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Resumo — A caracterizagdo dos recursos genéticos é feita com base em
descritores que levam em consideragao diversos aspectos da planta. Dessa
forma, objetivou-se caracterizar a diversidade genética de acessos de ca-
jueiro do Cerrado goiano por meio de dados biométricos das sementes e ca-
racterizar um acesso com marcadores moleculares dos tipos RAPD e ISSR.
A biometria foi realizada em sete acessos. Os dados foram submetidos a
analise de variancia, e as médias agrupadas pelo critério de Scott-Knott
(p < 0,05). A contribuicdo dos caracteres foi realizada por meio do método
de Singh. Utilizando-se a distancia generalizada de Mahanalobis (D?), foram
realizadas as analises de agrupamento pelos métodos UPGMA e Tocher.
A analise por meio dos marcadores moleculares RAPD e ISSR foi realizada
em apenas um dos acessos. Os resultados biométricos indicam variabilida-
de genética entre e dentro dos acessos de cajueiro do Cerrado. Os resulta-
dos da analise com marcadores moleculares baseados em RAPD e ISSR
indicam variabilidade genética dentro do acesso BGC 676.

Termos para indexagdo: Anacardium occidentale L., marcadores
moleculares, biometria.

Genetic diversity of cashew tree accessions from the
Goias’s Cerrado

Abstract — The characterization of genetic resources is based on descriptors
that take into account various aspects of the plant. The aim was therefore
to characterize the genetic diversity of cashew accessions from the Goias’s
Cerrado using biometric data from the seeds and to characterize one access
using molecular markers such as RAPD and ISSR. Biometry was carried
out on seven accessions. The data was submitted to analysis of variance
and the means were grouped using the Scott-Knott criterion (p < 0.05). The
contribution of the characters was calculated using Singh’s method. Using
the generalized Mahanalobis distance (D?), cluster analyses were carried out
using the UPGMA and Tocher methods. Analysis with RAPD and ISSR mo-
lecular markers was carried out on only one of the accessions. The biometric
results indicate genetic variability between and within the Cerrado cashew
accessions. The results of the analysis with molecular markers based on



RAPD and ISSR indicate genetic variability within
access BGC 676.

Index terms: Anacardium occidentale L., molecular
markers, biometry.

Introducgao

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma
arvore tropical (Dao et al., 2022) de origem brasi-
leira, resistente a condi¢des adversas, tais como
periodos de seca (Jeyavishnu et al., 2021). Essa re-
sisténcia possui importancia socioeconémica, pois
a colheita ocorre na entressafra de outras culturas,
contribuindo para a geragao de renda e permanén-
cia de pequenos produtores no campo, principal-
mente na regido Nordeste (Almeida et al., 2017).
O Brasil possui cerca de 427,1 mil hectares planta-
dos com cajueiro, cuja producéo de castanha é de
111.103 toneladas (IBGE, 2023), estando concen-
trada, principalmente, no Nordeste (Brainer; Vidal,
2021). Devido a essa importancia socioecondmica,
estudos realizados com o cajueiro sao necessarios,
principalmente aqueles que objetivam caracterizar a
variabilidade genética.

O Cerrado possui uma elevada diversidade ge-
nética (i.e., é responsavel por 30% da flora natural
do Brasil), sendo que muitas espécies, principal-
mente as frutiferas, possuem ampla variabilidade
de cores, formatos e aromas, dentre outras carac-
teristicas (Francga et al., 2019). No geral, o Cerrado
pode ser subdividido em Cerrado denso, tipico, ralo
e rupestre. O Cerrado denso apresenta uma vege-
tacdo arbdérea mais densa (cobertura de 50 - 70%)
e alta (5 a 8 m) (Ribeiro; Walter, 2008). O Cerrado
tipico caracteriza-se por apresentar uma vegetacao
predominantemente arbdrea-arbustiva, com cober-
tura de 20 a 50% e altura média de 3 a 6 m (Ribeiro;
Walter, 2008). O Cerrado ralo também apresenta
vegetagdo arborea-arbustiva, mas com uma forma
mais baixa (2 a 3 m) e menos densa (5 - 20%) (Ri-
beiro; Walter, 2008). O Cerrado rupestre ocorre em
ambientes rochosos, apresentando uma vegetagéo
sobre pouco solo entre afloramentos de rocha (Ri-
beiro; Walter, 2008). Além disso, o Cerrado também
pode ser caracterizado como antropizado, em que
o local corresponde a areas nativas que foram ocu-
padas e a vegetacéo suprimida ao longo do tempo
(Sousa, 2011), levando a alteragdes no ambiente
por agdo dos humanos.

