estaminadas (Figura 1a). 

 

  

Figura 1 - Cajuí (Anacardium spp.) (a) Inflorescência; (b) Fruto (castanha) e pseudofruto (pedúnculo) 
do Parque Nacional de Sete Cidades (PI). Fonte: GOMES (2016). 
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Segundo a taxonomia clássica, existem, aproximadamente, 20 espécies de 

Anacardium (FERREIRA, 1973). Contudo, Mitchell e Mori (1987) reconheceram 

apenas 10 espécies na revisão taxonômica atual do gênero. Dentre as quais, 

conforme Lima (1988), as espécies classificadas como cajuí são: A. amilcarianum, A. 

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

O cajuí apresenta uma grande dispersão na região Nordeste do Brasil, 

especialmente nas áreas de cerrado. No Piauí, esta dispersão estende-se além dos 

cerrados, com populações naturais desta planta encontradas em zonas de transição, 

como nos tabuleiros costeiros o que constitui característica da vegetação litorânea 

(RUFINO et al., 2007). 

A única espécie do gênero Anacardium cultivada comercialmente é o caju 

(Anacardium occidentale L.), sendo também a de maior dispersão (BARROS; 

CRISÓSTOMO, 1995). As demais espécies desse gênero, em particular as 

classificadas como cajuí, tem sua importância econômica restrita ao consumo local 

nas zonas produtoras. Isto foi relatado por Costa et al. (2010) no estudo realizado 

com duas espécies nativas da região Centro-Oeste do Brasil, A. othonianum e A. 

humile, que apesar de serem pouco conhecidas e consumidas apresentam grande 

importância para a população regional. 

 

2.2 Cajuí: Importância sócio-econômica 

A região Meio-Norte do Brasil apresenta uma rica biodiversidade, na qual se 

destacam as frutíferas nativas. São espécies de plantas com potencial econômico 

tanto para o mercado de frutas in natura quanto para o processamento (RUFINO, et 

al., 2008). Uma dessas fruteiras é o cajuizeiro (Anacardium spp.), cujo fruto, o cajuí, 

é comumente utilizado pela população local (Figura 1b). 

No estado do Piauí, o cajuí é um dos principais recursos naturais utilizados 

pelas comunidades da Ilha Grande de Santa Isabel, situada nos municípios de Ilha 

Grande e Parnaíba; área de grande ocorrência das espécies de cajuí. De modo que 

a obtenção do fruto e pseudofruto para consumo e comercialização é temporal e 

extrativista (SOUZA; CRESPO, 2015). 
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O fruto é caracterizado, pela indústria 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 constituído por mais de 300 unidades (CARBAJAL; SILVA JÚNIOR, 

2003). 

O cajuí apresenta coloração entre amarela e vermelha sendo considerado 

uma fonte alternativa de nutrientes. A sua polpa se constituí, em média, por 1,18 

g.100 g−1 de proteína, 0,63 g.100 g−1 de lipídios, 6,97 g.100 g−1 de carboidratos, 

perfazendo energia metabolizável total de 38,27 kcal.100 g−1 (SILVA et al., 2008). 

A partir da castanha obtém-se a amêndoa que é muito apreciada, podendo 

ser consumida sozinha ou participando como ingrediente na composição de outros 

produtos, como por exemplo, na produção de sorvetes. O pedúnculo, por sua vez, 

possui teores consideráveis de açúcares, compostos fenólicos e minerais, sendo 

consumido in natura ou na produção de doces, temperos e bebidas (RUFINO et al., 

2008).  

Dado o seu teor de proteína considerável, fibras e ferro, pode ser utilizado na 

produção de granola que é altamente nutritiva (SOUZA; SILVA, 2015). Além disso, a 

polpa de cajuí apresenta potencial para a fabricação 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 pedúnculos de cajuí 

relatados na literatura apresenta firmeza superior aos pedúnculos do caju. Essa 

característica está associada a uma maior resistência durante o manejo pós-

colheita, o que resulta no prolongamento da vida útil e da qualidade do pseudofruto 

(ALMEIDA, 2009).  

