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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar e avaliar a diversidade
genética de progénies de meios-irmdos de cajueiro ando precoce da Embrapa Agroindustria
Tropical por meio de marcadores moleculares e morfolégicos, assim como, a indica¢do dos
materiais divergentes para o programa de melhoramento genético. Foram utilizadas 50
progénies instaladas no Campo Experimental de Pacajus, CE. Na anélise molecular, cada
progénie foi amostrada coletando-se folhas de duas plantas/parcela e analisadas no laboratério
de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria Tropical. Foram realizadas extracdes de
DNA baseadas no método CTAB (brometo de cetiltrimetilamoénio) ajustado por Cavalcanti
(2004) e utilizados marcadores do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Utilizou-se o
coeficiente de Jaccard e andlise de agrupamento UPGMA (Método de Média Aritmética Nao
Ponderada) para andlise dos grupos. Doze iniciadores ISSR geraram 71 bandas das quais 27
foram polimorficas. A andlise de agrupamento permitiu a divisdo em quatorze grupos de
similaridade genética, onde as progénies mais divergentes foram CNPAT 92-56, CNPAT 92-
62 e CNPAT 92-385 e as mais similares foram CNPAT 92-331 e CNPAT 92-335. Na andlise
quantitativa foram utilizadas as seguintes varidveis: altura da planta, didmetro da copa,
ndmero de castanhas e producdo. Foi utilizada a Distancia Euclidiana para andlise da distancia
genética e UPGMA para a andlise de agrupamento. A produgdo foi a varidvel que obteve
maior contribuicdo relativa para a divergéncia genética com 97,80%. A andlise de
agrupamento UPGMA possibilitou a distribui¢cdo de 11 grupos. O material mais divergente foi
o CNPAT 92-331 oriundo da Fazenda Capisa (Piaui). Os mais similares formaram o subgrupo
I do grupo I, CNPAT 92-54 e CNPAT 92-58 com 95% de similaridade. Ha variabilidade
genética, no entanto ndo foram encontradas relacdes diretas entre a andlise molecular e a

quantitativa.

Palavras-chave: Divergéncia genética, cajueiro ando precoce, melhoramento genético



ABSTRACT

The present work was developed in order to characterize and evaluate the genetic diversity of
dwarf cashew progenies from Embrapa Agroindistria Tropical using molecular and
morphological markers as well as the indication of divergent materials to the breeding
program. It was used 50 dwarf cashew progenies from Embrapa Agroindustria Tropical
collection located in the Experimental Center of Pacajus, Ceard. In the molecular analysis,
each progeny was sampled by collecting leaves from two plants per plot and then analyzed at
Embrapa’s molecular biology lab. It was performed DNA’s extractions based on CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) method, adapted by Cavalcanti (2004). ISSR’s markers
(Inter Simple Sequence Repeat) were used. Jaccard’s coefficient and UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) cluster analysis were applied in the group
analysis. Cluster analysis allowed the division into fourteen groups of genetic similarity being
the most divergent progenies CNPAT 92-56, 92-62 and 92-385, and the most similar ones
CNPAT 92-331 and 92-335. Variables such as plant height, diameter, number of nuts and
production, were used in the quantitative analysis. Euclidian distance was used in the genetic
distance analysis. UPGMA method were used in cluster analysis. The variable with highest
relative contribution to genetic divergence was production, with 97,80%. The UPGMA cluster
analysis allowed the division into eleven groups. The most divergent material was
CNPAT 92-331 coming from Capisafarm in Piaui state. The mostsimilar materials
formed the subgroup I of group I, CNPAT 92-54 and 92-58 with 95% similarity. There is
genetic variability, however no direct relationship between molecular and quantitative analysis was

found.

Key words: Genetic divergence, precocious dwarf cashew, genetic improvement
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1. INTRODUCAO

A exploragdo da cultura do caju € uma atividade de importancia relevante no
Estado do Cear4, tanto no aspecto econdmico, quanto no social. Ocupa uma area de 415.000
hectares, beneficiando 57.000 produtores. Na pauta de exportagdes, tem lugar de destaque
com uma arrecadagio anual aproximada de US$ 180 milhdes, por meio da comercializac@o de
améndoas de castanha, assim como, um mercado interno que vem crescendo nos ultimos
anos, além de gerar 30.000 empregos diretos, 100 mil empregos indiretos no meio rural e

16.000 empregos no setor industrial (EMATERCE, 2011).

O estabelecimento inicial da cajucultura aconteceu, utilizando-se para o plantio,
sementes do tipo comum, o que gerou plantas desuniformes, muito altas e com baixa
produgdo. O problema da baixa produtividade e da qualidade da castanha vem-se acentuando
no decorrer dos anos, somando-se a outras varidveis como: idade avancada dos pomares,
implantacdo de cajueiros em dreas impréprias além do desestimulo dos produtores em face

dos baixos precos recebidos pelo produto (EMATERCE, 2011).

Os clones de cajueiro (Anacardium occidentale L.) do tipo ando precoce estdo
proporcionando grande impulso a cultura do caju no Nordeste do Brasil por apresentar maior
produtividade, maior precocidade e menor porte em relacdo ao tipo comum. Todavia, outros
caracteres de importincia econdmica, como: resisténcia a doencgas, qualidade e peso da
castanha, qualidade do pedinculo necessitam de maiores investigacdes na drea da genética

(BARROS et al., 2002).

Virias pesquisas foram desenvolvidas para a obteng@o de gendtipos de cajueiro
que permitissem ndo sé o aumento da produtividade, como também a melhoria da qualidade
da castanha para a indistria e o aproveitamento do pedunculo. Diversos clones e genotipos
superiores foram obtidos pelo programa de melhoramento genético do cajueiro da Embrapa
Agroindustria Tropical. Na fase atual, a caracterizacdo desses materiais através da utilizagio
de marcadores moleculares torna-se imprescindivel, ndo s6 para a sua identificacdo, mas,
principalmente, para avaliar a divergéncia genética, informacéo importante no direcionamento

deste programa (PINHEIRO, 2007).
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A divergéncia genética entre grupos de progenitores tem sido avaliada com o
objetivo de identificar genétipos mais divergentes que possibilitem explorar um maior efeito
heterdtico, de tal forma que em suas geracdes segregantes, se tenha maior possibilidade de
recuperacdo de gendtipos superiores (CRUZ; REGAZZI, 1997).

As tecnologias disponiveis na Biologia Molecular se constituem em ferramentas
importantes para o programa de melhoramento genético do cajueiro, contribuindo para avaliar
materiais de maneira mais eficaz e rdpida com o objetivo de melhorar a produtividade,

qualidade e tolerancia as pragas e doencas, entre outras caracteristicas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este estudo visa caracterizar e avaliar a diversidade genética de progénies de
meios-irmaos de cajueiro ando precoce da Embrapa Agroindistria Tropical por meio de
marcadores moleculares e morfologicos, assim como, a indicagdo dos materiais mais

divergentes para o programa de melhoramento genético (Pré-breeding).

2.2. Objetivos especificos

e (Caracterizacdo das progénies em estudo.

e Identificar as progé€nies mais divergentes em ambas andlises (molecular e

quantitativa).

e Indicar as progénies mais divergentes para fazer parte do programa de melhoramento

genético de cajueiro da Embrapa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O cajueiro

3.1.1. A importancia da cajucultura para o Nordeste do Brasil

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta tropical origindria do Brasil
que, tendo como centro de dispersdo o litoral nordestino, encontra-se hoje espalhada por
quase todo o territério nacional, além de pafses da Africa e da Asia. Apesar de ser encontrado
em praticamente todos os estados brasileiros, adapta-se melhor as condi¢des ecoldgicas do

litoral do Nordeste (BRAINER et al., 2006).

O principal centro de diversidade do género Anacardium é a regido Amazonica,
com um centro secundario de diversidade nos cerrados, no Planalto Central. Contudo, a maior
diversidade de Anacardium occidentale L. encontra-se no Nordeste brasileiro

(CRISOSTOMO et al., 2002).

No mundo sdo comercializadas 240.000 t/ano de ACC (améndoa da castanha de
caju) que resultaram, em 2006, cerca de US$ 2,8 bilhdes para o mercado varejista. A
distribuicdo de valores nos principais elos da cadeia agroindustrial da améndoa mostra ainda
que US$ 820 milhdes foram para a industria e apenas US$ 410 milhdes para o segmento
produtivo, sempre o elo mais fraco de qualquer cadeia agroindustrial. O valor da ACC, que é
consumida na forma de aperitivo, poderd aumentar se confirmado os estudos recentes que
mostram que ela € rica em &acidos graxos insaturados, predominando o oléico (60,3%) e o
linoléico (21,5%), ou seja, contém altos teores de dmega 9 e 6mega 6 que sdo essenciais em
todo o ciclo vital dos humanos (GAZZOLA et al., 2007 apud CAVALCANTI; BARROS,
2009).

Na safra de 2007, a 4rea colhida e a produgdo nos principais paises produtores
foram estimadas em, respectivamente, 3.817.041 ha e 3.186.039 t de castanhas (FAO 2009),
onde Vietnam, Nigéria, India, Brasil, Indonésia, Filipinas, Costa do Marfim, Tanzénia e
Guiné-Bissau foram os principais produtores de castanha de caju (Tabela 1) (Cavalcanti;

Barros 2009).



Tabela 1. Producido mundial de castanha de caju (em toneladas) por ano no periodo entre
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2002 e 2007.
Anos

Paises

2002 2003 2004 2005 2006 2007
Vietna 515200  657.600  818.800  960.800  941.600  961.000
Nigéria 514.000  524.000  555.000  594.000  636.000  660.000
India 470.000  500.000  535.000  544.000  573.000  620.000
Brasil 164.539  183.094  187.839  152.751 2437770  176.384
Indonésia 110.232  106.931 131.020  135.070  140.573  146.000
Filipinas 7.000 7.000 116910  116.533  113.071  118.000
Costa do Marfim 104.985  84.811 140.000  175.000  200.000  130.000
Tanzénia 67.300 95.000 79.000 72.000 90.400 92.000
Guiné-Bissau 86.000 86.000 86.000 88.000 81.000 81.000
Mogambique 58.000 58.000 58.000 58.000 58.000 58.000
Outros 127.535  128.227  133.051 139.416  140.935  143.655
Mundo 2224791 2.430.663 2.841.256 3.035.570 3.218.349 3.186.039

Fonte: (Adaptado de Cavalcante; Barros, 2009)

A érea plantada com cajueiro no Brasil é de aproximadamente 760.395 ha,

considerando a drea plantada em todos os estados produtores de caju em 2011 (IBGE, 2011).

No Brasil em 2007, cerca de 195 mil produtores colheram em 720 mil ha, 176 mil

t de castanhas que resultaram em exportacdes de 41.569 t de ACC, ou 17% das exportacdes

mundiais, que valeram US$ 187,5 milhdes em divisas para o pais. O consumo mundial

continua em franco crescimento, o que significa que ha necessidade do sistema produtivo

melhorar a sua participagdo em termos de aumento de produtividade, sendo a incorporacdo de

clones mais produtivos o fator de menor custo face ao aumento generalizado observado, em

nivel mundial, no custo dos insumos agricolas como um todo (Cavalcanti; Barros 2009).

Ja em 2009, o Brasil colheu em 758.085 ha, onde resultaram cerca de 220.505 t de

castanhas de caju e rendimento médio de 291 kg de castanhas de caju por hectare (IBGE,

2009).
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O Estado do Ceard € o principal produtor e processador de castanha de caju do
Brasil. Responde por 45% da produgdo de castanha in natura nordestina e por 73% do volume
processado em todo o Nordeste. No periodo de 2000-2005, o valor médio da receita bruta com
a comercializagdo da améndoa no mercado interno foi de R$ 72 milhdes enquanto a geragio
de divisas para o Estado do Ceard, no mesmo periodo, alcangou o patamar de US$ 150
milhdes com o comércio de améndoa de castanha do caju (ACC). De acordo com dados
publicados no Brasil (2007), é de US$ 5,14 milhdes o volume de divisas geradas, em 2005,
com a exportacao do liquido da casca da castanha de caju (LCC) (FRANCA et al., 2008).

Outro fato que confere a cadeia produtiva do caju a sua importancia social € sua
capacidade de geragdo de empregos na entressafra das demais exploracdes agropecudrias. A
cadeia produtiva do caju emprega aproximadamente 200 mil trabalhadores, dos quais 180 mil
no campo e o restante na indudstria. Apesar dessa importincia, a cadeia produtiva do caju é
desarticulada. O segmento da produgdo caracteriza-se pela ocorréncia de mais de 90% da drea
plantada com cajueiro comum de porte alto, baixa produtividade, idade avancada e
inadequado manejo, ou seja, o agronegécio do caju cearense se configura como um paradoxo
preocupante, pois ora se apresenta como de grande importincia econdmica e social, ora se
apresenta como uma cadeia estagnada e tendente a perder competitividade (FRANCA et al.,

2008).

A baixa produtividade das lavouras é o problema mais significativo da cajucultura
no Brasil, com média de 220 kg de castanhas in natura por hectare, razdo pela qual o
programa de pesquisa de melhoramento genético da Embrapa Agroindistria Tropical vem
dando prioridade 2 obtencdo de cultivares mais produtivas (BARROS; CRISOSTOMO,
1995).

Diversos fatores contribuem para a baixa produtividade dos atuais plantios, dentre
eles a propagacdo realizada por sementes € a principal, j4 que o cajueiro é uma espécie
predominantemente alégama, o que resulta na heterogeneidade de diversos caracteres da

planta (CRISOSTOMO et al., 1992; BARROS et al., 2002).

Mesmo quando as sementes sdo obtidas de plantas de alta produgdo, o resultado é
a heterogeneidade tanto dos caracteres ligados diretamente a planta: altura, formato e
expansdo da copa, época do florescimento e producdo; como ao fruto: peso, formato e

coloracdo do pedinculo, peso da castanha e da améndoa, facilidade de despeliculagem da
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améndoa, relacdo peso da améndoa/peso do fruto (CRIS()STOMO et al., 1992), além da
prépria qualidade do peddnculo, em termos de acidez, teor de tanino e quantidade de sélidos

soluveis.

Diante dessa situacdo, urge modernizar o segmento da produgdo agricola a partir
do uso de clones superiores, substitui¢do de copas de cajueiros improdutivos por material
genético superior, implementacdo de boas praticas agricolas, rastreabilidade dos cultivos e

utilizacdo de eficientes técnicas de colheita e pds-colheita (FRANCA et al., 2008).

Nao obstante o Brasil ser ber¢o do cajueiro e as missdes colonizadoras
encontrarem o indigena brasileiro utilizando essa espécie para diversos fins, a explorag¢do do
cajueiro com finalidade econdmica atravessou alguns séculos restrita ao consumo local das

zonas produtoras (LEITE, 1994).

3.1.2. Evolucao histérica da cajucultura

A domesticagdo e o melhoramento genético do cajueiro podem ser caracterizados
em cinco fases distintas (PAIVA et al., 1997). A primeira remonta a época da descoberta
pelos nativos, de plantas com pedunculos adequados a alimentacdo na forma de consumo in

natura ou na elaboracgio de bebidas (PAIVA et al., 2000).

Até o inicio da década de 50, a producdo de castanhas era essencialmente
extrativista. Exemplos isolados das primeiras tentativas para estabelecimentos de plantios
sistematizados de cajueiro, com fins comerciais no municipio de Pacajus, CE, sdo encontrados
na literatura. Foi nesse municipio que, em 1956, o governo federal estabeleceu uma colecio
de matrizes de cajueiro, que foi objeto de investigacdo agrondmica, na Estacdo Experimental
de Pacajus, pertencente ao entdo Ministério da Agricultura. O melhoramento genético do
cajueiro tem seu marco histérico quando da introducdo de plantas do cajueiro ando precoce

naquela estacdo (PAIVA et al., 2003).

A década de 60 e 70 foi a fase dos grandes plantios comerciais em decorréncia de
um programa de expansdo da cajucultura a partir de incentivos governamentais de fomento a

cultura. Nesses plantios utilizou-se apenas o cajueiro comum no plantio direto de sementes ou
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na formacgdo de mudas de pé franco, em espagamentos definidos. Neste periodo, as atividades
de pesquisas centraram-se na identificagdo e no controle da produgéo de castanhas de plantas
individuais, selecionadas a partir de informacdes em propriedades particulares da regido de
Pacajus, Ceard, onde localiza-se a Estacdo Experimental de Pacajus, EEP, entdo do DNPA —
Departamento Nacional de Pesquisa Agropecudria do Ministério da Agricultura, atualmente
pertencente a Embrapa. Apés a identificacdo das plantas que se destacavam em produgdo,

foram formados novos plantios com sementes colhidas destas plantas (BARROS et al., 1998).

Na quarta fase, foram obtidos e avaliados clones (conjunto de individuos
originados de um gendtipo comum, que apresentam as mesmas caracteristicas genéticas) do
tipo comum e ando precoce, o que culminou com a recomendacdo dos clones do tipo ando
precoce CCP 06, CCP 76, CCP 09 e CCP 1001, para plantio comercial (BARROS et al.,
1984, ALMEIDA et al., 1993, BARROS; CRISOSTOMO, 1995).

A quinta e atual fase, priorizam as pesquisas para atender as demandas atuais da
cajucultura, com enfoque na fruticultura irrigada e ao aproveitamento também do pedinculo
para consumo in natura. Neste enfoque a selecdo tem de estar orientada para plantas com
caracteristicas de porte baixo para facilitar a colheita manual; pedinculo com caracteristicas
de coloragdo, sabor, textura, maior periodo de conservagdo, consisténcia e teor de tanino
adequados as preferéncias do consumidor, castanha de tamanho e peso adequados (>10g),
facilidade na despeliculagem, coloragdo dentro dos padrdes internacionais e améndoas

resistentes a formacao de “bandas” (PAIVA et al., 2000).

O aproveitamento do cajueiro na regido Nordeste evoluiu de uma situacdo de
extrativismo para o estabelecimento de um cultivo agricola extremamente importante,
especialmente para os estados do Ceard, Rio Grande do Norte e Piaui, com a exportacdo da
améndoa da castanha de caju tendo alcancado importante participagdo nas exportagdes
regionais. O fato dos estados mencionados serem os mais afetados pelas alteracdes climdticas
periddicas (secas), que ocorrem na regido, permite inferir sobre a ampla adaptabilidade da
espécie a regido. Além disso, hd uma expectativa com relacdo ao sucesso do cajueiro no
semidrido, que constitui mais da metade da 4rea fisica da regido, onde sdo mais graves os
problemas sociais decorrentes da falta de programas e op¢des econdmicas para sua populacio

(BRAINER, 2006).
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Do cajueiro, aproveita-se economicamente o fruto verdadeiro, a castanha de caju,
para a comercializacdo da améndoa e o pediinculo, na verdade um pseudofruto, mas referido
comumente como “o fruto”. Conquanto o consumo de derivados do pseudofruto (sucos,
doces, compotas, caju cristalizado, cajuina) e do fruto in natura tenha crescido nos ultimos

anos, ¢ a améndoa o principal objetivo das exploracdes (BRAINER et al., 2006).

A oferta de caju (pedinculos e castanha) se encontra, no geral, pulverizada por um
grande numero de exploracdes muito dispersas. Assim os intermedidrios podem impor
condicdes de precos que muitas vezes ndo chegam a cobrir os custos de producido no campo,
refletindo-se na observada tendéncia de queda da produtividade média. Dai serem
incentivadas as iniciativas visando o estabelecimento de agrupamentos de produtores para a
realizacdo de vérias operagdes de comercializacdo. Esse processo de comercializagdo na
cadeia produtiva do caju do Brasil resulta em margens superiores de comercializag@o a jusante
de cada elo desse agronegdcio. Assim, tem-se, de um lado, uma elevada margem de
comercializacdo com a castanha de caju (CC) em prejuizo dos produtores e, de outro, uma
margem ainda mais elevada no segmento de améndoas em prejuizo dos processadores

(OLIVEIRA et al., 2005).

