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RESUMO

A etapa de caracterizagdo de acessos € de fundamental importancia tanto na avaliagdo de uma
colecdo de germoplasma quanto para um programa de melhoramento genético. Para
realizacdo da etapa de caracterizacdo, seja morfoldgica ou molecular, necessita-se de plantas
no campo para observar aspectos da planta em geral ou coletar folhas para extracdo de DNA,
o que demanda maior tempo e custo do processo. Por outro lado, a extracado de DNA realizada
diretamente na semente permite que o genoma seja acessado sem a necessidade do plantio de
todas as sementes, acelerando a escolha de gendtipos de interesse e informacdes sobre a
variabilidade genética. Nesse sentido, objetivou-se com esse trabalho desenvolver uma
metodologia ndo-destrutiva de extracio de DNA a partir da semente de caju e avaliar a
diversidade genética de acessos de cajueiro do Cerrado. Para tanto, o trabalho foi dividido em
dois capitulos. No capitulo 1, as sementes foram perfuradas mecanicamente com uma mini
retifica, sendo retirada uma amostra do endosperma de cada semente. Para a extracdo de
DNA, foram testados diferentes protocolos e kits comerciais, assim como materiais para selar
a abertura feita na semente. Em conclusao, foi possivel extrair DNA de cajueiro a partir do
endosperma, utilizando, preferencialmente, kits comerciais de extracdo e cimento cola como
material selante para posterior plantio. No capitulo 2, a variabilidade genética de acessos de
cajueiro do cerrado foi avaliada de duas maneiras. Uma delas foi por meio da biometria das
sementes de sete acessos. Para isso, os dados foram submetidos a analise de varidncia e as
médias comparadas pelo critério de Scott-Knott (p < 0,05) e a importancia dos caracteres foi
feita com base no método de Singh. Utilizando a distancia generalizada de Mahanalobis (D2),
foi realizado a andlise de agrupamento pelo método UPGMA e o de otimizagdo de Tocher. A
outra maneira foi utilizando-se marcadores moleculares RAPD e ISSR para um dos acessos.
Para isso, as matrizes de distancias genéticas foram construidas pelo complemento aritmético
do coeficiente de Jaccard, obtidas dos dados bindrios gerados das bandas dos marcadores
moleculares. A partir das matrizes de dissimilaridade foi realizada a andlise de agrupamento
pelo método UPGMA e o de otimizacdo de Tocher. Os resultados biométricos e moleculares
indicam variabilidade genética entre e dentro dos acessos. Os métodos de biometria e de
marcadores moleculares baseados em RAPD e ISSR sdo eficazes em identificar variabilidade

entre sementes de cajueiro do Cerrado.

Palavras-chave: caju; marcadores moleculares; recursos genéticos.



ABSTRACT

The accession characterization step is of fundamental importance for both evaluation of a
germplasm collection and for genetic breeding program. Actual plants in the field are needed
to permit a characterization step, whether morphological or molecular, to observe overall
aspects of the plant or to collect leaves for DNA extraction, a process that demands
considerable amounts of time and resources. On the other hand, DNA extraction performed
directly on the seed allows the genome to be accessed without the need to plant all the seeds,
accelerating the choice of genotypes of interest and information on genetic variability. In this
sense, the objective of this work was to develop a non-destructive methodology for extracting
DNA from cashew seeds and to evaluate the genetic diversity of cashew tree accessions from
the Cerrado. The work was divided into two chapters. In chapter 1, the seeds were
mechanically perforated with a mini grinder, and a sample of the endosperm of each seed was
taken. For DNA extraction, different protocols and commercial kits were tested, as well as
materials to seal the opening made in the seed. In conclusion, it is possible to extract cashew
tree DNA from the endosperm, preferably using commercial extraction kits and cement as a
sealing material for later planting. In chapter 2, the genetic variability of Cerrado cashew tree
accessions was assessed in two ways. One was through biometry of seeds of seven accessions.
For this, the data were submitted to analysis of variance and the averages compared using the
Scott-Knott criterion (p < 0.05) and the importance of the characters was made based on
Singh's method. Using the generalized Mahanalobis distance (D2), cluster analysis was
performed based on UPGMA and Tocher's optimization method. The other way of assessment
was performed using RAPD and ISSR molecular markers for one of the accessions. For this,
genetic distance matrices were constructed by arithmetic complement of the Jaccard
coefficient, obtained through binary data from molecular marker bands. From the dissimilarity
matrices, cluster analysis was performed using UPGMA and Tocher's optimization method.
Biometric and molecular results indicate there is genetic variability between and within
accessions. The methods of biometrics and molecular markers based on RAPD and ISSR are

effective in identifying variability among Cerrado cashew tree seeds.

Keywords: cashew; molecular markers; genetic resources.
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1 INTRODUCAO

A agricultura € uma atividade que estd em constante mudancga, sujeita as
mudancas climdticas e a outros fatores naturais ou de interferéncia antrépica (BURLE, 2019).
Diante disso, torna-se essencial que os recursos genéticos sejam conservados, pois eles podem
deter variabilidade genética necessdria para evitar perdas, devido, principalmente, a pragas ou
doencas (SALOMAO et al., 2019). Permite-se que se tenha material genético com alelos
interessantes disponiveis, caso seja necessdrio utilizar em situagdes futuras (BURLE, 2019).

Os programas de melhoramento devem ter acesso a uma cole¢do de germoplasma
para que se tenha um repositério de genes (SOUZA et al., 2019). Essas cole¢des podem ser
mantidas em Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs), em que é feita a caracterizacdo e
avaliacdo dos materiais genéticos para obter informacdes sobre a variabilidade (OLIVEIRA et
al., 2020), e para a selecao de gendtipos que serdo estudados em programas de melhoramento
vegetal, dentre outros. Essas informacgdes, também sdo tteis para conhecer a diversidade
conservada, elaboracdo de estratégias de conservacdo e facilitar o uso dos recursos genéticos
(WADE et al., 2020).

A caracterizacao dos recursos genéticos € feita baseada em descritores que levam
em consideracdo diversos aspectos da planta (FALEIRO et al., 2020). Dentre os descritores
disponiveis, os morfoldgicos sdo muito utilizados para caracterizagdo nos BAGs, pois sao
considerados econdmicos, principalmente, se for realizada em um grupo maior de individuos
(PAIVA et al., 2019). Outro descritor utilizado € o molecular, que também se destaca como
uma forma de avaliacdo da diversidade genética (WADE et al., 2020), sendo feita por meio do
uso de marcadores moleculares, que também ¢ utilizada na caracterizagdo de colecdes de
germoplasma (SOUZA et al., 2019). Para o cajueiro (Anacardium occidentale L.), ha poucas
informacdes disponiveis de estudos moleculares, sendo utilizado marcadores aleatérios, como
RAPD e ISSR, para avaliar o genoma, pois eles aumentam as possibilidades de identificacdo
de polimorfismo (HAWERROTH et al., 2019). Além disso, esses marcadores moleculares,
sdo eficientes no tempo e custo, quando comparados com outros tipos de marcadores
(GIACHINO, 2020).

No cajueiro, a conservacao € feita, principalmente, por meio de plantas a campo e
sementes armazenadas em camara fria (CASTRO, 2020). Entretanto, quando a coleta do
material é feita em locais muito distantes, a conservagdo acaba sendo realizada apenas via
semente, pois ndo € possivel conservar todos os materiais em campo, aguardar seu

crescimento vegetativo e reprodutivo, para entdo caracterizar o material com base nos
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descritores morfoldgicos. Mesmo fazendo uso de descritores moleculares, normalmente isso €
feito a partir do DNA extraido de folhas, obrigatoriamente necessitando do plantio das
sementes.

Diante dessa problemadtica, objetivou-se com esse trabalho desenvolver uma
metodologia ndo-destrutiva de extracdo de DNA a partir da semente de caju e avaliar a

diversidade genética de acessos de cajueiro do Cerrado coletado de populacdes naturais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), € uma arvore origindria do Brasil, que
pode ocorrer em dreas tropicais como na América (LAYEK et al., 2021) e em outros lugares
de clima semelhante, como India e Africa Oriental (JEYAVISH NU et al., 2021). Isso se deve
a caracteristicas que permitem sua boa adaptagcdo nessas regides, como resisténcia ao estresse
hidrico, a altas temperaturas e a solos com baixa fertilidade (SERRANO; PESSOA, 2016).

O cajueiro pertence a ordem Sapindales (ADEIGBE et al., 2015); Familia
Anacardiaceae, que é composta por cerca de 70 géneros e 700 espécies; O género Anacardium
€ constituido por cerca de 22 espécies, sendo 21 origindrias das Américas do Sul e Central e
uma da Maldésia. Dentre as 22 espécies citadas apenas a espécie A. occidentale, é explorada
comercialmente (SERRANO; PESSOA, 2016). Essa espécie foi introduzida em outros paises,
como Africa e Asia, por volta do século XVI pelos portugueses espalhando-se por esses
continentes através de dispersores como aves, ratos € humanos (SALAM; PETER, 2010).
Posteriormente, espalhou-se para outros locais como Austrélia e algumas partes do continente
norte-americano (SALAM; PETER, 2010).