Outra característica importante é o conteúdo de vitamina C. Dentre alguns 

frutos do cerrado analisados como caigata, chichá, jatobá e macaúba, o cajuí 

destacou-se em relação ao conteúdo de ácido ascórbico, o qual apresentou alto teor 

equiparando-se ao caju (SILVA; MARTINS; DEUS, 2009; ROCHA et al. 2013). 

Desse modo, o cajuí apresenta potencialidades para o aproveitamento industrial. 

Espécies de cajuí são ainda utilizadas para fins medicinais. Uma vez que 

possui altos conteúdos de compostos fitoquímicos, como compostos fenólicos e 

flavonóides que funcionam como antioxidantes, infusões de A. microcarpum podem 

ser utilizadas como agentes preventivos ou terapêuticos 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 cajuí, Anacardium humile, comparada a outras fruteiras do 

cerrado (chichá, jatobá-do-cerrado e macaúba), apresentou frutos com maior poder 

antioxidante in vitro, tanto no extrato aquoso quanto no alcoólico (ROCHA et al., 

2013). 

Além disso, o cajuizeiro desempenha um importante papel ecológico uma vez 

que se encontra distribuído em regiões litorâneas, caracterizando-se como a 

vegetação pioneira das dunas (CRESPO; SOUZA, 2014). Entretanto, as espécies de 

cajuí são suscetíveis sob o ponto de vista de exploração dos ecossistemas, pois são 

espécies exploradas exclusivamente pelo extrativismo onde não há estratégias de 

conservação (RUFINO, et al., 2008). 

 

2.3 Marcadores moleculares aplicados ao estudo genético de plantas 

Durante as últimas décadas, vários estudos sobre genética e biotecnologia de 

plantas têm sido desenvolvidos. Uma característica de destaque nesses trabalhos é 

o uso crescente dos marcadores moleculares que revelam polimorfismo ao nível de 

DNA. Desta forma, os marcadores de DNA tornaram-se uma importante ferramenta 

para o estudo da diversidade genética o que tem contribuído com a biotecnologia 

vegetal (KUMAR et al., 2009). 

Os marcadores de DNA são fragmentos de DNA que revelam variações, 

deleção, inserção e substituição entre diferentes genótipos ou alelos de um gene 

para uma determinada sequência de DNA em uma população ou pool de genes 

(JIANG, 2013). Estes marcadores são estáveis e aplicáveis em qualquer tecido 

vegetal independentemente do desenvolvimento e diferenciação, uma vez que não 

sofrem os efeitos ambientais, pleiotrópicos e epistáticos (AGARWAL; 

SHRIVASTAVA; PADH, 2008). 

Um marcador de DNA para ser considerado ideal deve apresentar os 

seguintes critérios: detectar alto nível de polimorfismo; ter distribuição uniforme ao 

longo de todo o genoma; ser co-dominante, ou seja, ter capacidade de distinguir 

heterozigotos e homozigotos; fornecer resolução adequada de diferenças genéticas; 

ser simples, rápido e barato; requerer pouca quantidade de DNA e não necessitar de 

conhecimento prévio do genoma de uma espécie. Entretanto, é extremamente difícil 

encontrar um marcador molecular que apresenta todas estas características 

reunidas, portanto, a escolha do marcador vai depender do objetivo do estudo, das 
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espécies envolvidas e dos recursos financeiros disponíveis (AGARWAL; 

SHRIVASTAVA; PADH, 2008; JIANG, 2013).  

Os marcadores de DNA, devido à sua estabilidade e facilidade de uso, são 

amplamente utilizados em estudos de diversidade genética, seleção assistida por 

marcadores, mapeamento genético, DNA fingerprinting, relações 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) são regiões no genoma situadas entre 

sequências microssatélites. A técnica consiste em amplificar essas regiões, via PCR 

(Polymerase Chain Reaction), usando um único iniciador que resultará na 

amplificação de inúmeros fragmentos de DNA. Cada fragmento obtido a partir da 

mesma reação de PCR é considerado um loco, portanto, ISSR são marcadores 

dominantes multilocos úteis 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 repetições microssatélites usadas podem ser di, tri, 

tetra ou pentanucleotídicas. A temperatura de anelamento varia em torno de 45 a 

60°C e os iniciadores podem apresentar três formas: os não 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 nucleotídeos em cada uma das 

extremidades (VIJAYAN, 2005; TIWARI et al., 2015).  

