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RESUMO

O cajueiro € uma planta pertencente a familia Anacardiaceae bem adaptada a
climas tropicais e subtropicais, sendo uma importante fonte de renda para populacées
pobres. O principal produto aproveitado para a industria com grande relevancia
econdmica é a améndoa do caju, sendo a regido Nordeste a principal produtora no
Brasil. Dessa forma, trabalhos visando estudar a variabilidade genética de plantas de
cajueiro, assim como a selecdo de gendtipos com caracteristicas fisico-quimicas de
interesse para o mercado sao de grande relevancia para a regido. Dessa forma, o
objetivo do estudo foi determinar as caracteristicas fisico-quimicas da améndoa do
caju (Anacardium occidentale L. var. nanum) e avaliar a diversidade genética de
cajueiros provenientes do banco de germoplasma da Embrapa, localizado na cidade
de Pacajus-CE. As améndoas foram caracterizadas quanto ao pH, acidez, umidade,
cinzas, proteinas e lipideos. Apds essas duas etapas, realizou-se uma analise de
correlacéo, no intuito de verificar a existéncia de uma associacao entre os resultados
obtidos. Os marcadores RAPD e ISSR apresentaram elevado polimorfismo,
mostrando haver elevada variabilidade genética, sendo os acessos BRS 274 e BRS
275 os mais préximos e os acessos CCP 1001 e BRS 275, os mais distantes. Foi
encontrado resultado semelhante a partir da analise com os caracteres fisico-
guimicos, sendo os acessos CCP 06 e BRS 226 os mais proximos e 0s acessos BRS
189 e BRS 253 os mais distantes. No estudo foram encontrados valores de correlagéo
baixos, ndo havendo associacdo entre os resultados. Na caracterizacao fisico-quimica
as améndoas apresentaram valores de pH proximo a neutralidade, baixa acidez,
teores consideraveis de umidade e cinzas e teores elevados de lipideos e proteinas,
sendo que os ultimos foram os Unicos que apresentaram diferenca significativa a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey. A partir dos dados obtidos neste estudo, foi
possivel indicar acessos de cajueiro com caracteres de interesse para o mercado,
sendo os clones BRS 189, BRS 253, CCP 76 e CCP 1001 os mais indicados para

cruzamentos.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L. Diversidade Genética. ISSR. RAPD.

Fisico-quimica.
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1 INTRODUCAO

O Cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia Anacardiaceaea,
composta por 74 géneros e 600 espécies tropicais e subtropicais. O género
Anacardium envolve 10 espécies de arvores, arbustos e subarbustos rusticos, tipicos
de clima tropical. A espécie Anacardium occidentale L. € a Unica aproveitada para fins
de cultivo, sendo agrupada em dois tipos, comum e anao-precoce (VIDAL NETO et
al., 2013).

As caracteristicas principais que diferenciam os dois tipos séo a precocidade e
0 porte da planta. O cajueiro do tipo comum se encontra difundido em ambientes
naturais e ainda em poucos cultivos, apresentando porte elevado, variacdes no
formato da copa e também variacdo no peso do fruto —a améndoa — e do pseudofruto.
O anao-precoce, variedade mais indicada para cultivo, possui caracteres de maior
interesse para a producao das principais matérias-primas. O ando precoce apresenta
porte baixo, copa homogénea, precocidade e adaptacdo a diferentes condicbes
endafocliméaticas (BRUCKNER, 2008).

O cajueiro é uma frutifera bastante explorada no Brasil, geradora de renda e
emprego, apresentando importante papel socioecondémico, principalmente em
estados da regido Nordeste. A partir da exploracdo desta cultura pode-se produzir
diversas matérias-primas de grande valor para o mercado, tais como a améndoa da
castanha de caju (ACC) e o pseudofruto, sendo o primeiro de maior participacao no
mercado (BRUCKNER, 2008).

O Brasil € um dos maiores produtores de améndoa de caju, junto com o Vietna,
Nigéria, india e Costa do Marfim. A producdo Brasileira apresentou no ano de 2014
uma éarea colhida de 646.265 hectares, com a producdo de 109.909 toneladas. O
estado do Rio Grande do Norte se apresenta como segundo maior produtor desta
matéria-prima, com uma quantidade de 31.076 toneladas, correspondendo a 28,3%
na producao regional, ficando atras apenas do Ceard com uma producdo 52. 318
toneladas (CONAB, 2015).

A exploracdo das améndoas para fins industriais e o aproveitamento do
pedunculo se mostraram desde o inicio atividades econdmicas promissoras, fazendo
com que logo se iniciassem os estudos de melhoramento com a cultura. O efeito da
queda do preco da améndoa devido em grande parte a variagdo no peso,

acompanhada da industria de beneficiamento que necessitava constantemente de
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matéria prima para exportacdo, fez com que no ano de 1950 se iniciassem as
primeiras pesquisas com o melhoramento do Cajueiro. (CAVALCANT]I; VIDAL NETO;
BARROS, 2013).

A caracterizacdo fisico-quimica constitui uma ferramenta de grande
importancia para a industria de alimentos, pois fornece informagbes acerca de
composicdo nutricional, permitindo assim o melhoramento dos produtos gerados e
selecdo de novas matérias-primas para a industria alimenticia (CARVALHO et al.,
2008).

A variabilidade genética € um fator primordial para programas de melhoramento
genético, sendo utilizada com a finalidade de incrementar e selecionar genétipos com
caracteres agronémicos de interesse. Tendo em vista a importancia socioeconémica
da cultura do Cajueiro a analise da distancia genética entre genotipos, permite auxiliar
em cruzamentos para a obtencdo de novos materiais.

Estudar a diversidade genética a nivel molecular, através da ferramenta de
marcadores moleculares, nos permite analisar com maior precisao o parentesco entre
genatipos, facilitando a escolha de materiais superiores. Estudos ja realizados com a
técnica de ISSR por Pessoni (2007) e Frota Junior et al. (2014), demonstraram a
eficiéncia deste marcador em discriminar os genétipos de cajueiro. O marcador RAPD
também tem sido uma técnica bastante informativa e viavel para analise com o
cajueiro (FALERO, 2007).

Desse modo, o objetivo deste estudo com a variedade de cajueiro Anao-
precoce serd determinar as caracteristicas fisico-quimicas da améndoa do caju e
avaliar a diversidade genética de cajueiros provenientes do banco de germoplasma

da Embrapa, localizado na cidade de Pacajus-CE.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA

A familia Anacardiaceae é composta por 74 géneros e 600 espécies tropicais e
subtropicais. O género Anacardium envolve 10 espécies de arvores, arbustos e
subarbustos ruasticos, tipicos de clima tropical, nativas no Panama, na Guiana
Francesa, na Amazobnia, na regido central e nordeste do Brasil. Dentre todas as
espécies conhecidas a uUnica aproveitada para fins comerciais € a Anacardium
occidentale L. Esta espécie € originaria do Brasil, apresentando uma grande
variabilidade genética na regido Nordeste, na qual a cultura melhor se adaptou
(VIEIRA et al., 2006).

O Anacardium occidentale L. apresenta folhas simples, inteiras, de aspecto
subcoreaceo, glabra e curto-pecioladas. E uma espécie andromonoica e com
predominancia de fecundacédo cruzada. O desenvolvimento do pedicelo, origina o
pseudofruto (caju), bastante apreciado pelo sabor caracteristico, com elevado teor de
vitamina C, sendo consumido in natura ou na forma processada (MENDONCA;
MENDONCA, 2013).

Na natureza sdo encontrados dois cajueiros da espécie Anacardium occidentale
L., os quais séo diferenciados pelo porte que apresentam e a precocidade, sendo
estes o cajueiro comum e o anao-precoce (VIDAL NETO et al., 2013).

O cajueiro comum apresenta porte elevado e grande variagdo nas outras
caracteristicas morfolégicas, como altura variando entre 8 e 15 m e envergadura da
copa entre 12 e 16 m. Apresenta também uma grande variacdo na distribuicdo de
ramos e formato de copa, podendo ser do tipo compacta ou esparsa. A producdo da
améndoa é variavel, com um peso em gramas de 3 a 33 e o pseudofruto na faixa de
20 a 500 g. Ja o cajueiro ando-precoce caracteriza-se pelo porte baixo, copa
homogénea, diametro de caule e envergadura inferiores aos do tipo comum, sendo
que a primeira floragédo ocorre de 6 a 18 meses, contra 2 a 5 anos do cajueiro comum.
A variacao no peso da améndoa vai de 3a 13 g e 0 peso do pedunculo de 20 a 160 g
(CAVALCANTI; VIDAL NETO; BARROS, 2013).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DO CAJUEIRO
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O Brasil € um dos maiores produtores de améndoa de caju junto com o Vietn4,
Nigéria, India e Costa do Marfim. A producdo Brasileira apresentou no ano de 2014
uma area colhida de 646.265 hectares, com a producdo de 109.909 toneladas. A
regido Nordeste € a maior produtora do pais, concentrando quase a totalidade do que
€ produzido, isto é, aproximadamente 99%. O Ceara apresenta-se como maior
produtor e exportador, seguido por Rio Grande do Norte e Piaui. (IBGE, 2014).