De acordo com o IBGE (2021), atualmente o Brasil possui cerca de 427,1 mil
hectares plantados com cajueiro, localizados, principalmente, na Regido Nordeste, com
producdo de 111,103 toneladas de castanha. Segundo a mesma fonte, os principais produtores
estdo na regido nordeste, sendo destaque o estado do Ceard (~62%), onde se encontra mais da
metade da area colhida, Piaui (~15%) e Rio Grande do Norte (~12%) e os estados da Bahia,
Pernambuco e Maranhdo complementam quase a totalidade do restante. Isso € resultado de
uma boa adaptacdo da cultura e bom aproveitamento dos seus produtos, pois comercializam-
se diferentes partes da planta, como a madeira (oriunda de poda), o pedinculo (usado na
producdo de sucos, cajuina, racdo animal entre outros produtos), liquido da castanha do caju
(LCC - aproveitado na industria quimica) e a castanha ou améndoa, considerada o principal
produto para comercializacdo (BRAINER; VIDAL, 2021). Além disso, essa espécie possui
propriedades bioldgicas (acdo antimicrobiana, antioxidantes, efeitos antiulcerogé€nicos e anti-
inflamatoérios); o fruto e o pseudofruto sdo saborosos e ricos em minerais, vitaminas e alguns
nutrientes essenciais (SALEHI et al., 2020), contribuindo para sua boa aceita¢cdo no mercado
e ajuda na renda das familias produtoras.

Em relacdo a aspectos morfolégicos, o cajueiro é uma planta perene, com
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ramificacdo baixa e porte variado, distinguindo-se em ando-precoce (porte baixo) e comum
(porte alto); sistema radicular do tipo pivotante bem desenvolvido e normalmente bifurcada,
com raizes laterais que atingem até duas vezes a projecdo da copa; folhas simples, inteiras,
alternas, glabras, de aspecto subcoridceo e com peciolo curto; ramificacdes intensivas, das
quais se originam as paniculas, e extensivas, que ndo resultam em paniculas; essas paniculas
contem flores masculinas e hermafroditas em propor¢des variadas e sdo produzidas na
periferia da copa (ARAUJO et al., 2015). E mais comum a ocorréncia de polinizacdo cruzada
(entre flores diferentes) no cajueiro, conferindo comportamento de alogamia, pois a estrutura
da flor favorece a esse tipo de fecundacao (MELO et al., 2013).

O caju é o conjunto formado pela castanha (fruto verdadeiro) e pedidnculo
(pedicelo da flor que se desenvolveu ou pseudofruto) (SERRANO; PESSOA, 2016). Esses
autores também descrevem a castanha (o fruto verdadeiro) como o conjunto constituido pelo
pericarpo (casca) e pela améndoa (semente), sendo o pericarpo constituido por trés camadas:
epicarpo (camada mais externa), mesocarpo (camada intermedidria da casca) e endocarpo
(camada mais interna) (SERRANO; PESSOA, 2016).

Serrano e Pessoa (2016), descreveram a semente do cajueiro como o 6vulo da flor
desenvolvido apds a fecundacdo, localizando-se na parte interna da castanha. Segundo os
mesmos autores, a semente possui trés partes:

e Tegumento (pelicula): envoltério pouco rigido, com funcdo de proteger a améndoa;

e Embrido: formado por duas partes, a radicula (originard o sistema radicular da nova
planta) e o cauliculo (responsdvel por formar as primeiras folhas embriondrias e
améndoa);

e Améndoa: composta por dois cotilédones de coloracdo branco-amarelada, carnosos e
ricos em 6leo (dcidos graxos insaturados). E um tecido de reserva com funcio de

armazenar nutrientes que serao utilizados no crescimento inicial.

2.2 Recursos genéticos e Banco Ativo de Germoplasma (BAG)

A conservacdo dos recursos genéticos € uma atividade indispensdvel, pois permite
que a caracterizagdo e disponibilizacdo da variabilidade genética presente possa oferecer
genes que poderdo ser utilizados pelos programas de melhoramento a fim de evitar perdas
futuras, devido a pragas, doencas ou mudancas climaticas (SALOMAO et al., 2019). Para
isso, a conservacdo dos recursos genéticos deve ser fundamentada na introducgdo, coleta,

caracterizacdo, avaliacdo, intercambio dos recursos genéticos disponiveis, a fim de conhecer
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e, consequentemente, armazenar os materiais genéticos (OLIVEIRA et al., 2020; FALEIRO et
al., 2020).

Essa conservacdao pode ser feita fora do seu habitat natural (ex situ), sendo
manejada em locais de condig¢des artificiais, como nos Bancos Ativos Germoplasma (BAG)
(JOSE et al., 2019), ou no proprio local de ocorréncia (in situ), seja de forma espontanea na
natureza (nativos) ou nos locais de adaptacdo (espécies domesticadas ou cultivadas)
(SEVILHA et al., 2019). Nesses locais, deve ser feita a caracterizagdo desses individuos,
baseados em descritores que levam em consideracdo caracteristicas morfoldgicas,
agrondmicas, citoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas e moleculares (FALEIRO, et al., 2020).

Dentre as caracterizagdes, a morfoldgica possui o melhor custo/beneficio para ser
realizada em um grupo maior e € a prioritdria realizadas nos BAGs e nucleos de conservacgao.
Contudo, nos casos de cole¢des muito grandes e com disponibilidade de recursos financeiros,
a caracterizacdo a partir do DNA dos individuos (genotipagem) pode ser tornar mais vidvel,
pois seria possivel identificar os acessos mais diversos e, a partir disso, fazer uma amostragem

para posteriormente ser feita a caracterizagdo morfologica (PAIVA et al., 2019).

2.2.1 Banco Ativo de Germoplasma do cajueiro

O Banco Ativo de Germoplasma do Cajueiro da Embrapa (BAG-Caju), encontra-
se no Campo Experimental de Pacajus sendo a maior parte de individuos da espécie A.
occidentale (CASTRO, 2020) e conserva 784 acessos (ALELO, 2023). A coleta de novos
materiais € feita anualmente, sendo priorizado a coleta em novas dreas, incluindo populacdes
do Cerrado (CASTRO, 2020). Essa coleta € feita por meio da obtencdo de novas sementes,
sendo necessario muitos individuos para ser representativo, pois o cajueiro possui alto grau de
heterozigose (CASTRO et al. 2013).

A caracterizacdo vem sendo realizada por meio de descritores morfoldgicos da
planta, do pedinculo e do fruto, caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas do
pedunculo e fruto, além da ocorréncia da intensidade de doencas (CASTRO, 2020). Além
disso, o cajueiro, como espécie predominantemente alégama, com alto grau de heterozigose,
necessita de um grande nimero de amostras afim de representar a variabilidade contida nas
populacdes naturais, o que torna essa atividade onerosa (PAIVA; CRISOSTOMO; BARROS,
2003).

2.3 Diversidade genética
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A caracterizacdo dos recursos genéticos € importante para que se tenha
informacdes sobre a diversidade genética e seja possivel desenvolver estratégias de uso e
conservacao (WADE et al.,, 2020). Isso € possivel por meio da utilizacdo de descritores
morfolégicos (CARNEIRO et al., 2019) e marcadores moleculares, pois sdao ferramentas
basicas nos estudos em genética da conservacdo (RAMALHO et al., 2016).

A caracterizacdo morfoldgica estd ligada a caracteristicas fenotipicas da planta,
que podem ser avaliados de forma quantitativa e qualitativa, dependendo dos descritores da
espécie, sendo alguns deles: arquitetura da planta, formato da folha, cor da flor, tamanho de
sementes e frutos, dentre outros (PAIVA et al., 2019). A partir desses dados € possivel obter
informacdes sobre a variabilidade genética da espécie (DANTAS et al., 2019). Dentre os tipos
de avaliacdo morfoldgica, tem-se a biometria, que € bastante realizada em frutos e sementes,
cujos dados podem fornecer informacdes sobre a variabilidade dentro de popula¢des de uma
mesma espécie (GUSMAO:; VIEIRA; JUNIOR, 2006).

Para utilizacdo de marcadores moleculares pressupde-se que existem diferencas
genéticas no DNA (JESUS et al., 2018) e a partir disso, € feita a caracterizacdo molecular do
individuo, sendo possivel evitar a influéncia do ambiente e a expressiao do fenétipo (PAIVA et
al., 2019). O uso de marcadores apresenta vdrias vantagens, dentre elas a obtencdo de um
nimero quase que ilimitado de polimorfismos genéticos, a identificacdo direta do gendtipo
sem influéncia do ambiente, a possibilidade de deteccio em qualquer estddio do
desenvolvimento da planta, dentre outros (JESUS et al.,, 2018). Entretanto, ainda ¢ uma
técnica de custo elevado, sendo necessdrio equipamentos especificos e técnicos para
realizacdo desses estudos (PAIVA et al., 2019).

Existem varios tipos de marcadores que podem ser utilizados de forma eficiente
na caracterizagdo molecular. Os marcadores de DNA sdo divididos em trés categorias
principais: os baseados em hibridizagdo, os baseados em PCR (Reacdio em Cadeia da
Polimerase — Polymerase Chain Reaction) e marcadores baseados em sequenciamento
(TURCHETTO et al., 2017). Para a estimativa de variabilidade e diversidade genética podem
ser utilizados os marcadores baseados em PCR, como RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) (PAIVA et al., 2019), dentre outros.

