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Estudos de acessos de Anacardium humile A. St. Hill por meio da
caracterizacdo morfoldégica e de marcadores RAPD

RESUMO - O conhecimento da variabilidade genética do cajuzinho-do-
cerrado é importante para maximizar o uso dos seus recursos genéticos para
futuros programas de melhoramento e de conservacdo da espécie. No presente
trabalho, a variabilidade genética de 122 acessos de A. humile procedentes de 11
municipios (procedéncias) do Cerrado, foi quantificada por meio de marcadores
RAPD. Os primers com maior expressao foram OPAll e 08. Os dez primers
utilizados geraram 157 bandas, sendo 156 polimérficas (99%), com média de 15,6
bandas/primer. Grande variabilidade dentro de municipios foi detectada, sendo o
polimorfismo superior a 90 %, exceto da procedéncia Jatai-GO. Os acessos de
Caiapbnia-GO e Santo Antbnio do Descoberto-GO foram os mais distantes
geneticamente. A dissimilaridade total entre acessos variou de 0,103 a 0,796, com
médias de 0,390. Os acessos 87 e 114 de Serrandpolis-GO e Santo Antdnio do
Descoberto-GO, respectivamente, foram o0s mais distantes geneticamente,
demonstrando a importancia dessas procedéncias no enriguecendo do banco de
germoplasma da espécie. O cajuzinho-do-cerrado apresenta alta taxa de
variabilidade genética sendo considerada uma espécie potencial em programas de
conservacao in situ e ex situ e em programas de melhoramento genético sendo

gue a maior parte desta esta dentro de suas populacdes.

Palavras- chave: Anacardiaceae, Diversidade genética, Polimorfismo, recursos

genéticos e banco de germoplasma.

Studies of acesses of Anacardium humile A St. Hill by means of the

morphologic characterization and of markers RAPD



XV

SUMMARY - The knowledge of the genetic variability of the bushy cashew
is important to maximize the use of its genetic resources to future programs of
improvement and conservation of the species. In this report, the genetic variability
of 122 accesses of A. humile coming from 11 cities (provenances) from Cerrado
was quantified through RAPD markers. The primers with bigger expression were
OPAl11l and 08. The ten primers used generated 157 bands, being 156
polymorphic (99%), with an average of 15,6 bands/ primer. It was detected a great
variability in the towns, being the polymorphism higher than 90%, except the ones
original from Jatai-GO. The accessions of Caiap6nia-GO and Santo Antdnio do
Descoberto-GO were the most distant genetically. The total dissimilarity between
accesses ranged from 0,103 to 0,796, with averages of 0,390. The accesses 87
and 114 from Serrandpolis-GO and Santo Anténio do Descoberto-GO,
respectively, were the most distant genetically, showing the importance of these
prevenances in the enrichment of the germoplasm bank of the specie. The
cajuzinho-do-cerrado presents a high rate of genetic variability is considered a
potential species in conservation programs in sit u and ex situ and in breeding

programs is that most of this is within their populations.

Keywords: Anacardiaceae, genetic diversity, polymorphism, genetic resources e

germoplasm bank



1. INTRODUCAO GERAL

O cajuzinho-do-cerrado apresenta uma alta variabilidade morfoldgica a qual
abrange desde o seu porte até o seu fruto. Estudos que visem a determinacéo da
variabilidade genética buscando identificar procedéncias e/ou ambientes que
apresentam acessos com divergéncias de alta magnitude poderéo gerar subsidios
para estudos sobre a sua potencialidade comercial. Segundo Corréa (1984) e
Almeida et al. (1998) o pedunculo e a améndoa dessa espécie € bastante
apreciado na regido do Cerrado. A espécie se encaixa como espécie perene
susceptivel a extingdo devido o seu extrativismo predatorio e pelo fato do Cerrado
ter se tornado uma fronteira agricola.

Nos ultimos 30 anos, alguns estudos demonstraram que esta espécie
possui atividade antifungica, anti-rotavirus, antidiarréica, antiinflamatoria,
hipoglicemiante (Goncalves et al., 2005; Lameira et al.,1997; Lans1999).

Na literatura sdo encontrados muitos trabalhos com o género Anacardium,
mas, em se tratando de espécie, poucos sao encontrados com Anacardium humile
A. St. Hill. Esta falta de estudos sobre a espécie abre possibilidades para o inicio
de pesquisas a fim de se conhecer suas necessidades para planejar estratégias
futuras de preservacao e utilizacdo da espécie (Carvalho et al., 2005).

Devido esta caréncia de informacdes genéticas do cajuzinho-do-cerrado, o
uso de marcadores moleculares RAPD torna-se uma ferramenta essencial para
fornecer estudos preliminares da espécie. Segundo Caixeta et al.(2006), a partir
da técnica de RAPD, pode-se amplificar segmentos de DNA distribuidos ao acaso
no genoma sem a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia do DNA,
sendo indicada para espécies pouco estudadas.

Os marcadores moleculares RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso) envolvem uma técnica com grande potencial informativo e de custo
relativamente baixo (Willians et al., 1990). Esse marcador tem sido empregado em
estudos recentes de diversidade genética de algumas espécies nativas, gerando

resultados que podem auxiliar no estudo da diversidade genética dessas espécies.



2.1.

O estudo de diversidade de acessos de Anacardium humile A. St. Hill
situados no Cerrado, por meio da caracterizacdo morfolégica e marcadores
moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) visando obter
informacdes sobre a diversidade genética, estrutura populacional, fluxo génico e
variabilidade da espécie sdo de suma importancia na definicdo de programas para
a conservacao de populacdes evolutivamente estaveis bem como para auxiliar no

manejo racional e sustentavel dessas populacdes.

Revisado de literatura

O Cerrado brasileiro

O Cerrado brasileiro representa cerca de 20% do territério nacional. O
Estado de Goias possui a maior area de solo inserida nesse bioma (quase 100%)
seguido por Tocantins (87,05%), Minas Gerais (65,98%), Piaui (64,71%), Mato
Grosso do Sul (61,75%) e Mato Grosso (47,91%), além do Distrito Federal (100%)
(Yokoyama et al., 1998).

Uma caracteristica marcante do Cerrado & sua diversidade floristica,
caracterizando-se como um mosaico de formacdes vegetais (Silva, 2001). Estas
formacbes se déo principalmente pela relacdo intrinseca, com o nivel do lencol
freatico, da fertilidade do solo, da geomorfologia do relevo e da topografia ou
altitude do mesmo (Rigonato & Almeida, 2003).

Devido a esta diversidade o Cerrado € considerado um hotspot, ou seja, &
um bioma de absoluta importancia para a conservacao por sua alta riqueza
biologica e pela alta pressdo antrépica a que vem sendo submetido (Myers et al.,
2000). Com o avanco da agricultura, o Cerrado tornou-se uma fronteira agricola,
consequentemente houve uma fragmentacdo da paisagem, diminuicdo de
espécies vegetais e animais e aumento de extingdo de espécies consideradas
endémicas (Klink & Machado, 2005).



Muitas das espécies endémicas, principalmente as espécies herbaceas e
subarbustivas, por serem consideradas susceptiveis a agdes antropica estdo na
lista de espécies com alto risco de extingdo. Para preservar e conservar esta
diversidade é preciso conhecer e investir em estudos de preservacao, de técnicas
agrondmicas, estudo da diversidade genética e estrutura populacional.

Dentre as espécies nativas pouco estudadas que apresentam
caracteristicas que indicam potencial para uso sustentavel pelos produtores locais
e pela industria e que se encaixa como espécie perene susceptivel a extingao, € a

espécie Anacardium humile A. St. Hil, da familia Anacardiaceae.

2.2. Aspectos gerais do género Anacardium

2.2.1. Botéanica, distribuicdo e principais caracteristicas

A familia Anacardiaceae € formada por 21 espécies do género Anacardium
(Lima, 1988). O nome caju é oriundo da palavra indigena acaiu, que, em tupi, quer
dizer noz que se produz. O caju, fruto do cajueiro, tem duas partes: o fruto
propriamente dito, que € conhecida popularmente como castanha, e o
pseudofruto, chamado tecnicamente pedunculo floral, que é a parte vendida como
fruta (Lima, 1988).

A origem brasileira do caju é aceita por quase todos os autores modernos
gue se dedicam ao seu estudo. Aceita-se também que pelo fato do Estado
Nordestino concentrar cerca de 70 a 80 % das espécies do género, este seja o
centro de origem do caju (Ferrdo, 1992). Porém, é importante ressaltar que as
teorias atuais sobre a origem do cajueiro continuam fundamentadas em provas
circunstanciais.

Quanto ao seu comportamento ecolégico, as espécies do género
Anarcadium que ocorrem no Brasil dividem-se em espécies de Cerrado e espécies

da Amazobnia. As espécies de Cerrado de modo geral, possuem porte baixo



(arbustiva) e as da mata, porte alto (arboreas). Mesmo as espécies descritas fora
do Brasil sdo de mata e, em consequéncia, de porte alto (Araujo, 1995).