O agronegécio do caju desempenha importante papel socioecondémico,
principalmente no meio rural, contribuindo para a geracdo de renda para 0s
trabalhadores do campo em varios paises onde a planta € cultivada (LUCENA, 2006).

No ano de 2014 a safra da améndoa — principal produto comercial — foi de
109.909 toneladas, ndo alcancando a estimativa do IBGE divulgada em janeiro de
2014 equivalente a 243.965 toneladas, devido principalmente as condi¢des climaticas

desfavoraveis a producéo.

2.3 CAJUCULTURA NO RN

O Rio Grande do Norte € o segundo maior produtor de améndoa de caju do pais
com uma quantidade de 31.076 toneladas, correspondendo a 28,3% na producao
regional e uma area de 112.779 hectares (CONAB, 2015).

No estado do Rio Grande do Norte a cajucultura se tornou atividade relevante
apos a MAISA — Mossor6 Agroinduastria S/A, no final da década de 1960 e inicio da
década de 70, ter implantado uma area de 12 hectares, com a variedade de cajueiro
gigante, no intuito de produzir améndoa de caju e pseudofruto para a industria. Com
a criacao do projeto de colonizacdo denominado “Projeto Serra do Mel” e com a
implantacdo entre os anos de 1978 e 1987 de outros projetos, além de incentivos
fiscais pelo programa PROTERRA, Banco do Brasil e pelo Banco do Nordeste, houve
intensa expansao da cultura do caju por todas as regides do estado (SILVA, 2012).

Atualmente, a producdo de améndoa de caju (ACC) se encontra concentrada
nos seguintes municipios: Serra do mel, Macaiba, Apodi e Mossoro (IBGE, 2013). Um
dos fatores que tem contribuido bastante para o aumento da producéo € a introducao
dos clones do tipo ando-precoce, permitindo maior precocidade e melhor

adensamento dos cajueirais (SILVA, 2012).

2.4 ASPECTOS FiSICO-QUIMICOS DA AMENDOA DO CAJU
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As anélises fisico-quimicas constituem uma ferramenta de grande importancia
para a industria de alimentos por fornecer informagdes acerca da composicdo
nutricional dos alimentos, possibilitando o melhoramento dos produtos gerados e
selecéo de novas matérias-primas para aproveitamento agroindustrial (CARVALHO et
al., 2008).

Estudos sobre analises fisico-quimicas proporcionam conhecimento sobre as
espécies em questao, contribuindo para a area de recursos genéticos e de forma mais
ampla, para a industria alimenticia, possibilitando a escolha de produtos mais
nutritivos para os consumidores. Ademais, parametros como, umidade, acidez e pH,
contribuem para o controle de qualidade dos alimentos e sua estabilidade durante o
armazenamento (AQUINO et al., 2011).

A améndoa do caju — fruto verdadeiro do Cajueiro - € um aquénio reniforme,
constituido pelo epicarpo, mesocarpo, endocarpo e améndoa. (MENDONCA;
MENDONCA, 2013). E um fruto bastante nutritivo, com elevado teor de lipideos,
proteinas e carboidratos. Uma porcéao de 100 gramas de améndoa, apresenta 45,83%
de lipideos (sendo 59,20% de acido oleico e 18,84% de acido linoleico), 21,41% de
proteina, 20,67% de carboidrato, 4,39% de umidade e 3,21% de cinzas (FREITAS;
NAVES, 2010).

O conteudo proteico da améndoa apresenta um perfil de aminoacidos que
atende as necessidades fisiologicas de individuos adultos e em idade escolar
(FREITAS; NAVES, 2010). Além disso, este alimento possui baixa umidade, favoravel
a sua conservacdo e pH proximo a neutralidade, de sabor agradavel aos
consumidores. A mesma é consumida na forma torrada ou salgada e como ingrediente
presente em paes, bolos, doces, dentre outros (COSTA et al., 2009).

E necesséario salientar que a composicdo centesimal das nozes verdadeiras
como a améndoa, pode variar dependendo das condi¢des de cultivo, solo, praticas
agricolas e genética da espécie cultivada (FREITAS; NAVES, 2010).

2.5 MELHORAMENTO DO CAJUEIRO

Até o inicio da década de 50, a exploracdo da améndoa de caju era feita de forma
plenamente extrativista. Foi somente no ano de 1956 que o governo Federal
estabeleceu uma colecdo de matrizes de cajueiro, na cidade de Pacajus — CE, que

seria futuramente alvo de investigacao agronomica (VIDAL NETO et al., 2013).
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Com a instalacéo do parque industrial processador de améndoa, concentrado no
estado do CE e com algumas unidades no RN e no PI, a partir de incentivos fiscais da
SUDENE, houve maior demanda pelo produto. Isso culminou em um rapido
crescimento da area plantada, aumento na produgcéo com a agroindustria passando a
desempenhar uma importante papel econémico. Como 0s cajueirais eram constituidos
com base no plantio de sementes, a producao era irregular e desuniforme. Dessa
forma, estudar a diversidade genética contida nas populacdes naturais se tornou
imprescindivel para selecdo e implementacdo do programa de melhoramento
genético, objetivando o langcamento de gendtipos mais produtivos (VIDAL NETO et al.,
2013).

2.6 DIVERSIDADE GENETICA

O Nordeste abriga a maior diversidade genética da espécie Anacardium
occidentale L., sendo também a de maior dispersao do género. A regido amazobnica e
o Cerrado constituem os centros de diversidade genética do género Anacardium,
sendo que muitas destas espécies sao pouco estudadas (CASTRO et al., 2013).

O tipo varietal ando-precoce apresenta menor variacdo de caracteres,
apresentando facilidade na execucdo de tratos culturais e precocidade no
florescimento, possibilitando a ado¢do das modernas técnicas de exploracdo da
fruticultura. Na década de 80 foram obtidos os primeiros clones desta variedade a
partir de selecao fenotipica individual seguido pelo controle anual da producdo dos
clones selecionadas (VIDAL NETO et al, 2013). Estes materiais melhorados
apresentam caracteristicas favoraveis ao cultivo e qualidades superiores para o

mercado.

2.7 MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares sao sequéncias de DNA, expressas ou nao, que
podem distinguir individuos geneticamente diferentes. Esta tecnologia tem grande
aplicacdo no melhoramento genético de plantas por possibilitarem rapidez nas
analises, ndo sofrerem influéncia do ambiente e permitir ampla cobertura do genoma
vegetal (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

O marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) é baseado em
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sequéncias de microssatélites e amplificam sequéncias que se encontram
internamente a estas. Este marcador possui expressao dominante, além de elevado
grau de polimorfismo e baixo custo (FALERO, 2007).

O marcador RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) identifica
polimorfismos produzidos por rearranjos ou dele¢cdes no sitio de ligacdo entre o
oligonucleotideo primer e o DNA molde. Apresenta expressdo dominante, baixo custo,
cobertura elevada do genoma e simplicidade na analise (FERREIRA; GRATAPAGLIA,
1995; AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008).
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3. HIPOTESES

As cultivares de cajueiro escolhidos para este estudo apresentam base genética
estreita devido ao processo de selecdo executado, onde algumas plantas foram
selecionadas em um mesmo local e outras derivadas de cruzamento entre genotipos
aparentados. Dessa forma, espera-se com a analise de diversidade genética, que
algumas plantas, em decorréncia da sele¢éo e do tipo de cruzamento executado, se
apresentem proximas geneticamente.

Como integrante do grupo das nozes verdadeiras espera-se que a améndoa de
caju apresente baixa umidade, baixo teor de cinzas, sabor levemente acido, alto
conteudo de proteinas e lipideos. Sendo que estes valores podem variar dependendo
da genética da espécie cultivada, o que faz com que as cultivares selecionadas

possam apresentar valores diferentes.
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4. JUSTIFICATIVA

O Brasil € um dos maiores produtores da améndoa de caju. O estado do Rio
Grande do Norte se apresenta como o segundo maior produtor do pais, estando com
uma participacao 28,3% na producéo regional, ficando atrds apenas do Ceara. Desse
modo, desempenha grande papel socioecondmico nas regides mais pobres do
Nordeste, gerando um grande nimero de empregos, uma vez que a améndoa € uma
das mais comercializadas no mercado mundial de nozes comestiveis (CONAB, 2015).

