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O cajueiro Anacardium occidentald..) é uma espécie frutifera de grande importancianéoica,
principalmente para alguns Estados do Nordestéldiras O objetivo do presente trabalho foi avakar
diversidade genética de oito clones de cajueirdzattos comercialmente por meio de marcadores
RAPD. Os gen6tipos foram oriundos do Banco de Gplasma da Embrapa Agroindudstria Tropical
(Embrapa-CNPAT), e avaliados quanto a diversidagieética. Utilizando 15 iniciadores na anélise
RAPD, houve a amplificagdo de todas as amostrasijugmdo 174 bandas polimorficas. O indice de
similaridade genética de Jaccard variou entre 9,096. A maior distancia genética foi observadaeen

0 ‘Embrapa-51' e ‘CPP 06'. Foram encontradas cag@s morfolégicas entre os grupos formados pelo
método UPGMA e ACoP. Os marcadores RAPD permitisadiscriminagdo dos cajueiros, sendo uma
ferramenta Gtil para mensuracdo da diversidadeermm os resultados ser utilizados em programas de
melhoramento genético da espécie.

Palavras-chaveAnacardiumoccidentalel.; marcadores moleculares; variabilidade

The cashewAnacardiumoccidentaleL.) is a fruit of great importance especially imetnortheast of
Brazil. The aim of this study was to evaluate tle@agic diversity among eight clones of cashew using
RAPD markers. The genotypes are part of the cadlecof Germplasm Bank of Embrapa Tropical
Agroindustry (Embrapa-CNPAT). 15 RAPD primers proed 174 polymorphic bands. The range of
Jaccard genetic similarity was 0.09 - 0.46. The BMBA-51 and CCP-06 showed higher genetic
divergence. Morphological correlations were fourstveen the groups formed by UPGMA and PCoA.
The RAPD markers allowed discrimination of cashémes, and useful of a tool for measuring diversity
the results can be used in breeding programs cffibeies.

Keywords:Anacardium occidentalke.; molecular markers; variability

1. INTRODUCAO

O cajueiro Anacardium occidentalk.) ocupa lugar de destaque entre as frutiferbivadas
em zonas tropicais. No Brasil, a exploracdo ecocéndio cajueiro, tanto para producdo de
castanha como para consumaatura concentra-se na regido Nordeste - responsavel48ér
da producéo - principalmente nos Estados do CP&éi e Rio Grande do Norte. Na década de
90 a cajucultura expandiu-se significativamenteapes Estados de Séo Paulo, Mato Grosso,
Maranh&o e Bahia (Barros et al., 2009).

Devido a um sistema reprodutivo predominantemeibgaaico, ha um alto nivel de
heterogeneidade nas popula¢gbes de cajueiro (Bar®@8). Por isso, ainda néo foi possivel
estabelecer variedades na espécie, sendo distisgajpenas como tipo comum ou tipo anao
precoce. Os programas de melhoramento genéticaajdei® baseiam-se no cajueiro ando
precoce, que tem origem na Amazbnia e possui i@mp@$ caracteristicas agrondmicas
(Mitchell e Mori, 1987).

O Bioversity Internationalestabeleceu 82 descritores para a caracterizag@&ajdeiro. De
acordo com Barros (1999), nenhuma avaliagdo criticafeita sobre a eficiéncia desses
descritores na caracterizacdo de acessos em Balec@ermoplasma (BAG) de cajueiro.
Mohan et al. (1987), na India, aplicaram o métodis @scores utilizando apenas nove
descritores agronémicos e dividiram os 161 acedsosajueiro avaliados em 12 grupos de
diversidade. Barros (1991), no Brasil, utilizou 88scritores botanico-agronémicos em 67
acessos e, empregando andlise de componentespaisnconcluiu que € possivel uma boa
estimativa da variabilidade do Banco de germopladmaaju (BAG-caju) pela analise dos
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componentes principais, conjunta com o empregoistargtia Euclidiana e agrupamento pelo
método de Tocher, principalmente na avaliacdo dedg nUmero de caracteres morfométricos.
Conclui também que a aplicacdo de todos os desgjtalém de dificil, ndo é necessaria, ja que
muitos deles sdo dispensaveis por representarencopola variacdo total ou serem
correlacionados com outros descritores de maikdpticacao.