Dentre esses, o RAPD foi o primeiro e o mais simples de todos os marcadores
desenvolvidos para avaliar a diversidade genética entre espécies de plantas (DAR;

MAHAJAN; SHARMA, 2019). E uma técnica baseada no uso de um tnico iniciador de 10
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bases de sequéncia arbitraria com 60% ou mais de bases GC, em que os polimorfismos desse
marcador resultam da variacdo de sequéncia em locais de iniciagdo ou variacdo de
comprimento na sequéncia alvo situada entre os locais de ligacdo do iniciador (GROVER;
SHARMA, 2016). Esse marcador permite que se tenha uma anélise rdpida e simples, além de
utilizar quantidades pequenas de DNA e ndo necessitar de dados preliminares de
sequenciamento (YOUNIS et al., 2020).

O ISSR € um marcador comum, também usado para detectar a variagdo e
divergéncia genética (CHEN et al., 2021). Esse método envolve a amplificacdo do segmento
de DNA, sendo realizada com um udnico primer consistindo em vdrias repeticdes e ancorado
geralmente com 2 a 4 nucleotideos arbitrarios (TURCHETTO et al., 2017). Além disso, esses
marcadores podem ser utilizados para diversas espécies vegetais sem a necessidade de
sequenciamento genético e podem ser indicados para estudos de diversidade e mapeamento
genético de populacdes (FELIX et al., 2020).

Portanto, os marcadores ISSR e RAPD facilmente detectam polimorfismo e tem
potencial para determinar niveis de variagdo intraespecificos e interespecificos, além de
cobrirem grande parte do genoma (GIACHINO, 2020). Esses marcadores sdo confidveis,
faceis de aplicar e versateis (CUI et al., 2017) e, em comparagdo com outros marcadores,
mostram-se eficientes no tempo e custo, ndo sendo necessdrio informagdes de

sequenciamento ou uso de substancia radioativa (GIACHINO, 2020).
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Capitulo 1: Metodologia nao-destrutiva de extracao de DNA a partir de semente do

cajueiro.

1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) ¢ uma espécie vegetal nativa muito
apreciada e utilizada pela populagdo, devido aos seus diversos usos e beneficios,
principalmente alimentares e medicinais (NOVAES; NOVAES, 2021). Além disso, possui
importancia socioecondmica, por ser fonte de emprego e renda para as familias,
principalmente no periodo de seca (BRAINER; VIDAL, 2021), sendo que a regidao do
Nordeste se destaca como maior produtora, principalmente o estado do Ceard (IBGE, 2021).
Devido a isso, é importante que os produtores e pesquisadores continuem ampliando a base
genética dos materiais genéticos e desenvolvendo novas variedades (CZEMBOR et al., 2021).

A conservacdo e a caracterizacdo de diferentes acessos em Bancos Ativos de
Germoplasma (BAGs) s@o essenciais para conhecer a variabilidade genética das plantas, as
caracteristicas que carregam em si € que poderd facilitar o seu uso em programas de
melhoramento genético (OLIVEIRA, et al., 2020). Conservar a diversidade genética das
culturas agricolas € importante para que se tenha base genética disponivel (alelos) para
possiveis adaptacdes que possam ser necessdrias no futuro (BURLE, 2019).

A caracterizagdo do material genético € feita por meio de descritores, que sdao
baseados em caracteristicas da planta, sendo eles: morfoldgicos, agrondmicos, fisiologicos,
moleculares, dentre outros (FALEIRO, et al., 2020). Entretanto, a utilizacdo de todos os
descritores exige muito tempo e mao de obra para sua realizagdo, sendo importante escolher
somente aqueles que permitirdo uma melhor avaliagdo do seu material e, consequentemente, a
variabilidade dos acessos (OLIVEIRA, et al., 2020). A variabilidade genética pode ser
estimada através dos marcadores moleculares baseados em PCR, como RAPD, ISSR e AFLP
(PAIVA et al., 2019). Para realizacdo da caracterizacdo molecular, primeiramente deve ser
feita a extragdo do DNA, a partir do material vegetal do individuo.

Em geral, a extracdo € realizada utilizando o tecido foliar. Porém, quando
realizada a partir das sementes, permite que a caracterizacio molecular seja realizada
independente da fase da planta e antes da semeadura, economizando tempo e espaco (VON
POST et al., 2003). A partir disso, seria possivel acelerar as andlises genéticas de genétipos,
caracterizar e eliminar sementes indesejaveis, antes de leva-las ao campo (MA et al., 2019).

Mas para que o plantio de sementes previamente avaliadas e selecionadas seja possivel, a
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extracdo do material genético (DNA) tem que ser feita de forma ndo destrutiva (ZHENG et
al., 2015). Além de tornar possivel o envio das sementes devidamente avaliadas para outros
lugares pois, diferente do tecido foliar, as sementes ndo precisam ser mantidas no gelo ou
liofilizadas (VON POST et al., 2003) a fim de preservar a integridade do material genético.

Atualmente, a maior parte da conservacdo do cajueiro € feita por meio de plantas a
campo e sob a forma de sementes em camara fria (CASTRO, 2020). Entretanto, alguns
acessos coletados s6 estao conservados sob a forma de sementes, pois sdo resultado de coletas
em regides distantes. Logo, desenvolver ou adaptar metodologias de extracio de DNA
diretamente da semente € fundamental. Estudos realizados em cajueiro (Anacardium
occidentale L.), buscando facilitar essa extracdo, podem simplificar e otimizar muitas etapas,
permitindo a obtencdo de resultados de forma mais rapida.

Dessa forma, esse estudo teve como objetivo desenvolver uma metodologia de

extracdo de DNA, ndo destrutiva, a partir da semente do cajueiro.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material

O material coletado foi utilizado para os testes de extracdo de DNA. As sementes
utilizadas foram as do clone CCP 06 (safra 2022), pois apresentam elevado poder
germinativo. As sementes foram perfuradas mecanicamente com auxilio de uma mini retifica
(Figura 1A), da marca Dremel, na sua por¢do mais distal em relacdo a posicdo do embrido
(Figura 2) com uma broca do tipo escariadora n° 194 (1/8 polegadas) até atingir o
endosperma. Uma pequena amostra do endosperma (= 20 mg) foi coletada com um tubo de
aco, previamente autoclavado, de 3 mm de diametro (Figura 1B) e imediatamente colocada no
microtubo com o auxilio de um pino também de aco. Um novo tubo autoclavado foi utilizado

para cada amostra.

Figura 1 - Equipamentos utilizados para perfuracdo das sementes.

A ' : 1 B

A- Mini retifica; B- Tubo de aco e broca. A seta e circulo vermelho destaca a broca
utilizada. Fonte: Bordallo (2023).
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Figura 2 - Sementes do clone CCP 06 perfuradas.
A B

1- Visdo externa; 2- Visao interna. A seta vermelha indica a posi¢do do embrido. Fonte: autora

(2022).

2.2 Determinacao de material selante e teste de germinacao preliminar

Devido a abertura feita na castanha para retirada do endosperma, foram testados
quatro materiais para selar essa regido a fim de evitar a inviabilizacdo da semente e permitir
seu uso em plantios futuros. Para os testes preliminares, os materiais com propriedades
selantes foram aplicados na regido logo apoés a retirada do endosperma e da casca, sendo elas:
1) gel a base de quitosana (FILHO, 2021), 2) silicone, 3) cimento cola e 4) gesso (esses trés
dltimos comerciais).

Quanto a preparagdo do selante a base de quitosana seguiu os seguintes passos: 1)
preparo de solucdo com 10 ml de 4cido acético PA (99,5% de pureza) e 90 ml de dgua
destilada; 2) foi adicionado 1 ml de SPAN 80 (tensoativo) e 10 ml de glicerol; 3) a mistura foi
aquecida a 80 °C sob agitagdo mecanica de 300 rpm e 5 gramas de quitosana foi adicionado
lentamente até a completa dispersdo desta com a formacdo de um gel; 4) o gel formado foi
resfriado até 65 °C e a seguir, sob agitacdo de 300 rpm, foi adicionado 12 gramas de gelatina
comercial bovina até sua completa dispersao e incorporagdo / solubilizacdo no gel; 5) o gel foi
resfriado até a temperatura ambiente (25-28 °C) e foi aplicado nos furos das castanhas com
auxilio de uma seringa de 3 ml. O silicone foi aplicado aos furos com o préprio bico aplicador
da bisnaga. O cimento cola e o gesso foram preparados de acordo com as instru¢cdes dos
fabricantes e inseridos com auxilio de uma seringa de 3 ml.

Apos a secagem dos selantes, conforme a indicacdo dos fabricantes, as sementes
foram plantadas em bandejas com substrato comercial. Os testes preliminares consistiram na
utilizacdo de 10 sementes, perfuradas e ndo perfuradas (controle), em condicdes de telado,

avaliadas uma vez por semana, pelo periodo de um més. Para determinagdo do selante, foi
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feita a comparacdo entre os materiais selantes utilizados, sendo escolhido aquele que ndo

reduzisse drasticamente a quantidade de sementes que emergissem.