O cajueiro € uma planta alégama, com alto grau
de heterozigose, possuindo grande variabilidade
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nas populacdes naturais (Paiva et al., 2003). Par-
te dessa variabilidade tem origem no Cerrado. Por
isso, € necessario que seja feita a avaliagdo de
materiais genéticos de cajueiros para a caracteriza-
¢ao dessa variabilidade (Faleiro et al., 2020; Olivei-
ra et al., 2020) e, a partir dessas informagdes, se
possa planejar as técnicas de conservagao e uso
desse germoplasma (Wade et al., 2020).

A caracterizagdo da variabilidade genética de
uma espécie vegetal pode ser feita de varias formas,
sendo uma delas por meio da utilizagao de descrito-
res morfolégicos (Carneiro et al., 2019). A biometria
permite identificar a variabilidade genética dentro de
uma mesma espécie (Gusmao et al., 2006).

Outra forma de se caracterizar a variabilidade
genética é por meio de marcadores moleculares
(Ramalho et al., 2016; Souza et al., 2019). Nesse
tipo de caracterizagdo, a diversidade genética é
avaliada sem interferéncia do ambiente ou do fe-
notipo (Singh et al., 2017). Existem varios tipos de
marcadores moleculares, mas para se estimar a
variabilidade e a diversidade genética, os marcado-
res SNPs, SSRs, RAPD e ISSR podem ser Uteis na
avaliacdo de germoplasma (Paiva et al., 2019). Nes-
se contexto, o presente trabalho teve como obijeti-
vo caracterizar a diversidade genética de acessos
de cajueiro do Cerrado goiano por meio de dados
biométricos das sementes e caracterizar um acesso
com marcadores moleculares do tipo RAPD e ISSR.

Material e métodos

Diversidade genética por meio da biometria das
sementes

As sementes avaliadas fazem parte do acervo
do Banco Ativo de Germoplasma de Caju (BAG
Caju) da Embrapa Agroindustria Tropical, tendo sido
obtidas a partir de coletas em populagdes nativas de
cajueiro do Cerrado (oriundas do estado de Goias)
(Figura 1).

Foi realizada a biometria (comprimento, largu-
ra e espessura) (Figura 2) das sementes de sete
acessos (Tabela 1). Cada arvore foi considerada um
tratamento e, para diferenciar as arvores de cada
acesso, estas foram identificadas pelo numero da
colegéo do banco de germoplasma, seguida pela le-
tra A e um numero arabico (Figura 3). Para cada tra-
tamento, foi realizada a biometria de 10 sementes,
escolhidas ao acaso, por meio de um paquimetro
digital.
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Figura 1. Locais de coleta dos acessos de cajueiro em Goias.

Wikimedia Commons, imagem de uso livre da Wikimedia Foundation, editada por Erika Beatriz de Lima Castro
utilizando o software QGis.

Imagem: Erika Beatriz de Lima Castro
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Figura 2. Variaveis avaliadas em castanhas de cajueiro do Cerrado que compdem o BAG Caju da Embrapa Agroindustria
Tropical: comprimento (A), largura (C) e espessura (L).

Tabela 1. Informagdes associadas aos sete acessos de cajueiro do Cerrado (oriundos do estado de Goias).