A améndoa apresenta-se como um alimento rico em proteinas, lipideos,
fésforo, potassio e uma quantidade consideravel de carboidratos. Ademais, sua
composicao lipidica é caracterizada pela presenca de acidos graxos insaturados,
principalmente o &cido oleico e linoleico, possuindo acéo protetora contra doencas
cardiovasculares. Desse modo, torna-se importante a determinacdo destes
parametros para verificar a qualidade nutricional das améndoas (FREITAS; NAVES,
2010).

A realizacdo de andlises fisico-quimicas em alimentos permite obter
informacdes importantes acerca de sua composi¢ao nutricional (proteinas, lipideos,
carboidratos e minerais), tornando disponivel o seu valor nutritivo, contribuindo para a
elaboracao de novos produtos. Caracteristicas fisico-quimicas tais como umidade, pH
e acidez também séo de imprescindivel importancia para a conservacéao dos alimentos
e na escolha de métodos de tratamento térmico utilizado pela indastria alimenticia
(AQUINO et al., 2011).

A partir dos estudos fisico-quimicos e das pesquisas na area de diversidade
genética € possivel associar esses dois parametros e gerar relevantes informacgfes
para programas de melhoramento genético e, futuramente, obter novos materiais de
qualidade superior para o mercado. Isso contribui diretamente para gerar maior
lucratividade, tanto para o produtor, quanto para os consumidores, oferecendo frutos

mais atrativos e nutritivos.
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5. OBJETIVOS DA PESQUISA

5.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas da améndoa do caju (Anacardium
occidentale L. var. nanum) e avaliar a diversidade genética de cajueiros provenientes

do banco de germoplasma da Embrapa, localizado na cidade de Pacajus-CE.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar as améndoas dos genotipos de caju a partir de parametros fisico-
quimicos;

Analisar a diversidade genética através da utilizagdo de marcadores moleculares
ISSR e RAPD;

Verificar a existéncia de correlacdo entre os dados obtidos a partir das analises

fisico-quimicas e os dados moleculares;
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6. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratorios de Biotecnologia Vegetal
(campus leste) e Bioquimica (campus oeste) da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido — Mossor6/RN.

6.1 COLETA DO MATERIAL

Os frutos de Anacardium occidentale L. var nanum foram coletados de 12 clones
de cajueiro ando-precoce (CCP 06, CCP 09, CCP 76, CCP 1001, EMBRAPA 50,
EMBRAPA 51, BRS 189, BRS 226, BRS 253, BRS 274, BRS 275, BRS 265)
provenientes do Banco Ativo de germoplasma de cajueiro (BAG-caju) pertencente a
Embrapa agroindustria tropical, localizado no municipio de Pacajus, litoral leste do
estado do Ceara, a 55 Km de Fortaleza.

O municipio apresenta tipo climatico Aw, conforme classificacdo de Képpen, com
temperatura média anual de 26 °C. A area onde localiza-se o BAG-Caju € composta
de trés unidades pedogenéticas: a) Podzolico Vermelho-Amarelo Tb Eutréfico A fraco,
textura arenosa meédia (PE); b) Podzolicos Vermelho-Amarelo Tb distrofico A fraco,
textura arenosa média (PV); e 3) Areias Quartzosas Distréficas A fraco (AQd). O teor
de matéria organica é baixo, assim também como as quantidades de fosforo, potassio
e aluminio. O pH esta entre 5,0 e 6,0 (moderadamente acido) e sédo considerados de
baixa fertilidade natural (BARROS, 1991).

Para a andlise fisico-quimica foram selecionadas castanhas retiradas de
pseudofrutos com maturacéo ultrapassada. Em seguida, foram cozidas a vapor por
aproximadamente 30 minutos e retiradas para secarem a temperatura ambiente para
posterior remo¢do manual da casca. A pelicula foi removida através da utilizacdo do
cozimento das améndoa com agua em micro-ondas por dois minutos e em seguida
deixadas para secar. Posteriormente, as améndoas foram pulverizadas com o auxilio
de almofariz e pistilo e em seguida procedeu-se a realizacdo das analises fisico-
quimicas com o granulado obtido.

Para a analise molecular coletaram-se folhas jovens dos 12 clones de cajueiro,
sendo acondicionadas em sacos plasticos e enviadas pela Embrapa via Sedex. As
amostras permaneceram armazenadas em freezer a -20 °C para posterior extragao
do DNA.
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6.2 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

O granulado obtido das améndoas foi caracterizado fisico-quimicamente a partir
das analises de umidade, pH, acidez titulavel, teor de cinzas, extrato etéreo (lipideos)
e proteinas. Todas as analises foram realizadas em triplicata e de acordo com as
normas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

6.2.1Medida do pH

Para as analises do pH foi realizada a pesagem de 3 gramas da amostra e
adicionado 30 mL de agua destilada. A suspensdo foi agitada até se obter um
homogeneizado com aspecto uniforme. Em seguida, o pH das amostras foi

determinado em aparelho potencidmetro previamente calibrado.

6.2.2Determinacédo da Acidez

A solucéo obtida para a determinacéo do pH foi utilizada para medir a acidez. A
mesma foi transferida para erlenmeyers de 250 mL, sendo entdo adicionado 3 gotas
de fenolftaleina para posterior titulacdo com solucao de hidroxido de so6dio (NaOH) a
0,1 M.

VXF X100

P X = acidez em soluc&o molar por cento v/im

V =n° de mL da solugdo de NaOH 0,1 M gasto na titulacao;
f = fator da solucdo de NaOH 0,1 M,;
P = n° de g da amostra usado na titulagao;

c = correcao para a solucado de NaOH 0,1 M, sendo igual a 10.

6.2.3Umidade
Foi realizada a pesagem de 5 g de cada amostra em cadinho de porcelana,

previamente tarado. Em seguida, as amostras foram colocadas na estufa durante 4
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horas na temperatura de 105 °C e em seguida colocados em dessecador até a
temperatura ambiente. Esta ultima operacgéo foi repetida até se obter peso constante.

100 x N
P

= umidade ou substancias voléateis & 105 °C por cento m/m

N = n° de gramas de umidade (perda de massa em g);

P = n° de gramas da amostra;

6.2.4Cinzas

Pesa-se 2 g da amostra em cadinho de porcelana, previamente aquecido em
mufla a 550 °C, resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado. A
amostra seca é levada a mufla por cerca de seis horas. Em seguida, os cadinhos
foram levados ao dessecador para resfriamento e posteriormente pesados.

100 x N
P

= cinzas por cento m/m

N = n° de g de cinzas;

P = n° de g da amostra;

6.2.5Lipideos

O extrato etéreo foi obtido com a utilizacdo de Hexano P.A. por meio de um
extrator tipo Soxhlet. Foi feita a pesagem de 1 g da amostra em cartucho de Soxhlet
e em seguida, adicionado 125 mL de Hexano para iniciar a extracdo, com duracao de
6 horas. ApGs a extracao, o residuo extraido foi colocado em estufa a 105 °C e depois

em dessecador.

100 x N
P

= cinzas por cento m/m

N = n° de gramas de lipideos;

P = n° de gramas da amostra;
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6.2.6 Proteinas

A determinacédo da proteina bruta foi realizada de acordo com o Método de
Kjeldahl classico, com modificacdes. Pesou-se 0,5 g da amostra, que foi transferida
para tubos de digestdo. Em seguida, adicionou-se aproximadamente 200 mg da
mistura catalitica (sulfato de potassio e sulfato de Cobre, na proporcdo de 9:1) e
depois 5 mL de acido sulfurico concentrado. Esta suspenséo foi colocada em bloco
digestor (etapa de digestdo), dentro de uma capela de exaustdo, por 4 horas na
temperatura de 350 °C. Feito isso, retirou-se os tubos e foi deixado esfriar dentro da
capela.

Depois de esfriar, as paredes do tubo foram lavadas com agua destilada e
seguiu-se a etapa de destilacdo. Foi adicionado 20 mL de NaOH a 40% no tubo de
insercdo. Em um erlenmayer, adicionar 10 mL de acido borico a 4% e 2 gotas do
indicador misto (verde de bromocresol e vermelho de metila). O erlenmayer foi
adaptado ao destilador para receber a amodnia liberada na reacdo quimica. Apés a
obtencédo de um volume equivalente a 50 mL de destilado, procedeu-se com a etapa

de titulacdo com &cido cloridrico (HCI) & 0,1 N.

VXNXFXO0,014 X100
P

= proteinas por cento m/m

V = diferenca entre o n° de mL de acido sulfarico 0,05 M e o n° de NaOH 0,1 M gastos
na titulacao;

N = Normalidade de HCI;

F = fator de conversao (6,25);

0,014 = milequivalente — grama de nitrogénio.

