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RESUMO

ABSTRACT

Evaluation of the effects of sucrose concentrations and stages of fruit development in the in
vitro embryos culture of coffee fruits

In vitro culture offers a controlled system to study the nutritional, physiologic and biochemical processes of
embryos in several developmental stages. In this work, the relationship between development stage of the fruit and
sucrose concentration in the culture medium for in vitro development of coffee embryos was evaluated. Embryos of
Coffea arabica L. cv. Acaiá were excised and inoculated into the culture medium MS with pH adjusted to 5.8. The
treatments consisted of the combination of six sucrose concentrations (0, 15, 30, 60, 90 and 120 g L-1) and six
developmental stages of the fruit (‘pin-head’, ‘lead’, ‘green’, ‘green-yellow’, ‘cherry’ and ‘overripe’). After inoculation,
the embryos were incubated in growth room at 27 ± 1ºC, photoperiod of 16 hours and 35 ì mol m-2 s-1 of luminous
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Avaliação do efeito das concentrações de sacarose e dos estádios de
desenvolvimento do fruto no cultivo in vitro de embriões

de frutos de cafeeiro

A cultura in vitro é uma técnica controlada que proporciona estudar os processos nutricionais, fisiológicos e
bioquímicos de embriões em vários estádios de desenvolvimento. O objetivo foi avaliar a relação entre estádio de
desenvolvimento do fruto e concentração de sacarose, no meio, durante o desenvolvimento, in vitro, de embriões de
cafeeiro. Frutos de Coffea arabica cv. Acaiá foram colhidos, lavados, desinfestados, seus embriões excisados e
inoculados em meio de cultivo MS, com pH ajustado para 5,8. Os tratamentos consistiram em combinação de concen-
trações de sacarose (0, 15, 30, 60, 90 e 120 g L-1) e estádios de desenvolvimento do fruto (chumbinho, chumbo, verde,
verde-cana, cereja e passa). Após a inoculação, os embriões foram incubados em sala de crescimento, a 27 ± 1 ºC,
fotoperíodo de 16 horas e 35 µ mol m-2 s-1 de intensidade luminosa. O delineamento experimental utilizado foi inteira-
mente casualizado, em esquema fatorial 6 x 6, com seis repetições constituídas por quatro tubos cada. Após 60 dias de
desenvolvimento, as plântulas foram avaliadas com base no comprimento da parte aérea, massa de matéria fresca total
da parte aérea e das raízes. Observaram-se influências das concentrações de sacarose e dos estádios de desenvolvi-
mento do fruto no crescimento e desenvolvimento das plântulas. Resultados satisfatórios para todas as variáveis
estudadas foram obtidos com embriões excisados no estádio verde, inoculados em meio de cultivo suplementado com
51 a 70 g L-1 de sacarose.

Palavras-chave: Coffea arabica L., cultura de embriões, concentração de sacarose, estádios de desenvolvimento
do fruto.
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INTRODUÇÃO

O Brasil é o maior produtor mundial de café e oferece
aos mercados nacional e internacional os cafés mais sa-
borosos do mundo. O sucesso dessa atividade deve-se
em grande parte ao trabalho de produtores rurais de base
familiar. A cafeicultura brasileira é representada por 300
mil propriedades de tamanhos diversos, sendo 2/3 de pe-
quenos produtores, que produzem dentro de normas e
critérios de sustentabilidade social, ambiental e econômi-
ca, e que empregam 8,4 milhões de trabalhadores, geran-
do um valor bruto, na produção, de US$ 5 bilhões (Revis-
ta Cafeicultura, 2007).

A cultura de embriões pode ser utilizada para o desen-
volvimento de híbridos, interespecíficos ou intergenéti-
cos, que não sobrevivem naturalmente. A técnica oferece
um sistema controlado para estudar os processos
nutricionais, fisiológicos e bioquímicos dos embriões em
vários estádios de desenvolvimento (Pasqual & Pinto,
1988). A regeneração de plantas, a partir de cultura de embri-
ões imaturos ou maduros, já foi descrita para várias espécies
de importância econômica (Paterson & Everett, 1985;
Krasnyanski et al., 1992), com alta eficiência para algumas e
baixa para outras, sendo motivo de constantes estudos. Vá-
rios autores descrevem como promissora a cultura de embri-
ões de cafeeiro in vitro; porém, ainda não se pode determi-
nar qual estádio de desenvolvimento do fruto é o mais efici-
ente (Pereira et al., 2007; Rezende et al., 2008a, Rezende et
al., 2008b).

