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Eu sonho dias melhores 
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(Nildo Cordel) 
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RESUMO 

Genômica populacional da cajazeira (Spondias mombin L.) 

A cajazeira (Spondias mombin) é uma espécie arbórea, frutífera, alógama, nativa da 
região que compreende o Sul do México ao Leste do Brasil. A espécie tem grande potencial 
para exploração econômica no Brasil e já é bem consolidada comercialmente nas regiões 
Norte e Nordeste do país. A maior parte dos frutos comercializados é proveniente do 
extrativismo, uma vez que a espécie é classificada como semi-domesticada e não possui áreas 
expressivas de cultivo comercial. O trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a 
estrutura e a diversidade genética da espécie S. mombin nas Regiões Norte e Nordeste do país 
por meio de marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). No estudo foram avaliadas 
nove populações naturais da espécie, cinco populações provenientes da Região Nordeste e 
quatro populações da Região Norte. Na Região Nordeste foram avaliadas as populações de 
Paudalho-PE (PD), São Lourenço da Mata-PE (SM), Mata de São João-BA (MS), Areia-PB (AR) e 
Chapadinha-MA (CP). Na Região Norte foram avaliadas quatro populações do Estado do 
Amazonas, são elas: Iranduba (IR), Silves (SV), Presidente Figueiredo (PF) e Novo Airão (NV). 
As análises de estruturação genética demonstraram que existe divergência genética 
significativa entre as Regiões Norte e Nordeste. Na análise de DAPC (Análise Discriminante de 
Componentes Principais) foram formados três grupos: o grupo G1 composto pelas populações 
do Nordeste, exceto a população de Chapadinha-MA (CP) que formou um grupo separado 
(G3), e o grupo G2 composto pelas quatro populações coletadas no Estado do Amazonas. O 
teste de Mantel realizado com base na distância geográfica entre as populações e a 
divergência genética (Fst) identificou alta correlação positiva (r = 0,78; p< 0,001), o que indica 
que a divergência genética apresentada pelas populações coletadas é altamente influenciada 
pela distância geográfica. Foi possível identificar que os valores de divergência genética foram 
menores entre populações de uma mesma região e maiores quando populações da Região 
Nordeste foram comparadas com populações da Região Norte, o que indica que a ocorrência 
de fluxo gênico é maior dentro das regiões e menor entre as Regiões Norte e Nordeste do 
Brasil. Nas análises de diversidade genética foi constatado que as populações da Região Norte 
apresentam (em média) maior número de alelos em relação às populações da Região 
Nordeste, com número médio de alelos de 2722 para a Região Norte e 2509 para a Região 
Nordeste. A Região Norte também é detentora da maior diversidade genética (He) com valor 
médio de 0,1860 contra o valor de 0,1059 apresentado pela Região Nordeste. Embora possua 
maior diversidade genética, a Região Norte apresentou coeficiente de endogamia (f) positivo 
em três das quatro populações, variando de 0,0855 para a população de Novo Airão-AM a  
0,2421 para a população de Presidente Figueiredo-AM. Na Região Nordeste apenas a 
população de Areia-PB apresentou valor positivo de f (0,1581), todas as outras populações 
apresentaram valores negativos sendo o menor valor obtido (-0,8146) na população de 
Chapadinha-MA (CP). Os resultados obtidos contribuem para o entendimento da distribuição 
da variação genética apresentada pela espécie, para a avaliação do estado de conservação das 
populações estudadas e fornece ferramentas que podem ser utilizadas para a conservação e 
no desenvolvimento de estratégias para ampliação da variabilidade genética da cajazeira. 

Palavras-chave: Frutífera tropical, Cajá, Amazônia, Diversidade genética, Estrutura genética 
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ABSTRACT 

Population genomics of cajazeira (Spondias mombin L.) 

The cajazeira (Spondias mombin), an allogamous species, is a fruit tree native to the 
region that comprises the South of Mexico to the East of Brazil. The species has great potential 
for economic exploitation in Brazil and is already well consolidated commercially in the North 
and Northeast regions of the country. Most of the commercialized fruits comes from 
extraction since the species is classified as semi-domesticated and does not have significant 
commercial cultivation. The work was carried out with the aim of studying the structure and 
genetic diversity of S. mombin species in the North and Northeast regions of the country using 
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markers. Nine natural populations of the species were 
evaluated, five populations from the Northeast region and four populations from the North 
region. In the Northeast region, the populations of Paudalho-PE (PD), São Lourenço da Mata-
PE (SM), Mata de São João-BA (MS), Areia-PB (AR) and Chapadinha-MA (CP) were evaluated. 
In the North Region, four populations from the State of Amazonas were evaluated, namely: 
Iranduba (IR), Silves (SV), Presidente Figueiredo (PF) and Novo Airão (NV). The analyzes of 
genetic structure showed a significant genetic divergence between the North and Northeast 
regions. In the analysis of DAPC (Discriminant Analysis of Principal Components) three groups 
were formed: the G1 group composed of the populations of the Northeast, except the 
population of Chapadinha-MA (CP) which formed a separate group (G3), and the G2 group 
composed of the four populations collected in the state of Amazonas. The Mantel test carried 
out based on the geographical distances between the populations and the genetic divergence 
(Fst) identified a high positive correlation (r = 0.78; p<0.001), which indicates that the genetic 
divergence presented by the populations is highly influenced by the geographical distance. 
The values of genetic divergence were lower among populations from the same region and 
higher when populations from the Northeast region were compared with those from the 
North region, which indicates that the occurrence of gene flow is greater within regions than 
among the North and Northeast regions of Brazil. In the genetic diversity analysis, populations 
from the North region showed (on average) a greater number of alleles in relation to 
populations from the Northeast region, with an average value of 2722 for the North region 
and 2509 for the Northeast region. The North region also showed the greatest genetic 
diversity (He), with an average value of 0,1860, against the value of 0,1059 presented by the 
Northeast region. Although it has greater genetic diversity, the North region showed a positive 
inbreeding coefficient (f) in three of the four populations, with the lowest value (0,0855) for 
the population of Novo Airão-AM and highest value (0.2421) for the population of Presidente 
Figueiredo-AM. In the Northeast region only the population of Areia-PB presented a positive 
value of f (0.1581). All the other populations showed negative values, with the lowest value (-
0.8146) obtained for the population of Chapadinha-MA (CP). The results obtained contribute 
to the understanding of the distribution of the genetic variation presented by the species, to 
assess the conservation status of the studied populations and provide tools that can be used 
for their conservation and in the development of strategies to increase the genetic variability 
of the cajazeira. 

Keywords: Tropical fruit tree, Yellow mombin, Amazon, Genetic diversity, Genetic structure 
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1. INTRODUÇÃO 

Na Amazônia são encontradas diversas espécies frutíferas com potencial econômico. 

Algumas dessas espécies possuem valor local, ou seja, são apreciadas e comercializadas localmente e 

outras já são consumidas em maior volume e têm importância nacional, como o cupuaçu (Theobroma 

grandiflorum) e o açaí (Euterpe oleracea), por exemplo. A cajazeira (Spondias mombin) é a espécie com 

maior potencial para exploração agroindustrial dentro do gênero Spondias (Silva et al., 2004). A espécie 

é nativa da região que compreende o sul do México ao Sudeste do Brasil (Mitchell e Daly, 2015). No 

Brasil a espécie ocorre na Amazônia em suas terras firmes ou várzeas, assim como em zonas mais 

úmidas da Mata Atlântica. A espécie se encontra em estado semi-domesticado e acredita-se que era 

cultivada pelos indígenas desde antes da chegada dos primeiros europeus à Amazônia (Clement, 1999). 

Dentre as partes da planta, os frutos da cajazeira possuem maior valor agregado, podendo 

ser consumidos in natura ou processados em diversos produtos. Os frutos são drupas de coloração 

amarelada brilhante quando maduros, com mesocarpo suculento (Lorenzi, 1992). A polpa do cajá 

possui elevados níveis de potássio, magnésio, fosforo e cobre comparada a outras frutas consumidas 

no Brasil, a cajazeira possui compostos fenólicos, antioxidantes e carotenoides em maior 

concentração, o que confere à fruta elevado valor nutricional auxiliando na prevenção de diversas 

doenças (Tiburski et al., 2011). No entanto, devido à falta de conhecimento técnico que ainda existe a 

respeito da domesticação do cajá, a exploração dessa frutífera ainda é realizada, em grande parte, por 

meio do extrativismo. Dessa forma, estudos a respeito da caracterização desse recurso genético são 

de extrema contribuição nos avanços de pesquisas envolvendo a espécie (Silva et al., 2017a). 

