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Maior cajueiro do mundo, cajueiro de Pirangi (Anacardium occidentale
ANACARDIACEA). Parnamirim — RN — Brasil.

DADOS MORFOLOGICOS DE SEUS ORGAOS
a) Raiz: pivotante
) Caule: tronco lenhoso, com resina, muito tanino.
) Folhas: simples de forma oblonga ovadas
d) Flores: pequenas, lilas
) Fruto: castanha e a parte suculenta, denominada de pseudofruto
f) Semente: rica em 6bleo, gorduras. Muito apreciada pelo seu sabor e como

produto de exploragao agricola

HABITAT
Origem brasileira, porém cultivada em todos os paises de clima tropical. O
Nordeste brasileiro € onde se concentra o maior cultivo dessa planta devido suportar

bem a falta de chuva e nao exigir solos ricos em nutrientes.

CONSIDERACOES BOTANICAS

Este individuo emite de seu caule principal, ramos que ao invés de subirem
como é o normal nos outros vegetais, procuram o solo como se fossem raizes. Em
seguida ao passar pelo solo, estes ramos formam um sistema radicular com o
objetivo de alimentar o novo cajueiro que esta se formando da planta matriz. Existe
entre a planta mae e seus filhos verdadeira simbiose, para sobreviverem, um ajuda o

outro.

DADOS MORFOMETRICOS
Sua copa mede, hoje 8400 metros quadrados, o que corresponde a um
agregado de 70 (setenta) cajueiros de porte natural. A idade aproximadamente da

planta mée é de 110 a 120 anos.
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Cajueiro de Pirangi em Parnamirim — RN. Vista aérea da copa de 8400 metros quadrados
(seta).



Anacardium humile St. Hill. (Anacardiaceae) (seta) de
porte rasteiro. Para resistir a secas prolongadas, o
caule subterraneo (seta) tem a particularidade de
armazenar agua.
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RESUMO GERAL

O Anacardium humile St. Hill., conhecido como cajuzinho-do-cerrado ou cajui, € uma
espécie pertencente a familia Anacardiaceae que ocorre naturalmente em Campo
Sujo e no Cerrado do Brasil. Tem importancia alimentar, industrial, medicinal e
econbmica e a castanha tem as mesmas caracteristicas e usos do caju comum, com
ampla utilizacdo para o consumo. Pelo fato das espécies do Cerrado mostrarem
interesses antagdnicos, biolégico e sociecondmico, torna-se necessario gerar
informacgdes bioldgicas, na tentativa de uma adequada exploragdo econdémica, para
evitar a utilizacéo predatoria ou, até mesmo, a extincdo da espécie. O objetivo desse
trabalho foi o de otimizar um protocolo para cultivo em escala comercial, por
micropropagacéo de Anacardium humile, além de analisar os patdgenos existentes
no cultivo in vitro, para quantificar a melhor concentragao de fungicida sistémico a ser
utilizado na cultura de cajui. Foi analisada, ainda, a divergéncia genética existente
entre populagdes do cerrado mineiro (Clube Caca e Pesca ltororé — Uberlandia —
MG) e goiano (Parque Estadual da Serra de Caldas — Caldas Novas - GO) por meio
da técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorphism). Ocorreu baixo
sucesso de micropropagacao de cajui apesar de se obter brotos, que ndo puderam
ser aclimatados. A andlise de microrganismos mostrou prevaléncia de Aspergillus
niger no cultivo in vitro sendo que as concentracdes utilizadas de benomyl no meio
foram muito elevadas, podendo causar fitotoxicidade as plantulas. Quanto a analise
da divergéncia genética verificou-se maior distancia genética entre populacbées de
regides diferentes (58%) do que dentro da mesma regidao (35% Clube Caca e Pesca
Itorord; 47% Parque Estadual da Serra de Caldas) apesar de as plantas

apresentarem caracteristicas fenotipicas distintas.



INTRODUCAO GERAL

A rapida expansao da fronteira agricola no Cerrado brasileiro, associada as
construgcdes de expressivo impacto ambiental, como usinas hidrelétricas, vém
acelerando o processo de perda da biodiversidade. E necessario, na mesma
proporcdo, dar énfase as pesquisas de diversidade vegetal nesse Bioma,
considerando o potencial de regeneracao, uso medicinal e capacidade de adaptacao,
apresentados pela maioria de suas espécies (Kageyama, 1994).

O Brasil ocupa o primeiro lugar entre os paises megadiversos, fruto de sua
extensdo territorial e posicao geografica. Estima-se que o Pais possua entre 15% e
20% dos 1,5 milhdes de espécies descritas na Terra (Biodiversidade..., 2002). O
Ministério do Meio Ambiente (MMA) estimou em 1,87 milhdes, o numero total de
espécies no Brasil, com apenas 202,5 mil delas conhecidas atualmente (Mancin,
2002).