2.3 Teste de germinacao definitivo

Recomenda-se que haja um treinamento prévio com o operador da mini retifica,
para evitar a retirada de endosperma em excesso ou danos maiores na semente. Apds a
defini¢ao do selante com melhor potencial para vedar as sementes nos testes preliminares, foi
realizado um teste de germinacdo com dois tratamentos: sementes perfuradas e seladas;
sementes ndo perfuradas (sementes normais), com 100 repeticdes cada tratamento. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC). As sementes de cada tratamento
foram semeadas em tubetes com substrato comercial e avaliadas uma vez por semana, pelo
periodo de um més, para quantificar a emergéncia das sementes. Os experimentos de
germinacdo foram conduzidos no viveiro de producio de mudas da Embrapa Agroinddstria
Tropical, em Pacajus-CE. Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, por

meio do software Genes (CRUZ, 2016).

2.4 Extracao de DNA da semente do clone CCP 06

Para a extracdo de DNA, foram testados cinco protocolos ja publicados e trés kits
comerciais, sendo eles, respectivamente: Zheng et al. (2015), CTAB-PVP e WIZARD PVP
propostas por Costa et al. (2015), Ahmad, Ferguson e Southwick (2003), Doyle e Doyle
(1990), Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), EasyPure
Plant Genomic DNA kit (TransGen, Beijing, China) e Quick-DNA Plant/Seed Miniprep Kit
(Zymo Research Corp., Orange, CA). Finalizadas as extracOes, todos tiveram o DNA
quantificado em espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e o DNA bruto foi
visualizado em gel de agarose a 0,8%. Destes, foram selecionados os métodos que

conseguiram extrair DNA de qualidade suficiente para usos futuros.

2.5 PCR para verificar a viabilidade dos DNAs extraidos

A verificacdo da viabilidade dos DNAs extraidos do clone CCP 06 de cada

protocolo foi feita por meio de reacdes de PCR usando 4 primers ISSR, sendo eles 1826, 1834,
1840 e 1846 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Primers ISSR utilizados em amplificacdes de DNA do clone CCP 06.

Primers ISSR Sequéncia completa (5°-3°) Ta (°C)
| 1826 | (AC)sC 47.1
1834 (AG)YT 50.4
1840 (GA)YT 49.2
1846 (CA)sRT 50.0

Ta = temperatura de anelamento. Y= C ou T; R = A ou G. Fonte: autora (2023).

As concentragdes adotadas para um volume final de 20 pL, consistiram em:
tampao da PCR 1X; MgCl> 2 mM; dNTP 0,2 mM; 1U Taq DNA polimerase, 0,8 pM de
primer; 20 ng de DNA e 4gua ultrapura para completar o volume final. Para as reacdes de
PCR, as amostras foram amplificadas utilizando termociclador (Applied Biosystems, modelo
Veriti 96-Well Thermal Cycler) nas etapas a seguir: (I) desnaturacdo inicial do DNA a 94 °C
por 5 minutos, (II) realizacdo de 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto; anelamento durante 40
segundos a temperaturas especificas para cada primer (Tabela 1); extensdo por 2 minutos a

72 °C; e (II) extensdo final do DNA por 5 minutos a 72 °C.

2.6 Validacao do protocolo em sementes de cajueiro do cerrado

Ap6s a defini¢dao do protocolo que apresentou o melhor resultado para extragao de
DNA, essa metodologia foi entdo testada em cinco sementes do acesso BGC 676, coletadas
no cerrado brasileiro (municipio de Campos Belos, Goids). O DNA bruto foi quantificado em
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e visualizado em gel de agarose a 0,8%. Foi realizado
uma PCR com um marcador do tipo ISSR para validagao da metodologia.

Para verificar a viabilidade dos DNAs, foi realizado uma PCR com o primer 1848
(Sequéncia completa 5°-3°: (CA)sRG). As concentra¢des adotadas para um volume final de 20
uL, consistiram em: tampao da PCR 1X; MgCl, 2 mM; dNTP 0,2 mM; 1U Tag DNA
polimerase, 0,8 uM de primer; 20 ng de DNA e dgua ultrapura para completar o volume final.
Para as reagcdes de PCR, as amostras foram amplificadas utilizando termociclador (Applied
Biosystems, modelo Veriti 96-Well Thermal Cycler) nas etapas a seguir: (I) desnatura¢io
inicial do DNA a 94 °C por 5 minutos, (II) realizacdo de 40 ciclos a 94°C por 1 minuto;
anelamento durante 40 segundos a temperaturas especificas de 50,8 °C; extensdo por 2

minutos a 72°C; e (III); extensdo final do DNA por 5 minutos a 72 °C.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comparacio de selantes e teste preliminar de germinacao

Ap0s a realizacdo dos testes preliminares, as sementes que ndo germinaram foram
abertas para avaliacdo da parte interna. Foi visualizado a absor¢cdo excessiva de dgua o que
levou ao apodrecimento das améndoas (Figura 3). Por isso, aqueles selantes que se mostraram
higroscépicos foram descartados, como o gel a base de quitosana e o silicone. Entre o gesso e

cimento cola, este dltimo foi o que levou a uma menor perda do potencial germinativo.

Fonte: autora (2022). .

3.2 Teste de germinacao definitivo

Obteve-se como resultado do teste de germinacdo, 60% de sementes perfuradas
emergidas, comparando com 81% das sementes ndo perfuradas. Nao foram observadas
diferencas visuais e estruturais discrepantes entre as plantas produzidas a partir das sementes
perfuradas das ndo perfuradas. Na andlise de varidncia (Tabela 2), os resultados foram
significativos, indicando que estatisticamente existe diferenca, embora o percentual de
germinagdo tenha sido acima de 50%. Isso mostra que ainda devem ser feitos estudos para
desenvolver adaptacdes e melhorias para aumentar o percentual de germinagcdo a niveis

préximos das sementes ndo perfuradas.
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Tabela 2 - Resumo da Analise de Variancia: Quadrados médios (QM) e
Coeficiente de variacdo (CV) para o teste de germinacao.

F.V Teste de germinacao
Tratamento 57,8%*
CV% 19,2

** Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F. Fonte: autora (2023).

3.3 Preparacao das amostras para extracao de DNA

Algumas adaptagdes foram feitas nas metodologias a fim de melhorar os
resultados como, por exemplo, armazenar o material coletado em ultrafreezer a -80°C para
que este ndo oxidasse e se mantivesse molecularmente integro até o inicio da extragdo de
DNA propriamente dita. Apds alguns testes, decidiu-se ndo utilizar nitrogénio liquido nas
amostras, pois dificultava a maceracdo devido ao congelamento e, consequentemente,
endurecimento do material dentro do microtubo. As solucdes de lise foram adicionadas
diretamente no microtubo e a amostra macerada com auxilio de um pistilo de plastico
autoclavado (Figura 4) para todos os protocolos e Kkits avaliados. Isso evita possiveis
contaminacdes ou a perda do material durante a transferéncia do cadinho para o microtubo, no

caso de maceragdo com nitrogénio liquido.

Figura 4 - Material sendo macerado com auxilio do pistilo.

Fonte: autora (2023).

3.4 Extracao de DNA do clone CCP 06
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Em relacdo a extracdo de DNA de sementes de cajueiro do clone CCP 06, foi
possivel notar que as bandas se apresentaram-se mais definidas para os DNAs extraidos com
kits, mesmo que na quantificagdo tenham se mostrado com baixa concentragdo, indicando

uma melhor purifica¢do (Figura 5 e Tabela 3).

Figura 5 — Gel de agarose mostrando o DNA bruto resultados dos protocolos e kits testados
do clone CCP 06.
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1-4. Zheng et al. (2015); 5-7. Doyle-Doyle (1990); 8-11. Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega); 12-
15. Wizard PVP - Costa et al (2015); 16-19. Ahmad, Ferguson e Southwick (2003); 20-23. CTAB-PVP — Costa
et al. (2015); 24-27. EasyPure Plant Genomic DNA kit (TransGen); e 28-30. Quick-DNA Plant/Seed Miniprep

Kit (Zymo). Os nimeros em cada coluna do gel correspondem a identificacdo das sementes utilizadas. M.
marcador de peso molecular de 1Kb. Fonte: autora (2023).
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Tabela 3 - Quantificacdo e avaliacdo da qualidade do DNA do clone CCP 06 através do
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

ID Concentracao 260/280 260/230 | ID Concentracao 260/280 260/230
(ng/pl) (ng/ul)

01 | 217 0,92 0,31 |16 19,6 0,95 0,43
02 336,4 1,33 044 |17 19,9 1,01 0,22
03 310,7 1,46 0,49 |18 43,2 0,91 1,07
04 151,4 1,51 049 |19 21,6 1,2 0,35
05 52,5 1,73 0,69 |20 223 2,16 2,33
06 301,2 1,86 1,07 |21 6,9 2,88 -14,1
07 1074,8 1,55 0,54 |22 21,4 2,01 1,89
08 722,4 1,38 0,54 |23 10,0 1,77 2,83
09 209,7 1,75 095 |24 74 2,86 0,2
10 83,2 1,2 0,44 |25 2,5 3,65 1,64
11 392,3 0,9 0,21 |26 49,1 1,57 0,77
12 190,5 1 0,27 |27 9,0 1,55 1,24
13 50,3 1,25 0,38 |28 6,6 -3,74 -0,6
14 75,5 1,08 0,28 |29 7 -6,92 0,25
15 158 1,62 0,68 |30 6,4 -3,14 -2,68

1-4. Zheng et al. (2015); 5-7. Doyle-Doyle (1990); 8-11. Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega); 12-
15. Wizard PVP - Costa et al (2015); 16-19. Ahmad, Ferguson e Southwick (2003); 20-23. CTAB-PVP - Costa
et al. (2015); 24-27. EasyPure Plant Genomic DNA kit (TransGen); e 28-30. Quick-DNA Plant/Seed Miniprep
Kit (Zymo). Fonte: autora (2023).