A variabilidade genética contida na colecdo do BZs(i+ permitiu a obtencéo, na década de
80, dos quatro primeiros clones de cajueiro and&xqme. Esses clones sdo ainda hoje
recomendados para o plantio comercial, 0 que auasiam grande impulso na cajucultura
brasileira na época, pois além da reducdo do paateplanta, foi possivel aumentar a
produtividade média de 250 para 1.300 kg/ha/anaegime de sequeiro (Barros e Criséstomo,
1995). Além disso, foram obtidos hibridos intere$fims deA.occidentalex A.othonianume
A.occidentalex A. microcarpum com objetivos de inserir alelos de resisténcintacnose e
qualidades desejaveis para caju de mesa (Barrg8).19

O melhoramento convencional de plantas tem dadafis@fivas contribuicdes no setor
produtivo, através de notaveis ganhos de prodatiMdagricola, com o maior numero de
exemplos advindo de espécies anuais cultivadasoeas2emperadas. Com as plantas tropicais,
particularmente com as espécies perenes, 0s avamto®s através do melhoramento de
plantas sdo menos expressivos, apesar do potafeiaiversas espécies que apresentam
diversidade genética em niveis favoraveis a gantais significativos.

Especificamente com o cajueiro, planta cuja didad no Brasil permite considerar muito
baixa a atual produtividade registrada quando coadaacom a variabilidade observada para o
carater, os ganhos de selecao ja conseguidos ogrmpras de melhoramento foram expressivos
(Barros, 1999). Entretanto, como a expansao diveuem sendo com base apenas nos clones
CCP-76 e CCP-09 de cajueiro ando precoce, gerad&stacdo Experimental de Pacajus, na
transicdo litoral-caatinga, a situagdo torna-seoqupante pela possibilidade de prejuizos
econdmicos, devido a esperados problemas de adigjatad. Dai, a importancia de estudos na
area de recursos genéticos e melhoramento do regjneitentativa de caracterizagédo e geragao
de clones adaptados a novos ambientes, o que @dssivel, ja que ha disponibilidade de uma
grande variabilidade genética da espécie.

O manejo eficiente do germoplasma vegetal é dé iifgortancia para o pesquisador, pois
este precisa de certa quantidade do germoplasnedigeenente puro e bem caracterizado, para
utilizad-lo em suas pesquisas e para o melhoramgeme@tico. Sendo assim, os marcadores
baseados no polimorfismo de DNA, como RAPD (poliiisaro de DNA amplificado ao acaso)
(Williams et al., 1990), ttm uma aplicagdo muitgpartante na administracdo de recursos
genéticos, pois proporcionam dados basicos queesd@ssarios ao melhoramento de plantas ou
para o mapeamento de genes (Bretting e Widrlechég).

Os marcadores moleculares geram uma grande qudatidia caracteres adicionais que,
combinados com caracteristicas fenotipicas, fomecen quadro mais completo para o
agrupamento dos genoétipos e o0 planejamento de roeumas, como, por exemplo, a
identificacdo e discriminacdo de genotipos, a dfieatdo da variabilidade genética existente
ao nivel de sequéncia de DNA (Ferreira e Grattagat95).

A utilizagdo desses marcadores tem sido empregeidmsévamente em plantas, e vem
desempenhando um papel fundamental. Nos ultimos, analisponibilidade de marcadores
RAPD permitiu estudos de diversidade genética elassificacdo de cultivares de diversas
espécies (Martinello et al, 2003; Silva et al., R0Qosta et al., 2011).