A Amazônia brasileira tem como principais causas diretas de desmatamento a pecuária, a 

agricultura de larga escala e a agricultura de corte e queima (Rivero e Almeida, 2009). O modelo de 

exploração predatória dos recursos florestais, baseado na substituição de áreas de floresta por 

extensões de pasto e área cultivada não leva em consideração as particularidades dos diversos espaços 

ecológicos da região (Vieira et al., 2008). Como resultado da prática desse modelo insustentável nas 

florestas tropicais, há perda da diversidade genética e alterações desfavoráveis na frequência de alelos 

com valor adaptativo ou comercial. Esse processo é conhecido como erosão genética (O’Neill et al., 

2001). A preservação ex situ e in situ de germosplasma de espécies de Spondias que apresentam valor 

comercial ainda é bem restrita e considerada vulnerável, de maneira que a preservação não 

acompanha o acelerado processo de erosão genética causado por ação antrópica, podendo levar a 

perda de indivíduos agronomicamente valiosos (Silva et al., 2004). 

Para avaliar o atual estado de conservação da espécie e traçar estratégias para sua 

conservação, é imprescindível a realização de estudos para quantificar e caracterizar a diversidade 

genética existente em populações naturais. Em trabalhos realizados para estudos da diversidade da 
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espécie foram utilizados marcadores morfológicos, bioquímicos (isoenzimas) e moleculares do tipo 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), e ISSR 

(Inter Simple Sequence Repeat) (Silva et al., 2009a; Lima et al., 2011; Magalhães et al., 2013; Silva et 

al., 2014; Silva et al., 2017a,b). Nenhum dos estudos realizados anteriormente possuem uma 

amostragem tão extensa geograficamente quanto a realizada no presente estudo. Além do mais, 

nenhum dos marcadores antes utilizados possuem uma amostragem do genoma tão ampla quanto a 

amostragem realizada por marcadores do tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphism).  

O presente estudo tem como objetivo fornecer informações a respeito da diversidade e 

estruturação genética apresentada pela espécie na Região Norte e Nordesde do Brasil através de uma 

amostragem ampla e um conjunto denso de marcadores SNPs, sendo o primeiro estudo com tal 

magnitude desenvolvido com a espécie. As informações geradas irão auxiliar na identificação de 

populações em vulnerabilidade genética nas duas regiões e permitir o desenvolvimento de estratégias 

para conservação in situ e ex situ da variabilidade genética da espécie a fim de contribuir para a sua 

conservação e no desenvolvimento de futuros programas de melhoramento genético. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Caracterizar a diversidade e estrutura genética de populações de cajazeira com uma 

amostragem ampla a partir de marcadores SNPs obtidos com a técnica de genotyping by sequencing 

(GBS). 

. 

2.2. Objetivos específicos 

Estimar a diversidade genética entre e dentro das populações de cajazeira nas Regiões Norte 

e Nordeste do Brasil a partir de marcadores SNPs; 

Avaliar o padrão espacial de diversidade genética e fluxo gênico das populações de cajazeira 

nas Regiões Norte e Nordeste do Brasil; 

Comparar os níveis de diversidade genética e endogamia encontrados nas populações de 

cajazeira da Região Norte e Nordeste do Brasil; 

Fornecer o entendimento da distribuição geográfica da diversidade genética de populações 

de cajazeira a fim de fornecer informações a respeito do manejo e conservação in situ e ex situ da 

variabilidade genética nas Regiões Norte e Nordeste do Brasil. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Distribuição geográfica e aspectos gerais 

Spondias L. é um gênero de espécies frutíferas pertencente à família das Anacardiaceaes, e 

possui 18 espécies nativas da América, Ásia e Oceania (Mitchell e Daly, 2015). Entre estas espécies, a 

cajazeira (Spondias mombin L.) destaca-se pelo valor agroindustrial atrelado ao seu fruto que pode ser 

consumido in natura ou em forma de produtos processados. O centro de origem da espécie S. mombin 

é incerto, sendo considerada por Leon e Shaw (1990), citado por Sacramento e Souza (2009), uma 

espécie nativa da América tropical. Mitchell e Daly (2015) consideram a cajazeira nativa da região que 

compreende o sul do México ao Sudeste do Brasil. León et al. (2012) consideram a espécie como nativa 

da Mesoamérica. Clement (1999) relata que a espécie já era cultivada por indígenas na Amazônia antes 

mesmo da chegada dos descobridores das Américas em 1492. Na Região Nordeste foi descrita pela 

primeira vez em 1587 no Tratado Descritivo do Brasil pelo português Gabriel Soares de Souza (Carvalho 

e Alves, 2008, citados por Sacramento e Souza, 2009). A cajazeira tem a Mata Atlântica, a Amazônia 

Ocidental do Estado do Acre e as regiões de fronteira do Brasil com o Peru e a Bolívia como centro de 

diversidade no Brasil (Mitchell e Daly, 1995, citados por Fonseca et al., 2017. No Brasil a espécie ocorre 

na Amazônia em suas terras firmes ou várzeas, assim como em zonas mais úmidas da Mata Atlântica 

(Figura 1) (Sacramento e Souza, 2009). 

A cajazeira é uma espécie de porte arbóreo, ereta, podendo atingir mais de 20 m de altura, 

com tronco revestido por casca muito grossa, acinzentada, rugosa, saliente, apresentando fendas 

(Lorenzi, 1992). As folhas da cajazeira são compostas, alternas, imparipinadas, com 5 a 11 pares de 

folíolos (Figura 2) (Sacramento e Souza, 2009).  

A espécie S. mombin (2n = 2x = 30) apresenta reprodução assexuada (vegetativa) e sexuada, 

é alógama e depende de polinização cruzada (realizada principalmente por abelhas) para maior 

sucesso reprodutivo, apresentando dicogamia protândrica e alto valor para a razão pólen/óvulo (Souza 

et al., 2002; Ramos, 2009; Zórtea, 2019). No Brasil, segundo Ramos (2009), as plantas são 

hermafroditas, com a presença de flores estaminadas sendo a espécie classificada como 

andromonoica. As panículas possuem cachos compostos por várias flores (centenas) pedunculadas, 

com cinco sépalas, cinco pétalas, dez estames, gineceu com ovário formado por cinco carpelos que 

coincidem com o número de lóculos (Lozano, 1986). Com relação ao fruto da cajazeira, é uma drupa 

elipsoidal, glabra ou levemente pilosa de tamanho variado, com coloração amarelada brilhante 

quando maduros (Figura 2) (Silva e Silva, 1974). 
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Figura 1. Mapa de distribuição da espécie Spondias mombin. Fonte: SpeciesLink (http://splink.cria.org.br/) 

 

 

Figura 2.  Aspectos gerais dos aspectos gerais da árvore, fruto, folha e flores de cajazeira (Spondias mombin). 

 

http://splink.cria.org.br/
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3.2. Bancos de germoplasma e estudos de diversidade genética da cajazeira 

O Brasil é o país com o maior número de acessos de S. mombin mantidos em bancos de 

germoplasma, todos via ex situ (Santana, 2010). A EMEPA (Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuária 

da Paraíba) possui 21 acessos da espécie coletados nos Estados da Paraíba e Pernambuco (Bosco, 2000, 

citado por Santana, 2010). O Instituto Agronômico de Pernambuco possui 33 acessos coletados na 

Zona da Mata e na região metropolitana do Estado (Bezerra et al..2011). De acordo com as informaçõ

es disponíveis no banco de dados Alelo (http://alelobag.cenargen.embrapa.br/AleloConsultas), a Em

brapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) possui três bancos germoplasma ativo ex situ da 

espécie: a Embrapa Meio-Norte com 38 acessos (sem informação quanto ao local de coleta), a 

Embrapa Amazônia Oriental com 35 acessos coletados no Estado do Pará (municípios de Belém, 

Igarapé-Açu e Tome-Açú) e a Embrapa Agroindústria Tropical, que possui sete acessos coletados no 

Estado do Ceará e Piauí. 