P = n° de g da amostra;

6.2.7 Analise e Interpretacdo dos Dados

Os resultados das analises fisico-quimicas das améndoas foram tratados
estatisticamente através da Analise de Variancia (ANOVA) e foi também aplicado o
teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo Programa Past (HAMMER et al., 2001).

Para tanto, no processo de analise da composi¢cdo nutricional das améndoas foi
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considerado um delineamento inteiramente ao acaso, com trés repeticdes (COSTA et
al., 2009).

Ademais, com o intuito de verificar a diversidade genética entre 0s acessos com
base nas caracteristicas fisico-quimicas foi realizada uma analise de agrupamento
com o auxilio do Programa Genes (CRUZ, 2008), utilizando como critério de
agrupamento o método UPGMA (Unweighted Pair Group Methodwith Arithmetic
Average). Para validar o agrupamento, ou seja, verificar a capacidade do dendograma
em reproduzir a matriz de dissimilaridade foi calculado o Coeficiente de Correlagéo
Cofenético (CCC).

6.3 ANALISES MOLECULARES COM O DNA DO CAJUEIRO

6.3.1Isolamento do DNA

As extracoes de DNA foram baseadas no método CTAB, descrito por Ferreira e
Grattapaglia (1995). Aproximadamente 0,5 g de tecido fresco foi macerado em
nitrogénio liquido, adicionando-se em seguida 800 uL de tampao de isolamento (CTAB
7% (p/v); Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM; B-mercaptoetanol 0,2% (v/v)) pré-
aquecido a 60 °C. A suspenséao assim obtida, foi incubada por 60 minutos a 60 °C, em
banho-maria, invertendo-se os microtubos a cada dez minutos. Passado o periodo de
incubacédo, as amostras foram retiradas do banho-maria e resfriadas a temperatura
ambiente. Posteriormente, foi adicionado a cada amostra 400 pL de CIA (cloroférmio :
alcool isoamilico) na proporcdo de 24:1. Os microtubos foram homogeneizados
manualmente e centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos na temperatura de 10 °C.

Apos realizada a centrifugacao, a fase superior formada foi transferida para um
novo microtubo e em seguida realizou-se uma segunda extracdo com CIA,
adicionando-se 600 pL do solvente organico e centrifugando a 10.000 rpm por 10
minutos a 10 °C. Apés isso, transferiu-se a fase aquosa para microtubos novos
adicionando-se 2/3 do volume da solugcdo aquosa de isopropanol frio (-20 °C). A
solucéo foi misturada manualmente e incubada a -20 °C por 2 horas. Apos isso, 0s
tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 10 °C. O pellet de DNA foi
lavado com 1 mL de &lcool etilico 75% e centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos a
10 °C. Em seguida, procedeu-se com uma outra lavagem em alcool etilico a 90% e

posteriormente centrifugacao a 10.000 rpm por 5 minutos a 10 °C.
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Os tubos foram deixados na capela de exaustédo para evaporacédo do alcool. O
pellet foi ressuspendido em 45 pL de agua milli-Q autoclavada com a adigéo de 5 pL
de RNase. Os mesmos foram incubados em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.
Apos as extracdes, a quantidade e qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose
1% (p/v) corado com brometo de etideo (10 mg/mL), onde em seguida foi realizada
uma analise comparativa das amostras em gel de agarose para posterior diluicdo das

mesmas a 10 ng/pL.

6.3.2Analises com os marcadores ISSR

Para a analise com os marcadores ISSR foram realizados testes preliminares de
amplificacdo com 23 primers, utilizando-se de 2 gendtipos fenotipicamente
contrastantes (EMBRAPA 51 e BRS 226). A partir dos resultados obtidos foram
preparadas as reacfes de PCR, utilizando-se oito primers ISSR polimorficos. Os
primers ISSR polimorficos usados estdo descritos na Tabela 1.

As reacdes de amplificacdo compreenderam um volume final de 12 uL, sendo
compostas por 1,2 yL de tampao de reagdo 10X (20 mM Tris-HCI (pH 8,0) 100 mM de
cloreto de potassio (KCl) e 3,2 mM de cloreto de magnésio (MgCl2)), 1,0 yL de
desoxirribonucleotideos (ANTPs) (0,25 mM), 2 uL de DNA (10 ng/uL), 2 yL de cada
primer (0,2 uM), 0,2 uL de Tag DNA Polimerase (5U/uL) e agua milli-Q (5,6 uL) para
completar o volume de reacéo.

A programacéo utilizada nos termocicladores para a PCR (Polymerase Chain
Reaction) foi de 4 minutos a 94 °C para desnaturacgéao inicial, seguindo-se de 35 ciclos
de desnaturacéo (94 °C por 40 segundos), anelamento de 40 °C, 45 °C ou 50 °C,
dependendo do primer, 1 minuto a 72 °C (extensao) e extensdao final a 72 °C por 2
minutos. Os produtos da amplificacdo (bandas) foram visualizados através da
eletroforese horizontal em gel de agarose a 2,5% (p/v), corado com brometo de etideo
(10 mg/mL) e submetidos a 115 Volts por aproximadamente 3 horas e 40 minutos.
Posteriormente os geéis foram visualizados sob luz UV em aparelho transiluminador e

fotografadas em camera digital.
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Tabela 1. Primers ISSR polimérficos com suas respectivas sequéncias de bases e
temperaturas de anelamento (Tn). Mossor6 - RN, 2016.

Nome do Primer Sequéncia do Primer Tm (°C)
DIGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 45
DIGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 40

TriAAG 3'RC AAGAAGAAGAAGAAGRC 40
TrAGG 3'RC AGGAGGAGGAGGAGGRC 45
TriTCA 3'RC TCATCATCATCATCARC 40
TriTCT 3'RC TCTTCTTCTTCTTCTRC 40
TriCAT 3'RC CATCATCATCATCATRC 50
TriCGA 3'RC CGACGACGACGACGARC 45

Fonte: Adaptado de Santana et al. (2011), com modificacbes.

6.3.3. Analises com os marcadores RAPD

Para a analise com os marcadores RAPD foram realizados testes preliminares
de amplificacdo com 78 primers, fornecidos pela Operon Technologies, utilizando-se
de 2 gendtipos fenotipicamente contrastantes (EMBRAPA 51 e BRS 226). A partir dos
resultados obtidos foram preparadas as reacdes de PCR, utilizando-se dos primers
RAPD polimorficos. Os Primers polimorficos usados estao descritos na Tabela 2.

Os ensaios de PCR foram feitos para um volume final de 12 uL, contendo 1,2 uL
de tampéao de reacdo 10X (20 mM Tris-HCI (pH 8,0) 100 mM de KCl e 3,2 mM MgCl>),
1,0 uL de dNTPs (0,25 mM), 2 uL de DNA (10 ng/uL), 2 puL de cada primer (0,33 pM),
0,2 yL de Taq DNA Polimerase (5 U/uL) e agua milli-Q (5,6 pL).

A programacao utilizada nos termocicladores para a PCR foi de 5 minutos a 94
°C para desnaturacdo inicial, seguindo-se de 40 ciclos de desnaturacédo (94 °C por 30
segundos), anelamento de 40 °C, 1 minuto a 72 °C (extensao) e extensao finala 72 °C
por 7 minutos. Os produtos da amplificacdo (bandas) foram visualizados através da
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,4%, corado com brometo de etideo (10
mg/mL) e submetidos a 110 Volts por aproximadamente 2 horas e 30 minutos.
Posteriormente os geéis foram visualizados sob luz UV em aparelho transiluminador e

fotografadas em camera digital.
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Tabela 2 - Primers RAPD polimérficos com suas respectivas temperaturas de anelamento
(Tm). Mossoro6 - RN, 2016.

Nome do Primer RAPD Tm (°C)
OPA 01 40 °C
OPA 02 40 °C
OPA 07 40 °C
OPA 08 40 °C
OPA 10 40 °C
OPA 12 40 °C
OPA 14 40 °C
OPA 19 40 °C

OPAA 03 40 °C
OPAA 07 40 °C
OPD 05 40 °C
OPD 09 40 °C
OPH 01 40 °C
OPH 07 40 °C
OPH 10 40 °C

Fonte: Dados da Pesquisa.

6.3.4 Andlise Estatistica

Através da analise do padréo de bandas produzido por cada primer, foi realizada
a montagem de matrizes binarias, onde foi conferido o valor 1 para a presenca e 0
para a auséncia de bandas polimoérficas. A partir dos dados foi construida uma matriz
de similaridade genética, utilizando-se o Coeficiente de Jaccard e a andlise de
agrupamento através do método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group
Methodwith Arithmetic Average), baseado na média das distancias (FALERO, 2007).
A montagem do dendograma dos dados provenientes das andalises moleculares foi
realizada através do Programa Statistica.