Para aprimorar o processo de caracterizacdo e amanéempo, fornecer informacoes
genéticas Uteis ao programa de melhoramento deimajserd fundamental o uso de técnicas
com marcadores moleculares. Neste sentido, objetivopresente trabalho foi avaliar a
diversidade genética entre cajueirdagcardium occidentalk.) utilizados comercialmente por
meio de marcadores RAPD.
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2. MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados oito clones de cajueiro (BRS-189P {6, CCP-1001, CCP-09, CCP-06,
Embrapa-50, END-189 e Embrapa-51), oriundos dorprog de melhoramento e do Banco de
germoplasma da Embrapa Agroindustria Tropical (Ep&CNPAT), localizado em Pacajus,
CE (4°10'35"S e 38°28'19"\MTabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas de clones comerciais@aeiro (Anacardium occidentale) oriundos da
Embrapa-CNPAT.

Clone Origem Cor do pedunculo IndicacBes dé uso

BRS-189 CNPAT/EMBRAPA Laranja Pedunculo para mesa

CCP-76 CNPAT/EMBRAPA Laranja Pedudnculo para mesa

CCP-1001 CNPAT/EMBRAPA Laranja Exploracéo da castanha

CCP-09 CNPAT/EMBRAPA Laranja Pedunculo para mesa e inidis
da castanha

CCP-06 CNPAT/EMBRAPA Amarelo Fornecer sementes paraaport
enxertos

Embrapa-50 CNPAT/EMBRAPA Vermelho-claro Exploracéadstanha

END-189 CNPAT/EMBRAPA Amarelo Pedinculo para mesa

Embrapa-51 CNPAT/EMBRAPA Vermelho Exploracéo da cdstan

* Informagdes extraidas de Barros et al. (2008)Banco de germoplasma da Embrapa Agroindistripidab

Folhas jovens coletadas e utilizadas na extracdaNde segundo descrito por Doyle e Doyle
(1991) e a quantificagdo do DNA foi realizada camiko de biofotbmetro. Cada reacdo PCR
constou de 50 ng de DNA, tampdo PCR (GlcbX; MgCl, 1,5 mM; dNTP 0,2 mM; 2,0 U
Tag DNA polimerase (Gib&), 0,3 ng de iniciador; agua ultrapura q.s.p..20 Os DNAs
foram amplificados utilizando termociclador (Epperi, modelo Mastercycle com gradiente
de temperatura) e submetidos a um ciclo d€9dbr um minuto; 92C por um minuto; 3%C
por um minuto; 92 por um minuto; 3%C por um minuto; 7Z por dois minutos; 40 vezes
(92°C por um minuto; 3% por um minuto; 92por um minuto; 35C por um minuto; 7ZC por
dois minutos) e, finalmente, um ciclo deC2por cinco minutos (Silva e Martins, 2006).

Foram avaliados 15 iniciadores de sintese de 1@spde base dblniversity of Bristish
Columbia (UBC, Reino Unido). Em cada tubo contendo 20uLDMA amplificado foram
adicionados 3pL de tampdo de amostra (azul de Wemoio0,01%; glicerol 40%). Dessa
mistura, 10pL foram colocados nas canaletas ddegabarose 1,5% (dissolvida em TBE 1X —
TRIS 89mM, &cido bdérico 89nM, EDTA 2,5mM, pH 8,3) seibmetidos a eletroforese
horizontal, em tensédo de 100V por 90 minutos. Aragao foi feita usando brometo de etidio
na concentracéo de 5uL 100mte gel, e de 10pL miLno tamp&o de eletrodo (TBE 1X). A
visualizacdo dos resultados, apds a eletroforesmdlizada em equipamento Gel-doc 1000 Bio
Rad (Bio-Rad Laboratories SA, EUA) de fotodocumeé@itapara as analises posteriores.

