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EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA DO CAFEEIRO (Coffea arabica L.) E 

CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E ANATÔMICA DAS DIFERENTES 

ETAPAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO  

 

RESUMO  

 

A cafeicultura é uma atividade de grande expressão no cenário agroindustrial brasileiro, 

colocando o Brasil como o maior produtor e maior exportador de café do mundo. Coffea 

arabica L. (Rubiaceae) é responsável por 70% de todo o café produzido e 

comercializado no mundo. O sucesso dos programas de melhoramento genético do 

cafeeiro tem disponibilizado variedades mais adaptadas. Entretanto a propagação 

convencional do cafeeiro é muito lenta. Dessa forma, a propagação clonal da espécie é 

fundamental para possibilitar uma rápida difusão de novos genótipos de interesse. 

Sendo assim, a micropropagação via embriogênese somática é a melhor opção para a 

rápida propagação clonal em larga escala dessa espécie. Nesse contexto, o objetivo do 

trabalho foi otimizar as estratégias de clonagem via embriogênese somática indireta a 

partir de folhas jovens do cafeeiro (Coffea arabica L. variedade Catuaí Vermelho), além 

de compreender as principais etapas do processo, com o auxílio de cortes anatômicos e 

análises bioquímicas. Na fase de indução de calo, foi avaliada a influência de genótipos 

de Coffea arabica (Catuaí Vermelho, Mundo Novo, Híbrido 427-2, Híbrido Clone 12), 

associados a tipos de folhas fenotipicamente semelhantes; a influência do número de 

explantes por placa de Petri (4, 6, 8 e 10) e tipos de folhas fenotipicamente semelhantes; 

o efeito de concentrações de sacarose (1, 2, 3 e 4%); as combinações de caseína 

hidrolisada (0 e 100 mg.L
-1

) e extrato de malte (0 e 400 mg.L
-1

); o efeito de tipos de 

auxinas (2,4-D e Picloram) e suas concetrações (2,5; 5; 10 e 20 µM) para as variedades 

Catuaí Vermelho e Mundo Novo, além da citocinina  2-iP (5, 10, 20 e 30 µM). Na fase 

de multiplicação, foi analisada a influência da densidade inicial de calos embriogênicos 

(6, 8, 10 e 12 g.L
-1

); volumes de Erlenmeyers (125 e 250 ml), associados ao ajuste ou 

não da densidade, bem como a presença e ausência de luz. Experimentos também foram 

efetuados na fase de regeneração, maturação e germinação de embriões, onde foram 

testados o número de calos embriogênicos por placa de Petri (4, 6, 8 e 10), o efeito da 

luz e escuro, associado ao tempo de cultivo (30, 60 e 90 dias), além do efeito da luz e 

escuro associado a diferentes densidades iniciais de células (1, 5 e 10 g.L
-1

). Para 

melhor entender o processo embriogênico, cortes anatômicos seriados foram realizados 
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em explantes foliares com diferentes períodos de cultivo nos meios primário e 

secundário (0, 4, 7, 15, 30 dias), calo primário tipo 1, calo primário tipo 2, calo 

embriogênico,  embriões globulares, embriões torpedo, embriões cotiledonares e 

embriões zigóticos. Por fim, foram extraídos e quantificados os carboidratos, os 

aminoácidos e as proteínas de diversas fases do desenvolvimento embriogênico. 

Verificou-se que a variedade Catuaí Vermelho é a que melhor responde ao protocolo de 

indução de calo. A amostragem de folhas e a percentagem de formação de calo primário 

tipo 2 influenciam a percentagem de formação de calo embriogênico. A utilização de 

seis explantes por placa, a concentração de 3% de sacarose, a utilização de caseína 

hidrolisada associada ao extrato de malte e a concentração de 10 µM de 2-iP 

proporcionam os melhores resultados para a formação de calo embriogênico. Na fase de 

multiplicação, o tratamento com densidade inicial de 10 g.L
-
1 de calo embriogênico, o 

uso do frasco de 250 ml de capacidade, com ajuste parcial da densidade e  material 

cultivado na ausência de luz responderam com as melhores taxas de multiplicação de 

calo embriogênico. A etapa de regeneração, maturação e germinação de embriões 

somáticos foi otimizada com a inoculação de quatro ou seis explantes por placa, 

cultivados por 90 dias em meio de regeneração e, quando transferidos para o meio de 

germinação líquido, a densidade inicial de 5 g.L
-1

 proporcionou a maior sincronização 

na maturação dos embriões. Em relação à anatomia das diferentes etapas, foi verificado 

que a formação de calo primário acontece aos 7 dias de cultivo e esse calos se 

originaram a partir de divisões sucessivas de células do procâmbio. Calos primários tipo 

1 e tipo 2 apresentaram morfologia e tipos celulares distintos e o calo embriogênico é 

originado do calo primário tipo 1. O metabolismo dos carboidratos, aminoácidos e 

proteínas auxiliam para uma melhor interpretação e entendimento sobre os processos de 

indução da embriogênese somática, assim como a regeneração, maturação e germinação 

dos embriões somáticos. 