O mercado de améndoa de castanha pode ser dividido em dois segmentos: o que
exige améndoas inteiras, brancas e totalmente isentas de manchas e marcas provocadas por
insetos; e outro, menos exigente com relagdo a qualidade, que aceita tipos quebrados, tostados
ou mesmo manchados. Para améndoas inteiras, a qualidade do produto define sua preferéncia,
caracterizando-o como uma especiaria. Para améndoas partidas a sua utilizacdo se da para
produtos de confeitaria e padaria em que a integridade da améndoa ndo se constitui num fator
relevante. Isso condiciona esse segmento a sistematica de um mercado de commodity, onde os
custos de producdo e processamento sdo essenciais para participar do mercado. As cotagcdes
de precos praticadas no mercado mundial para ACC tipo W 320 (320 unidades por libra), por
exemplo, estdo situadas em U$ 2,50 por libra peso, podendo chegar até U$ 3,00 para tipos
especiais. No mercado interno, a cotagdo da améndoa varia em fun¢do da qualidade do

produto oferecido (BARROS et al., 2001).

A améndoa ainda é o principal produto resultante da cajucultura, mas existe
consenso de que a viabilidade da atividade, especialmente para o setor produtivo, exige o
melhor aproveitamento do pediinculo, sendo o mercado de frutas de mesa, uma nova e

promissora op¢ao (PINHEIRO, 2007).
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Particularmente no Brasil, a inddstria de transformagdo do peddnculo visa a
obtencdo de diversos produtos, destacando-se bebidas alcodlicas, diferentes tipos de doces,
condimentos e componentes para racdo animal. A potencialidade desse segmento é das mais
significativas, principalmente pela possibilidade de melhoria, a baixo custo, do valor
nutricional da dieta alimentar da populacdo de baixa renda, ji que o teor de vitamina C do
caju, média de 200 mg/100 g de suco, é dos mais elevados entre as fruteiras conhecidas

(BARROS et al., 2001).

O Brasil é o maior produtor mundial de pedinculo para exploragdo comercial,
produzindo 1.650.000 toneladas no ano de 2006 (FAO, 2009). Isto tem ocorrido devido aos
novos plantios realizados com cajueiro ando precoce que, por apresentarem porte baixo,

permitem a colheita manual com maior aproveitamento e reducdo de perdas.

Até recentemente, os pedinculos eram vendidos exclusivamente em feiras locais,
porém hoje alcancam supermercados em outras partes do pais, localizadas a mais de 4.000 km
do local de produgdo, podendo ser mantidos em boas condi¢gdes por até 25 dias ap6s a colheita

(FILGUEIRAS et al., 1999; MORALIS et al., 2002 apud SANTOS, 2008).

O pedinculo ou pseudofruto, que representa cerca de nove vezes o peso do fruto
(castanha), cujo aproveitamento, até meados dos anos 90, ndo ultrapassava 5% da producio,
vem se tornando, aos poucos, importante segmento da agroindustria do caju. Verifica-se um
crescente aumento das vendas, apontando para a conquista de novos mercados com a oferta de
30 subprodutos dos quais destacam-se o suco concentrado, hoje o mais vendido no Pais,
doces, refrigerantes gaseificados e cajuina, um suco puro e clarificado bastante consumido no
Estado do Ceard. Entre os fatores responsdveis por essa tendéncia, pode-se destacar a
expansdo do consumo do pedinculo in natura, atraindo novos e importantes mercados

(PAIVA; BARROS, 2004).

Sem divida alguma, o grupo de sucos é o mais importante de todos os produtos
obtidos da industrializagdo do pseudofruto do caju, sendo o suco integral (10-12 °BRIX) o
mais consumido no Brasil, representando cerca de 38% do consumo de sucos concentrados e
frutas tropicais e que se apresenta como o de menor custo de obtencdo, principalmente pela
abundancia da matéria prima, presente em praticamente toda a Regido Nordeste. Esse suco
turvo €, geralmente, comercializado sob a denominagdo de suco integral; com alto teor de

polpa, contém aditivos quimicos e € embalado em garrafas de 500 ml do produto. O suco de
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caju €, habitualmente, consumido como refresco, ou seja, apds a dilui¢do em 4gua e adi¢do de

acucar (BARROS et al., 2001).

O consumo de caju de mesa no mercado interno (caju in natura) cresce
significativamente, principalmente na Regido Sudeste, estimulando novos investimentos na
expansdo dos pomares, na ado¢do de Boas Praticas Agricolas e do Sistema de Producio
Integrada de Frutas. Essa conquista deve-se em grande medida, ao desenvolvimento do
cajueiro ando precoce associado a tantas outras tecnologias, a exemplo da propagacdo

vegetativa, irrigacdo, controle de pragas/doencgas e pos-colheita (OLIVEIRA et al., 2005).

O aumento da lucratividade do cajueiro através da maximizacdo do
aproveitamento do pedinculo, cujo potencial de aproveitamento é dos mais expressivos,
notadamente no mercado de frutas, constitui um dos principais desafios do melhoramento
genético desta espécie. Os clones a serem gerados, além de améndoas que atendam as
exigéncias da industria e dos consumidores, devem proporcionar pedinculos que satisfacam
aos mais diferentes paladares, de forma a conquistar os mercados das regides mais

desenvolvidas e economicamente mais prosperas do pais (BARROS et al., 2002).

No entanto, a comercializacdo de produtos industrializados do pediinculo encontra
grandes obstaculos, principalmente aceitacdo, por falta de um trabalho eficiente de marketing
capaz de mostrar as caracteristicas nutricionais que o caju oferece. Além disso, problemas
com o elevado teor de taninos, que provoca adstringéncias e escurecimento do produto,
obrigam o industrial a utilizar altas doses de conservantes para evitar alteracdes sensoriais,
comuns aos produtos processados do caju. Com relacio ao aproveitamento do pedinculo, ndo
existem estatisticas em razdo das diversas formas de uso em produtos caseiros e na
alimentagcdo animal, além do consumo direto no proprio campo. Com base apenas nos
produtos industrializados, principalmente suco concentrado, o aproveitamento tem sido

estimado em cerca de dez por cento, em anos normais de produgdo (BARROS et al., 2001).

Embora ja venha sendo processado industrialmente no Nordeste do Brasil para a
producdo de bebidas, doces e farinhas, o aproveitamento do pedinculo ainda € bastante
limitado, chegando a ser insignificante em relacdo & quantidade dessa matéria prima,
potencialmente disponivel no periodo da safra. Acredita-se que o grande avanco para o
aproveitamento integral do peddnculo do caju esteja direcionado para a producdo de suco

limpido concentrado, com ampla aplicagdo na inddstria de bebidas, notadamente na
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fabricacdo de refrigerantes, néctares, vinhos, aguardente, entre outras utilizacdes (BARROS et

al., 2001).

O cajueiro tem sido levado para diferentes agroecossistemas em razdo do seu
potencial de geracdo de emprego e renda em regides onde sdo dificeis alternativas
economicamente mais rentdveis. Para atender a expansdo da drea cultivada é necessdrio um
abrangente programa de melhoramento que, para ser bem sucedido na tarefa de produzir
clones adaptados aos novos ambientes, necessita de diversidade genética quantificada e
disponivel aos melhoristas (ALMEIDA et al., 1992; ALMEIDA et al., 1993; BARROS et al.,
1993; BARROS et al., 2000).

3.1.3. Botanica e morfologia

Anacardium € um pequeno gé€nero da familia Anacardiaceae, constituido de
arvores, arbustos e subarbustos nativos dos neotrépicos. Esta familia é composta de arvores
ou arbustos de folhas alternas coridceas e sem estipulas, sempre provida de canais resiniferos
em seus ramos. Vdrios géneros sdo produtores de frutos comestiveis, como Mangifera
(mangas), Spondias (caji e umbu) e Anacardium (cajus), além de outros possuidores de
madeira de 6tima qualidade como Astronium (Gongalo Alves, Aroeiras) e Schinopsis (baraina

e quebracho) (FERREIRA, 1973 apud PESSONI, 2007).

A primeira descricdo e ilustracdo, baseadas em Anacardium occidentale, foi
publicado pelo naturalista francés Andre de Thevet em 1558, a partir de observagdes de
individuos ocorrentes na costa nordeste do Brasil. A este trabalho se seguiram outros, com
descri¢des e ilustragdes da mesma espécie, realizado por exploradores portugueses, cronistas e
naturalistas europeus pré-Lineanos. Em 1735, Lineu descreveu Anacardium como um género
e em 1853 a espécie A. occidentale. A partir de 1830, Lindley designou Anacardium como

género tipo da familia Anacardiaceae (MITCHELL; MORI, 1987).

O cajueiro, denominado Anacardium occidentale por Lineu, pertence ao género
Anacardium, da familia Anacardiaceae. A esta familia pertencem, também, os gé€neros
Mangifera, cujo principal representante € a espécie M. indica (a manga), uma das frutiferas

mais importantes e de ampla distribuicdo nos trépicos; Pistacia, cuja espécie P.vera é
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cultivada em paises de clima mediterraneo e nos Estados Unidos para exploragdo da noz que
produz (pistaqué ou améndoa verde); Spondias, cujas principais espécies sdo a ciriguela
(S. purpurea L.), a caja (S. mombim L.), o umbu (S. fuberosa Arr. Cam) e a caji-manga
(S. cytherea Sonn.), frutos bastante conhecidos na América tropical. Pertencem, também, a
esta familia duas espécies de aroeira, Astronium urundeuva Engl. e Schinus terebinthifolius
Raddi; a muiraquatiara, Astronium lecointein Ducke; Gongalo Alves, Astronium fraxinifolium
Shott; e a baratna, Schinopsis brasiliensis Engl., madeireira e produtora de tanino do sul
brasileiro e Argentina; Pistdcia lentiscus L. e P. cabulica Stocks, produtoras de mastique para
fabricacdo de resinas; quatro espécies do género Rhus verniciflua Stokcs produtora de laca,
verniz natural de importancia econdmica (PURSEGLOVE, 1974; BRAGA, 1976; LIMA,
1988 apud FROTA et al., 1995).

A grande variabilidade observada no Brasil foi agrupada em dois tipos de
cajueiros bem definidos em relacio ao porte, denominados de cajueiros tipos comum e anio
precoce. O cajueiro comum € o mais difundido, tanto naturalmente como por cultivo,
apresenta porte elevado com altura variando de oito a quinze metros e envergadura da copa,
podendo atingir vinte metros. A copa apresenta grande variacdo de formato e distribui¢cdo de
ramos, sendo possivel encontrar desde a forma ereta e compacta até a forma espraiada

(BARROS, 1988).

Apesar dos principais centros de diversidade do género Amacardium se
localizarem na Amazdnia e no planalto central do Brasil, trabalhos de avaliacdo e
caracterizacdo do germoplasma disponivel ainda sdo incipientes, destacando-se o estudo de
Barros (1991), que fez a caracterizacdo morfoldgica e isoenzimdtica por meio de técnicas
multivariadas, de parte do Banco Ativo de Germoplasma de Cajueiro (BAG-cajueiro) do
Centro Nacional de Agroindistria Tropical. Trabalhos desse tipo fornecem subsidios
fundamentais aos programas de melhoramento da espécie, assim como, ao processo de
otimizagdo nas atividades de coleta e de conservacdo dos recursos genéticos, tanto in sifu

como ex situ.

O cajueiro é uma planta perene, de ramificacdo baixa e porte médio cuja copa
atinge, no tipo comum, altura média de 5 a 8 metros e didmetro médio (envergadura) entre 12
a 14 metros. Excepcionalmente atinge até 15 metros de altura e didmetro superior a 20 metros,

dependendo do gendtipo e das condi¢gdes de clima e solo. No caso do cajueiro anio precoce, a
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altura média ndo ultrapassa 4 metros e a envergadura varia entre 6 a 8§ metros (BARROS,

1995).

A capacidade produtiva individual é muito varidvel, com plantas que produzem
abaixo de 1 kg até proximo de 180 kg de castanha por safra. O tipo ando caracteriza-se pelo
porte baixo, altura inferior a 4 m, copa homogénea, didmetro do caule e envergadura de copa
inferiores ao do tipo comum, precocidade etdria, iniciando o florescimento entre 6 e 18 meses

(BARROS et al., 1998).

As flores sdo pequenas, curto-pediceladas, pdlidas ou purpurinas (apds a
fertilizacdo), dispostas em paniculas terminais, pedunculadas, ramificadas e bracteadas na
parte inferior. Os dois tipos de flores, masculinas (estaminadas) e hermafroditas, variam em
quantidade e propor¢des entre plantas e até mesmo entre paniculas de uma mesma planta, com
o nimero de flores por panicula variando normalmente de 200 a 1.600 e a percentagem de
flores hermafroditas de 0,5 a 25% do numero total de flores (BARROS et al., 1993). O
sistema reprodutivo da espécie é predominantemente alogadmico, ou seja, a fecundagdo é
preferencialmente cruzada. No entanto, a presenca e a abertura simultdnea dos dois tipos de
flores na mesma planta e na mesma panicula podem favorecer a autopolinizagdo e,

consequentemente, a endogamia (BARROS, 1988).

O fruto, a castanha, € um aquénio reniforme que consiste de epicarpo, mesocarpo,
endocarpo e améndoa. O peso € varidvel, encontrando-se castanhas de 3g a 12g, sendo um dos
principais objetivos do melhoramento o aumento deste limite superior. O epicarpo € liso,
coriaceo, cinzento ou verde-acinzentado; o mesocarpo € espesso, alveolado, cheio de um
liquido chamado LCC (liquido da casca da castanha); a améndoa, parte comestivel da
castanha, tem formato de rim, é composta por dois cotilédones brancos, carnosos, oleosos e

revestida por uma pelicula pergamindcea (BARROS et al., 1993).

O pedinculo floral é hipertrofiado, carnoso, suculento e bastante varidvel em
tamanho, peso, forma e cor. E comumente denominado de caju, embora também seja dada
esta denominag@o ao conjunto fruto e pseudofruto (castanha e pedinculo). Do surgimento do
fruto (vingamento) até a completa maturagdo decorre um periodo médio de 52 dias. Quanto a
vida util esperada, dados experimentais obtidos de plantas selecionadas adultas (33 a 35 anos)
mostraram producdes variando de 10,7 kg a 29,7 kg de castanha/safra, nas condicdes

litoraneas do Estado do Ceard (Campo Experimental de Pacajus), ou seja, ainda em plena
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atividade reprodutiva, o que permite concluir que pelo menos até 35 anos de idade o cajueiro

ando precoce encontra-se em producdo econdmica (BARROS et al., 1993).

3.1.4. Clima e fenologia

Em decorréncia da importancia econdmica dos produtos do cajueiro, notadamente
a améndoa de castanha de caju (ACC) e o liquido da casca de caju (LCC), a cultura vem
sendo explorada em diferentes partes do mundo, caracterizadas pelos tipos climéticos de

Kopen: Af, Am, Aw, BSh e BWh (BARROS, 1995).

O cajueiro apresenta resisténcia a seca, mas apenas em condi¢des de solos
profundos e com boa retenc¢do de umidade. O cultivo do cajueiro em regides de solos rasos e
excessivamente arenosos, com precipitacdes inferiores a 800 mm anuais, apresenta perdas no
ano de plantio e reflexos negativos até a fase produtiva, com complicac¢des no florescimento e

frutificacdo (SILVA, 1998).

O cajueiro é explorado em diversos tipos de solos, porém os mais apropriados sdo
os profundos (profundidade nunca inferior a 1,5 metros), bem drenados (ndo sujeitos a
encharcamento e sem camadas impermedveis), com relevo plano ou suavemente ondulado.
Séo utilizados, preferencialmente, solos com textura arenosa ou franco arenosa. Solos rasos,
compactos, baixa drenagem devem ser evitados, pois comprometem o desenvolvimento das

raizes (BRAINER, 2006).

Para seu desenvolvimento, o cajueiro exige regime de altas temperaturas, sendo a
média de 27°C a mais apropriada. O regime pluviométrico ideal para sua exploragdo racional
situa-se entre 800 ¢ 1500 mm anuais, distribuidos de cinco a sete meses no ano, embora a
planta tolere valores tanto abaixo quanto acima desse intervalo. A umidade relativa do ar mais

apropriada para a cultura situa-se na faixa entre 70 a 80 % (EMBRAPA, 2010).

O cajueiro, como planta de polinizagdo cruzada e entomdéfila, tem também o vento
como agente polinizador. Em algumas regides, quando intenso, pode tornar-se prejudicial,
pela sua acdo sobre as folhas, flores e ramos, causando danos fisicos, ou pelos seus efeitos no

controle da umidade e ressecamento das folhas novas e flores. Embora os limites de tolerancia
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ndo estejam bem estudados, ventos demasiadamente fortes prejudicam a cultura, provocando
a queda de flores, bem como o tombamento de plantas jovens. Ventos superiores a 7 m/s

danificam a cultura (BARROS, 1995).

Quando o periodo de floracdo e frutificacdo coincide com chuvas constantes, a
producdo fica bastante prejudicada pelo alto nivel de umidade relativa do ar, que favorece a
incidéncia de doengas flngicas, principalmente a antracnose, o oidio e o mofo preto. Chuvas

fortes também contribuem para a queda de flores (SILVA, 1998).

Embora o cajueiro possa se adaptar a altitudes de até 1.000 m, o limite de altitude
ideal e recomendado para o plantio dessa cultura € de até 500 m acima do nivel do mar
(SILVA, 1998). Dada a influéncia da altitude sobre a temperatura nas proximidades do
Equador, s@o encontrados plantios de cajueiros em altitudes de até 1000 metros. Em latitudes
mais elevadas e altitude superior a 170 metros, o rendimento da cultura tem sido

negativamente afetado (EMBRAPA, 2012).

No Ceard, os estudos sobre fenologia de cajueiros adultos foram desenvolvidos
avaliando-se as diferentes fenofases nos tipos ando precoce e comum. Constatou-se que
ambos os tipos apresentam oscilagdes periddicas nos processos de queda de folhas, fluxo
foliar, floragdo e frutificacdo. Uma fase de aparente repouso vegetativo evidencia-se de
janeiro a abril, coincidindo com o periodo de maior concentragdo de chuvas, caracterizada por
escassa ou nenhuma emissao foliar. Em seguida, inicia-se o processo de queda de folhas, que
ocorre durante todo o ano, acentua-se de modo significativo logo apds o periodo de chuvas
intensas. O crescimento vegetativo, que consiste da expansdo de internédios com formagio
simultinea de folhas, inicia-se com grande intensidade logo apds a estacdo das chuvas,
coincidindo com o pico de queda de folhas e prolonga-se de forma atenuada durante toda a
estagdo seca. A floracdo e frutificagdo ocorrem sempre na estacdo seca, com predominancia

de pouca nebulosidade, alta insolagéo e atenuada umidade relativa do ar (BARROS, 1995).
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3.2. Melhoramento e variabilidade genética no cajueiro

O melhoramento genético de plantas e animais no Brasil assume um papel muito
importante, porque hd forte pressdo para o incremento na producdo de alimentos, com os
objetivos de melhorar o padrdo de nutricdo do povo brasileiro, especialmente das classes
menos favorecidas, ampliar as exportacdes visando melhorar a balanga de pagamento e
reduzir a dependéncia da importacdo de alimentos e combustiveis. Para atingir estes objetivos,
ha duas opgdes: expansdo da fronteira agricola ou identificar as espécies mais vidveis e
também as cultivares, dentro de cada espécie mais eficiente para estas condi¢des

(RAMALHO et al., 1989).