Em Goiéas, ocorrem principalmente trés espécies de caju arbdéreo e duas de
herbaceo: a) A. amilcarianum O. March., nativa do Brasil Central, habitando a ilha
do Bananal, arbusto de, aproximadamente, 5 metros de altura (Lima, 1988); b) A.
curatellifolium St. Hil., espécie nativa do Planalto Central do Brasil, habitando, de
preferéncia, solos lateriticos, apresenta troncos grossos, curtos e tortuosos
(Rizzini, 1969); c¢) A. humile St. Hil., € um arbusto de tronco subterraneo,
abundante no Cerrado arenoso do Brasil Central, ocorrendo, ainda, em Sao Paulo
e Minas Gerais (Ferreira, 1973); d) A. nanum ST. Hil., arbusto de caule tortuosa,
rasteiro e subterraneo, com dispersédo pelo Distrito Federal, Goias, Minas Gerais,
até Sao Paulo (Ferreira, 1973); e) A. othonianum Rizz. é bastante conhecido e
apreciado na regidao do Cerrado, é tipica dos Cerrados do Planalto Central do
Brasil, disperso pelo Distrito Federal e Goias. A planta € aproveitada de varias
formas: o cha obtido de suas folhas € empregado no combate a diarréia (Naves et
al., 1992).

Do cajueiro tudo é aproveitado, entretanto € a améndoa tostada do caju, o
produto de grande interesse no mercado mundial, devido ao seu elevado valor
nutritivo. Esta pode ser consumida in natura, ou usada no preparo de doces,
farinhas, entre outras iguarias.

A espécie Anacardium ocidentalle (cajueiro-ando-precoce) é a Unica
utilizada na industrializacdo, e devido a esta falta de conhecimento de outras
espécies do género € dificil identificar propriedades desejaveis que pudessem ser
empregados em programas de melhoramento genético, o que sugere estudos
sobre outras espécies do género para fins de melhoramento (Crisostomo, 2002).

As populacdes de cajueiro apresentam um alto nivel de heterogeneidade
devido ao seu sistema reprodutivo ser predominantemente alogamico. Contudo
ainda nao foi possivel estabelecer variedades na espécie, sendo distinguidos

apenas como tipo comum ou tipo ando precoce (Barros, 1995).



2.2.2. Anacardium humile A. St. Hill. (cajuzinho-do-cerrado)

O Anacardium humile A. St. Hill é conhecido como cajui, cajuzinho-do-
cerrado ou cajuzinho-do-campo. A espécie ocorre com frequiéncia em campo sujo
e Cerrado sentido restrito. E encontrado nos Estados de Bahia, Goias, Distrito
Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo (Almeida et
al., 1998; Lorenzi, 2006).

Segundo Lépez-Naranjo & Pernia (1975) o corpo aéreo de A. humile é
formado por flores e folhas que afloram na superficie do solo e possuem
comportamento ortotrépico e crescimento apical.

Quanto a morfologia, suas folhas s&o classificadas como coriaceas,
alternas simples, comprimento entre 10 a 40 cm, peciolos de 2 a 15 mm. Possuem
venacao pinada, com a nervura principal desenvolvida e saliente abaxial, nervuras
laterais arqueadas e ramificadas proximas das margens. Quanto a filotaxia esta é
espiralada e sua orientacédo tendendo a vertical. Possui forma de vida caméfita, ou
seja, apresentam estruturas arbOreas com estruturas de vida subterrdnea
(Almeida et. al., 1998; Lorenzi, 2006). Outra caracteristica marcante é o fato da
planta ser helidfila (Hoehne 1979).

O sistema radicular e caulinar, composto por ramos e troncos, forma o
corpo subterrdaneo ou hipégeno de A. humile (Lopes- Naranjo, 1975). O tronco
possui funcdes de grande importancia para a planta, dentre estas o transporte de
substancias da raiz as folhas e armazenamento de agua e amido que conferem
resisténcia a seca e queimadas (Grando,2009).

O crescimento subterraneo dos caules e ramos dificulta a separacdo das
plantas de A. humille em campo. Esta distincdo pode ser facilitada pela
visualizacdo da area da copa, porém, esta pode chegar a 200mz2, o que indica que
h& sobreposicéo de individuos (Galetti et. al., 2003; Lépes- Naranjo, 1975).

Uma caracteristica marcante da espécie é a presenca de um xilopddio bem
desenvolvido com capacidade de armazenar agua, este garante resisténcia as

secas prolongadas e queimadas, uma vez que ap0s a perda da parte aérea, 0s



brotos plagiotropicos reativam-se, invertendo a dire¢cdo de crescimento, sendo
esta diferenciacdo rapida e ocorrendo antes que os 0rgaos regenerativos das
gramineas e herbaceas cubram a superficie do solo (Lépez- Naranjo & Pernia,
1990).

Suas flores foram classificadas em estaminadas (oito a dez estames, com
antese diurna) e moclinas (ovéario supero com um ovulo lateral), sendo que a
inflorescéncia é de proporcdo de 4:1 em ambas (Almeida et al. 1998).

A espécie se propaga principalmente por sementes, porém, devido as
limitagGes na polinizagdo, como a incapacidade de algumas flores hermafroditas
se transformarem em fruto, este possui baixa capacidade de producédo de frutos e
sementes, apesar do grande numero de flores por inflorescéncia (Ferrdo, 1995),
associado a proporcéo de 4:1 entre flores masculinas e hermafroditas (Almeida et
al., 1998). Outras raz0es podem ser a tendéncia de gréos de podlen dos estames
permanecerem unidos & antera apds a deiscéncia, e que, nas flores estaminadas
somente um entre oito a dez estames é fértil (Ferrdo, 1995),

Os oOrgados reprodutivos da espécie possuem inflorescéncia terminal na
forma de panicula. Suas flores sdo meliferas (Almeida et al. 1998) e seu principal
polinizador é a abelha, sendo a Apis melifera a espécie mais comum (Lorenzi,
2006).

A floracéao e frutificacdo apresentam fases curtas, que coincidem com o final
dos periodos secos do ano e inicio de periodos chuvosos. Os periodos de floracédo
iniciam-se em julho (Lorenzi, 2006), e sua frutificacdo ocorre geralmente nos
meses de outubro e novembro (Almeida et. al., 1998).

O fruto verdadeiro é uma nucula reniforme, com pericarpo duro e seco, de
cor parda, alcancando o seu tamanho final antes mesmo do pedicelo se tornar
espessado e modificado na forma de uma baga (Barroso et al. 1999). As nuculas
possuem uma das caracteristicas mais marcantes da familia Anacardiaceae, que
sdo canais ou cavidades de goma-resina, bastante desenvolvidos e geralmente
associados ao floema, ocupando quase todo o mesocarpo (Machado & Carmello-
Guerreiro 2001).



As nuculas de Anacardium humile ndo apresentam dorméncia e a sua
viabilidade diminui ap6s um més de armazenamento (Almeida et al. 1998). De
maneira geral, os diasporos do género Anacardium possuem baixa capacidade de
germinagcdo quando semeados sem qualquer pré-tratamento, isto ocorre devido
sua semente possuir o embrido carnoso e curvo, ndo possuindo endosperma
(Lorenzi, 1998), embora existam registros de percentagem de germinagao superior
a 60% para nuculas de A. humile, em um periodo de 20 dias (Melo et al., 1998).

O cajueiro necessita de uma estacao seca para frutificar. Em regides com
precipitacdes intensas e bem distribuidas durante todo o ano a frutificagcdo fica
muito comprometida pela ocorréncia de pragas e doencas (Frota, 1988).

A faixa situada em torno de 27°C é tida como ideal para o desenvolvimento
e frutificacdo da planta que suporta temperaturas acima de 30° C e até 35°C. A
espécie € sensivel a temperaturas abaixo de 22°C por periodos longos,
prejudicando o desenvolvimento principalmente das plantas jovens. As plantas
adultas suportam temperaturas baixas por um curto periodo de tempo, porém sua
producéo é prejudicada nos periodos de floracéo e frutificacdo. Frota (1988) relata
gue a floracdo tende a se tornar gradativamente mais tardia, a medida que as
regides de cultivo se afastam da linha do equador, ou que se localizam em regides
mais elevadas (Aguiar & Costa, 2002).

A espécie é fonte alimentar de canideos silvestres neotropicais, como a
raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) e o lobo-guara (Chryzocyum brachiaru) que
sdo considerados recolonizadores de areas abertas por atividade humana,
atuando como agente dispersor em areas mais secas do Cerrado (Dalponte &
Lima 1999).

Apresenta potencial medicinal e alimentar, podendo ser enquadrada no
grupo das fruteiras tropicais. O falso fruto e os frutos sdo valorizados pelas
populacdes locais como fonte alimentar (Corréa 1984, Almeida et al., 1998). O
0leo encontrado na castanha é corrosivo e volétil, contendo cardol e &acido
anacardico, considerados de uso medicinal, com acdo antisséptica e cicatrizante
(Barroso et al., 1999).



2.3. Variabilidade genética e fluxo génico

O estudo da variabilidade genética tem papel fundamental na definicao das
estratégias de conservacao de espécies nativas (Avise & Hamrick, 1996). A perda
da variabilidade genética de uma espécie tornou-se um ponto chave para estudos
de conservacao, principalmente quando relacionada a espécies al6gamas
encontradas em areas fragmentadas e em pequenas populagdes (Avise, 1994),

O conhecimento do comportamento e distribuicdo da variabilidade genética
dentro e entre populacfes é importante, estando relacionado diretamente com o
alcance do fluxo génico, gerando informacdes importantes na definicdo de
programas para a conservacao de populacdes evolutivamente estaveis bem como
para auxiliar no manejo racional e sustentavel dessas populacbes (Newton et al.,
1999).