Essa variacdo na qualidade do DNA também € vista em outros trabalhos em que a
extracdo do DNA foi realizada diretamente na semente, mas que ndo interferiu em andlises
com marcadores moleculares. Zheng et al. (2015), ao realizar a extracdo de DNA a partir da
semente de algoddo, utilizando o tecido dos cotilédones, relataram que ocorreram pequenas
variacdes no rendimento dos DNAs extraidos, mas permitiam o seu uso em andlises
moleculares. Von Post et al (2003), desenvolveram um método de extracdo ndo destrutivo e
rapido para sementes de cevada que também apresentou um DNA de ndo tdo boa qualidade e
pouco concentrado, mas que permitia o uso direto em andlises de rotina em qualquer

laboratdrio. Esses autores relataram que a partir da utilizacdo desses métodos de extracdo pela
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semente, € possivel otimizar o tempo e trabalho, e a realizacdo de extracdo de milhares de

amostras ao dia.

3.5 PCR para verificar a viabilidade dos DNAs extraidos

Nos testes realizados em todas as amostras com primers ISSR, foi possivel
visualizar que as amplificacdes feitas com os DNAs extraidos por Kkits apresentaram os
melhores resultados (Figura 6). Entretanto, a qualidade do DNA ndo foi muito boa, baseando-
se nas razdes 260/280 e 260/230 e no gel de agarose. Isso pode ser devido a presenca de
substancias que sdo caracteristicas de algumas plantas da familia Anacardiaceae que
apresentam alguma toxidade, sendo eles flavondides, especialmente biflavondides, e lipidios
fendlicos (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006). A presencga desses compostos pode interferir
nas analises moleculares com marcadores baseados em PCR (SILVA, 2010), sendo outro

fator que influencia na qualidade do resultado.

Figura 6 - Resultado da amplificagdo dos DNAs do clone CCP 06 com primers
ISSR nos diferentes protocolos de extracdo testados.
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A) 5-7. Doyle-Doyle (1990); 8-10. Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega); B) 24-27.
EasyPure Plant Genomic DNA kit (TransGen); C) 12-15. Wizard PVP - Costa et al (2015); 17-19.
Ahmad, Ferguson e Southwick (2003); 22-23. CTAB-PVP — Costa et al. (2015); e D) 28-30. Quick-
DNA Plant/Seed Miniprep Kit (Zymo). M. marcador de peso molecular de 1Kb. Fonte: autora (2023).

Dessa forma, os resultados indicam que o protocolo Doyle-Doyle (1990) e os kits

comerciais Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega) e EasyPure Plant Genomic
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DNA kit (TransGen) apresentaram quantidade suficiente e qualidade aceitdvel de DNA que
permitirdo trabalhos futuros, como o uso em andlises com marcadores moleculares, por
exemplo. H4 uma tendéncia na escolha pelos kits comerciais, uma vez que sao mais rapidos e
nao é necessdria a utilizacdo de reagentes toxicos como beta-mercaptoetanol e cloroférmio,

além disso, deve ser considerado o custo/beneficio.

3.6 Validacao do protocolo de extracio de DNA em sementes de cajueiro do Cerrado

Foi utilizado o Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega) para extracao do
DNA do acesso BGC 676, sendo escolhido pelo melhor custo/beneficio. A figura 7 e a tabela
4 mostram os resultados do DNA bruto e a quantificagdo, respectivamente, para as 5 amostras
extraidas do acesso BGC 676. Foi possivel visualizar as bandas de DNA para todas as
amostras. A qualidade do DNA indicado pelas razdes 260/280 e 230/260, também nao foi um

fator limitante para uso posterior com marcadores moleculares.

Figura 7 - Resultado da extracdo de DNA do acesso BGC 676
através do Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega).

Os nimeros em cada coluna do gel correspondem a identificacdo das sementes utilizadas. M. marcador de
peso molecular de 1Kb. Fonte: autora (2023).
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Tabela 4 - Quantificacdo de DNA do acesso BGC 676 através do NanoDrop
2000 (Thermo Scientific).

ID Concentracao (ng/pl) 260/280 260/230
| |

01 157,7 1,81 1,6

02 137,6 1,77 1,56

03 118,9 1,58 0,8

04 111,5 1,68 1,24

05 65,2 1,71 1,24

Fonte: autora (2023).

O teste de viabilidade com esses DNAs foi realizado por meio de uma PCR com
um marcador do tipo ISSR (I848). E possivel observar que ocorreu amplificagio em todas as
amostras (Figura 8), indicando que o material pode ser utilizado para andlises posteriores,

como de divergéncia genética por exemplo.

Figura 8 - Resultado da amplificacdo dos DNAs do acesso BGC
676, com primer ISSR 848, para validagdo da metodologia de
extracao.

Os numeros em cada coluna do gel correspondem a identificacdo das sementes
utilizadas. M. marcador de peso molecular de 1Kb. Fonte: autora (2023).



40

4 CONCLUSAO

A metodologia técnica-cientifica desenvolvida é eficaz em extrair DNA de
cajueiro a partir do endosperma. Os kits comerciais Wizard Genomic DNA Purification kit
(Promega) e EasyPure Plant Genomic DNA kit (TransGen), foram superiores aos demais
quanto ao uso desse DNA com marcadores ISSR baseados em PCR. O cimento cola foi o
selante que apresentou os melhores resultados, possibilitando em um maior nimero de

sementes germinadas dentre as perfuradas.
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Capitulo 2: Diversidade genética de acessos de cajueiro do Cerrado.

1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), € uma arvore tropical (DAO et al., 2022)
e de origem brasileira, resistente a condi¢des adversas, apresentando como caracteristica a
sobrevivéncia durante os periodos de seca do ano (JEYAVISHNU et al., 2021). Essa
caracteristica é de grande importincia socioecondmica, pois a colheita ocorre na entressafra
de outras culturas, além dessa producdo ser feita por pequenos produtores, contribuindo na
geracdo de renda e permanéncia das familias no campo (ALMEIDA et al., 2017). O Brasil
possui cerca de 427,1 mil hectares plantados com cajueiro, cuja produgdo de castanha é de
111,103 toneladas (IBGE 2021), estando concentrada, principalmente no Nordeste
(BRAINER; VIDAL, 2021).

Devido a essa importancia socioecondmica, estudos realizados com o cajueiro sao
muito importantes, principalmente aqueles que visam caracterizar a variabilidade genética. O
cajueiro é uma planta principalmente alégama, com alto grau de heterozigose, possuindo
grande variabilidade nas populacdes naturais (PAIVA; CRISOSTOMO; BARROS, 2003).
Além disso, o Cerrado possui grande diversidade genética, representando 30% de toda a flora
natural do Brasil, sendo que muitas espécies, principalmente as frutiferas, possuem ampla
variabilidade de cores, formatos, aromas, dentre outros (DANTAS et al., 2019).

Por isso, € necessario que seja feita a caracterizagc@o e avaliacdo desses materiais
genéticos, pois € importante conhecer a variabilidade do material (OLIVEIRA et al., 2020;
FALEIRO et al., 2020) e, a partir dessas informagdes, planejar as técnicas de conservacao e de
uso (WADE, et al., 2020).

A caracterizacdo do material € feita por meio de descritores da planta (FALEIRO,
et al., 2020). Dentre eles, tem-se os descritores morfolégicos, que sdo os mais utilizados na
caracterizacdo e quantificacio da diversidade genética em cajueiros (CARNEIRO et al., 2019).
Nos descritores morfoldgicos, tem-se a biometria, que pode ser feita em frutos ou sementes, e
permite identificar a variabilidade genética dentro de uma mesma espécie (GUSMAO:;
VIEIRA; JUNIOR, 2006).

Além disso, também € possivel utilizar os descritores moleculares na
caracterizacdo de germoplasma, pois eles se destacam como uma ferramenta a mais, que
permite avaliar e conhecer a variabilidade genética (SOUZA et al., 2019). Nesse tipo de

caracterizacdo, a diversidade genética € avaliada sem interferéncia do ambiente ou do fendtipo
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(SINGH et al., 2017). Existem varios tipos de marcadores moleculares, mas para estimativa
da variabilidade e diversidade genética, os marcadores dominantes e universais como RAPD
(Random Amplified Polymorphism DNA) e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) podem ser
uteis (PAIVA et al., 2019).