Silva et al. (2009a) estudaram a diversidade e a estrutura genética de populações de 

cajazeiras da Zona da Mata de Pernambuco por meio de isoenzimas e identificaram grande diversidade 

genética nas populações (He entre 0,530 e 0,574) e valores baixos de endogamia (f) que variaram entre 

-0,08 e -0,37. Silva et al. (2009b) avaliaram a diversidade genética de cajazeiras do banco de 

germoplasma do IPA (Instituto Agronômico de Pernambuco) com marcadores ISSR e detectaram 

grande variabilidade genética entre os acessos, que apresentaram 51,69% de média para similaridade 

genética. Lima et al. (2011), com base na técnica de RAPD, quantificaram a variação genética entre 

acessos de cajá pertencente à coleção de germoplasma da Embrapa Meio-Norte e identificaram 68,8% 

de similaridade genética média entre os acessos avaliados. Mais recentemente, Silva et al. (2017a) 

avaliaram a diversidade genética entre e dentro de populações naturais de cajazeira ocorrentes no 

Estado do Mato Grosso utilizando ISSR e observaram maior variação genética dentro de populações 

(77 %). Silva et al. (2017b) estudaram a diversidade genética de S. mombin em três populações do 

norte do Mato Grosso com o uso de marcadores morfológicos dos frutos e das sementes e obtiveram 

resultados de dissimilaridade genética que variaram de 0,045 a 0,753. 

Apesar dos diversos estudos apontados acima com diferentes abordagens metodológicas, 

nenhum estudo com marcadores de nova geração de sequenciamento de DNA para obtenção de SNPs, 

a fim de estimar a estrutura genômica de populações de cajazeira, foi realizado até o momento. Vale 

ressaltar que o espectro espacial de amostragem no presente estudo é maior do que se verifica nos 

trabalhos já realizados para a cajazeira, o que permitirá uma maior compreensão dos níveis de 

diversidade nos diferentes ambientes onde a espécie ocorre, assim como a estrutura genética e 

filogeográfica de suas populações. 
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3.3. Genotipagem por sequenciamento e marcadores SNPs 

Marcadores moleculares são sequências de nucleotídeos capazes de identificar polimorfismo 

em sequências nucleotídicas de diferentes indivíduos, seja em regiões expressas e não expressas do 

genoma (Nadeem et al., 2018) . Diversas técnicas são utilizadas para obtenção dos diversos tipos de 

marcadores moleculares existentes, que são utilizados para o estudo da variabilidade genética ao nível 

de sequências de DNA (Singh et al., 2014; Nadeem et al, 2018) . 

Até pouco tempo atrás, estudos com populações naturais de espécies não-modelos, faziam 

uso de muitos indivíduos amostrados dentro da população (>20) e geralmente utilizavam um pequeno 

número de marcadores genéticos (<20) (Willing et al., 2012). Os marcadores baseados em 

polimorfismo de nucleotídeo único (SNP), além de serem os marcadores mais abundantes encontrados 

no genoma, são versáteis pois além da avaliação da variação neutra, possibilitam o estudo e 

identificação de regiões do genoma que estão sofrendo seleção natural na população, ou seja, regiões 

diretamente associadas a adaptação (Cortinovis et al., 2020). Marcadores do tipo SNPs são obtidos a 

partir do polimorfismo em uma única base ao longo de uma sequência de DNA. Esse tipo de 

polimorfismo ocorre em média a cada 1.000 nucleotídeos, o que viabiliza a obtenção de dezenas de 

milhares de marcadores desse tipo ao longo do genoma das espécies. A utilização de muitos 

marcadores (>500) aumenta significativamente a capacidade de detecção de diferenciação genética, 

mesmo que o tamanho de amostragem seja relativamente pequeno (Willing et al., 2012). Dessa forma, 

fica evidente o potencial de aplicação dos marcadores do tipo SNPs em estudos de genômica 

populacional. 

Com a chegada das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS, Next Generation 

Sequencing), pesquisadores são agora capazes de compreender importantes questões ecológicas e 

evolutivas de espécies não-modelos em uma escala genômica e precisão inimagináveis há apenas 

alguns anos atrás (Ekblom e Galindo, 2010). As tecnologias de NGS se destacam por gerar grande 

quantidade de dados de sequências com um custo satisfatório, o que torna cada vez mais democrático 

o uso do sequenciamento para os grupos de estudos moleculares (Gilad et al., 2009). A medida em que 

os custos de sequenciamento vão se tornando mais baixos e as melhorias nos protocolos de 

laboratório e computacionais vão surgindo, os estudos genômicos vão se tornando cada vez mais 

acessíveis, como o estudo de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) para espécies vegetais não-

modelo em escala genômica, por exemplo (Gilad et al., 2009; Tsai et al., 2017). Alguns trabalhos 

utilizando os marcadores do tipo SNPs já foram realizados com espécies amazônicas. Cornejo et al. 

(2018) estudaram a genômica populacional do cacau (Theobroma cacao) por meio de marcadores SNPs 

para entendimento do processo de domesticação da espécie. Souza et al. (2018) realizaram o estudo 

da estrutura populacional com seringueira (Hevea brasiliensis). Brousseau et al. (2018) estudaram a 
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genômica e a adaptação microgeográfica da espécie amazônica Eperua falcata e, mais recentemente, 

Alves-Pereira et al. (2019) analisaram a diversidade genômica da palmeira juçara (Euterpe edulis), do 

urucum (Bixa orellana) e da mandioca (Manihot esculenta). 

A técnica de genotipagem por sequenciamento (genotyping-by-sequencing - GBS) é baseada 

na redução da complexidade do DNA genômico por enzimas de restrição e no uso de adaptadores de 

DNA do tipo barcode para produção de bibliotecas multiplexadas de amostras que são submetidas 

posteriormente ao sequenciamento de nova geração (NGS) (Poland e Rife, 2012). Com essa 

combinação a técnica vem demonstrando a sua capacidade na produção de milhares de marcadores 

moleculares do tipo SNPs em diversas espécies (Elshire et al., 2011; Poland et al., 2012). Com uma 

abordagem mais simplificada, possibilidade de multiplexagem de diversas amostras e redução do custo 

de sequenciamento por amostra, a técnica desenvolvida por Elshire et al. (2011) é amplamente 

aplicada em estudos populacionais, de caracterização de germoplasmas, melhoramento e em estudos 

de mapeamento genético. Por não exigir conhecimento prévio a respeito do genoma da espécie 

estudada, a técnica de GBS é ideal em estudos com espécies menos estudadas, com poucas 

informações genômicas disponíveis já que a genotipagem é realizada simultaneamente durante a 

identificação de marcadores SNPs com base nos fragmentos sequenciados em pipelines como TASSEL-

GBS, UNEAK e UStacks (Kim et al., 2016). Ao longo dos últimos anos as tecnologias de NGS tiveram um 

aumento crescente em seu uso, seja para projetos de sequenciamento de genomas inteiros, seja para 

identificação de SNPs, para estudo de diversidade dentro de espécies e para construção de mapas de 

haplótipos (Metzker, 2010). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Amostragem 

As coletadas foram realizadas em áreas afastadas do centro urbano das cidades às margens 

de estradas. Foi possível visualizar que, embora desabitadas, as áreas de coleta apresentavam sinais 

claros de ação antrópica, com pouca presença de árvores de grande porte. 

Foram utilizadas folhas jovens de indivíduos adultos coletados aleatoriamente em cada 

população localizados em nove municípios nos Estados do Amazonas, Maranhão, Pernambuco, 

Paraíba e Bahia (Tabela 1; Figura 3), envolvendo os biomas da Amazônia (AM), Cerrado (MA), Mata 

Atlântica (PE e BA) e Caatinga (PB), num total de nove populações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Mapa com a localização das coletas dos indivíduos de cajazeira (Spondias mombin), nos Estados do 
Amazonas (AM), Maranhão (MA), Pernambuco (PE), Paraíba (PB) e Bahia (BA). 
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4.2. Extração e quantificação de DNA  

O DNA foi extraído das folhas por meio do protocolo descrito por Inglis et al. (2018) com 

algumas modificações. As amostras de folhas foram maceradas em nitrogênio líquido, de forma 

manual. Após maceradas, as amostras passaram por quatro pré-lavagens com o tampão contendo 

sorbitol (100 mM Tris-HCl pH8.0, 0.35 M sorbitol, 5 mM EDTA pH 8.0, 1% (massa/volume) 

Polyvinylpyrrolidona (PVP). Logo após a adição do sorbitol foi realizada a adição de 1 % (volume do 

tampão) de 2-mercaptoetanol. As amostras foram centrifugadas em temperatura ambiente a 7.000 x 

g durante cinco minutos e tiveram o sobrenadante descartado ao fim de cada lavagem. Após as 

lavagens com sorbitol, foram adicionados 700 μl de tampão de lise CTAB (100 mM Tris-HCl pH 8.0, 3 