O termo fluxo génico possui varias definicdbes na literatura porem neste
contexto é definido como 0 movimento de genes em populagcdes que efetivamente
trocam genes na distribuicdo espacial (Neigel, 1997), sendo de grande importancia
para a manutencdo da diversidade genética e do polimorfismo. Em plantas a
transferéncia de genes pode ocorrer tanto pelo movimento de organismos
individuais (sementes, rizomas, estolfes) assim como o movimento de gametas
(Zucchi, 2002).

Segundo Futuyma (1992) existem quatro modelos basicos de fluxo génico:
a) o modelo continente-ilha, em que o movimento dos genes € unidirecional,
partindo de uma populacdo maior para outra menor e isolada ou, para
colonizacéo; b) o modelo de ilhas, onde a migracdo ocorre ao acaso entre um
grupo de pequenas populacdes bem definidas; ¢) o modelo de alpondras ou
“stepping-stone”, onde as populagdes trocam migrantes entre populagdes vizinhas
e d) o modelo de isolamento por distancia, no qual o fluxo ocorre entre grupos
vizinhos, em uma populacédo continua.

Zucchi (2002) em seus estudos com Eugenia dysenterica considerou o

modelo de ilha de Swall Wright, onde a migragdo ocorre ao acaso entre grupos de



pequenas populacbes. Neste modelo, o nimero efetivo de migrantes, Nm, é
estimado através da estatistica F para um conjunto n de populacdes,
considerando equilibrio entre migracdo e deriva entre todas as populagfes. Este
mesmo comportamento espera-se do cajuzinho-do-cerrado devido este ser

encontrado em fragmentos de Cerrado.

2.4. O uso de marcadores moleculares RAPD no melhoramento genético

de plantas

O melhoramento genético tem influenciado de forma positiva e decisiva na
adaptabilidade e produtividade dos cultivos, porém para a eficiente obtencdo de
ganhos genéticos no melhoramento é imprescindivel um conhecimento detalhado
da constituicdo genética da espécie (Bered et al.,1997).

Conhecer a quantidade de variacdo genética presente na espécie €
importante para se obter resultados positivos e confiaveis para um programa de
melhoramento, manejo ou conservacdo. Estas informacdes podem ser obtidas
através de marcadores genéticos.

Os primeiros marcadores genéticos utilizados foram os morfolégicos que
sdo determinados por mutacdes simples em um gene particular que geram
alteracoes fenotipicas de facil identificacdo. O uso desses marcadores ficou
bastante limitado devido estes sofrerem influéncia ambiental (Carvalho & Torres,
2002; Ferreira & Grattapaglia, 1998) para isto foram desenvolvidos outras
tecnologias a fim de ajudar na deteccao de variabilidade das espécies.

Diversas ferramentas da biologia molecular estdo disponiveis para a
deteccdo de variabilidade genética em sequéncia de DNA, ou seja, para a
deteccdo de polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencdo de um
namero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares que cobrem todo o
genoma do organismo. Tais marcadores podem ser usados para diversos fins,
tanto para estudo de genética como na pratica de melhoramento de plantas, onde

este caracteriza 0 genoétipo a partir de amostras celulares ou teciduais, em
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qualquer estadio de desenvolvimento planta, desde que se tenha uma quantidade
suficiente de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A possibilidade de identificar e selecionar os clones mais adaptados
possibilita que se tenham caracteristicas qualitativas e quantitativas a fim de
selecionar genes de interesse que favorecam a exploragdo econdmica nos
diferentes agroecossistemas (Cavalcanti, 2005).

Ao identificar os genes que garantem essas caracteristicas, pode-se
selecionar através de amostras de marcadores moleculares os individuos que
possuem as caracteristicas desejadas. Isso podera ser feito em um espaco de
tempo menor do que se o estudo fosse feito em campo através de observacdes do
fendtipo. Outra vantagem é a reducao da area para a realizacdo do experimento,
consequentemente a reducéo dos custos nas pesquisas (Cavalcanti, 2005).

Os marcadores moleculares diferenciam dois ou mais individuos e tém base
mendeliana. Sdo moléculas como DNA ou proteinas que marcam uma regiao ou
regides do genoma ligadas a alguma caracteristica de interesse agronémico
(Weising et al., 1995).

Entre os varios tipos de marcadores moleculares disponiveis, destacam-se
os de maior utilizacdo, como Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Simple Sequence Repeats- ISSR-
(Microssatélites ou SSR) e Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP).

O uso de uma ou outra tecnologia vai depender de fatores como: o objetivo
do estudo, da espécie, da infra-estrutura disponivel, dos recursos financeiros e
humanos.

A técnica RAPD foi descrita, independentemente por dois grupos de
pesquisadores que a denominaram, respectivamente, de Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) e Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction (AP-
PCR). O RAPD ¢é a denominacdo mais utilizada, no qual envolve a amplificacdo
simultanea de varios locos anénimos do genoma, utilizando- se um unico primer

(oligonucleotideo iniciador) de seqiiéncia arbitraria para realizar a amplificacdo. E
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basicamente uma variacdo da técnica usada em PCR (Welsh & McClelland, 1990;
Williams et al., 1990).

Segundo Caixeta et al (2006), a partir da técnica de RAPD, pode- se
amplificar segmentos de DNA distribuidos ao acaso no genoma sem a
necessidade do conhecimento prévio da sequéncia do DNA.

O principio da técnica € muito simples: o primer se liga as sequéncias
complementares em fitas opostas do DNA alvo e ocorre a amplificagdo in vitro do
segmento de DNA entre dois primers adjacentes com o auxilio da enzima Taq
polimerase. Segundo Ferreira & Grattapaglia, (1995), os sitios de ligacdo dos
primers devem estar separados por no maximo 3 a 4 mil pares de bases, uma vez
gue a Taq polimerase ndo € capaz de percorrer segmentos maiores nas condi¢des
normalmente usadas durante a amplificacdo (Williams et al., 1990). A quantidade
de fragmentos a serem produzidos para uma analise é virtualmente ilimitada,
dependendo apenas do numero de primers utilizados (Lacerda, 2002).

A deteccdo dos produtos de amplificacéo é feita, normalmente, em géis de
agarose, separados por eletroforese em meio semi soélido, corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz ultravioleta (Caixeta et al., 2006; Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

O polimorfismo detectado por estes marcadores tem natureza binaria, ou
seja, um determinado fragmento ou banda estd presente ou ausente no gel.
Quando presente esta é chamada de 1 e quando ausente é chamada de 0. As
bandas que apresentam tamanhos diferentes sdo consideradas locos diferentes
(Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Entre as vantagens frequentemente citadas para a técnica de RAPD, pode-
se destacar: simplicidade, rapidez, baixo custo, infraestrutura mais simples, pouca
guantidade de DNA para realizacdo das anadlises, possibilidade de estudo de
espécies sobre as quais ndo se tem nenhum tipo de informacdo genética e
espécies com pouco ou nenhum polimorfismo em locos isoenzimaticos (Lacerda,
2002).
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Na literatura é possivel achar diversos trabalhos utilizando a técnica de
RAPD em andlises genéticas de plantas nativas com diferentes finalidades, seja
para determinacdo da diversidade e da estrutura genética em populacdes naturais,
seja visando ndo apenas a caracteriza¢cdo, como também a conservacdo destas
espécies. Entre estes estudos pode-se destacar o maracujazeiro doce (Bellon et.
al., 2009); butiazeiro (Nunes et. al., 2008), a aceroleira (Salla et.al. 2002),
bananeira (Souza, 2006), acaizeiro (Oliveira et. al., 2007), guariroba (Pinto, 2008)
e pitayas (Junqueira et. al., 2010), gerando resultados que podem auxiliar no
estudo da diversidade genética dessas espécies.

Para auxiliar nestes estudos foram desenvolvidas diversas ferramentas
para analises moleculares, entre estas temos a analise molecular de variancia
(AMOVA) que foi desenvolvida por Excoffier et al., (1992) originalmente para
aplicacdo em sistemas haploides (mtDNA) constituidos de um unico grupo de
ligacdo. Em 1996 foi adaptada por Stewart & Excoffier para analisar dados de
RAPD (Pessoni, 2007).
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3. OBJETIVOS

Em funcdo do registro ainda pouco expressivo de estudos com espécies
frutiferas do Bioma Cerrado, este trabalho buscou obter informac¢des que ajudem
na preservacdo e conhecimento genético da espécie nativa conhecida por
cajuzinho-do-cerrado (Anacardium humile A. St. Hill). Os objetivos deste trabalho
foram:

e Avaliar descritores morfolégicos em plantas de Anacardium humile A.
St. Hill provenientes de 10 municipios do estado de Goias e 1
municipio do estado de Mato Grosso;

e Caracterizar geneticamente 122 acessos de Anacardium humile A.
St. Hill oriundos de 11 municipios situados no Cerrado, por meio de
marcadores moleculares RAPD, visando obter informacfes sobre a
diversidade genética da espécie;

e Avaliar a variabilidade genética da espécie, em diferentes localidades

do Cerrado.



4. MATERIAL E METODOS
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As coletas dos dados morfologicos e moleculares foram feitas em 122

acessos, distribuidos em 11 procedéncias, sendo 10 do estado de Goi4ds-GO e 1

procedéncia do estado do MT (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Procedéncias dos 122 acessos de cajuzinho-do-cerrado.