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de
acessos de cajueiro do cerrado, por meio de dados biométricos das sementes e marcadores

moleculares do tipo RAPD e ISSR.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Diversidade genética por meio da biometria das sementes

As sementes avaliadas fazem parte do acervo do BAG-Caju, da Embrapa
Agroindustria Tropical, obtidas a partir de coletas de populacdes nativas de cajueiro do
cerrado (Estado de Goids) (Figura 1). Para esse estudo, foi realizada a biometria
(comprimento, largura e espessura) das sementes de sete acessos (Tabela 1 e Figura 2). Cada
arvore foi considerada um tratamento (Figura 3) e para cada individuo foi coletada a
biometria de 10 sementes, escolhidas ao acaso, por meio de um paquimetro digital, em

milimetros.

Tabela 1 - Acessos de cajueiro do Cerrado (Estado de Goids).

Colecao Municipio Ambiente Quantidade de arvores
por acesso
BGC 668 Posse Cerrado Rupestre 4
BGC 669 Guarani de Goias Cerrado Tipico 5
BGC 671 Guarani de Goidas Cerrado Denso 4
BGC 672 Monte Alegre de Goids Pastagem 3
BGC 673 Monte Alegre de Goids Cerrado antropizado 3
BGC 676 Campos Belos Cerrado antropizado 4
BGC 678 Campos Belos Cerrado Tipico 4

Fonte: autora (2023).



Figura 1 - Locais de coleta dos acessos de caju
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Figura 2 — Dimensdes da castanha quanto a medidas de comprimento
(1), largura (w) e espessura (t).
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Fonte: Adaptado de Ogunsina (2013).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo
critério de Scott-Knott (p < 0,05). A partir do método de Singh (1981), foram quantificados os
caracteres que mais contribuiram para a dissimilaridade genética entre os individuos
avaliados. Utilizando a distAncia generalizada de Mahalanobis (D?), foi realizada a andlise de
agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Avarages) e o de otimizagdo de Tocher. O dendrograma foi construido pelo método UPGMA
e o corte realizado seguindo o critério de Mojena (1977). Além disso, o coeficiente de
correlagdo cofenética (CCC) do dendrograma foi estimado para validar o método de
agrupamento. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software Genes (CRUZ,

2016).
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Figura 3 — Sementes de cada drvore de cada acesso de cajueiro do cerrado.
RBN 205 RBN 206

Fonte: autora (2023).

2.2 Diversidade genética baseada em marcadores moleculares

A extracdo do DNA foi feita com o Wizard Genomic DNA Purification Kit
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(Promega, Madison, WI, USA) nas sementes do acesso BGC 676, para o estudo de
diversidade genética baseado em marcadores moleculares do tipo RAPD e ISSR. Foram
selecionadas aleatoriamente cinco sementes das quatro arvores desse acesso, totalizando 20
amostras.

Os testes de amplificacdo do DNA foram inicialmente realizados com 26 primers
RAPD e 30 primers ISSR. Destes, foram selecionados apenas os primers que apresentaram
polimorfismo. O resultado da PCR para ambos os marcadores, foi analisado em gel de
agarose 1% e submetido a eletroforese horizontal, com uma tensdo de 110 V por 60 minutos.
A visualizacdo dos resultados, apds a eletroforese, foi realizada em fotodocumentador L-PIX

Chemi (Loccus) para as anédlises posteriores.

2.2.1 Condigoes da PCR

Para os primers RAPD as concentracdes adotadas para um volume final de 13 pL,
consistiram em: tampao PCR 1X; MgCl, 2 mM; dNTP 0,2 mM; 1,0 U Taqg DNA polimerase
(Promega), 0,3 uM de primer; 50 ng de DNA e dgua ultrapura para completar o volume final.
Para as reacdoes de PCR, as amostras foram amplificadas utilizando termociclador (Applied
Biosystems, modelo Veriti 96-Well Thermal Cycler) nas etapas a seguir: (I) desnaturacdo
prévia do DNA a 94 °C por 5 minutos, (II) realizagdo de 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto;
anelamento durante 1 minuto a 35 °C; extensao por 2 minutos a 72°C; e (III) extensdo final do
DNA por 2 minutos a 72 °C.

Para os primers ISSR as concentra¢des adotadas para um volume final de 20 uL,
consistiram em: tampao PCR 1X; MgCl; 2 mM; dNTP 0,2 mM; 1,0 Taq DNA polimerase, 0,8
UM de primer; 20 ng de DNA e dgua ultrapura para completar o volume final. Para as reacoes
de PCR, as amostras foram amplificadas utilizando termociclador (Applied Biosystems,
modelo Veriti 96-Well Thermal Cycler) nas etapas a seguir: (I) desnaturagcdo prévia do DNA a
94 °C por 5 minutos, (II) realiza¢do de 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto; anelamento durante 40
segundos (variando de 44 °C — 62 °C, de acordo com o primer); extensao por 2 minutos a

72 °C; e (IIT) extensdo final do DNA por 5 minutos a 72 °C.

2.2.2 Anadlises estatisticas

Para as analises dos dados moleculares, a matriz com os dados binarios foi

construida a partir das bandas dos marcadores moleculares visualizados no gel, em que foi
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avaliada a presenca (1) e auséncia (0) de bandas. As matrizes de distancias genéticas foram
construidas pelo complemento aritmético do coeficiente de Jaccard. A partir das matrizes, foi
realizada a andlise de agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
using Arithmetic Avarages) e o de otimizagao de Tocher. Os dendrogramas foram construidos
pelo método de UPGMA e o corte foi realizado seguindo o critério de Mojena (1977). O
coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) de cada dendrograma (RAPD, ISSR e conjunta
RAPD+ISSR) foi estimado para a validacio do método de agrupamento. As andlises

estatisticas foram realizadas por meio do software Genes (CRUZ, 2016).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade genética das sementes por dados biométricos.

Foi possivel observar, a partir dos dados biométricos das sementes, diferencas
para o comprimento, espessura e largura (Tabela 2). Para a varidvel comprimento, ocorreu
uma variacdo de 14,2 mm a 26,0 mm, sendo separadas em sete grupos. A largura, variou de
11,2 mm a 21,9 mm, sendo separadas em oito grupos. A espessura, variou de 7,8 mm a 11,0
mm, sendo separadas em seis grupos. As sementes das arvores 18 e 4, destacam-se por
apresentar o maior € menor valor de comprimento e de largura, respectivamente. No geral, as
maiores sementes foram as do acesso BGC 672 e as menores foram do acesso BGC 668.

Essa variacdo na biometria das sementes, pode ser devido ao fato de, naturalmente,
existir grande variabilidade no tamanho das sementes de drvores tropicais (CRUZ;

CARVALHO, 2003).
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Tabela 2 - Médias do comprimento (COMP), largura (LARG) e espessura (ESP) da
semente, de 27 individuos/drvores de cajueiro.
ID COMP LARG ESP ID COMP LARG ESP

1 18,6 139z  7.8f 15 18,7¢ 18,4c 10,7b
2 152¢ 134g  87e 16 17.8¢ 18.8¢ 10,1c
3 17,8  16,0e  8,7e 17 2386  20,3b 11,0a
4 142¢  112h  7.5f 18 260a 219 10,5b
5 196d 172d  9.6d 19 21,8¢ 20,6a 10,4c
6 202d 17,6  10,6b 20 20,3d 17,8d 11,0a
7 19.7d 16,7  9.2d 21 236b  20,6b 11,0a
8 189e  154f  8de 22 21,6 17,8d 9,7c
9 206d  18,6c  9,8¢ 23 19,5d 19,1c 11,3a
10 172f  153f  8,7e 24 20,2d 18,2¢ 9,4d
11 154g 163 89 25 20,7d 19,1c 9,1d
12 17,5t 153f  10,0c 26 18,1f 18,4¢ 10,1c
13 154g  151f 89 27 19,6d 18,1d 10,3¢

14 19,6d 18,5¢ 9,2d

* Médias seguidas pelas mesmas letras (na coluna) pertencem ao mesmo grupo pelo critério de Scott-
Knott a 5% de significancia. Os nimeros correspondem a identificacio das arvores de cada acesso. 1-4:
BGC 668; 5-9: BGC 669; 10-13: BGC 671; 14-16: BGC 672; 17-19: BGC 673; 20-23: BGC 676; 24-27:
BGC 678. Fonte: autora (2023).

Por meio do método de Singh (Tabela 3), observa-se que as varidveis que mais
contribuiram para a divergéncia foram o comprimento (31,7%) e a largura (50,5%). Isso pode
ser comprovado visualmente, quando se observa as sementes ao do lado da outra (Figura 4).
Dessa forma, a espessura foi a varidvel com menor contribuicdo (17,8%), podendo ser
descartada em estudos posteriores, otimizando tempo e custos nas analises (GRIGOLO et al.,

2018).
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Tabela 3 — Contribui¢do relativa para divergéncia das varidveis avaliadas em 27
individuos/arvores de cajueiro do Cerrado, por meio da metodologia de Singh

(1981).
Variavel Valor %
Comprimento 31,7
Largura 50,5
Espessura 17,8

Fonte: autora (2023).

Figura 4 — Sementes de cada arvore dos acessos de cajueiro do Cerrado apresentando as
diferengas biométricas.

s
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Os nimeros correspondem a identificacdo das arvores de cada acesso. 1-4: BGC 668; 5-9: BGC 669; 10-13:
BGC 671; 14-16: BGC 672; 17-19: BGC 673; 20-23: BGC 676; 24-27: BGC 678. Fonte: autora (2023).

