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Composicdo do meio de cultivo para producdo de microplantas de caju-de-arvore-do-Cerrado
(Anacardium othonianum RIZZ.)

Composition of the cultivation medium for the production of microplants of Cerrado-tree
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RESUMO

O Anacardium othonianum Rizz. é uma planta tipica de regides de clima tropical caracterizada pela aparéncia exodtica e
aroma agradavel. Na busca de diversificar a produgdo e atividades que proporcione maior rentabilidade, a
micropropagac¢ao tem sido uma alternativa para produgao em grande escala em curto espago de tempo. Por isso,
objetivou-se com este trabalho determinar as melhores condig¢des in vitro para micropropagacao dessa espécie, para
isso, avaliamos a adicdo de diferentes concentragdes de AIB (Acido Indolbutirico), sacarose e carvio ativado no meio de
cultivo in vitro. Foram utilizadas cinco concentracdes de AIB (0; 1; 2; 3; 4 mg L) e cinco concentracdes de sacarose (0,
15, 30, 45, 60 g L'!) na auséncia ou presenca de carvao ativado (2 g L'?), em meio WPM 50%. Aos 30 e 60 dias foram
feitas avaliagdes do numero de explantes oxidados, comprimento médio e nimero de folhas por explante. Verificou-se
que o meio de cultivo suplementado com carv3o ativado e a adi¢do de 4 mg L de AIB, contribuiu para a o crescimento
de raizes in vitro da espécie. Enquanto, que o meio de cultivo com 30 g sacarose e presenga de carvdo ativado
proporcionou maior comprimento dos explantes e maior nimero de folhas.

Palavras-chave: Frutifera nativa, cerrado, micropropagacao.

ABSTRACT

The Anacardium othonianum Rizz. It’s a typical plant of regions of tropical climate characterized by the exotic
appearance and pleasant aroma. In the quest to diversify production and activities that provide greatest profitability,
micropropagation has been an alternative for large-scale production in short time. Therefore, the objective of this work
is to determine the best in vitro results for micropropagation of this species, for this, we evaluated the addition of
different concentrations of AIB (Indolbutyric Acid), sucrose and activated charcoal in the in vitro culture medium. Five
concentrations of AIB (0, 1, 2, 3, 4 mg L-1) and five sucrose concentrations (0, 15, 30, 45, 60 g L-1) were used in the
absence or presence of activated charcoal, in WPM 50% medium. At 30 and 60 days, the number of oxidation, average
length and number of leaves per explant were evaluated. It was found that the culture medium supplemented with
activated charcoal and an addition of 4 mg L'l of IBA, contributed to in vitro root growth. While the culture medium with
30 g L't sucrose and the presence of activated charcoal provided a longer length of the explants and a larger number of
leaves.

Key words: Native Fruit, Cerrado, Micropropagation.

INTRODUCAO
O Anacardium othonianum (Rizz.), é uma
Anacardiaceae conhecida popularmente como caju-

do-cerrado, cajuzinho ou cajui. E uma frutifera

representativa da biodiversidade do cerrado, com
grande importancia silvestre e com potencial
socioecondmico. Seus frutos sdo oleaginosos do qual

se extrai Oleo-resina aplicado para combater
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moléstias cutaneas e quando torramos as castanhas
podemos consumi-las. O pedunculo é carnoso,
acidulo e refrigerante, considerado antissifilitico. A
casca do caule é empregada como antidiarreica, em
forma de infuso e decocto (SILVA et al.,, 2001,
AGOSTINI-COSTA et al.,, 2006), desse modo é
bastante evidente o papel dessa espécie para a
populacdo humana, ja que diferentes partes da
planta apresentam uso pela populacao.

Plantas do género Anacardium geralmente
se propagam sexuadamente. Porém, a assincronia
no amadurecimento do fruto, germinacgao irregular
em condi¢Bes naturais e em viveiros sao atributos
negativos para a obtencdo de mudas uniformes. A
dessa programas de

utilizacao planta em

implantacdo de pomares comerciais requer a
producdo continua e em larga escala de mudas
uniformes. Assim, a técnica de micropropagacdo é
uma alternativa viavel para contornar as dificuldades
de multiplicacdo da espécie pelos métodos
convencionais (PINHAL, 2011; ASSIS, et al., 2012).

As condigdes de cultivo in vitro normalmente
proporcionam rdpido crescimento das plantas
multiplicadas, porém, podem induzir alteragdes
estruturais e fisioldgicas tornando as plantas
impréprias para sobreviver as condi¢des adversas no
ambiente (ROUT et al.,, 2006). Portanto, ha a
necessidade de estabelecimento de protocolos
confidveis e reprodutiveis que garantam, de forma
eficiente, a multiplicacdo in vitro para atender a
demanda comercial (LEITZKE et al., 2010; SILVA et al.,
2006; GALVANESE et al., 2007).

