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VARIABILIDADE GENETICA DE
CAJUZINHO-DO-CERRADO (Anacardium humile ST. HILL.)
POR MEIO DE MARCADORES RAPD!

. RAQUEL DOS SANTOS CARVALHO?, JEFFERSON FERNANDO NAVES PINTO?,
EDESIO FIALHO DOS REIS*, SILVIA CORREA SANTOS?, LUIZ ANTONIO DOS SANTOS DIAS*

RESUMO - Nativo do Cerrado brasileiro e com alta variabilidade morfologica, o cajuzinho-do-cerrado
(Anacardium humile St. Hill.) apresenta frutos de grande aceitacdo pelas populagdes locais, os quais atraem
por suas caracteristicas peculiares, como tamanho, sabor tinico ¢ potencial para uso sustentavel por produ-
tores e pela industria. A produgdo de sementes limitada, acarretada pela baixa polinizagdo e pela alta preda-
¢do por animais e insetos, dificulta a propagagdo da espécie. O conhecimento da variabilidade genética do
cajuzinho-do-cerrado ¢ importante para maximizar o uso de seus recursos genéticos para futuros programas
de melhoramento e de conservagdo da espécie. No presente trabalho, a variabilidade genética de 122 acessos
de 4. humile procedentes de 11 municipios (procedéncias) do Cerrado de Goias e Mato Grosso, foi estimada
por meio de marcadores RAPD. As similaridades genéticas foram estimadas a partir da matriz binaria, tendo
sido processadas analises de agrupamento e de dispersao grafica a partir da matriz de distancias. Os iniciado-
res com maior expressdo foram OPA11 e 08. Os dez iniciadores utilizados geraram 157 bandas, sendo 156
polimérficas (99 %), com média de 15,6 bandas/ iniciadores. Grande variabilidade dentro de municipios foi
detectada, sendo o polimorfismo superior a 90 %, exceto da procedéncia de Jatai-GO. A distancia entre aces-
sos variou de 0,138 a 0,561, com média de 0,370, sendo os menores valores registrados entre os acessos de
Mineiros-GO, e Serran6polis-GO. Os acessos de Caiaponia-GO, e Santo Antonio do Descoberto-GO, foram
os mais distantes geneticamente. A dissimilaridade total entre acessos variou de 0,103 a 0,796, com médias
de 0,390. Os acessos 87 e 114 de Serrandpolis-GO, e Santo Anténio do Descoberto-GO, respectivamente,
foram os mais distantes geneticamente, demonstrando a importancia dessas procedéncias no enriquecendo
do banco de germoplasma da espécie.

Termos para Indexac¢do: Anacardiaceae, diversidade genética, polimorfismo, recursos genéticos e banco
de germoplasma.

GENETIC VARIABILITY OF BUSHY CASHEW
(Anacardium humile ST. HILL.) THROUGH RAPD MARKERS

ABSTRACT - Native from the Brazilian cerrado and showing high morphological variability for fruit and
size, the bushy cashew (Anacardium humile St. Hill.) produce fruits that are widely accepted by the local
population, that are attracted because of its peculiar characteristics like size, unique flavor and potential for
sustainable use by producers and industry. The limited production of seeds, caused by low pollination and
high animal and insect predatory activity, makes the species propagation more difficult. The knowledge of
the genetic variability of the bushy cashew is important to maximize the use of its genetic resources to future
programs of improvement and conservation of the species. In this report, the genetic variability of 122 accesses
of A. humile coming from 11 cities (origin) from the Cerrado of the states of Goids and Mato Grosso was
quantified through RAPD markers. The genetic similarities were estimated from the binary matrix, being
processed cluster analysis and graphic dispersion from the distance matrix. The primers with bigger expression
were OPA11 and 08. The ten primers used generated 157 bands, being 156 polymorphic (99%), with an
average of 5.6 bands/ primer. It was detected a great variability in the towns, being the polymorphism higher
than 90%, except the ones originated from Jatai-GO. The distance between the accesses ranged from 0.138
to 0.561, with an average of 0.370, being the lowest values registered between the accessions of Mineiros-
GO and Serrandpolis-GO. The accessions of Caiapdnia-GO and Santo Antonio do Descoberto-GO were
the most distant genetically. The total dissimilarity between the accesses ranged from 0.103 to 0.796, with
averages of 0.390. The accesses 87 and 114 from Serranopolis-GO and Santo Antonio do Descoberto-GO,
respectively, were the most distant genetically, showing the importance of these origins in the enrichment
of the germplasm bank of the specie.

