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Introdução
A caracterização e avaliação de acessos em 

Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) são etapas 
essenciais para conhecer e acessar a variabilidade 
genética dos materiais conservados. Isso auxilia 
na escolha de quais deles são mais promissores 
para os programas de melhoramento genético 
(Oliveira  et  al., 2020). Conservar a diversidade 
genética das culturas agrícolas é importante para 
que se tenha base genética disponível (alelos) para 
possíveis adaptações que possam ser necessárias 
no futuro (Burle, 2019), devido ao aparecimento 
de novas pragas e doenças, bem como mudanças 
climáticas.

A caracterização dos acessos conservados 
é feita por meio do uso de descritores, que se 
baseiam em características da planta, sendo 
eles: morfológicos, agronômicos, fisiológicos, 
moleculares, dentre outros (Faleiro  et  al., 2020). 
No entanto, o uso de todos esses descritores pode 
exigir muito trabalho, tempo e recursos, atrasando 
o processo de caracterização (Oliveira et al., 2020). 
Uma maneira de entender a diversidade genética é 
a partir da utilização de marcadores moleculares, 
que são como “impressões digitais” genéticas das 
plantas (Paiva et al., 2019), como Single-Nucleotide 
Polymorphisms (SNP), Simple Sequence Repeats 
(SSR), Amplified Fragment Length Polymorphism 

(AFLP), Restriction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
e Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) (Dwiningsih; 
Rahmaningsih; Alkahtani, 2020).

Para realizar essa caracterização molecular, de-
ve-se, primeiramente, realizar a extração do DNA a 
partir do material vegetal do indivíduo. Em geral, 
a extração é realizada utilizando-se o tecido foliar. 
Porém, quando realizada a partir de sementes, 
permite que a caracterização molecular seja reali-
zada independentemente da fase da planta e an-
tes da semeadura, economizando tempo e espaço 
(Von Post et al., 2003). Com isso, é possível acele-
rar as análises genéticas de genótipos, caracterizar 
e eliminar sementes que possuam características 
genéticas indesejáveis antes de levá-las ao campo 
(Ma et al., 2019). No entanto, é importante garan-
tir que essa extração de DNA das sementes não 
danifique o embrião e deixe endosperma suficien-
te para que as sementes ainda possam germinar 
(Zheng et al., 2015).

Atualmente, a maior parte da conservação do 
cajueiro é feita por meio de plantas no campo e sob 
a forma de sementes em câmara fria (Castro, 2020). 
No entanto, alguns acessos coletados só estão con-
servados sob a forma de sementes, pois são resul-
tado de coletas em regiões geograficamente distan-
tes e a sua implementação em campo para estudos 
é mais demorada. Por isso, desenvolver ou adaptar 
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metodologias de extração de DNA diretamente da 
semente é fundamental, facilitando e agilizando o 
processo de análise genética. Estudos realizados 
em cajueiro, buscando facilitar essa extração, po-
dem simplificar e otimizar muitas etapas, permitindo 
a obtenção de resultados de forma mais rápida.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi de-
senvolver uma metodologia para coleta de tecido 
vegetal a partir de semente de cajueiro para extra-
ção de DNA, de modo a não comprometer a germi-
nação futuras das sementes.

Material vegetal e coleta 
do endosperma

Sementes do clone CCP 06 (BGC 522, safra 
2022) foram utilizadas para o desenvolvimento da 
metodologia. O acesso ao patrimônio genético foi 
registrado no Sistema Nacional de Gestão do Patri-
mônio Genético e Conhecimentos Tradicionais As-
sociados do Ministério do Meio Ambiente (SISGEN, 
MMA Brasil) sob o número AF2BAA5, nos termos da 

Lei nº 13.123/2015 e suas regulamentações subse-
quentes (Brasil, 2015).