M NaCl, 2% CTAB, 20 mM EDTA e 1% (do volume do tampão) de PVP). As amostras tiveram a adição 

de 1 % (do volume do tampão) de 2-mercaptoetanol e seguiram ao banho-maria pré-aquecido a 65 °C, 

onde permaneceram por 30 minutos sendo levemente homogeneizadas a cada cinco minutos. Depois 

de serem retiradas do banho-maria, as amostras foram resfriadas por cinco minutos à temperatura 

ambiente e foram então adicionados 800 μl de cloroformio:álcool isoamílico (24:1 v/v; CIA). As 

amostras foram homogeneizadas suavemente e centrifugadas a 13.000 x g durante 10 minutos em 

temperatura ambiente. Ao fim da centrifugação, a fase superior aquosa das amostras foi transferida 

para um novo tubo contendo 10% do volume, do sobrenadante pipetado, de acetato de sódio 3 M pH 

5.2 e 66% do volume de Isopropanol a -20 °C. Após a adição do isopropanol as amostras seguiram para 

o freezer a -20 °C durante o período de uma hora. O pellet foi obtido por centrifugação a 13.000 x g 

durante 10 minutos à temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado com cuidado para não 

perturbar o pellet formado. O pellet obtido foi submetido a uma lavagem com o volume de 1 ml de 

álcool 70% sob centrifugação a 13.000 x g durante 10 minutos. Ao fim da centrifugação as amostras 

tiveram o excesso de álcool removido e permaneceram na bancada durante uma hora para secarem. 

O DNA foi ressuspendido em 25 μl de tampão TE e tratado com 0.1 mg ml-1 de RNase A e mantido em 

freezer a -20 °C até o momento de uso.  
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Tabela 1: Relação e origem das populações de cajazeira (Spondias mombin) coletadas em seis 
Estados, nove municípios, em quatro biomas, incluindo número de indivíduos/população e 
coordenadas geográficas. 

Populações Município/Estado Nº 

indivíduos 

Bioma Latitude Longitude 

NV Novo Airão/AM 5 Amazônia 2°37'20,8''S 60°57'01,7''W 

IR Iranduba/AM 2 Amazônia 3°17'03,4''S 60°11'16,2''W 

PF Presidente 

Figueiredo/AM 

5 Amazônia 2°03'15,5''S 60°01'41,8''W 

SV Silves/AM 3 Amazônia 04014'41,0"S 42017'40,0"W 

CP Chapadinha/MA 3 Cerrado 3°44'43,0"S 43°22'20,3"W 

PD Paudalho/PE 6 Mata 

Atlântica 

7º53'48,0"S 35º10’47,0’’w 

SM São Lourenço da 

Mata/PE 

6 Mata 

Atlântica 

8º00'10,0"S 35º01'04,0"W 

AR Areia/PB 6 Caatinga 6°59'19,6"S  35°44'11,6"W 

MS Mata de São João/BA 5 Mata 

Atlântica 

12°29'19,6"S 37°59'42,8"W 

Total 
 

41 
   

 

A quantificação das amostras foi estimada pela intensidade de fluorescência emitida pelo 

corante GelRed sob UV em géis de agarose a 1%. Essa intensidade foi comparada à de padrões com 

pesos moleculares e concentrações específicas e conhecidas de DNA do fago lambda (5, 20, 40, 80 e 

160 ng). A eletroforese foi realizada em cuba contendo tampão TBE 1x a uma voltagem de 2 V/cm. 

 

4.3. Montagem da biblioteca de GBS 

O primeiro passo para a montagem da biblioteca de GBS é a obtenção de amostras de DNA 

normalizadas, ou seja, as amostras a serem multiplexadas devem possuir concentração de DNA 

homogênea no grupo de amostras (Poland et al., 2012). Para a montagem da biblioteca da cajazeira, a 

normalização foi realizada com o objetivo de homogeneizar a concentração das amostras a 20 ng de 

DNA por microlitro de amostra. Antes de dar início ao processo de normalização, as amostras foram 

previamente analisadas por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose (com concentração de 

1%) para quantificação da concentração inicial de DNA. Após a quantificação as amostras receberam 
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a adição do solvente no qual ocorreu a ressuspensão do pellet de DNA, neste caso o TE, até que 

possuam concentração próxima de 20 ng por microlitro quando comparada com um marcador de peso 

molecular com a concentração de 20 ng por microlitro. Depois da primeira normalização realizada por 

eletroforese em gel de agarose, as amostras foram quantificadas mais uma vez com fluorômetro de 

alta sensibilidade em equipamento de Invitrogen, o Qubit 4, e as amostras que apresentaram desvios 

na concentração foram então novamente normalizadas. 

Depois de normalizadas as amostras precisam ser digeridas. Nesta etapa o DNA tem a sua 

complexidade reduzida a partir da sua fragmentação por meio de enzimas de restrição, no processo 

chamado de digestão. Existem diversas combinações de endonucleases que podem ser utilizadas 

durante a digestão, porém deve-se sempre utilizar uma enzima com corte específico (raro), que cortará 

a dupla fita de DNA em regiões específicas deixando uma ponta coesiva para ligação de adaptadores 

barcode, e uma enzima de corte comum (frequente) que irá efetivamente fragmentar a molécula de 

DNA. Após testes de digestão foram selecionadas as duas enzimas a serem utilizadas na cajazeira, a 

PstI (enzima de corte específico) e a MseI (enzima de corte comum). 

As amostras, agora digeridas, tiveram os adaptadores do tipo barcode ligados aos fragmentos 

gerados na digestão. A ligação foi realizada com o auxílio da enzima NEB T4 DNA ligase #M0202 em 

tampão NEB Buffer4 na presença de ATP. Para assegurar o sucesso na reação de ligação, a ligase T4 foi 

utilizada em maior concentração. Após a reação de ligação, cada amostra se ligou a um barcode 

específico. Os barcodes são sequências de até seis nucleotídeos que diferem entre si em, pelo menos, 

uma base e que servem como identificadores, permitindo a multiplexagem de diversas amostras, uma 

vez que cada amostra possui um barcode específico e pode ser identificada posteriormente. Ao fim da 

multiplexagem, o multiplex (conjunto das amostras identificadas) foi submetido à amplificação por 

PCR (reação em cadeia da polimerase). O enriquecimento dos fragmentos foi realizado a partir de 

primers complementares aos adaptadores que foram utilizados na preparação da biblioteca de GBS 

das 41 amostras de cajazeira. A biblioteca de GBS Foi realizada no Laboratório de Diversidade Genética 

e Melhoramento da Esalq/USP. O sequenciamento dos produtos de PCR foi realizado na plataforma 

HiSeq2500 Illumina, junto à empresa EcoMol, no Centro de Genômica Esalq/USP. 

 

4.4. Obtenção dos marcadores SNPs 

Os marcadores SNPs foram obtidos com o auxílio do programa Stacks v. 1.42 (Catchen et al., 

2011). As amostras foram inicialmente submetidas a etapa de process_radtags, onde as sequências 

passam por um controle de qualidade onde sequências que poderiam vir a comprometer a veracidade 

das análises são eliminas. Nesta primeira etapa também é realizado o demultiplex, onde as sequências 
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de cada indivíduo são devidamente separadas de acordo com os diferentes barcodes. Após a primeira 

etapa (filtragem e demultiplex), as sequências retidas foram analisadas pelo componente ustacks com 

os parâmetros -m 3 (define o número de reads necessário para formar um stack), -M 2 (especifica o 

número de mismatches permitido entre stacks a serem agrupados em um locus) e -N 2 (máxima 

distância permitida entre stacks primários e reads secundárias a serem inseridas nos stacks). A próxima 

etapa foi a criação de um catálogo com todos os possíveis locus identificados e a presença destes locus 

em cada um dos indivíduos, esta etapa foi realizada pelo cstacks com o parâmetro -n 2 (o parâmetro 

determina o número de mismatches entre o loci das amostras para a formação do catálogo). Após a 

formação do catálogo, dois componentes foram utilizados para o cruzamento de informações entre os 

locus obtidos para cada indivíduo e os locus do catálogo (sstacks) e remoção dos locus com 

menor probabilidade (rxstacks, --lnl_lim -10). O componente populations foi utilizado para a filtragem 

final dos marcadores SNPs. Foram retidos apenas um SNP por tag, com profundidade >= 3X; MAF 

(frequência alélica mínima) >=0,01; SNP presente em pelo menos 60% das amostras dentro de 

populações; SNP presente em pelo menos cinco das populações. 