Index terms: Anacardiaceae, genetic diversity, polymorphism, genetic resources, germplasm bank.
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INTRODUCAO

Anacardium humile A. St. Hill apresenta alta
variabilidade morfoldgica. Estudos que visem a de-
terminacdo da variabilidade genética, buscando iden-
tificar procedéncias ou ambientes que apresentam
acessos com divergéncias de alta magnitude, poderao
gerar subsidios para estudos sobre sua potencialidade
comercial, assim como utilizagdo em programas de
melhoramento. Segundo Corréa (1984) e Almeida et
al. (1998), o pedunculo e a améndoa dessa espécie
sdo bastante apreciados para consumo in natura na
regido do Cerrado, o que torna a espécie potencial
alternativa para geracdo de renda.

A espécie Anacardium humile A. St. Hill
(Anacardiaceae), conhecida popularmente como caju-
zinho-do-cerrado, cajui e cajuzinho-do-campo (REDE
DE SEMENTES DO CERRADO, 2005), é nativa do
Cerrado brasileiro, sendo encontrada nos Estados da
Bahia, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo (ALMEIDA
etal., 1998). A espécie apresenta habito subarbustivo
com caule subterraneo (CORREA, 1984; ALMEIDA
et al., 1998). Sua reproducdo ocorre geralmente em
outubro e novembro, sendo a producdo de sementes
limitada devido a baixa polinizagao e a alta predacdo
por animais e insetos (FERRAO, 1995).

Na literatura, sdo encontrados muitos traba-
lhos com o género Anacardium, mas poucos com
A. humile A. St. Hill. Esta falta de estudos abre
possibilidades para o inicio de pesquisas a fim de se
planejar estratégias futuras de preservagao e utiliza-
cao da espécie (CARVALHO et al., 2005). Devido
a esta caréncia de informacdes genéticas sobre o
cajuzinho-do-cerrado, a técnica molecular de marca-
dores RAPD torna-se uma ferramenta essencial para
fornecer resultados preliminares. Segundo Caixeta
et al. (20006), a partir da técnica de RAPD, pode-se
amplificar segmentos de DNA distribuidos ao acaso
no genoma sem a necessidade do conhecimento
prévio da sequéncia do DNA, sendo esta indicada
para espécies pouco estudadas.

Esse marcador tem sido empregado em
estudos recentes de diversidade genética de algu-
mas espécies nativas como: maracujazeiro-doce
(BELLON et al., 2009); butiazeiro (NUNES et al.,
2008), aceroleira (SALLA et al., 2002), bananeira
(SOUZA, 2006), acaizeiro (OLIVEIRA et al., 2007),
guariroba (PINTO, 2009) e pitaya (JUNQUEIRA et
al., 2010), gerando resultados satisfatorios no estudo
da diversidade genética dessas espécies.

O presente trabalho estimou a variabilidade
genética de 122 acessos de 4. humile A. St. Hill,
procedentes de 11 municipios do cerrado brasileiro,

por meio de marcadores moleculares RAPD.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O material de estudo foi originado de folhas
coletadas em estado intermedidrio de maturag@o, em
122 acessos procedentes de 10 municipios dos Es-
tados de Goias: Aporé-GO (09 acessos), Caiapdnia-
GO (09 acessos), Chapadido do Céu-GO (10 acessos),
Doverlandia-GO (15 acessos), Itaja-GO (09 acessos),
Itaruma-GO (10 acessos), Jatai-GO (10 acessos), Minei-
10s-GO (10 acessos), Santo Antdnio do Descoberto-GO
(14 acessos), Serranopolis-GO (11 acessos); ¢ de Mato
Grosso: Barra do Garga-MT (15 acessos).

Analise de DNA

O DNA gendmico foi extraido utilizando-se
do protocolo de Faleiro et al. (2003), com modifi-
cacdes na concentragdo de Betamercaptanol, onde
foram utilizadas 10 vezes mais do utilizado por Fa-
leiro (2003), ou seja, 20 mL por amostra, ¢ o tempo
de imersdo em banho-maria foi reduzido em uma
hora. As reagdes de amplificagdo foram realizadas
conforme a metodologia de Barros et al. (2005), em
que foram utilizados 25 iniciadores: OPA (01; 04; 05;
08;09; 11; 18; 19 ¢ 20), OPB (02; 03; 04; 05; 06; 07;
08 e 14), OPJ (05 ¢ 19), OPM (02 ¢ 03), OPN (02 ¢
05) e OPW (0le 05).