Procedéncia

Coordenadas
geograficas

Acessos

Mineiros-GO

Altitude: 704m
S:17.0,66. 0,130
W: 52.0,5. 0,271

01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09
e 10;

Doverlandia-GO

Altitude: 618m
S: 16.0,71.0,09
W: 52. 0,15.0,0125

26, 27, 28, 29,30, 31,32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39 e 40;

Altitude: 637m

ltaruma-GO S:18.0,6. 0,0272 41,42, 43, 44, 45,46, 47, 49 e 50;
W: 51. 0,76. 0,093
Itaja-GO Altitude: 484m 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 €

S:18.0,85. 0,225
W: 51. 0,53. 0,228

59;

Chapadao do Céu-GO

Altitude: 809m
S: 18.0,216. 0,112
W: 52. 0,86.0,165

60, 61, 62, 63,64, 65, 66,
67,68,69 e 70;

Aporé-GO

Altitude: 681m
S: 18.0,783. 0,147
W: 52, 0,08. 0,182

71,72, 73, 74,75,76, 77, 78 e 79;

Serrandpolis-GO

Altitude: 577m
S: 18. 0,35. 0,147
W: 52. 0,93. 0,075

80, 81, 81b, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89;

Altitude:750m

91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99

Jatai-GO S:17.0,90. 0,0163 e 100-
W: 51. 0,68. 0,256 '
Altitude: 599m
Caiaponia-GO S: 16.0.7. 0,0165 Tob 1oz, 109 104, 105, 107,
W: 52. 0,11. 0,0066 ' '
. Altitude: 1050m 111, 112, 113, 114, 115, 116,
Santo Antbnio do

Descoberto-GO

S: 15. 0,98. 0,00438
W: 48. 0,21.0,0150

117, 118, 119, 120, 121, 122,
123 e 124.

Barra do Gar¢a-MT

Altitude: 570m
S: 15. 0,85. 0,072
W: 52. 0,25. 0,048

11,12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 e 25;
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Fonte: Sistema Estachual de Estatisticas e Informacdes Geograficas de Goias (SIEG, 2010).
Organizagio: Laboratério de Geoinformagio - UFG/Tatai
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Figura 1. Area territorial das procedéncias avaliadas e os pontos de coleta dos acessos de

cajuzinho-do-cerrado.

Todas as plantas em estudo foram georreferenciadas quanto as

Coordenadas Geograficas: Altitude, Latitude Sul e Longitude Oeste.

4.1. Caracterizacdo morfoldgica

Na coleta dos acessos pobde-se verificar

a grande ocorréncia de

Antracnose, que pode ter contribuido para a baixa frutificacdo. Foram avaliados

oito descritores nas areas de coleta (Tabela 2).

Tabela 2. Descritores utilizados na caracterizagéo do cajuzinho-do-cerrado.
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Descritores Descricao

AP Altura da Planta (cm) Medida do nivel do solo a insercdo da
gema apical;

DC Diametro da Copa (cm) Medida no ponto mais largo da copa;

AC Altura do caule —(Comprimento da Haste Altura da primeira bifurcacao;

DH gré)metro da haste (cm) Medida da parte média da haste

abaixo da primeira bifurcacéo;

NR Numero de Ramificacdo Numero de ramos laterais;

CFM Comprimento da Folha Madura (cm) Médias da medida de dez folhas
totalmente desenvolvidas;

LFM Largura da Folha Madura (parte mais larga | Média da medida de dez folhas
da folha cm) totalmente desenvolvidas;
D Presenca de lesdes provocadas por 0= auséncia de lesBes; 1= pouca

patogenos (antracnose) presenca de lesbes; 2= média

presenca de lesdes e 3= expressiva
presenca de lesdes.

4.1.1 Andlise estatistica dos dados morfologicos

Para a quantificacdo da divergéncia realizou-se andlises multivariadas,
estimando a distancia Euclidiana média, obtida a partir das médias dos acessos
avaliados nas diferentes procedéncias para todos os descritores morfologicos
(2006). A medida de similaridade genética e agrupamento das procedéncias foram
estimados pelo algoritmo de otimizacdo de Tocher. Para tanto, utilizou-se também
o Programa Statistica (Statsoft in 1999) para a confeccao da dispersao grafica em
escalas multidimensionais. A contribuicdo relativa das variaveis foi avaliada pelo
método de Singh (1981) com o auxilio do Programa Genes.

Foi utilizada para andlise de divergéncia a analise por componentes

principais, quando os dados sdo obtidos de experimentos sem repetigoes.
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4.2. Caracterizagéo dos solos

Para a andlise do solo, foram coletadas amostras na profundidade de 10-20
cm em 8 pontos de coleta proximo aos acessos de cada procedéncia e em
seguida obtidas as amostras compostas, seguindo o mesmo padrédo em todos 0s
11 procedéncia. As amostras foram acondicionadas em sacos de papel
devidamente identificadas e levadas ao laboratorio de Solos da Universidade
Federal de Goias- Campus Jatai-GO, onde foram feitas as andlises fisicas e
guimicas dos solos a fim de conhecer qual o tipo de solo que a espécie se adapta.

4.3. Material vegetal

Foram coletadas amostras de folhas em estado intermediario de maturagéao
de 122 acessos procedentes de dez municipios dos Estados de Goias e um
municipio de Mato Grosso (Tabela 1). As folhas foram acondicionadas em tubos
falcon (identificados) contendo silica e transportadas para o laboratorio de
Genética e Biologia Molecular da UFG — Campus Jatai, e armazenadas em

freezer (-20°C) para melhor conservacao.

4.3.1. Otimizacdo do protocolo de extracdo de DNA do cajuzinho-do-
cerrado

O DNA gendmico foi extraido utilizando-se o protocolo de Faleiro et al.
(2003), com modificacbes na concentracdo de betamercaptanol onde foram
utilizadas 10 vezes mais, ou seja 20ml por amostra, e 0 tempo de imersao em
banho Maria foi reduzido em uma hora. Apds a extracao, o DNA total de cada uma
das plantas foi quantificado por espectrofotometria. Em seguida a soluc¢ao estoque
do DNA foi diluida para a concentracédo final de trabalho d aproximadamente 5ng
pL™t.

4.3.2. Amplificacdo e obtencdo dos dados moleculares
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As reacgbes de amplificacdo foram realizadas conforme a metodologia de
Barros et. al., (2005), onde foram utilizados 25 iniciadores decameros: OPA (01,
04, 05, 08, 09, 11, 18, 19 e 20,); OPB (02, 03, 04, 05, 06, 07, 08 e 14); OPJ (05 e
19); OPM (02 e 03); OPN (02 e 05) e; OPW (01e 05).

As amplificacdes foram feitas em termociclador programado de acordo com
Barros et. al., (2005), para 40 ciclos, sendo cada um, constituido pela seguinte
sequéncia: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C. Apos
o término dos 40 ciclos, foi realizada uma etapa de extensdo de seis minutos a
72°C e reducao para 4°C. Apos a reacao de PCR, foi adicionado, a cada amostra,
3 PL da mistura de azul de bromofenol (0,25% p/v), glicerol (60% v/v) em agua
(com o intuito de auxiliar a visualizacdo do andamento da corrida do DNA na
eletroforese). O volume total de cada amostra foi aplicado em gel de agarose
(1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampéao TBE (Tris-Borato 90
mM, EDTA 1 Mm, e brometo de etidio). A separacao eletroforética foi realizada
durante 3 horas, a 90 volts. Ao término de cada eletroforese, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta. Foi utilizado como padréo de peso molecular 1Kb
Ladder DNA Marker da Real Biotech Corporation, que varia de 500 a 10000 bp.

4.3.3. Analise estatistica dos dados moleculares

Apés a leitura dos géis foi gerada uma matriz binaria. As distancias
genéticas entre os acessos foram obtidos com base no coeficiente de similaridade
descrito por Nei & Li (1979) utilizando o programa computacional Genes (Cruz,
1997).

Os marcadores RAPD obtidos foram convertidos em uma matriz de dados
binérios para estimar as matrizes de dissimilaridade genética entres 0s municipios,
acessos dentro dos municipios e entre todos 0s acessos, com base nho
complemento do coeficiente de Nei & Li, pelo programa Genes (Cruz, 1997). A

matriz de dissimilaridade genética foi utilizada para a analise de diversidade
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genética por meio de dendrograma e dispersao grafica baseada nas coordenadas
principais. Utilizou-se como critério de agrupamento dos acessos 0 método
UPGMA (Critério de agrupamento baseado na média aritmética), com o auxilio do
sistema SAS (SAS Institute, 1990).

4.3.3.1. Porcentagem de polimorfismo

Com a matriz de dados binarios foi calculado a porcentagem de
polimorfismo obtido com cada primer, utilizando a seguinte expressao:

P = nbp / nbt

Onde:

P = porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo);

nbp = nimero de bandas polimorficas;

nbt = nimero de bandas totais.

4.3.3.2. Analise de agrupamento

A anadlise de agrupamento teve como objetivo agrupar os diversos acessos
para visualizar e interpretar a diversidade existente entre eles através do uso de
medidas de dissimilaridade UPGMA (Unweighted pair-group arithmetic average)
(Cruz & Carneiro, 2003).