 

4.5. Análises dos marcadores SNPs 

Os marcadores SNPs foram analisados com o software R (R Core Team, 2020) a partir de 

pacotes especializados. As análises de estruturação genética foram realizadas por meio de DAPC 

(Análise Discriminante de Componentes Principais) (Jombart et al., 2010). A DAPC foi realizada com o 

auxílio do pacote adegenet (Jombart, 2008) no software R. A análise tem como objetivo identificar 

grupos com base na estruturação genética, minimizando a variação dentro dos grupos e maximizando 

a variação entre os grupos. O número de grupos regionais (locais de coleta das populações) não é 

fornecido na análise e o número ótimo de grupos, que explicam os dados, é calculado pelo método K-

means onde diversos valores de k (grupos) e vários agrupamentos são testados por meio de Bayesian 

Information Criterion (BIC). Os resultados gerados são fornecidos em uma curva de valores BIC em 

função de k, onde o valor ideal de grupos é tido com o valor mais baixo da curva a partir do qual a 

curva retorna à sua crescente. As análises de agrupamento foram realizadas a partir de árvores 

filogenéticas construídas pelo método de Neighbor-Joining, sem enraizamento, geradas com base na 

distância genética de Nei (1972) com o auxílio do pacote ape (Paradis e Schliep, 2019). 

As estimativas dos parâmetros básicos de diversidade genética como número total de 

alelos(A), heterozigosidade observada (HO), heterozigosidade esperada (HE) e coeficiente de 

endogamia (f), e AMOVA (Análise de Variância Molecular) foram geradas com o auxílio do pacote 

hierfstat (Goudet e Jombart, 2020) e o pacote poppr (Kamvar et al., 2014; Kamvar et al., 2015). Tantos 
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os parâmetros básicos quanto a AMOVA foram realizados em duas situações, levando em consideração 

as populações regionais coletadas e os grupos formados a partir da análise de DAPC. Com o auxílio do 

pacote hierfstat foi gerada uma matriz de Fst par a par, sendo a visualização gráfica da matriz gerada 

com o auxílio do pacote corrplot (Wei e Simko, 2017). O teste de Mantel foi realizado visando avaliar 

a correlação entre a divergência genética entre populações baseada no valor Fst par a par e a distância 

geográfica par a par das populações no pacote ade4 (Chessel et al., 2004; Dray e Dufour, 2007a; Dray 

et al., 2007b; Bougeard e Dray, 2018; Thioulouse et al., 2018). A matriz de distância geográfica, gerada 

a partir das coordenadas geográficas, foi construída com o auxílio do pacote geodist (Padgham e 

Sumner, 2020). 
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5. RESULTADOS 

Os estudos de estrutura e diversidade genética foram realizados com um total de 2003 locos 

correspondentes a marcadores SNPs para 41 indivíduos de cajazeira. A análise de DAPC foi realizada a 

partir de um total de 15 componentes principais, os quais explicam 77% da variação total, e duas 

funções discriminantes. O número ótimo de grupos obtidos a partir da análise de K-means corresponde 

a três grupos (Figuras 4a e 4b). O grupo G1, em vermelho, é composto por 25 indivíduos que 

compreende os indivíduos das populações de Paudalho-PE (PD), São Lourenço da Mata-PE (SM), Areia-

PB (AR), Mata de São João-BA (MS), um acesso da população de Chapadinha-MA (CP) e um acesso da 

população de Presidente Figueiredo-AM (PF). O grupo G2, em verde, é composto por 14 indivíduos, 

todos pertencentes às populações coletadas no Estado do Amazonas, Iranduba (IR), Silves (SV), 

Presidente Figueiredo (PF) e Novo Airão (NV). O grupo G3, em azul, foi composto por apenas dois dos 

três indivíduos provenientes da população de Chapadinha-MA (CP). Quando realizada a análise de 

DAPC com K = 2, a população de Chapadinha-MA (CP) agrupou com as demais populações do nordeste 

no grupo G1 (Figura 5). 

Foi possível visualizar que os grupos G1 e G2 são mais próximos geneticamente em relação 

ao grupo G3, que embora seja formado por indivíduos de uma população da Região Nordeste, se 

apresentou bem isolado das demais populações da sua região de origem. Com a análise de DAPC com 

apenas uma função discriminante foi possível visualizar o resultado do agrupamento em apenas uma 

dimensão (Figura 4b). Os grupos G1 e G2 apresentam uma área de sobreposição entre si, com destaque 

para a maior amplitude de distribuição do grupo G2 em relação aos demais o que demonstra maior 

variação genética dentro deste grupo em relação aos demais grupos. 

Os dados gerados na análise de DAPC foram também visualizados em forma de barras para 

melhor entendimento das relações entre os grupos a partir de cada indivíduo, onde a probabilidade 

de agrupamento dos indivíduos pode ser visualizada (Figura 6). Na formação dos grupos ficou explicita 

a separação dos indivíduos por macrorregiões, embora tenha ocorrido a presença de um acesso de 

uma população do Estado do Amazonas (PF) dentro do grupo G1, e um dos três indivíduos da 

população de Chapadinha, no Maranhão, tenha agrupado também com as populações deste grupo. O 

grupo G1 ainda é majoritariamente formado por indivíduos da região Nordeste (Pernambuco, Paraíba 

e Bahia) (Figura 7). No grupo G2 temos apenas os indivíduos provenientes da Região Norte, 

representada pelas populações coletadas no Estado do Amazonas. O grupo G3 se apresenta isolado 

dos demais, embora um dos indivíduos da população maranhense tenha sido alocado no grupo G1 

(Nordeste). 
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Figura 4: Análise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) realizada com os 41 indivíduos de 
cajazeira (Spondias mombin) e 2003 marcadores SNPs. a) Gráfico de dispersão com base em duas funções 
discriminantes com os três grupos identificados pelo método de K-means. b) DAPC a partir da primeira 
função discriminante para melhor entendimento da densidade e sobreposição entre os grupos. O grupo G1 
é representado na cor vermelha, o grupo G2 é representado na cor verde e o grupo G3 é representado na 
cor azul. 
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Figura 5: Análise de DAPC gerada com K = 2 e15 componentes principais. O grupo vermelho corresponde ao 
grupo G1 formado pelas populações de cajazeira (Spondias mombin) de Paudalho-PE (PD), São Lourenço da 
Mata-PE (SM), Mata de São João-BA (SM), Areia-PB (AR) e Chapadinha-MA (CP). O grupo verde corresponde 
ao grupo G2 composta pelas populações de Iranduba (IR), Novo Airão (NV), Presidente Figueiredo (PF) e 
Silves (SV), todas provenientes do Estado do Amazonas. 

 

Na análise de probabilidade de agrupamento (membership probability), realizada no pacote 

adegenet (Jombart, 2008), com base dos dados gerados na análise DAPC e com k ótimo igual a três, 

novamente observou-se três grupos, sendo o grupo 1 (G1 - vermelho) representado pelas populações 

do Nordeste, o grupo 2 (G2 - verde) pelas populações do Norte, e o grupo 3 (G3 – azul) pela população 

do Maranhão (Figura 6). Foi possível identificar que a mistura entre os grupos é baixa, apenas um dos 

indivíduos da população de Silves (G2) apresenta mistura com o grupo G1. No gráfico a população 

maranhense aparece entre o grupo com populações da Região Nordeste e o grupo com as populações 

amazônicas, com um dos indivíduos com 100% de probabilidade de agrupamento no grupo G1, junto 

com os indivíduos da população de Presidente Figueiredo. 

 

Figura 6: Análise de probabilidade de agrupamento de acordo com os resultados gerados na DAPC. Cada 
barra delimitada representa um indivíduo, as populações de cajazeira (Spondias mombin) estão 
representadas pelo intervalo formado entre as linhas pontilhadas, sendo PD (Paudalho-PE), SM (São 
Lourenço da Mata-PE), MS (Mata de São João-Bahia), AR (Areia-Paraíba), CP (Chapadinha-Maranhão), NV 
(Novo Airão-Amazonas), IR (Iranduba-Amazonas), PF (Presidente Figueiredo-Amazonas), SV (Silves-
Amazonas).  
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A análise de agrupamento foi realizada a partir de uma árvore de distância genética 

construída pelo método de Neighbor-Joining (Figura 7). A árvore foi construída sem enraizamento 

definido, dessa forma, a análise não foi utilizada para inferências evolutivas e sim para entendimento 

de como os grupos definidos com base na análise de DAPC se relacionam entre si. Com a análise foi 

possível identificar que há um padrão de agrupamento por Estados de coleta. Foram formados cinco 

grupos distintos. Os grupos I, II e III, que equivalem ao grupo G1 da análise de DAPC, classificou as 

populações da Bahia (BA) (I), Pernambuco (PE) (II) e Paraíba (PB) (III), formando três grupos bem 

definidos, sem mistura de indivíduos de outros Estados. O grupo IV, que equivale ao grupo G3 da 

análise de DAPC, foi formado por dois dos três indivíduos da população maranhense, e foi posicionado 

entre o grupo das populações do Nordeste (G1) e o grupo V, formado pelas populações do Amazonas, 

equivalente ao G2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Análise de agrupamento a partir da árvore filogenética construída pelo método de neighbor-joining 
com base nos grupos identificados pela análise DAPC para populações de cajazeira (Spondias mombin). Os 
algarismos romanos (I, II, III, IV e V) representam os grupos obtidos nesta análise, enquanto que as cores 
representam os grupos identificados pela análise do DAPC. 
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No dendrograma, também construído pelo método Neighbor-Joining (Figura 8) e distância 

de Nei (1972), é possível observar o comportamento de cada um dos indivíduos em relação aos grupos 

identificados pela análise DAPC. 

