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A cajucultura tem sido um segmento importante

da agricultura para geragdo de emprego e renda
para paises como o Vietna, Nigéria, india, Brasil e
Indonésia. No Brasil, a area plantada de cajueiro
esta em torno de 762.660 ha; durante 2010, foram
produzidas 102.002 t de castanha-de-caju, sendo o
maior produtor o Ceara, seguido dos estados do Rio
Grande do Norte e Piaui (IBGE-SIDRA, 2010).

A maioria dos plantios de cajueiro no Brasil &
estabelecida utilizando mudas obtidas via germinagéo
de sementes. Nos anos 80, foram langcados os
primeiros clones comerciais, sendo um deles o clone
CCP 76 (BARROS et al., 1993), que é utilizado em
escala comercial tanto para o plantio de sequeiro
como para o plantio irrigado. Na década de 90, foi
langado o clone BRS 226 ou Planalto, utilizado em
escala comercial em cultivo de sequeiro (PAIVA et
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al., 2002). A utilizagdo dos clones de cajueiro-anao
precoce teve inicio no Brasil dando grande impulso
aos sistemas de cultivo (BARROS et al., 1994).

A propagacéo vegetativa, via enxertia, tem sido a
alternativa de clonagem do cajueiro, e estudos de
propagacao in vitro sdo reduzidos (BOGGETTI et

al., 2001; CARDOZA; SOUZA, 2002). E importante
incrementar o conhecimento biolégico dessa

espécie por meio de estudos in vitro abordando
aspectos nutricionais, bioquimicos e moleculares.
Adicionalmente, o cultivo in vitro de plantas favorece
que o material genético seja transportado em espaco
reduzido e livre de contaminantes.

Considerando-se o exposto, é apresentada neste
trabalho uma metodologia para o isolamento de
embrides zigoéticos e crescimento de plantulas in vitro
de cajueiro-ando precoce.
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Frutos utilizados

Para este trabalho, foram utilizados frutos de dois
clones de cajueiro-anao precoce, o BRS 226

e o CCP 76, com pedunculos completamente
desenvolvidos, ou seja, com tamanho maximo, textura
firme e com coloragéo caracteristica do clone. O
estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Embrapa Agroindustria Tropical,
em Fortaleza, Ceara.

Assepsia dos frutos

Os frutos sao limpos superficialmente fazendo uso
de agua, sabdo e uma escova macia. Com auxilio
de uma faca, retiram-se o epicarpo e o mesocarpo.
Em laboratério, as améndoas com a pelicula (Figura
1-A) sdo colocadas em frascos de capacidade de
250 mL contendo solucéo de hipoclorito de sodio
comercial com 2% de cloro ativo acrescida de 3
gotas de Tween 20° para cada 100 mL da solugéo
desinfestante, ficando sob agitacado durante 30
minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, as
améndoas com as peliculas sdo mantidas em
frascos com capacidade de 500 ml contendo solugao
desinfestante com 2 mL de PPM® (Plant Preservative
Mixture) em 400 mL de agua destilada e esterilizada,
sob agitagao, durante 30 minutos. Logo apds, séo
realizadas quatro lavagens sucessivas em agua
destilada e esterilizada.

Resgate e inoculacao dos embrides
zigoticos

Em capela de fluxo laminar, com o auxilio de uma
pinga e cabo de bisturi com Iamina n¢ 11, as améndoas
sdo seccionadas ao meio, e os embrides zigoéticos séo
resgatados e isolados em tubos de cultura (Figura 1-B)
contendo meio de cultura JADS (Tabela 1) modificado
utilizando apenas 50% do volume da solucéo de ferro
indicada. O meio de cultura é suplementado com

30 g L' de sacarose, benzilaminopurina (BAP 0,01

mg L"), acido naftaleno acético (ANA 0,1 mg L") e
acido giberélico (GA3 2 mg L-'). O agente solidificante
utilizado é o Gelrite®, Sigma (1,6 g L™"). O pH do meio
de cultura é ajustado para 5,8 antes da esterilizagao

e da adicao do agente solidificante. Em seguida, &

distribuido 10 mL de meio em cada tubo de cultura
(capacidade 150 mm x 25 mm). Os tubos s&o vedados
com tampa de algodé&o. A esterilizacdo do meio de
cultura ocorre em autoclave a temperatura de 121 °C
em pressao de 1,5 atm, durante 15 minutos.

Figura 1. Améndoa com a pelicula (A) e embrido zigético
(B) do clone CCP 76 cajueiro-ando precoce (Anacardium
occidentale) in vitro aos 7 dias de cultivo apds inoculagao.
Barras = 0,5 cm.