Numero de arvores por

Colecéao Municipio Tipo de ambiente acesso
BGC 668 Posse Cerrado rupestre 4
BGC 669 Guarani de Goias Cerrado tipico 5
BGC 671 Guarani de Goias Cerrado denso 4
BGC 672 Monte Alegre de Goias Pastagem 3
BGC 673 Monte Alegre de Goias Cerrado antropizado 3
BGC 676 Campos Belos Cerrado antropizado 4
BGC 678 Campos Belos Cerrado tipico 4




Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia, e as médias agrupadas pelo critério de
Scott-Knott (p < 0,05). A partir do método de Singh
(1981), foram quantificados os caracteres que mais
contribuiram para a dissimilaridade genética entre
os individuos avaliados. Utilizando-se a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?), foram realizadas
as analises de agrupamento pelos métodos
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
Arithmetic Averages) e de otimizacao de Tocher.

O dendrograma foi construido pelo método
UPGMA, e o corte realizado seguindo o critério de
Mojena (1977). O coeficiente de correlagao cofenéti-
ca (CCC) do dendrograma foi estimado para validar
o método de agrupamento. As analises estatisticas
foram realizadas por meio do software Genes (Cruz,
2016).

Diversidade genética baseada em marcadores
moleculares (RAPD e ISSR)

O endosperma de sementes do acesso BGC
676 teve o seu DNA extraido utilizando-se o Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison,
WI, USA). Esse acesso foi escolhido devido a dife-
rengas em aspectos quantitativos e qualitativos das
sementes, principalmente cor, tamanho e formato.
Foram selecionadas aleatoriamente cinco sementes
de quatro arvores desse acesso (Figura 3), totali-
zando 20 amostras. As cinco sementes seleciona-
das de cada arvore foram consideradas individuos.

Os testes de amplificagdo do DNA foram inicial-
mente realizados com 26 primers RAPD e 30 pri-
mers ISSR. Destes, foram selecionados 10 primers
de RAPD e 10 de ISSR que apresentaram polimor-
fismo. Para os primers RAPD, as concentragbes
adotadas para um volume final de 13 L consistiram
em: tampao PCR 1X; MgCl2 2 mM; dNTP 0,2 mM;
1,0 U Tag DNA polimerase (Promega); 0,3 uM de
primer; 50 ng de DNA; e agua ultrapura para com-
pletar o volume final. Para as reacbes de PCR, as
amostras foram amplificadas utilizando-se o ter-
mociclador Applied Biosystems (modelo Veriti 96-
Well Thermal Cycler) com as seguintes condig¢des:
(I) desnaturagéo prévia do DNA a 94 °C por 5 minu-
tos; (1) 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto; anelamen-
to por 1 minuto a 35 °C; extensdo por 2 minutos a
72 °C; e (Ill) extensao final do DNA por 2 minutos a
72 °C.

Para os primers ISSR, as concentragdes ado-
tadas para um volume final de 20 pL consistiram
em: tampao PCR 1X; MgCl2 2 mM; dNTP 0,2 mM;
1,0 U Taqg DNA polimerase; 0,8 uM de primer; 20 ng
de DNA; e agua ultrapura para completar o volume
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final. Utilizando-se o termociclador ja mencionado,
as reagdes foram realizadas sob as seguintes con-
di¢des: (I) desnaturacao prévia do DNA a 94 °C por
5 minutos; (Il) realizagcao de 40 ciclos a 94 °C por
1 minuto; anelamento por 40 segundos, sob tempe-
ratura que variou entre 44 °C e 62 °C, de acordo
com cada primer; extensao por 2 minutos a 72 °C;
e (ll) extensao final do DNA por 5 minutos a 72 °C.

Os produtos de ambas as reagdes de RAPD e
ISSR foram submetidos a eletroforese horizontal,
com uma tensao de 110 V por 60 minutos, utilizan-
do-se gel de agarose 1%. A visualizagéo de cada gel
foi realizada utilizando-se fotodocumentador L-PIX
Chemi (Loccus).