Os embriões são usualmente cultivados com sucesso
em meio de cultura, que consiste em sais, geralmente, do
MS (Murashige & Skoog, 1962) e carboidratos, meio esse
solidificado com ágar. Mas, ao contrário, embriões
excisados imaturos requerem nutrição mais completa (San-
tos et al., 2005). Os carboidratos promovem o crescimen-
to das raízes ou dos primórdios radiculares e foliares e
desempenham um papel importante na manutenção da
osmolaridade apropriada, no meio de cultura (Pasqual et
al., 2001). A sacarose é a fonte de energia mais comumente
utilizada nos meios nutritivos, suportando as mais altas
taxas de crescimento, na maioria das culturas.

O estádio de desenvolvimento em que os frutos são
colhidos também influencia na cultura de embriões, visto
que, quanto mais jovens os embriões, mais difícil é o seu
cultivo in vitro, tanto por seu pequeno tamanho e danos
durante a excisão, quanto pelas exigências nutricionais
mais complexas. Assim, quanto mais jovens os embriões,
tanto maior será a osmolaridade requerida para o meio, o
que pode ser obtido via aumento da concentração de
sacarose (Pasqual et al., 2001).

Ribeiro et al. (2003) estudaram o efeito de diferentes
concentrações de sacarose no desenvolvimento in vitro
de embriões de laranjeira ‘Pêra’, observando maior com-
primento da parte áerea em meio MS, com 60 g L-1. Caso
haja deficiência de sacarose no meio nutritivo, ocorre a
formação de plântulas disformes, com baixa probabilida-
de de sobrevivência, ou a ausência de germinação dos
embriões.

Geralmente não se usam reguladores de crescimento,
como auxinas e citocininas, neste tipo de cultivo, pois
podem induzir formação de calos; exceção feita para em-
briões jovens de algumas espécies de cafeeiro (Jesus et
al., 2010). Neste trabalho, objetivou-se avaliar a relação
entre o estádio de desenvolvimento do fruto de cafeeiro e
a concentração de sacarose no meio, para o desenvolvi-
mento in vitro de embriões do cv. Acaiá.

MATERIAL  E MÉTODOS

Foram coletados frutos de Coffea arabica cv. Acaiá,
em diferentes estádios de desenvolvimento (chumbinho,
chumbo, verde, verde-cana, cereja e passa). Após colhi-
dos, os frutos foram lavados, desinfestados, com álcool
70%, durante um minuto, hipoclorito de sódio 2%, duran-
te 15 minutos, e enxaguados três vezes com água destila-
da, autoclavada em câmara de fluxo laminar.

Com auxílio de lupa, bisturi e pinça, os embriões foram
excisados e inoculados individualmente em tubos de en-
saio, contendo 15 mL do meio de cultura MS, acrescido
de diferentes concentrações de sacarose (0, 15, 30, 60, 90
e 120 g L-1), com pH ajustado para 5,8, solidificado com  6
g L-1 de ágar e autoclavado a 121 ºC, 1,2 atm, durante 20

intensity. The experimental design was entirely randomized (6 x 6 factorial), with six repetitions and the parcel constituted
by four tubes each. After 60 days, the seedlings were evaluated based on shoot length, total fresh weight of shoot and
root. Influences of the sucrose concentrations and the stages of fruit development were observed, and the best results
were obtained with embryos excised in the stage ‘green’ and inoculated in the culture medium supplemented with 51 to
70 g sucrose L-1.

Key words: Coffea arabica L., culture of embryos, sucrose concentration, stages of fruit development.
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minutos. Os tratamentos consistiram em combinação das
diferentes concentrações de sacarose e dos estádios de
desenvolvimento dos frutos.