 

 

Figura 8: Dendrograma obtido pelo método de Neighbor-Joining com representação na mesma coloração 
dos grupos identificados pela análise DAPC (G1 em vermelho, G2 em verde e G3 em azul) com identificação 
e posicionamento de cada um dos indivíduos de cajazeira (Spondias mombin) analisados.  

 

Na análise de divergência genética (Fst) par a par entre os grupos, foi possível identificar 

elevada diferenciação genética entre todos os grupos, com valores superiores a 0,25 em todos os 

cenários segundo a escala para Fst apresentada por Hartl e Clark (1998). Embora os valores tenham 

apresentado baixa variação, os maiores valores de Fst foram identificados entre os grupos G1 e G3, e 

G2 e G3, e o menor valor de Fst foi identificado entre os grupos G1 e G2 (Tabela 2). A análise de variância 
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molecular (AMOVA) forneceu resultados semelhantes para os grupos de DAPC e para as populações 

coletadas, ambos significativos a 5% de probabilidade (Tabela 3). Em ambos os cenários a maior 

porcentagem de variação aconteceu dentro das populações e dos grupos, 61,4% e 59,3%, 

respectivamente. 

 

Tabela 2: Resultado da análise de Fst par a par entre os grupos identificados pela análise DAPC para a espécie 
S. mombin. O grupo G1 é formado pelas populações de Paudalho-PE (PD), São Lourenço da Mata-PE (SM), 
Mata de São João-BA (SM), Areia-PB (AR). O grupo verde corresponde ao grupo G2 composta pelas 
populações de Iranduba (IR), Novo Airão (NV), Presidente Figueiredo (PF) e Silves (SV), todas provenientes 
do Estado do Amazonas. O grupo G3 é formado por dois indivíduos da população de Chapadinha-MA (CP). 

Fst G1 G2 G3 

G1 0   
G2 0,33 0  
G3 0,37 0,36 0 

 

Tabela 3: Resultados gerados pela AMOVA para identificação das fontes de variabilidade genética entre e 
dentro dos grupos identificados na DAPC e das populações regionais coletadas de S. mombin. 

Fonte de 
variação 

Grau de 
liberdade 

Soma dos 
quadrados 

Coeficiente 
de variação 

Porcentagem 
da variação 

Estatística F 

Entre as 
populações 

8 12636,86 259,25 38,56% 0,3856* 

Dentro das 
populações 

32 13215,64 412,99 61,44%  

Entre os 
grupos DAPC 

2 2481,53 104,30 40,69% 0,4070* 

Dentro dos 
grupos DAPC 

38 5775,89 151,99 59,31%  

*Significativo com p-valor < 0,00005. 

 

A matriz de Fst par a par, gerada com todas as populações coletadas, possibilitou a 

identificação da maior distância genética quando foram comparadas as populações da região Nordeste 

com as populações da região Norte (Tabela 4; Figura 9). Quando as populações do Nordeste foram 

comparadas entre si é possível observar que as populações de São Lourenço da Mata (SM) e Paudalho 

(PD), ambas provenientes do Estado de Pernambuco, apresentaram o menor valor para o Fst (0,06). O 

maior valor de Fst dentro da região Nordeste foi obtido quando as populações de Areia (AR), na 

Paraíba, e Mata de São João (MS), na Bahia, foram comparadas, gerando o Fst de 0,21 com divergência 

genética considerada alta (Hartl e Clark, 1998). Dentro das populações da região Norte foi observado 



33 
 

que o menor valor de Fst foi obtido quando se comparou a população de Silves (SV) e a população de 

Presidente Figueiredo (PF), com o valor de 0,05, que indica baixa divergência genética. A maior 

divergência genética entre as populações amazonenses foi obtida quando as populações de Iranduba 

(IR) e Novo Airão (NV) foram comparadas entre si, com valor obtido de 0,22 o que indica alta 

divergência genética entre as populações. 

 

 

Figura 9: Resultados obtidos a partir da análise par a par de Fst entre as populações coletadas da cajazeira 
(Spondias mombin). Todos os valores são significativos para valor de p < 0,05. As populações estão 
representadas pelas siglas PD (Paudalho-PE), SM (São Lourenço da Mata-PE), MS (Mata de São João-Bahia), 
AR (Areia-Paraíba), CP (Chapadinha-Maranhão), NV (Novo Airão-Amazonas), IR (Iranduba-Amazonas), PF 
(Presidente Figueiredo-Amazonas), SV (Silves-Amazonas). 

 

A matriz de distância geográfica construída a partir das coordenadas geográficas de coleta 

das populações apresenta valores de distância entre as populações que variam entre 21,4 km a 2934,4 

km (Tabela 4). O teste de Mantel identificou correlação positiva e significativa (r = 0,78; p-valor < 0,001) 

entre a distância geográfica apresentada entre as populações e os valores de divergência genética (Fst), 

mostrando a ocorrência de isolamento por distância para as populações de cajazeira.  
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Tabela 4: Na diagonal superior a matriz par a par de distância geográfica calculada entre as populações 
coletadas e na diagonal inferior os valores de Fst calculados entre as populações. Os valores apresentados 
são de distância na unidade de quilômetros. As populações são representadas pelas siglas PD (Paudalho-PE), 
SM (São Lourenço da Mata-PE), MS (Mata de São João-Bahia), AR (Areia-Paraíba), CP (Chapadinha-
Maranhão), NV (Novo Airão-Amazonas), IR (Iranduba-Amazonas), PF (Presidente Figueiredo-Amazonas), SV 
(Silves-Amazonas). 

 

Para a obtenção dos parâmetros básicos de diversidade foram considerados dois cenários. O 

primeiro levou em consideração os grupos identificados na análise DAPC. O segundo cenário levou em 

consideração o local de coleta na definição das populações (Tabela 5). O grupo G2, que apresentou o 

maior número de alelos (3547) e a maior diversidade genética (0,2031), foi 37% mais diversificado 

geneticamente que o grupo G1 e 70% mais diversificado que o grupo G3, e apresentou 649 alelos a 

mais em relação ao grupo G1 e 1307 alelos em relação ao grupo G3. O resultado apresentado pelo 

grupo G2 está em concordância com a inferência realizada na análise de densidade da DAPC, onde o 

grupo G2 apresentou distribuição mais ampla em relação a função discriminante, seguido pelo grupo 

G1 e G2. No entanto, o grupo G2 apresentou o maior valor para o coeficiente de endogamia (f) 

(0,2280), quase o dobro em relação ao grupo G1. O grupo G3 apresentou o menor valor entre os grupos 

com coeficiente de endogamia de -0,8529, onde o valor negativo evidencia que a quantidade de locos 

em heterozigose observados nos indivíduos avaliados é a superior à esperada estatisticamente.  

Populações AR CP IR MS NV PD PF SM SV 

AR  919.04 2741.17 656.84 2837.75 117.73 2749.53 137.37 2553.47 

CP 0.46  1869.07 1133.84 1957.92 1016.66 1861.16 1037.87 1672.22 

IR 0.51 0.62  2647.72 112.19 2816.34 137.16 2835.82 205.18 

MS 0.21 0.44 0.50  2755.27 594.25 2689.56 593.78 2487.38 

NV 0.47 0.49 0.23 0.44  2914.74 120.44 2934.39 285.75 

PD 0.16 0.43 0.49 0.15 0.45  2829.20 21.36 2631.60 

PF 0.41 0.44 0.19 0.39 0.16 0.38  2849.09 202.19 

SM 0.17 0.43 0.49 0.15 0.45 0.06 0.39  2651.36 

SV 0.39 0.43 0.21 0.37 0.17 0.36 0.08 0.37  
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Tabela 5: Resultados da análise de diversidade genética realizada entre os grupos identificados na análise 
DAPC e as populações avaliadas de cajazeira (Spondias monbin). Foram analisados os números de indivíduos 
(N), o número total de alelos (A), a heterozigosidade observada (HO), a heterozigosidade esperada (HE) e o 
coeficiente de endogamia (f). Populações do Nordeste (NE): PD (Paudalho-PE), SM (São Lourenço da Mata-
PE), MS (Mata de São João-Bahia), AR (Areia-Paraíba), CP (Chapadinha-Maranhão); e do Norte (N): NV (Novo 
Airão-Amazonas), IR (Iranduba-Amazonas), PF (Presidente Figueiredo-Amazonas), SV (Silves-Amazonas). 