Fotos: Diva Correia
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Tabela 1. Composicdo do meio de cultura JADS (CORREIA 2
etal., 1995). 5
o
Concentragao 2
Componente — o
(mg L") (mmol L) 8
i
Macronutriente
Nitrato de aménio (NH,NO,) 324,0 4
Nitrato de potassio (KNO,) 809,0 8
Nitrato de calcio tetraidratado (CaNO,.4H,0) 1.181,0 5
Fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) 408,0 3
Sulfato de magnésio heptaidratado
(MgSO,.7H,0) 7395 3
Micronutriente
Ferro-EDTA
(FeSO,.7H,0) 55,60 0,2
(Na,EDTA.2H,0) 74,50 0,2
Sulfato de manganés monoidratado
(MnSO,H,0) 12,80 0,076
Sulfato de zinco heptaidratado (Zn SO,.7H,0) 4,30 0,015
Sulfato de cobre pentaidratado (Cu SO,.5H,0) 1,25 0,005
Molibdato de sodio diidratado 045 0.0006
(Na,M00,.2H,0) z z Figura 2. Embrido zigoético (A) do clone BRS 226 cajueiro-

Acido bérico (H,80,) 310 0,05 -ando precoce (Anacardium occidentale) desenvolvido in
vitro com 30 dias apds a inoculagdo; embribes zigoticos

Composto organico transferidos para frascos de 250 mL (B). Barras = 1 cm.
Tiamina.HCI (vitamina B,) 0,015

Piridoxina.HCI (vitamina B,) 0,5 0,0024

Acido nicotinico (vitamina PP) 0,5 0,004

Pantotenato de calcio (vitamina B,) 24 0,005 ©
Cisteina 25 0,02 £
Arginina 7.0 0,04 ©
Glutamina 146,0 10 a
Inositol 100,0 0,555 8
Sacarose 30000,00  11400,00 <

Os embrides devem ser mantidos durante 30 dias

em sala de crescimento a temperatura de 27 £ 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas/luz sob radiagao ativa
fotossintética de 30 um2 s™'. Durante esse periodo, as

BRS 226
_ CCP76__ -
*® . »

culturas devem ser transferidas para um mesmo meio ﬂf-
. . 4
de cultura novo a cada 7 dias (Figura 2).

Apos esse periodo, as culturas sao transferidas

novamente para frascos com capacidade de

250 mL contendo 30 mL de meio de cultura

utilizado inicialmente. Nessa condigao, as culturas

permanecem durante 150 dias, sendo transferidas Figura 3. Embrides zigéticos do clone CCP 76 com 7, 14, 21

para meio de cultura novo, a cada 30 dias (Figura 3). e 28 dias de cultivo apds a inoculagdo, da esquerda para a
direita (A) e plantulas desenvolvidas dos clones de cajueiro-

-ando precoce CCP 76 e BRS 226 (B) aos 180 dias apos a
inoculagéo. Barras = 1 cm.
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Os resultados obtidos do isolamento de embrides
zigoticos dos clones CCP 76 e BRS 226 sao
mostrados na Tabela 2. Durante os primeiros 30

dias, foram observadas as taxas de contaminacao.
Os dados de contaminagao indicam que o processo
de desinfestacao das améndoas foi eficaz para o
controle de bactérias (2,12% e 8,30%) e de fungos
(0,70% e 2,43%) para os clones CCP 76 e BRS 226,
respectivamente. Esses resultados sugerem que o
uso da solugéo de hipoclorito de sddio seguido do uso
de solugdo de PPM® é uma alternativa aos produtos
comumente utilizados nos processos de desinfestacao

superficial de materiais que antecedem ao cultivo
in vitro, como, por exemplo, o cloreto de mercurio
(CARDOZA; SOUZA, 2002).

Verificou-se que as taxas de oxidagado foram elevadas
em ambos os clones, mostrando que, mesmo com

as transferéncias realizadas a cada 7 dias, estas

nao foram eficazes durante os 30 primeiros dias

para o controle da liberagao dos fendis e outros
exsudados. A presencga de oxidagdo nos embrides
pode ter favorecido a redugéo do desenvolvimento
deles e, consequentemente, as reduzidas taxas de
sobrevivéncia (Tabela 2).

Tabela 2. Numero, porcentagens de contaminacao, de oxidacao e de sobrevivéncia de embribes zigoticos, porcentagem de
plantulas formadas e numero médio de folhas desenvolvidas em plantulas de cajueiro-ando precoce. Fortaleza, CE, 2010.

Embrido
Embrido zigdtico Contaminado
isolado (n°) (%)
CCP 76 283 2,82
BRS 226 205 10,73

Plantula formada
Oxidagéo Sobrevivéncia % Folha
(%) (%) (n°)
30,03 67,13 26,84 4,79 + 0,46
28,78 60,48 33,87 2,24 £0,29

+ Erro padrao da média.

O clone BRS 226 apresentou maior porcentagem de
plantas formadas quando comparado a porcentagem
obtida pelo clone CCP 76 (Tabela 2). Entretanto,

as plantulas do clone CCP 76 apresentaram maior
crescimento (Figura 3) e maior numero médio de
folhas quando comparadas aos resultados alcangados
pelo clone BRS 226 (Tabela 2). Tais resultados
demonstram a variabilidade genética entre os clones.
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