O melhoramento envolve basicamente trés etapas: desenvolvimento de progénies,
avaliacdo de progénies e recombinacdo dos melhores para dar inicio ao novo ciclo de

melhoramento (BOREM et al., 2006).

O objetivo basico do melhoramento € a selecdo das plantas mais aptas a satisfazer
as necessidades do homem. No caso do cajueiro, as baixas produtividades dos pomares
(menos de 250 kg de castanha/ha) atualmente no Nordeste, direcionam a selecdo
prioritariamente para a obten¢@o de plantas que possibilitem rendimentos superiores a esse
patamar. Os clones de cajueiro ando precoce disponiveis, possuem potencial produtivo de 1,3
t de castanha/ha em regime de sequeiro, dependendo da pluviosidade (quantidade e
distribuicio) e manejo do pomar. O porte da planta, outro cariter importante para
implementag¢do de tecnologias pertinentes aos modernos sistemas de cultivo em frutiferas
perenes, foi solucionado com os clones do tipo ando precoce. Sendo o objetivo dos programas
de melhoramento reduzi-lo ainda mais. Um terceiro cardter visado é o peso do fruto, em razao
de existir variagdo de precos da améndoa no mercado internacional, em funcido de seu peso

(ARAUIJO et al., 1995).

Na fruticultura moderna é fundamental o uso de plantas de porte baixo, precoces e
com alto potencial produtivo (MOHAMED; WILSON, 1984 apud BARROS et al., 2000). O
germoplasma do tipo ando precoce facilita praticas de manejo como poda e combate as pragas
e doencas, de dificil execucdo em plantas de porte alto. A uniformidade da copa é importante

para um correto ordenamento das plantas na densidade populacional estabelecida para cada
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clone, com reflexos positivos para o manejo do pomar e para a produgdo (BARROS et al.,

2000).

Outro carater de importéncia € o peso e a qualidade do fruto (castanha), uma vez
que a cotacdo de precos da améndoa no mercado internacional depende ndo sé da coloragéo e
da integridade (inteiras, bandas, quebradas etc.), que € fung¢do do processo industrial, mas
também do tamanho que € um atributo genético e, portanto, passivel de melhoramento. De um
modo geral castanhas com peso superior a 12 g encerram améndoas que atingem oS precos
mais elevados. Entretanto, mais importante que o peso em si € a relacio peso da
améndoa/peso do fruto, razdo pela qual devem-se priorizar plantas com maior rendimento

percentual de améndoa para reducéo do custo do transporte de casca (BARROS et al., 2000).

O aumento da lucratividade do cajueiro através da maximizacdo do
aproveitamento do pedinculo, notadamente no mercado de frutas, constitui no principal
desafio do melhoramento genético, a quem cabe a responsabilidade de gerar clones que
propiciem, além de améndoas que atendam as especificidades da inddstria e dos
consumidores, pedinculos que satisfacam aos mais diferentes paladares, de forma a
conquistar os mercados das regides mais desenvolvidas e economicamente mais prosperas do

Pais (BARROS et al., 2002).

Recentemente, tem sido utilizada extensivamente a selecdo entre e dentro de
progénies de meios-irmaos, principalmente em fungdo da facilidade pratica de obteng@o desse

tipo de progénie (GONCALVES et al., 1997).

Nio obstante o uso do método de selecdo recorrente de familias de meios-irmaos
ser atualmente o método mais empregado no melhoramento do cajueiro, pela sua praticidade,
a utilizacdo da hibridagdo para a exploracio da heterose apresenta-se como uma estratégia de
grande potencial e deve ser explorada, apesar da baixa porcentagem de sucesso no pegamento
dos cruzamentos, em torno de 5% apenas. Entretanto, com a possibilidade de propagacido
vegetativa no cajueiro, o vigor hibrido presente nas novas combinagdes, € capitalizado em sua
totalidade, logo na primeira geracdo, pela selecdo e clonagem dos individuos superiores

(CAVALCANTI; BARROS, 2009).

A distancia geogriafica como indicadora de divergéncia genética tem recebido
criticas, por se tratar de critérios que quantificam a diversidade existente entre as populacdes,

e que, em muitos casos ndo se verifica relacdo entre diversidade genética e distancia
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geografica. A andlise multivariada fornece coeficientes de distdncia genética entre os
genotipos. Nesse conceito, parte-se da hipétese de que quanto maior a distdncia genética entre
dois gendtipos, maiores sdo as chances de combina¢des mais promissoras (CRUZ;

CARNEIRO 2003).

Linhagens que possuem grande ndmero de alelos em comum para um
determinado cardter, sdo designadas como similares e inadequadas para produzir cruzamentos
superiores. Contrariamente, linhagens divergentes com diferengas na frequéncia dos locos

considerados podem ser apropriadas para cruzamentos (CHIORATO, 2004).

O programa de melhoramento genético do cajueiro tem alcancado excelentes
resultados nas ultimas décadas. No entanto, o emprego das técnicas convencionais de
melhoramento em plantas perenes ¢ dificultado por uma série de fatores, como por exemplo:
longo periodo juvenil e tempo necessdrio para avaliacdes, alta heterozigosidade dos
genotipos, efeitos ambientais expressivos, além da necessidade de grandes a4reas
experimentais. Uma ferramenta importante para auxiliar na superagdo desses problemas é a
selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM), que consiste na integracdo de
informagdes da genética molecular com a sele¢@o fenotipica e se constitui em uma das mais
potentes estratégias para o melhoramento de plantas (LANDE; THOMPSON, 1990 apud
CAVALCANTI; BARROS 2009).

A floresta nordestina, onde se encontra inserida a maior parte dos cajueiros
naturais, tem sofrido grande devastacio desde a época da colonizagdo, mais precisamente nos
300 anos apds o descobrimento do Brasil, sendo considerado de extrema importincia do
ponto de vista biogeogrifico e ambiental, com impactos na fitofisionomia e nas condicdes
ecoldgicas. Nao obstante o efeito devastador das queimadas, o enorme consumo de madeira
como fonte de combustivel durante séculos e mais recentemente para atender as necessidades
da navegacdo fluvial, ferrovias e moradias, também tem apresentado impactos consideraveis,
desencadeando um processo de desertificacdo assustador na regido, com perdas imensuraveis
da biodiversidade. Esse quadro trouxe graves consequéncias ao cajueiro, reduzindo as
populacdes e, consequentemente, sua variabilidade. Os impactos ambientais decorrentes dessa
devastagdo sdao imensurdveis e, a exemplo de outras fruteiras, além da perda de variabilidade,
€ também bastante preocupante o desaparecimento de espécies animais que dependem de seus

frutos para sobreviverem (CAVALCANTI, 2002).
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A expansdo do agronegdcio caju tanto na Regido Nordeste como em outras
regides, busca constantes aumentos de produtividade e redug@o dos custos de producio, o que
implica necessariamente na ampliacdo da variabilidade genética do cajueiro, para possibilitar
a obten¢do de clones mais produtivos e com adaptagdo aos diferentes agroecossistemas

(PAIVA et al., 2003).

O sucesso do processo de selecdo de clones depende da variabilidade genética
existente na populacdo base. Nessa etapa a caracterizacdo molecular e conhecimento da
diversidade genética da populacdo s@o indispensdveis, pois identificam genitores que
proporcionam combinagdes hibridas que resultam em novos gendtipos com maior potencial
produtivo, vigor e resisténcia, explorando-se melhor a heterose (CAVALCANTI et al., 2000;
CAVALCANTI et al., 2003).

O primeiro passo para o estabelecimento ou o enriquecimento da variabilidade
genética disponivel de populacdes de um programa de melhoramento populacional é a
realizacdo de um estudo detalhado da variabilidade genética disponivel em linhagens e outros
acessos, visando um planejamento de cruzamentos divergentes e, consequentemente, O
estabelecimento de populagdes segregantes com variabilidade genética suficiente, bem como

a producdo de hibridos experimentais (CERQUEIRA et al., 2004).

A sele¢do de clones é uma etapa do melhoramento das plantas de propagacdo
vegetativa utilizada tanto apds a introdugdo de germoplasma como quando a hibridagio for o
processo adotado. O sucesso com esta metodologia depende da presenca de individuos
superiores para a formacdo dos clones que entrardo no processo de competicdo. Assim, o
éxito do processo de selecio de clones depende da variabilidade genética existente na
populacdo base, nessa etapa o conhecimento da diversidade genética da populagcdo é
indispensdvel, pois identifica genitores que proporcionam combina¢des hibridas com maior
chance de explorar a heterose (CAVALCANTI et al., 1997, CAVALCANTI et al., 2000;
CAVALCANTT et al., 2003), gerando individuos mais vigorosos e produtivos.

Além dos clones CCP 06, CCP 76, CCP 09 e CCP 1001, lancados a partir da
década de 80, novos clones comerciais foram disponibilizados: Embrapa 50, Embrapa 51,
BRS 189, BRS 226, BRS 253 e BRS 265, todos de cajueiro ando precoce; BRS 274, primeiro

clone de cajueiro comum; e BRS 275, clone hibrido ando x comum, proporcionando aos
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produtores, alternativas para a exploracio desta cultura em outros ecossistemas

(CAVALCANTI; BARROS, 2009).

3.2.1. Clones comerciais da Embrapa Agroindustria Tropical

CCP 06 - Esse clone foi selecionado em 1979, a partir da planta matriz de cajueiro CP 06
(Cajueiro de Pacajus), do lote de plantas do tipo ando precoce, introduzidas por sementes
coletadas no Municipio de Maranguape, CE, em 1956. A maior produgdo registrada para a
planta matriz foi de 25 kg de castanhas, em solo arenoso de baixa fertilidade, sem corre¢do ou
fertilizacdo e nem controle de pragas. Esse clone foi lancado para o plantio comercial no ano
de 1983. O clone apresenta caracteristicas das plantas de porte baixo, altura média de 2,11 m e
diametro médio da copa de 4,52 m, no sexto ano de idade. Essas caracteristicas sdo peculiares
ao tipo de cajueiro ando precoce. Atualmente, esse clone € bastante utilizado como fornecedor
de sementes para a formacdo de porta-enxerto (BARROS et al., 1984; BARROS et al., 1988;
ALMEIDA et al., 1993 e BARROS et al., 2000).

CCP 76 - Clone obtido no ano de 1979, a partir da planta matriz de cajueiro CP 76,
proveniente do mesmo lote da CP 06, também avaliada por 15 anos. A maior produgio
registrada pela planta matriz foi de 22 kg. Esse clone foi langado para o plantio comercial no
ano de 1983. Apresenta plantas de porte baixo, altura média de 2,68 m e didmetro médio da
copa de 4,98 m no sexto ano de idade. Essas caracteristicas sdo peculiares ao tipo de cajueiro-
ando precoce. A exploracdo comercial desse clone vem sendo feita tanto em cultivo de
sequeiro como irrigado, com aproveitamento do pediinculo para o mercado de mesa, e da
castanha para o mercado de améndoa (BARROS et al, 1984; BARROS et al., 1988;
ALMEIDA et al., 1993; BARROS et al., 2000).

CCP 1001 - O clone € oriundo da enxertia de planta matriz do cajueiro CP 1001, proveniente
do mesmo lote da CP 06, cuja maior produgdo foi de 25 kg de castanha. Esse clone foi
lancado para o plantio comercial no ano de 1987. As caracteristicas das plantas sdo as
seguintes: porte baixo, altura média de 2,78 m e diametro médio da copa de 5,03 m no sexto
ano de idade. Essas caracteristicas sdo peculiares ao tipo de cajueiro-anio precoce. O cultivo

desse clone sob irrigagdo favorece o crescimento morfoldgico das plantas, em detrimento da
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produgdo de castanha (BARROS et al., 1984; BARROS et al., 1988; ALMEIDA et al., 1993;
BARROS et al., 2000).

EMBRAPA 50 - Clone resultante de uma selecao fenotipica individual, dentro de progénies
obtidas do cruzamento entre o clone CP 06 (anfo precoce) e a planta matriz CP 07 (cajueiro
comum), seguida de avaliacdo clonal dos genétipos selecionados, no Campo Experimental de
Pacajus, CE. Esse clone foi langado para o plantio comercial, em cultivo de sequeiro, no
Estado do Ceard, no ano de 1996. Apresenta plantas de porte baixo, altura média de 3,41 m no
sexto ano de idade, didmetro médio da copa de 7,67 m, no espagamento de 7 x 7 m, em
sistema quadrado, com 204 plantas/ha. Pelas suas caracteristicas, o clone é recomendado para

a exploracdo da castanha (BARROS et al., 2000 apud PINHEIRO 2007).

EMBRAPA 51 - Obtido pela selecdo fenotipica individual dentro da progénie policruzada da
planta matriz P S00E, seguida da avaliacdo clonal, no Campo Experimental de Pacajus, CE.
Esse clone foi langado para o plantio comercial, em cultivo de sequeiro, no Estado do Ceara,
no ano de 1996. Apresenta plantas de porte baixo, altura média de 3,52 m no sexto ano de
idade, diametro médio da copa de 7,79 m, no espacamento de 7 x 7 m, em sistema quadrado,
com 204 plantas/ha. Pelas suas caracteristicas, o clone é recomendado para a exploracdo da

castanha (BARROS et al., 2000, apud PINHEIRO 2007).

BRS 189 - Esse clone origina-se da selecdo fenotipica individual dentro de progénies obtidas
do cruzamento entre os clones de cajueiro-ando precoce CCP 1001 e CCP 76, seguida de
avaliacdo clonal dos gendétipos selecionados, no Campo Experimental de Pacajus, CE. Foi
lancado para o plantio comercial, em cultivo irrigado, no Estado do Ceard, no ano de 2000.
Apresenta caracteristicas das plantas de porte baixo, altura média de 3,16 m no terceiro ano de
idade em cultivo irrigado, didmetro médio da copa de 5,9 m, no espacamento de 8 x 6 m, em
sistema retangular, com 208 plantas/ha, ou 7 x 7 m, em sistema quadrado, com 204
plantas/ha. Pelas suas caracteristicas, o clone é mais recomendado para o mercado de mesa. O
clone BRS 189 € recomendado para o cultivo irrigado (BARROS et al., 2002b apud
PINHEIRO 2007).

BRS 226 — O clone teve sua origem resultante da selecdo fenotipica da planta matriz de
cajueiro-ando nimero 42 (MPA — 42), na fazenda Caucaia Agroindustrial S/A — CAPISA,
localizada no municipio de Pio IX, Estado do Piaui, seguida de avaliagio clonal dos gendtipos

selecionados na prépria regido. Esse clone foi langado para plantio comercial, em cultivo de
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sequeiro, na regido do semidrido do Estado do Piaui e similar, no ano de 2002. Apresenta
caracteristicas das plantas de porte baixo, altura média de 1,24 m no terceiro ano de idade em
cultivo de sequeiro, didmetro médio da copa de 2,20 m, no espacamento de 8 X 6 m, no
terceiro ano de idade em cultivo de sequeiro, didmetro médio da copa de 2,20 m, no
espacamento de 8 X 6 m, em sistema retangular, com 208 plantas/ha, em sistema retangular,
ou 7 X 7 m, em sistema quadrado, com 204 plantas/ha, o peso da castanha é de 9,75 g em

média e o da améndoa € de 2,72 g (EMBRAPA, 2007).

BRS 253 - O clone de cajueiro ando precoce BRS 253 possui porte médio, altura média de
2,86 m no quarto ano de idade em cultivo de sequeiro e didmetro médio da copa de 7,15 m. O
espacamento recomendado € de 8 m X 7 m, em sistema retangular, com 178 plantas/ha, ou
8 m X 8 m, em sistema quadrado, com 156 plantas/ha. Produ¢@o aproximada de castanhas:
800kg/ha; rendimento industrial médio: 26%. Pesos médios: a) castanha: 10,24 g; b)
améndoa: 2,69 g c) pedinculo: 91,3 g. Coloragdo do pedinculo: vermelha (EMBRAPA,
2011).

BRS 265 - O clone resultou de selecdo fenotipica individual dentro de progé€nies de
polinizagdo livre do clone de cajueiro ando-precoce CCP 76, seguida de avaliacdo clonal dos
genotipos selecionados, no Campo Experimental de Pacajus, CE e na Fazenda Bela Fonte,
localizada no municipio de Severiano Melo, RN. As caracteristicas das plantas foram
avaliadas no quinto ano de idade, em cultivo de sequeiro no municipio de Pacajus, CE, e sdo
as seguintes: plantas de porte baixo, altura média de 2,55m, didmetro médio da copa de
5,56m, espacamento recomendado de 8§ m x 6 m, em sistema retangular, com 208 plantas/ha,

ou 7 m x 7 m, em sistema quadrado, com 204 plantas/ha (BARROS et al., 2005).

BRS 274 — O clone teve sua origem resultante da selecdo fenotipica de uma planta matriz de
cajueiro comum em populacdo segregante, na fazenda Uruani, localizada no municipio de
Beberibe, seguida da clonagem e da avaliacdo do clone na Fazenda Jacaju, no mesmo
municipio. O espagamento recomendado € de 12 m x 10 m, em sistema retangular, com 83
plantas/ha, ou 11 m x 11 m, em sistema quadrado, com 83 plantas/ha. Sua producdo foi de
1.036 kg de castanha por hectare no sétimo ano de idade das plantas, utilizando-se
espacamento de 10 x 10 m. Os frutos chegam a pesar 16 gramas, com a améndoa pesando
cerca de 3,46 gramas. Pelas suas caracteristicas, é recomendado para a exploracdo da castanha

e do pedunculo para a industria de sucos, em cultivo de sequeiro (PINHEIRO, 2007).
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BRS 275 - E o primeiro clone hibrido do Estado do Cear, teve sua origem resultante de uma
selecdo fenotipica individual dentro de progé€nie de polinizagdo controlada, oriunda do
cruzamento entre clone de cajueiro-ando precoce e a planta matriz de cajueiro do tipo comum
ou gigante. Ap0s a selecdo, foi feita a multiplicagdo vegetativa da planta para a obtengdo do
clone. A avaliacdo foi feita em experimento na Fazenda Jacaju. O espacamento recomendado
€ de 11 m x 9 m, em sistema retangular, com 101 plantas/ha, ou 10 m x 10 m, em sistema
quadrado, com 100 plantas/ha. Sua producdo foi de 1.226 kg de castanha por hectare no
sétimo ano de idade, utilizando-se espagamento de 10 x 10 m. Os frutos chegam a pesar 11,4
gramas com a améndoa pesando cerca de 3,13 gramas. Pelas suas caracteristicas, o clone é

mais recomendado para o plantio comercial (EMBRAPA, 2011).

Na Figura 2, os clones comerciais da Embrapa Agroindustria Tropical por ordem de

lancamento.

Figura 2. Clones comerciais da Embrapa Agroindistria Tropical.
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3.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) Reacido em Cadeia da Polimerase

A tecnologia da reagc@o de polimerase em cadeia (“PCR — Polymerase Chain
Reaction”) foi concebida por Kary Mullis em meados da década de 80 (MULLIS;
FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1985). Desde sua concepgdo, esta tecnologia causou uma
verdadeira revolugdo na biologia tanto na pesquisa visando o entendimento de processos
biolégicos fundamentais como nas dreas aplicadas envolvendo diagndsticos e melhoramento
genético de plantas e animais domésticos. O impacto da PCR e dos métodos dela derivados
levaram Kary Mullis a ganhar o prémio Nobel de medicina no inicio da década de 90

(FERREIRA; GATTAPAGLIA, 1996).