Para comparar as dissimilaridades genéticas entre os acessos de cajueiro
obtidas com base em marcadores moleculares RAPD e ISSR e a partir das
caracteristicas fisico-quimicas, foram calculados coeficientes de correlagdo de
Pearson entre as dissimilaridades genéticas, com auxilio do Programa Genes (CRUZ,
2008).
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7.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS AMENDOAS DE CAJU

7.1.2 pH e Acidez Titulavel

Os resultados obtidos para a determinacdo do pH e acidez titulavel estdo

expressos nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

pH das Améndoas de Caju
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Acessos de Cajueiro Ando-precoce

Figura 1 - pH das améndoas dos 12 acessos de cajueiro ando-precoce.

Conforme mostrado na Figura 1, as améndoas dos cajueiros anao-precoce
mostraram valores de pH préximos a neutralidade, com uma média de 6,8. Esses
valores estdo em proximidade com os dados na literatura encontrados para a
améndoa cozida (6,14) e para a améndoa crua (6,20) por Melo et al. (1998).
Resultados similares também foram encontrados por Lima (2003) com uma variacao
de 6,13 a 6,64 e por Muniz (2004), com valores de 6,17 a 6,69, ambos em améndoas
cruas.

O desvio padrao para os valores de pH foi de 0,07, mostrando que houve pouca
variacdo das amostras em torno da média. Esses valores quando submetidos a
analise de variancia, ndo se mostraram significativos a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey. O acesso EMBRAPA 51 teve o menor pH, sendo de 6,73 e 0 acesso

EMBRAPA 50 apresentou o maior valor entre as amostras, com 6,98.
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O conhecimento do pH é de suma importancia para a indastria de alimentos
devido a ser um dos fatores que determinam o desenvolvimento de micro-organismos
que, possuem valores de pH 6timos para o crescimento em torno de 7,0, como
bactérias. Dessa forma, quanto menor o pH de um alimento menor sera a chance de
proliferagao bacteriana (LIMA, 2003).

Apesar de baixos valores de pH serem preferenciais para armazenagem de
alimentos, este ndo € desejavel em castanhas por causar a rejeicdo por parte dos

consumidores devido ao sabor desagradavel. Por isso, valores proximos a

consumidor.

Acidez das Améndoas de Caju
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Figura 2 — Acidez das améndoas dos 12 acessos de cajueiro ando-precoce.

Na determinacdo de acidez as amostras apresentaram valores homogéneos,
com uma média de 0,81%, com valores variando de 0,70% a 0,90%, sendo esses
valores correspondentes aos acessos EMBRAPA 51 e BRS 274, respectivamente. O
desvio padrdo encontrado foi muito baixo, igual a 0,0007, sendo os valores nao
significativos a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Costa (2009), trabalhando com améndoas de caju, encontrou valores com média
de 0,56% para a améndoa crua. Melo et al. (1998) observaram valores na média de
0,96%, também para améndoa crua, um valor mais proximo do encontrado neste

trabalho. Além disso, observa-se que as castanhas dos acessos de cajueiro anao-
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precoce do presente estudo n&do s&o tdo indicadas para serem submetidas a
processos de fritura.

Na analise de pH determina-se a concentracdo de ions de hidrogénio (HsO%)
livres em uma solucdo. Ja a acidez € uma medida dos acidos organicos presentes na
solucao, os quais podem ser acidos fracos (ndo dissociam completamente em agua)
ou &cidos fortes (dissociam-se completamente em agua).

O fato de algumas plantas terem apresentado valores que nao estdo em
concordancia com a relacéo estabelecida entre pH e acidez (quanto menor o pH maior
a acidez) como os acessos EMBRAPA 50, CCP 1001, BRS 189 e BRS 265, pode ser
esclarecido por essas cultivares apresentarem uma composicdo de &cidos graxos
variavel, onde os mesmos podem apresentar variacgdo na sua constante de
dissociacao e por conseguinte ndo dissociarem completamente em agua. Isso pode
acarretar em um aumento do conteldo de &cidos graxos com baixa constante de
dissociacdo (Ka), resultando em baixa concentragdo de HsO" livres. Geralmente os
acidos presentes nos vegetais sdo acidos fracos.

A acidez em alimentos € um fator muito importante para se determinar o seu
estado de conservacgdao, pois reacdes de oxidacao, hidrolise ou fermentacédo tendem
a afetar a concentracdo de ions de H3O*. Ademais, interfere diretamente no sabor,

cor, odor e na manutencao da qualidade dos produtos alimenticios.

7.1.3Umidade

Os valores obtidos na determinacdo da umidade dos 12 acessos de cajueiro
estdo mostrados na Figura 3.

Em relacdo a este parametro avaliado, observou-se uma média de 6,69%, com
um desvio padréao de 0,021, sendo este valor considerado elevado. O menor valor foi
observado no acesso CCP 1001, com 3,36% e o maior valor para o acesso BRS 274,
com 7,99%. O acesso BRS 253 nao foi considerado relevante no estudo, pois quando
na realizagao do experimento, este ainda se apresentava com alta umidade, resultante

do processo de retirada da pelicula, ndo sendo um valor confiavel.
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Umidade das Améndoas de Caju
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Figura 3 — Teor de umidade das améndoas dos 12 acessos de cajueiro anao-precoce.

Os valores de umidade entre as amostras diferiram entre si a 5% de
probabilidade, segundo o teste de Tukey. Esse resultado pode ser esclarecido pela
dificuldade no processo de retirada da pelicula, a qual se encontra fortemente aderida
a améndoa. Dessa forma, durante esse processo as améndoas foram umidificadas
para facilitar a retirada da pelicula, sendo que devido ao tamanho variado das
améndoas, algumas retinham mais umidade do que outras e evaporavam essa
umidade de forma mais lenta.

Ademais, as castanhas foram coletadas em periodo considerado chuvoso na
regido onde se localiza 0 BAG-Caju, sendo este periodo correspondente aos meses
de janeiro a junho, caracterizado por pluviosidade elevada e extremamente irregular
(BARROS, 2008). Assim sendo, este fator deve ser considerado relevante em analises
de determinacdo da umidade em frutos.

A maior parte das amostras apresentaram valores de umidade que divergiram
dos valores encontrados na literatura. Lima (2003) e Muniz (2004), analisando
améndoas de caju cruas, detectaram valores entre 3,00% a 5,50% e 2,39% a 4,01%,
respectivamente. Todavia, as améndoas usadas no trabalho foram submetidas a
cozimento e depois secas em temperatura ambiente, 0 que justifica os valores mais
expressivos de umidade.

Améndoas com umidade elevada tendem a se tornar mais maleaveis com

aspecto ndo apreciavel pelo consumidor. Ja baixos teores de umidade estédo
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relacionados a facilidade de conservacdo, por nao favorecer o desenvolvimento de

micro-organismos.
7.1.4Cinzas

Os resultados obtidos na determinacgéo do teor de cinzas das améndoas dos 12

A0
%‘1/

acessos de cajueiro estdo mostrados na Figura 4.
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Figura 4 — Teor de cinzas das améndoas dos 12 acessos de cajueiro ando-precoce.

Quanto ao teor de cinzas, observa-se uma média de 2,76%, com um desvio
padrao de 0,002%. O valor mais expressivo foi encontrado no acesso CCP 76, com
3,09% e o menor para o acesso de CCP 1001, com 2,27%. Melo et al. (1998)
encontraram um teor médio de cinzas de 2,40 para a améndoa crua e Maia et al.
(1971) observaram uma média de 2,43, proximos ao encontrado no estudo. As
amostras de améndoa apresentaram valores homogéneos quanto a esta
caracteristica, ndo apresentando significAncia a 5% pelo teste de Tukey.

A andlise de cinzas é considerada como representativa da quantidade total de
minerais presentes em um alimento. Os minerais sdo importantes para 0
funcionamento celular, em decorréncia de sua atuacdo como cofatores nas reacoes
catalisadas por enzimas (FREITAS; NAVES 2010).

7.1.5Lipideos
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representados na Figura 5.

Teor de Lipideos em Améndoa de Caju
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Figura 5 - Teor de lipideos das améndoas dos 12 acessos de cajueiro ando-precoce.

Em relacdo ao teor de lipideos presente nas améndoas, observou-se uma média
de 47,25%, com um desvio padrao de 0,041. O menor valor foi observado no acesso
BRS 189, com 39,7% e o maior valor para o acesso BRS 253, com 54,6%, sendo que
nao foi encontrado significancia entre os valores a 5% de probabilidade. Melo et al.
(1998) encontraram um valor médio de 46,28% e Costa et al. (2009) obtiveram uma
média de 45,43 @g/100 mL em castanhas procedentes de uma industria de
beneficiamento no estado do Ceara.

