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Com o decréscimo da produtividade do cajueiro e a maior exigéncia do mercado para a qualidade dos
seus produtos torna-se necessario conhecer e avaliar a base genética disponivel para potencializar a
selecdo de gendtipos superiores. Com o objetivo de avaliar a diversidade genética entre clones do Banco
Ativo de Germoplasma de Cajueiro, foi desenvolvido o presente trabalho, utilizando marcadores RAPD.
A menor distancia genética foi verificada entre o cajueiro CJ5 (AO) e CJ9 (T1C18), e a maior, entre CJ1
(BRS226) e CJ17 (P201). Os marcadores RAPD s&o eficientes na caracterizagdo molecular do cajueiro,
sendo possivel quantificar a variabilidade genética entre os clones e a pré-selecdo de grupos a partir do
método de agrupamento UPGMA e ACoP.
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Genetic diversity in cashew germplasm

The decrease in productivity of cashew in Brazil and the increased market demand for the quality of their
products lead to the necessity to understand and evaluate the genetic base available to enhance the
selection of superior clones. The aim of this work was to assess the genetic diversity among clones of the
Germplasm Bank of cashew using RAPD markers. The smallest genetic distance was observed among
clones CJ5 (AO) and CJ9 (T1C18) and the higher between CJ1 (BRS226) and CJ17 (P201). The
percentage of polymorphism was 94.75%, indicating high genetic variability among the clones evaluated.
RAPD markers were efficient in the molecular characterization of the cashew tree, being able to measure
the genetic variability among clones and pre-selection of groups using UPGMA and PCoA methods.
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1. INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma das principais frutiferas cultivadas no
Brasil, destacando-se no contexto socioecondmico pelo alto valor nutritivo e comercial de seus
produtos. No Nordeste a cultura apresenta grande relevancia, pois é responsavel por uma média
de 50 mil empregos diretos, sendo 15 mil na inddstria e 35 mil no setor rural®®, e viabiliza
diversas agroindustrias através do beneficiamento da castanha, producdo de sucos, sorvetes,
doces, licor, mel, geleias, cajuina, refrigerantes gaseificados, e aguardentes, gerando divisas
para a Regiéo.

A produgdo mundial de castanha de caju é em torno de 270.294 toneladas®. Segundo
dados de 2011, o Brasil € o quinto maior produtor com 230 mil toneladas, atrds do Vietna
(1.272.000), Nigéria (813.023), india (674.600) e Costa do Marfim (452.656)". Do que é
produzido no pais, quase a totalidade é oriunda da Regido Nordeste (99%) destacando-se 0s
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estados do Ceara (165.143 toneladas), Piaui (50.562 toneladas) e Rio Grande do Norte (41.808
toneladas)®.

O mercado consumidor de pedinculo in natura é crescente e exigente em frutos que
apresentem alta resisténcia ao manuseio, formato piriforme e frutos de coloracdo laranja e
vermelha. Nos paises importadores de frutas, a falta de conhecimento do valor nutritivo do
pedunculo tem sido o principal motivo para o seu baixo consumo. Entretanto, embora o caju
alcance precos elevados nos principais centros de consumo brasileiros, o pedinculo ainda nédo
oferece retorno econémico para a maioria dos produtores, pois apenas 5% da produgdo é
industrialmente aproveitada®.

Apesar da sua importancia, esta cultura tem apresentado um significativo decréscimo da
produtividade dos pomares, que ja foi de 570 kg ha™ de castanhas em 1978 * e nos ultimos anos
tem sido de 137 kg ha® ©, com repercusséo em toda a cadeia, desde o segmento produtivo &
industrializacdo, pela falta de matéria-prima de qualidade para a indistria. Desta forma, ha
necessidade de reverter este quadro, para aumentar o lucro do setor produtivo e evitar ameacas a
viabilidade deste agronegdcio.

Vérios estudos foram desenvolvidos para a obtencdo de genoétipos de cajueiro que
permitissem ndo s6 o0 aumento da produtividade, como também a melhoria da qualidade da
castanha para a industria e o aproveitamento do pedinculo. Diversos clones de gen6tipos
superiores foram obtidos pelo programa de melhoramento genético do cajueiro da Embrapa
Agroindustria Tropical. Porém existem poucos genétipos comerciais de cajueiro ando-precoce,
todos com a base genética excessivamente estreita que os originou®, caracterizando claramente
uma situacdo de vulnerabilidade genética. Torna-se assim imprescindivel, a caracterizacdo
genotipica desses materiais através da utilizacdo de marcadores moleculares, ndo so para a sua
identificacdo, mas, principalmente, para avaliar a divergéncia genética entre eles, informacédo
importante no direcionamento dos cruzamentos deste programa.