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método que pode ser usado para
amplificar grandes quantidades de regides especificas de DNA posicionados entre dois lados
definidos por complementar sequéncias de dois primers especificos, mas iniciando com

pouquissimas quantidades de amostras de DNA (CAVALCANTI, 2004).

A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR, a torna
particularmente poderosa para estudos genético-moleculares envolvendo grande nimero de
individuos de qualquer organismo vivo. Muitos métodos tradicionais de clonagem,
sequenciamento e andlise de polimorfismo de DNA foram acelerados ou substituidos pelo uso

das inimeras derivagdes da técnica de PCR (FERREIRA; GATTAPAGLIA, 1996).

A técnica de biologia molecular por PCR promove in vitro por meio de artificios
de variacdo de temperatura, o que o organismo realiza naturalmente em condicdes
fisiologicas. A duplicagdo de cadeias de DNA, envolvendo nucleotideos, sequéncias
iniciadoras (primers) e enzimas polimerases. Assim € possivel a obtencdo de muitas copias de

uma sequéncia especifica de dcido nucléico, a partir de uma fita molde.

O principio da PCR envolve trés etapas bdsicas por ciclo, estimuladas pelo calor

que sdo repetidas por vérias vezes em ciclos:

Abertura da fita de DNA que servird de fita molde, por desnaturacio térmica

(etapa com duragdo entre 30s e 1 min, a 92°C a 96°C).



39

Pareamento de oligonucleotideos sintéticos, que funcionam como iniciadores da
reacdo de polimerizacdo, a cada uma das fitas de DNA molde, a regido complementar da fita

que sofrera duplicacdo (duragdo entre 30 s a Imin a temperatura entre 58°C e 65°C).

Polimerizacgdo, através de uma enzima polimerase, uma das novas fitas de DNA a
partir de cada um dos iniciadores, utilizando cada um dos quatro dNTP como substrato da
reacdo de polimerizacdo (duragdo entre 45s e 1min a 72°C). Cada ciclo € repetido em torno de
60 vezes, e promove a amplificacdo da regido alvo, determinada conforme afinidade das

sequéncias iniciadoras (primers) (PORTAL EDUCACAO, 2011).

Marcadores ISSR envolvem a PCR para amplificar regides entre microssatélites
idénticos orientados em dire¢des opostas, ou seja, inversamente orientados. Os iniciadores sdo
construidos a partir das proprias sequéncias simples repetidas (SSR) proporcionando amplo
arranjo de possiveis produtos amplificiveis (SOUFRAMANIEN; GOPALAKRISHNA,
2004).

3.4. Marcadores morfologicos e moleculares

O melhoramento genético estd comegando a usufruir o conhecimento acumulado
com a genética molecular nas ultimas décadas. O grande desafio vai ser incorporar essas
novas informagdes de forma aplicada nos programas de melhoramento tradicional. E notério
que a tecnologia dos marcadores moleculares tem evoluido de maneira muito rdpida nos
ultimos 15 anos, avancando de maneira surpreendente no conhecimento basico da genética
molecular. Este conhecimento basico gerado vem sendo testado, visando sua aplicacdo nas

diferentes etapas do melhoramento genético convencional (BOREM et al., 2006).

Biotecnologia ¢ definida como qualquer técnica que utilize organismos vivos ou
partes, para fazer ou modificar produtos, melhorar plantas ou animais, ou desenvolver
microorganismos para usos especificos. De certo modo, o homem tem usado técnicas
biotecnoldgicas desde o inicio da agricultura, hd aproximadamente 12.000 anos. Os primeiros
agricultores, por exemplo, no processo de domestica¢do das plantas e seu ambiente, visando
maximizar a utilizagdo de energia solar e transformé-la em grdos, forragens e fibras. Do

mesmo modo, quando os nossos antepassados iniciaram a produc¢do de bebidas via
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microorganismos que promoviam a fermentacdo, estavam evidentemente empregando uma

técnica biotecnolégica (RAMALHO et al., 1989).

Entretanto, com os conhecimentos obtidos nas ultimas décadas, especialmente em
biologia molecular, vislumbrou-se a aplicagdo de novas técnicas biotecnoldgicas na obtengio
de novos produtos que o homem antes ndo imaginava. Por exemplo, muitos cruzamentos que
antes eram considerados impossiveis hoje ja se mostram perfeitamente exequiveis

(RAMALHO et al., 1989).

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de divergéncia
genética eram controlados por genes associados a caracteres fenotipicos. No entanto, com o
advento da Biologia molecular tornou-se possivel a manipulacdo do DNA, que culminou no
surgimento de vdrios tipos de marcadores moleculares, que apresentam uma série de
vantagens, comparados com os marcadores fenotipicos tais como: ndo sofrerem influéncia
ambiental e a possibilidade de utilizacdo dos mesmos em qualquer fase fenoldgica da planta,
assim como a avaliacdo de intimeros genotipos em um pequeno espago de tempo, dentre

outras vantagens (DIAS, 2009).

Um marcador molecular € um segmento especifico de DNA cuja sequéncia basica
difere para diferentes genotipos (polimorfismo) e portanto, permite diferencid-los (ZIMMER
et al., 2005). Sdo elementos capazes de prever, mapear e caracterizar um fenétipo molecular.
Sdo varias as classes de Marcadores Moleculares, dentre elas, os marcadores moleculares
ISSR que representam uma das classes mais recentes e foi desenvolvida a partir da
necessidade de explorar repeticdes microssatélites sem a utilizacdo de sequenciamento do

DNA (ZIETKIEWICZ et al., 1994; CAIXETA et al., 2006).

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fen6tipo molecular oriundo de
um gene expresso, como no caso das isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA
(correspondente a regides expressas ou ndo do genoma) (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

A associagdo de marcadores moleculares ligados a caracteres agrondmicos de
interesse ¢ uma das mais uteis e efetivas aplicacdes da biologia molecular para o
melhoramento de plantas. As associagOes sdo estabelecidas pela deteccdo de marcadores
proximamente ligados ao carater desejado. Este cariter pode ser controlado por um ou poucos

genes, como reagdes a doengas e algumas caracteristicas morfoldgicas distintas como cor da
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flor, ou pode ser controlado por varios genes que interagem, ou grupos de genes. Os genes ou
grupos de genes que contribuem para caracteres poligénicos, tais como producdo, qualidade,
arquitetura da planta s@o conhecidos como “quantitative trait loci” (QTL), ou seja, locos que
controlam caracteres quantitativos. Estes locos frequentemente tém efeito individual pequeno
e exibem variagdo continua devido a existéncia de vdrios genes e efeitos ambientais
(GELDERMANN, 1975; LANDE; THOMPSON, 1990; UKRAINETZ et al., 2008 apud
SANTOS, 2008).

Os marcadores morfoldgicos sdo descritores bastante acessiveis na quantificagdo
da diversidade genética quando comparados com técnicas moleculares mais avangadas e vem
sendo utilizados na caracterizagdo e avaliacdo da divergéncia genética de germoplasma
permitindo a orientacdo dos trabalhos a serem realizados com outros descritores mais
sofisticados, como os que utilizam marcadores moleculares. No Brasil a Lei de Prote¢ao de
cultivares N° 9.456 de 1997, estabelece normas para o registro de uma nova cultivar, sendo os
descritores oficiais baseados nas caracteristicas morfologicas (MOK; SCHMIEDICHE, 1998;
AUGUSTIN et al., 2000; MELO FILHO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2000; DAROS et al.,
2002; RITSCHEL; HUAMAN, 2002; PEREIRA et al., 2004).

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para a deteccdo de
variabilidade genética ao nivel de sequéncia de DNA, ou seja, para a deteccio de
polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencdo de um ndmero virtualmente
ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo. Tais marcadores
podem ser utilizados para as mais diversas aplicacdes, tanto no estudo de genética como na

prética de melhoramento de plantas (FERREIRA; GATTAPAGLIA, 1998).

O desenvolvimento dos marcadores moleculares apresenta uma grande
contribuicdo para os estudos da genética de populagdes e melhoramento genético por tornar
possivel a andlise de cada populag@o ou individuo de interesse, em um pequeno espago de
tempo, sendo possivel a utilizacdo de qualquer forma alélica (fragmento de DNA ou a
expressdo de uma proteina codificada por ele) originada de um genoma como marcador

genético (SOUZA JUNIOR, 2001).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramentas para estudos
de diversidade genética entre individuos, dentro e entre populagdes ou espécies relacionadas.

(SOUZA, 2008).
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No melhoramento, os marcadores podem ser utilizados como “etiquetas” para a
identificacdo de alelos, a fim de que estes possam ser selecionados indiretamente. Além disso,
os marcadores também podem ser utilizados para amostrar o genoma de uma espécie qualquer
e a partir dai, determinar a diversidade genética de um grupo de individuos (FERREIRA;

GRATTAPAGLIA, 1998).

Virias técnicas envolvendo marcadores moleculares t€m sido empregadas no
estudo dos recursos genéticos vegetais. Dentre essas técnicas estd o polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricio (RFLP); o polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso (RAPD); polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP);
polimorfismo resultante da presenga de diferentes nimeros de elementos simples repetidos
detectados por meio de marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat), e
polimorfismos obtidos a partir do sequenciamento de regides do DNA ribossomico nuclear
(ntDNA). Os marcadores moleculares ideais sdo aqueles que possuem elevado polimorfismo
entre dois genétipos, heranca co-dominante, distribuidos uniformemente por todo o genoma,

facilmente visualizados e estaveis no decorrer das geragdes (ZIMMER et al., 2005).

Os marcadores de DNA comumente sdo baseados em PCR como o RAPD, AFLP
ou microssatélites (SSR), no entanto, esses métodos apresentam algumas limitagdes, tais
como a baixa reprodutibilidade dos marcadores RAPD, o alto custo do AFLP e a necessidade

do conhecimento prévio das sequéncias que flanqueiam as sequéncias repetidas para o

desenvolvimento de iniciadores SSR (GUPTA; VARSHNEY, 2000).

A técnica de RFLP (BOTSTEIN et al, 1980) baseia-se na fragmentagdo da
molécula de DNA pela acdo de enzimas de restricdo. Os fragmentos assim originados sdo
separados por tamanho em eletroforese com gel de agarose e posteriormente sio transferidos
do gel para uma membrana de celulose, onde sdo hibridizados com sondas marcadas
radioativamente ou a frio (quimicamente). A visualizagdo dos marcadores RFLPs ¢é feita por
autoradiografia, onde um filme de raio X é marcado pela radiacdo ou emisssdo de luz pela

sonda.

Provavelmente, a principal vantagem da técnica de RFLP est4 na possibilidade de
se estudar para cada loco genétipos homozigotos e heterozigotos, permitindo a andlise
detalhada da agf@o génica e interac@o entre alelos para fins de mapeamento de caracteristicas

quantitativas.
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Como limita¢des da técnica de RFLP podem ser citados: o processo de obtencdo
dos marcadores que € muito intensivo e trabalhoso, o que pode muitas vezes limitar seu uso,
assim como, a necessidade de constru¢do de uma biblioteca de sondas, embora existam

bibliotecas disponiveis para as principais culturas (WILLIAMS et al., 1990).

A técnica de SSR-PCR também chamado de andlise de microssatélite possui alvo
especifico e sequéncias simples de DNA, entre 2-6 pares de bases. Estas repeticdes sdo
conhecidas e os SSRs ou microssatélites sdo frequentemente encontradas em genomas

eucaridticos (CAVALCANTI, 2004).

Por serem codominantes, os microssatélites, geram dados similares aqueles
gerados por isoenzimas, porém com um numero de alelos e uma heterozigosidade muito
maior. Microssatélites foram empregados com sucesso na discriminagio entre acessos e
cultivares de bancos de germoplasma, detectando duplicacdes, mistura de sementes, deriva e

cruzamentos nao controlados (OLUFOWOTE et al., 1997; MELO, 2000, SOUZA, 2002).

A limitacdo do uso dessa técnica se deve ao alto custo relacionado ao
desenvolvimento dos primers que envolve etapas como: construcdo de uma biblioteca
enriquecida, selecdo e sequenciamento de clones positivos, desenho dos primers, otimizacao

dos primers desenvolvidos e validagdo dos mesmos em populacdes (ZUCCHI, 2002).

RAPD ¢ basicamente uma variagdo do protocolo de PCR, com duas caracteristicas

distintivas:
(1) utiliza um primer tinico ao invés de um par de primers.

(2) o primer Unico tem sequéncia arbitrdria e, portanto, sua sequéncia alvo é

desconhecida.

Para que haja amplificagdo de um fragmento RAPD no genoma analisado, duas
sequéncias de DNA complementares ao primer arbitrario devem estar suficientemente

adjacentes (< 4000 pares de bases) (FERREIRA; GATTAPAGLIA, 1996).

Segundo Archak et al. (2003), RAPD e ISSR sdo opgdes atrativas de marcadores
se comparado a técnicas sofisticadas porque eles sdo faceis, rdpidos, simples e econdomicos,

ambos ndo requerem estudos de conhecimento prévio da informacdo sequencial genética.
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ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) ¢ uma nova técnica de marcadores
moleculares utilizada desde 1994. Esses marcadores sdo semiarbitrarios amplificados por
PCR na presenga de um primer complementar para um microssatélite alvo (BORNET;
BRANCHARD, 2001). Eles representam uma das classes mais recentes de marcadores e foi
desenvolvida a partir da necessidade de explorar repeticdes microssatélites sem a utilizagio de

sequenciamento do DNA (ZIETKIEWICZ et al., 1994; CAIXETA et al., 2006).

A técnica de ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) foi desenvolvida por GUPTA
et al. (1994) em estudos com plantas cultivadas. Essa técnica é baseada no método PCR, cujos
produtos sdo sequéncias de diferentes tamanhos localizadas entre duas regides repetidas de
microssatélites idénticas, e orientadas em direcdes opostas. A técnica ISSR utiliza um tnico
primer longo, que possui de 16 a 25 pb de comprimento, nio ancorado ou ancorado na
extremidade 5’ ou 3’ por dois ou trés nucleotideos (ZIETKIEWICZ et al., 1994; WOLFE et
al., 1998). A ancoragem serve para fixar o pareamento do primer em uma Unica posi¢do no

sitio alvo, o que resulta em baixo nivel de pareamento inespecifico.

Os marcadores ISSR sé@o reconhecidos como menos polimérficos, contudo evitam
problemas que os alelos nulos dos microssatélites poderiam trazer para uma analise desejada,
além disso, eles ndo requerem informacdes prévias de sequéncias de DNA da espécie alvo e
produzem fragmentos com grande reprodutibilidade, quando comparados a outros marcadores
com base em PCR ndo especifico como RAPD (WOLFE; LISTON, 1998), além de
requererem pouca infraestrutura de laboratério para execucdo dos experimentos (SOUZA et

al., 2008).

Desta maneira os marcadores ISSR apresentam uma série de vantagens, tais

comao:

a) Requerem pouca infraestrutura em termos de equipamento de laboratério para execucio

dos experimentos;

b) A amplificacdo ndo requer informacdes de sucessdo do genoma e de padrdes altamente

polimérficos;

c) As sequéncias alvo dos ISSRs sdo abundantes ao longo do genoma de eucariontes e

evoluem rapidamente;

d) E um marcador molecular universal podendo ser utilizado em diversas espécies;
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e) Nao necessita de um sistema de resolucdo sofisticado e laborioso, podendo ser utilizado o

gel de agarose com brometo de etidio.

Entretanto, os marcadores ISSR apresentam algumas limitagdes quando
comparado com marcadores co-dominantes como os microssatélites, a principal limitagdo dos

marcadores ISSR € a ndo diferenciagdo entre individuos homozigotos e heterozigotos.

As fontes de variabilidade e o nivel de polimorfismo detectado através de

marcadores ISSR s@o decorrentes dos seguintes fatores:

a) Elevada taxa de mutacdo das sequéncias microssatélites, alvos do anelamento

do primer empregado;

b) Natureza do primer utilizado, isto é, sequéncia repetitiva ou motivo, existéncia

ou ndo de ancoragem, assim como localizacdo (5° ou 3’);
c¢) Extensdo e composicdo da sequéncia de ancoragem;

d) Método de resolugdo utilizado, isto é, gel desnaturante de poliacrilamida
(PAGE), em combinacdo com marcagdo radioativa ou coloracdo com nitrato de prata ou gel

de agarose, corado com brometo de etidio (REDDY et al., 2002).

O uso de marcadores moleculares pode tornar mais eficiente a selecdo, sobretudo
a precoce, e com isso aumentar o ganho genético por unidade de tempo. Neste contexto, 0s
caracteres de dificil avaliacdo, que requerem idade adulta e procedimentos demorados de
avaliacdo fenotipica, fazem com que o melhoramento de espécies florestais e frutiferas seja a
area onde o uso efetivo desta tecnologia tende a ter as melhores perspectivas de sucesso

(SANTOS et al., 2008).

A tecnologia de marcadores moleculares viabiliza a caracterizacdo genética de
grande nimero de genotipos por meio de procedimentos relativamente simples e rapidos.
Com o auxilio dessas técnicas serdo possiveis progressos intensos na sele¢do de genitores com
capacidade especifica e geral de combinag¢do para a sintese de populacdes superiores. Da
mesma maneira, este tipo de tecnologia poderd auxiliar na detec¢do de provdveis marcadores
associados a genes de interesse agrondmico. Uma vez identificados e mapeados esses
marcadores podem ser utilizados em programas de sele¢do assistida por marcadores

moleculares (SAM), reduzindo bastante o tempo para a obten¢do de uma nova cultivar.
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A utilizacdo de marcadores moleculares para o conhecimento da diversidade
genética entre um grupo de plantas é importante no melhoramento, sobretudo para identificar
combinagdes hibridas de maior heterozigose e de maior efeito heterdtico, proporcionando

individuos mais vigorosos e produtivos (PINHEIRO, 2007).

A caracterizacdo molecular de diversidade genética no germoplasma pode
fornecer dados tteis para auxiliar o melhorista na selecdo dos genitores de populacdes basicas
ao estabelecer programas de melhoramento. Tais populacdes sdo estabelecidas pelo
cruzamento de materiais superiores, objetivando-se frequentemente a maximizagdo da
distancia genética com a finalidade de recombinar genes ou complexos gé€nicos em novas
combinagdes génicas favordveis. Caracteristicas morfofisioldgicas podem ser utilizadas para

isso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Como os marcadores moleculares possibilitam a quantificagdo da similaridade
genética entre gendtipos e, consequentemente, a estruturacdo da divergé€ncia genética por
meio do seu emprego, € possivel organizar grupos de individuos de acordo com a similaridade
entre eles. Medidas da distancia ou similaridade genéticas sio facilmente obtidas utilizando-se
coeficientes como os de Jaccard e Concordancia Simples, entre outros, a partir da matriz de
dados moleculares, sendo possivel o uso de marcadores dominantes e codominantes (SOUZA,

2001).

Entretanto, marcadores moleculares geram uma grande quantidade de caracteres
adicionais, que, combinados com caracteristicas fenotipicas, fornecem um quadro mais
completo para o agrupamento de gendtipos e o planejamento de cruzamentos (FERREIRA;

GRATTAPAGLIA, 1996).
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3.5. Utilizacao de marcadores moleculares na cultura do cajueiro

Virias pesquisas foram desenvolvidas para a obteng@o de gendtipos de cajueiro
que permitissem ndo sé o aumento da produtividade, como também a melhoria da qualidade
da castanha para a indistria e o aproveitamento do pedunculo. Diversos clones e genotipos
superiores foram obtidos pelo programa de melhoramento genético do cajueiro da Embrapa
Agroindustria Tropical. Na fase atual, a caracterizacdo desses materiais através da utilizagio
de marcadores moleculares torna-se imprescindivel, ndo sé para a sua identificacdo, mas
principalmente, para avaliar a divergéncia genética, informacdo importante no direcionamento

deste programa (PINHEIRO, 2007).