As améndoas de caju sdo excelentes fontes de acidos graxos oleico e linoleico
numa proporcdo de 60% e 21%, respectivamente (LIMA, 2013). O acido linoleico,
principalmente, possui papel protetor contra doencas cardiovasculares, quanto
consumido regularmente, sendo a améndoa do caju uma escolha interessante para
pessoas com doencas cardiacas e também aquelas com risco de desenvolvimento

dessas doencas.

7.1.6 Proteinas

Os valores da analise da determinacao de proteinas para as améndoas de caju

dos 12 acessos estdo representados na Figura 6.
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Figura 6 - Teor de proteinas das améndoas dos 12 acessos de cajueiro anao-precoce.

Em relacdo ao teor de proteinas encontrado nas améndoas de caju, obteve-se
uma média de 28,6%, com um valor maximo para o acesso BRS 189 (34,2%) e um
valor minimo para o acesso CCP 09 (23,6%). O desvio padrao foi de 0,030. Nessa
analise foi encontrada significAncia estatistica a 5% pelo teste de Tukey.

Melo et al. (1998) encontraram uma média inferior ao resultado observado no
estudo, sendo esta de 22,11% para a améndoa crua, valor proximo encontrado por
Cavalcanti (1983), de 22,30%.

A variagcdo da quantidade proteica depende principalmente da interacdo
gendtipo-ambiente. Muitas vezes a depender do ambiente, as variagfes se tornam
frequentemente vinculadas a este fator e ndo ao gendtipo da planta. Condi¢cdes tais
como temperatura, precipitacdo pluvial e a radiacdo solar sdo os fatores que mais
interferem neste parametro (FRANCESCHI et al., 2009).

Alguns acessos, tais como CCP 09, EMBRAPA 51 e BRS 226, apresentaram
baixos teores de proteinas devido ao fato que estas plantas sdo recomendadas para
cultivo em regime de sequeiro, onde a pluviosidade € um dos grandes fatores que
interferem no conteddo proteico de alimentos vegetais. Todavia, 0 acesso BRS 189,
gue apresentou o maior contetdo proteico, € indicado para cultivos irrigados (VIDAL
NETO et al., 2013).
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7.2 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA COM OS MARCADORES
MOLECULARES RAPD E ISSR

A partir das analises moleculares realizadas com os marcadores ISSR e RAPD
foi possivel gerar um total de 163 bandas de DNA. Desse total, 159 bandas
apresentaram padrdo polimorfico. Sendo assim, a andlise conjunta das duas técnicas
mostrou 97,5% de polimorfismo. A média de bandas por primer foi se 8,13 bandas
polimorficas para o marcador RAPD e 5,1 bandas polimorficas para o marcador ISSR.
Segundo Colombo et al. (1998) cerca de 50 a 200 fragmentos polimoérficos gerados
numa analise deste tipo, sdo suficientes para estimar relacbes genéticas dentro e
entre espécies.

Na andlise realizada com o marcador ISSR, o primer mais informativo foi o ISSR
04, amplificando um total de oito bandas. J& na analise executada com o marcador
RAPD, o primer OPA 02 foi o mais informativo produzindo quatorze bandas. A Figura
6 e a Figura 07, mostram o padrédo de amplificacdo do primer ISSR 04 e do primer
RAPD OPA 02, respectivamente.

06 09 76 1001 50 51 189 226 253 265 274 275

Figura 7 - Padrédo de amplificacdo de 12 acessos de cajueiro ando-precoce utilizando o primer
ISSR 04. Os numeros de 06 a 275 correspondem aos acessos de cajueiro ando-precoce
estudados.
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Figura 8 - Padréo de amplificac&o de 12 acessos de cajueiro ando-precoce utilizando o primer
RAPD OPA 02. Os numeros de 06 a 275 correspondem aos acessos de cajueiro ando-precoce
estudados.

Em estudos realizados por Shobha, Thimmappaiah e Jose (2013), avaliando a
diversidade genética em 146 acessos de Cajueiro usando marcadores RAPD e ISSR,
mostraram um total de 107 marcadores, com 96 bandas polimorficas e 89,8% de
polimorfismo. Além disso, a pesquisa resultante da associacdo das duas técnicas
demostrou que o uso em conjunto das duas foi eficiente para avaliar a diversidade
genética em germoplasma de cajueiro. Esse observacao também foi constatada no
presente trabalho.

Outros trabalhos também demostraram boa eficiéncia na utilizacao das técnicas
combinadas (ARCHAK et al., 2003a, 2003b; THIMMAPPAIAH et al., 2009). Além
disso, o uso de um numero maior de primers com sequéncias diferentes eleva a
cobertura do genoma das plantas por permitir acessar diferentes regiées genémicas.
Dessa forma, é essencial 0 uso de marcadores que gerem 0 maior nimero de bandas
possiveis em andlises de diversidade genética.

O dendograma de similaridade genética dos 12 acessos de cajueiro anao-

precoce esta representado na Figura 9.
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Figura 9 - Dendograma resultante da andlise de agrupamento de 12 acessos de cajueiro

ando-precoce, obtido pelo método UPGMA, por meio do complemento do indice de
similaridade de Jaccard obtido a partir dos marcadores RAPD e ISSR.

As similaridades genéticas entre os 12 acessos de Cajueiro, variaram de 0,20 a
0,871. Verificou-se que o maior grau de similaridade deu-se entre 0s genétipos BRS
274 e BRS 275 (0,20), enquanto os mais distantes (maxima dissimilaridade) foram
entre CCP 1001 e BRS 275 (0,871). A partir de uma analise generalizada do
dendograma obtido, podemos perceber que os acessos de Cajueiro que apresentam
0S mesmos codigos iniciais estao situados proximos entre si. Considerando um ponto
de corte de similaridade genética de 70%, observamos a presenca de cinco
subgrupos.

O subgrupo | é constituido pelos acessos CCP 06, CCP 09, CCP 76, CCP 1001,
EMBRAPA 50 e EMBRAPA 51. Este resultado € explicado pelo fato de que as plantas
CCP 09, CCP 76 e CCP 1001 terem sido obtidas a partir de selecdo fenotipica
individual do lote CCP 06. O genoétipo EMBRAPA 50 foi gerado a partir do cruzamento
entre 0 CCP 09 e CCP 76, sendo que o ramo do dendograma que liga ambos é curto,
mostrando proximidade genética entre elas. O acesso EMBRAPA 51, originou-se

dentro de uma progénie policruzada do genoétipo CCP 76, seguida de selegdo clonal,
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portanto estas ultimos gendtipos estdo préximos do grupo onde estd inserido o
gendtipo CCP76 (VIDAL NETO et al., 2013).

O subgrupo Il foi formado pelos acessos BRS 226, BRS 274 e BRS 275. Todas
0s acessos deste grupo possuem origem diferente dos anteriores. O genoétipo BRS
226 foi resultante de selecao fenotipica individual da planta matriz de Cajueiro anéo-
precoce MAP-42 (Fazenda CAPISA — Piaui) (PAIVA; BARROS, 2004). Ja o acesso
BRS 274 originou-se de uma selecéo fenotipica individual de cajueiro Comum em
populacdo segregante (PAIVA, 2007a). O acesso BRS 275 foi obtido também pelo
mesmo método de selecdo dentro de uma progénie de polinizagdo cruzada, oriunda
de cruzamento de clone ando-precoce (CCP 1001) e uma planta matriz de cajueiro
Comum (CP 12) (PAIVA, 2007b). Os acessos BRS 274 e BRS 275 possuem maior
parentesco no dendograma em decorréncia de ambos terem um genitor de cajueiro
gigante.

O subgrupo 1l foi composto apenas por uma Unico acesso de cajueiro: BRS
253. A explicacdo para o isolamento desta planta em um Unico grupo, diferente das
demais, reside na forma de obtencdo da mesma. Este gendétipo resultou de uma
selecao fenotipica individual da planta matriz de Cajueiro ando-precoce P96D, oriunda
de uma progénie policruzada (PAIVA, 2004).

O subgrupo IV também foi formado com um Unico acesso, o BRS 189. Para a
obtencdo desta planta foi realizado a selecdo dentro de progénies oriundas do
cruzamento entre 0s gendtipos CCP 1001 e CCP 76. Observa-se que esta planta se
apresentaram distante em relagdo a seus genitores. Ressalta-se que devido a
aleatoriedade dos marcadores utilizados no estudo, regides comuns entre 0S acessos
em questdo ndo puderam ter sido cobertas pela andlise genética, o que explica a
forma como essas plantas estdo agrupadas (VIDAL NETO et al., 2013).