O Cerrado, apesar de toda a potencialidade de uso de sua biodiversidade, é
uma das 25 areas do mundo consideradas criticas para a conservacao, devido a
riqueza biolégica e alta pressao antrdpica (Biodiversidade..., 2002).

Muitas espécies nativas importantes como produtoras de madeira, resinas,
latex, produtos medicinais e outros sdo, também, importantes fornecedoras de frutos
comestiveis, o que, por um lado confere maior importancia e por outro, as tornam
mais susceptiveis a destruicdo, na medida em que nelas se procuram produtos
comercialmente mais valiosos que os frutos. Ainda, segundo o autor, a fruticultura
tropical deve ser avaliada como um componente muito valioso da conservacao dos
recursos e como suporte indispensavel para a manutencao da vida. Os modelos tao
recomendados de agricultura sustentavel, dos quais se procura obter uma producao
agricola compativel com a manutencdo dos recursos e garantia do futuro das
geragbes, sao mais facilmente colocados em pratica recorrendo as culturas perenes,
onde se inclui a maior parte das espécies produtoras de frutos comestiveis. Elas
protegem o terreno da acao direta do sol e do efeito erosivo das aguas e dos ventos

e conservam a fertilidade a custa da reciclagem de agua e elementos minerais que,



sem elas, ficariam afastados das camadas onde normalmente se desenvolve o
sistema radicular da maioria das plantas cultivadas (Ferrdao, 1999).

Conhecer o mercado internacional vem sendo um desafio para os produtores
brasileiros de frutas frescas que visam esse tipo de comercializacdo. O Brasil, em
funcdo de suas condicdes climaticas, apresenta potencial para se tornar um dos
maiores podlos produtivos de frutas frescas para o mercado mundial, aproveitando a
onda naturalista que o mundo atravessa (Nachreiner et al., 2004). O setor fruticola
tem sido um importante representante do segmento agricola no cenario internacional.
S6 em 2003, as exportacbes aumentaram 39,1% em comparacdo com 2002

(www.brazilianfruit.org).

Atualmente, o Pais produz cerca de 38 milhdes de toneladas de frutas por
ano. O setor emprega mais de 5 milhdes de pessoas e ocupa uma area de 3,4
milndes de hectares. Segundo o Ministério da Agricultura, a producdo de frutas
permite obter um faturamento bruto entre 1 e 20 mil reais por hectare

(www.brazilianfruit.org).

Por essas razbes e, também, pelo potencial de geracao de emprego e renda
que possui, o setor é considerado estratégico para o pais. O objetivo é realizar
programas na area de sanidade, de modernizagdo do processo de producdo e de
marketing internacional. A grande meta do setor brasileiro é consolidar-se no
mercado internacional ndo apenas como produtor de frutas tropicais mas, também,
de outras frutas-chave. Para isso € preciso capacitar o setor e expandir,
significativamente, suas fronteiras agricolas em valores absolutos e,
comparativamente, aos grandes supridores internacionais, sem deixar de lado a
imagem de  confiabilidade, continuidade e diversidade de frutas
(GazetaMercantil,2003).

Dentre os frutos nativos do cerrado, destaca-se o Anacardium humile St. Hill.,
conhecido como cajuzinho-do-cerrado ou cajui, que € uma espécie pertencente a
familia Anacardiaceae de ocorréncia natural em Campo Sujo e no Cerrado do Brasil,
distribuido na Bahia, Distrito Federal, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato

Grosso, Séo Paulo e Tocantins. A espécie possui outras denominacgoes, tais como,



caju, cajueiro-do-campo, caju-de-arvore-do-cerrado e cajuhy (Lépez-Naranjo &
Pernia, 1990; CEMIG, 2001).

Nativo do Brasil, o cajuzinho-do-cerrado € um arbusto pequeno com até 80 cm
de altura e lenhoso, sendo uma planta melifera e heliéfila. Para resistir secas
prolongadas, o caule subterraneo tem a particularidade de armazenar agua (Almeida
et al., 1998).

No cerrado, onde o solo nao oferece maior resisténcia a penetracao de raizes
e o nivel freatico alcanca uma profundidade de, aproximadamente, 18 metros
(Rawittscher & Col, 1943; Schubart & Rawittscher, 1950), o cajui alcanca enorme
desenvolvimento lateral, tanto que uma sé espécie pode desenvolver copa circular
de, aproximadamente, 16 m de didmetro (L6pez-Naranjo, 1977) formando extensas
touceiras abertas devido ao sistema subterrdneo (xilopdédio) ser bem desenvolvido.
As folhas sao alternas, simples, pecioladas a subsésseis, sem estipulas, possuindo
limbo com 6 a 19,5 x 3,5 a 9 cm, pergaminoso a coridceo com nervuras secundarias
e terciarias muito visiveis e elevadas, nas duas faces, com peciolo de 2 a 15 cm de
comprimento. As inflorescéncias ramificadas (paniculas) estdo na ponta dos ramos e
contém cerca de 80 flores pequenas, de cor vermelho-rosada, sendo cerca de %
delas, masculinas e 4, hermafroditas. As flores hermafroditas dao origem, em média,
a 5 ou 6 frutos por inflorescéncia, os quais podem cair antes de atingirem 5 mm de
comprimento (Almeida et al., 1998).