As sementes foram perfuradas na porção 
mais distal em relação à posição do embrião (Fi-
guras 1A e 1B) com o auxílio de uma minirretífica 
(marca Dremel, USA) (Figura 1C), com uma broca 
do tipo escariadora nº 194 (1/8 polegadas) até atin-
gir o endosperma. Uma pequena amostra do en-
dosperma (≥ 20 mg) foi coletada com um tubo de 
aço, previamente autoclavado, de 3 mm de diâmetro 
(Figura 1D) e imediatamente colocada no microtu-
bo com o auxílio de um pino, este também de aço 
(Figura 1D). Um novo tubo autoclavado foi utilizado 
para cada amostra. Os tubos de aço foram usados 
para retirar a quantidade necessária de endosperma 
de forma mais fácil e sem perdas, pois o diâmetro é 
semelhante ao da broca utilizada. É importante no-
tar que as dimensões do tubo de aço foram defini-
das em função do tamanho da broca. Assim, foram 
adquiridos no diâmetro desejado e cortados no com-
primento de 10 cm, sendo suas extremidades afia-
das para facilitar a remoção de parte da semente.

Figura 1. Sementes do clone CCP 06 de Anacardium occidentale L. perfuradas e equipamentos utilizados. (A) Visão 
externa; (B) Visão interna (a seta preta indica a posição do embrião); (C) minirretífica; (D) tubos de aço utilizados para 
retirada do endosperma.
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Figura 2. Gel de agarose mostrando os resultados das extrações de DNA total de quatro amostras do clone CCP 06 de 
Anacardium occidentale L.
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Material selante e teste 
de germinação

Para selar o orifício aberto com a broca e pre-
servar a semente, foi utilizado cimento-cola prepa-
rado de acordo com as instruções do fabricante e in-
serido com o auxílio de uma seringa de 3 mL. Após 
a secagem, realizou-se o teste de germinação com 
dois tratamentos: sementes perfuradas e seladas; 
sementes não perfuradas (sementes controle), com 
100 sementes por tratamento num delineamento in-
teiramente casualizado (DIC). As sementes de cada 
tratamento foram semeadas em tubetes (288  mL) 
com substrato comercial (Germina Plant) e avalia-
das uma vez por semana, pelo período de um mês, 
para quantificar a emergência. Os experimentos de 
germinação foram conduzidos no viveiro de produ-
ção de mudas da Embrapa Agroindústria Tropical, 
em Pacajus, CE. Os dados foram submetidos à aná-
lise de variância pelo teste F, por meio do software 
Genes (Cruz, 2016).

A germinação das sementes perfuradas do clo-
ne CCP 06 foi de 60%, ao passo que 81% das não 
perfuradas (controle) germinaram. Não foram cons-
tatadas diferenças visuais e estruturais discrepantes 
entre as plantas produzidas a partir das sementes 
perfuradas e não perfuradas. No entanto, consta-
tou-se que os resultados para a germinação foram 
significativos, indicando que estatisticamente existe 
diferença entre perfuradas e não perfuradas.

Extração de DNA das 
sementes do clone CCP 06

Adaptações foram feitas a fim de melhorar os re-
sultados da extração, como o armazenamento das 
amostras de endosperma em ultrafreezer a -80 °C 
para evitar oxidação e manter a integridade até o 
início da extração de DNA. Não foi utilizado nitro-
gênio líquido para evitar o endurecimento devido ao 
congelamento da amostra dentro do microtubo.

A solução de lise foi adicionada diretamente no 
microtubo, e a amostra foi macerada com o auxílio 
de um pistilo de plástico autoclavado, a fim de evitar 
possíveis contaminações e perda do material duran-
te a transferência do cadinho para o microtubo.

Recomenda-se que haja treinamento prévio do 
operador da minirretífica, a fim de evitar a retirada 
de endosperma em excesso e/ou danos maiores 
nas sementes.

Para a extração do DNA, foi utilizado o kit co-
mercial Wizard Genomic DNA Purification kit. Após 
esse processo, o DNA de todas as amostras foi 
quantificado em espectrofotômetro, sendo o DNA to-
tal visualizado em gel de agarose a 0,8% (Figura 2). 
A metodologia desenvolvida, aliada à extração utili-
zando-se o kit comercial Wizard Genomic DNA Puri-
fication kit, resultou em quantidade suficiente e qua-
lidade aceitável de DNA.
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PCR para verificar a 
viabilidade do DNA extraído

A verificação da viabilidade do DNA extraído do 
clone CCP 06 com a metodologia desenvolvida foi 
realizada por meio de reações de PCR utilizando-se 
três primers do tipo ISSR (Tabela 1).