Cada fotografia de gel de RAPD e de ISSR foi
verificada quanto a presenca/auséncia de marcado-
res (bandas). Isso resultou em matrizes individuais
de dados de presenga/auséncia de bandas (1/0)
especificas para cada primer. Foram construidas
matrizes de distancias genéticas pelo complemen-
to aritmético do coeficiente de Jaccard. A partir
dessas matrizes, foram realizadas as analises de
agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method using Arithmetic Averages) e
de otimizagdo de Tocher. Os dendrogramas foram
construidos pelo método UPGMA, e o corte foi rea-
lizado seguindo o critério de Mojena (1977). Os co-
eficientes de correlagdo cofenética (CCC) de cada
dendrograma (RAPD, ISSR e conjunta RAPD+IS-
SR) foram estimados para a validagdo do método
de agrupamento. As analises estatisticas foram re-
alizadas por meio do software Genes (Cruz, 2016).

Resultados e discussao

Diversidade genética das sementes por dados
biométricos

O comprimento das sementes variou de 14,2 a
26,0 mm, sendo os individuos classificados em sete
grupos. Ja a largura variou de 11,2 a 21,9 mm, sen-
do os individuos classificados em oito grupos. Por
fim, a espessura variou de 7,8 a 11,0 mm, sendo os
individuos classificados em seis grupos (Tabela 2).
As arvores dos acessos BGC 673-A2 e BGC 668-
A4 destacaram-se por apresentar o maior e 0 menor
valor de comprimento e largura, respectivamente.
No geral, as maiores sementes foram as do acesso
BGC 673, enquanto as menores foram as do acesso
BGC 668. Existe uma grande variabilidade no tama-
nho de sementes de arvores tropicais (Cruz; Car-
valho, 2003) e isso pode, pelo menos em parte, ter
influenciado na variagdo da biometria das sementes
observada no presente estudo.
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BGC 668 BGC 669

Fotos: Erika Beatriz de Lima Castro

Figura 3. Sementes de cada arvore (identificadas pela letra A, seguida de um numero) de cada um dos sete acessos de
cajueiro do Cerrado goiano (identificados pelo acrénimo BGC, seguido de um numero). Os acessos foram obtidos em
localidades no estado de Goias e compdem o BAG Caju da Embrapa Agroindustria Tropical.
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Tabela 2. Biometria de castanhas de cajueiro do Cerrado goiano que compdem o BAG Caju da Embrapa
Agroindustria Tropical. Sdo apresentados valores médios de comprimento, largura e espessura de 10

sementes de 27 individuos/arvores de cajueiro.

BGC Comprimento Largura Espessura
668-A1 18,6e" 13,99 7,8f
668-A2 15,29 13,49 8,7¢e
668-A3 17,8f 16,0e 8,7e
668-Ad 14,29 11,2h 7,5f
669-A1 19,6d 17,2d 9,6d
669-A2 20,2d 17,6d 10,6b
669-A3 19,7d 16,7¢e 9,2d
669-A4 18,9¢ 15,4f 8,4e
669-A5 20,6d 18,6¢ 9,8c
671-A1 17,2f 15,3f 8,7e
671-A2 15,49 16,3e 8,9
671-A3 17,5f 15,3f 10,0c
671-Ad 15,49 15,1f 8,9
672-A1 19,6d 18,5¢ 9,2d
672-A2 18,7¢e 18,4c 10,7b
672-A3 17,8f 18,8¢c 10,1c
673-A1 23,8b 20,3b 11,0a
673-A2 26,0a 21,9a 10,5b
673-A3 21,8¢ 20,6a 10,4c
676-A1 20,3d 17,8d 11,0a
676-A2 23,6b 20,6b 11,0a
676-A3 21,6¢ 17,8d 9,7c
676-A4 19,5d 19,1¢c 11,3a
678-A1 20,2d 18,2¢c 9,4d
678-A2 20,7d 19,1c 9,1d
678-A3 18,1f 18,4c 10,1c
678-A4 19,6d 18,1d 10,3c

’Médias seguidas pelas mesmas letras (na coluna) pertencem ao mesmo grupo pelo critério de Scott- Knott, a 5%

de significancia.