O fruto esta dividido em duas partes distintas: fruto propriamente dito, que é
uma nucula reniforme, com pericarpo duro e seco (castanha-de-caju) e uma parte
carnoso-sucosa, conhecida como caju que representa o pedicelo do fruto, espessado
e modificado (Barroso et al., 1999). O pseudofruto, a partir do pedunculo, é bem
desenvolvido com aproximadamente 1,5 cm de didmetro no apice, de cor vermelha,
claviforme, com polpa alva e suculenta (Almeida et al., 1998). O fruto verdadeiro €
um aquénio seco, acinzentado brilhante, em forma de rim, com 1,5 a 2 x 1 cm de
comprimento, contendo uma améndoa com dois cotilédones justapostos, ricos em
gordura, com embrido pequeno e encurvado para a base. As estruturas mais
conspicuas na parede desse fruto sdo as cavidades secretoras que ocupam a maior
parte do mesocarpo. O 6leo encontrado na castanha é corrosivo e volatil (Barroso et



al., 1999). O pericarpo da castanha € mais ou menos desenvolvido, em fungao da
espessura do mesocarpo, que € constituido por um tecido alveolar que aloja o
“balsamo do caju” (Cashew Nut Shell Liquid - CNSL) que representa, em média, 20%
da castanha inteira e 15% a 34% da castanha fresca, com 90% de acido anacardico
e 10%de cardol em sua composicao (Ferrao, 1995).

E desconhecida, nessa espécie, a quantidade de reserva organica contida nos
cotilédones e a maneira como a energia € utilizada para o crescimento inicial dos
orgaos subterraneos e aéreos das plantulas (Lopez-Naranjo & Pernia, 1990).

A semente, sem dorméncia, apresenta até 100% de taxa de germinacao,
embora existam registros de 65% de germinacdo, em um periodo de 15 a 25 dias
(Ferrao, 1999).

Segundo Mitchell & Mori (1987) e Lopez-Naranjo (1977) o florescimento do
Anacardium humile ocorre, geralmente, de agosto a setembro e a frutificagcdo, em
novembro, coincidindo a reproducdo com a estacdo seca. A produgcdo de sementes
por planta & pequena, devido ao baixo sucesso dos frutos por panicula; mesmo que
se leve em consideracgao a relagao flores viaveis e numero de frutos, a porcentagem
de frutos formados é muito pequena (Ferrdo, 1995).

Por ser uma espécie rasteira, o cajuzinho-do-cerrado concorre, com outras
espécies, ao titulo de espécie em extincdo sendo, no momento, considerada rara e
protegida por lei (CEMIG, 2001). O porte baixo da planta torna-a, quando comparada
ao cajueiro comum, mais susceptivel a agdes antrépicas e ao fogo. Na regidao do
Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, a espécie é de baixa ocorréncia.

O cajuzinho-do-cerrado tem grande importancia alimentar, industrial, medicinal
e econbmica e a castanha tem as mesmas caracteristicas e usos do cajueiro comum
(Anacardium occidentale), com ampla utilizacdo para o consumo. A casca da
castanha, por ser dura e rica em 6leo viscoso, caustico e inflamavel, se transformou
em um produto estratégico para a industria e para a medicina. Da améndoa, rica em
proteina, calorias, lipidios, carboidratos, fésforo e ferro, é extraido um o6leo
comestivel, que pode ser utilizado em substituicdo ao azeite de oliva (Almeida et al.,
1998).



Assim como a grande maioria das espécies do cerrado, o Anacardium humile
St. Hill.,, tem importancia biolégica e socioeconémica. Os interesses antag6nicos,
aumentam a necessidade de gerar informagdes bioldgicas, na tentativa de adequar a
exploracéao econémica, de modo que nao haja utilizacao predatéria ou, até mesmo,

a extincao da espécie.



OBJETIVOS GERAIS

Otimizar um protocolo de micropropagacao para Anacardium humile St. Hill.
(ANACARDIACEAE), analisando as respostas morfogenéticas obtidas de explantes
foliares e cotiledonares.

Identificar fungos existentes no cultivo in vitro de Anacardium humile St. Hill. e
analisar os efeitos da adicdo de um fungicida sistémico no meio de cultura para

controle da contaminacao, in vitro.

Analisar a divergéncia genética entre populacées de Anacardium humile St. Hill. do
Cerrado do Clube Caca e Pesca ltoror6 de Uberlandia — MG e de populacbes do
Cerrado do Parque Estadual da Serra de Caldas — Caldas Novas, Goias.