4.3.3.3. Coeficiente de similaridade e dissimilaridade

A partir da matriz de dados binérios utilizando-se o programa Genes (Cruz,
2006), foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, por

meio do coeficiente de similaridade Nei & Li (1979), conforme a expresséo abaixo:
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Sij=2al/(2a+b+c)

Onde:

a = numero de casos em que ocorre a presenca da banda em ambos 0s
individuos, simultaneamente;

b = nimero de casos em que ocorre a presenca da banda somente no
individuo i;

C = numero de casos em que ocorre a presenca da banda somente no
individuo j;

As similaridades foram transformadas em médias de distancia genética (Dj)
pela seguinte equacéao:

Dj=1-S;j

A partir da distancia de 1 menos a medida de similaridade foi confeccionada
a matriz de dissimilaridade, a qual foi utilizada para construir um dendrograma,
através do meétodo hierarquico aglomerativo da média aritmética entre pares nao
ponderados (UPGMA — Unweighted pair-group arithmétic Average), que permite a
construcdo de um dendrograma, utilizando-se o programa Statistica (Statsoft in
1999)

4.3.3.4. Bootstrap (NUmero minimo de bandas)

Foi utilizado o procedimento bootstrap por permutacdo para estimar o
coeficiente de variacdo (CV) do indice de similaridade de Nei & Li, gerando 1000
simulacdes de ordem aleatéria, de acordo com o procedimento descrito por Tivang
et. al (1994). O software utilizado foi o Dboot, desenvolvido por Coelho (2000).

Os coeficientes de variacdo obtidos foram relacionados com o numero de
locos. O ponto de curvatura maximo da funcéo ajustada foi determinado quando o

coeficiente de variagédo alcancasse 10%.

4.3.3.5. AMOVA (Analise Molecular de Variancia)
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A AMOVA (Tabela 3) tem como finalidade delinear a extenséao da diferenca
genética entre e dentro de populacdes, utilizando componentes de variancia.
Deve-se ter cautela para interpretacdo dos dados (Pessoni, 2007).

A matriz de distancia foi obtida pelo método da distancia de Nei e Li. A
significancia dos componentes de variancia das estatisticas ¢ séo testadas pela
analise de permutacdo (Excoffier et al., 1992). O método parte de uma matriz com
0s quadrados das distancias entre todos os pares haplétipos, neste caso, a
combinacdo de marcadores moleculares presentes em alguma area definida do
genoma. Assim, o haplétipo de um individuo é representado por um vetor p, com
valores 0 se a banda homologa tiver ausente e 1 se esta estiver presente
(Excoffier et al.,1992).

Tabela 3. Esquema da Analise de Variancia Molecular (AMOVA), para o caso de um grupo de
populacées independentes.

Fonte de Variacéo GL SQ QM E(QM) Componentes
de variancia
Entre populagdes P-1 SQa QMa 5 +pe? ol=c +0;
Dentro de N-P SQb QMb a? _ o’
Populactes Py = )
Total N-1 - - - -
vy M
=~ N
H=
P-1
Onde:

P: € numero de populacoes;
N: € numero total de individuos ou acessos;
Np: é o numero de individuos ou acessos na populacéo P.

Neste trabalho a AMOVA foi realizada com 122 acessos oriundos de 11

municipios. As analises foram realizadas com o auxilio do programa POPGENE
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(Young et al., 2000). A s distancias genéticas foram calculadas conforme Nei & Li

(1979):

(s 2n_
D=5 }=100{1— }

n,+n,

4.3.3.6. Caracterizacao da variabilidade

« Diversidade de Nei (1973) (H.)

~ ‘[;(rf - ‘h}rf - He"
Fp=1-=%; Fg=1-=~ Fyp=1-=*
H ‘ A : A,

onde:

Ay 8

Sendo:

H « = heterozigosidade esperada total;

H o= heterozigosidade observada total:;

H o = heterozigosidade esperada média total;

xii = frequiéncia de heterozigotos do loco | na populagéo i;
X ik = frequancia o alelo K do loco | na populacéo i;

s= numero de populacdes;

|= locos.

4.3.3.7. Indice de Shannon

O indice de Shannon, também chamado de indice de Shannon-Weaver ou

indice de Shannon-Wiener, € um dos varios indices de diversidade usados para

medir a diversidade em dados categoricos. Trata-se da informacgéo entrépica da

distribuicdo, tratando espécies como simbolos e o tamanho da respectiva
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populacdo como wuma probabilidade. A vantagem desta medida de
heterogeneidade é que ela leva em consideracdo o numero das espécies e sua
equitabilidade (Santos, 2009).

O indice de Shannon é definido por

5

H = - Z pjlog(p;).
j=l1

Sendo:
H’=indice de Shannon;
S: espécies;

Pj: a proporcéo de individuos na j-ésima espécie (j=1, ..., S).
4.3.3.8. Método de estimacao do fluxo génico

Foi calculado através do parametro Fst chamado de fluxo génico aparente,
pois este admite a estrutura genética populacional sob o modelo de ilhas de
Wright (1951) e assume equilibrio entre migracao e deriva genética. O Fst € uma
funcao efetiva do numero de migrantes por geracdo (Nm) onde N € o tamanho
populacional e m é a proporcédo de migrantes por geracéo, onde se tem a seguinte
férmula de Wright 1951.:

; ]f( 1 \'i
Nm=—| —-1]|
41 F,; ),

Onde:

m = taxa de migracao;

N = tamanho populacional,

Nm = nimero de migrantes/ geracao.

Segundo Wright (1951), quando Nm > 1,0, ou seja, quando um ou mais
individuos migram por geracdo, os efeitos da migracdo séo suficientes para
contrapor os efeitos da deriva e, portanto, 0 niumero de migrantes por geragao

impede a divergéncia entre populagdes.
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Contudo deve-se tomar certo cuidado na interpretagdo desta estimativa,
guando estimada a partir de Fsy, devido o fluxo ndo ser uma medida

contemporanea (Zucchi, 2002).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises Morfoldgicas
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Pela matriz de corre¢do entre 0s acessos, calcularam-se os componentes
principais, promovendo integrar as multiplas informag6es extraidas e identificar
guais descritores melhor caracterizam os materiais estudados.

Com base nos caracteres para divergéncia segundo Singh (1981),
observados na Tabela 4 pode-se verificar a contribuicdo relativa das 8 variaveis
em relacdo a caracterizacdo da variabilidade da espécie. As variaveis diametro da
copa, altura da planta e altura do caule apresentaram respectivamente 29,128%,
53,390 %, e 15,803 % de contribuicéo relativa para a variagao total, desta forma,
pode-se afirmar que estes descritores sdo importantes na caracterizacdo dos
acessos de cajuzinho-do-cerrado por apresentarem contribuicbes importantes na
discriminagéo da divergéncia. As variaveis média de comprimento da folha madura
e presenca de lesbes foram as variaveis que menos contribuiram para a
discriminacdo da variabilidade da espécie, com porcentagens de 0,023 % e
0,038%, respectivamente, indicando serem estes descritores pouco discriminantes

da variabilidade genética.

Tabela 4. Contribuicéo relativa dos caracteres para divergéncia segundo Singh (1981)

Variavel S C%
AP 16236065.0 29,128
DC 29759777.0 53,390

AC 8808937.0 15,803



26

DH 265355.1249 0,476
NR 435588.0 0,781
CFM 13005.0 0,023
LFM 199455.9701 0,357
D 21470.1148 0,038

*AP= altura da planta; DC=didmetro da copa; AC= altura do caule; DH=di&dmetro da haste; NR=
Numero de RamificagBes; CFM= Comprimento Folha Madura; LFM= Largura Folha Madura; D=
presenca de lesdes provocadas por patdgenos; S.j =; C%= Contribuicdo relativa para divergéncia
Genética.

As distancias genéticas entre os 122 acessos de cajuzinho-do-cerrado
variaram entre 0,4595 e 2,2174. A maior distancia foi obtida entre os acessos 01 e
04 (Apore-GO e Chapadéo do Céu-GO, respectivamente) e a menor foi entre os
acessos 1 e 3 (Aporé-GO e Caiapbnia-GO, respectivamente), sugerindo a
influéncia geografica na divergéncia fenotipica (Tabela 5 e Figura 2).

A partir da analise de agrupamento pelo método de Tocher, foi possivel
separar os 11 municipios em 5 grupos (Tabela 5), sendo o primeiro composto por
dois municipios, o segundo por trés, o terceiro e o quarto por dois e 0 quinto e
sexto por apenas um municipio. Os 122 acessos foram separado em 7 grupos a
partir do método de Tocher (Tabela 6) . Grupos formados por apenas um individuo
apontam na direcao de que tais individuos sejam mais divergentes em relacdo aos
demais (Vieira et al., 2005).

A analise de agrupamento dos 122 acessos gerou a formacéo de 7 grupos,
sendo o primeiro formado por 109 individuos de diferentes municipios, o segundo
e 0 quarto grupo por dois individuos, o terceiro grupo por seis individuos e o

guinto, sexto e sétimo grupo foi formado por apenas um individuo.

Tabela 5. Agrupamento de 11 amostras, originadas de diferentes municipios, de plantas de
cajuzinho-do-cerrado com base no método de agrupamento de Tocher, para oito descritores
avaliados.

GRUPO INDIVIDUOS*

I 13
I 57 10
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i 211
v 6 9
Vv
Vi

*1-Aporé-GO, 2-Barra do Garga-MT, 3-Caiap6nia-GO, 4-Chapadao do Céu-GO, 5-Santo Antbnio
do Descoberto-GO, 6-Doverlandia-GO, 7-ltaruma-GO, 8-ltaja-GO, 9-Jatai-GO, 10-Mineiros-GO e
11-Serrandpolis-GO.

Tabela 6. Agrupamento dos 122 acessos de diferentes municipios, de plantas de cajuzinho-do-
cerrado, com base no método de agrupamento de Tocher para oito descritores avaliados.