Entre os vários marcadores de DNA disponíveis, a metodologia de ISSR é 

considerada de baixo custo. Além do que, apresenta as seguintes vantagens: 

simples, rápida, reprodutível e que revela alto polimorfismo (REDDY; SARLA; 

SIDDIQ, 2002; TIWARI et al., 2015). 

Os marcadores ISSR são mais confiáveis e robustos do que os marcadores 

RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), principalmente devido ao 

método de detecção, e, possivelmente, também pelo o fato de que os iniciadores 

são mais longos e, portanto, mais específicos. Além disso, permitem o estudo de 

espécies mesmo sem o conhecimento prévio do genoma e, por isso, são 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, são empregados em estudos 

de DNA fingerprinting (ADHIKARI et al., 2014; SINGH; SENGAR, 2015) , 

desenvolvimento de marcadores microssatélites (LIEW; HO; PANG, 2015), relações 

filogenéticas (GHORBEL et al., 2014) e construção de mapas genéticos (QUEZADA 

et al., 2014). Além disso, os ISSRs são ferramentas úteis para analisar a diversidade 

genética, principalmente, em organismos não-modelo ou pouco estudados (VELEZ 

et al., 2016), como é o caso das espécies de cajuí. 

Os marcadores ISSR são aplicados a estudos de caracterização da 

diversidade genética das espécies do gênero Anacardium, uma vez que se 

mostraram mais eficientes em relação aos marcadores RAPD e revelaram um maior 

percentual de polimorfismo ao serem aplicados em um estudo que avaliou a 

variabilidade genética de 25 genótipos de caju (A. occidentale). Do mesmo modo, os 

marcadores ISSR também se sobressaíram em relação aos RAPDs, em outro 

trabalho que avaliou 146 acessos de caju na Índia (SHOBHA; THIMMAPPAIAH; 

JOSE, 2013; DASMOHAPATRA et al., 2014).  

Portanto, uma vez que as informações sobre o genoma das espécies de cajuí 

são escassas, os marcadores ISSR são ferramentas apropriadas para acessar e 

caracterizar a diversidade genética de Anacardium spp. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Material Vegetal 

Coletou-se 56 acessos de Anacardium spp. em área de Cerrado no Parque 

Nacional de Sete Cidades, localizado entre os municípios de Brasileira e Piracuruca 

(PI), Região Nordeste do Brasil (Figura 2). Os acessos foram distribuídos em três 

populações conforme o ponto de coleta (Tabela 1). Os indivíduos 31, 33, 35 e 37 

foram excluídos das análises, pois não resultaram em DNA de qualidade o que 

prejudicou as reações de amplificação. 

 

Figura 2 - Área de estudo, Parque Nacional de Sete Cidades, Piracuruca e Brasileira, Piauí, 
Nordeste do Brasil. Adaptado por: FERREIRA, D. S. 2015. 
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Tabela 1 - Caracterização das populações de cajuí coletadas no Parque Nacional de Sete Cidades, 
Piracuruca e Brasileira (PI), Brasil. 