O primeiro trabalho utilizando marcadores moleculares em DNA de cajueiro foi
descrito por Silva Neto et al.® Nesse estudo, os autores concluiram que a utilizagdo de
marcadores RAPD na identificacdo de clones de cajueiro ando precoce era viavel e que a técnica
poderia ser empregada em analises de germoplasma da espécie. Mneney et al.** realizaram
estudos para avaliar a diversidade genética, baseada em marcadores RAPD, de acessos
originarias da Tanzania, Sri Lanka, Mocambique, india, Brasil e llhas Cook. Os autores
verificaram que acessos brasileiros formaram um grupo separado e mais distinto em relacéo as
outras procedéncias. Utilizando o mesmo marcador molecular, Dhanaraj et al.* estimaram a
diversidade genética entre 90 acessos do Banco Nacional de Genética do Cajueiro da india de
moderada a alta. Rabbani et al. #* estudaram oito cajueiros comerciais no Ceara por meio de
marcadores RAPD e verificaram correlagdes morfologicas entre os grupos formados pelo
método UPGMA e ACoP.

O decréscimo da produtividade e a maior exigéncia do mercado para a qualidade dos
seus produtos tém levado o programa de melhoramento genético do cajueiro a procurar novos
gendtipos. Desta forma, torna-se necessario conhecer e avaliar a base genética disponivel de
forma a possibilitar a selecdo de gen6tipos superiores e, assim, ampliar as oportunidades de
obter genétipos melhorados para as caracteristicas desejadas.

Diante da importancia econémica da espécie, esse trabalho foi realizado com o objetivo
de caracterizar a variabilidade genética de 20 acessos de cajueiros provenientes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Agroindustria Tropical.
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2. MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados 20 acessos de cajueiro, oriundos do Banco de Germoplasma do Centro
Nacional de Pesquisa da Agroindustria Tropical (CNPAT/EMBRAPA), localizado em Pacajus,
CE. (Tabela 1).

Tabela 1. Identificac@o dos acessos de cajueiros pertencentes ao Banco de Germoplasma do
Centro Nacional de Pesquisa da Agroindustria Tropical (CNPAT/EMBRAPA) .

Acesso Cadigo
BRS 226 Cll
BRS 189 CJ2
CCP 09 CJ3
CCP 76 Cl4
AO CJ5
BRS 265 CJ6
T2C21 CJ7
P200 CJ8
T1C18 CJ9
EMBRAPA 50 CJ10
B3098 Cll1
T3C26 Cl12
H276-1 CJ13
PRO 555-1 Cl14
EMBRAPA 51 CJ15
CCP 06 CJ16
P201 CJ17
T5C30 CJi8
CCP 1001 CJ19
T6C31 CJ20

Amostras de folhas jovens foram usadas para extracio de DNA', e a concentracéo de
DNA foi quantificada em espectrofotdmetro Nanodrop. Cada reacdo PCR constou de 50 ng de
DNA, tampéo PCR (Gibco®) 1X; MgCl, 1,5 mM; dNTP 0,2 mM; 2,0 U Taq DNA polimerase
(Gibco®), 0,3 ng de primer; agua milli-Q filtrada g.s.p. 20 uL. As amostras foram amplificados
utilizando termociclador (Eppendorf®, modelo Mastercycle com gradiente de temperatura) e
submetidos a um ciclo de 94°C por um minuto; 92°C por um minuto; 35°C por um minuto; 92°
por um minuto; 35°C por um minuto; 72°C por dois minutos; 40 vezes (92°C por um minuto;
35°C por um minuto; 92° por um minuto; 35°C por um minuto; 72°C por dois minutos) e,
finalmente, um ciclo de 72°C por cinco minutos

Foram avaliados 12 primers (Tabela 2) constituidos por 10 pares de base da IDT
(Integrated DNA Technologies, Germany). Em cada tubo contendo 20uL do DNA amplificado
foram adicionados 3L de corante (azul de bromofenol 0,01%; glicerol 40%). Dessa mistura,
10uL foram analisados em gel de agarose 1,5% (dissolvida em TEB 1X — TRIS 89mM, &cido
bérico 89nM, EDTA 2,5mM, pH 8,3) e submetidos a eletroforese horizontal, com uma tensao
de 100V por, 90 minutos. A coloragao foi feita usando brometo de etidio na concentragdo de
5uL 100mL™ de gel, e de 10puL mL™ no tamp&o de eletrodo (TEB 1X). A visualizagio dos
resultados, apds a eletroforese, foi realizada em equipamento Gel-doc 1000 Bio Rad (Bio-Rad
Laboratories SA, EUA) de fotodocumenta(;éo para as analises posteriores.