Grupos N A Ho He f 

G1 25 2898 0,1128 0,1279 0,1187 

G2 14 3547 0,1568 0,2031 0,2280 

G3 2 2240 0,1101 0,0594 -0,8529 

Média - 2895 0,1266 0,1301 -0,5062 

Populações N A Ho He f 

PD  6 2624 0,1205 0,1184 -0,0177 

SM 6 2624 0,1254 0,1178 -0,0649 

AR 6 2492 0,0833 0,0990 0,1581 

MS 5 2562 0,1213 0,1170 -0,0371 

CP 3 2244 0,1100 0,0606 -0.8146 

Média (NE) - 2509 0,1121 0,1059 -0,0587 

IR 2 2447 0,1790 0,1094 -0,6362 

SV 3 2778 0,1873 0,2092 0,1045 

NV 5 2806 0,1509 0,1650 0,0855 

PF 5 2856 0,1505 0,1986 0,2421 

Média (N) - 2722 0,1669 0,1860 0,1025 

 

Na análise de diversidade genética considerando o local de coleta das populações, foi 

possível identificar que o resultado foi próximo do obtido com os grupos da DAPC. As populações da 

região Norte, como Silves, Novo Airão e Presidente Figueiredo, do Amazonas, apresentaram, em 

média, valores superiores de diversidade genética (A = 2722; HO = 0,1669; HE = 0,1860) quando 

comparadas com as populações da região Nordeste (A = 2509; HO = 0,1121; HE = 0,1056) (Tabela 5). A 

população de Iranduba, embora seja uma população amazonense, apresentou valores divergentes 

com as demais populações do Estado para o número de alelos, diversidade genética e coeficiente de 

endogamia, apresentando heterozigosidade observada superior à esperada. As populações da Região 

Nordeste apresentaram valores próximos para os parâmetros de diversidade exceto pelo alto 

coeficiente de endogamia apresentado pela população de Areia e o baixo valor do coeficiente de 

endogamia apresentado pela população de Chapadinha. A população de Chapadinha apresentou o 

menor número de alelos e a menor diversidade genética entre todas as populações avaliadas no 

estudo. No entanto, apresentou o menor coeficiente de endogamia. 
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6. DISCUSSÃO 

As árvores filogenéticas permitiram identificar que houve uma tendência de agrupamento 

das populações por Estado e que dentro dos Estados as populações não apresentam agrupamento por 

município de coleta. Essa questão fica evidente dentro do grupo formado pelas populações 

amazonenses e pelas populações pernambucanas. A matriz de Fst par a par construída com os grupos 

identificados na análise de DAPC mostra que os três grupos apresentam diferenciação genética 

bastante elevada (Fst > 0,25), segundo Hartl e Clark (1998), em todas as combinações entre os grupos, 

o que evidencia a segregação identificada nas análises de agrupamento. As análises de agrupamento 

deixam clara a divisão dos grupos entre a Região Norte do Brasil e da Região Nordeste. 

A divergência genética, identificada na matriz par a par de Fst entre as nove populações 

estudadas, permitiu a identificação de menor divergência genética entre as populações provenientes 

de uma mesma região, tanto entre as populações provenientes do Nordeste quanto entre as 

populações do Norte do país. A menor divergência genética entre as populações geograficamente mais 

próximas indica a ocorrência de fluxo gênico entre as populações, uma vez que os valores de Fst 

apresentados entre as populações de uma mesma macrorregião indicam divergência genética de grau 

moderado (entre 0,05 e 0,15) a alto (entre 0,15 e 0,25). O contrário ocorre quando uma população 

proveniente da região Nordeste é comparada com uma população proveniente da região Norte do 

país. Em todos os cenários em que uma população da região Nordeste é comparada com uma 

população da região Norte, os valores obtidos indicam divergência genética muito alta (Fst > 0,25), com 

Fst variando de 0,36 a 0,50.  

A população de Chapadinha, embora situada na Região Nordeste do Brasil, apresenta valores 

de Fst semelhantes quando contrastada com outras populações da região Nordeste e com populações 

da região Norte, apresentando o maior valor de divergência genética quando comparada com a 

população de Iranduba (0,62). Uma possível explicação para os valores apresentados pela população 

é a distância geográfica que a população apresenta em relação às demais populações, com distância 

média de 1027 km em relação às demais populações da região Nordeste e 1840 km das populações da 

região Norte. De acordo com o teste de Mantel, a distância geográfica está significativamente 

correlacionada (r = 0,78) com a divergência genética entre as populações. Dessa forma, a população 

maranhense, por apresentar valores médios de distância genética de mais de 1000 km entre as 

populações do Norte e do Nordeste, apresenta o comportamento de isolamento por distância, estando 

altamente diferenciada em relação às demais populações e formando um terceiro grupo (G3) nas 

análises de agrupamento realizadas. Esta é a única população amostrada no bioma Cerrado, o que 

pode também ter levado a adaptações e diferenciações pelos processos evolutivos de seleção natural 

ou deriva genética. 
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Na AMOVA foi constatado que a maior fonte de variação genética é encontrada entre os 

indivíduos dentro das populações e dentro dos grupos de DAPC, 61,4% e 59,3%, respectivamente. A 

variação genética intrapopulacional mais alta que a variação genética interpopulacional é esperada em 

espécies perenes alógamas, uma vez que a maior parte da variação está contida nos indivíduos e estas 

espécies apresentam mecanismos que beneficiam o fluxo gênico entre populações (Hamrick et al., 

1992; Raspé e Acquemart, 1998; Paschoa et al., 2017, Francisconi et al., 2021). A cajazeira apresenta 

reprodução assexuada (vegetativa) e sexuada. É uma espécie alógama e depende de polinização 

cruzada para maior sucesso reprodutivo, apresentando dicogamia protândrica e alto valor para a razão 

pólen/óvulo (Souza, 2002; Ramos, 2009). A espécie tem os frutos como estrutura de valor econômico 

agregado. Em estudos realizados com populações do Nordeste do Brasil, foi identificado que a 

comercialização dos frutos foi o principal mecanismo atuante no fluxo gênico entre populações 

distantes (Silva, 2009a). A dispersão dos frutos em longas distâncias e a possibilidade de propagação 

vegetativa são fatores que favorecem a maior concentração de variação genética dentro de 

populações de espécies arbóreas (Hamrick et al., 1992). 

Embora a variação intrapopulacional tenha sido a maior fonte de variação detectada na 

AMOVA, a porcentagem da variação de fonte interpopulacional foi também bastante expressiva, com 

os valores 38,5% e 40,7% entre populações e entre grupos DAPC, respectivamente. Os valores 

observados na estatística F indicam divergência genética significativa entre os grupos DAPC e as 

populações coletadas. Os resultados obtidos na AMOVA são semelhantes aos identificados por 

Magalhães et al. (2013) que analisaram populações de cajazeira do Amazonas a partir de marcadores 

AFLP e identificaram 47,2% da variação entre populações e 52,8% dentro das populações estudadas. 

Em um estudo realizado com a espécie Mangifera indica, Surapaneni et al. (2013) observaram que 

62,25% da variação genética tinha origem na variação entre os indíduos e Santos et al. (2019), em um 

estudo realizado com Anacardium occidentale, observaram que 78% da variação tinha origem nos 

indivíduos. 