Por meio do método de Singh (Tabela 3), as
variaveis que mais contribuiram para a divergéncia
foram o comprimento (31,7%) e a largura (50,5%).
Isso pode ser comprovado visualmente, quando
se observam as sementes uma ao lado da outra

(Figura 4). A espessura foi a variavel com menor
contribuicdo (17,8%). Variaveis assim podem ser
descartadas em estudos posteriores, otimizando
tempo e custo nas mensuracgdes (Grigolo et al.,

2018).
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Tabela 3. Contribuicdo relativa para divergéncia das variaveis biométricas avaliadas para 27
individuos/arvores de cajueiro do Cerrado goiano por meio da metodologia de Singh (1981).

Variavel Contribuicao relativa (%)
Comprimento 31,7
Largura 50,5
Espessura 17,8
668-A1 668-A2 668-A3 668-A4 669-A1 669-A2 669-A3 669-A4 669-A5
L £ 4
671-A4 672-A1
ﬁ.
- ;
676-A1

Figura 4. Diferencas biométricas em sementes dos acessos de cajueiro do Cerrado que compdéem o BAG Caju da

Embrapa Agroindustria Tropical.

O dendrograma construido a partir da distancia
de Mahalanobis (D?), utilizando-se o método UPG-
MA, resultou em trés grupos principais (Figura 5).
No grupo I, os individuos agrupados pertencem ao
acesso BGC 673, exceto o BGC 676-A2, e foram
0s que apresentaram os maiores valores para os
caracteres de biometria avaliados, principalmente
para a variavel largura. O grupo Il indica que indivi-
duos de diferentes acessos s&o semelhantes, mes-
mo possuindo diferencas biométricas significativas
(Tabela 2), pois estas nao foram suficientes para
distingui-los. No grupo lll, os individuos pertencem
ao mesmo acesso (BGC 668) e foram os que apre-
sentaram os menores valores para largura e compri-
mento de semente.

O coeficiente de correlagéo cofenética (CCC) do
dendrograma foi de 0,66, valor que foi significativo
pelo teste t (P < 0,01). Esse valor de CCC mais bai-
xo pode ser devido ao numero reduzido de variaveis
(Conceigao et al., 2014). Valores de CCC de 0,61

e 0,62 sado considerados aceitaveis para os ajustes
nas analises de agrupamento (Patto et al., 2004).
Portanto, o valor obtido de CCC do dendrograma foi
aceitavel, tendo em vista o reduzido numero de vari-
aveis analisadas e a significancia do resultado.

As arvores foram agrupadas em oito grupos, uti-
lizando-se o método de otimizagéo de Tocher (Ta-
bela 4). As arvores dos acessos 671-A2, 668-A1,
668-A4 e 673-A3 foram as que apresentaram maior
divergéncia. O método de Tocher mantém a homo-
geneidade dentro dos grupos e a heterogeneidade
entre os grupos (Correa et al., 2021), o que pode
explicar o padrao observado no presente estudo.

Ao comparar os agrupamentos obtidos pelos
métodos UPGMA e Tocher, nota-se que foram for-
mados agrupamentos aparentemente similares; en-
tretanto, o método de Tocher classificou as arvores
em mais grupos, apresentando maior poder de dis-
criminacdo. Em ambos os métodos de agrupamento,
as arvores 673-A1, 676-A2 e 673-A2 compuseram

Fotos: Erika Beatriz de Lima Castro



um mesmo grupo. O dendrograma gerado pelo mé-
todo de UPGMA formou um amplo grupo (Grupo Il)
que incluiu a maioria das arvores, ao passo que no
método de Tocher essas mesmas arvores foram dis-
tribuidas em trés grupos diferentes (ll, lll e IV).

O método UPGMA ¢é mais detalhado, sendo
possivel inferir os mais semelhantes dentro do gru-
po por meio das distancias dos individuos, comple-
mentando os resultados obtidos pelo método de To-
cher, que discriminou os individuos mais distintos.
Portanto, os resultados obtidos por meio dos mé-
todos de UPGMA e Tocher indicaram a presenca

676-A2

673-A1
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de variabilidade genética nos acessos de cajueiro.
Além disso, a variabilidade encontrada entre e den-
tro dos acessos pode estar relacionada ao fato de
que essas sementes foram coletadas em popula-
¢bes naturais, em que nao se tem controle da época
de germinacado das sementes, polinizagdo e agen-
tes polinizadores, dispersdo das sementes, entre
outros fatores. Por isso, & importante a realizacédo
de estudos que envolvam populagdes naturais do
cajueiro, para que a conservagao e o uso desse ger-
moplasma seja feito de forma eficiente.