Comparar molecularmente, por AFLP, as populacdes que diferem morfologicamente,
com a finalidade de analisar se as caracteristicas resultam de processo de

especiacao.



CAPITULO 1

RESPOSTAS MORFOGENETICAS IN VITRO DE
EXPLANTES FOLIARES E COTILEDONARES DE
Anacardium humile St. Hill. (ANACARDIACEAE)



1. INTRODUCAO

1.1. CULTURA DE TECIDOS

O termo clonagem, ja incorporado ao cotidiano das pessoas, deriva
etmologicamente do grego klén, “broto” e pressupde "qualquer grupo de células ou
organismos produzidos assexuadamente de um Unico ancestral sexuadamente
produzido". O termo clone foi definido por Herbert J. Welber, em 1903, como uma
populacdo de moléculas, células ou organismos que se originam de uma Uunica
célula e que sao idénticas a célula original e entre si (Pierce, 2003).

Com a possibilidade da clonagem de plantas a partir de células somaticas, o
sonho do botanico austro-hingaro, se tornou realidade. Gottlieb Haberlandt
publicou, em 1902, a sua idéia sobre o principio da “Teoria da Totipoténcia” onde,
profeticamente, postulou que os seres vivos tém capacidade de regenerar seus
corpos inteiros a partir de células Unicas. Nem ele, nem os seus discipulos da época
calcularam que suas tentativas abririam novos horizontes para a humanidade o que,
atualmente, é aplicado em Biotecnologia Vegetal. A técnica da clonagem in vitro de
plantas é possivel mediante a cultura de tecidos (Entendendo..., 20017?).

A cultura de tecido vegetal pressupbe técnicas que visam obter plantas a
partir de explantes, os quais podem ser meristemas, partes da folha, raizes, caules,
anteras ou protoplastos. Essa técnica baseia-se na totipoténcia celular, isto é, na
capacidade de uma célula qualquer da planta regenerar uma nova planta, visto que
possui toda a informacao genética para tal (Mantell et al., 1994.) permitindo a
reproducao de plantas em condicées totalmente assépticas a partir de um ndamero
pequeno de segmentos de tecido, regenerando uma grande quantidade de plantas
geneticamente iguais a planta matriz, em meio de cultura adequado (Hernandéz &
Rubio, 2002).

A micropropagagdo é um sistema importante para os programas de
melhoramento, pois possibilita a producdo, em massa, de clones considerados
superiores (Braga et al., 1997). Constitui-se num método alternativo as técnicas
tradicionais de propagacado vegetativa (Pierik, 1990) e, em ambito comercial, a



importancia deve-se ao fato de manter o material livre de doencas e de acelerar os
métodos convencionais de propagacao vegetativa (Torres et al.,1998).

Para o sucesso na propagacao in vitro, € necessario controlar variaveis como
a composi¢cao do meio de cultura, a origem dos explantes utilizados e as condi¢coes
fisicas ambientais (Grattapaglia & Machado, 1990).

Dentre os diversos meios de cultivo utilizados na micropropagacao, o mais
difundido ¢ o meio MS (Murashige & Skoog, 1962), que contém concentracoes
relativamente altas de macronutrientes.

O meio de cultura para a maioria dos tecidos vegetais requer quatro grupos
de compostos: a) uma fonte de carbono na forma de agucar (sacarose); b) nutrientes
inorganicos, compreendendo macro e micronutrientes; c) vitaminas, essencialmente
tiamina e d) reguladores de crescimento, principalmente auxinas e citocininas.
Podem ser adicionadas, ainda, misturas como extratos de leveduras e malte, suco
de tomate, 4gua de coco, caseina hidrolisada e substancias antioxidantes (Matos
Brito, 1980).

Os reguladores de crescimento ou fitohormbnios sdo substancias que
regulam, in vitro, o comportamento da planta (Ribeiro, 1999). Sao substancias
organicas que apresentam acdo sobre o crescimento e alguns tipos de
organogénese. Os principais grupos sao as auxinas e citocininas. Dentre as auxinas,
destacam-se o acido indol - 3 - butirico (AIB) e o acido 2, 4 - diclorofenoxiacético
(2,4-D). As citocininas mais usadas sao a 6 - benzilaminopurina (BAP) e a cinetina
(KIN). O thidiazuron (TDZ) € um regulador de crescimento derivado de uréia
(Andrade, 1998).

As auxinas sdo aplicadas na fase de estabelecimento da cultura para suprir 0s
teores enddgenos dos explantes. A adicdo de auxina na fase de multiplicacdo nao é
essencial, mas pode ser favoravel ao crescimento da parte aérea e pode anular o
efeito inibitério das citocininas sobre o alongamento (Grattapaglia & Machado, 1990).
A acgédo das citocininas consiste em quebrar a dominancia apical e promover a
proliferacdo de gemas axilares, durante a fase de multiplicacdo (Tisserat, 1987;
Grattapaglia & Machado, 1990).

