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A cajucultura tem sido um segmento importante 
da agricultura para geração de emprego e renda 
para países como o Vietnã, Nigéria, Índia, Brasil e 
Indonésia. No Brasil, a área plantada de cajueiro 
está em torno de 762.660 ha; durante 2010, foram 
produzidas 102.002 t de castanha-de-caju, sendo o 
maior produtor o Ceará, seguido dos estados do Rio 
Grande do Norte e Piauí (IBGE-SIDRA, 2010).

A maioria dos plantios de cajueiro no Brasil é 
estabelecida utilizando mudas obtidas via germinação 
de sementes. Nos anos 80, foram lançados 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 
lançado o clone BRS 226 ou Planalto, utilizado em 
escala comercial em cultivo de sequeiro (PAIVA et 

al., 2002). A utilização dos clones de cajueiro-anão 
precoce teve início no Brasil dando grande impulso 
aos sistemas de cultivo (BARROS et al., 1994).

A propagação vegetativa, via enxertia, tem sido a 
alternativa de clonagem do cajueiro, e estudos de 
propagação in vitro são reduzidos (BOGGETTI et 
al., 2001; CARDOZA; SOUZA, 2002). É importante 
incrementar o conhecimento biológico dessa 
espécie por meio de estudos in vitro abordando 
aspectos nutricionais, bioquímicos e moleculares. 
Adicionalmente, o cultivo in vitro de plantas favorece 
que o material genético seja transportado em espaço 
reduzido e livre de contaminantes.

Considerando-se o exposto, é apresentada neste 
trabalho uma metodologia para o isolamento de 
embriões zigóticos e crescimento de plântulas in vitro 
de cajueiro-anão precoce.
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Frutos utilizados

Para este trabalho, foram utilizados frutos de dois 
clones de cajueiro-anão precoce, o BRS 226 
e o CCP 76, com pedúnculos completamente 
desenvolvidos, ou seja, com tamanho máximo, textura 
firme e com coloração característica do clone. O 
estudo foi conduzido no Laboratório de Cultura de 
Tecidos Vegetais da Embrapa Agroindústria Tropical, 
em Fortaleza, Ceará.

Assepsia dos frutos

Os frutos são limpos superficialmente fazendo uso 
de água, sabão e uma escova macia. Com auxílio 
de uma faca, retiram-se o epicarpo e o mesocarpo. 
Em laboratório, as amêndoas com a película (Figura 
1-A) são colocadas em frascos de capacidade de 
250 mL contendo solução de hipoclorito de sódio 
comercial com 2% de cloro ativo acrescida de 3 
gotas de Tween 20® para cada 100 mL da solução 
desinfestante, ficando sob agitação durante 30 
minutos.

Posteriormente, em câmara de fluxo laminar, as 
amêndoas com as películas são mantidas em 
frascos com capacidade de 500 ml contendo solução 
desinfestante com 2 mL de PPM® (Plant Preservative 
Mixture) em 400 mL de água destilada e esterilizada, 
sob agitação, durante 30 minutos. Logo após, são 
realizadas quatro lavagens sucessivas em água 
destilada e esterilizada.

Resgate e inoculação dos embriões 
zigóticos

Em capela de fluxo laminar, com o auxílio de uma 
pinça e cabo de bisturi com lâmina no 11, as amêndoas 
são seccionadas ao meio, e os embriões zigóticos são 
resgatados e isolados em tubos de cultura (Figura 1-B) 
contendo meio de cultura JADS (Tabela 1) modificado 
utilizando apenas 50% do volume da solução de ferro 
indicada. O meio de cultura é suplementado com 
30 g L-1 de sacarose, benzilaminopurina (BAP 0,01 
mg L-1), ácido naftaleno acético (ANA 0,1 mg L-1) e 
ácido giberélico (GA3 2 mg L-¹). O agente solidificante 
utilizado é o Gelrite®, Sigma (1,6 g L-1). O pH do meio 
de cultura é ajustado para 5,8 antes da esterilização 
e da adição do agente solidificante. Em seguida, é 

distribuído 10 mL de meio em cada tubo de cultura 
(capacidade 150 mm x 25 mm). Os tubos são vedados 
com tampa de algodão. A esterilização do meio de 
cultura ocorre em autoclave à temperatura de 121 ºC 
em pressão de 1,5 atm, durante 15 minutos.