Brondani et al. (2012) consideram a
formacgdo de raizes um processo que exige elevada
energia, por envolver a divisdo celular, na qual as
alteram a  rota

células  predeterminadas

—

morfogenética para formar raizes adventicias. As
auxinas utilizadas in vitro induzem a formacgdo de
raizes por estimularem a sintese de etileno nas
plantas (NORBERTO et al., 2001). Desse modo,
plantas micropropagadas e que possuam um sistema
radicula bem desenvolvido apresentam maior
capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia na fase de
aclimatizacao, pois, permitem fixacao da planta no
substrato e a absorcdo de agua e nutrientes
(SALDANHA et al., 2014).

Um fator que é comumente identificado no
cultivo in vitro de espécies lenhosas e que limita a
producdao de mudas em maior escala é a oxidacao
dos tecidos vegetais quando transferidos ao meio de
cultivo. Esse processo ocorre como resposta da
liberacdo de compostos fendlicos pelo tecido lesado.
Esses compostos sdo oxidados pelas enzimas
polifenoloxidases, produzindo substancias todxicas
gue inibem o crescimento dos explantes ou os levam
a morte. O uso de antioxidantes é uma das
alternativas para contornar este problema. Estes
podem ser incorporados ao meio de cultivo, como
por exemplo, o carvdo ativado (ANDRADE et al.,
2000; SATO et al., 2001).

Muitas espécies para crescerem in Vvitro
necessitam de fonte externa de carboidratos, sendo
a sacarose a mais utilizada. Essa necessidade ocorre
em resposta as condi¢Ges impostas ao cultivo, como
baixa irradiancia e trocas gasosas que levam as
plantas a perderem o autotrofismo. A sacarose
proporciona altas taxas de crescimento e
desenvolvimento na maioria das espécies (JESUS et
al., 2011).

Trabalhos iniciais com micropropagac¢do de

A. othonianum (Rizz.) foram desenvolvidos por Assis

et al. (2012), no qual estabeleceram o volume (15
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mL) e a melhor concentragdo de sais (50 ou 100%) do
meio de cultivo MS e WPM. Posteriormente, Assis et
al. (2015) verificaram grande plasticidade anatémica
das folhas A. othonianum (Rizz.). submetidas a
condigBes de cultivo fotomixotroéfico e heterotrofico.
No entanto, ainda ndo hd estudos para
determinacdo da melhor composicdo do meio de
crescimento que estimule, de modo eficiente, o
enraizamento e, por isso, objetivou-se com esse
trabalho determinar as melhores condi¢cbes para
enraizamento dos explantes utilizando diferentes
componentes no meio (AIB, sacarose e carvao

ativado).

MATERIAL E METODOS
Material vegetal
O experimento foi realizado no Laboratério

de Culturas de Tecidos Vegetais do Instituto Federal
Goiano - Campus Rio Verde — Goias, Brasil. Os frutos
A. othonianum (Rizz.) foram obtidos na Fazenda
Gameleira, Municipio de Montes Claros de Goids-GO
com coordenadas geograficas latitude (S) — 16° 06’
20”; longitude (W) - 51° 17’ 11’ ’e altitude de 592
metros. A exsicata encontra-se depositada no
Herbario da Universidade Federal de Goias - Campus
Jatai, sob o nimero de coleta 3793.

Apods 30 dias de plantio das sementes, as
plantulas de A. othonianum (Rizz.) cultivadas em
bandejas com 4 cm de comprimento foram utilizadas
como fonte de segmentos nodais, ou seja, os
explantes. Os explantes passaram por processo de
desinfec¢do, onde foram revestidos por gaze e
colocados em &agua corrente com trés gotas de
detergente neutro por 15 minutos.

Em camara de fluxo laminar, os explantes

foram imersos em alcool 70% (v/v) por 30 segundos,

—

e em seguida submersos em solucdo de hipoclorito
de sddio (20 %) durante 15 minutos. Para finalizar a
desinfec¢do, os explantes foram lavados trés vezes
em agua destilada e autoclavada. Os segmentos
nodais apds desinfeccdo foram utilizados nos

experimentos | e Il.

Experimento (I): Diferentes concentragées de
sacarose e carvao ativado no cultivo in vitro de A.
othonianum (Rizz.)