10



Desde o inicio do século, a propagacao de plantas in vitro tem atraido
pesquisadores que utilizam as técnicas de cultura de tecidos vegetais como
ferramentas importantes para solucionar problemas fitossanitarios, que ocorrem com
a propagacao e o melhoramento genético de plantas (Paranhos et al., 1996; Torres
et al.,1998).

O cultivo in vitro de espécies da familia Anacardiaceae é ainda restrito
possivelmente pelo elevado indice de contaminacao e oxidagao, embora alguns bons
resultados possam ser encontrados em trabalhos apresentados na literatura.

11



2. RESUMO

O Anacardium humile St. Hill., conhecido como cajuzinho-do-cerrado ou cajui, € uma
espécie pertencente a familia Anacardiaceae que ocorre naturalmente em Campo
Sujo e no Cerrado do Brasil. Tem importancia alimentar, industrial, medicinal e
econbmica e a castanha tem as mesmas caracteristicas e usos do caju comum, com
ampla utilizacdo para o consumo. Pelo fato das espécies do Cerrado mostrarem
interesses antagdnicos, biolégico e sociecondmico, torna-se necessario gerar
informacgdes bioldgicas, na tentativa de uma adequada exploragdo econdémica, para
evitar a utilizacdo predatéria ou, até mesmo, a extingdo da espécie. Otimizou-se um
protocolo de micropropagacao para o cajui, verificando as respostas morfogenéticas
obtidas a partir de explantes foliares. Explantes distintos foram utilizados para os
testes de desinfestacdo e estabelecimento in vitro, sendo que os frutos foram os
mais responsivos na diferenciacao tissular. Frutos cedidos pelo CENARGEN (Bahia)
germinaram por 17 dias em camara fria e as folhas das plantulas foram selecionadas
e desinfestadas com alcool 50% por 1minuto, hipoclorito de sddio 1% por 10 minutos
e trés lavagens consecutivas em agua autoclavada. Os explantes foram colocados
em meio MS variando-se as concentracoes de 2,4-D e BAP. A formacao de calos foi
verificada em auséncia de auxina e presenca de 5,0 mg L” de citocinina e na
combinagdo de 0,1 mg L' de 2,4-D e de 10,0 mg L' de BAP, que produziram, em
média, 0,22 calos por plantula. A oxidagao foi fator limitante para o estabelecimento
in vitro dessa espécie podendo ser observada em todos os tratamentos realizados. A
concentragdo de 5,0 mg L™ de BAP em auséncia de 2,4-D foi a que proporcionou o
menor indice de oxidacdo (0,6). O tratamento mais responsivo para o nimero de
brotacdes ocorreu adicionando-se 5,0 mg L' de BAP isento de auxina, que produziu
01 (um) broto por explante. O comprimento das brota¢des foi influenciado pelas
doses de citocinina, sendo que o maior comprimento (0,5 cm) foi verificado em meio

suplementado com 0,1 mg L™ de 2,4-D em combinacdo com 1,0 mg L™ de BAP.
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3. ABSTRACT

Anacardium humile St. Hill., known as “cajuzinho-do-cerrado” or cajui, is a species
belonging to the Anacardiaceae family which normally grows in Campo sujo and in
the Brazilian Cerrado. It has industrial, alimentary, medicinal and economic
importance and the nut has the same characteristics and uses of the ordinary type of
cashew tree, with a wide use for consumption. It's necessary to generate biologic
information once the cerrado species hold antaghonyc interests, looking for an
adequate economic exploration, in order to avoid the predatory use, or even the
species extinction. One register of micro propagation for the cajui was optimized,
certifying the morphogenetic responses obtained from the foliar explants.
Distinct explants were used for the tests of disinfestation and in vitro establishment
once the fruit were the ones that responded the best in the tissue differentiation. Fruit
provided by CENARGEN (Bahia) germinated for 17 days in a cold chamber and the
plantulas leaves were selected and disinfested using a mixture containing 50% of
alcohol for 1 minute, 1% of sodium hipocloridate for 10 minutes and a consecutive
triple washing in autoclaved water. The explants were put in MS environment varying
the concentrations of 2,4-D and BAP. The formation of callus was verified in the
absence of auxin and presence of 5,0 mg L™ of citocinine and in the combination of
0,1 mgL " of 2,4-D and 10,0 mg L™ of BAP, which on average produced, 0,22 callus
for each plantet. The oxidation was a limiting factor for the in vitro establishment of
this species being observed in all the treatments done. It’s also interesting to mention
that the concentration of 5,0 mgL™ of BAP in the absence of 2,4-D was the one that
produced the least oxidation (0,6). The best treatment considering response for the
number of shoots occurred adding 5,0 mg L™ of BAP without auxin, producing 1 shoot
for explant. The extension of the shooting was influenced by the doses of citocin. The
biggest length (0,5 cm) was verified in an environment supplemented with 0,1 mg L
of 2,4-D in combination with 1,0 mg L ' of BAP.