As concentrações adotadas para o volume final 
de 20 µL consistiram em: tampão da PCR 1X; MgCl2 

2  mM; dNTP 0,2 mM; 1U Taq DNA polimerase; 
0,8 µM de primer; 20 ng de DNA; e água ultrapura 

para completar o volume final. Para as reações de 
PCR, as amostras foram amplificadas utilizando-se 
termociclador (Applied Biosystems, modelo Veriti 
96 – Well Thermal Cycler) nas seguintes etapas: 
(I) desnaturação inicial do DNA a 94 °C por 5 minutos; 
(II)  40 ciclos a 94  °C por 1 minuto; anelamento 
durante 40 segundos a temperaturas específicas 
para cada primer (Tabela 1); extensão por 2 minutos 
a 72 °C; e (III) extensão final do DNA por 5 minutos 
a 72 °C. Os resultados das amplificações podem ser 
verificados na Figura 3.

Tabela 1. Primers ISSR utilizados em amplificações de DNA do clone CCP 06 de Anacardium occidentale L.

Primers ISSR Sequência completa (5’- 3’) Ta (°C)

I826 (AC)8C 47.1

I834 (AG)8YT 50.4

I846 (CA)8RT 50.0

Ta = temperatura de anelamento; Y = C ou T; R = A ou G.

Figura 3. Resultado da amplificação do DNA do clone CCP 06 de Anacardium occidentale L. com os primers ISSR I826, 
I834 e I846. Amostras 8–10: DNA da semente extraído com Wizard Genomic DNA Purification kit; M: marcador de peso 
molecular de 1 Kb.
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Tabela 2. Quantificação de DNA do acesso BGC 676 de Anacardium occidentale L.

ID Concentração (ng/µL) 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

Figura 4. Resultado da extração de DNA do acesso BGC 676 de Anacardium occidentale L. por meio do Wizard 
Genomic DNA Purification kit. Os números em cada coluna do gel correspondem à identificação das sementes utilizadas; 
M: marcador de peso molecular de 1 Kb.

Validação do protocolo em 
sementes de cajueiro do Cerrado

Para validar o protocolo desenvolvido, este foi 
testado em cinco sementes do acesso BGC  676 
(safra 2019), integrante do BAG Caju, coletado 
no Cerrado brasileiro, no município de Campos 
Belos, Goiás (13°00’24’’ S e 46°36’11’’ W, 633 m de 
altitude). O DNA total foi quantificado e visualizado 
em gel de agarose a 0,8%. Para a validação da 
reação de PCR, foi utilizado um marcador do tipo 
ISSR [primer I848: sequência completa 5’-3’: (CA) 

8RG], seguindo as condições de PCR, conforme 
descrito anteriormente para o clone CCP 06.

Os resultados do DNA total e a quantifica-
ção para as cinco amostras extraídas do acesso 
BGC 676 são apresentados na Figura 4 e na Tabe-
la 2, respectivamente. Com isso, foi possível visu-
alizar as bandas de DNA para todas as amostras. 
A qualidade do DNA, indicado pelas razões 260/280 
e 230/260, também não foi um fator limitante para o 
uso posterior em técnicas que utilizam marcadores 
moleculares.
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as amostras (Figura 5), indicando que o material 
pode ser utilizado para análises posteriores, como, 
por exemplo, análises de divergência genética.

O teste de viabilidade do DNA extraído de cada 
semente foi realizado por meio de PCR com marcador 
do tipo ISSR (I848). Ocorreu amplificação em todas 

Figura 5. Resultado da PCR com primer ISSR 848 para DNA extraído de sementes do acesso BGC 676 de Anacardium 
occidentale L. para validação da metodologia de extração. Os números em cada coluna do gel correspondem à identificação 
das sementes utilizadas; M: marcador de peso molecular de 1 Kb.
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Considerações finais
A metodologia apresentada para extração de 

DNA a partir do endosperma da semente de cajueiro 
mostrou-se eficaz. O cimento-cola possibilitou satis-
fatoriamente a vedação da perfuração na semente. 
Outros kits comerciais de extração também podem 
ser utilizados para a extração de DNA a partir de 
amostras do endosperma de cajueiro para uso em 
técnicas de PCR baseadas em marcadores mole-
culares. A escolha poderá levar em conta a relação 
custo-benefício. Com a utilização desse método de 
extração diretamente na semente, é possível otimi-
zar o tempo, a operação e a realização de extração 
de muitas amostras por dia, além da economia de 
recursos na produção de mudas visando à extração 
de DNA utilizando-se o tecido foliar.
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