Grupo |

673-A3 J
671-A2
671-A4
668-A3
671-A1
669-A4
668-A2
671-A3
672-A3

678-A4 ]_

672-A2 —
676-A4 —

669-A2 ?

676-A1

678-A4

669-A5
678-A1
672-A1
678-A2
669-A1
669-A3
676-A3
668-A1

Grupo 11

668-A4

Grupo 111

10 20 30 40

50 60 70 80 90 100

Figura 5. Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) com os 27 individuos/arvores de cajueiro do Cerrado,
obtido por meio da distancia generalizada de Mahalanobis (D?), estimado com base nos caracteres biométricos das
sementes. A linha vertical azul indica o ponto de corte a 67%, seguindo o critério de Mojena (1977).

Tabela 4. Formacéo de grupos de individuos/arvores estabelecidos pelo método de Tocher, com base na distancia

generalizada de Mahalanobis (D?).

Grupos Individuos
I 673-A1, 676-A2 e 673-A2
Il 669-A5, 678-A1, 672-A1, 678-A2, 669-A1, 669-A3, 676-A3, 678-A4, 669-A2 e 676-A1
1 672-A3, 678-A3, 672-A2 e 676-A4
v 668-A3, 671-A1, 669-A4, 671-A3, 671-A4 e 668-A2
\Y 671-A2
W 668-A1
Wil 668-A4
VIII 673-A3
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Diversidade genética com base em marcadores
moleculares (RAPD e ISSR)

Conforme mencionado, a diversidade genética
molecular do acesso BGC 676 de cajueiro foi ava-
liada utilizando-se 10 primers RAPD e 10 primers
ISSR. Para os marcadores RAPD, obteve-se um to-
tal de 29 bandas, com 17 (58,32%) bandas polimor-
ficas (Tabela 5). Para os marcadores ISSR, obteve-
-se um total de 33 bandas, com 21 (62,64%) bandas
polimérficas (Tabela 5).

A partir do marcador RAPD, foi construido um
dendrograma utilizando-se o método UPGMA,

composto por trés grupos principais (Figura 6).
Em relagéo a formagao dos grupos, o grupo | foi for-
mado pela maioria dos individuos (sementes) das
arvores A, C e D, sendo que dentro do grupo ocor-
reu uma aproximacgao entre os individuos da mesma
arvore. No caso dos individuos A3 e A4, nao houve
diferengca molecular entre eles a partir dos primers
RAPD utilizados. O grupo Il foi formado por individu-
os da mesma arvore, com excecgao do individuo A2.
O grupo Il consistiu apenas do individuo D2, desta-
cando-se por ter ficado isolado, indicando maior va-
riabilidade em relacédo aos demais, de acordo com
esse marcador.

Tabela 5. Primers polimérficos de RAPD e ISSR selecionados em amplificagdes de DNA do acesso BGC 676.

Primer RAPD Sequéncia completa (5°- 3’) Ta (°C) TB BP P (%)
OPA-05 AGGGGTCTTG 35 4 3 75,0
OPA-08 GTGACGTAGG 35 2 1 50,0
OPA-09 GGGTAACGCC 35 4 3 75,0
OPC-20 ACTTCGCCAC 35 4 2 50,0
OPD-20 ACCCGGTCAC 35 3 2 66,6
OPF-12 ACGGTACCAG 35 2 1 50,0
OPG-10 AGGGCCGTCT 35 3 1 33,3
OPN-03 GGTACTCCCC 35 2 1 50,0
OPN-06 GAGACGCACA 35 2 2 100,0
OPL-08 AGCAGGTGGA 35 3 1 33,3

Total - 29 17 58,32

Primer ISSR Sequéncia completa (5°-3’) Ta (°C) B BP P (%)