13



4. OBJETIVO

Otimizar um protocolo de micropropagacao in vitro para Anacardium humile St. Hill.
(ANACARDIACEAE) analisando as respostas morfogenéticas obtidas a partir de
explantes foliares e cotiledonares.

14



5. MATERIAL E METODOS

O material biolégico, Anacardium humile St.Hill., também conhecido como
cajui, cajuzinho—do—cerrado e do campo, foi obtido de mudas provenientes de
sementes germinadas e desenvolvidas em Casa de Vegetacdo da Universidade
Federal de Uberlandia, de plantas do Clube Caca e Pesca Itoror6 no municipio de
Uberlandia — MG, do Parque Estadual da Serra de Caldas no municipio de Caldas
Novas — Goias e de frutos coletados em Luis Eduardo Magalhaes (BA) cedidos pela
EMBRAPA —CENARGEN (Babhia).

5.1. AREAS DE COLETA
5.1.1. CLUBE CACA E PESCA ITORORO DE UBERLANDIA - MG

O material de estudo (folha) foi coletado em areas preservadas da Reserva
Ecolégica do Clube Caca e Pesca ltorord, localizada em Uberlandia, MG (18°55°23”S
e 48°17°19” W). A reserva esta situada a oeste do municipio, distando 10 km do
centro da cidade. Nessa reserva o tipo fisionbmico dominante é o Cerrado (sentido
restrito) (Fuzeto et al., 2001).

O clima da regiao apresenta duas estacdoes bem definidas: seca e Umida,
podendo apresentar tanto temperaturas acima de 35°C como geadas esporadicas,
no inverno. A precipitacdo anual e as médias diarias de temperatura oscilam em
torno de 1550 mm e 22°C, respectivamente (Rosa et al., 1991).

As coletas foram realizadas nas primeiras quinzenas dos meses de marco e
novembro de 2004.
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5.1.2. PARQUE ESTADUAL DA SERRA DE CALDAS NOVAS - GO

Folhas das plantas foram coletadas no Parque Estadual da Serra de Caldas
Novas (PESCAN), localizado entre os municipios de Caldas Novas e Rio Quente, no
sudeste do Estado de Goias, a 180 km da capital, Goidania - GO (Andrade &
Sarmento, s.d.). As coletas ocorreram no dia 28 de novembro de 2004.

5.1.3. LUIZ EDUARDO MAGALHAES (BA)

Os frutos foram coletados no municipio de Luiz Eduardo de Magalhdes (BA) e
armazenados no CENARGEN - EMBRAPA (BA). O municipio possui area de
3.944km?, localizando-se a oeste da Babhia.

Estudos climaticos demonstram haver um gradiente térmico de -0,5 °C, em
geral, na temperatura média compensada anual (Tma) a cada 100 m de altitude,
sendo maior a variacdo no inverno. A variacdo da temperatura na area é
influenciada, também, pela grande distancia em relacdo ao oceano - efeito de
continentalidade - que funciona como regulador térmico. Essa distancia determina a
maior amplitude térmica média anual do Estado da Bahia (11,5 °C). Em funcao das
caracteristicas climaticas, a sua classificacdo varia de umido a subumido, ambos
megatérmicos, na Regido Econémica 15, a seco subumido megatérmico, na Regiao
Econbmica 14, com caracteristicas de transicdo para o semi-arido, ao norte
(http://www.totaltrade.com.br/PAGES/OESTE_BAHIA_3.htm).
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5.2 CULTURA DE TECIDOS

Os experimentos do cultivo in vitro foram realizados no Laboratério de Cultura
de Tecido Vegetal do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia.

Na definicdo metodoldgica, otimizou-se protocolos de desinfestacdo de
explantes para crescimento in vitro, para padronizar um método que permitisse o

cultivo da espécie em larga escala.
5.2.1. DESINFESTACAO DE EXPLANTES DE Anacardium Humile St. Hill.

5.2.1.1. TESTE I: MATRIZES DE CASA DE VEGETACAO E VARIAGCAO NAS
CONCENTRACOES DE MEIO DE CULTURA E ANTIOXIDANTE

Mudas produzidas a partir de sementes de cajui germinadas, mantidas em
casa de vegetacdo, foram utilizadas como matrizes doadoras de explantes. As
mudas foram tratadas com 2,0 mg L de fungicida sistémico benomyl (metil —1
butilcarbomoil — 2 — benzimidazol — carbamato) 15 dias antes da inoculagéo.