A partir da distincia de Mahalanobis (D?), foi construido o dendrograma
utilizando o método UPGMA, sendo formado trés grupos principais (Figura 5). O primeiro
grupo é composto apenas pelas drvores 17, 21, 18 e 19. O segundo grupo, é formado pela
maioria das arvores de diferentes acessos, sendo eles 11, 13, 3, 10, 8, 2, 12, 16, 26, 15, 23, 6,

20, 27,9, 24, 14, 25, 5, 7 e 22. O terceiro grupo é composto apenas pelas arvores 1 e 4.
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Figura 5 — Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) com os 27 individuos/arvores
de cajueiro do Cerrado, obtido por meio da distancia generalizada de Mahalanobis (D?),
estimado com base nos caracteres biométricos das sementes.

17

T GI

18 |

19

ZHE

13

3

10

8

: GII

12

16 ]

26

15 j

23

6

2 T —

27

9

24

14

25

5

7

22

1 | P

4 ' GIII
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100

A linha vertical azul indica o ponto de corte a 67%, seguindo o critério de Mojena (1977). Os niimeros
correspondem a identificacdo das arvores de cada acesso. 1-4: BGC 668; 5-9: BGC 669; 10-13: BGC 671;
14-16: BGC 672; 17-19: BGC 673; 20-23: BGC 676; 24-27: BGC 678. Fonte: autora (2023).

No primeiro grupo, as arvores agrupadas pertencem ao mesmo acesso (BGC 673),
exceto o 21, e foram os que apresentaram os maiores valores dos caracteres de biometria
avaliados, principalmente de largura (Tabela 2). O segundo grupo, indica que as sementes das
arvores avaliadas sdo bastante similares, mostrando que mesmo que haja diferencas
biométricas (Tabela 2), elas ndo foram suficientes para distingui-los. No terceiro grupo
formado, as arvores pertencem ao mesmo acesso (BGC 668), e foram os que apresentaram os
menores valores para largura e comprimento de semente.

A correlacdo cofenética do dendrograma, apresentou valor significativo para o
método de 0,66 (P < 0,01), pelo teste t. Conceicao et al (2014) afirma que valores de CCC
entre 0,60 e 0,80, podem ser devido ao pequeno numero de varidveis utilizadas. Patto et al.
(2004), obteve coeficiente cofenético de 0,61 e 0,62 e significativo, sendo considerado bons
valores para os ajuste nas andlises de agrupamento. A partir disso, os resultados dos
coeficientes cofenéticos dos dendrogramas formados com os marcadores, sdo valores
aceitdveis, tendo em vista que foram significativos.

Na anélise de agrupamento por meio do método de otimizacdo de Tocher, ocorreu
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a separagdo das arvores em oito grupos (Tabela 4). No grupo I, ficaram agrupadas as arvores
17,21 e 18. O grupo 11, as arvores 9, 24, 14, 25,5, 7, 22, 27, 6 e 20. O grupo 111, as arvores 16,
26, 15 e 23. O grupo VI, as arvores 3, 10, 8, 12, 13 e 2. Os grupos V, VI, VII e VIII,

apresentaram apenas uma arvore, sendo elas 11, 1, 4 e 19, respectivamente.

Tabela 4 — Formacdo de grupos de individuos/arvores estabelecidos pelo método de
Tocher, com base na distincia generalizada de Mahalanobis (D?).

Grupos INDIVIDUOS

I 17,21 ¢ 18
11 9,24, 14,25,5,7,22,27,6 ¢ 20
I 16, 26, 15 ¢ 23

v 3,10,8,12,13¢e2
\% 11

VI 1

VvII 4

VIII 19

Os nimeros correspondem a identificacio das drvores de cada acesso. 1-4: BGC 668; 5-9: BGC 669;
10-13: BGC 671; 14-16: BGC 672; 17-19: BGC 673; 20-23: BGC 676; 24-27: BGC 678. Fonte: autora
(2023).

De acordo com o método de Tocher, as sementes das arvores 11, 1, 4 e 19, sdo os
que apresentam maior divergéncia. Isso é devido ao método manter a homogeneidade dentro
dos grupos e a heterogeneidade entre os grupos; os individuos agrupados indicam maior
similaridade e aqueles que estiverem nos udltimos grupos, indicam maior divergéncia em
relacdo aos individuos agrupados nos primeiros grupos (CORREA et al., 2021).

Ao comparar os agrupamentos obtidos pelos métodos de UPGMA e Tocher
percebem-se resultados similares, mas o método de Tocher separou as drvores em mais grupos,
apresentando maior discriminacdo. As arvores 17, 18 e 21, ficaram agrupados em ambos os
métodos de agrupamento. No caso do método de UPGMA, ocorreu a formac¢do de um grande
grupo (GII), contendo a maioria das drvores € no método de Tocher, essas mesmas drvores
foram distribuidos em trés grupos diferentes (II, III e IV).

O método UPGMA, ¢ mais detalhado, sendo possivel visualizar as distancias
entre cada individuos nos grupos e os mais similares dentro do grupo. Isso complementa os
resultados obtidos pelo método de Tocher, que mostrou os grupos mais distintos. Portanto, os
resultados obtidos, por meio dos métodos de UPGMA e de Tocher, indicam variabilidade

genética nos acessos de cajueiro.
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Além disso, essa variabilidade encontrada entre e dentro dos acessos, pode estar
relacionada ao fato de que essas sementes foram coletadas em populacdes naturais, em que
ndo se tem controle da época do semeio, polinizagdo e agentes polinizadores, dispersdo das
sementes e outros fatores. Por isso, € importante a realizacdo de estudos que envolvam
populacdes naturais do cajueiro, para que o uso e conservacdo desses materiais seja feito de

forma eficiente.

3.2 Diversidade genética baseada em marcadores moleculares

A diversidade genética molecular do acesso BGC 676 de cajueiro foi avaliada
usando 10 primers RAPD e ISSR cada. Esse acesso foi escolhido devido a diferencas em
aspectos quantitativos e qualitativos da semente, principalmente cor, tamanho e formato.
Ambos os marcadores foram previamente testados para a selecdo daqueles que apresentavam
polimorfismo, sendo testados inicialmente 26 primers RAPD e 30 primers ISSR. Foram
obtidas para os marcadores RAPD e ISSR o total 29 e 33 bandas, com 17 (58,32%) e 21

(62,64%) bandas polimorficas, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5 - Lista de primers polimorficos RAPD e ISSR selecionados em
amplificacdes de DNA do acesso BGC 676.

Primers RAPD Sequéncia completa (5°-3°) Ta (°C) TB BP P (%)

|
OPA-05 AGGGGTCTTG 35 4 3 75,0

OPA-08 GTGACGTAGG 35 2 1 50,0
OPA-09 GGGTAACGCC 35 4 3 75,0
OPC-20 ACTTCGCCAC 35 4 2 50,0
OPD-20 ACCCGGTCAC 35 3 2 66,6
OPF-12 ACGGTACCAG 35 2 1 50,0
OPG-10 AGGGCCGTCT 35 3 1 33,3
OPN-03 GGTACTCCCC 35 2 1 50,0
OPN-06 GAGACGCACA 35 2 2 100,0
OPL-08 AGCAGGTGGA 35 3 1 33,3

Total -- 29 17 58,32

Primers ISSR  Sequéncia completa (5°-3°) Ta (°C) TB BP P (%)

|
101 (GACA)4 61.0 3 2 66,6

102 (GAAGTGGG), 62.0 3 1 33,3
105 (TCC)s 57.0 2 1 50,0
1818 (CA)G 50.0 3 2 66,6
1823 (TC)sT 44.7 4 2 50,0
1834 (AG)sYT 50.4 3 2 66,6
1836 (AG)sYA 50.0 5 3 60,0
1842 (GA)3YG 50.0 3 1 33,3
1848 (CA)RG 50.8 4 4 100,0
1881 (GGGTG)3 55,3 3 3 100,0

Total -- 33 21 62,64

Ta = temperatura de anelamento. Y= C ou T; R = A ou G. TB= total de bandas; BP= bandas polimérficas e
P% = Porcentagem de polimorfismo. Fonte: autora (2023).

A partir do marcador RAPD foi construido um dendrograma utilizando o método
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UPGMA, sendo formado trés grupos principais (Figura 6). O primeiro grupo é composto
pelos individuos 3, 4, 1, 11, 13, 12, 14, 16, 18, 19, 5, 20, e 15. O segundo grupo, é formado
pelos individuos 9, 10, 8, 2, 6 e 7. O terceiro grupo, foi formado apenas pelo individuo 17.
Em relacdo a separacdo dos individuos/sementes de acordo com a arvore que
foram coletadas, tem-se que no grupo I, os individuos da arvore A (1,3,4e5)e C (11, 12, 13,
14 e 15) e D (16, 18, 19 e 20), ficaram no mesmo grupo e bem préximos entre eles. No caso
dos individuos 3 e 4 ndo ha diferenga molecular entre eles com os primers RAPD utilizados.
Além disso, no grupo II, todos os individuos fazem parte da mesma arvore, com excecao do
individuo 2. O individuo 17, se destaca por ter ficado isolado, indicando maior variabilidade

em relacdo aos demais, de acordo com esse marcador.