A analise dos marcadores resultou em uma matriariBincom o nimero 1 significando
presenca de banda e o nimero 0, auséncia de lizoda numero de fragmentos foi calculado
a porcentagem de polimorfismo. Foram realizadabéama estimativa da similaridade genética
empregando o coeficiente de Jaccard (1908). Parapag os gendtipos com base na
similaridade genética, foi empregado o método UPGKUaweigth Pair-Group Method
Arithmetic Average Foram efetuadas amostitagotstrapcom o mesmo tamanho da amostra
original, com 10.000 re-amostragens. Para taisismsafoi utilizado o programa FreeTree
(Pavlicek et al., 1999) e para geracdo do dendmuyrf@i utilizado o TreeView (Page, 1996).
Também foi realizado o agrupamento das amostrasidgando o método de Andlise de
Coordenadas Principais (ACoP) com auxilio do so#wxLSTAT (Addinsolft, 2009)
utilizando como base a estimativa de similaridadelaccard (1908). Os erros associados as
similaridades foram estimados segundo a féormul8kaech et al. (1992).
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 15 iniciadores foi possivel obter feréletroforéticos de qualidade e que
permitissem boa visualizacdo das bandas (Figura 1).
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Figura 1: Padrdes de fragmentos de DNA amplificaposRAPD, utilizando o iniciador UBC 341 em
cajueiros comerciais (Anacardium occidenthl§ P- marcador de peso molecular; 1- BRS-189; 2:
CCP-76; 3- CCP-1001; 4- CCP-09; 5- CCP-06; 6- Enpiaeb0; 7- END-189; 8- Embrapa-51; CN-

controle negativo.

CN

Para alguns iniciadores ndo se obteve amplificagitodas as amostras (UBC 302, UBC
303, UBC 309, UBC 315 e UBC 342). Com a utilizag&aquinze iniciadores houve geracéo de
180 bandas, sendo 174 polimérficas (96,7% de polismo) (Tabela 2). Cada iniciador gerou
de seis (UBC 317) a 24 (UBC 321) bandas, ficanddeete na maioria dos casos, o alto
polimorfismo existente entre os diferentes tiposcdgleiro, estando de acordo com os dados
observada com base em caracteres morfologicooad@ygicos (Paiva et al., 2007).

Tabela 2: Sequencia dos iniciadores e nimero dgnfentos polimdrficos (NFP) entre cajueiros
comerciais de_(Anacardium occidentalg a partir da técnica RAPD.

Iniciador Sequéncia 5’ — 3’ NFP
UBC 301 CGGTGG CGAA 9
UBC 304 AGT CCTCGCC 9
UBC 305 GCT GGT ACCC 12
UBC 308 AGC GGC TAG G 10
UBC 313 ACG GCAGTG G 13
UBC 317 CTAGGG GCT G 6
UBC 318 CGG AGAGCG A 9
UBC 319 GTG GCC GCG C 16
UBC 320 CCG GCATAGA 16
UBC 321 ATC TAG GGAC 24
UBC 322 GCC GCTACTA 16
UBC 324 ACA GGG AAC G 13
UBC 338 CTGTGGCGGT 10
UBC 339 CTC ACTTGG G 10
UBC 341 CTGGGGCCGT 7
TOTAL 174

A partir das estimativas de similaridade com baséndice de Jaccard (1908), observou-se
variacdo entre 0,09 [(x0,02) CCP-06 e Embrapa-51,4é [(+0,04) BRS-189 e CCP-76], com
uma similaridade média de 0,29 (+0,03) (Tabela 3).
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Tabela 3: Similaridade genética (abaixo da diagdmaérro estimado (acima da diagonal) entre
cajueiros comerciai$Anacardium occidentale.) baseada no coeficiente de Jaccard a partir da #ni

RAPD.