O subgrupo V foi composto pelo acesso BRS 265, oriundo de sele¢éo fenotipica
individual dentro de progénies de polinizagdo livre do acesso da variedade anéo
precoce CCP 76. Para este resultado, presume-se que as sequéncias de DNA comuns
entre os acessos CCP 76 e BRS 265 nao tenham sido identificadas pelos marcadores
(VIDAL NETO et al., 2013).

O estudo de diversidade genética com 0s 12 acessos mostrou que existe uma
baixa variabilidade genética entre alguns gendtipos, como entre as plantas BRS 274
e BRS 275. No entanto, ha uma alta variabilidade entre outras plantas como CCP

1001 e BRS 275. As plantas com codigo BRS se apresentaram bem distantes em
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relacdo as demais no dendograma, sendo que algumas plantas formaram grupos com
um gendtipo cada.

De acordo com Perssoni (2007) a maior variacdo genética em plantas de cajueiro
esta presente dentro das popula¢des do género Anacardium, enquanto apenas uma
pequena parte é resultante da diferenca entre populagfes. Essa observacao também
é confirmada pelo trabalho de Carvalho (2011), que mostrou que 93,36% da variancia
molecular de cajuzinho-do-cerrado esta presente dentro da populacéo, sendo que
apenas 6,64% se encontra em entre populacoes.

Os acessos de cajueiro estudados, embora sejam provenientes de um programa
de melhoramento genético, e sejam em sua maioria resultado do cruzamento entre as
préprias plantas contidas na amostra, elas ainda possuem uma elevada capacidade
de recombinacédo. Ou seja, apesar das combinacdes entre as plantas, suas progénies
ainda conservam uma certa heterogeneidade em relagéo aos pais.

Em decorréncia do numero reduzido de acessos avaliados, ndo ha como inferir
se a base atual existente no BAG-caju da Embrapa Agroindustria Tropical se encontra
com elevado nivel de diversidade genética, no entanto a observacao da existéncia de
variabilidade nessa amostra, a qual é composta pelas principais cultivares lancadas
no mercado, demonstra a disponibilidade que ha nesse grupo para possiveis

combinac¢des hibridas visando o langcamento de novos clones.
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7.3  ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA COM BASE NOS CARACTERES
FISICO-QUIMICOS

O dendograma gerado a partir das dissimilaridades genéticas entre os 12

acessos de cajueiro ando-precoce esta mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Dendograma resultante da analise de agrupamento de 12 acessos de cajueiro
anao-precoce, obtido pelo método UPGMA, a partir das dissimilaridades genéticas com base
nas caracteristicas fisico-quimicas.

As dissimilaridades genéticas entre os gendtipos de Cajueiro variaram de 0,620
a 0,200, sendo os acessos BRS 189 e BRS 253 os mais distantes e os acessos CCP
09 e BRS 226 os mais proximos, respectivamente. Considerando um ponto de corte
de similaridade genética de 70%, observamos a presenca de seis subgrupos.

O subgrupo | é formado pelos acessos CCP 09, BRS 226 e CCP 76. O
subgrupo Il é constituido apenas pelo acesso BRS 274. O subgrupo lll é formado
pelo gendtipo EMBRAPA 51. O subgrupo IV é constituido pelos acessos EMBRAPA
50, CCP 06, BRS 265, BRS 275 e BRS 189. O subgrupo V é formado pelo acesso
BRS 253 e 0 subgrupo VIl é constituido pelo genétipo CCP 1001.

Considerando o coeficiente de correlagédo (CCC) obtido entre a matriz de
distancia euclidiana e a matriz de distancia cofenética, obtida a partir do dendograma,
foi considerado de média magnitude e significativo, com valor de 0,63, evidenciando,

consisténcia nos agrupamentos.
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E possivel observar que houve uma elevada variabilidade genética entre os
acessos considerando o parametro fisico-quimico estudado. Como uma planta
alégama, o cajueiro — principalmente o cajueiro do Brasil — possui grande variabilidade
de caracteres de interesse agroindustrial, diferente de cajueiros provenientes de
paises como india, onde a introducdo da espécie foi feita mais recentemente
(CAVALCANTI; VIDAL NETO; BARROS, 2013).

Os clones de cajueiro anao-precoce lancados no mercado pela Embrapa
geralmente sdo selecionados quanto a caracteres como altura da planta, diametro da
copa, peso da castanha e da améndoa, sendo que sele¢cdes referentes a parametros
fisico-quimicos da améndoa, com intuito de produzir clones com estas caracteristicas
de melhor aceite no mercado, ainda ndo foram estudados, sendo escassos 0S
trabalhos na literatura relacionados a este tema.

Em um trabalho com germoplasma de castanheira-do-gurguéia (Dipteryx
lacunifera DUCKE), Ribeiro, Souza e Lopes (2012), encontraram uma elevada
diversidade genética avaliando parametros fisico-quimicos (gordura, proteina bruta,
fibra bruta, cinzas, carboidratos totais, energia e minerais), sendo que 0s genotipos
apresentaram variabilidade para a maioria das caracteristicas analisadas. Chipojola
(2009) analisando uma amostra de 45 acessos de A. occidentale L. a partir de
caracteristicas quantitativas, encontrou elevada variabilidade entre 0s acessos.

Em estudos de variabilidade genética com base em dados fisico-quimicos,
possibilita a analise de poucos locos de uma vez, o que pode ocasionar em uma
andlise subestimada da variabilidade. Além do mais, € necesséario um nimero elevado
de parametros avaliados para se obter uma cobertura mais ampla do genoma
(FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1995).

A partir de informacgdes descritas na literatura (VIDAL NETO et al., 2013; PAIVA,
2004; PAIVA, 2007a, 2007b) em relagéo a origem dos acessos estudados, formas de
obtencdo e seus respectivos genitores, observa-se que ndo ha uma relacdo de
concordancia entre os dados. Além disso, ndo houve conservagdo dos subgrupos
formados com ao marcadores RAPD e ISSR na analise gerada com os caracteres
fisico-quimicos.

Ademais, apesar da divergéncia nos agrupamentos gerados com base nos
marcadores moleculares e nos caracteres fisico-quimicos, algumas consideragdes

devem ser feitas. Através da observagao dos valores gerados na caracterizacao fisico-
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quimica e na distribuicdo dos acessos no dendograma, algumas relagBes foram
identificadas.

Os acessos mais distantes (BRS 189 e BRS 253) apresentaram 0s maiores
valores de proteinas e lipideos, com 34,2% e 54,6, respectivamente. No dendograma
gerado com base na marcadores, esses acessos também se mostraram distantes.
Essas plantas podem ser alvo de futuras combina¢Bes hibridas para se gerar
améndoas mais ricas em proteinas e lipideos. Levando-se em consideracdo a
proporcao elevada de acidos oleico e linoleico nas améndoas, elas seriam uma 6tima
fonte de alimentacédo para pessoas com doencas cardiovasculares, pois esses acidos
graxos causam reducéo do risco de desenvolvimento dessas doencas.

Os acesso CCP 1001 apresentou a menor umidade (3,36%), pH proximo a
neutralidade (6,92) e também uma valor de acidez baixo (0,73%), 0s quais sao
pardmetros importantes para a indastria alimenticia, devido a facilidade de
conservacao e a um melhor sabor. Além disso, as améndoas provenientes desses
clones podem ser consumidas torradas sem no entanto, causar rejei¢cao por parte do
consumidor, ja que elas apresentam uma acidez baixa. Esse acesso também se
apresentou distante nos dois dendograma gerados em relacdo aos acessos BRS 189
e BRS 253, indicando que ambos possuem caracteristicas desejaveis para o mercado
e sdo distantes geneticamente. Ambos podem ser explorados para futuros
cruzamentos em programas de melhoramento genético.

Todavia, 0 acesso BRS 189 é recomendado especialmente para o mercado de
fruto de mesa, devido as caracteristicas fisico-quimicas dos peduanculos,
apresentando um teor de solidos sollveis totais (°Brix superior a 13) superior a todos
os outros clones do mercado (VIDAL NETO et al., 2013).

Além do mais, cabe destacar que segundo Vidal Neto et al. (2013) o clone CCP
1001 é recomendado para o plantio em sequeiro ou irrigado, para o mercado de caju
de mesa ou de améndoa, sendo 0 mais produtivo em cultivo de sequeiro, chegando a
2,5t ha! de castanhas.

O acesso CCP 76 apresentou o valor mais elevado em cinzas (3,09%), assim
como também se mostrou distante em relacdo aos genotipos BRS 189 e BRS 253,
nos dois agrupamentos realizados, mostrando que ele pode ser usado em
combinagdo com esses outros dois acessos, contribuindo com a producéo de
améndoas mais nutritivas, com um teor mais elevado de minerais. Além disso,

segundo Vidal Neto et al. (2013) este gendtipo é adaptado para cultivo em diversas
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regides do Brasil, sendo o0 mais plantado atualmente, devido a atratividade e qualidade

do pedunculo.