A utilizacdo de marcadores moleculares na caracterizacdo de recursos genéticos
de cajueiro ainda € bastante restrita, se limitando a um pequeno numero de trabalhos
conduzidos em cole¢des de bancos de germoplasma da Tanzéinia e da India. O primeiro desses
estudos foi realizado por Mneney et al. (2001) que avaliaram a divergéncia genética baseada
em marcadores RAPD de parte da colecio do banco de germoplasma do Cashew
Development Centre (Tanzénia), constituido por acessos provenientes da Tanzania, Sri Lanka,
Mocambique, India, Brasil e Cook Islands. Os autores verificaram que os acessos brasileiros
formaram um grupo separado e mais distinto em relagdo aos das demais procedéncias

(PESSONI, 2007).

CAVALCANTI (2004), Cavalcanti e Wilkinson (2007), usando marcadores
moleculares AFLP e SSR elaboraram os dois primeiros mapas genéticos do cajueiro, sendo

um para cajueiro comum e o outro para cajueiro ando precoce.

Croxford et al. (2006), relataram o desenvolvimento de 21 pares de primers
microssatélites, a partir de uma biblioteca gendmica ndo enriquecida de A. occidentale. A
viabilidade destes primers foi testada em uma populacdo de 49 individuos de cajueiro e a
maioria amplificou dois ou trés alelos distintos, com um deles produzindo um maximo de

cinco alelos.

Archak et al. (2003a) compararam a eficiéncia e utilidade de trés tipos de
marcadores moleculares (RAPD, ISSR e AFLP) e de descritores morfologicos na medida da
variagdo e discriminagdo genotipica de germoplasma de caju. Os autores verificaram que, a

partir de cada um dos trés tipos de marcadores utilizados, foi possivel discriminar os 19
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acessos avaliados, com maior eficiéncia para os marcadores AFLPs. Os mesmos autores
utilizaram marcadores RAPD e ISSR na caracterizacdo de 35 variedades elites, sendo 24
selecdes e 11 hibridos, desenvolvidos por diferentes centros de pesquisa da India. A partir de
94 locos amplificados foi possivel diferenciar, com alto grau de certeza todos os gendtipos.
Por outro lado, os resultados evidenciaram que a base genética entre eles é muito estreita

(ARCHAK et al., 2003b).

Para o maior aproveitamento dos marcadores moleculares nos estudos de genética
e suas aplicagcdes no melhoramento de plantas tornam-se necessdrios o conhecimento de
algumas técnicas para a avaliac@o e correta interpretacdo dos resultados obtidos. Com isso, as
andlises multivariadas apresentam-se como uma importante ferramenta para auxiliar os
melhoristas na identificacdo de gendtipos superiores e interpretacdo dos resultados obtidos a

partir das anédlises realizadas com marcadores moleculares (DIAS, 2009).

3.6. Divergeéncia e diversidade genética

O conhecimento relacionado a diversidade genética das espécies traz duas
vantagens a um programa de melhoramento. A primeira diz respeito a heterogeneidade
genética que limita a vulnerabilidade das espécies as pragas e doencas e a segunda estd
relacionada ao fornecimento de um amplo suprimento de variagd@o alélica que pode ser usada

para criar novas combinacdes de genes favordveis (VAN ESBROEK; BOWMAN, 1998).

A diversidade genética entre um grupo de progenitores tem sido avaliada com o
objetivo de identificar as combinagdes hibridas de maior efeito heterdtico e maior
heterozigose, de tal forma que, em suas populacdes segregantes, se tenha maior possibilidade
de recuperacdo de gendtipos superiores. A avaliacdo da divergéncia genética, com base em
evidéncias cientificas, também ¢é de grande importincia no contexto da evolugdo das espécies,
uma vez que prov€ informacdes sobre recursos disponiveis e auxilia na localizacdo e no

intercdmbio dos mesmos (CRUZ et al., 1997).

A dissimilaridade genética possui uma importancia fundamental na escolha de
genotipos a serem utilizados como progenitores, ji que a divergéncia genética entre os
parentais € um indicativo da expressdo heterdtica nas progénies (FALCONER, 1981 apud

CAMBUI, 2007). Do mesmo modo, a divergéncia genética € um dos mais importantes



49

parametros em programas de melhoramento genético de plantas, principalmente quando se
busca por hibridagdes, no qual se procura por genitores que apresentem maior grau de

heterose em cruzamentos (CARVALHO et al., 2003).

Atualmente existem muitos métodos disponiveis para o estudo da diversidade
genética, seja em avaliagcdes e acessos de bancos de germoplasma, cultivares melhoradas ou
populacdes. Esses métodos podem ser aplicados na andlise de dados e pedigree, dados
morfoldgicos, dados de performance agrondmica, dados bioquimicos e dados moleculares
baseados na andlise de DNA. Entretanto, trabalhos envolvendo espécies perenes tropicais,
ainda sdo relativamente reduzidos e, normalmente associados a algumas poucas espécies de

grande expressdao economica mundial (PESSONI, 2007).

Em programas de melhoramento, combina¢des promissoras de parentais a
“priori”, geneticamente divergentes, possibilitam a obtencdo de populagles segregantes com
ampla variabilidade genética, o que aumenta a probabilidade de recuperacdo de linhagens
superiores para as caracteristicas de interesse. Assim, as andlises de divergéncia genética tém
se constituido num importante instrumento, auxiliando os melhoristas na quantificacido da
variabilidade genética e na identificacdo das caracteristicas com maior contribuicdo para a

dissimilaridade estimada (CRUZ; REGAZZI, 1994).

A divergéncia genética tem uma estrutura complexa multidimensional com
agrupamentos baseados em dados de progé€nies, marcadores genéticos, caracteres qualitativos
ou quantitativos que podem diferir, porque todos os tipos de dados requerem suas proprias
medidas de divergéncia genética, ja a diversidade genética, ndo € atribuida ao acaso nas
populacdes de plantas, pois possui uma estrutura que, geralmente, pode ser resumida em um
modelo hierarquico de uma arvore, a qual pode ser construida como um resultado do processo
natural de evolugdo, domesticagdo e melhoramento. A drvore da diversidade genética pode ser
construida por ramificacdes ou por agrupamentos. Para o propdsito de agrupamento, os dados
morfoldgicos e/ou moleculares representam a sustentacdo da diversidade genética total

(NETTO et al., 2004).

Os estudos de divergéncia genética, conduzidos por meio de marcadores
moleculares de DNA, utilizam comumente, variedades de espécies autégamas (homozigotas)
linhagens endogamicas, ou clones de espécies aldgamas. Nessas situagdes ha uniformidade

genética dentro das populacdes, o que possibilita que um unico individuo represente
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geneticamente a populacdo. No caso de populagdes geneticamente heterogéneas, como
aquelas mantidas por polinizacdo livre, ou que apresentem elevadas taxas de fecundacdo
cruzada, ndo ha uniformidade genética dentro da populagcdo. Nesse caso, o estudo da
variabilidade genética com marcadores de DNA pode ser feito por meio de amostras de
plantas individuais, em um nimero que possibilite a caracteriza¢do da variabilidade genética
dentro da populag@o ou por meio de amostras compostas (bulk), que consiste na mistura das

amostras individuais (WADT, 1997).

O principal centro de diversidade do género Anacardium é a Regido Amazdnica
(florestas imidas, matas de galeria e cerrado), com um centro secundario de diversidade nos
cerrados do Planalto Central do Brasil. A maior diversidade da espécie Anacardium
occidentale L. estd no Nordeste brasileiro, onde pode ser encontrada em diversos
ecossistemas, concentrando-se nas Zonas Costeiras do Nordeste, como parte da vegetacdo de

praias, dunas e nas formagdes de restinga (LIMA, 1988; FROTA; PARENTE, 1995).

3.7. Técnicas multivariadas

A divergéncia genética tem sido avaliada por meio de técnicas biométricas,
baseadas na quantificagdo da heterose, ou por processos preditivos. Dentre os métodos
fundamentados em modelos biométricos, que se destinam a avaliagdo da divergéncia dos
genitores, citam-se as andlises dialélicas, que avaliam tanto a capacidade especifica quanto a

heterose manifestada nos hibridos (CRUZ; REGAZZI, 1997).

Nos dialelos é necessaria a avaliagdio de p progenitores e de todas as suas
combinag¢des hibridas (p(p — 1)/2). Assim, quando o valor de p é elevado, a obtengdo do
material experimental pode ser impraticivel, e o estudo inviabilizado. Por dispensarem a
obtencdo prévia das combinacdes hibridas, os métodos preditivos de divergéncia entre
genitores tém merecido considerdvel énfase. Sdo métodos preditivos aqueles que tomam por
base as diferencas morfoldgicas, fisioldgicas etc, apresentadas pelos genitores na
determinagdo da divergéncia, que ¢é geralmente quantificada por uma medida de
dissimilaridade (Por exemplo: distincias Euclidianas ou de Mahalanobis). A inferéncia com

base na diversidade ecogeogrifica também € exemplo de método preditivo da heterose.
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Como medidas de dissimilaridade existentes tem-se a distdncia Euclidiana e a
distancia generalizada de Mahalanobis (D;). A distancia de Mahalanobis apresenta sensivel
vantagem sobre a Euclidiana, que € a de levar em consideracdo o grau de correlagdo entre os

caracteres (GATTO, 2005).

e

Nos estudos de divergéncia genética destinados a identificacdo de progenitores
para hibridacdo, tem sido de uso mais rotineiro a distancia Euclidiana média ou a distincia
generalizada de Mahalanobis sendo esta ultima, a preferida, entretanto possivel de ser
estimada apenas quando se dispde da matriz de covariancias residuais, estimada a partir de

ensaios experimentais com repeticoes.

A distancia Euclidiana média pode ser obtida por meio das observacoes
individuais dos progenitores, sem a necessidade de experimentos que envolvam

delineamentos experimentais. (CRUZ; REGAZZI, 1997).

Na predicdo da divergéncia genética, varios métodos multivariados podem ser
aplicados. Dentre eles, citam-se a andlise por componentes principais e por varidveis
candnicas e os métodos aglomerativos. A escolha do método mais adequado tem sido
determinada pela precisdo desejada pelo pesquisador, pela facilidade da andlise e pela forma

como os dados foram obtidos (CRUZ; REGAZZI, 1997).

Estudos envolvendo vdrias caracteristicas simultaneamente vém se tornando cada
vez mais importantes ao melhoramento vegetal. A confiabilidade e a abrangéncia das andlises
multivariadas sdo alguns dos fatores que as tornam de uso cada vez mais disseminado na
andlise dos dados pelos melhoristas, principalmente na discriminagdo dos materiais
superiores, na quantificacdo da dissimilaridade genética dos materiais de interesse, na
formacdo de grupos de materiais genéticos, semelhantes entre si e divergentes uns em relagéo
aos outros, visando cruzamentos, selecio dos melhores materiais e a avaliacdo das relagcdes

existentes entre as caracteristicas estudadas (LUZ et al., 2005).

De posse dos conhecimentos proporcionados pelas técnicas multivariadas o
melhorista se depara com vdrias informacdes tteis para auxiliar no desenvolvimento de novas
cultivares. No entanto, em programas de melhoramento genético é verificada uma grande
quantidade de gendtipos a serem selecionados, com isso a utilizacdo de ferramentas que
auxiliem na identificacdo de genétipos superiores, se tornam necessdrias na conducdo do

processo de selecdo (DIAS, 2009).
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Os métodos aglomerativos diferem dos demais, em razio de dependerem
fundamentalmente de medidas de dissimilaridade estimadas previamente, como a distancia
Euclidiana ou a distincia generalizada de Mahalanobis, dentre outras. J4 no método dos
componentes principais, e também no da andlise candnica, o objetivo € avaliar a similaridade
dos genitores por intermédio de uma dispersdo grafica, em que se considerem, em geral, dois

eixos cartesianos (CRUZ; REGAZZI, 1997).

Para a formacdo dos grupos, as técnicas utilizadas sdo os métodos hierdrquicos,
como o do Vizinho mais Préximo, cujas delimitacdes de grupos sdo estabelecidas por método
visual por meio de dendrogramas, e o de Otimizag@o proposto por Tocher, onde a média das
medidas de dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor que as distincias entre
quaisquer grupos. Nos métodos hierdrquicos, os progenitores sdo agrupados por um processo
que se repete em vdrios niveis até que seja estabelecido o dendrograma ou o diagrama de
arvore. Neste caso, ndo ha preocupagdo com o nimero 6timo de grupos, uma vez que O
interesse maior estd na “arvore” e nas ramificacdes que sdo obtidas. As delimitacdes podem
ser estabelecidas por um exame visual do dendrograma, em que se avaliam pontos de alta
mudanga de nivel, tornado-os em geral delimitadores do nimero de progenitores para

determinado grupo (CRUZ; RAGAZZI, 1997).

Nos métodos de otimizacdo realiza-se a parti¢do do conjunto de progenitores em
subgrupos ndo-vazios e mutuamente exclusivos por meio da maximizagdo de alguma medida
preestabelecida. Um dos métodos de otimizacdo mais comumente empregados no

melhoramento genético € o proposto por Tocher (RAO 1952 apud CRUZ; RAGAZZI, 1997).

Terzopoulos e Bebeli (2008), estimando a divergéncia genética em gendtipos de
fava (Vicia fava L.) utilizando marcadores ISSR, observaram a presenca de 192 bandas, nas
quais 190 foram polimérficas. Para a estimativa da divergéncia genética entre os individuos
testados, os autores utilizaram o conteido de informagdo polimoérfica (PIC), a férmula
descrita por De Riek et al. (2001), ji para o agrupamento dos gendtipos foi utilizada a
distancia média entre grupos (UPGMA) fundamentada na distdncia de Nei. Os autores
verificaram o agrupamento dos gendtipos em 20 grupos indicando a alta variabilidade nos

gendtipos testados.
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Barros (1991) analisou dados morfométricos por meio de técnicas multivariadas
envolvendo 67 acessos de Anacardium occidentale do Banco Ativo de Germoplasma de
cajueiro (BAG caju) da Embrapa Agroindustria Tropical, sendo 10 acessos do cajueiro ando
precoce, 27 do tipo comum, coletados em diversos municipios do Ceard, 9 introduzidos da
India, 11 da Venezuela e 10 do Estado de Sdo Paulo. O autor avaliou 30 caracteres
morfolégicos entre caracteristicas quantitativas e qualitativas ou multicategéricas. As
estimativas de divergéncia foram obtidas por meio da técnica de componentes principais e
agrupamento pelo Método de Otimizacdo de Tocher, baseado em Distancias Euclidianas
médias padronizadas. De acordo com o autor, os dois primeiros componentes principais
explicaram 44,6% da variancia contida nos dados originais, enquanto a inclusdo do terceiro
componente ampliou este valor para 57,09%. Desta maneira a projecdo grafica dos acessos
nos espacos bi ou tridimensionais, apresentaram elevadas taxas de distor¢do, prejudicando a
confiabilidade nos resultados e nas interpretacdes subsequentes. No entanto, a andlise de
agrupamento de Tocher alocou os 67 acessos em 12 grupos diferentes. Sete dos dez acessos
de cajueiro ando foram alocados juntos, constituindo um grupo distinto em relagdo aos demais
acessos. Enquanto a maior parte dos acessos coletados no Ceara foi distribuido em 10 grupos
diferentes, todos os acessos da India, Venezuela e Valinhos, foram alocados em um dnico
grupo. Desta forma, Barros (1991) concluiu que os resultados reforcam a hipdtese de que o
Nordeste brasileiro seja um importante centro de diversidade de Anacardium occidentale e

que o cajueiro ando precoce constitui uma forma ou ecétipo da espécie A. occidentale.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

O material vegetal correspondeu a progénies de cajueiros (Anacardium
occidentale. 1.) oriundos da coleta de sementes de plantas nas fazendas Itaueira (Canto do
Buriti - Piaui) e Capisa (Pio IX — Piaui), instaladas no Campo Experimental de Pacajus -
Ceard, pertencente 3 Embrapa Agroindustria Tropical cujas coordenadas geograficas sdo:

4°10° S e 38°27° W e a altitude de 60m acima do nivel do mar.

O experimento recebeu tratos culturais como rogo e poda drastica, esta dltima com
o intuito de renovar a copa das drvores, assim como, eliminar possiveis galhos, ramos

praguejados, ou com fonte de indculo (Figura 3).

Figura 3. Vista parcial do experimento (poda drastica realizada).
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A Estacdo Experimental de Pacajus, pertencente a Embrapa Agroinddstria

Tropical é composta basicamente por solos do tipo “Neossolos Quartzarénicos”.

Na implantacdo do experimento toda a drea utilizada foi corrigida por meio de
calcario dolomitico, assim como, foram utilizados fertilizantes quimicos e organicos na

adubagdo de fundacio e de cobertura.
A éarea total do experimento ndo foi irrigada (cultivo de sequeiro).

O experimento total, foi implantado em 1993 possuindo 600 plantas, sendo 49
progénies e 1 testemunha (CP 06), oriundas do Estado do Piaui e implantadas no Campo

Experimental de Pacajus, localizado a 55 km de Fortaleza-Ceara.

A precipitagdo média anual é de 1.100mm com duas estacdes definidas, assim
como a maior parte do Nordeste, onde em uma estacdo ocorrem as chuvas, normalmente de
janeiro a junho e no restante do ano (julho a dezembro) praticamente ndo hé precipitacao,

época da qual coincide com a floragao e a frutificacdo do cajueiro.

O delineamento experimental original (1993), foi constituido em blocos ao acaso
com 50 tratamentos, 3 repeticdes (Tabela 2), com 4 plantas/parcela. No entanto, para este

trabalho, nio foi considerado este delineamento.



Tabela 2 - Progénies instaladas no campo experimental da Embrapa em Pacajus-CE.

Identificacdo Progénie Origem
(dendrograma) tratamento
01 CNPAT 92-01 Faz. Capisa
02 CNPAT 92-05 Faz. Capisa
03 CNPAT 92-10 Faz. Capisa
04 CNPAT 92-11 Faz. Capisa
05 CNPAT 92-20 Faz. Capisa
06 CNPAT 92-26 Faz. Capisa
07 CNPAT 92-27 Faz. Capisa
08 CNPAT 92-30 Faz. Capisa
09 Progénie CP 06 Progénie CP 06
10 CNPAT 92-40 Faz. Capisa
11 CNPAT92-45 Faz. Capisa
12 CNPAT 92-46 Faz. Capisa
13 CNPAT 92-50 Faz. Capisa
14 CNPAT 92-52 Faz. Capisa
15 CNPAT 92-54 Faz. Capisa
16 CNPAT 92-56 Faz. Capisa
17 CNPAT 92-58 Faz. Capisa
18 CNPAT 92-62 Faz. Capisa
19 CNPAT 92-67 Faz. Capisa
20 CNPAT 92-71 Faz. Capisa
21 CNPAT 92-73 Faz. Capisa
22 CNPAT 92-76 Faz. Itaueira
23 CNPAT 92-83 Faz. Itaueira
24 CNPAT 92-88 Faz. Itaueira
25 CNPAT 92-92 Faz. Itaueira
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Continuacao da Tabela 2 - Progénies instaladas no campo experimental da Embrapa em

Pacajus-CE.
Identificacdo Progénie Origem
(dendrograma) Tratamento
26 CNPAT 92-312 Faz. Capisa
27 CNPAT 92-314 Faz. Capisa
28 CNPAT 92-322 Faz. Capisa
29 CNPAT 92-323 Faz. Capisa
30 CNPAT 92-327 Faz. Capisa
31 CNPAT 92-329 Faz. Capisa
32 CNPAT 92-330 Faz. Capisa
33 CNPAT 92-331 Faz. Capisa
34 CNPAT 92-333 Faz. Capisa
35 CNPAT 92-335 Faz. Capisa
36 CNPAT 92-337 Faz. Capisa
37 CNPAT 92-338 Faz. Capisa
38 CNPAT 92-339 Faz. Capisa
39 CNPAT 92-342 Faz. Capisa
40 CNPAT 92-343 Faz. Capisa
41 Progénie CP 06 Progénie CP 06
42 CNPAT 92-346 Faz. Capisa
43 CNPAT 92-347 Faz. Capisa
44 CNPAT 92-353 Faz. Capisa
45 CNPAT 92-354 Faz. Capisa
46 CNPAT 92-371 Faz. Capisa
47 CNPAT 92-377 Faz. Capisa
48 CNPAT 92-378 Faz. Capisa
49 CNPAT 92-382 Faz. Capisa
50 CNPAT 92-385 Faz. Capisa
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4.2. Avaliacao morfoagronomica

No intuito de avaliar varidveis quantitativas nas progénies foram coletados e
obtidos junto & Embrapa Agroindustria Tropical, dados do experimento com as seguintes

caracteristicas:

o Meédia do didmetro da copa e altura da planta (intervalo de dois anos

consecutivos).

e Meédia da producdo por planta em gramas e nimero de castanhas por

planta (intervalo de trés anos consecutivos).