Populações Identificação 
Distância entre as 
populações (Km) 

N° de 
Indivíduos 

Acessos 
Fitofisionomia 

do Cerrado 

Descoberta A 7,6 (A-B) 12 1 – 12 
Cerrado Típico 

e Rupestre 
Lagoa 
Seca 

B 4,7 (B-C) 24 
13 - 30, 32, 34, 
36, 38, 39 e 40 

Cerrado Típico 

5ª Cidade C 4,5 (A-C) 20 41 – 60 Cerradão 

 

Os pontos de coleta encontram-se distribuídos em diferentes fitofisionomias 

do Cerrado (Tabela 1). As características de cada fitofisionomia dentro do PNSC 

são: Cerrado Típico, caracterizado por apresentar o estrato herbáceo-subarbustivo e 

o arbustivo-arbóreo, o último com altura em torno de 5m, e plantas tortuosas com 

ramificações irregulares e retorcidas; Cerrado Rupestre, plantas pouco 

desenvolvidas de até 2 m de altura ocorrendo em ambientes rochosos; e o 

Cerradão, formação florestal na qual as árvores são altas e retas com altura média 

de 7 m (CASTRO; ARZABE; CASTRO, 2010).  

Além disso, dois acessos de caju (Caju I e Caju II), clones de A. occidentale, 

foram inseridos como grupo externo.  

 

3.2 Extração e quantificação de DNA 

 Folhas jovens foram coletadas no PNSC e armazenadas em solução saturada 

de CTAB-NaCl, e transportadas ao Laboratório de Biologia Molecular da Embrapa 

Meio-Norte. A extração do DNA foi realizada utilizando o protocolo descrito por 

Doyle e Doyle (1990) com adaptações 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 extraído foi submetido à eletroforese em gel de agarose (0,8%) 

preparado em tampão TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA), corado com GelRedTM 

(Biotium) e fotografado sob luz ultravioleta.  

A quantificação foi realizada por meio de comparação com DNA λ de 

concentração conhecida (100 ng/µl). A qualidade das amostras foi estimada por 

meio de espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). O DNA obtido foi 

armazenado em freezer, a -20°C, até a realização das reações de amplificação. 
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3.3 Reação em Cadeia da Polimerase 

Foram selecionados 11 primers ISSR, desenvolvidos pela University British of 

Columbia (UBC), de acordo com o nível de polimorfismo e resolução das bandas. As 

características dos primers selecionados estão representadas na Tabela 2. 

As reações de amplificação consistiram em volume final de 10 µl e nas 

seguintes concentrações: tampão 1X [20 mM Tris HCl, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM 

EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v) glicerol], MgCl2 a 2,0 mM, 0,8 mM de dNTP, 0,8 µM de 

primer, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1 µl de DNA genômico (7 ng/µl) e 

5,8 µl de água MiliQ. 

 

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

Primer Tm (C°) Ta (°C) Sequência 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 ACA CAC ACA CC 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 CTC TCT CTC TCT CTC TRG 55,55 

UBC 857 54,3 55,0 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 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 = C ou T; R = A ou G.  

 

As reações foram conduzidas em termociclador VeritiTM 96 Well Thermal 

Cycler (Applied Biosystems) conforme os seguintes parâmetros: uma desnaturação 

inicial a 94 °C por 1,5 minutos; seguida de 40 ciclos de desnaturação  a 94 °C por 40 

segundos, anelamento de acordo com a temperatura otimizada para cada primer por 

45 segundos, extensão a 72 °C por 2 minutos; e uma extensão final a 72 °C durante 

7 minutos.  

Os fragmentos gerados por cada reação de amplificação 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 GelRedTM (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 Análises Estatísticas 

 A partir dos fragmentos amplificados, construiu-se uma matriz binária onde a 

presença e ausência da banda foram representadas, respectivamente, por 1 e 0. A 

matriz de dados foi então utilizada para a obtenção 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 índice de confiabilidade bootstrap com 1000 repetições e 

o coeficiente de correlação cofenética (r). Essas análises foram realizadas no 

programa PAST v. 3.08 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). 

Os parâmetros de diversidade genética foram estimados a partir do programa 

POPGENE v. 1.32 (YEH; YANG; BOYLE, 1999), foram eles: percentual de locos 

polimórficos, índice de diversidade de Nei (h) (NEI, 1987), índice de diversidade de 

Shannon (I) (LEWONTIN, 1972), coeficiente de diferenciação genética (GST) e 

número de migrantes (Nm) a partir da estimativa de GST. A distribuição da 

variabilidade genética entre e dentro das populações foi analisada por meio da 

análise de variância molecular (AMOVA) utilizando o programa ARLEQUIN v. 3.5.1.2 

(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). 