A similaridade genética foi estimada pelo coeficiente de Jaccard. Para formagdo de
agrupamentos utilizou-se o método UPGMA (Unweigth Pair-Group Method Arlthmetlc
Average). Foram obtidas 3000 amostras bootstrap, utilizando o programa FreeTree™. Para a
construcdo do dendrograma, foi utilizado o programa TreeView''. Os erros associados as
similaridades foram estimados®. Também foi realizado o agrupamento das amostras
c0n5|derando 0 método de Analise de Coordenadas Principais (ACoP) com auxilio do software
XLSTAT".
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 12 primers utilizados amplificaram um total de 87 fragmentos de DNA, sendo que
82 apresentaram polimorfismo (94,75%), variando entre trés, com o primer IDT12, e 12 com o
primer IDT5. Este percentual foi superior ao encontrado por Chavan e Raut (2014), que foi de
63,33% entre 11 genGtipos da regido de Vidarbha, india. Os produtos de amplificacdo foram
utilizados para o calculo do grau de similaridade genética entre os acessos (Tabela 2).

Tabela 2. Relagéo dos iniciadores selecionados, com suas respectivas sequéncias, nimero de fragmentos
polimérficos (NFP) gerados e porcentagem de polimorfismo (%).

Iniciador

Seqiiéncia 5° - 3’

NPF

IDTO3
IDTO04
IDTO5
IDTO6
IDTO7
IDTO8
IDTO9
IDT10
IDT12
IDT14
IDT15
IDT18

GTTTCGCTCC
TGATCCCTGG
TTC GAG CCAG
GTG AGG CGT C
ACC GCG AAG G
GGACCCAACC
CCCAAGGTCC
GGT GCG GGA A
GAG GATCCCT
GGC ACT GAG G
GGT CGG AGA A
CCCGGCATAA

7

Total de Bandas Polimorficas

Total de Bandas Polimorficas (%)

94,75%

De acordo com o coeficiente de similaridade de Jaccard (Tabela 3) sendo representado
pelo dendrograma (Figura 1). A média da similaridade genética entre os clones estudados foi de
0,47 (£0,05) (Tabela 3). Os acessos mais divergentes entre si foram os acessos CJ1 e CJ17
(0,26 + 0,05) e as mais similares foram as CJ5 e CJ9 (0,75. £ 0,05).
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Figura 1. Dendrograma de similaridade genética gerado pelo agrupamento UPGMA e analise de
bootstrap (%) entre 20 acessos de cajueiros pertencentes ao Banco de Germoplasma do Centro Nacional
de Pesquisa da Agroindustria Tropical (CNPAT/EMBRAPA).
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Tabela 3. Similaridade genética (%) (abaixo da diagonal) e erro estimado (acima da diagonal) entre 20

acessos de cajueiros.

Cl1

CJ2

CJ3

Cl4

CJ5

CJ6

CJ7

CJ8

CJ9

CJ10

CJ11

CJ12

CJ13

CJ14

CJ15

CJ16

CJ17

CJ18

CJ19

CJ20

Cl1
CJ2
CJ3
Cl4
CJ5
CJ6
CJ7
CJ8
CJ9
CJ10
(ONX
Cl12
CJ13
Cli4
ClJ15
CJ16
ci17
CJ18
CJ19
CJ20

#
0,58
0,63
0,46
0,46
0,49
0,48
0,46
0,40
0,47
0,31
0,34
0,31
0,38
0,35
0,41
0,26
0,37
0,38
0,42

0,05
#
0,59
0,51
0,38
0,41
0,35
0,35
0,38
0,43
0,31
0,31
0,35
0,39
0,36
0,39
0,34
0,40
0,42
0,40

0,05
0,05
#
0,52
043
0,52
0,42
042
0,40
0,44
0,30
038
0,39
043
0,40
0,49
033
038
043
0,44

0,06
0,06
0,06
#
052
052
042
052
0,49
041
0,37
0,46
0,36
0,40
043
0,56
033
048
0,50
0,44

0,06
0,05
0,05
0,06
#
0,60
0,64
0,68
0,75
0,71
0,52
0,49
0,49
0,49
0,43
0,49
0,36
0,45
0,41
0,48

0,06
0,05
0,06
0,06
0,05
#
0,65
0,60
0,52
0,60
0,40
0,52
0,46
0,46
0,54
0,49
0,42
0,55
0,53
0,55