As medidas de dissimilaridade foram calculadas por meio da distancia Euclidiana
obtida a partir das médias das progénies conforme proposto por Cruz; Regazzi (1997).
Conforme recomendagéo desses autores, em virtude das diferentes escalas de mensuragdo dos

dados originais, esses foram padronizados antes da andlise.

As andlises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas por meio do estudo da
divergéncia genética por andlise de agrupamento. A andlise de agrupamento foi realizada
aplicando-se a distancia Euclidiana média, baseado na ligacio média (UPGMA). A obtencédo
das médias de todas as varidveis de cada progénie foi realizada utilizando-se o aplicativo
Microsoft Excel e os cdlculos da divergéncia genética, foi realizado por meio do aplicativo

GENES (CRUZ, 2006).

Além do estudo para formacdo de grupos, também foram efetuadas as seguintes

etapas:

¢ Investigacdo da contribuic@o relativa de cada carater para a divergéncia

genética;

¢ Estimativa da maior distancia, dentre o conjunto de menores distancias,

entre cada progénie;

¢ Estimativa das distancias médias intergrupos correspondentes aos grupos

formados.
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Subsequentemente procedeu-se a elaboracdo do dendrograma, utilizando os
resultados das médias obtidas entre as varidveis das progé€nies utilizando-se o aplicativo

computacional GENES (CRUZ, 1997).

4.3. Caracterizacao molecular

4.3.1. Coleta do material vegetal

Para coleta do material no campo os seguintes materiais foram utilizados:
e [sopor de 24 litros;
e Sacos plésticos liofilizados tipo “zip lock” para coleta;
e Pincel atdmico especifico para plasticos;
e Tubos plasticos com gel;

e Gelo.

O material vegetal utilizado foi composto de folhas. Para assegurar uma melhor
qualidade do DNA extraido e evitar contaminagdes com organismos epifiticos ou endofiticos,

foram coletadas folhas jovens e sadias, de cajueiros na fase vegetativa.

As folhas coletadas foram armazenadas em sacos plasticos etiquetados
posteriormente. Os sacos com os materiais coletados foram colocados dentro de uma caixa de
isopor com gelo (Figura 4). No laboratério as folhas foram secas em silica gel (CHASE;
HILLS, 1991), posteriormente foram lavadas em dgua corrente e destilada, secas com papel
absorvente e embaladas novamente, etiquetadas e armazenadas no freezer a 20 °C negativos,

para posterior extragdo do DNA.
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Figura 4. Retirada das amostras coletadas em campo.

4.4. Extracao do DNA

A extracdo do DNA foi realizada no laboratério de Biologia Molecular da
Embrapa Agroindustria Tropical. O protocolo adotado para extracdo de DNA foi baseado no
método CTAB ajustado por Cavalcanti (2004) para Anacardium occidentale 1, descrito a

seguir.

Aproximadamente 0,9 gramas de folha fresca foi macerada em um microtubo de 2
ml contendo nitrogénio liquido por meio de um bastdao de metal. Em seguida adicionou-se 700
ul do tampao de extracdo, pré-aquecido a 65 °C, composto dos seguintes reagentes: 100 mM
de TRIS-HCI pH 8,0, 20 mM de EDTA (ethylenediaminetetracetate), 1,4 M de NaCl, 2% de
CTAB (Cationic Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) e 2% de PVP 40

(Polivinilpirrolidona).
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O material foi homogeneizado em vdrtex e incubado em banho maria por
aproximadamente cinco minutos, invertendo os tubos duas vezes durante este periodo. Em
seguida, adicionou-se 700 pL de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) na capela, onde para
cada microtubo, realizou-se a homogeneizag@o da solucdo com inversdes suaves durante dois
a trés minutos. Posteriormente, as amostras foram levadas a microcentrifuga a 13.500 rpm por
10 minutos. Nessa etapa a fase aquosa superior foi transferida para um novo microtubo, onde
realizou-se a precipitacdo pela adi¢do de 500 uL de isopropanol frio (- 20°C), e, em seguida,
efetuou-se uma nova centrifugacdo a 13.500 rpm, por 5 minutos. Ao final, o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com 450 pL. de Etanol Absoluto, seguindo-se uma nova
centrifugacdo por 5 minutos a 13.500 rpm e, em seguida, removeu-se o etanol
cuidadosamente. O precipitado formado foi seco em temperatura ambiente por 12 horas e, em

seguida, ressuspenso em 50 uL de TE (Tris /EDTA) e adicionado RNAse 1,5 pug/pl.

Os DNAs extraidos foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose

1,0% em TBE (90mM Tris-4cido bérico/ITmM EDTA), com brometo de etidio (Figura 5).

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1%.




62

Foi utilizado o marcador molecular 1Kb DNA ladder (Invitrogen). Para
quantificacdo e andlise da qualidade do DNA extraido de cada planta, as amostras foram
submetidas ao Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), onde o DNA extraido
foi submetido a andlise de pureza verificadas as relagdes Axeo/ Azso. A integridade do DNA ¢é
fundamental para a nitidez e reprodutibilidade dos produtos de amplificagdo via PCR
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Das amostras de DNA, foram feitos bulk ou “mix” onde o material das parcelas
(quatro folhas e duas plantas de cada progénie) foi diluido em dgua ultra pura na concentracdo

de 15ng/uL.

4.5. Condicoes de amplificacao dos fragmentos de DNA

A caracterizagdo e andlise de diversidade genética dos genétipos foram realizadas
por meio de marcadores de DNA do tipo ISSR, dos quais foram utilizados 12 iniciadores

(primers).

Os padroes de fragmentos que cada iniciador produziu, foram avaliados
visualmente, levando-se em consideracio a reprodutibilidade e a intensidade dos fragmentos e

a presenca de polimorfismo.

Foram realizados testes preliminares de amplificacio com 26 iniciadores
(primers) ISSR da marca IDT (Integrated DNA Technologies): 802, 807, 809, 810, 811, 812,
813, 815, 817, 819, 823, 827, 830, 836, 841, 842, 850, 852, 855, 856 858, 860, 861, 866, 878
e 880. Utilizando quatro gendtipos selecionados ao acaso, foram escolhidos os 12 iniciadores
que apresentaram os melhores resultados quanto a amplificagdo em termos de quantidade e
nitidez de bandas. A partir dos resultados obtidos, esses iniciadores foram utilizados na

caracterizacdo das progénies de cajueiro.

A Tabela 3 mostra os 12 primers selecionados para o trabalho, assim como a

temperatura média de anelamento e a sequéncia 5° —3’.
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Tabela 3. Iniciadores ISSR utilizados na caracterizagdo molecular.

Iniciadores Sequéncia (5 —3’) Temperatura média do
selecionados anelamento em °C

ISSR

811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 45,8
812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 44,7
818 CACACACACACACACAG 50,0
823 TCTCTCTCTCTCTCTCG 47,1
825 ACACACACACACACACT 50,4
835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 49,2
836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 47,9
846 CACACACACACACACART 50,8
847 CACACACACACACACARC 52,1
848 CACACACACACACACARG 51,7
849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 50,4
856 ACACACACACACACACYA 51,8

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em dois termocicladores, sendo um
do modelo TC 512 e o outro FLEXIGENE, ambos da TECHNE (Figura 6). As reacdes foram

preparadas isoladamente.

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada conforme Cavalcanti

(2005).

As condigdes de reagdo inicialmente foram testadas com o objetivo de otimizagéo
das amplificagdes para cada um dos 12 iniciadores anteriormente escolhidos. Deste modo

foram testadas:
e Concentracao de MgCl, (1,0 mM, 1,5 mM e 2,0 mM);
e Utilizag@o ou ndo utilizagdo de BSA;

e Utilizacdo de DNA Polymerase ou DNA Polymerase Platinum (Invitrogen).
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As reacdes de amplificacdo compreenderam um volume final de 25 uLL compostas
por: 2,5 uLL de tampao de reacdo 10x, 1,0 uL de MgCl, (2,0 mM) , 0,5 pul de dNTPs (0,2mM)
2ul de DNA (5ng/uL), 2uL de cada iniciador (0,8mM), 0,2 uL. de Tag DNA Polymerase
Platinum (5unid/0,1puL) e dgua miliQ (16,8 uL) para completar o volume de reacio.

Figura 6. Termociclador Flexigene da Thecne

A programacdo utilizada nos termocicladores para a PCR (Reag@o em Cadeia da
Polimerase) foi de 5 minutos a 94°C para desnaturacdo inicial, seguindo-se de 40 ciclos de
desnaturagdo (94°C por 1 minuto), anelamento de 47-55°C dependendo do iniciador, 1 minuto

a 72°C (extensdo) e extensdo final a 72° C por 5 minutos.

As reacdes foram preparadas isoladamente e os produtos da amplificacio (bandas)
foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1,8% em TBE (90mM Tris-
acido bérico/ImM EDTA), visualizados com brometo de etidio (0,5ug/ul) e submetidos a 110
volts por aproximadamente 2 horas e meia. Posteriormente os géis foram visualizados sob luz

UV (ultra-violeta) e fotografados em fotodocumentador.
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4.6. Analise dos dados

A organizagdo dos dados foi feita em uma planilha com informacdes referentes a
presenca e auséncia de bandas, caracteristicas de cada iniciador para cada um dos genétipos.
Em seguida, esses dados foram utilizados para construcdo de uma matriz de similaridade
genética onde foi utilizado o coeficiente de similaridade de Jaccard, estimado de acordo com a

equacdo abaixo:

4
" (A+B+0O)

AEB

Onde: A, presenca da mesma banda em ambos os individuos; B, presenca da banda no
individuo 1 a auséncia no individuo 2 e C, auséncia da banda no individuo 1 e presenca no
individuo 2.

A partir dessa matriz, o método de agrupamento utilizado para a obtencdo do
dendrograma foi o método UPGMA (Método de média aritmética ndo ponderada). Neste
método o critério utilizado para a formagado dos grupos € a média das distancias entre todos os
pares de itens que formam cada grupo, como a prépria denominagio informa. A distancia

intergrupo € a média das distancias pareadas dos membros dos dois grupos (DIAS, 1998).

Para todas as andlises foi utilizado o programa computacional Genes (CRUZ,
2006). A determinacdo dos valores de cada marcador na deteccdo de polimorfismo entre as 50
progénies de cajueiro analisadas foi realizada através do contetido de informagado polimérfica
(PIC-polymorphism information content) segundo Anderson et al. (1993), calculado em

funcdo do nimero e alelos detectados, da sua distribui¢do e frequéncia na populacio estudada.
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Os valores de PIC para cada iniciador ISSR foram determinados pela seguinte

expressao:

PIC, =1- Z P
J=l1

173424

Nesta expressdo Pij € a frequéncia do alelo “5” no marcador

[X3%44
1

, a soma se estende
por todos (n) os alelos. O célculo foi baseado no niimero de alelos detectados por marcador
para um determinado loco, ou seja, “0” para auséncia de alelo e “1” para presenga do alelo e

pela frequéncia relativa de cada alelo no conjunto das 50 progénies analisadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise de divergéncia usando dados moleculares

Pela anélise de pureza dos DNAs extraidos, verificadas pelas relagdes Axeo/ Azgo,
constatou-se que foram obtidas amostras de boa qualidade, com variagdo de 1,73 a 1,98. A
integridade do DNA ¢é fundamental para a nitidez e reprodutibilidade dos produtos de
amplificacdo via PCR (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). As quantidades extraidas

foram suficientes para realiza¢do do experimento.

As condicdes de reacdo selecionadas apds a etapa de otimizagdo foram de 2,0 mM
de MgCl, e Taq DNA Polymerase Platinum. A etapa da otimizag@o foi necessdria haja vista

que a mesma aumentou a eficiéncia da reacdo assim como, melhorou a reprodutibilidade.

Na Figura 7 pode-se observar a foto da reagdo eletroforética, onde nota-se a falta
de nitidez e clareza excessiva da mesma, a concentragdo de MgCl, é de 1,5 mM. Foi
necessario modificar esta concentracio para 2,0 mM (Figura 8) haja vista que na concentragéo
anterior, poderiam ocorrer erros de interpretacdo com relacdo a avaliacdo e visualizagdo das

bandas comprometendo inclusive a contagem das mesmas.

Figura 7. Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,8% com visualizacdo dos DNAs das
progénies de cajueiro ando precoce (1 a 25), usando o ISSR 825 com concentracdo de MgCl,

1,5 mM.
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Figura 8. Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,8% com visualizacdo dos DNAs das
progénies de cajueiro ando precoce (1 a 25), usando o ISSR 825 com concentra¢ido de MgCl,

2,0 mM.
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Na Figura 8 observa-se que apds a modificacdo do protocolo alterando a
concentragdo do MgCl, para 2,0 mM. Houve melhora significativa no padrdo de qualidade das
fotos da reacdo eletroforética, melhorando a sua nitidez e possibilitando desta maneira, uma

avaliacdo mais eficiente.

A andlise dos dados com os 12 iniciadores selecionados revelou variagdo no

nimero de fragmentos amplificados totalizando 71 bandas (62%) (Tabela 4).

Foi possivel identificar 27 bandas polimérficas (38%). O nimero de marcadores
polimérficos por iniciador variou de 1 a 4 (ISSR 825). Na Figura 9 encontra-se o padrdo

obtido a partir do ISSR 825.
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Figura 9. Padrao de amplificagdo de vinte e cinco progénies de cajueiro utilizando o ISSR

825. Linhas laterais correspondem ao marcador de 1Kb e linhas de 1 a 25 correspondem as

progénies de cajueiro. Setas indicam marcadores polimérficos.

Londe et al. (2010), estudando a divergéncia genética entre populacdes de
Anacardium humile St. Hill. (cajuzinho do cerrado) por meio de marcadores AFLP, observou
que de acordo com o método Doyle. J. J e Doyle, J. L (1987), houve amplificacdo do DNA
onde foram geradas 118 bandas polimoérficas e 242 bandas monomérficas nas 16 combinagdes

de primers testados, resultado proximo ao encontrado nesse trabalho.

O conteddo de informacdo polimdrfica (Tabela 4) variou de 0,43 a 0,91 com uma
média de 0,70. Segundo Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a
0,5 sdo considerados muito informativos, valores entre 0,25 e 0,5 medianamente informativo
e valores inferiores a 0,25 pouco informativos. Malone et al. (2007) comentam que o PIC esta
relacionado com o ndmero de alelos, que por sua vez, estd diretamente associado a

divergéncia genética e ao nimero de gendtipos em estudo.
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Tabela 4. Sequéncia do iniciador, bandas geradas e polimérficas dos 12 iniciadores ISSR

utilizadas na caracterizacdo das progénies de cajueiro.

Iniciador Sequéncia (5’— 3’) Bandas Bandas PIC
polimorficas geradas médio
811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 03 06 0,65
812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 01 03 0,91
818 CACACACACACACACAG 02 04 0,72
823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 02 04 0,43
825 ACACACACACACACACT 04 08 0,71
835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 02 08 0,77
836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 02 05 0,76
846 CACACACACACACACART 02 05 0,77
847 CACACACACACACACARC 02 06 0,79
848 CACACACACACACACARG 02 06 0,56
849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 02 07 0,55
856 ACACACACACACACACYA 03 09 0,74
TOTAL - 27 71 0,70

Na Tabela 4, pode-se observar que alguns marcadores com alto valor de PIC

possuem poucas bandas polimdrficas, uma possivel explicagdo para este fato, deve-se

provavelmente ao nimero de populacdes estudadas, o que pode indicar que o valor do PIC

aumenta de acordo com o nimero de genétipos avaliados (WIETHOLTER, 2005).

5.1.1. Coeficientes de similaridade de Jaccard

Na Tabela 5, elaborada com base na matriz de dissimilaridade com dados

obtidos por meio do software GENES, usando o coeficiente de similaridade genética de

Jaccard, demonstra o grau de divergéncia entre as progénies de cajueiro ando precoce em

estudo.
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Tabela 5. Dissimilaridade obtida pelo coeficiente de Jaccard (matriz) em progénies de meios-

irméos de cajueiro ando precoce, Pacajus, CE.

Progénies

Valor maximo
Identificacio/ progénie

Valor minimo
Identificacao/progénie

(01) CNPAT 92-01
(02) CNPAT 92-05
(03) CNPAT 92-10
(04) CNPAT 92-11
(05) CNPAT 92-20
(06) CNPAT 92-26
(07) CNPAT 92-27
(08) CNPAT 92-30
(09) Progénie CP 06
(10) CNPAT 92-40
(11) CNPAT 92-45
(12) CNPAT 92-46
(13) CNPAT 92-50
(14) CNPAT 92-52
(15) CNPAT 92-54
(16) CNPAT 92-56
(17) CNPAT 92-58
(18) CNPAT 92-62
(19) CNPAT 92-67
(20) CNPAT 92-71
(21) CNPAT 92-73
(22) CNPAT 92-76
(23) CNPAT 92-83
(24) CNPAT 92-88
(25) CNPAT 92-92
(26) CNPAT 92-312
(27) CNPAT 92-314
(28) CNPAT 92-322
(29) CNPAT 92-323

0,82 (08) CNPAT 92-30

0,87 (50) CNPAT 92-385
0,78 (26) CNPAT 92-312
0,83 (08) CNPAT 92-30

0,78 (50) CNPAT 92-385
0,91 (50) CNPAT 92-385
0,76 (50) CNPAT 92-385
0,88 (17) CNPAT 92-58

0,88 (50) CNPAT 92-385
0,79 (50) CNPAT 92-385
0,74 (50) CNPAT 92-385
0,77 (43) CNPAT 92-347
0,80 (50) CNPAT 92-385
0,76 (50) CNPAT 92-385
0,80 (50) CNPAT 92-385
0,79 (20) CNPAT 92-71

0,80 (50) CNPAT 92-385
0,74 (35) CNPAT 92-335
0,75 (50) CNPAT 92-385
0,76 (50) CNPAT 92-385
0,72 (27) CNPAT 92-314
0,83 (50) CNPAT 92-385
0,78 (26) CNPAT 92-312
0,76 (29) CNPAT 92-323
0,71 (50) CNPAT 92-385
0,89 (50) CNPAT 92-385
0,82 (50) CNPAT 92-385
0,73 (44) CNPAT 92-353
0,90 (50) CNPAT 92-385

0,50 (27) CNPAT 92-314
0,42 (22) CNPAT 92-76
0,35 (19) CNPAT 92-67
0,38 (28) CNPAT 92-322
0,26 (13) CNPAT 92-50
0,39 (13) CNPAT 92-50
0,33 (45) CNPAT 92-354
0,46 (22) CNPAT 92-76
0,33 (23) CNPAT 92-83
0,37 (14) CNPAT 92-52
0,40 (14) CNPAT 92-52
0,29 (15) CNPAT 92-54
0,27 (21) CNPAT 92-73
0,35 (19) CNPAT 92-67
0,32 (19) CNPAT 92-67
0,53 (31) CNPAT 92-329
0,31 (31) CNPAT 92-329
0,46 (21) CNPAT 92-73
0,30 (30) CNPAT 92-327
0,43 (41) Progénie CP 06
0,37 (49) CNPAT 92-382
0,43 (24) CNPAT 92-88
0,39 (45) CNPAT 92-354
0,44 (37) CNPAT 92-337
0,35 (44) CNPAT 92-353
0,47 (45) CNPAT 92-354
0,42 (39) CNPAT 92-342
0,50 (30) CNPAT 92-327
0,37 (42) CNPAT 92-346
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Continuacao da Tabela 5. Dissimilaridade obtida pelo coeficiente de Jaccard (matriz) em

progénies de meios-irmaos de cajueiro ando precoce, Pacajus, CE.