A análise de estruturação populacional foi realizada no programa Structure v. 

2.3.4 (PRITCHARD, STEPHENS; DONNELLY, 2000). Adotou-se o modelo de 

mistura com frequências 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 

simulações em MCMC (Markov Chain Monte Carlo) e 500.000 gerações burnin.  O K 

mais provável foi determinado através dos valores de ΔK conforme a metodologia de 

Evanno, Regnaut, Goudet (2005) obtidos no Structure Harvester v. 0.6.9 (EARL; 

VONHOLDT, 2012). 
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4 RESULTADOS 

4.1 Similaridade Genética 

 A partir dos 11 primers selecionados obteve-se um total de 112 locos 

amplificados, dos quais 93 foram polimórficos, o que representa 83,04% de 

polimorfismo. O maior número 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 amplificação do primer 834 está representado na Figura 3. 

 

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

Primers 
Locos Polimorfismo 

(%) 
Amplitude das Bandas (pb) 

Total Polimórficos 

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 9 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 7 6 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 amplificação do DNA de 27 acessos de cajuí do 
Parque Nacional de Sete Cidades distribuídos em duas populações, Descoberta (12) e 
Lagoa Seca (15) com o primer 834 (UBC). Branco – controle negativo.  

 

As similaridades genéticas entre os indivíduos de Anacardium spp. variaram 

de 0,60, entre os acessos C-23 (População Lagoa Seca) e Caju-II (BAG), a 0,94 

entre os acessos C-26 e C-27, ambos coletados no PNSC (População Lagoa Seca). 

A similaridade média calculada foi 0,81. 

De modo geral, os menores valores de similaridades foram encontrados entre 

acessos de cajuí coletados no PNSC e os dois acessos de cajus. Os acessos mais 

divergentes em relação 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, o acesso C-22 foi o que se mostrou mais divergente dentro do PNSC, 

uma vez que os menores valores de similaridade foram encontrados entre este e os 

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 correlação cofenética (r) 0,83 mostra uma alta 

associação entre as similaridades obtidas pelo coeficiente de Dice-Sorensen e o 

dendrograma. Identificou-se a formação de dois grupos, utilizando como ponto de 

corte a mudança brusca no padrão de agrupamento sustentada por elevados valores 

de bootstrap (Figura 4). 
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O grupo I está representado pelos dois acessos de cajus e representam, 

portanto, o grupo externo. Todos os acessos coletados no PNSC reuniram-se no 

grupo II, de modo que não houve correlação com os locais de coleta. Percebe-se 

ainda, que o acesso C-22 é o mais divergente dentro do PNSC (Figura 4). 

 

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 polimórficos, produzidos por meio de 11 primers ISSR. 
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4.2 Diversidade Genética 

 O maior percentual de locos polimórficos foi encontrado na população Lagoa 

Seca (78,57%) e o menor na população Descoberta (61,61%). O índice de 

diversidade Nei (h) variou de 0,2227 a 0,2691. O índice de Shannon (I) oscilou de 

0,3322 a 0,4026. Ao nível de todos os acessos, a média dos índices de diversidade 

genética foram h = 0,2645 e I = 0,3930 (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Estimativas de diversidade genética, número de migrantes e diferenciação genética das 
três populações de Anacardium spp. 

População NLP PLP (%) h I Nm GST 

Descoberta 69 61,61 0,2227 0,3322 
  

Lagoa Seca 88 78,57 0,2691 0,4026 
  

5ª Cidade 81 72,32 0,2390 0,3620 
  

Todos os indivíduos 93 83,04 0,2645 0,3990 
  

Subpopulações         6,7028 0,0694 
NLP = número de locos polimórficos; PLP = percentual de locos polimórficos; h = índice de 
diversidade de Nei, I = índice de diversidade de Shannon; Nm = número de migrantes; Gst = índice 
de diferenciação genética entre populações. 