Folhas jovens (Figura 1) foram excisadas, lavadas em &gua corrente com
detergente Tween 20, submersas em alcool 50% por 3 minutos, imersas em
hipoclorito de sédio a 2% por 15 minutos, sob constante agitacao e lavadas em agua
destilada autoclavada por trés vezes consecutivas, em camara de fluxo laminar
(VECO).

Os explantes (Figura 2) foram submetidos a quatro tratamentos de inoculagao,
variando-se a concentragdo do meio Murashige & Skoog (1962) conforme Tabela 1
(MS 50% e MS 100%) em presenca e auséncia de carvao ativado (antioxidante).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2 (tratamento x antioxidante) constituido por 4 repeticbes em
parcelas constituitdas de trés tubos, com um explante por tubo.
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Figura 1: Matrizes de Anacardium humile
St.  Hill. (ANACARDIACEAE) (seta)
utilizadas na selec¢éao de explantes para o
cultivo in vitro. UFU - Uberlandia, MG —
2005.

Figura 2: Explante foliar (seta) de
Anacardium humile St. Hill.
(ANACARDIACEAE) inoculado em meio
MS. UFU - Uberlandia, MG — 2005.
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Tabela 1. Composi¢cdo do meio de cultura de Murashige & Skoog 100% (1962) para
a cultura de tecidos de Anacardium humile St. Hill. (ANACARDIACEAE).

CONSTITUINTES mgL™

CONSTITUINTES mgL’

INORGANICOS ORGANICOS

NHsNO; 1650 Glicina 2

KNO3 1900 Tiamina HCI 0,1

CaCl, 2 H>0O 440 Sacarose 3000

MgSO, 7 H,0 370 Agar 0,7%

KH2PO4 170 Inositol 100

KI 0,83 Acido 0,5
nicotinico

HsBO3 6,2 Piridoxina HCI 0,5

MnSO, 2 H,O 22,3

ZnS0,4 7 H0 4,086

NaMoOQO, 2 25

H.O

CuSO4 5 H0 2,5

CoCl, 6 H0 2,5

FeSO4 7 HO 27,8

Na, EDTA 2 37,408

H.O
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5.2.1.2. TESTE Il: MATRIZES DE CASA DE VEGETACAO COM VARIACAO NAS
CONCENTRAGCOES DE HIPOCLORITO DE SODIO E ALCOOL
(PRESENCA E AUSENCIA)

As mudas provenientes da casa de vegetacédo foram utilizadas como fonte
de explante para o segundo teste de desinfestacdo foliar. As mudas foram
levadas ao Laboratério, lavadas em &gua corrente e os explantes foram
submetidos ao processo de desinfestacao.

Apds os tratamentos, tanto os segmentos foliares quanto os segmentos
radiculares foram lavados por trés vezes consecutivas em agua destilada
autoclavada, em camara de fluxo laminar (VECO). Todos os explantes foram
submersos em &cido ascoérbico a 600 mg L™ e inoculados em meio MS 50%.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 4 x 2 em presenca e auséncia de alcool 70% por 30
segundos, concentracdo de hipoclorito de sédio (0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%),
tempo de exposicao (15 e 20 minutos), constituido por 4 repeticdes, em parcelas
constituidas de dois tubos, com um explante por tubo.

5.2.1.3. TESTE Ill: MATRIZES DO CLUBE CACA E PESCA ITORORO DE
UBERLANDIA - MG.

Folhas e xilopddio foram excisadas de plantas nativas do Cerrado do Clube
Caca e Pesca ltoror6 de Uberlandia-MG e levados ao Laboratério, onde foram
lavados em agua corrente durante 12 horas para reducao dos niveis de compostos
fendlicos.

Posteriormente, as matrizes doadoras de explantes foram lavadas com
Tween 20 e os explantes submetidos aos tratamentos de desinfestagdo. Foram
realizados dois testes: um com explantes foliares e outro, com explantes caulinares

(xilopddio).
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Os explantes foliares foram desinfestados em alcool 70% por 30 segundos
seguido de lavagem em hipoclorito de sédio, em concentragcbes de 1,0%, 1,5% e
2,0%. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado constituido de 4
repeticdes, com 3 tubos por parcela e um explante por tubo.

O teste de desinfestacdo dos xilopddios foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 : hipoclorito de sédio (1,0% e
2,0%) X tempo de exposicdo ao agente (10 e 15 minutos). Todos explantes foram
imersos, inicialmente, em alcool 70% por 30 segundos.

Os explantes desses testes foram lavados por trés vezes consecutivas em
agua destilada autoclavada e imersos em acido ascorbico a 600 mg L e

inoculados em meio MS 50%, em camara de fluxo laminar (VECO).