Os embriões, após inoculação, foram transferidos para
sala de crescimento, com temperatura de 27 ± 1 ºC,
fotoperíodo de 16 horas e 35 µ mol m-2 s-1 de intensidade
luminosa. O delineamento experimental utilizado foi intei-
ramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 6, com seis
repetições constituídas por quatro tubos cada. As avalia-
ções foram realizadas após 60 dias da inoculação. As ca-
racterísticas avaliadas foram: massa da matéria fresca to-
tal (g), massa da matéria fresca do sistema radicular (g),
massa da matéria fresca da parte aérea (g) [realizados em
balança digital] e comprimento da parte aérea (mm). Os
dados coletados foram submetidos a teste de variância,
sendo utilizado o software Sisvar (Ferreira, 2000) e teste
de médias F, com 1% de significância.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A germinação in vitro dos embriões ocorreu em 100%
dos tratamentos analisados. O resumo das análises de
variância para as características comprimento da parte
aérea, massa da matéria fresca total, massa da matéria fres-
ca do sistema radicular e massa da matéria fresca da parte
aérea encontra-se na Tabela 1.

Observou-se, pelas avaliações, que a interação
sacarose X estádios de desenvolvimento dos frutos foi
significativa para todas as características estudadas. Para
massa da matéria fresca total das plântulas (Figura 1),
resultados positivos foram obtidos quando se adicionou
ao meio de cultura 55 g L-1 de sacarose, para embriões no
estádio verde, com massa de 0,20 g. Quando a concentra-
ção de sacarose foi aumentada progressivamente, as con-
centrações acima de 60 g L-1 provocaram redução na mas-
sa de matéria fresca total das plântulas, em todos os está-
dios de desenvolvimento do fruto.

Na maior parte dos estádios de desenvolvimento do
fruto utilizados nesse experimento, para o tratamento sem
adição de sacarose obteve-se reduzido ganho de massa
de matéria fresca total das plântulas, atestando o fato de

que o embrião pode até germinar na ausência de uma fon-
te de carbono, porém, para o seu posterior crescimento é
necessária a suplementação do meio com uma fonte de
energia. Em tratamentos sem adição de sacarose, o ganho
total das plântulas foi afetado, mostrando que o carbono
é fonte essencial a ser adicionada no meio de cultivo.

No entanto, concentrações mais elevadas de sacarose
reduziram a massa da matéria fresca total, possivelmente
pelo aumento do potencial osmótico do meio, dificultan-
do a absorção de sais e de água pelas plântulas. Segundo
Kozai & Nguyen (2003), a presença de fontes externas de
carbono para o explante desfavorece o desenvolvimento
de autotrofia das plântulas, diminuindo o crescimento e
podendo levar as plântulas à morte, durante a aclimatiza-
ção, pela falta de fotossíntese.

Existem autores, porém, contrários à ideia de redução
de sacarose durante a micropropagação, que afirmam que

Tabela 1. Resumo das análises de variância para as características comprimento da parte aérea (CPA), massa da matéria fresca total
(MMFT), massa da matéria fresca do sistema radicular (MMFSR) e massa da matéria fresca da parte aérea (MMFPA)

                           Quadrados Médios

CPA MMFT MMFSR MMFPA

Sacarose 4 5,3810** 0,017782** 0,000904** 0,013043**
Estádios 5 1,9811** 0,012663** 0,00624** 0,009538**
E. x  S. 20 0,3611** 0,003432** 0,00183** 0,00693**
Erro 150 0,0581** 0,000742** 0,000021** 0,00693**

Total 179

CV% 14,41 3,64 0,65 3,54

E. = estádios; S. = sacarose.      ** Significativo a 1% pelo teste de F

FV GL

Figura 1. Peso total da matéria fresca de plântulas de cafeeiro
‘Acaiá’ oriundas de embriões zigóticos retirados de frutos em
diferentes estádios de desenvolvimento e cultivados em meio de
cultura com diferentes concentrações de sacarose.
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os níveis de sacarose devem ser mantidos em torno de 30
g L-1 na fase que antecede a aclimatização, para a planta
acumular reservas e enfrentar o meio ambiente (Capellades
et al., 1991). Andrade et al. (2001), estudando a resposta
de embriões de Coffea arabica e C. canephora, observa-
ram que a eficiente germinação e desenvolvimento das
plântulas ocorreu em meio de cultivo MS que continha 30
g L-1 de sacarose.