 

 O índice de diferenciação GST mostrou que apenas 6,94% da diversidade 

genética foi encontrada entre a populações. O valor de Nm indicou que há a 

ocorrência de seis migrantes a cada geração, indicando um elevado fluxo gênico 

entre as populações (Tabela 4). 

 

4.3 Estrutura e Diferenciação Genética 

 Os resultados obtidos pela AMOVA revelaram que a maior parte da 

variabilidade genética encontra-se dentro das populações (96,17%) e que há pouca 

diferenciação entre as mesmas (ΦST = 0, 03828) (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Análise de Variância Molecular entre e dentro das três populações de Anacardium spp. 

Fontes de 
Variação 

Grau de 
Liberdade 

Soma dos 
Quadrados 

Componente 
de Variância 

Percentual 
de Variação 

Índice de 
Fixação (ΦST) 

Valor 
de P 

Entre as 
Populações 2 50,455 0,58497 3,83 0,03828 0.00000 
Dentro das 
Populações 53 778,992 14,69796 96,17       

Valor de P = probabilidade de significância. 
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Os resultados da análise Bayesiana executada no programa Structure 

indicam que os agrupamentos não estão fortemente correlacionados com as 

localizações geográficas, pois indivíduos 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 provável de ΔK foi K=4 (Figura 5).  

 

 

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

 

Todos os acessos foram constituídos pelos quatro grupos genéticos, em 

maior ou menor proporção (Figura 6). Embora o grupo genético que aparece em 

maior proporção na população Descoberta seja o representado pela cor azul (42%), 

na população Lagoa Seca o amarelo (31%) e na 5ª Cidade o verde (38%), não há 

uma predominância uma vez que nenhum deles representa mais do que 50%. Isso 

demonstra uma grande mistura de genomas entre os grupos genéticos. 

 

 



30 
 

Apenas os dois acessos de cajus apresentam predominância superior a 80% 

pelo grupo genético representado pela cor vermelha, tornando-os mais divergentes 

(Figura 6). Esses resultados estão de acordo com os obtidos pelo agrupamento 

UPGMA. 

 

 

Figura 6 - Representação gráfica do Structure mostrando os acessos de Anacardium spp. distribuídos 
em quatro grupos genéticos. 
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5 DISCUSSÃO 

O percentual de locos polimórficos é um parâmetro utilizado para avaliar a 

eficiência dos marcadores moleculares ao estimarem a variabilidade genética de 

populações (GRATIVOL et al., 2011). A partir dos 11 primers ISSR obteve-se um 

total de 112 locos, dos quais 93 (83,04%) foram polimórficos. Desse modo, os 

marcadores ISSR foram eficientes na caracterização e discriminação da diversidade 

genética dos acessos de Anacardium spp. 

O polimorfismo detectado (83,04%), o número de locos por primer (8-14) e a 

amplitude (150-2200 pb) das bandas geradas nesse trabalho estão de acordo com 

os relatados na literatura para acessos de Anacardium com marcadores ISSR, onde 

a variação do percentual de polimorfismo foi de 86,4 a 89,65%, o número 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 os mais 

divergentes encontrados dentro do PNSC, C-22 e 26 (32,5%) pertencem ao mesmo 

ponto de coleta (População Lagoa Seca), desse modo a similaridade foi pouco 

influenciada pela distância geográfica. Além disso, os acessos C-34 e C-39, também 

divergentes em relação ao C-22, além de serem oriundos da mesma localidade, 

encontram-se na mesma fitofisionomia do Cerrado (Cerrado típico) sugerindo que a 

variação ambiental não influenciou significativamente na diversidade genética. 

A similaridade genética entre os acessos variou de, no máximo, 0,94 (entre os 

acessos C-26 e C-27) a um mínimo de 0,60 (entre C-23 e Caju-II). Desse modo, a 

diversidade representada pela dissimilaridade ficou entre 6 a 40%. Considerando 

apenas os acessos do PNSC a amplitude da diversidade é menor (6-32,5%), o que 

indica pouca a moderada variabilidade genética entre os acessos. Isso, 

possivelmente, está relacionado ao pequeno número de genótipos fundadores 

dessas populações ou a relação de parentesco entre eles. 