BRS-189  CCP-76 CCP-1001  CCP-09 CCP-06 Embrapa-50 D-E39 Embrapa-51
BRS-189 - 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03
CCP-76 0,46 - 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03
CCP-1001 0,33 0,35 - 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03
CCP-09 0,28 0,31 0,29 - 0,03 0,04 0,04 0,03
CCP-06 0,30 0,37 0,21 0,29 - 0,03 0,04 0,02
Embrapa-50 0,33 0,34 0,38 0,36 0,29 - 0,04 0,03
END-189 0,33 0,34 0,27 0,33 0,33 0,42 - 0,02
Embrapa-51 0,19 0,17 0,16 0,17 0,09 0,20 0,12 -

Entre os cajueiros comerciais avaliados observourse alta diferenciacdo genética (0,21
10,03) e nenhum dos pares apresentou valores dargilade acima de 50%.

Observando o agrupamento UPGMA, permitiu identifgaupos distintos, sendo os valores
boostrapscom alta significancia entre os principais ranwsiados (Figura 2).
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Figura 2: Agrupamento UPGMA com base na similariglaé Jaccard entre cajueiros
comerciais (Anacardium occidentdle) a partir da técnica RAPD.

O ‘Embrapa-51'(G1) e o ‘CCP-06’ (G2) foram os mdiigergentes no agrupamento UPGMA
(Figura 2). O cajueiro do grupo G1 apresenta &sish a resinose, e a antracnose e,
moderadamente, resistente ao mofo-preto, sendpredagéo em regime de sequeiro (Cardoso
et al., 1999, Cardoso et al., 2007). Em virtudeadaacteristicas mencionadas, o ‘Embrapa-51’
foi recomendado para a exploracdo da castanhad€aet al., 2007). O ‘CCP-06" € 0 mais
plantado no Brasil, tanto em regime de sequeircockamirrigado (Cavalcanti et al., 2000). Isso
se deve a sua resisténcia a antracnose e ao nafo-pr
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Ainda segundo o agrupamento UPGMA, os individuosP@8; BRS189 e CCP1001,
apresentaram-se relacionados (G3), com coeficigetaimilaridade que variam de 0,27 a 0,34.
Segundo Paiva e Barros (2004) o ‘BRS-189’ foi abfiid cruzamento entre ‘CCP-76" e ‘CCP-
1001’. O ‘CCP-1001’ foi obtido por enxertia. Osstm em comum a coloragéo do peduinculo
(laranja) e tiveram origem de plantas matrizesnaliis do mesmo lote (0 mesmo que a ‘CCP-
06’) (Barros et al., 2000), além disso o ‘CCP76BRS-189’ sdo classificados como cajueiro-
anéo precoce (Paiva et al., 2000).

Por fim, o grupo G4 ficou caracterizado pelos ifdliios ‘END189’ e ‘EMBRAPA-50’
(0,42) e ‘CCP-09' (0,35), sendo que este ultimoesgenta relacdo direta com as outras
variedades. Isso é bastante interessante, ja fL@09’' apresenta a soma das caracteristicas de
producdo dos outros dois individuos, ou seja, prédduwe pedunculo (‘END-189’) e producéo
de castanha (‘Embrapa-50’). Nesse grupo (G4), dulsviduos apresentaram a coloracéo
laranja e amarela para o pedunculo (‘CCP-06’ e ‘EN8D’) e o outro vermelho-claro
(‘Embrapa-50’). H4 uma origem em comum para oseids ‘Embrapa-50" e ‘CCP-09’, pois
em ambos utilizou-se a variedade CP 06 para armgio (Paiva, 2010). Mais especificamente,
0 ‘Embrapa-50’ é resultante de uma sele¢éo fematiidividual, dentro de progénies obtidas
do cruzamento entre ‘CP 06’ (ando precoce) e aglamatriz CP 07 (cajueiro comum). Ja o
‘CCP-09’ teve sua origem da planta matriz de cegu€P 09, proveniente do mesmo lote da CP
06 (Paiva e Barros, 2004).