.Progénies

Valor maximo
identificacio/ progénie

Valor minimo
Identificacio/progénie

(30) CNPAT 92-327
(31) CNPAT 92-329
(32) CNPAT 92-330
(33) CNPAT 92-331
(34) CNPAT 92-333
(35) CNPAT 92-335
(36) CNPAT 92-337
(37) CNPAT 92-338
(38) CNPAT 92-339
(39) CNPAT 92-342
(40) CNPAT 92-343
(41) Progénie CP 06
(42) CNPAT 92-346
(43) CNPAT 92-347
(44) CNPAT 92-353
(45) CNPAT 92-354
(46) CNPAT 92-371
(47) CNPAT 92-377
(48) CNPAT 92-378
(49) CNPAT 92-382

0,71 (50) CNPAT 92-385
0,76 (50) CNPAT 92-385
0,70 (50) CNPAT 92-385
0,85 (50) CNPAT 92-385
0,72 (50) CNPAT 92-385
0,82 (50) CNPAT 92-385
0,71 (41) Progénie CP 06
0,70 (41) Progénie CP 06
0,71 (41) Progénie CP 06
0,73 (50) CNPAT 92-385
0,75 (41) Progénie CP 06
0,82 (50) CNPAT 92-385
0,82 (50) CNPAT 92-385
0,68 (46) CNPAT 92-371
0,83 (50) CNPAT 92-385
0,82 (50) CNPAT 92-385
0,53 (50) CNPAT 92-385
0,76 (50) CNPAT 92-385
0,61 (50) CNPAT 92-385
0,75 (50) CNPAT 92-385

0,35 (47) CNPAT 92-377
0,39 (38) CNPAT 92-339
0,29 (39) CNPAT 92-342
0,18 (35) CNPAT 92-335
0,28 (47) CNPAT 92-377
0,29 (39) CNPAT 92-342
0,30 (37) CNPAT 92-338
0,35 (46) CNPAT 92-371
0,29 (39) CNPAT 92-342
0,25 (47) CNPAT 92-377
0,36 (49) CNPAT 92-382
0,55 (47) CNPAT 92-377
0,22 (47) CNPAT 92-377
0,45 (44) CNPAT 92-353
0,29 (45) CNPAT 92-354
0,38 (47) CNPAT 92-377
0,35 (47) CNPAT 92-377
0,26 (48) CNPAT 92-378
0,39 (49) CNPAT 92-382

Pela Tabela 5, pode-se observar que as maiores distancias foram entre as progénies
CNPAT 92-26 (6) e CNPAT 92-385 (50) com o valor de 0,91, seguido da CNPAT 92-30 (08)
e CNPAT 92-58 (17) com 0,88 e a progénie CNPAT 92-11 (04) com a CNPAT 92-30 (08),

que apresentou distancia de 0,83.

Pode-se desta forma afirmar que pelo coeficiente de Jaccard estes pares sdo os

mais divergentes entre todos os demais e que poderdo participar do programa de
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melhoramento, com possibilidade de contribuir para obtengdo de ganhos genéticos

expressivos e exploracdo da heterose.

Os menores valores encontrados foram entre as progénies CNPAT 92-331 (33) e
CNPAT 92-335 (35) com valor de 0,18 e CNPAT 92-346 (42) e CNPAT 92-377 (47) com
valor de 0,22 apresentando assim, maior grau de similaridade, ou seja, alto grau de
parentesco. E importante ressaltar que todas as progénies citadas sio oriundas da Fazenda
Capisa do mesmo campo de coleta. Segundo Fonseca et al. (2006) alta variabilidade genética
possibilita a identificacdo de gendtipos divergentes e, por conseguinte, combinacdes hibridas
de maior efeito heterdtico, permitindo em suas geragdes segregantes o desenvolvimento de
genotipos superiores. Devendo-se, portanto, na selecio de genitores para cruzamentos,

procurar sempre aliar o bom desempenho dos genétipos com a divergéncia genética.

5.1.2. Analise de agrupamento

O dendrograma de agrupamento das 50 progénies obtido pelo método UPGMA é
apresentado na Figura 9. Uma linha de corte horizontal € tragada a uma distincia de ligacdo

em torno de 75% no agrupamento hierdrquico das progénies.

O grupo mais divergente foi o 14, composto pelas progénies CNPAT 92-385 (50)
e CNPAT 92-62 (18) assim como o grupo 13, que possui apenas a progénie CNPAT 92-56
(16) onde € interessante para o melhoramento, a escolha das progénies desses grupos para uso

nas hibridacdes e exploragao da heterose.

Destaque também para as progénies CNPAT 92-26 (6) e a CNPAT 92-11 (4) que

ficaram em grupos distintos isoladas.

Pode-se constatar que as progénies do grupo 1, especialmente as do subgrupo 1
sdo as mais similares (Figura 9), e sdo composta pelas progénies CNPAT 92-331 (33) e
CNPAT 92-335 (35), que possuem aproximadamente 75% de similaridade. Ambas sdo
oriundas do mesmo campo de coleta no municipio de Pio IX no Piaui (Fazenda Capisa), o que

pode justificar esta similaridade.
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Ainda no grupo 1, em ambos os subgrupos, verifica-se que hd presenca macica de
materiais procedentes do mesmo local e campo de coleta, onde as progé€nies CNPAT 92-342
(39), CNPAT 92-343 (40) do subgrupo I e CNPAT 92-337 (36), CNPAT 92-338 (37) do
subgrupo II, sdo procedentes da Fazenda Capisa, assim como as progénies CNPAT 92-353

(44) e CNPAT 92-354 (45), que ficaram locadas no subgrupo IIL.

Embora o experimento seja composto em sua maior parte de materiais
procedentes do municipio de Pio IX no Piaui, no dendrograma (Figura 9), observa-se que
houve tendéncia de aglomeracdo dos materiais oriundos de Canto do Buriti (PI), haja vista
que das quatro progénies utilizadas neste experimento, duas delas, as progénies CNPAT 92-
88 (24) e CNPAT 92-92 (25) ficaram distribuidas no mesmo grupo (Grupo 9) e uma, a
CNPAT 92-83 (23) ficou locada no grupo 8. No entanto, a CNPAT 92-76 (22) também
procedente do mesmo local, ficou no grupo 12, que pode ser explicado pelo fato do cajueiro

ser uma planta aldgama.

Pessoni (2007), trabalhando com a caracterizacdo e quantificacdo da variabilidade
genética, assim como a estimativa das distincias genéticas entre 91 genotipos do Banco Ativo
de Germoplasma de cajueiro estudados, observou dentre eles que nao houve uma separagio
clara dos acessos, segundo a origem ou espécie, foi percebida uma tendéncia ao agrupamento
dos acessos de algumas populagdes. A maior parte dos gendtipos do Nordeste se concentrou
em dois subgrupos distintos, assim como os genétipos da India. Os genétipos de “ando
precoce” formaram apenas um grupo principal, enquanto os acessos de Roraima, nio

formaram nenhum subgrupo principal.



Figura 10. Dendrograma obtido a partir da amplifica¢do de doze iniciadores ISSR para 50 progénies de cajueiro ando precoce.
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Tabela 6. Grupos e subgrupos obtidos a partir da amplificacdo de 12 iniciadores ISSR para

cinquenta progénies de cajueiro ando precoce.

GRUPO SUBGRUPO

PROGENIES

Subgrupol  CNPAT 92-331, CNPAT 92-335, CNPAT 92-346, CNPAT
92-377, CNPAT 92-343, CNPAT 92-342, CNPAT 92-382,
CNPAT 92-330, CNPAT 92-339, CNPAT 92-333, CNPAT
I 92-378.
Subgrupo I CNPAT 92-337, CNPAT 92-338, CNPAT 92-371, CNPAT
92-20, CNPAT 92-50, CNPAT 92-73, CNPAT 92-353,
CNPAT 92-354, CNPAT 92-27.
SubgrupoI ~ CNPAT 92-52, CNPAT 92-332, CNPAT 92-40, CNPAT 92-
45.
! Subgrupo I CNPAT 92-46, CNPAT 92-54, CNPAT 92-67, CNPAT 92-
327, CNPAT 92-10.
III Subgrupol  CNPAT 92-26.
v SubgrupoI ~ CNPAT 92-58, CNPAT 92-329.
v Subgrupol  CNPAT 92-312.
VI Subgrupol  CNPAT 92-323.
VII SubgrupoI ~ CNPAT 92-71, Progénie CP-06.
Vil SubgrupoI  Progénie CP-06, CNPAT 92-83.
IX Subgrupol  CNPAT 92-88, CNPAT 92-92.
X Subgrupol  CNPAT 92-11.
XI Subgrupol  CNPAT 92-01, CNPAT 92-314.
XII Subgrupo I ~ CNPAT 92-05, CNPAT 92-76, CNPAT 92-30, CNPAT 92-
347.
X1 SubgrupoI ~ CNPAT 92-56.
XIV Subgrupol  CNPAT 92-62, CNPAT 92-385.
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Dhanaraj et al. (2002) estimaram a diversidade genética entre 90 acessos do
Banco Nacional de Genética do Cajueiro da India utilizando marcadores RAPD. Segundo os
autores, a diversidade do banco indiano de germoplasma de caju pode ser considerada de

moderada a alta.

Pelo método de agrupamento UPGMA os grupos 13 e 14 sdo aqueles que
possuem progénies mais divergentes. As progé€nies CNPAT 92-56 (16), CNPAT 92-62 (18) e
CNPAT 92-358 (50) foram as mais divergentes, enquanto as mais similares em ambas as
andlises foram: CNPAT 92-331 (33) e CNPAT 92-335 (35) oriundas do grupo I, subgrupo I.
Para ampliar a variabilidade genética e obtengdo de gen6tipos mais promissores sdo indicados
cruzamentos entre os materiais mais divergentes, ou seja, as progénies dos grupos XIII e XIV
com as progénies do grupo I subgrupo I: CNPAT 92-331 (33), CNPAT 92-335 (35), CNPAT
92-346 (42) e CNPAT 92-377 (47).

5.2. Analise da divergéncia genética usando dados de caracteres quantitavos

A distancia Euclidiana média pode ser obtida por meio de observagdes individuais
dos progenitores, sem a necessidade de experimentos que envolvam delineamentos
experimentais. Quando se dispde de ensaios planejados, pode-se, alternativamente, ignorar o
delineamento e calcular os valores de dii, a partir das médias das repeticdes do ensaio. No
entanto, para este tipo anélise, seria interessante um maior nimero de caracteres morfolégicos
e agrondmicos para discriminar melhor os materiais e desta maneira, aproximar seus

resultados com os resultados da andlise molecular (CRUZ; REGAZZI, 1997).

As distincias D minimas e mdéximas entre as progénies estudadas estdo
apresentadas na Tabela 7. Verificam-se nas distincias maximas que a maior parte das
progénies avaliadas, apresentam suas distdncias D médximas quando combinadas com a
progénie 33 (CNPAT 92-331) sendo o maior valor de divergéncia genética obtido com a 24

(CNPAT 92 - 88) (D =9,83), indicando a progénie CNPAT 92 — 331 como a mais divergente.



Tabela 7. Distancias Euclidianas maximas e minimas entre as 50 progénies de caju.

Progénies Distancia entre progénies (D)
Maéximas
1 — CNPAT 92 - 01 0,56 47 7,83 33
2 - CNPAT 92 - 05 0,40 40 7,01 33
3-CNPAT 92 - 10 0,68 20 8,04 33
4 —CNPAT92-11 0,46 40 6,76 33
5 —-CNPAT 92 - 20 0,98 35 6,98 33
6 — CNPAT 92 - 26 0,91 12 5,81 33
7 - CNPAT 92 - 27 0,43 11 6,83 33
8 —CNPAT 92 - 30 0,39 21 8,80 33
9 — Progénie CP 06 0,80 17 9,36 33
10 — CNPAT 92 - 40 0,77 16 8,04 33
11 —CNPAT 92 - 45 0,43 7 7,00 33
12 — CNPAT 92 - 46 0,91 6 6,01 33
13 — CNPAT 92 - 50 0,38 27 8,35 33
14 — CNPAT 92 - 52 0,36 44 8,43 33
15 - CNPAT 92 - 54 0,19 17 9,63 33
16 — CNPAT 92 - 56 0,77 10 7,49 33
17 — CNPAT 92 - 58 0,19 15 9,49 33
18 — CNPAT 92 - 62 0,68 42 8,58 33
19 — CNPAT 92 - 67 0,27 50 8,37 33
20 - CNPAT 92 - 71 0,68 03 8,39 33
21 —CNPAT 92 - 73 0,28 27 8,81 33
22 —CNPAT 92 - 76 0,40 17 9,09 33
23 —CNPAT 92 - 83 0,24 18 9,16 33
24 — CNPAT 92 - 88 0,55 15 9,83 33
25 - CNPAT 92 - 92 0,55 28 8,76 33
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Continuacao da Tabela 7. Distancias Euclidianas maximas e minimas entre as 50 progé€nies

de caju.
Progénies Distancia entre progénies (D)
Minimas Miximas

26 — CNPAT 92 - 312 0,36 44 8,05 33
27 —CNPAT 92 - 314 0,28 21 8,52 33
28 — CNPAT 92 - 322 0,53 14 8,21 33
29 — CNPAT 92 - 323 0,91 45 6,91 33
30 - CNPAT 92 - 327 0,48 11 7,32 33
31 - CNPAT 92 - 329 1,07 34 7,40 33
32 - CNPAT 92 - 330 1,18 39 5,55 24
33 - CNPAT 92 - 331 4,48 32 9,83 24
34 — CNPAT 92 - 333 0,95 37 7,42 33
35 - CNPAT 92 - 335 0,80 26 7,70 33
36 — CNPAT 92 - 337 0,68 28 7,91 33
37 — CNPAT 92 - 338 0,36 41 6,98 33
38 — CNPAT 92 - 339 0,80 43 6,44 33
39 — CNPAT 92 - 342 1,18 32 5,97 24
40 — CNPAT 92 - 343 0,40 02 6,91 33
41 — Progénie CP 06 0,21 45 7,24 33
42 — CNPAT 92 - 346 0,68 18 7,93 33
43 — CNPAT 92 - 347 0,80 38 6,14 33
44 — CNPAT 92 - 353 0,35 50 8,34 33
45 — CNPAT 92 - 354 0,21 21 7,17 33
46 — CNPAT 92 - 371 0,69 18 8,29 33
47 — CNPAT 92 - 377 0,31 48 7,84 33
48 — CNPAT 92 - 378 0,31 47 7,76 33
49 — CNPAT 92 - 382 0,93 12 6,06 33

50 — CNPAT 92 - 385 0,27 19 8,32 33
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O menor valor D € atribuido as progé€nies 15 (CNPAT 92 — 54) e 17 (CNPAT 92
—58) (D =0,19) ambas oriundas da Fazenda Capisa indicando grande similaridade entre essas
duas progénies para os caracteres estudados. A maior similaridade genética pode ser atribuida
a uma base genética semelhante, em virtude de ambas as progénies serem oriundas do
programa de melhoramento da Embrapa Agroindustria Tropical, além do local de coleta ser o

mesmo.

A progénie CNPAT 92-88 (24) oriunda de Canto do Buriti, PI (Fazenda Itaueira)
se destaca também com distincia significativa entre as seguintes progénies: CNPAT 92-330

(32), CNPAT 92 - 331 (33), e CNPAT 92-342 (39), todas oriundas da Fazenda Capisa.

Verifica-se também que a progénie CNPAT 92-331 (33) obteve a menor distancia

(D =4,48) entre a progénie CNPAT 92-330 (32), ambas da Fazenda Capisa (Pio IX, PI).

Analisando a progénie CNPAT 92-330 (32), observa-se que diferentemente da
mais divergente, CNPAT 92-331 (33), a menor distincia encontrada foi com CNPAT 92-342
(39) com D = 1,18 e a maior distancia (D = 5,55) com CNPAT 92-88 (24).

Pela Distancia Euclidiana média pode-se sugerir que as progénies CNPAT 92-330
(32) e CNPAT 92-88 (24), CNPAT 92-331 (33) e CNPAT 92-88 (24), CNPAT 92-88 (24) e
CNPAT 92-331 (33) e CNPAT 92-342 (39) e CNPAT 92-88 (24) a priori, poderdo ser
utilizadas no programa de melhoramento genético do cajueiro da Embrapa Agroindustria
Tropical, pelo fato das mesmas terem apresentado maior distidncia genética (D = 5,56, 9,83,

9,83 e 5,97) respectivamente.

A progénie CNPAT 92-331 (33) foi de fato a mais divergente entre todas as
demais onde neste caso se classifica como aquela que poderd ser utilizada no programa de

melhoramento genético do cajueiro entre praticamente todas as demais progénies.

Foram estudadas também, a contribuicdo relativa de cada cariter ou caracteristica

morfoldgica para a divergéncia genética.

Examinando a Tabela 8, observa-se que a varidvel que mais contribuiu para a

divergéncia genética foi a producio com 97,80%.



81

Tabela 8. Contribuicdo relativa das varidveis resposta para a divergéncia genética em 50

progénies de cajueiro.

Variavel resposta Contribuicao relativa das variaveis
resposta para a divergéncia genética (%)
Altura 0,0003
Diametro 0,0005
Numero de castanhas 2,1943
Produgdo 97,8049

Avaliando genétipos obtidos de cruzamentos entre cajueiro ando precoce,
Cavalcanti et al. 2003, identificaram incrementos médios de 12%, 19%, 98% e 97%, para
altura da planta, didmetro da copa, nimero de castanhas por planta e produtividade,
respectivamente. Além desses caracteres, Crisdstomo et al. (2002) detectaram heterose para
os relacionados ao pedinculo, com valores de até 100% para a concentragdo de tanino, 52%
para a acidez total, 10% para teores de sélidos soldveis, 22% para textura do pedinculo e -9%

para o pH.

Ja Paiva et al. (1998) estudando os efeitos da depressdo por endogamia sobre as
caracteristicas vegetais e de producdo, aos 12, 18 e 29 meses de idade das plantas,
comparando progénies de clones de cajueiro ando precoce origindrias de autofecundacdes,
polinizagdes livres e de cruzamentos controlados, mostraram pelos resultados que houve
redugdes significativas de até 15,4% no carater altura da planta, 19,5% no diametro da copa,
11,6% no peso da castanha, 12,4% no peso da castanha, 12,4% no peso da améndoa e de 48%

na produgio.