A moderada variabilidade genética é reforçada pelos estimadores de 

diversidade. O índice de diversidade de Nei (h) varia de 0 a 0,5 para marcadores 

dominantes, o valor encontrado foi 0,2645. Enquanto o índice de Shannon (I) obtido 

foi 0,3990, onde o valor máximo de I é 0,69.  
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Do mesmo modo como observado para outras espécies, o nível de 

diversidade variou de acordo com o tamanho das populações (SOUSA-SOBREIRA 

et al., 2015). A maior população examinada, Lagoa Seca (24 indivíduos), apresentou 

os maiores valores tanto para o índice de Nei (h = 0,2691) como para o índice de 

Shannon (I = 0,4026). Por outro lado, a população Descoberta (12 indivíduos) foi a 

que apresentou a menor diversidade genética (h = 0,2227, I = 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 cajuí. 

Entretanto, é importante lembrar que a coleta em populações naturais nem sempre é 

uma tarefa fácil e depende da disponibilidade das plantas no ambiente. 

 A AMOVA permitiu inferir que a maior parte da variabilidade genética 

encontra-se dentro das populações (96,17%) e que há pouca diferenciação entre as 

mesmas. Esse resultado está em consonância com o sistema reprodutivo das 

espécies do gênero Anacardium, predominantemente alogâmico (ALIYU, 2008). Em 

plantas alógamas espera-se que a variação seja maior dentro das populações (HU 

et al., 2010).  

Além disso, embora as inflorescências dessas espécies sejam constituídas 

por flores masculinas e hermafroditas, a autofecundação é um mecanismo que 

ocorre de forma limitada, o que também contribui com a redução da variabilidade 

genética entre as populações (ERADASAPPA; MOHANA, 2016). 

O GST (0.0694) e o índice de fixação (0,03828), obtido pela AMOVA; foram 

próximos e representam moderada a pouca diferenciação genética entre as 

populações, indicando a presença de um intenso fluxo gênico que foi evidenciado 

pelo elevado número de migrantes (Nm = 6,7028) por geração.  

O fluxo gênico entre populações pode afetar diretamente a distribuição da 

variação genética, pois representa a introdução de novos variantes alélicos que 

implicam na redução da diferenciação genética entre as populações (HAMRICK, 

2012). Um migrante ou mais por geração é considerado o suficiente para evitar uma 

subestruturação populacional (SHEIDAI et al., 2016). Assim, o alto valor obtido de 

Nm (6,7028) explica a pouca diferenciação encontrada entre as populações de cajuí 

do PNSC. 
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A análise bayesiana obtida pelo Structure assim como o agrupamento pelo 

método UPGMA também evidenciam a grande mistura de genomas, demonstrando 

que os pontos de coleta dentro do PNSC não representam subpopulações 

estruturadas. Entretanto, fica evidente que há uma diferenciação entre as espécies 

de cajuí e o grupo externo, representado pelos dois acessos de caju (A. 

occidentale).  

O padrão de cores na análise bayesiana mostra que todos os acessos são 

constituídos pelos quatro grupos genéticos. De modo que em 16 deles (27,6%) o 

grupo genético com maior proporção é inferior a 50%, o que evidencia a vinculação 

desses grupos pela intensa troca de alelos. 

Um fator importante que favorece o fluxo gênico entre as espécies de 

Anacardium é a biologia floral da planta. A estrutura da flor hermafrodita é tal que os 

estames são curtos, de forma que não alcançam o único e longo pistilo existente; o 

que dificulta a autofecundação (ERADASAPPA; MOHANA, 2016).  

Outro fator considerável é a maior produção de flores masculinas em relação 

às flores hermafroditas, detectado tanto para a espécie comercial A. occidentale, 

como para o cajueiro anão precoce e a espécie A. giganteum; o que favorece o 

sistema de reprodução por alogamia.  Portanto, a biologia floral interfere diretamente 

no modo de polinização da planta, favorecendo a polinização cruzada em 

Anacardium (SOUSA et al., 2007; TAKEHANA et al., 2013). 