Os segmentos nodais de A. othonianum

(Rizz.) foram inoculados em tubos de ensaio (25x150
mm) contendo 25 mL de meio WPM (LLOYD E
MCCOWN 1980) com 50% dos sais. Foi avaliado o
efeito das concentracdes 0, 15, 30, 45 e 60 g L de
sacarose na ausencia ou na presenca de 2 g L de
carvdo ativado. Utilizou-se 3,5 g L't de agar (Marca:
Dindmica’) para solidificar o meio, 30 uM de 6-
Benzilaminopurina, conforme recomendacdes de
Assis et al. (2012) e o pH foi ajustado para 5,7 + 0,03
antes da autoclavagem (121 2C por 20 minutos).
Para este estudo, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 5 (concentracGes de sacarose) x 3
(presenca e ausencia de carvado ativado) em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas e com
irradiancia de 45 + 10 umol ms™. Foram realizadas
duas avaliagGes, aos 30 e 60 dias apds a inoculagdo e
foram considerados o numero de explantes
oxidados, comprimento (cm) e numero de folhas das

plantulas.

Experimento (lI): Enraizamento in vitro de A.
othonianum (Rizz.) sob diferentes concentragées do
Acido Indolbutirico (AIB)

Segmentos nodais A. othonianum (Rizz.)

foram inoculados em tubos de ensaio (25x150 mm)

contendo meio de cultivo WPM (LLOYD E MCCOWN,
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1980) com 50% dos sais. Utilizou-se 3,5 g L't dgar
(Marca: Dindmica®) para solidificar o meio, 2 g L' de
carvdo ativado e 30 g L' de sacarose. Foram
avaliadas as concentracbes de 0; 1; 2; 3; 4 mg L1 de
Acido Indolbutirico (AIB) (Marca: Vetec®). O pH do
meio foi ajustado para 5,7 + 0,03 antes da
autoclavagem (121 eC por 20 minutos).

Para este segundo estudo, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em
sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas e
com irradiancia de 45 + 10 umol ms™. Aos 30 e 60
dias de inoculagdo, foram avaliados comprimento
das plantulas (cm), nimero de gemas e porcentagem

de enraizamento.

Analise Estatistica

Em ambos os experimentos, os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA)
aplicando-se o teste F. Detectado diferenca entre os
fatores, foi realizada analise de regressdo ou teste de
Tukey, com p < 0,05. Foi utilizado o software SISVAR
(FERREIRA, 2011) para o teste estatistico e o

software SigmaPlot 11.0 para produgdo dos graficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento (l): Diferentes concentracbes de
sacarose e carvao ativado no cultivo in vitro de A.
othonianum (Rizz.)

N3o ocorreu interagao entre concentragao

de sacarose e carvao ativado. Desta forma, os efeitos
de forma independente, sendo o modelo de
regressao quadratica que explicou melhor os dados.

A menor porcentagem de oxidagdo dos

explante ocorreram em meio contendo sacarose

entre 30 a 40 g L'}, tanto aos 30 como aos 60 dias

—

apos inoculagdo (Figura 1A e B). Taxas elevadas de
oxidacdo foram observadas na auséncia de sacarose
e com carvao ativado, chegando a mais de 60% aos
30 dias de cultivo (Figura 1A). Apds 60 dias de cultivo
in vitro observou-se taxa de 80% de oxidacdo na
auséncia de sacarose e na auséncia de carvao (Figura
1B).

A presenga de carvao ativado no meio de
cultivo diminuiu consideravelmente a porcentagem
de oxidacdo. Média de 38,22% de oxidacdo foi
observada em meio sem carvao e na presenca do
carvao a média foi 10,79%. Este resultado foi obtido
aos 60 dias de cultivo (Figura 1B). Desta forma,
concluimos que, apesar de ndo haver interacdo entre
os fatores foi possivel inferir sobre a concentracao
ideal de sacarose combinada com carvdo ativado
para proporcionar maior sobrevivéncia das plantulas
de A. othonianum (Rizz.) in vitro. A figura 2B
demonstra plantulas saudaveis, com folhas verdes e
vigorosas obtidas no cultivo com concentragbes
entre 30 e 45 glL! de sacarose e na presenca de
carvao.