Figura 6 — Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) em 20 individuos do
acesso BGC 676, obtido por meio do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard,
estimado com base em 10 marcadores RAPD.
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A linha vertical azul indica o ponto de corte a 94%, seguindo o critério de Mojena (1977). Os individuos
correspondem a identificacio das sementes utilizadas do acesso BGC 676. Arvore A: 1-5; Arvore B: 6-10;
Arvore 3: 11-15; Arvore 4: 16-20. Fonte: autora (2023).

A partir do marcador ISSR foi construido um dendrograma utilizando o método
UPGMA, sendo formado trés grupos principais (Figura 7). O primeiro grupo € composto
pelos individuos 9, 10, 8, 6 e 7. O segundo grupo € formado pelos individuos 4, 20, 18, 19, 16,
17,15, 1, 3, 14, 5, 11 e 2. O terceiro grupo, € formado apenas pelos individuos 12 e 13.

Em relacdo a separacdo dos individuos/sementes de acordo com a arvore que
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foram coletadas, tem-se que no grupo I, todos os individuos pertencem a mesma arvore, sendo
que os individuos 9 e 10, ndo apresentaram diferenca molecular entre eles com os primers
ISSR utilizados. Além disso, os individuos da arvore A (1, 3,4 ¢e5), C (11, 14 e 15) e D (16,
17, 18, 19 e 20), ficaram no mesmo grupo e bem préximos entre eles. Os individuos 12 e 13,
ficaram agrupados em um dnico grupo, podendo indicar de acordo com esse marcador, maior
semelhanga entre eles e maior variabilidade quando comparado com os outros individuos,

inclusive os da mesma arvore.

Figura 7 — Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) em 20 individuos do
acesso BGC 676, obtido por meio do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard,
estimado com base em 10 marcadores ISSR.
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A linha vertical azul indica o ponto de corte a 94%, seguindo o critério de Mojena (1977). Os individuos
correspondem a identificacdo das sementes utilizadas do acesso BGC 676. Arvore A: 1-5; Arvore B: 6-10;
Arvore 3: 11-15; Arvore 4: 16-20. Fonte: autora (2023).

Unindo os resultados dos marcadores RAPD e ISSR foi construido um terceiro
dendrograma utilizando o método UPGMA, sendo formado trés grupos principais (Figura 8).
O primeiro grupo, é formado pelos 9, 10, 8, 6 e 7. O segundo grupo, foi formado apenas pelo
individuo 2. O terceiro grupo, é formado pelos individuos 11, 13, 12, 14, 16, 15, 3, 4,1, 5, 18,
19,20 e 17.

Em relacdo a separacdo dos individuos/sementes de acordo com a arvore que

foram coletadas, tem-se que no grupo I, em que novamente todos os individuos da arvore B
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(6,7,8,9 e 10), ficaram agrupados. Além disso, no grupo III, os individuos da arvore A (1, 3,
4e5),C(11,12,13,14e 15)e D (17, 18, 19 e 20), ficaram préximos entre eles. O individuo
2, se destaca por ter ficado isolado, indicando maior variabilidade, a partir da jung¢do dos

dados dos marcadores RAPD e ISSR.

Figura 8 — Dendrograma de dissimilaridade genética (UPGMA) em 20 individuos do
acesso BGC 676, obtido por meio do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard,
estimado com base em 10 marcadores RAPD e 10 marcadores ISSR.
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A linha vertical azul indica o ponto de corte a 94%, seguindo o critério de Mojena (1977). Os individuos
correspondem a identificacdo das sementes utilizadas do acesso BGC 676. Arvore A: 1-5; Arvore B: 6-10;
Arvore 3: 11-15; Arvore 4: 16-20. Fonte: autora (2023).

De modo geral, os marcadores mostraram-se eficazes na separacdo das sementes,
indicando que h4 similaridade genética entre os meios irmaos, pois nota-se o agrupamento € a
proximidade de individuos da mesma arvore dentro dos grupos. Assim, os marcadores foram
eficazes em mostrar essa informacdo, principalmente quando usando ambos os marcares,
RAPD e ISSR.

Com relacdo a validacao dos dendrogramas por meio do coeficiente de correlagio
cofenética (CCC), tem-se os valores de 0,76, 0,68 e 0,77, para os marcadores RAPD, ISSR e
RAPD+ISSR, respectivamente. Para todos os CCC dos dendrograma, os valores foram
significativos (P < 0,01), pelo teste t. Valores de CCC entre 0,60 e 0,80, podem ser devido ao
pequeno nimero de varidveis utilizadas (CONCEICAO et al., 2014). Patto et al. (2004),

obteve coeficiente cofenético de 0,61 e 0,62 e significativo, sendo considerado bons valores
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para os ajuste nas andlises de agrupamento. A partir disso, os resultados dos coeficientes
cofenéticos dos dendrogramas formados com os marcadores, sdo valores aceitdveis, tendo em
vista que foram significativos.

A partir da formagdo de grupos pelo método de Tocher (Tabela 6), foi possivel
visualizar a coeréncia com os agrupamentos concebidos pelos dendrogramas estabelecidos
pelo método de UPGMA, embora ndo seja possivel ver os que sdo mais proximos, apesar de

estarem em grupos diferentes como no dendrograma.

Tabela 6 — Formacgao de grupos de individuos estabelecidos pelo método de Tocher de acordo
com o marcador molecular do acesso BGC 676.

RAPD ISSR RAPD e ISSR
Grupos Individuos Grupos Individuos Grupos Individuos
3,4, 16, 14, 18,
I 20, 19, 12, 13, 11, I 9,10,8,6,17,7 I 9,10,8,6
1,5
1,3,14, 11,5, 15, 3,4,1, 11,5,
II 9,10,8,2 II 16 II 14, 16, 15, 12,
13
111 7 111 12,13 111 18, 19
v 6 10Y 4 10Y 20
\Y% 17 \Y% 19 \Y% 17
VI 15 VI 18 VI 7
Vil 2 VII 2
Vi1 20

Os individuos correspondem a identificacdo das sementes utilizadas do acesso BGC 676. Arvore A: 1-5; Arvore
B: 6-10; Arvore 3: 11-15; Arvore 4: 16-20. Fonte: autora (2023).

A andlise de agrupamento por meio do método de otimizacao de Tocher, separou
os individuos em seis, oito e sete grupo, para os marcadores RAPD, ISSR e RAPD+ISSR
(Tabela 6). De acordo com o método de Tocher, para o marcador RAPD, os individuos 7, 6,
17 e 15 sdo os que apresentam maior divergéncia. Para o marcador ISSR, os individuos 4, 19,
18, 2 e 20 sdo os que apresentam maior divergéncia. Para os marcadores RAPD+ISSR, os
individuos 20, 17, 7 e 2 sdo os que apresentam maior divergéncia.

Os individuos 12 e 13 ficaram agrupados em ambos os métodos de agrupamento,
pelo marcador ISSR. Para todos os marcadores, ocorreu a formacio de um grande grupo pelo
método de UPGMA, contendo a maioria dos individuos, mas no método de Tocher, esses
mesmos individuos acabaram sendo distribuidos em grupos diferentes ou ficando isolados.

Os resultados obtidos pelos métodos UPGMA e Tocher, sdo similares, entretanto o

Tocher apresentou a formagdo de mais grupos, indicando maior capacidade de separagdo.



62

Entretanto, o método UPGMA permite que sejam visualizados mais detalhes, por meio das
distancias dos individuos e inferir aqueles que sdo mais semelhantes dentro do grupo. Assim,
os resultados da andlise molecular, por meio dos métodos de UPGMA e de Tocher, baseados
nos marcadores moleculares RAPD e ISSR, indicam uma alta variabilidade genética entre as
sementes dentro do acesso BGC 676.

Percebe-se que hd diferenca quando se comparam os dados biométricos e
moleculares do acesso BGC 676. No caso dos dados biométricos, os individuos foram
representados pelas diferentes arvores que cada acesso possui. Assim, pelo método de
agrupamento de UPGMA dos dados biométricos, temos que as drvores do acesso BGC 676
ficaram agrupados, com excecdo da arvore 2, identificada na andlise pelo ndmero 21 (Figura
5). Pelo método de agrupamento de Tocher dos dados biométricos (Tabela 4), as arvores
ficaram separadas entre os grupos I, II e III. Nos dados moleculares, para cada arvore do
acesso BGC 676, foram selecionadas aleatoriamente cinco sementes, sendo identificadas em
ordem numérica. Assim, para cada marcador, foram formados diferentes grupos nos dois
métodos de agrupamento avaliados (UPGMA e Tocher). Embora biometricamente as
sementes sejam semelhantes, pelo método de UPGMA, molecularmente ocorreram diferencas.
Embora haja individuos das mesmas drvores que sdo mais semelhantes molecularmente, como

discutido anteriormente.
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4 CONCLUSAO

Os resultados biométricos e moleculares indicam variabilidade genética entre e
dentro dos acessos. Apesar de apresentar acessos similares, os métodos foram eficazes em
identificar os individuos (acessos e sementes) que diferem dos demais avaliados. Além disso,
os métodos de agrupamento UPGMA e Tocher, para os dados biométricos e moleculares,
foram parcialmente concordantes, em que os individuos que apresentaram similaridade foram

ordenados no mesmo grupo.
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