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Introducéo

A utilizacdo dos clones de cajueiro-ando precoce teve inicio no Brasil dando grande
impulso aos sistemas de cultivo (BARROS; CRISOSTOMO; CAVALCANTE, 1994).

Nos anos 80 foram langados os primeiros clones comerciais, sendo um deles o clone
CCP76 (BARROS et al., 1993), que é utilizado em escala comercial, tanto para o plantio
sequeiro como para o plantio irrigado, enfatizando a importancia de genoétipos superiores na
producdo da qualidade de castanhas. Na década de 90 foi lancado o clone BRS 226 ou
Planalto, utilizado em escala comercial em cultivo de sequeiro (PAIVA et al., 2002).

A propagacao vegetativa via enxertia tem sido a alternativa de clonagem do cajueiro
e estudos de propagacdo in vitro sdo reduzidos (BOGGETTI; JASIK; MANTELL, 2001;
CARDOZA; SOUZA, 2002). Entretanto, € necessario avango de conhecimento dessa
espécie. Dessa forma, ha necessidade do desenvolvimento de metodologias que permitem
a realizacdo de estudos in vitro visando aspectos nutricionais, bioquimicos e moleculares.
Adicionalmente, o cultivo in vitro de plantas permite que o material genético seja
transportado em espaco reduzido e livre de contaminantes. O objetivo desse trabalho foi
desenvolver uma metodologia para o isolamento de embribes zigéticos e crescimento de

plantulas in vitro de cajueiro anao precoce.

Material e métodos

O estudo foi conduzido no laboratério de cultura de tecidos de plantas da Embrapa
Agroindastria Tropical, em Fortaleza, Ceard. Foram utilizados frutos de dois clones de
cajueiro-ando precoce, 0 BRS 226 e o CCP 76. Dos frutos, retirou-se o epicarpo e o
mesocarpo. As améndoas com a pelicula (Figura 1) foram desinfestadas em uma solucao
de hipoclorito de sédio a 2% (v/v) acrescido de 3 gotas de Tween 20® para cada 100 mL da
solucdo desinfestante, ficando sob agitacdo durante 30 minutos.

Em cémara de fluxo laminar, as améndoas foram inseridas em uma solucéo

desinfestante contendo 2 mL de PPM® (Plant Preservative Mixture) em 500mL de &gua



destilada e esterilizada sob agitagdo por 30 minutos. Logo apoés, foram realizadas quatro
lavagens sucessivas em agua destilada e esterilizada.

Com o auxilio de uma pinga e bisturi n® 11, os embriées foram resgatados e isolados
em meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995) modificado, fazendo uso de 50% do
volume da solucéo de ferro (Figura 1). O meio foi suplementado com 30 g L-! de sacarose,
benzilaminopurina (BAP 0,01 mg L-%), &cido naftaleno acético (ANA 0,1 mg L-1) e &cido
giberélico (GA; 2 mg L-1). Utilizou-se como agente solidificante o gelrite® (1,6 g L-1). O pH
do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da adicdo do agente solidificante e, em
seguida, foi distribuido 10 mL de meio em cada tubo de ensaio (capacidade 150 mm x 25
mm). Os tubos foram vedados com tampa de algoddo. Desta forma, os tubos foram
esterilizado em autoclave a 120 °C durante 10 minutos.

Em camara de fluxo laminar, os embribes foram inoculados e mantidos durante 30
dias em sala de crescimento a temperatura de 27 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas/luz sob
radiacdo fotossintética de 30 m-2 s-1. Durante este periodo, as culturas foram transferidas

para meio novo a cada 7 dias. (Figura 1)

Figura 1. Améndoa e embrido do clone CCP 76 in vitro.

Apoés este periodo, as culturas foram transferidas para frascos com capacidade de
250 mL contendo 30 mL de meio de cultura utilizado inicialmente. Nesta condicdo, as
culturas permaneceram durante 150 dias, sendo transferidas para meio de cultura novo, a
cada 30 dias.

As taxas de contaminacdo, de oxidacdo e de sobrevivéncia dos embrides foram
avaliadas semanalmente durante 30 dias. Aos 180 dias, ap6s a inoculacdo dos embribes,

foram avaliados o nimero de plantas formadas e numero médio de folhas desenvolvidas.

Resultados e Discussdes
Na tabela 1 encontram-se os resultados do isolamento de embrides zig6ticos dos
clones CCP 76 e CCP 226. As contaminacbes foram observadas somente durante os
primeiros 30 dias de cultivo. Os dados de contaminagdo indicam que o processo de

desinfestagcdo das améndoas foi eficiente para o controle do crescimento de bactérias



(2,12% e 8,30%) e de fungos (0,70% e 2,43%) para os clones CCP 76 e BRS 226,
repectivamente. Esses resultados sugerem que o uso da solugdo de hipoclorito de sédio
seguida do uso de solucao de PPM® é uma alternativa aos produtos comumente utilizados,
como por exemplo, o cloreto de mercurio (CARDOZA; SOUZA, 2002).

As taxas de oxidacdo apresentaram-se mais elevadas para ambos os clones
sugerindo que as transferéncias sucessivas de meio a cada 7 dias durante os primeiros 30
dias nao foram eficazes para o controle da liberacdo dos fendis e outros exudados. A
presenca de oxidacdo nos embrides pode ter favorecido a reducédo do desenvolvimento dos

mesmos, 0 que poderia explicar também as reduzidas taxas de sobrevivéncia (Tabela 1).

Tabela 1. Numero, porcentagens de contaminacdo, de oxidacdo e de sobreviventes de
embrides zigbticos e porcentagem de plantulas formadas e numero médio de folhas
desenvolvidas em plantulas de cajueiro ando precoce. Fortaleza (CE), 2010.

Embrido Plantulas formadas
Clone N° Contaminados Oxidagdo Sobreviventes . Média de n°
0
isolados (%) (%) (%) de folhas
CCP 76 283 2,82 30,03 67,13 26,84 4,79 + 0,46
BRS 226 205 10,73 28,78 60,48 33,87 2,24+0,29

* erro padrao da média

O clone BR226 apresentou maior porcentagem de plantas formadas quando
comparado a porcentagem obtida pelo clone CCP 76 como pode ser observado na tabela 1.
Entretanto, as plantulas do clone CCP 76 apresentaram maior crescimento (Figura 2) e
maior média de numero de folhas quando comparado aos resultados alcancados pelo clone

BRS 226 (Tabela 1). Tais resultados demonstram a variabilidade genética entre os clones.

- -

H%)’@ﬂu
w5 v e @

Figura 2. Crescimento de embrides do clone CCP 76 (esquerda) e plantulas desenvolvidas
dos clones de cajueiro ando precoce CCP 76 e BRS 226 (direita).



Concluséo
A metodologia empregada no isolamento e desenvolvimento de embrides zigéticos de
clones de cajueiro ando precoce CCP 76 e BRS 226 permitem a obtencdo de plantulas in

vitro.
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