101 (GACA), 61.0 3 2 66,6
102 (GAAGTGGG), 62.0 3 1 33,3
105 (TCC)s 57.0 2 1 50,0
1818 (CA)G 50.0 3 2 66,6
1823 (TC)sT 447 4 2 50,0
1834 (AG)sYT 50.4 3 2 66,6
1836 (AG)sYA 50.0 5 3 60,0
1842 (GA)YG 50.0 3 1 33,3
1848 (CA)RG 50.8 4 4 100,0
1881 (GGGTG), 55,3 3 3 100,0
Total - 33 21 62,64

Ta = Temperatura de anelamento; Y = C ou T; R = A ou G; TB = Total de bandas; BP = Bandas polimoérficas; e P% = Porcentagem de

polimorfismo.
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Figura 6. Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) de 20 individuos do acesso BGC 676, obtido por meio do
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, estimado com base em 10 marcadores RAPD. A linha vertical azul
indica o ponto de corte a 94%, seguindo o critério de Mojena (1977). Os individuos correspondem a identificacdo das
sementes utilizadas de quatro arvores (A, B, C e D) do acesso BGC 676.

A partir do marcador ISSR, foi construido um
dendrograma utilizando-se o método UPGMA, em
que foram formados trés grupos principais (Figu-
ra 7). No grupo |, todos os individuos pertencem
a mesma arvore, sendo que os individuos B4 e
B5 ndo apresentaram diferenca molecular entre
eles, de acordo com os primers ISSR utilizados.

B4 |

O grupo Il foi formado pelos individuos das arvores
A, C e D, sendo que os individuos da arvore D fi-
caram bem préximos entre eles. O grupo Il foi for-
mado apenas pelos individuos C2 e C3, indicando
maior semelhanca entre eles e maior variabilidade
quando comparados aos outros individuos, inclusive
0s da mesma arvore.

B3
B1

B2

A4

Grupo [

D5
D3

D4

————

D1

D2 I—I

Grupo II

C5
Al

A3 —

C4
A5

C1
A2

C2

1 Grupo II1

Cc3

10 20 30 40

60 70 80 920 100

Figura 7. Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) em 20 individuos do acesso BGC 676, obtido por meio
do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, estimado com base em 10 marcadores ISSR. A linha vertical azul
indica o ponto de corte a 94%, seguindo o critério de Mojena (1977). Os individuos correspondem a identificagdo das

sementes utilizadas do acesso BGC 676.
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Unindo-se os resultados dos marcadores RAPD
e ISSR, foi construido um terceiro dendrograma uti-
lizando-se o método UPGMA, sendo formados trés
grupos principais (Figura 8). No grupo |, ficaram
agrupados apenas os individuos da arvore B. O gru-
po Il incluiu apenas o individuo A2, destacando-se

B4 ———
BS ——— ]

por ter ficado isolado, indicando maior variabilidade,
de acordo com os dados conjuntos dos marcadores
RAPD e ISSR. O grupo Il foi formado pelos indivi-
duos das arvores A, C e D, sendo que, dentro do
grupo, individuos da mesma arvore ficaram mais
préximos entre si.

B3 I

Grupo I

B1
B2

A2

C1 %
C3

Grupo 11 l

C2

C4 |
D1

C5
A3 ]

Grupo III
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D2
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Figura 8. Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) em 20 individuos do acesso BGC 676, obtido por meio
do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, estimado com base no conjunto de 10 marcadores RAPD e 10
marcadores ISSR. A linha vertical azul indica o ponto de corte a 94%, seguindo o critério de Mojena (1977). Os individuos
correspondem a identificagéo das sementes utilizadas do acesso BGC 676.

Com relagéo a validagao dos dendrogramas por
meio do coeficiente de correlagéo cofenética (CCC),
foram obtidos os valores de 0,76 para RAPD, 0,68
para ISSR e 0,77 para RAPD+ISSR, respectivamen-
te. Para todos os CCC dos dendrogramas, os valo-
res foram significativos (P < 0,01; teste t). Valores de
CCC entre 0,60 e 0,80 podem se dever a um peque-
no numero de variaveis utilizadas (Conceigao et al.,
2014). Assim, os resultados de CCC dos dendrogra-
mas formados a partir dos dados dos marcadores
moleculares sao valores aceitaveis, tendo em vista
que foram significativos.