As amplificagdes foram feitas em termo-
ciclador programado de acordo com Barros et. al.
(2005), para 40 ciclos, sendo cada um constituido
pela seguinte sequéncia: 15 s a 94 °C, 30 s a 35 °C
e 90 s a 72 °C. Apos o término dos 40 ciclos, foi
realizada uma etapa de extensdo de seis minutos, a
72 °C, e redugao para 4°C. Apds a reagdo de PCR,
foram adicionados, a cada amostra, 3yl da mistura de
azul de bromofenol (0,25 % p/v), glicerol (60 % v/v)
em agua (com o intuito de auxiliar a visualiza¢do do
andamento da corrida do DNA na eletroforese). Ao
volume total de cada amostra, foi aplicado em gel de
agarose (1,2 %), corado com brometo de etidio, sub-
merso em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1
Mm, e brometo de etidio). A separagdo eletroforética
foi realizada durante trés horas, a 90 volts. Ao térmi-
no de cada eletroforese, os géis foram fotografados
sob luz ultravioleta. Foi utilizado como padrio de
peso molecular 1Kb Ladder DNA Marker da Real
Biotech Corporation, que varia de 500 a 10.000 bp.

Analises estatisticas
As bandas RAPD nitidas foram lidas nos
géis e convertidas em matriz de dados binarios, a
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partir da qual foram estimadas matrizes de distancias
entre acessos e acessos/procedéncias, por meio do
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li
(1979), usando o software Genes (CRUZ, 2008).
A matriz de distancia foi utilizada para analise de
cluster por UPGMA, com suporte do software SAS
(SAS INSTITUTE, 1989) e para dispersdo grafica
baseada nas coordenadas principais. Para decidir
o numero de grupos formados no dendrograma,
adotou-se o procedimento de Oliveira et al. (2007),
no qual se utiliza a média geral da distancia genética
entre 0s acessos.

O procedimento de Bootstrap das bandas
foi utilizado para estimar o coeficiente de variagdo
(CV) do indice de similaridade de Nei e Li (1979),
com 1.000 permutagdes. A analise foi por meio do
software Dboot (COELHO,2000). Os coeficientes de
variagdo obtidos foram relacionados com o numero
de bandas. O ponto de curvatura maximo da fungéo
ajustada foi determinado quando o coeficiente de
variagdo alcangou 10 %. O parametro b representa
uma medida de heterogeneidade entre bandas, de
acordo com Pequeno et al. (2003), e quanto mais
o valor de b se aproxima de 0,5, maior a taxa de
heterogeneidade. Os resultados foram analisados
e discutidos por etapas: a partir de dados gerados
dentro de cada municipio de forma individual; em
seguida, foi feita a analise de todos os dados gerados
entre todas as procedéncias/municipios e, para
finalizar, a analise de todos os acessos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As extragdes foram bem-sucedidas, apre-
sentando DNA de qualidade, com bandas nitidas e
bem definidas, o que proporcionou a obtencdo de
marcadores RAPD para a detec¢do da diversidade
genética em cajuzinho-do-cerrado. Dos 25 inicia-
dores preliminarmente testados, foram selecionados
10, que apresentaram bandas nitidas, intensas e com
repetibilidade: OPA (04;08; 09; 11 ¢ 18), OPB (05 ¢
07), OPM (02 ¢ 03) e OPN 05.

Os valores do parametro b (Tabela 1) para
acessos/municipios variaram de 0,43 (Santo Antonio
do Descoberto-GO e Itaruma-GO) a 0,48 (Mineiros-
GO, Jatai-GO e Aporé-GO) e revelaram alta taxa de
heterogeneidade de bandas dentro dos municipios,
ja que o valor maximo esperado para esse parametro
¢ 0,5 (PEQUENO et al., 2003). Entre municipios,
o valor b (0,46), superior ao valor encontrado entre
acessos (0,37), evidenciou que existe maior diversi-
dade entre municipios do que entre acessos, 0 que
ressalta a importancia em trabalhos de melhoramento
em priorizar coletas em maior numero de municipios,