0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
#
0,61
0,64
0,62
0,48
0,54
0,54
0,51
0,52
0,48
0,45
0,53
0,46
0,50

0,06
0,05
0,05
0,06
0,05
0,05
0,05
#
0,68
0,64
0,46
0,55
0,46
0,43
0,50
0,59
0,39
0,51
0,47
0,55

0,05
0,05
0,05
0,06
0,05
0,06
0,05
0,05
#
071
0,59
0,46
0,55
0,59
047
0,49
0,39
045
0,44
0,44

0,06
0,05
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
#
0,60
0,44
0,53
0,56
0,45
0,42
0,38
0,46
0,45
0,52

0,05
0,05
0,05
0,05
0,06
0,05
0,06
0,06
0,05
0,05
#
0,49
0,57
0,46
0,41
0,41
0,37
0,34
0,44
0,36

0,05
0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
#

0,39
0,71
0,61
0,52
0,61
0,50
0,51

0,05
0,05
0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,06
#
0,57
0,47
0,55
0,41
0,43
0,47
0,40

0,05
0,05
0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,05
0,05
0,06
0,06
0,05
0,05
#
0,38
0,43
0,37
0,34
0,47
0,39

0,05
0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,05
0,06
0,05
#
0,57
0,62
0,73
0,55
0,53

0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,06
0,05
0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
#
0,40
0,51
0,57
0,45

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
#
0,59
0,47
0,44

0,05
0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,06
0,05
#
0,56
0,66

0,05
0,05
0,06
0,06
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06

0,45

0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,06
0,05
0,05
0,06
0,06
0,06
0,05
0,06

Foi possivel identificar a formacdo de dois grandes grupos com 100% de bootstrap. O
primeiro foi de CJ4 a CJ20. O acesso CJ4 (CPP76) é de cajueiro-ando precoce® e apresenta
como caracteristica principal um peddnculo de cor laranja, com amplo mercado para consumo
in natura. O segundo, formado por CJ2 (BR 189), CJ1 (BR 226), CJ3 (CCP 09), que também
sd0 acessos de cajueiro-ando precoce e apresentam o pedinculo de cor amarela, vermelho claro
e laranja, respectivamente, sendo produtores de castanha e fruta para consumo in natura®®.

No método de agrupamento AcoP, verifica-se que o0s dois primeiros componentes (dos
20 totais), explicam 39,41% da variacdo (Figura 2). Para a explicacdo de mais de 81% de
variagdo entre 0s gendtipos, seriam necessarios oito componentes. A contribuicdo dos

componentes restantes, individualmente, foi de menos que 5% cada.
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Figura 2. Analise dos Coordenadas principais (ACoP) para cajueiros pertencentes ao Banco de
Germoplasma do Centro Nacional de Pesquisa da Agroindustria Tropical (CNPAT/EMBRAPA).

Os cinco grupos identificados pela ACoP foram: (I) CJ2 (BRS 189) e CJ3 (CCP 09);
(1) CJ19 (CCP 1001), CJ20 e CJ16 (CCP 06); (111) CJ18, CJ15 (Embrapa 51), CJ17; (1V) CJ8,
CJ7, CJ13 e (V) CJ14, CJ5, CJ10 (Embrapa 50) e CJ9. Com base na similaridade genética
média (SGM 0,81) em que todos os individuos foram divergentes entre si, analisando os dados
pela analise ACP, percebeu-se que ha formacdo de grupos, sendo que CJ1, CJ4, CJ6, CJ11,
CJ11, apresentaram maior diversidade genética.

Em quatro dos cinco grupos houve a presenga de pelo menos um clone comercial. O
Embrapa 51 (CJ15) é produzido em sequeiro, apresenta resisténcia a resinose, e a antracnose e é
moderadamente resistente a0 mofo-preto®®. O CCP 06 (CJ16) apresenta maior resisténcia a
antracnose e ao mofo-preto, sendo o clone mais plantado no Brasil, tanto em regime de sequeiro
como fertirrigado’.

O polimorfismo gerado com os marcadores RAPD permitiu a certificacdo da identidade
e determinacdo da variabilidade genética, poderdo auxiliar o programa de melhoramento
genético do cajueiro e a caracterizacdo de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de cajueiro,
devendo ser associado a estudos morfolégicos, bem como a caracterizagdo de fruto e
pseudofruto.

4, CONCLUSAO

H& uma ampla base genética no germoplasma de cajueiro avaliado, sendo possivel
mensurar a variabilidade genética entre acessos e a pré-selecéo de grupos utilizando marcadores
RAPD.
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