Grupo Individuos/Acessos

I 69 97 100 73 98 35 61 62 95 99 70 65 40 28 4 80 36 39
8 105 34 118 92 104 52 1 2 124 91 53 31 90 30 123 117
79 33 6 106 112 120 48 89 75 81 67 54 77 111 9 93 26 94
47 51 38 13 10 113 115 82 18 44 71 55 21 19 27 7 32 43
78 116 103 84 58 15 56 109 49 83 122 29 68 121 63 96
102 3 5 17 107 86 64 110 12
16 76 46 45 119 22 59 114 41 24 14 74 23 60 108

I 37 66

" 20 57 25 88 87 50
v 42 72

\% 85

Vi 101
VI 11

Na analise de dispersdo demonstrada na Figura 2 € possivel verificar a
divergéncia entre os 11 municipios e o agrupamento dos acessos dos municipios
Aporé-GO, Caiapbnia-GO e Santo Antdénio do Descoberto-GO e Itaruma-GO e
Mineiros-GO.

Os acessos foram analisados pelos componentes principais, e na Figura 3 é
possivel ver claramente a grande diversidade existente entre os 122 acessos de

cajuzinho-do-cerrado.
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:

Figura 2. Dispersdo grafica em trés DimensBes (3D) mostrando o agrupamento das 11
procedéncias a partir da analise de 8 descritores morfolégicos (1-Aporé-GO, 2-Barra do Gar¢a-MT,
3-Caiapbnia-GO, 4-Chapadéao do Céu-GO, 5-Santo Antbénio do Descoberto-GO, 6-Doverlandia-GO,
7-Itaruma-GoO, 8-ltaja-GO, 9-Jatai-GO, 10-Mineiros-GO e 11-Serrandpolis-GO).
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Figura 3. Disperséo grafica em duas dimensées (2d) mostrando o agrupamento dos 122 acessos a
partir da analise de 8 descritores morfol4gicos.

5.2. Anélises do Solo

Na Tabela 7, sdo apresentados as analise dos solos provenientes dos 11
municipios onde se avaliaram 0s acessos de cajuzinho-do-cerrado. Observou-se
gue todos os solos sdo classificados como distroficos. A maioria foram
classificados como alicos, e somente os solos coletados em Itaja-GO, Aporé-GO
e Jatai-GO apresentaram-se nao alicos. Quanto a porcentagem de argila,
somente 0 solo de Jatai-GO apresenta-se argiloso, sendo os demais
caracterizados como médios a arenosos. Para a matéria organica, os valores so
foram médios para Chapaddo do Céu-GO e Jatai-GO, e o0s demais solos

apresentaram valores baixos a muito baixos.
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A acidez dos solos coletados nos 11 municipios apresentou-se de elevada
a muito elevada, com excecdo dos municipios de Itajad-GO, Aporé-GO e Santo

Antbnio do Descoberto-GO.

Tabela 7. Analise fisica e quimica dos solos coletados nos 11 municipios de coleta de cajuzinho-
do-cerrado.

Textura %

Procedéncias pH Al SB CTC M % MOS Argila Silte  Areias
Mineiros-GO 4,73 29,72 0,519 3,269 65,61 0,8 6,91 3,43 89,66
Barra do Gar¢a-MT 4,83 18,08 0,596 4,82 59,35 1,3 12,75 11,23 76,03
Itaja- GO 5,18 16,88 0,643 3,033 44,71 0,9 13,36 4,98 81,67
Doverlandia-GO 4,42 23,94 0,442 5,522 73,41 1,6 25,97 14,05 59,98
Aporé-GO 5,15 15,13 0,517 2,237 40,37 0,5 7,05 3,38 89,57
Serranopolis-GO 4,80 18,71 0,427 3,117 57,60 0,7 4,44 429 91,26
Itarum&-GO 4,82 16,78 0,407 2,377 50,18 0,5 6,01 4,81 89,18
Chapadéo do Céu-GO 5,63 9,78 0,67 7,38 51,80 2,6 14,83 6,76 78,40
Caiapbnia-GO 444 318 0,65 535 7234 09 27,42 30,97 41,61
St.A.do Descoberto-GO 5,18 22,71 0,56 4,72 65,85 2,0 20,66 47,8 31,96
Jatai-GO 44 201 1,056 9,256 30,34 39 41,5 15,00 71,70

5.3. Andlises moleculares

O protocolo de Faleiro (2003) com algumas modificacbes se mostrou
eficiente (Figura 4). As extracdes de DNA foram bem sucedidas apresentando
DNA de qualidade, com bandas nitidas e bem definidas, o que proporcionou a
obtencdo de marcadores moleculares RAPD que se mostraram eficientes na
deteccédo da diversidade genética em cajuzinho-do-cerrado.

A andlise da integridade do DNA foi realizada pela eletroforese em gel de
agarose a 1,2%, apresentando amostras integras de DNA. Houve a diminuicdo de

1 hora no tempo de extracao estabelecido por Faleiro (2003).
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Figura 4. Géis do DNA obtido dos protocolos: A- Doyle & Doyle (1990); B- Faleiro et. al.(2003) e C-
modificacdes de Faleiro et. al. (2003).

Foram testados 25 primers, somente 10 (OPA (04, 08, 09, 11 e 18); OPB
(05 e 07); OPM (02 e 03); OPN (05) foram selecionados para caracterizacao do
polimorfismo genético entre e dentro das populacdes naturais de A. humile, os
guais apresentaram caracteristicas imprescindiveis como qualidade, intensidade e
repetibilidade (Figura 5):

A medida do parametro b (Tabela 8) mostra a heterogeneidade entre as
bandas neste estudo. Os valores de b com os acessos dentro dos municipios
variou de 0,43 (Santo Antonio do Descoberto-GO e Itaruma-GO) a 0,48 (Mineiros-
GO, Jatai-GO e Aporé-GO) com alta taxa de heterogeneidade dentro dos
municipios ja que o valor maximo esperado para esse parametro € de 0,5 (
Pequeno, 2003). Na andlise entre os municipios o valor de b=0,46 foi superior ao
valor encontrado entre todos os acessos que foi de b=0,37, evidenciando que
existe maior diversidade entre os municipios do que entre todos 0s acessos.
Resultado similar foi encontrado por Pequeno (2003), na cultura da soja onde o
valor encontrado foi de b=0,426.

A analise feita com os acessos dentro dos municipios demonstrou que 0s
primers com maior expressao foram o OPA11 e OPAO08, ja o0 menos informativo foi
0 OPAO0O4 (Tabela 8). O maior numero de bandas gerado foi evidenciado entre os
acessos dos municipios de Mineiros-GO e Doverlandia-GO, totalizando 156

bandas, seguidos por Chapaddo do Céu-GO e Barra do Garca-MT, com 155
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bandas. Em contra partida os acessos constituintes do municipio de Caiapbnia-
GO geraram 136 bandas, seguido de Jatai-GO, com 138 bandas. Quanto ao
polimorfismo, verifica- se valores acima de 90% para as procedéncias oriundas
dos municipios, exceto Jatai, que apresentou 83%. A alta porcentagem de
marcadores polimorficos evidencia alta variabilidade genética das procedéncias
analisadas. Na analise de Bootstrap verificou-se uma quantidade variavel de
bandas polimorficas a partir do Coeficiente de Variacdo (CV) e a curvatura
ajustada a 10%, indicando que o uso de aproximadamente 35 bandas (acessos do
municipio de Jatai-GO) até 140 bandas polimorficas (acessos do municipio de
Santo Antonio de Descoberto-GO) proporcionaria a precisdo obtida para as

estimativas.
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Figura 5. Produtos de amplificacbes de amostras de DNA gendmico de cajuzinho-do-cerrado, obtidos com o uso de 10 iniciadores decameros na analise
I-OPNO5 E J-OPMO03).

entre os 11 municipios (A-OPA04; B-OPMO02; C-OPA08; D-OPA09; E-OPA11;

F-OPB05; G-OPA18; H-OPMO02;
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Tabela 8. Locais de coleta do cajuzinho-do-cerrado e caracteristicas moleculares.

Municipios Nbt**** | Nbp | %P | Mbp PE PME BStrap b
Aporé-GO* 0 OPAlle
154 |140 |91% 14 OPAOS OPMO03 65 0,48
Barra do Garca-MT* 155 | 146 94% 146 C°TAl | opaoa 50 0,47
o OPAO8 e
- * 0,
Caiaponia-GO 136 | 132 |97%|13.2 OPAO9 OPA04 45 0,46
Chapadéo do Céu-GO* 155 | 144 |93% | 14.4| OPA1ll OPAO4 70 0,47

Santo Antonio do

Descoberto-GO* 148 | 146 |99%|14.6| OPAll OPMO03 140 0,43

OPAO4

Doverlandia-GO* 156 | 146 |93% 14.6] OPAI1l 40 047
. OPAll e
- * 0,
Itaja-GO 153 | 141 920% 14.1 LALLE 1 OPBOS 70 047
ltarum&-GO* 153 |143|93%|143 OPA-11| OPAO4 | 130 | 043
Jatai-GO 138 | 115 |83% 11.5| OPM02 | OPAO4 35 048
Mineiros-GO* 156 | 141 |90%|14.1| opaos | ©PMO3 58 048
Serranépolis-GO* 153 | 148 97% 148 opA1l | OPA% | 118 | o045
o OPAlle | OPNO5
K%k 0,
Municipios 146 134 |92% 13,4 OPAOS 85 0,46
Todos 0S acessos** 157 | 156 |99%| 156 opa1l | OPAl8 90 037

* analise realizada com os acessos dentro de cada municipio;

** andlise realizada levando em considera¢do somente 0s municipios;

*** analise realizada com todos os 122 acessos;

****nbt = nlmero de bandas totais; nbp = nimero de bandas polimorficas; % P = porcentagem de

polimorfismo (ou taxa de polimorfismo); PE= primer expressivo; PME= primer menos expressivo;

Mbp= Média bandas por primer, BStrap= bootstrap e b= medida da heterogeneidade entre bandas.
No estudo com pitayas (Junqueira et al., 2010), os marcadores RAPD

também mostraram-se eficientes para detectar a variabilidade genética da

espécie, porém, ao contrario do cajuzinho-do-cerrado, foi detectado baixa

variabilidade genética dos acessos analisados, onde os 11 primers decameros

geraram um total de 111 marcadores RAPD, perfazendo uma média de 10,1

marcadores por primer, além disso, dos 111 marcadores, 45 (40,54%) foram
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polimorficos. No presente trabalho, na andlise entre os municipios, os 10 primers
selecionados amplificaram um total de 146 bandas, sendo que destas, 92% foram
polimérficas com média de 13,4 bandas por primer. A andlise de Bootstrap indica
que € necessario o uso de no minimo 85 bandas para as estimativas de

polimorfismo entre os municipios (Tabela 9).