em detrimento do maior nimero de acessos dentro do
municipio. A analise feita com acessos/municipios
mostrou que os iniciadores com maior expressao fo-
ram OPA 11 e 08, enquanto o menos informativo foi
OPA 04 (Tabela 1). O maior nimero de bandas Nbt
gerado (156) ocorreu entre acessos de Mineiros-GO,
e Doverlandia, seguidos por Chapadao do Céu-GO,
e Barra do Gar¢a-MT (155). Em contraste, acessos
de Caiapdnia-GO, geraram 136 bandas, seguido de
Jatai-GO, com 138 bandas. Quanto ao polimorfismo
entre os municipios (%P), verificaram-se valores
acima de 90% para as procedéncias, exceto Jatai-
GO, que apresentou 83%. A alta porcentagem de
marcadores polimorficos evidencia alta variabilidade
genética das procedéncias analisadas, Pela andlise de
Bootstrap, verificou-se quantidade variavel de ban-
das polimorficas a partir do CV e curvatura ajustada
a 10 %, indicando que o uso de aproximadamente 35
bandas (acessos de Jatai-GO) a 140 bandas polimoér-
ficas (acessos de Santo Antonio de Descoberto-GO)
proporcionaria a precisao obtida para as estimativas.

No estudo com Pitaya (JUNQUEIRA et al.,
2010), os marcadores RAPD também se mostraram
eficientes para detectar a variabilidade genética
da espécie. Porém, ao contrario do cajuzinho-do-
cerrado, foi detectado baixa variabilidade genética
entre os acessos analisados, em que 11 iniciadores
geraram 111 bandas, com média de 10,1 bandas/
iniciadores. Além disso, dos 111 marcadores, 45
(40,5 %) deles foram polimdrficos. No presente tra-
balho, na analise entre municipios, os 10 iniciadores
selecionados amplificaram 146 bandas, 92 % delas
polimérficas, e média de 13,4 bandas/iniciadores. A
analise de Bootstrap indica que ¢ necessario o uso
de, no minimo, 85 bandas para as estimativas de
polimorfismo entre acessos/municipios.

A dissimilaridade entre municipios variou
de 0,138 20,561, com médias de 0,370. Os menores
valores foram registrados entre acessos procedentes
de Mineiros-GO e Serranopolis-GO. Por outro lado,
os acessos de Caiaponia-GO, e Santo Antdnio do
Descoberto-GO, foram os mais distantes genetica-
mente. Observa-se, no dendrograma (Figura 1), a
formagao de quatro grupos, levando em consideracao
amédia da dissimilaridade entre municipios. Dentre
estes, o maior grupo foi formado por Aporé-GO,
Barra do Gar¢a-MT, Doverlandia-GO, Itaja-GO,
Chapadao do Céu-GO, Jatai-GO, Mineiros-GO, e
Serranopolis-GO. Caiaponia-GO, Itaruma-GO, e
Santo Antdnio do Descoberto-GO, formaram grupos
singulares. Quanto a consisténcia desses agrupa-
mentos, esta variou de 37 a 100%, sendo somente
o grupo formado por Doverlandia-GO, Barra do
Garga-MT, Jatai-GO, e Mineiros-GO, apresentaram
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consisténcia de 100%.

Os resultados em relagdo aos 122 acessos
mostraram que os iniciadores selecionados amplifi-
caram 157 bandas, sendo 99 % delas polimérficas,
com média de 15,6 bandas/ iniciadores (Tabela 1).
A analise de bootstrap indica que o uso de apro-
ximadamente 90 bandas proporcionaria precisdo
para as estimativas de polimorfismo dos acessos.
Também foi realizada a analise de todos os aces-
sos, desconsiderando as procedéncias. Verificou-se
entdo que a dissimilaridade entre acessos variou
de 0,103 a 0,796 (média de 0,390). Isto evidencia
maior amplitude de variagdo comparada aquelas
obtidas das procedéncias. Os menores valores foram
registrados entre os acessos 02 e 113, coletados em
Mineiros-GO, e Santo Antdnio do Descoberto-GO,
respectivamente, os quais sdo municipios geografi-
camente distantes, aproximadamente 615 km. Por
outro lado, os acessos 87 e 114, coletados, respecti-
vamente, em Serranopolis-GO, e Santo Antonio do
Descoberto-GO, foram os mais distantes genetica-
mente. Esses dados indicam que, se o interesse para
melhoramento for gerar variabilidade para futuras

selegdes, a distancia geografica dos acessos nédo ¢é fator
preponderante e, sim, o uso de acessos divergentes.
Houve alta variabilidade genética entre acessos de
cajuzinho-do-cerrado procedentes de diferentes
municipios e entre acessos dos mesmos municipios,
formando grupos heterogéneos (Figura 2). Estes
grupos devem ser mais estudados, tendo em vista o
distanciamento genético desses acessos da mesma
procedéncia, o que evidencia maior probabilidade de
se coletar individuos e cobrir com maior facilidade o
maior niimero possivel de alelos da espécie. Acessos
de Santo Antonio do Descoberto-GO, apresentaram
grande variabilidade genética, estando proximos
geneticamente de acessos geograficamente distantes
e, a0 mesmo tempo, apresentando-se diferentes dos
demais acessos. Os resultados gerados neste trabalho
corroboram a literatura quando comparados a outros
trabalhos com RAPD, como o trabalho realizado
por Junqueira et al.(2010) com pitaya, demonstran-
do a importancia desses marcadores na analise de
variabilidade de espécies pouco estudadas, como o
Anacardium humile A. St. Hill.