7.4  ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS MARCADORES MOLECULARES
(RAPD E ISSR) E AS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

No intuito de se verificar a existéncia de correlacédo entre os dados provenientes
das analises fisico-quimicas e os dados das analises moleculares feitas, foram
calculados coeficientes de Person entre as dissimilaridades genéticas com auxilio do
Programa Genes. Em seguida, as correlagdes entre as matrizes foram submetidas ao
teste de Mantel em 100 simulacdes com nivel de significancia de 1 a 5% de
probabilidade.

Para a andlise de correlagdo entre os marcadores moleculares RAPD e os dados
fisico-quimicos foi encontrada uma correlacao positiva de 0,02, ndo sendo significativa
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel. Os resultados demonstram que nao
existe correlacdo entre os dados, visto que o valor de correlacdo é muito baixo e ndo
€ estatisticamente significativo. Silva et al. (2009) trabalhando com batata (Solanum
tuberosum L.), analisando as caracteristicas morfolégicas das plantas em conjunto
com analises moleculares através de marcadores AFLP, ndo encontrou correlacao
significativa entre os dados pelo teste de Mantel (r = 0,20).

Vieira et al. (2013) trabalhando com acessos de mandioca (Manihot esculenta
Crantz) ndo encontrou nenhuma correlacao entre os parametros avaliados, os quais
foram: caracteristicas qualitativas, quantitativas e moleculares. As correla¢des foram
reduzidas ou nulas. Goncalves (2008), estudando a associacdo de marcadores
moleculares RAPD com caracteristicas morfoagronédmicas em tomateiro também
encontrou baixa correlagdo (r = 0,39).

A auséncia de associacdo entre os dois parametros avaliados no estudo
demonstram as diferentes propriedades entre os marcadores moleculares e as
caracteres fisico-quimicos.

A maior parte da variacdo detectada pelos marcadores moleculares é ao nivel
de DNA, sendo do tipo ndo adaptativa, dessa forma nao esta sujeita a selecao natural
(VIEIRA et al., 2013). Além disso, os resultados obtidos pelo marcador RAPD sé&o
baseados em sequéncias aleatérias que podem estar distantes de regibes génicas

gue controlam a expressao de proteinas relacionadas a determinacéo dos caracteres
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fisico-quimicos. Podendo este ser um fator que tenha influenciado a auséncia de
correlacao.

As caracteristicas fisico-quimicas, assim como outras caracteristicas
guantitativas de interesse agrondémico, estdo sujeitas a influéncia do ambiente que
afeta diretamente sua expressédo, e sofrem interferéncia de processos de selecéo
natural. Sendo assim, o ambiente determina as sequéncias de DNA que serao
expressas. As plantas podem ser parecidas quando se analisa a composicéo de bases
do DNA, contudo devido a interferéncia do ambiente, sequéncias podem ser
expressas em niveis diferentes, tornando a existéncia de correlagédo entre os dados
de dificil constatagéo.

Vieira et al. (2013) constataram em analise com germoplasma de mandioca,
correlacdo significativa comparando as matrizes de distancia/dissimilaridade
estimadas entre dados quantitativos, qualitativos e moleculares (RAPD), todavia em
ambos de forma comparada dois a dois, n&o foi encontrada nenhuma associagéo. Isso
propde que, sera maior a associagao entre ambos os tipos de dados, quanto maior o
namero de caracteres envolvidos (quantitativos e qualitativos) e o nimero de bandas
de DNA avaliadas, pois aumentard a cobertura do genoma dos acessos.

A correlacdo estudada entre os marcadores ISSR e os caracteres fisico-quimicos
apresentou um valor negativo de r = 0,04, sendo significativo a 1% de probabilidade
pelo teste de Mantel. Dessa forma, também ndo ha relacdo entre as matrizes de
dissimilaridade geradas pelo marcador ISSR e as matrizes de dissimilaridade da
fisico-quimica.

Dasmohapatra, Rath e Rout (2013), utilizando marcadores ISSR e caracteres
morfologicos com o intuito de estimar a variabilidade genética de 25 variedades de A.
occidentale L., provenientes da india, obtiveram um valor de correlagdo baixo (r =
0,005) néo significativo.

Archak et al. (2003a) realizaram um estudo comparativo usando trés marcadores
(AFLP, ISSR e RAPD) com o objetivo de se comparar a eficiéncia das trés ferramentas
em detectar variagdo em um conjunto aleatorio de acessos de cajueiro. No total, 564
bandas foram geradas, sendo que os trés marcadores discriminaram com eficiéncia
0S acessos, todavia ndo houve correlacdo entre os marcadores e 0s caracteres
morfol6gicos avaliados.

Ghalmi et al. (2010) trabalhando com Vigna unguiculata (L.) Walp. e usando

marcadores ISSR e RAPD para realizar uma analise de diversidade genética, obteve
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valores de correlacao de 0,33 e 0,37, respectivamente, ambas significativas a 1% de
probabilidade pelo teste de Mentel, contudo ndo possuindo correlacdo com o0s
marcadores morfologicos estudados.

A baixa correlacdo apresentada com o marcador RAPD neste estudo advém do
fato de que este marcador cobre uma propor¢cdo maior do genoma. Além disso, é
composto por sequéncias que podem ser codificadas ou n&o, dessa forma as marcas
geradas séo dificeis de serem correlatas com caracteres fenotipicos (GONCALVES,
2008).

O marcador ISSR, diferente do RAPD, apresenta sequéncias baseadas em
microssatélites, sendo que os primers usados na PCR sdo complementares a estas
sequéncias. A amplificacdo ocorre internamente as sequéncias dos microssatélites
(AGARWAL,; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). Devido a essa forma mais orientada de
amplificacdo de uma sequéncia alvo no genoma, o resultado da andlise com esta
ferramenta tenha mostrado uma correlagdo que fosse significativa, no entanto
desprezivel.

Ademais, a matriz de dissimilaridade obtida para o marcador ISSR foi baseada
numa quantidade de 41 bandas de DNA produzidas a partir de oito primers. Esse valor
€ pouco significativo para estimar relacdes genéticas dentro e entre as espécies,
segundo relatam Colombo et al. (1998). Em decorréncia da reduzida
representatividade dos dados gerados pelo marcador ISSR, a analise de diversidade
genética foi investigada com o uso em conjunto de ambas as ferramentas.

Além disso, a dificuldade de correlagdo também advém do uso poucos
caracteres fisico-quimicos no estudo em comparacdo ao numero de marcadores
avaliados. Os marcadores moleculares propiciam uma amostragem mais ampla do
genoma do que a analise com marcadores fisico-quimicos.

Contudo, a auséncia de associacdo entre ambas as ferramentas usadas no
estudo, ndo deve ser considerada como uma limitagdo no uso destas para estimar a
diversidade genética, mas sim como um incentivo do emprego das duas metodologias
em conjunto. A complementariedade de ambas deve ser explorada para melhor

orientar as estratégia de conservacao e uso de germoplasma (PIRES et al., 2015).
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8.0 CONSIDERACOES FINAIS

Apos a realizacdo deste estudo foi encontrada uma elevada variabilidade entre
0s acessos de cajueiro analisados, a partir tanto das analises moleculares com os
marcadores RAPD e ISSR, quanto com base nas caracteristicas fisico-quimicas. A
partir dessa constatacao, rejeita-se a primeira hipétese sugerida no estudo.

A partir da caracterizacdo feita com as améndoas de caju dos diferentes
genotipos, observou-se que estas apresentam baixos teores de acidez, baixo pH, teor
consideravel de umidade e cinzas e elevados teores de proteinas e lipideos. Ademais,
0s Unicos parametros onde foi detectada diferenca significativa entre as amostras
foram o teor de umidade e o teor de proteinas. Dessa forma, aceita-se a segunda
hipétese proposta no estudo.

A analise de correlacéo feita ndo indicou relagdo entre os dados moleculares e
fisico-quimicos. Vale ressaltar que em decorréncia do baixo niumero de caracteres
fisico-quimicos avaliados em relacdo ao numero elevado de marcas de DNA
produzidas, nao foi possivel gerar uma analise mais robusta de correlacéo, sendo esta
uma limitacao da pesquisa.

Ademais, foi possivel selecionar acessos de cajueiro ando-precoce para
possiveis combinac¢des hibridas, gerando améndoas com melhor qualidade
nutricional. Os acessos BRS 189, BRS 253, CCP 76 e CCP 1001 se apresentaram
distantes geneticamente nas dois dendogramas obtidos e mostraram os melhores
valores de proteinas, lipideos, cinzas, acidez e pH, respectivamente. Estes acessos
podem ser alvo de futuros programas de melhoramento genético com o intuito de se

produzir gendtipos superiores de maior valor para o mercado.
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