De acordo com Villa et al. (2014), a presenga
de carvdo ativado no meio de cultivo tem
particularidade de adsorgao de substancias tdxicas,
desta forma, auxilia na prevengdo de oxidagdo dos
tecidos vegetais em contato com meio de cultivo.
Porém, a quantidade de carvao a ser adicionada no
meio de cultivo é variada, sendo recomendado no
cultivo in vitro de orquideas Brassocattleya Pastoral
x Laeliocattleya Amber Glow 137,5 mg L™t (GUSON et
al.,, 2012). No cultivo de A. othonianum (Rizz.) a
presenca de 2,0 g L de carvdo diminuiu a taxa de
regeneragao da

oxidacdo, permitindo melhor

plantula
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Figura 1. Avaliacdo da porcentagem de oxidacdo aos 30 dias (A) e 60 dias (B) e comprimento

médio das plantulas aos 30 dias (C) e 60 dias (D) de A. othonianum (Rizz.) em diferentes
concentracGes de sacarose na auséncia e presenca de carvao ativado.

Figura 2. Plantulas de A. othonianum (Rizz.), aos 60 dias cultivo in vitro na auséncia (A) e presenca
de carvao ativado (B). Barra: 1,5 cm.
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O comprimento médio das plantulas de A. numero de gemas axilares foi obtido com 45,18 gL’
othonianum (Rizz.) aumentou até até a dose de 30 1de sacarose (Figura 3B). Na auséncia de sacarose
g L de sacarose (Figura 1C e D). Aos 30 dias, o observou-se baixo numero de folhas e gemas.
ponto maximo para o comprimento das plantulas Algumas espécies possuem a capacidade
foi obtido com 30 g L' de sacarose. Nesta de crescer in vitro na auséncia de sacarose tendo
concentragdo, observou-se 5,12 cm de condicbes (luz e trocas gasosas) suficientes para
comprimento na auséncia de cavdao e, na que a mesma realize fotossintese, como
presenca, 5,30 cm (Figura 1C). J4 aos 60 dias de observado no cultivo in vitro de [Pfaffia glomerata
cultivo o ponto maximo de comprimento foi com (Spreng) Pedersen] (IAREMA et al., 2012) e com
adicido de 42,81 g L' de sacarose, com hibridos de Doritaenopsis (SHIN et al., 2014).
comprimento médio de 4,08 cm (Figura 1D). Neste estudo, notou-se necessidade dos explantes

Quanto ao numero de folhas, observou-se de A. othonianum (Rizz.) por fonte de energia
gue, niveis muito baixos ou muito elevados de metabdlica primdria. Porém, concentracdes
sacarose 15 e 60 g L, proporcionaram menores elevadas de carvdo proporcionaram aumento na
valores 3,51 e 3,28, respectivamente. Ponto oxidacdo dos explantes (Figura 1A e B) e queda no
maximo (4,5 folhas por planta) foi observado com crescimento da parte aérea.

a utilizacdo de 35,45 gl! (Figura 3A). Maior
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Figura 3. Numero de folhas por plantula (A) e nimero de gemas por explantes aos 60 dias de cultivo
de A. othonianum (Rizz.) em diferentes concentracdes de sacarose na auséncia e presenca de carvado
ativado.
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A necessidade de sacarose como fonte de

energia metabdlica para o crescimento e
desenvolvimento de plantulas in vitro tem sido
registrado em outros trabalhos. Sendo 30 g L a
melhor concentrac¢do de sacarose para o cultivo de
Corango-de-batata [Pfaffia tuberosa (Spreng.)]
(FLORES et al., 2013) e de embrides zigdticos de
macauba (BANDEIRA et al., 2013). Segundo estes
autores o meio de cultivo acrescido de sacarose
contribuiu para o desenvolvimento de plantas
vidveis ou saudaveis. A Concentracdode 90 gL de
sacarose ndo causou desordens fisioldégicas no
maracuja-doce alata

(Passiflora Curtis)

(ROSSAROLLA et al., 2012).

®  y=1,5358-3,7386x + 2,5596x2 r2=0,82*

Comprimento médio das raizes(cm)

Experimento (ll): Enraizamento in vitro de A.
othonianum (Rizz.) sob diferentes concentragoes
do Acido Indolbutirico (AIB)

Ocorreu diferenca no enraizamento em
funcdo das diferentes concentragdes (0; 1; 2; 3; 4
mg L) de AIB. A maior porcentagem de
enraizamento e comprimento médio de raiz foi
observada nas doses de 4 mg L't de AIB, sendo os
valores médios de 32,5% e 2,95 cm,
respectivamente (Figura 4A e B). Este resultado foi
observado aos 30 dias de cultivo in vitro e, aos 60
dias ndo houve diferenca para estas varidveis, com
valores médios de 36,4% e 3,14 cm, para
porcentagem de enraizamento e comprimento

médio de raiz.