Tabela 9. Primers selecionados que apresentaram melhor padrdo de bandas polimorficas e
monomorficas entre 0os municipios.

Numero de bandas

Primer Monomorficas Polimoérficas %Polimorfismo
OPA04 03 10 76,92%
OPMO02 00 11 100,00%
OPAO08 01 16 94,11%
OPA09 02 22 91,66%
OPA11 00 25 100,00%
OPNO5 02 06 75,00%
OPA18 02 12 85,70%
OPBO5 01 15 93,75%
OPBO7 00 12 100,00%
OPMO03 01 05 83,33%
Total 12 134 92%

A dissimilaridade entre os municipios variou de 0,561 a 0,138 com médias
de 0,37 (Tabela 10). Os menores valores foram registrados entre 0s acessos
oriundos das procedéncias dos municipios de Mineiros-GO e Serranopolis-GO.
Por outro lado os acessos dos municipios de Caiapdnia-GO e Santo Anténio do

Descoberto-GO, foram os mais distantes geneticamente.

Tabela 10. Matriz de distancias entre acessos de cajuzinho-do-cerrado baseado em 146
marcadores RAPD.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2 0,39
3 0,49 0,39
4 0,39 0,41 0,37
5 0,44 0,54 0,56 0,54
6 0,34 0,31 0,42 0,36 0,42
7 0,37 0,31 0,44 0,3 0,5 0,26
8 0,43 0,5 0,53 0,4 0,46 0,43 0,38
9 0,35 0,28 0,45 0,31 0,49 0,23 0,29 0,36
10 0,36 0,24 0,41 0,3 0,55 0,24 0,25 0,41 0,16
11 0,37 0,22 0,41 0,31 0,53 0,25 0,22 0,38 0,18 0,14

Observa-se no dendrograma (Figura 6) a formacédo de 04 grupos, levando
em consideragdo a média da dissimilaridade entre os municipios. Dentre estes, o
maior grupo foi formado pelos municipios de Aporé-GO, Barra do Garca-MT,
Doverlandia-GO, Itajd-GO, Chapaddao do Ceéu-GO, Jatai-GO, Mineiros-GO e
Serranopolis-GO. Os municipios de Caiaponia-GO, Itaruma-GO e Santo Antdnio
do Descoberto-GO formaram grupos isolados.

Resultados similares foram encontrados por Oliveira (2009) no estudo com
aceroleiras, onde foram utilizados 25 iniciadores que possibilitaram obter 108
marcadores, sendo observadas 92 marcas polimorficas, mostrando que o RAPD
foi eficiente para esse estudo, discriminando 0s acessos e que tiveram uma
variabilidade genética potencial para o programa de melhoramento genético e
informacfes Uteis, como a indicacdo de acessos promissores para avaliacdo
clonal.

Os resultados obtidos em relacdo a todos os 122 acessos mostram que 0S
primers selecionados amplificaram um total de 157 bandas, sendo que destas
99% foram polimdrficas e com uma média de 15.6 bandas por primer (Tabela 8). A
analise de bootstrap indicou que o uso de aproximadamente 90 locos marcadores
proporcionaria a precisdo para as estimativas de polimorfismo dos acessos.
Também foi realizada a andlise de todos os acessos desconsiderando as
procedéncias, nesta analise verificou-se que a dissimilaridade entre os acessos

variou de 0,796 a 0,103, com média de 0,39. Isto evidencia maior amplitude de
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variacdo comparada aquelas obtidas das procedéncias. Os menores valores foram
registrados entre os acessos 02 e 113, acessos coletados nos municipios de
Mineiros-GO e Santo Antbnio do Descoberto-GO respectivamente, 0s quais s&o
geograficamente distantes. Por outro lado os acessos 87 e 114, que
correspondem respectivamente as municipios de Serranépolis-GO e Santo
Antonio do Descoberto-GO, foram os mais distantes geneticamente.

Houve alta variabilidade genética entre acessos de cajuzinho-do-cerrado
procedente de diferentes municipios e entre acessos dos mesmos municipios,
formando grupos heterogéneos (Figura 7), sendo que estes devem ser mais
estudados, tendo em vista o grande distanciamento genético desses acessos
dentro da mesma procedéncia, o que evidencia maior probabilidade de se coletar
individuos e suprir com maior facilidade o maior niumero de alelos possivel da

espécie.
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Figura 6. Dendrograma de distancias genéticas entre 11 procedéncias de cajuzinho-do-cerrado
obtido pelo método UPGMA, com base na matriz de marcadores de RAPD (Distancia genética

média = 0,37).



39

0,3
[ ]
+ "
+ : &
0.2t L +
@ & : tEa s+ * + . . ’
u &
011 a b o <>Hél:|1+ o " ¢
' + oA om, o ” .
< ® - w »
s T o m B ‘ . *
+ ®
0.0} + . s - .
. @ e o ¢
S o1f 5 : I :
% ! - + o] +oo:> C)|:| +* N - N
3 . . )
02+ Cc>) o g . .
[m] iy
+* . ¢ * ¢
-0,3
-
-0.4
e
-0.5
1 1 1 1 1 * 1 1 1 1
-0,3 -0,2 -0.1 0,0 0.1 0,2 0,3 0.4 0,5
CQOP 01

Figura 7. Dispersdao grafica em 2 dimensdes (2D) relativa a formacdo de grupos dentro de
procedéncias de cajuzinho-do-cerrado entre os 11 municipio KCAporé-GO; A Barra do Garga- MT; e
Caiapbdnia-GO m Chapadao do Céu-GO; A Doverlandia-GO;+ Itaja-GO;* Itaruma-GO; o Jatai-GO;
o Mineiros-GO ¢ Santo Anténio do Descoberto-GO e ¢ Serranoépolis-GO).

Os acessos de Santo Antbnio do Descoberto-GO apresentaram uma
grande variabilidade genética, estando proximo geneticamente de acessos
geograficamente distantes e ao mesmo tempo apresentando-se diferentes dos
demais acessos.

Os resultados gerados neste trabalho corroboram com a literatura quando
comparados a outros trabalhos com RAPD, demonstrando a importancia desses
marcadores na analise de variabilidade de espécies pouco estudadas como o
Anacardium humile A. St. Hill (cajuzinho-do-cerrado).

A Tabela 11 contém os valores estimados dos indices de diversidade
genética. A porcentagem de bandas polimérficas observadas (P) variou de 77,71%
a 96,18%, sendo que apenas as procedéncias “9 e 3” apresentarado P inferiores a
90%. A menor porcentagem de bandas polimérficas encontradas neste trabalho

(77,71%) foi proxima dos resultados obtidos por Oliveira et al. (2008), ja as demais
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porcentagens de bandas polimérficos encontradas neste trabalho foram proximas
aos encontrados por Zimback et al. (2004) e Moura (2005) que em seus estudos
relataram porcentagens de bandas polimérficas variando de 90,3 a 97,3%. Valores
inferiores da porcentagem de polimorfismo encontrados neste estudo séo
relatados na literatura com variacdo de 7% ate 30% (Black-Samuelsson et al.

1997; Lakshimi et al. 1997; Palécios & Gonzales- Candelas, 1997).

Tabela 11. Diversidade genética de populacdes naturais de Anacardium Humile A. St. Hill

Municipios P na* ne* h* [*

Aporé 90,45 1,9045 (0,2949 1,5847 (0,33)  0,3365 (0,1598) 0,4979 (0,213)
Barra do Graca 92,99 1,9299 (0,2561) 1,6469 (0,3114) 0,3658 (0,1467) 0,5353 (0,1939)
Caiaponia 84,08 1,8408 (0,3671) 1,4511 (0,3394) 0,2714 (0,1726) 0,4135 (0,2356)
Chapadéo do Céu 92,36 1,9236 (0,2665) 1,5857 (0,3187) 0,34 (0,1501)  0,5052 (0,1973)
St. A.do Descoberto 92,99 1,9299 (0,2561) 1,5183 (0,2952) 0,3147 (0,1412) 0,4776 (0,1862)
Doverlandia 91,08 1,9108 (0,2859) 1,6615 (0,316) 0,3701 (0,1509) 0,5384 (0,2022)
Itaja 96,18 1,9618 (0,1923) 1,6579 (0,2859) 0,3747 (0,1314) 0,5497 (0,1687)
Itaruma 93,63 1,9363 (0,245) 1,5656 (0,329) 0,3299 (0,1529) 0,4937 (0,1977)
Jatai 77,71 1,7771 (0,4175) 1,5431 (0,3827) 0,3046 (0,1947) 0,4452 (0,2696)
Mineiros 91,08 1,9108 (0,2859) 1,6067 (0,3256) 0,3468 (0,1558) 0,5111 (0,207)
Serranopolis 95,54 1,9554 (0,2071) 1,6192 (0,2977) 0,3581 (0,1358) 0,5301 (0,1741)
Total 100 2(0) 1,6674 (0,2573) 0,3842 (0,1065) 0,5662 (0,1245)

* (): desvio-padrao; h: diversidade genética de Nei; I: indice de Shannon de diversidade fenotipica;
na: nimero de alelos observados; ne: nimero de alelos efetivos; P: porcentagem de locos
polimérficos.