A melhor concentração de sacarose, avaliada para parte
aérea das plântulas, foi de 58,3 g L-1 para embriões de
fruto no estádio verde, promovendo seu maior desenvol-
vimento (Figura 2).

Melhores respostas foram verificadas com concentra-
ções de sacarose variando entre 51 e 70 g L-1, comprovan-
do o fato de que, quanto mais jovem o embrião, maior
deve ser a osmolaridade do meio de cultura. Normalmen-
te, 60 g L-1 de sacarose tem sido indicada como a concen-
tração ótima para a cultura de embriões imaturos.

Pereira et al. (2006) verificaram, em embriões de pal-
meira murmuru (Astrocaryum ulei Burret), que a concen-
tração de 15 g L-1 de sacarose para embriões obtidos de
frutos maduros foi suficiente para que se alcançassem os
melhores índices de germinação. Estes resultados confir-
mam a hipótese de que, dependendo da espécie e do está-
dio de desenvolvimento dos embriões, com presença de
carboidratos no meio de cultura, mesmo que em concen-
trações mínimas ou na sua ausência, embriões de muitas
espécies utilizam a energia necessária para a germinação,
in vitro, a partir de suas próprias reservas.

Em cafeeiros, Ribeiro et al. (2003) obtiveram êxito com
o cultivo in vitro de embriões de frutos no estádio verde-
cana, cultivados em meio MS, com 30 g L-1 de sacarose no
meio. Se o meio estiver deficiente ou abaixo dessa con-
centração de sacarose, formam-se plântulas disformes,
com baixa probabilidade de sobrevivência, ou não germi-
nam os embriões.

Observou-se que as plântulas apresentaram máxi-
mo desenvolvimento até um limite de concentração de
sacarose, após o qual houve redução nos parâmetros
avaliados. Esse comportamento foi provavelmente cau-
sado por aumento excessivo do potencial osmótico do
meio.

Os piores resultados foram observados nos estádi-
os chumbinho e chumbo, justamente os mais precoces,
indicando que, provavelmente, os embriões não apre-
sentavam condições para se desenvolverem, em um
meio de cultivo sem aminoácidos e vitaminas. À medi-
da que o embrião zigótico desenvolve-se, ocorrem mu-
danças progressivas nas suas exigências nutricionais,
passando de heterotróficas para autotróficas. A distin-
ção entre estas duas fases baseia-se na dependência
do embrião pelas substâncias nutritivas armazenadas
no endosperma.

Inicialmente, o zigoto e o embrião, nas fases subse-
quentes à fecundação, possuem pouca capacidade de sín-
tese e se utilizam das reservas nutricionais, fito-hormônios
e outros metabólitos essenciais presentes no endosperma
e células acessórias do saco embrionário (Raghavan,
1976). Ainda no estádio globular, o embrião continua sen-
do heterotrófico. A precocidade dos embriões também
pode ser determinante, na hora da sua retirada da semen-
te, por serem mais frágeis e mais susceptíveis a danos
físicos (Raghavan, 1976).

Os melhores resultados foram obtidos no estádio ver-
de do fruto do cafeeiro, estando o embrião em estádio
cordiforme final. Portanto, somente a partir desse estádio,
com início do desenvolvimento dos cotilédones, é que o
embrião começa a tornar-se independente e autotrófico.
Segundo Pereira et al. (2007), as concentrações mais apro-
priadas de sacarose que devem ser adicionadas ao meio
de cultivo variam com a espécie, com o ambiente nos quais
serão mantidos os frascos, com o estádio da micropro-
pagação e com a possibilidade de fornecerem-se outras
fontes de carbono aos explantes.