TABELA 1 - Numero de bandas totais, nimero de bandas polimorficas, porcentagem de polimorfismo,
média de bandas por iniciadores, iniciadores expressivos, iniciadores menos expressivos,
bootstrap ¢ medida da heterogencidade entre bandas, utilizando marcador RAPD no
cajuzinho-do-cerrado, por municipios de coleta.

Municipios Nbt**** Nbp %P Mbi IE IME BStrap b
Aporé-GO* 154 140 91 14 OPAll e OPAO8 OPMO0O3 65 0,48
Barra do Garca-MT* 155 146 94 14,6 OPA11 OPAO4 50 0,47
Caiaponia-GO* 136 132 97 13,2 OPAO8 ¢ OPA09 OPAO4 45 046
Chapadao do Céu-GO* 155 144 93 144 OPAL1l OPAO4 70 0,47
Santo Antonio do Descoberto-GO* 148 146 99 14,6 OPAL1l OPMO3 140 0,43
Doverlandia-GO* 156 146 93 14,6 OPA1l OPAO4 40 0,47
Itaja-GO* 153 141 92 14,1 OPAll ¢ OPAO8 OPBOS 70 047
Itaruma-GO* 153 143 93 14,3 OPA- 11 OPAO4 130 0,43
Jatai-GO* 138 115 83 11,5 OPMO02 OPAO4 35 0,48
Mineiros-GO* 156 141 90 14,1 OPA0O8 OPMO0O3 58 0,48
Serranépolis-GO* 153 148 97 14,8 OPA11 OPAO4 118 0,45
Municipios** 146 134 92 13,4 OPA1l e OPAO8 OPNO5 85 0,46
Todos os acessos™** 157 156 99 15,6 OPA11 OPAI8 90 0,37

* Analise realizada com os acessos dentro de cada municipio; ** analise realizada entre os municipios; *** analise realizada com
todos os 122 acessos; **** nbt = nimero de bandas totais; nbp = niimero de bandas polimorficas; % P = porcentagem de polimorfismo
(ou taxa de polimorfismo); IE= iniciadores expressivos; IME= iniciadores menos expressivos; Mbi= Média bandas por iniciadores;

BStrap= bootstrap, e b= medida da heterogeneidade entre bandas.
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Municipios
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FIGURA 1- Dendrograma de similaridade genéticas entre 11 procedéncias de cajuzinho-do-cerrado obtido
pelo método UPGMA, com base na matriz de marcadores de RAPD. Distancia genética
média = 0,37. Os valores encontrados nos grupos indicam o valor percentual de vezes que
as procedéncias agruparam juntas em 1.000 ciclos de analise de bootstraping, utilizando o
programa Genes. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) ¢ de 0,91.
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FIGURA 2 - Dispersao graficaem duas dimensoes (2D) relativa a formagao de grupos dentro de procedéncias
de Cajuzinho-do-Cerrado entre os 11 municipios ( Aporé-GO; A Barra do Garga- MT; e
Caiaponia-GO m Chapadao do Céu-GO; A Doverlandia-GO;+ Itaja-GO;* Itaruma-GO; o
Jatai-GO; o0 Mineiros-GO ¢ Santo Antoénio do Descoberto-GO e ¢ Serrandpolis-GO).
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CONCLUSOES

A técnica RAPD mostra-se eficiente na ca-
racterizacdo genética da espécie nativa Anacardium
humile St. Hill, indicando grande variabilidade
genética entre acessos. Os iniciadores com maior
expressdo, em todos os municipios, sao OPA 11 ¢
08. Os resultados obtidos podem ser utilizados para a
selegdo de individuos da espécie em futuros trabalhos
de melhoramento e conservagao da espécie. Acessos
do municipio de Santo Anténio do Descoberto-GO,
apresentam maior variabilidade, comparados aos de
outros municipios, indicando maior poder informa-
tivo de diversidade, podendo ser utilizados como
locais de estudos in situ e suas matrizes potenciais
fornecedoras de materiais para estruturagdo de co-
legdes ex situ.
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