—— y=0,1755 - 0,5805x + 0,2925x2 r2=0,71*

0 1 2 3 4 1 2 3 4
-1
Q)
2,8 1
2,6 1 —— y=1,3775 - 0,1849x + 0,1093x2 r2=0,95*

Gemas




N.5 V.1 (2017): REVISTA CIENTIFIC@ - ISSN 2358-260X

Figura 4. Enraizamento (A), comprimento médio das raizes (B), aos 30 dias e (C) nimero de gemas
por explante aos 60 dias de cultivo de A. othonianum (Rizz) em diferentes concentrag¢des de AlB.

A adicdo de 4 mg L' de AIB proporcionou
maior crescimento das plantulas de A
othonianum (Rizz.) e consequentemente maior
numero de gemas axilares (2,45) (Figura 3C).
Explantes que possuem mais gemas permitem
multiplicacdo mais rdpida, pois dessas sdo
extraidos novos segmentos que podem ser
submetidos a formacado de novas plantulas.

Observamos que a presenca de 4 mg L1 do
AIB no meio de cultivo para o crescimento de A.
othonianum (Rizz.) foi importante para acelerar a
obtencdo de plantula. Resultados similares aos

obtidos nesse trabalho foram obtidos por Reddy e

Saritha (2013) em gardénia (Gardenia latifolia
Ait.). Concentrag¢oes de AIB mais baixas podem ser
suficientes para estimular o crescimento da
plantula in vitro, como Azuca-cad (Stevia
rebaudiana Bertoni) que necessitaram de apenas
3 mg Lt de AIB para a formacgao de raizes (DEY et
al., 2013). Ja Werner et al. (2013) relataram que
apenas 2 mg L foram suficientes para induzir o
crescimento de raizes in vitro. Esses resultados
reforcgam a resposta especifica de cada espécie,
sendo, assim, necessario a realizagao de estudos

visando o estabelecimento de protocolos

especificos para cada espécies de interesse.

Figura 5. Plantulas de Anacardium othonianum Rizz., com 60 dias de cultivo in vitro. Segmento nodal
estabelecido in vitro em meio WPM 50% suplementado com carvdo ativado (A) e adicionado AIB

(B). Rio Verde, GO, 2014. Foto: isis Danielle Sousa.

——
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Para Ramos et al. (2003), as auxinas sdo
essenciais no processo de enraizamento,
possivelmente por estimularem a sintese de
etileno, favorecendo, assim, a emissao de raizes
(Figura 5B). Varios trabalhos consideram o uso de
auxina como promissora no cultivo in vitro, como
observado em Vaccinium ashei Reade (SILVA et al.,
2006) e Aechmea blanchetiana Baker (GALVANESE
et al., 2007). No cultivo de hibridos de Garnem
(Prunus amygdalus x Prunus persica) observou-se
alta  porcentagem de enraizamento e
comprimento da raiz nas as concentragées (0,5;
1,0 e 1,5 mg L!) de AIB em estudo, porém,
utilizando-se 0,5 mgL! a formacdo de calos foi
menor (REZAEI E HOSSEINPOUR, 2015).

De acordo com Souza e Pereira (2007), além
da presenca de regulador de crescimento no meio
de cultivo, sdo varios os mecanismos envolvidos
no enraizamento in vitro. Muitos trabalhos tém
sido realizados com éxito, porém, para varias
espécies as condi¢des 6timas de enraizamento
ainda ndo foram elucidadas. Desta forma, toda
informacdo sobre esse processo contribuird para
viabilizar o estabelecimento de protocolos de
micropropagac¢do, em especial para as espécies
com potencial econdmico como é o caso da A.
othonianum (Rizz.). O préximo passo das nossas
pesquisas se baseard em protocolos de
aclimatizagdo em casa de vegetacdao para
posterior transplante para pomares de producao a
fim de concluir toda a cadeia do processo de
implanta¢do de pomares com clones oriundos de

plantas com caracteristicas superiores.

CONCLUSOES

——

Utilizando diferentes meios de cultivo foi
possivel obter microplantas de A. othonianum
enraizadas com elevada qualidade fisioldgica.
Pois, determinamos que o meio de cultivo
suplementado com 2 g L de carvdo, 30 g L' de
sacarose e 4 mg L de AIB foram efetivos para o
estabelecimento, crescimento e enraizamento de
microplantas obtidas a partir de segmentos nodais
de caju-de-arvore-do-cerrado. Essa determinacdo
favorecera a producdao de mudas dessa espécie
utilizando a cultura de tecidos vegetais, uma
ferramenta capaz de disponibilizar mudas com

elevada qualidade genética e fitossanitaria.
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