Os resultados obtidos para diversidade genética (HE) no presente estudo demonstraram que 

sete das nove populações avaliadas apresentaram valores de HE superiores aos encontrados por 

Hamrick et al. (1992) em um estudo realizado com seis espécies de angiospermas arbóreas tropicais, 

identificando o valor de 0,106 para a média de diversidade genética apresentada pelas espécies. Duas 

das populações de cajazeira (Chapadinha e Areia) apresentaram valores baixos de diversidade 

genética. A população de Chapadinha, no entanto, apresentou valor para a heterozigose observada 

(HO) superior à esperada (HE), o que indica a recente introdução de alelos na população que fez com 

que a quantidade observada de locos em heterozigose fosse superior à esperada. Areia é uma cidade 

paraibana localizada em região abrangida pelo bioma de Caatinga, a única população proveniente 

deste bioma no estudo realizado. Além de ter apresentado valor de diversidade genética abaixo da 
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média esperada, a população apresenta o maior coeficiente de endogamia (f) entre as populações do 

Nordeste, 0,1581, a única com coeficiente positivo, ou seja, a população apresenta endogamia. Esta 

população possui grande potencial para fornecimento de genes relacionados ao estresse hídrico. 

Embora a cidade de Areia, na Paraíba, seja considerada um brejo de altitude, onde há condições 

edafoclimáticas semelhantes às encontradas no bioma de Mata Atlântica (Machado et al., 2012), 

espera-se que essa população ainda sofra grande influência do bioma Caatinga. Sendo assim, 

consideramos de extrema importância a manutenção da diversidade nesta população, aumentando as 

chances de obtenção do maior número possível de alelos para genes de adaptação às condições 

climáticas adversas do bioma. 

No presente estudo foi possível observar que as populações da região Norte apresentaram 

valores maiores que os encontrados por Hamrick et al. (1992) para diversidade genética (HE) em todas 

as populações coletadas, com valor mínimo de 0,109 e máximo de 0,209. Os valores apontam a região 

Norte como detentora dos maiores valores para diversidade genética identificados no estudo. No 

entanto, com exceção da população de Iranduba, todas as outras populações amazonenses 

demonstraram valores positivos para o coeficiente de endogamia. As políticas de preservação da 

Floresta Amazônica vêm sendo enfraquecidas a cada ano com o aumento de 9,5% na taxa de 

desmatamento entre os anos de 2019 e 2020 (INPE, 2020), o que aumenta o estado de alerta sobre as 

populações da região, que embora possuam maior diversidade genética apresentam maior coeficiente 

de endogamia e risco de erosão genética. 

Em um estudo realizado por Silva et al. (2009a) com quatro populações de Pernambuco a 

partir de 22 alelos de nove locos de isoenzimas, os valores para diversidade genética variaram de 0,530 

a 0,574. Silva et al. (2017b) realizaram um estudo com três populações do norte do Estado do Mato 

Grosso a partir de 14 primers ISSR e identificaram valores de diversidade genética de 0,20 a 0,24. Lins 

Neto et al. (2013), em um estudo realizado com Spondias tuberosa Arruda, a partir de 11 marcadores 

ISSR, observaram valores de diversidade genética, que variaram de 0,27 a 0,34. Este é o primeiro 

estudo realizado de diversidade genética com uma espécie do gênero Spondias com a utilização de 

marcadores SNPs. Os valores para diversidade genética observados no presente estudo são inferiores 

a aqueles identificados anteriormente para a espécie em estudo. O fato pode estar relacionado ao 

grande número locos avaliados (2003 marcadores SNPs), o que torna os resultados mais precisos. 

Fischer et al. (2017) em um estudo comparativo entre mascadores SNPs e microssatélites 

identificaram, em uma mesma amostra, valores de médios de diversidade genética (HE) de 0,378 

quando utilizaram marcadores microssatélites e 0,148 na utilização de SNPs. Já Lemopoulos et al. 

(2018), também em um estudo comparativo, identificaram o valor médio de diversidade genética de 

0,597 com microssatélites e 0,11 quando utilizaram SNPs.  
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De acordo com Fischer et al. (2017), marcadores do tipo SNPs, derivados da tecnologia de 

NGS, se mostraram superiores a marcadores do tipo microssatélite (SSR) na realização de estudos 

genômicos para análises de diversidade genética entre e dentro de populações, sendo que alguns 

milhares de SNPs são suficientes para realização de análises robustas e não enviesadas de diversidade 

genética. Lemopoulos et al. (2018), em estudo comparativo entre SNPs e microssatélites na 

quantificação de diversidade genética e parentesco, concluíram que marcadores do tipo SNPs (em 

grandes quantidades) são mais informativos e fornecem maior resolução em estudos realizados com 

populações pequenas e isoladas. Gärke et al. (2012) realizaram um estudo comparativo entre SNPs e 

microssatélites na identificação de estruturação genética entre populações e verificaram que 70 

marcadores SNPs tiveram o mesmo desempenho que 29 marcadores SSR em análises discriminantes 

baseadas em PCA. Além disso, os autores concluíram que um conjunto com mais de 250 marcadores 

SNPs apresentou maior desempenho do que um conjunto de 29 marcadores SSR em análises de 

agrupamento e na identificação de mistura genética entre populações. 

O Brasil é o país com o maior número de acessos de S. mombin mantidos em bancos de 

germoplasma, todos mantidos ex situ (Santana, 2010). A EMEPA (Empresa Estadual de Pesquisa 

Agropecuária da Paraíba) possui 21 acessos da espécie coletados nos Estados da Paraíba e Pernambuco 

(Bosco, 2000, citado por Santana, 2010). O Instituto Agronômico de Pernambuco possui 33 acessos 

coletados na Zona da Mata e na região metropolitana do Estado (Bezerra et al., 2011). De acordo com 

as informações disponíveis no banco de dados Alelo (http://alelobag.cenargen.embrapa.br/AleloCon

sultas), a Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) possui três bancos germoplasma 

ativo ex situ da espécie: a Embrapa Meio-Norte com 38 acessos (sem informação quanto ao local de 

coleta), a Embrapa Amazônia Oriental com 35 acessos coletados no Estado do Pará (municípios de 

Belém, Igarapé-Açu e Tome-Açú) e a Embrapa Agroindústria Tropical, que possui sete acessos 

coletados no Estado do Ceará e Piaui. É possível notar que nenhum dos bancos de germoplasma 

existentes possuem acessos do Estado do Amazonas, que apresentou os maiores valores para a 

diversidade genética no presente estudo. É urgente a necessidade da criação de um banco de 

germoplasma para conservação da diversidade genética apresentada pelas populações do Estado do 

Amazonas, sendo mais indicado a criação de um banco de germoplasma in situ. A preservação in situ 

propicia a preservação da fauna e da flora na área a ser preservada, permite que a espécie coevolua 

em habitat sob as mesmas pressões de seleção as quais são submetidos os seus polinizadores e suas 

pragas (Scariot e Sevilha, 2007; Ramos et al., 2015), além de dispensar os custos envolvidos com coleta, 

os custos para implementação de um banco de germoplasma ex situ e os custos com manejo. A espécie 

estudada apresenta estruturação genética em relação a distância geográfica, tendo alta correlação 

entre distância geográfica e diferenciação genética. As populações amazonenses apresentaram 

elevada diferenciação genética em relação às populações coletadas na Região Nordeste e vice-versa, 
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o que indica a presença de alelos nestas populações que são ausentes em outras geograficamente mais 

distantes. É indicado que os bancos de germoplasma ativos da espécie já implantados introduzam em 

seu acervo acessos provenientes de outras macrorregiões do país com finalidade de propiciar o 

aumento da diversidade genética da coleção e maximizar as chances de preservação da maior 

diversidade genética possível da espécie. 
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7. CONCLUSÕES 

A espécie S. mombin apresenta padrão de estruturação genética por isolamento por distância 

geográfica, com fluxo gênico limitado entre as regiões Norte e Nordeste, porém presente dentro das 

populações de uma mesma região.  

A cajazeira apresenta maior diversidade genética nas populações da região Norte em 

comparação com a região com Nordeste. Por outro lado, as populações da região Norte apresentaram 

valores maiores para o coeficiente de endogamia (f) quando comparadas a populações da região 

Nordeste. 

Do ponto de vista da conservação, a espécie possui potencial para a conservação in situ com 

populações que apresentam níveis razoáveis de diversidade genética. Curadores de bancos de 

germoplasma ex situ da espécie devem considerar a inserção no acervo de acessos provenientes de 

diferentes regiões do país, principalmente do estado do Amazonas, que apresentaram maiores índices 

de diversidade genética, aumentando a eficiência na conservação da diversidade genética da espécie. 

O estudo realizado a partir de uma ampla amostragem da distribuição geográfica da espécie 

no país e uma ampla cobertura da diversidade genômica contribuiu de maneira significativa para o 

entendimento do atual estado de conservação de populações naturais da espécie e possibilitará que 

melhoristas tracem estratégias para a sua conservação e para o melhoramento genético.  
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