O namero de alelos observados (na) variou de 1,7771 a 1,9618, enquanto o
numero de alelos efetivos (ne) variou de 1,4511 a 1,6615, entre as populacdes

A distribuicdo da diversidade genética (h) entre e dentro das populacdes foi
calculada de acordo com Nei (1978) variando de 0,2714 (procedéncia 03) a
0,3744 (procedéncia 06), demonstrando que 27,14% da variabilidade genética se
encontra entre populagbes e 37,44% dentro das populacbes (Tabela 11),
sugerindo que existem locos em todas as populagcbes que apresentam elevada

diversidade esperada para um loco com dois alelos. Apesar de ser uma espécie
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com populacbes ameacadas pela agricultura intensiva, pela fragmentacdo da
paisagem e pelo extrativismo exploratorio, existe uma grande variabilidade
genética provavelmente em funcdo das estratégias reprodutivas adotadas pela
espécie ao longo de sua evolugdo. As populacbes do género Anacardium
apresentam um alto nivel de heterogeneidade devido seu sistema reprodutivo ser
predominantemente alogamico (Barros, 1995). Entretanto, estudos com biologia
da reproducdo do A. humile devem ser realizados com o intuito de conhecer
melhor as estratégias reprodutivas, que possibilitam novas combinacdes
genotipicas nos descendentes (Lovelles & Hamrick 1984). Os valores de
diversidade de Nei (h) encontrados neste estudo podem ser considerados
préximos, aos encontros em outros trabalhos, como: Zimback et al (2004), Moura
(2005) e Estopa et al. (2006) os quais variaram de 0,27 a 0,36.

Segundo Yeeh et al. (1996) a manutencdo da variabilidade genética em
populacdes é a base para a conservacdo de espécies, ou seja, quanto maior a
variabilidade genética existente na populacdo maiores sdo as chances de
perpetuacéo da referida espécie.

O indice de Shannon, segundo Oliveira et al. (2008), varia de 0 a 1 e
considera-se que, quanto mais proximo de zero, mais baixa é a diversidade. Os
valores estimados para o indice de Shannon (I) (Tabela 11), variaram de 0,4135 a
0,5497. Os valores de (I) encontrados neste estudo foram superiores aos
encontrados em outras espécies, em que foram utilizadas metodologias similares.
Lacerda et al (2001) observaram valores de (l) variando de 0,302 a 0,367 em
Plathymenia reticulata, jA& Torezan et al (2005) obteve (I) igual a 0,410 em
individuos adultos de Aspidosperma polyneuron.

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populacées foi
estimada de acordo com Nei (1978) (Tabela 12), a divergéncia genética
encontrada foi de 0,1167 e demonstra que 11,67% da variabilidade genética se
encontra entre populacdes e 88,33% dentro das populagdes. Zimback et al (2004),
estudando populagbes de Trichila pallida, encontraram um divergéncia genética

entre suas populagées um pouco superior (12,5%) ao encontrado neste estudo.
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Tabela 12. Parametros genéticos populacionais de Anacardium humile A St. Hill.

HT HS GST Nm*
Média 0,3821 0,3375 0,1167 3,7852
Desvio Padrao 0,0115 0,0093

HT: heterozigosidade total; HS: diversidade genética média dentro; GST: divergéncia génica entre
populacdes; e Nm: fluxo génico.

Os resultados da andlise de varidncia molecular (Tabela 13) demostram
gue a maior variacdo (93,36%) esta presente dentro das procedéncias de
cajuzinho-do-cerrado. Porém, os valores de variacdo encontrados entre
populacdes (6,64%), embora baixos, foram altamente significativos. Resultados
proximo foram relatados por Franzon et al. (2010), o qual obteve 86,64% de
variacdo dentro de suas populacbes e apenas 6,1% entre elas, mesmo sendo o
valor entre populacdes baixo este foi altamente significativo. Gavido et al. (2007)
encontraram em Butia eriospatha 89,86% da variabilidade genética dentro das
populacdes e 10,14% entre populacdes.

O valor de Fst observado no presente trabalho (Tabela 13) foi de 0,0664.
Valores de Fst entre 0,05 e 0,15 sugerem moderada diferenciacdo genética entre
as populacdes (Wright, 1978).

Tabela 13. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de populagfes naturais de Anacardium humile
A St. Hill.

FV GL SQ QM Porcentagem P
Entre 10 498.9744 49,8974  6.639 <0,001
Dentro 111 3101.0082 27,9372  93.360 <0,001
Total 121 3600.0082 29,7521

Fst 0,0664**

*FV= fator de variacdo; GL= grau de liberdade; ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de
erro.

Foi observada um valor de heterozigosidade total (HT) estimada de 0,3821.
Valores parecidos foram encontrados por Oliveira et al. (2008) no estudo com

Fava D’anta.
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Tabela 14. Andlise de Variancia dentro das procedéncias de cajuzinho-do-cerrado.

Procedéncias P @ST
Aporé-GO 98,914 0,109
Barra do Garca-MT 86,088* 0,139*
Caiapbnia-GO 89,089 0,109
Chapadéo do Céu-GO 70,757*  0,292*
Santo Ant6nio do Descoberto-GO 97.351* 0,265*
Doverlandia-GO 83,246* 0,167*
Itaja-GO 90,606 0,093
ltaruma-GO 93,458 0,654**
Jatai-GO 86,010 0,139**
Mineiros-GO 76,208** 0,237*
Serranépolis-GO 90,210 0,979**

*= gignificativo a 5%; **= significativo a %; P= porcentagem; @ST= variabilidade intrapopulacional.

Na Tabela 14 observa- se os valores de divergéncia genética dentro das
procedéncias e a quantidade de fluxo génico nas mesmas. A divergéncia genética
dentro de cada procedéncia variou de 70,757% a 98,914%, porém as divergéncias
significativas variaram de 70,757 a 97,351, demonstrando que ainda existe
divergéncia entre o0s acessos estudados, nas procedéncias. Os acessos
constituintes da procedéncia de Santo Antdénio do Descoberto tém valor de P
superior a 90%, este resultado confirma o posicionamento isolado desta em
relacdo as demais na Figura 7.

Os indices de @ST especificos de cada populacdo é uma medida da
variabilidade intrapopulacional. Estes valores variaram de 0,093 a 0,979. Pode se
perceber que dentro de algumas procedéncias esta ocorrendo de moderado a alto
fluxo génico. Em contra partida os acesso constituintes das procedéncias de
Aporé-GO, Caiapbnia-GO e Itajd-GO nado apresentaram fluxo génico significativo
uma vez que apresentaram valores menores ou iguais a 0,109, segundo Wigth
(1931) isso indica que pode estar acontecendo deriva genética.

Estes resultados podem ser justificados pelo comportamento da espécie,

bem como estratégias de sobrevivéncia adotada pela mesma ao longo de sua
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evolucao. Pbéde-se inferir apds observagdes a campo que esta diferenciagédo entre
populacbes de cajuzinho-do-cerrado deve possuir polinizacdo aberta e sé nédo foi
mais acentuada devido a ocorréncia de grande quantidade de sementes
abortadas, ou mesmo pela incapacidade de flores hermafroditas ndo formarem o
fruto. Outras razbes pode ser a tendéncia dos grdos de pdélen dos estames
permanecerem unidos & antera apds a deiscéncia, e que, nas flores estaminadas

somente um entre oito a dez estames é fértil (Ferréo, 1995).

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho foi possivel concluir que:
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A caracterizacdo morfolégica e genética da espécie forneceu um banco
de informacdes sobre fonte de genes para utilizag&o futura, instruindo a
pesquisa para evitar a perda destes recursos, que podem ter grande
importancia para a familia Anacardiaceae e para o desenvolvimento
desta fruteira de Cerrado com fins a comercializacéo;

As variaveis, diametro da copa, altura da planta e altura do caule
apresentaram contribuicdo relativa para a variacdo total e sé&o
importantes na caracterizagdo dos acessos por se apresentarem
importantes na discriminag&o da divergéncia;

A técnica RAPD mostrou-se eficiente na caracterizacdo genética da
espécie nativa Anacardium humile St. Hill, indicando uma grande
variabilidade genética entre 0s acessos;

O municipio de Santo Anténio do Descoberto apresentou maior
variabilidade, comparado aos outros municipios, indicando um maior
poder informativo de diversidade, podendo ser utilizado como local de
estudos in situ e suas matrizes potenciais fornecedoras de materiais
para estruturacdo de colecdes ex situ;

A maior parte da variabilidade da espécie esta dentro de suas

populacdes.
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