5.2.1.4. TESTE IV: MATRIZES DO CLUBE CAGCA E PESCA ITORORO DE
UBERLANDIA — MG INOCULADAS EM MEIO MS 50% E MS 100%
ACRESCIDOS DE REGULADORES DE CRESCIMENTO

Folhas jovens obtidas de plantas do Clube foram coletadas para a conducao
do experimento em Laboratério. As folhas foram lavadas em agua corrente e
detergente Tween 20 e submetidas ao processo de desinfestacédo, que consistiu de
lavagem em alcool etilico (96°G) a 70% por 30 segundos e hipoclorito de sédio a
1,0% por 10 minutos. Posteriormente, os explantes foram lavados por trés vezes
consecutivas em agua destilada autoclavada, em camara de fluxo laminar (VECO)
e inoculados nos meios de cultura, com diferentes tratamentos.

Os tratamentos consistiam da variacdo nas concentracbes do meio de
cultura MS 50% e MS 100% e de reguladores de crescimento 2, 4 -
diclorofenoxiacético (2,4 - D) uma auxina, nas concentragées 0,0; 0,1; 0,5 e 1,0
mgL" e 6 - benzilaminopurina (BAP) uma citocinina, nas concentracées 0,0; 1,0;
5,0 e 10,0 mgL™, para ambos os meios.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 4 x 4 (meios, 2,4-D,
BAP), com delineamento inteiramente casualizado constituido por 3 repeti¢des,
em parcelas constituidas de dois tubos, com um explante por tubo.
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5.2.1.5. TESTE V: SEMENTES PROVENIENTES DA SERRA DE CALDAS -
GOIAS PARA A CULTURA DE TECIDOS DE COTILEDONES E EIXO
EMBRIONARIO DE CAJUZINHO-DO-CERRADO

As sementes (Figura 3) com aproximadamente 2 cm, foram coletadas em
propriedade particular localizado no municipio de Goiania — Goids e submetidas ao

processo de desinfestacéo.

Figura 3: Semente de Anacardium humile
St. Hill. (ANACARDIACEAE) coletada no
Parque Estadual da Serra de Caldas,
Caldas Nova — Goias, 2005.

A primeira etapa da desinfestacdo foi a imersdo das sementes em agua
destilada acrescida de Tween 20 por 5 minutos sob constante agitacao.
Posteriormente, foram colocadas em alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio
2% por 15 minutos.

Em camara de fluxo laminar (VECO), as sementes foram lavadas por trés
vezes consecutivas em agua destilada autoclavada.

Os cotilédones (Figura 4) foram removidos com auxilio de bisturi e pin¢a,

previamente autoclavados e divididos em trés segmentos: proximal, mediano e
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distal, esse ultimo o eixo embrionario. Os segmentos proximal e mediano foram
novamente divididos e colocados em meio de cultivo, de maneira adaxial e abaxial
(Figura 5).

Figura 4: Cotilédones (setas) de sementes
de Anacardium humile St. Hill.
(ANACARDIACEAE). UFU - Uberlandia,
MG — 2005.

Cotilédones na
posi¢do abaxial

Eixo embrionario
)

)

Cotilédones na
nosicio adaxial

Figura 5: Inoculacdo de eixo embrionério e cotilédones de Anacardium
humile St. Hill. (ANACARDIACEAE) nas posi¢des abaxial e adaxial. UFU -
Uberlandia, MG — 2005.
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Os tratamentos realizados variaram em concentracdo do meio de cultura MS
50% e MS 100% e de reguladores de crescimento 2,4 - D e BAP, nas
concentracdes de 0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 mg L' e 0,0; 1,0; 50 e 10,0 mg L™,
respectivamente, para ambos os meios. Em todos os tratamentos foi utilizado acido
ascorbico a 600 mg L. Os explantes foram mantido no escuro por 7 dias. O
experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 4 x 4 (meios, 2,4-D, BAP), com
delineamento inteiramente casualizado constituido por 3 repeticdes, em parcelas

constituidas de dois tubos, com um explante por tubo.
5.3. CONDICOES DE CRESCIMENTO IN VITRO

Os segmentos foliares e/ou caulinares de, aproximadamente, 0,5 cm? foram
retirados com tesoura autoclavada e os cotilédones e eixo embrionario, com auxilio
de pinga e bisturi. O material foi inoculado em tubos de ensaio ou vidro de 200 mL.

A vidraria e os meios foram previamente esterilizados em autoclave vertical
(FANEM) a temperatura de 121°C, sob a pressdo de 1 atm por 20 minutos e a
transferéncia dos explantes foi feita em camara de fluxo laminar (VECO). O pH do
meio foi ajustado para 5,8 = 1 e foram distribuidos 10 mL de solugdo em cada tubo
de ensaio e 25 mL, nos vidros.

Apoés a inoculagao dos segmentos foliares, caulinares, cotiledonares e/ou eixo
embrionario, foi realizada a transferéncia para camara de crescimento com

temperatura de 25°C +1 e fotoperiodo de 16 horas.
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