A analise de agrupamento por meio do método
de otimizagdo de Tocher separou os individuos
em seis grupos quando baseado em RAPD; oito
grupos quando baseado em ISSR; e sete grupos
quando baseados em RAPD+ISSR (Tabela 6). De
acordo com o método de Tocher, para o marcador
RAPD, os individuos B2, B1, D2 e C5 foram os que
apresentaram maior divergéncia. Ja para o marcador
ISSR, os individuos A4, D4, D3, A2 e D5 foram
0s que apresentaram maior divergéncia. Para o

conjunto de marcadores RAPD+ISSR, os individuos
D5, D2, B2 e A2 foram os que apresentaram maior
divergéncia.

A partir da formagédo de grupos pelo método
de Tocher, foi possivel visualizar a coeréncia com
0s agrupamentos estabelecidos pelo método de
UPGMA. Pelo método de agrupamento de UPGMA,
para todos os marcadores, ocorreu a formagao de
um amplo grupo contendo a maioria dos individuos;
entretanto, pelo método de Tocher, esses mesmos
individuos acabaram sendo distribuidos em grupos
diferentes ou ficando isolados. Por isso, o método de
Tocher foi mais discriminante, devido a formagao de
mais grupos. No entanto, o método UPGMA permitiu
que fossem visualizados mais detalhes, por meio
das distancias dos individuos, e inferir aqueles que
sdo mais semelhantes dentro de cada grupo. Assim,
os resultados da analise molecular, por meio dos
métodos de UPGMA e de Tocher, com base nos
marcadores moleculares RAPD e ISSR, indicaram
uma alta variabilidade genética entre as sementes
dentro do acesso BGC 676.
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Tabela 6. Formagé&o de grupos de individuos estabelecidos pelo método de Tocher, de acordo com o marcador molecular,

do acesso BGC 676.

RAPD ISSR RAPD e ISSR
Grupo Individuo® Grupo Individuo® Grupo Individuo®
I A3, A4, D1, C4, D3, D5, I B4, B5, B3, B1, D2, B2 I B4, B5, B3, B1
D4, C2, C3, C1,A1,A5

Il B4, B5, B3, A2 I A1, A3, C4, C1, A5, I A3, A4, A1, C1,A5, C4,
C5, D1 D1, C5,C2, C3

1 B2 1] C2,C3 1 D3, D4

v B1 v A4 \% D5

\Y D2 \% D4 \Y D2

VI C5 W D3 \Y B2

- - VI A2 Vil A2

- - Vil D5 - -

() Os individuos correspondem a identificagdo das sementes utilizadas do acesso BGC 676.

Os dados biométricos e moleculares do acesso
BGC 676 apresentaram divergéncias. No caso dos
dados biométricos, pelo método de agrupamento de
UPGMA, as arvores do acesso BGC 676 ficaram
agrupadas, com excegao da arvore 2 (Figura 5).
Pelo método de agrupamento de Tocher (Tabela 4),
as arvores ficaram separadas entre os grupos |, Il e
Ill. Pelos dados moleculares, para cada marcador,
foram formados diferentes grupos nos dois métodos
de agrupamento avaliados (UPGMA e Tocher).
Dessa forma, embora biometricamente as sementes
sejam semelhantes, molecularmente elas possuem
diferengas, indicando a presenca de variabilidade
genética entre e dentro dos acessos.

Conclusoes

Os resultados biométricos indicam variabilidade
genética entre e dentro dos acessos de cajueiro do
Cerrado. Os resultados da analise com marcadores
moleculares com base em RAPD e ISSR indicam
variabilidade genética dentro do acesso BGC 676.
Assim, apesar da presenca de acessos similares, os
métodos foram eficazes em identificar os individuos
(acessos e sementes) divergentes.
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