 

 

Palavras-chave: Anatomia vegetal, bioquímica vegetal, ontogênese. 
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SOMATIC EMBRYOGENESIS OF COFFEE (Coffea arabica L.) AND 

HISTOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF THE DIFFERENT 

STAGES INVOLVED IN THE PROCESS  

 

ABSTRACT  

 

Coffee cultivation is a very important activity for Brazilian agroindustry, positioning 

Brazil as the largest producer and exporter of coffee in the world. Coffea arabica L. 

(Rubiaceae) is responsible for seventy percent of all the coffee produced and sold 

worldwide. The success of programs for the genetic improvement of coffee has resulted 

in the availability of better-adapted varieties. However, conventional propagation of the 

coffee plant is very slow. Thus, clonal propagation of the species is fundamental to 

enable rapid proliferation of new genotypes of interest. Micropropagation via somatic 

embryogenesis is the best option for rapid, large-scale clonal propagation of this 

species. In this context, this work aimed to optimize cloning strategies via indirect 

somatic embryogenesis, using young leaves of coffee plants (Coffea arabica L. variety 

Catuaí Vermelho), and to understand the key steps in the process, with the aid of 

anatomical sections and biochemical analyses. In the callus induction phase, we 

evaluated the influence of genotypes of Coffea arabica (Catuaí Vermelho, Mundo 

Novo, Híbrido 427-2, Híbrido Clone 12), associated with phenotypically similar leaf 

types; the influence of the number of explants per Petri dish (4, 6, 8, and 10) and 

phenotypically similar leaf types; the effect of sucrose concentrations (1, 2, 3, and 4%);  

combinations of hydrolyzed casein (0 and 100 mg/L) and malt extract (0 and 400 

mg/L); the effect of auxin types (2,4-D and Picloram) and their concentrations (2.5, 5, 

10, and 20µM) for the Catuaí Vermelho and Mundo Novo varieties, as well as cytokinin 

2-iP (5, 10, 20, and 30µM). In the multiplication phase, we analyzed the influence of the 

initial density of the embryogenic calli (6, 8, 10, and 12 g/L); the volumes of the 

Erlenmeyer flasks (125 and 250 ml), associated with the adjustment or non-adjustment 

of density, as well as the presence or absence of light. Experiments were also conducted 

in the regeneration, maturation, and embryo-germination phase to test the number of 

embryogenic calli per Petri dish (4, 6. 8, 10), the effect of light and dark associated with 

cultivation time (30, 60, and 90 days), in addition to the effect of light and dark 

associated with the different initial densities of the cells (1, 5, and 10 g/L). In order to 

gain a better understanding of the embryogenic process, series of anatomical sections 
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were prepared from foliar explants at different stages of growth in primary and 

secondary media (0, 4, 7, 15, and 30 days): primary callus type 1, primary callus type 2, 

embryogenic callus, globular embryos, torpedo embryos, cotyledonary embryos, and 

zygotic embryos. Finally, carbohydrates, amino acids, and proteins from various phases 

of embryogenic development were extracted and quantified. It was found that the Catuaí 

Vermelho variety was the one that best responded to the callus induction protocol. The 

leaf sample and the percentage of primary callus type 2 influenced the formation of 

embryogenic callus. The use of six explants per dish, a concentration of 3% of sucrose, 

hydrolyzed casein in combination with malt extract, and a concentration of 10 µM of 2-

iP provide the best results for embryogenic callus formation. In the multiplication 

phase, treatment with an initial density of 10 g/L of embryogenic callus, the use of a 

250 ml capacity flask, with partial adjustment of density, and material cultivated in the 

absence of light led to the highest rates of multiplication of embryogenic callus. The 

regeneration, maturation, and germination phase of somatic embryos was optimized 

with the inoculation of four or six explants per petri dish, cultivated for 90 days in 

regeneration medium and, when transferred to liquid germination medium, an initial 

density of 5 g/L yielded the highest synchronization in the maturation of the embryos. 