Com base no agrupamento ACoP (Figura 3), foi pek&vmar cinco grupos: o primeiro (1),
formado por ‘CCP-76’, ‘BRS-189" e ‘CCP-1001’; ogsmdo (ll), com ‘Embrapa-50’; o
terceiro (lll) por ‘END-189’ e ‘CCP-06’; quarto\), por ‘CCP-09’' e o quinto (V), formado
por ‘Embrapa-51'. Os genotipos ‘Embrapa-50’, ‘Engardl’ e ‘CCP-09’' ficaram isolados.
Estes individuos sé@o os Unicos utilizados paraoeapfio da castanha, e ficou evidenciado seu
destaque desses individuos entre os demais.
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Figura 3: Anéalise de Componentes Principais (ACo®n base na similaridade de Jaccard entre
cajueiros comerciais (Anacardium occidenthl¢ a partir da técnica RAPD.

Tanto por meio do método de agrupamento UPGMA, comdaCoP foi possivel verificar
uma aglomeragdo natural dos genotipos, em func¢asindigaridade genética e morfologica,
demonstrando a eficiéncia dos marcadores RAPDficeatdo a variabilidade genética
encontrada entre os individuos deste estudo.

Confrontando os dois tipos de agrupamento, o ‘Epa@Bd’ foi o mais distinto, com maior
diversidade genéticaEsse material foi o Unico originado por selegdaviddal dentro da
progénie policruzada da planta matriz P500E, tamisémdistinguindo pela colora¢éo do
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pedunculo, que é vermelha (Barros et al., 2008)0@rupo (I) reuniu duas variedades para
producdo de pedunculo (BRA 189 e CCP 79) e o ‘CQF’] sendo da mesma maneira quando
realizada o agrupamento UPGMA. Sugere-se que o “E8® (producado de pedunculo) parece
estar relacionado com o ‘CCP-06’ (producdo de pamteerto) por estarem em um mesmo
grupo (Ill); contudo apresentam baixa similaridagenética (0,30) e apresentam baixo
parentesco ao observar o dendrograma.

O emprego de mais de um método de agrupamento, rdas diferencas na
hierarquizagcédo, otimizacdo e ordenagdo dos grupesnite que a classificacdo deles se
complemente em funcdo dos critérios que cada tcuiitize, e impede que inferéncias
errbneas sejam adotadas na alocacdo de matemaisp dde um determinado subgrupo de
gendtipos (Arriel et al., 2006).

Apesar da técnica de RAPD ser considerada por spisquisadores como sendo de baixa
reprodutibilidade de resultados, comparada as ®té@nicas moleculares, quando otimizadas
as condi¢cdes da PCR, mostra-se eficiente no estadeariabilidade genética (Nunes et al.,
2008), pois podem ser identificados grupos simsl@&eom isto definir base de estratégias tanto
de conservagdo como de melhoramento. Além disgunde Upadhyay et al. (2004), essa
técnica é mais rapida, mais simples, requer menantglade de DNA e tem baixos custos
guando comparada a outras técnicas moleculares.

Com base nos dados obtidos neste trabalho, hasibitidade de combinac¢des hibridas, a
partir das cultivares mais divergentes visandora#&gao de gendtipos com producéo de frutos
tanto para a exploracdo da castanha como para @ddute mesa, podendo ser mantida a
mesma cor do fruto (‘CCP-1001" x ‘BRS-189’), comambém de cor diferente e com
resisténcia a doengas como resinose, e antracEdie-(89’ x ‘Embrapa-51).

Analises de genotipos potenciais para cruzameotmsp apresentado neste estudo, em nivel
de caracterizacdo molecular dos recursos fitoggrgtpossibilitam desenvolver culturas
produtivas, com as caracteristicas desejadas. Alénseu valor intrinseco, possui valor
ecoldgico, genético, social, econémico, cientifBarbieri, 2003; Odalia-Rimoli, 2001).

4. CONCLUSAO

A diversidade genética observada em estudos préviitizando descritores morfoldgicos
foi confirmada por andlise dos marcadores RAPDe&sssultados podem auxiliar na definicdo
de novos gendtipos a serem utilizados em prograteamelhoramento da espécie de acordo
com as caracteristicas comerciais mais desejadas.
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