As características da morfologia floral de Anacardium, que incluem os 

atrativos florais de oferta de néctar, grão de pólen, aroma agradável, mudança de 

coloração 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 pequena distância entre as populações é outro fator que favorece o fluxo 

gênico. As abelhas, especialmente a Apis mellifera L., são os principais agentes 

dispersores de pólen de Anacardium e podem percorrer grandes distâncias em 

busca de alimentos florais (HAGLE et al., 2011). Uma vez que a distância entre as 

populações de cajuí dentro do PNSC não excede 7,6 Km, o fluxo gênico, muito 

provavelmente, foi intensificado pelo pólen carregado pelas abelhas presentes na 

região. 
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A dispersão pela semente também pode ser considerada, pois o fruto (a 

castanha) está associado ao pedúnculo carnoso e suculento que atrai pequenos 

animais, principalmente morcegos frugívoros que possuem a capacidade de 

dispersar o fruto a longas distâncias (GALINDO-GONZÁLEZ, 1998).  

O pedúnculo também é uma fonte de alimento para papagaios e periquitos 

que são visitantes frequentes dos cajuizeiros do PNSC e, possivelmente, também 

atuem como agentes dispersores da semente. 

O grande potencial de dispersão das espécies de Anacardium via 

polinizadores e dispersores de sementes, associados, respectivamente, à elevada 

viabilidade polínica, maior que 90% em duas espécies de cajuí (A. microcarpum e A. 

pumilum), e aos altos percentuais de germinação culminam em elevado fluxo gênico 

(ERADASAPA et al., 2014;  ALVES et al., 2013; MOREIRA; SILVA; MEDEIROS-

FILHO, 2016). 

Além de todo o potencial econômico, medicinal e ecológico, as populações de 

Anacardium avaliadas no presente estudo encontram-se sob condições ambientais 

adversas, como por exemplo, seca e solo pouco nutritivo. Assim, uma vez que 

sobrevivem a essas condições, são acessos que podem conter genes responsáveis 

pela defesa da planta sob condições de estresse abiótico. Desse modo, sabendo 

que focos de incêndios são comuns dentro do PNSC, alelos com potencial a serem 

explorados por programas de melhoramento podem ser perdidos, o que torna 

necessário, portanto, a conservação ex situ desses materiais. 

Uma etapa fundamental para promover estratégias de conservação dos 

recursos genéticos é o conhecimento da diversidade genética. Essa informação é 

essencial na formação de germoplasmas (SANTANA et al., 2016). Desse modo, 

visando à conservação ex situ desses materiais e ampliação do BAG da Embrapa 

Meio-Norte sugere-se a incorporação do grupo de acessos de cajuí mais divergentes 

analisados, são eles: C-03, C-05, C-22, C-26, C-34 e C-39. 
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6 CONCLUSÕES 

Os marcadores moleculares ISSR foram eficientes na caracterização dos 

acessos de Anacardium spp. analisados e representam, portanto, uma ferramenta 

importante para o estudo da diversidade genética em cajuí. 

As três populações estudadas apresentam moderada variabilidade genética, 

resultado de um pequeno tamanho amostral ou da constituição genética dos 

genótipos ancestrais. Portanto, faz-se necessário o desenvolvimento de futuros 

estudos que envolvam uma maior amostragem, permitindo acessar com mais 

clareza a variabilidade existente entre a(s) espécie(s) de cajuí dentro do PNSC. 

Os três pontos amostrados dentro do PNSC não constituem subpopulações, 

devido ao intenso fluxo gênico favorecido pelas características morfológicas 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 

populações, C-03, C-05 (Descoberta), C- 22, C-26, C-34, C-39 (Lagoa Seca) e são, 

portanto, os indicados à conservação ex situ e inclusão ao BAG do Cajuí da 

Embrapa Meio Norte. 
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