Figura 1. Amêndoa com a película (A) e embrião zigótico 
(B) do clone CCP 76 cajueiro-anão precoce (Anacardium 
occidentale) in vitro aos 7 dias de cultivo após inoculação. 
Barras = 0,5 cm.
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Concentração
Componente

(mg L-1) (mmol L-1)

Macronutriente    

Nitrato de amônio (NH4NO3) 324,0 4
Nitrato de potássio (KNO3) 809,0 8
Nitrato de cálcio tetraidratado (CaNO3.4H2O) 1.181,0 5
Fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) 408,0 3
Sulfato de magnésio heptaidratado 
(MgSO4.7H2O) 739,5 3

Micronutriente  

Ferro-EDTA
   (FeSO4.7H2O) 55,60 0,2
   (Na2EDTA.2H2O) 74,50 0,2
Sulfato de manganês monoidratado 
(MnSO4.H2O) 12,80 0,076

Sulfato de zinco heptaidratado (Zn SO4.7H2O) 4,30 0,015
Sulfato de cobre pentaidratado (Cu SO4.5H2O) 1,25 0,005
Molibdato de sódio diidratado 
(Na2MoO4.2H2O) 0,15 0,0006

Ácido bórico (H3BO3) 3,10 0,05

Composto orgânico

Tiamina.HCl (vitamina B1) 0,015
Piridoxina.HCl (vitamina B6) 0,5 0,0024
Ácido nicotínico (vitamina PP) 0,5 0,004
Pantotenato de cálcio (vitamina B5) 2,4 0,005
Cisteína 2,5 0,02
Arginina 7,0 0,04
Glutamina 146,0 1,0
Inositol 100,0      0,555
Sacarose 30000,00 11400,00

Tabela 1. Composição do meio de cultura JADS (CORREIA 
et al., 1995).

Os embriões devem ser mantidos durante 30 dias 
em sala de crescimento à temperatura de 27 ± 2 ºC, 
fotoperíodo de 12 horas/luz sob radiação ativa 
fotossintética de 30 µm-² s-¹. Durante esse período, as 
culturas devem ser transferidas para um mesmo meio 
de cultura novo a cada 7 dias (Figura 2).

Após esse período, as culturas são transferidas 
novamente para frascos com capacidade de 
250 mL contendo 30 mL de meio de cultura 
utilizado inicialmente. Nessa condição, as culturas 
permanecem durante 150 dias, sendo transferidas 
para meio de cultura novo, a cada 30 dias (Figura 3).

Figura 2. Embrião zigótico (A) do clone BRS 226 cajueiro-
-anão precoce (Anacardium occidentale) desenvolvido in 
vitro com 30 dias após a inoculação; embriões zigóticos 
transferidos para frascos de 250 mL (B). Barras = 1 cm.

Figura 3. Embriões zigóticos do clone CCP 76 com 7, 14, 21 
e 28 dias de cultivo após a inoculação, da esquerda para a 
direita (A) e plântulas desenvolvidas dos clones de cajueiro-
-anão precoce CCP 76 e BRS 226 (B) aos 180 dias após a 
inoculação. Barras = 1 cm.
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Os resultados obtidos do isolamento de embriões 
zigóticos dos clones CCP 76 e BRS 226 são 
mostrados na Tabela 2. Durante os primeiros 30 
dias, foram observadas as taxas de contaminação. 
Os dados de contaminação indicam que o processo 
de desinfestação das amêndoas 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 solução de hipoclorito de sódio seguido do uso 
de solução de PPM® é uma alternativa aos produtos 
comumente utilizados nos processos de desinfestação 

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

Verificou-se que as taxas de oxidação foram elevadas 
em ambos os clones, mostrando que, mesmo com 
as transferências realizadas a cada 7 dias, estas 
não foram eficazes durante os 30 primeiros dias 
para o controle da liberação dos fenóis e outros 
exsudados. A presença de oxidação nos embriões 
pode ter favorecido a redução do desenvolvimento 
deles e, consequentemente, as reduzidas taxas de 
sobrevivência (Tabela 2).

Clone
Embrião Plântula formada

Embrião zigótico 
isolado (nº)

Contaminado
(%)

Oxidação
(%)

Sobrevivência
(%) %  Folha

(nº)

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

Tabela 2. Número, porcentagens de contaminação, de oxidação e de sobrevivência de embriões zigóticos, porcentagem de 
plântulas formadas e número médio de folhas desenvolvidas em plântulas de cajueiro-anão precoce. Fortaleza, CE, 2010.

± Erro padrão da média.

O clone BRS 226 apresentou maior porcentagem de 
plantas formadas quando comparado à porcentagem 
obtida pelo clone CCP 76 (Tabela 2). Entretanto, 
as plântulas do clone CCP 76 apresentaram maior 
crescimento (Figura 3) e maior número médio de 
folhas quando comparadas aos resultados alcançados 
pelo clone BRS 226 (Tabela 2). Tais resultados 
demonstram a variabilidade genética entre os clones.
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