Os resultados encontrados demonstram a existéncia de alta variabilidade genética

para a producgio, onde a mesma é o cardter que mais influencia para a divergéncia genética.

Cavalcanti et al. (2000), avaliando a heterose em plantas oriundas do cruzamento
entre tipos comum e ando precoce constataram efeitos de 20% para a altura da planta, 32%
para didmetro da copa, 121% para ntimero de castanhas por planta, 192% para produtividade,

15% para peso da castanha e 19% para peso da améndoa.
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Barros (1991) utilizou 30 caracteres morfologicos, entre caracteristicas
quantitativas e qualitativas ou multicategdricas, assim como 67 acessos de Anacardium
occidentale do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de cajueiro da Embrapa Agroindustria
Tropical, onde as estimativas de divergéncia foram obtidas por meio da técnica dos
componentes principais € o método de agrupamento utilizado foi o de Tocher. O autor
concluiu que os dois componentes principais explicaram 44, 6% da variincia contida nos

dados originais, enquanto a inclusdo do terceiro componente elevou para 57,09%.

Samal et al. (2003), avaliando 20 variedades de cajueiro através de oito
componentes morfométricas relacionadas com o padrido de ramificacdo, florescimento, razdo
sexual entre flores na panicula e de producdo de castanha, por um periodo de trés anos
consecutivos, evidenciaram a formacdo de quatro grupos distintos com nivel de similaridade
igual ou superior a 70%. Entretanto, o maior grupo foi formado por 12 gendtipos, enquanto

dois grupos foram formados cada um por um genotipo apenas.

Estudos de diversidade baseados na andlise de vérios caracteres morfologicos,
tomados de cada individuo ou acesso, podem ser realizados por meio do emprego de métodos
multivariados. A confiabilidade dos resultados € maior quando os dados sdo obtidos a partir
de um delineamento experimental com repeti¢des. Entretanto, esta estratégia é muito dificil
quando se trabalha com plantas perenes arbdreas, como no caso do cajueiro, e impraticavel

quando se avaliam individuos de populagdes naturais (PESSONI, 2007).



5.3. Analise de agrupamento

De acordo com a Tabela 09, observa-se a formagdo de 11 grupos e 15 subgrupos.

Destaque para o grupo XI com apenas uma progé€nie (CNPAT 92-331).

Tabela 09. Subgrupos formados pelas 50 progénies de caju baseado na dissimilaridade

expressa pela distancia Euclidiana.

GRUPO SUBGRUPO

PROGENIES

SubgrupoI  CNPAT 92 -54, CNPAT 92-58, CNPAT 92-76, CNPAT 92-
I 88, CNPAT 92-83.
Subgrupo I Progénie CP 06.
SubgrupoI ~ CNPAT 92-62, CNPAT 92-346.
! Subgrupo I  CNPAT 92-371.
10 SubgrupoI ~ CNPAT 92-377, CNPAT 92-378, CNPAT 92-01, CNPAT 92-
337.
Subgrupo I CNPAT 92-92, CNPAT 92-322, CNPAT 92-73, CNPAT 92-
314, CNPAT 92-30, CNPAT 92-50, CNPAT 92-312, CNPAT
92-67, CNPAT 92-385, CNPAT 92-353, CNPAT 92-52.
v SubgrupoI  CNPAT 92-26, CNPAT 92-46.
\Y% Subgrupol  CNPAT 92-05, CNPAT 92-343, CNPAT 92-11, CNPAT 92-
20, CNPAT 92-335.
Subgrupo I CNPAT 92-323, CNPAT 92-382, Progénie CP 06, CNPAT
92-354, CNPAT 92-338, CNPAT 92-27, CNPAT 92-45,
CNPAT 92-327.
VI Subgrupol  CNPAT 92-10, CNPAT 92-71.
VII SubgrupoI ~ CNPAT 92-339, CNPAT 92-347.
VIII Subgrupol  CNPAT 92-329, CNPAT 92-333.
IX Subgrupol  CNPAT 92-40, CNPAT 92-56.
X SubgrupoI ~ CNPAT 92-330, CNPAT 92-342.
XI Subgrupol  CNPAT 92-331.
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As 50 progénies avaliadas foram separadas em 11 grupos, quando se fez um corte
vertical a uma distdncia de ligacdo em torno de 18% no agrupamento hierdrquico das
progénies com base nas variaveis respostas avaliadas (Figura 10). Esse ponto de corte permite
visualizar os 11 grupos formados onde o tltimo ficou isolado, apenas com a progénie CNPAT

92-331 (33).

Pelo fato da progénie CNPAT 92-331 (33) ter constituido um grupo isolado das
demais, conclui-se que a mesma seja a mais divergente entre todas as outras, onde também
podem-se enfatizar as progénies CNPAT 92-330 (32) e CNPAT 92-342 (39) como mais

divergentes entre as demais.

Observa-se também que as progénies que formam o grupo I CNPAT 92-54 (15) e
CNPAT 92-58 (17) sdo as mais similares (95%).

Pode-se observar também que as progénies CNPAT 92-76 (22), CNPAT 92-88
(24) e CNPAT 92-83 (23), todas oriundas da Fazenda Itaueira, ficaram locadas no subgrupo I
do grupo I, no entanto, a progénie CNPAT 92-92 (25), também oriunda do mesmo local, ficou

no subgrupo 2 do grupo 3.

Segundo Rahman et al. (2002) a identificacdo de genétipos superiores com base
na divergéncia genética € a estratégia mais adequada para iniciar um programa de
melhoramento. Sendo importante ressaltar que € mais efetivo realizar cruzamentos entre

genotipos altamente divergentes, e que também apresentem bom potencial produtivo.



Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 11. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 50 progénies de cajueiro ando precoce pelo método da ligacdo média
entre grupo (UPGMA), utilizando-se a distidncia Euclidiana (D) como medida de dissimilaridade.
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E importante ressaltar que entre as andlises molecular e quantitativa, nio foram
observadas relacdes diretas entre os dados encontrados, haja vista que na andlise molecular as
progénies mais divergentes foram as seguintes: CNPAT 92-56 (16), CNPAT 92-62 (18) e
CNPAT 92-385 (50). Na andlise quantitativa as progé€nies mais divergentes foram CNPAT
92-331 (33), CNPAT 92-342 (39) e CNPAT 92-330 (32). O baixo nimero de caracteres
avaliados pode ter contribuido para que os resultados tenham sido diferentes além do que,
correlacdes de marcadores moleculares com caracteres quantitativos que sdo altamente
influenciados pelo ambiente é geralmente baixa e de dificil detec¢do. Outros caracteres
morfoldgicos devem ser levados em considerag@o para melhorar tal comparagéo e divisdo dos

grupos.

Archak. et al. (2003) comparando a eficiéncia e utilidade de trés tipos de
marcadores moleculares (RAPD, AFLP, ISSR) e de descritores morfolgicos na medida de
variagdo e de discriminagdo genotipica em germoplasma de caju, ndo observou ocorréncia de
correlacdo entre o conjunto de 27 descritores morfométricos utilizados e os marcadores

moleculares.

De acordo com Franco et al. (2001), quando se dispde de dados fenotipicos
morfoldgicos e de marcadores moleculares para um conjunto de gendtipos, os estudos de
diversidade e de classificacdo hierdrquica sdo realizados de forma independente, uma andlise
€ baseada nos dados morfoldgicos, através do cdlculo de uma distancia métrica padréo (tal
como o quadrado da Distancia Euclidiana) e da aplicagdo de uma estratégia de agrupamento
como UPGMA ou Ward a outra classificagdo € obtida baseada nos atributos moleculares,
através da determinacdo da similaridade ou dissimilaridade genética entre os individuos,

também seguido da aplicacdo de uma estratégia de agrupamento dos gendtipos.
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6. CONCLUSOES

e H4 variabilidade genética na populagdo em estudo que pode ser explorada no
programa de melhoramento genético através da selecdo de genitores para formar

combinagdes hibridas desejdveis para a obten¢do de gendtipos superiores.

e Na andlise molecular utilizando o método de agrupamento UPGMA os grupos 13 e 14
sdao aqueles que possuem progénies mais divergentes. As progénies CNPAT 92-56
(16), CNPAT 92-62 (18) e CNPAT 92-385 (50) sdo as mais divergentes, enquanto as
mais similares em ambas as andlises foram: CNPAT 92-331 (33) e CNPAT 92-335
(35) oriundas do grupo I, subgrupo 1.

¢ O iniciador mais informativo € o ISSR 825 por apresentar um maior nimero de bandas

polimorficas.

e Na andlise quantitativa, a progénie mais divergente foi a CNPAT 92-331 (33), se
destacando como aquela que possui maior distdncia genética entre todas as demais
seguido das progénies CNPAT 92-330 (32) e CNPAT 92-342 (39). As mais similares
foram CNPAT 92-54 (15) e CNPAT 92-58 (17).

e Naio sdo observadas relacdes entre os resultados das andlises molecular e quantitativa
utilizadas. E necessdrio reunir maior nimero de caracteristicas para que haja uma

maior proximidade dos valores dos resultados das andlises molecular e quantitativa.
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ANEXO A. Dados referentes a andlise quantitativa médias da altura da planta em metros e
didmetro da copa (m).

MEDIAS
Média altura da planta Média didmetro copa
Identificacio parcela (m) (m)
01 CNPAT92-01 2,2 3,55
02 CNPAT92-05 2 4,5
03 CNPAT92-10 3 4,55
04 CNPAT92-11 2,3 4,6
05 CNPAT92-20 1,95 3,65
06 CNPAT92-26 2,65 3,6
07 CNPAT92-27 2,4 4,1
08 CNPAT92-30 1,7 34
09 Progénie CP06 2,05 2,6
10 CNPAT92-40 1,5 2,2
11 CNPATO92-45 2,5 3,9
12 CNPAT92-46 2,45 4,25
13 CNPAT92-50 1,85 3,55
14 CNPAT92-52 2,1 3,7
15 CNPAT92-54 1,5 2,8
16 CNPAT92-56 1,7 2,6
17 CNPATO92-58 1,6 2,77
18 CNPAT92-62 1,35 3,3
19 CNPAT92-67 1,85 4,05
20 CNPAT92-71 2,6 4,5
21 CNPAT92-73 1,87 3,5
22 CNPAT92-76 1,7 2,95
23 CNPATO92-83 1,3 3
24 CNPAT92-88 1,35 2,4
25 CNPAT92-92 2,2 3.4
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ANEXO B. Dados referentes a andlise quantitativa médias da altura da planta em metros e
diametro da copa (continuacio).

MEDIAS
Média altura planta Meédia didmetro copa
Identificacio Parcela (m) (m)
26 CNPAT92-312 1,95 3,8
27 CNPAT92-314 1,95 3,53
28 CNPAT92-322 2,35 3,5
29 CNPAT92-323 2,7 4,65
30 CNPAT92-327 2,6 3,8
31 CNPAT92-329 3 6
32 CNPAT92-330 2,95 4,7
33 CNPAT92-331 4,4 5,15
34 CNPAT92-333 2,5 5,5
35 CNPAT92-335 1,85 3,95
36 CNPAT92-337 2,6 3,95
37 CNPAT92-338 2,6 4,8
38 CNPAT92-339 3,15 5
39 CNPAT92-342 2,5 5,4
40 CNPAT92-343 2,15 4,4
41 Progénie CP06 2,6 4,6
42 CNPAT92-346 1,5 3,45
43 CNPAT92-347 3,45 4,75
44 CNPAT92-353 1,95 3,8
45 CNPAT92-354 2,65 4,55
46 CNPAT92-371 1,7 3
47 CNPAT92-377 2,25 3.9
48 CNPAT92-378 2,3 4,1
49 CNPAT92-382 2,85 4,35
50 CNPAT92-385 2 4,05
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médias do numero de castanhas e

Progénie NﬁmeI:O .de castanhas o Producao
(média/planta) (média/planta em gramas)

CNPAT92-01 38,5 430,67
CNPAT92-05 71,17 698,33
CNPAT92-10 11,17 78,67
CNPAT92-11 69 693
CNPAT92-20 85,05 780,58
CNPAT92-26 105 1026,33
CNPAT92-27 68 652,5
CNPAT92-30 23,67 211,67
Progénie CP06 1,67 16,67
CNPAT92-40 0 0
CNPAT92-45 0 0
CNPAT92-46 87,83 1041
CNPAT92-50 35,83 299,67
CNPAT92-52 19,7 212
CNPAT92-54 5,33 39,67
CNPAT92-56 0 0
CNPAT92-58 7,8 68,67
CNPAT92-62 50,5 395,67
CNPAT92-67 34 214
CNPAT92-71 5,67 48,33
CNPAT92-73 18,44 130,89
CNPAT92-76 18,83 144
CNPAT92-83 37 197
CNPAT92-88 9,5 63,17
CNPAT92-92 9,83 88,17
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ANEXO D. Dados referentes a andlise quantitativa, médias do nimero de castanhas e
producdo, anos 1995, 1996 e 1997 (continuacdo).

Progénie NﬁmeI:O .de castanhas o Producao
(média/planta) (média/planta em gramas)

CNPAT 92-314 41,17 348,33
CNPAT 92-314 28,08 192,17
CNPAT 92-322 30,5 182,33
CNPAT 92-323 30,5 748,67
CNPAT 92-327 49,33 423,33
CNPAT 92-327 37,67 252

CNPAT 92-330 168 977,17
CNPAT 92-331 319,67 1801,67
CNPAT 92-333 44,67 341,67
CNPAT 92-335 44,67 617

CNPAT 92-337 31,5 183,17
CNPAT 92-338 60,33 440

CNPAT 92-339 59,67 557,5

CNPAT 92-342 181 1062,67
CNPAT 92-343 78,33 607,17
Progénie CP 06 49 384,67
CNPAT 92-346 70,33 565,5

CNPAT 92-347 83,83 449,17
CNPAT 92-353 30,83 241,67
CNPAT 92-354 44,67 44433
CNPAT 92-371 55 400,17
CNPAT 92-377 42 304,33
CNPAT 92-378 35,67 356,5

CNPAT 92-382 76,67 831,33

CNPAT 92-385 31,67 182,67
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ANEXO E. Relagdo de primers ISSR utilizados na analise de divergéncia genética de 50
progénies de cajueiro ando precoce, com respectivas temperaturas de pareamento (Tp),
nimero de bandas totais (NBT), nimero de bandas polimédrficas (NBP) e percentagem de
polimorfismo (P%).

Primer Tp (°C) NBT NBP P (%)
811 45.8 06 03 50,00
812 44.7 03 01 33,33
818 50 04 02 50,00
823 47.1 04 02 50,00
825 50.4 08 04 50,00
835 49.2 08 02 25,00
836 47.9 05 02 40,00
846 50.8 05 02 40,00
847 52.1 06 02 33,33
848 51.7 06 02 33,33
849 50.4 07 02 28,57
856 51.8 09 03 33,33

TOTAL - 71 27 38,02
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ANEXO F. Relacdo de primers ISSR utilizados na analise de divergéncia genética de 50
progénies de cajueiro ando precoce, com respectivas temperaturas de pareamento (Tp),
nimero de bandas totais (NBT), nimero de bandas polimédrficas (NBP) e amplitude dos
fragmentos totais (pb).

Amplitude dos
fragmentos
Primer Tp (°C) NBT NBP (pb)
811 45.8 06 03 380-540
812 44.7 03 01 660
818 50 04 02 590-660
823 47.1 04 02 340-580
825 50.4 08 04 300-590
835 49.2 08 02 250-630
836 479 05 02 350-540
846 50.8 05 02 320-390
847 52.1 06 02 480-620
848 51.7 06 02 330-620
849 50.4 07 02 410-440
856 51.8 09 03 190-360

TOTAL - 1 27 -
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ANEXO G. Andlise de agrupamento (UPGMA) realizado pelo software GENES.

Programa GENES Andlise de Agrupamento
Arquivo de dados

Nuimero de varidveis 4

Matriz dispersdo XXXXX
Nimero de gendtipos 50
Padronizagdo dos dados Sim

Arquivo de Saida

Numero de simulagdes 100

Método de agrupamento Ligagdo Média Entre Grupo (UPGMA)
Arquivo com rétulos

Data 01-06-2011

Informagdes Preliminares

Estagio Acesso x Acesso y Disténcia Dist&ncia (%)
1 15 17 .1966 2.5561
2 41 45 .2155 2.8011 .2227
3 19 50 .2716 3.5302 .2766
4 21 27 .2891 3.7573 .2984
5 47 48 .3198 4.1564 .3227
6 19 44 .3583 4.6577 .3519 *
7 13 26 .3865 5.0239 .3786 *
8 37 41 .3967 5.1567 .3978
9 2 40 .4056 5.2719 .4127
10 8 21 .43 5.5888 .4291 *
11 7 11 .438 5.6928 .4426
12 15 22 .4779 6.2124 .4616 *
13 2 4 .4918 6.3931 .4786 *
14 14 19 .5112 6.645 .4955 *
15 25 28 .5522 7.1778 .5165 *
16 13 14 .5642 7.334 .5352 *
17 8 13 .6419 8.344 .5646 *
18 1 47 . 6431 8.36 .588 *
19 18 42 .6878 8.9411 .6145 *
20 7 30 .6889 8.9553 .6362 *
21 3 20 .6899 8.9673 .6544 *
22 15 24 .7022 9.1282 .6715 *
23 18 46 L7722 10.0369 .6951 *
24 10 16 .776 10.0875 .7157 *
25 38 43 .8083 10.5063 L7373 *
26 1 36 .8483 11.0261 .7607 *
27 8 25 .8705 11.3156 .7835 *
28 15 23 .8722 11.3375 .8036 *
29 6 12 .9167 11.916 .826 *
30 1 8 .9554 12.4191 .8497 *
31 5 35 .984 12.7902 .8735 *
32 29 49 1.011 13.141 .8973 *
33 7 37 1.0477 13.6186 .922 *
34 31 34 1.0762 13.9885 .9467 *
35 9 15 1.0919 14.1937 .9702 *
36 2 5 1.1042 14.3531 .9925 *
37 32 39 1.1884 15.4472 1.0198 *
38 7 29 1.2307 15.9979 1.0481 *
39 2 7 1.3492 17.5382 1.0843 *
40 1 18 1.5047 19.5597 1.1315 *
41 1 9 1.6497 21.444 1.1877 *
42 2 6 1.7237 22.4051 1.2446 *
43 31 38 1.7466 22.7029 1.2972 *
44 3 31 1.9407 25.2258 1.3624 *
45 2 3 2.1938 28.5167 1.4446 *
46 1 2 2.4301 31.5883 1.5405 *
47 1 10 2.9415 38.2353 1.6775 *
48 1 32 3.7507 48.7534 1.886 *
49 1 33 7.6931 100. 2.6145 ~*

Ponto de Corte = média + kDP k = 1,25 - Mojema(1977)



106

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

10

25
—I
—1-—1
—I
-1

23 24
15
17
22
24

23
2
40
4
5
35
29
49
41

20

38

43

31

34

10

16

32

39

33

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

10

25

23 24

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGCOSA

36571-000 VICOSA - MG - BRASIL



107

Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia

Fo61d Frota Junior, José Itamar.
Divergéncia genética entre progénies meios irméos de cajueiro de cajueiro ando precoce
/ José Ttamar Frota Jdnior. — 2012.
106 f. : il. color., enc. ; 30 cm.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias, Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia (Rede Nordeste de Biotecnologia), Fortaleza, 2012.
Area de Concentragio: Biotecnologia em Recursos Naturais.
Orientacdo: Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada.
Coorientagdo: Prof. Dr. José Jaime Vasconcelos Cavalcanti.
1. Divergéncia genética. 2. Cajueiro ando precoce. 3. Melhoramento genético. I. Titulo.
CDD 660.6