Para a massa da matéria fresca do sistema radicular,
observou-se, pela análise das curvas de regressão, que a
melhor resposta ocorreu com a concentração de 70 g L-1

de sacarose, em embriões de frutos no estádio verde e
massa de 0,045 g (Figura 3). Comportamento semelhante
foi observado por Dignart et al. (2009), no cultivo de em-
briões de orquídea Cattleya walkeriana, em que se veri-
ficou formação de raízes, relacionada com aumento da

Figura 2. Comprimento de plântulas de cafeeiro ‘Acaiá’ oriundas
de embriões zigóticos retirados de frutos em diferentes estádios
de desenvolvimento e cultivados em meio de cultura com diferentes
concentrações de sacarose.
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concentração de sacarose, e que o nível de 30% de
sacarose era visivelmente mais eficiente do que o nível de
15%, para a melhor formação de raízes.

Grattapaglia & Machado (2004) afirmaram que a dis-
ponibilidade de uma fonte de energia é indispensável para
que ocorra a rizogênese e ressaltam que a concentração
de sacarose no meio de cultura deve ser mantida entre 2 e
3%. De acordo com a Figura 3, concentrações acima de 70
g L-1 contribuíram para o decréscimo da massa de matéria
fresca do sistema radicular das plântulas analisadas.

Quando foi avaliada a massa de matéria fresca da par-
te aérea (Figura 4), resultado semelhante ao anterior foi
obtido, verificando-se melhor resposta em 51,25 g L-1 de
sacarose, para embriões de fruto no estádio verde. Con-
centrações crescentes de sacarose resultaram em decrés-
cimo no desenvolvimento das plântulas e, como conse-
quência, a redução da massa de matéria fresca da parte
aérea.

Torres et al. (2005), cultivando embriões de helicônia
(Heliconia rostrata Ruiz & Pav.), verificaram que melho-
res respostas para desenvolvimento da parte aérea das
plântulas foram obtidas nos tratamentos com meio de cul-
tura MS, suplementado com 3% de sacarose. Em concen-
trações acima de 6%, reduziu-se a percentagem de
plântulas formadas para 5,9%. Concentrações ainda mai-
ores, de 9 a 12%, inibiram a germinação dos embriões,
possivelmente pela queda do potencial osmótico do meio
de cultivo.

Rietsema et al. (1953) mostraram  a importância da
osmolaridade do meio sobre o crescimento dos embriões

de Datura stramonium L., em trabalho no qual embriões
maduros desenvolveram-se em meio desprovido de
sacarose, enquanto aqueles em estádios precoces exigi-
ram, progressivamente, altas concentrações de sacarose.
Outros estudos com cultura de embriões têm sido realiza-
dos em cafeeiro, a fim de elucidar esta fase tão importante
para a cultura de tecidos de plantas cultivadas (Morais &
Melo, 2011).

Com as respostas obtidas pelo presente experimento,
fica claro que o estádio de desenvolvimento do embrião
determina suas exigências nutricionais e isso é fundamen-
tal para o desenvolvimento de uma metodologia de cultu-
ra. As condições determinadas pelo trabalho fornecem, a
princípio, subsídios para iniciar-se uma cultura de embri-
ões, que podem, também ser aplicados para a cultura e
regeneração de plantas a partir de embriões somáticos.

CONCLUSÕES

Há influência das concentrações de sacarose e dos
estádios de desenvolvimento do fruto do cafeeiro cv. Acaiá
no crescimento e desenvolvimento das plântulas in vitro.

A concentração de sacarose de 58,3 g L-1, adicionada
ao meio nutritivo, resulta em maior comprimento da parte
aérea das plântulas oriundas de embriões excisados do
fruto no estádio verde.

O estádio de desenvolvimento do embrião determina
suas exigências nutricionais, de extrema importância para
o desenvolvimento de futura metodologia de cultivo in
vitro.

Figura 3. Peso da matéria fresca do sistema radicular de plântulas
de cafeeiro ‘Acaiá’ oriundas de embriões zigóticos retirados de
frutos em diferentes estádios de desenvolvimento e cultivados
em meio de cultura com diferentes concentrações de sacarose.

Figura 4. Peso da matéria fresca da parte aérea de plântulas de
cafeeiro ‘Acaiá’ oriundas de embriões zigóticos retirados de frutos
em diferentes estádios de desenvolvimento e cultivados em meio
de cultura com diferentes concentrações de sacarose.
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