In relation to the anatomy of the different stages, it was found that the formation of 

primary callus occurs at seven days of cultivation, and that these calli originate from the 

successive division of procambium cells. Primary calli type 1 and type 2 have distinct 

morphology and distinct cell types, and the embryogenic callus originates from type 1 

primary callus. The metabolism of carbohydrates, amino acids, and proteins enables a 

better interpretation and understanding of the induction processes of somatic 

embryogenesis, and of the regeneration, maturation, and germination of somatic 

embryos.  

 

 

Key-words: Plant anatomy, plant biochemistry, ontogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O cafeeiro sempre teve grande importância para a economia brasileira e, diante 

disto, o Brasil se tornou seu maior produtor mundial. Desde a sua chegada ao país, em 

1727, o café foi o maior gerador de riquezas e o produto mais importante da história 

nacional (Carvalho, 1946). Desde então, continua sendo um importante gerador de 

divisas, rendendo anualmente ao país cerca de 2 bilhões de dólares através da 

exportação de 26 milhões de sacas ao ano, correspondendo a mais de um terço da 

produção mundial e contribuindo com mais de 2% do valor total das exportações 

brasileiras. A cultura do café ainda representa um mercado em franca expansão no 

mundo, cujo agronegócio gera recursos na ordem de 91 bilhões de dólares ao 

comercializar as 115 milhões de sacas que, em média, são produzidas, envolvendo 

aproximadamente meio bilhão de pessoas desde a produção ao consumo final, cerca de 

8% da população mundial (Agrianual, 2010). 

É nesse mercado em ascensão que estão centrados os interesses da cadeia 

produtiva do café brasileiro e o volume equivalente à soma da produção dos outros seis 

maiores países produtores, gerando mais de 8 milhões de empregos diretos e indiretos 

no país, sendo o setor do agronegócio brasileiro que mais emprega no Brasil (Anuário, 

2010). 

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo sendo o Brasil o segundo 

maior mercado consumidor, atrás somente dos Estados Unidos. Avaliando a 

importância desse produto, estudos foram feitos sobre os fatores que influenciam a 

qualidade do grão e da bebida. De acordo com os resultados, observou-se que os fatores 

ambientais são os principais responsáveis pela qualidade do sabor, do aroma e do corpo 

da bebida, consumida diariamente por mais de um bilhão de pessoas no mundo (Reis & 

Cunha, 2010). 

Dentre as plantas produtoras de café, Coffea arabica L. é responsável por 70% 

de todo o café produzido e comercializado no mundo. Esta espécie, pertencente à 

família Rubiaceae, é uma planta perene de porte arbustivo, produtora de frutos do tipo 

drupa, contendo, normalmente, duas sementes que representam seu produto econômico 

(Santos et al., 2003). Esta planta é originária do sudoeste da Etiópia, sudeste do Sudão e 

norte do Quênia, pertencente ao gênero Coffea L., que com cerca de 103 espécies possui 

apenas duas espécies de importância comercial: C. arabica e C. canephora Pierre, 

representando praticamente 100% da produção mundial (Privat et al., 2008). 
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O cultivo tradicional de C. arabica é geralmente afetado por diversos insetos, 

tais como o bicho-mineiro, as cigarras, as cochonilhas, a lagarta dos cafezais e a broca-

do-café, além de vários patógenos como fungos, ácaros e nematóides endoparasíticos, 

que causam anualmente aos produtores bilhões de dólares em prejuízos (Zambolin, 

2003). 

Na cafeicultura, os programas de melhoramento genético têm colocado à 

disposição dos cafeicultores variedades mais resistentes a doenças e pragas. A utilização 

de cultivares de cafeeiros mais adaptadas favorece a redução do uso de agrotóxicos, a 

redução de perdas nas produções e garantem melhor rentabilidade para os produtores. 

Por outro lado, o período para o desenvolvimento de genótipos superiores de café é 

longo e trabalhoso, pois são necessários cerca de 30 anos para a obtenção de uma 

cultivar com características agronômicas desejáveis. Dessa forma, a propagação 

acelerada do cafeeiro é fundamental para possibilitar uma rápida difusão dos novos 

genótipos (Pereira et al., 2003).  

De acordo com Ferreira et al. (2005), a micropropagação via embriogênese 

somática é, teoricamente, a melhor opção para a propagação clonal em larga escala de 

espécies fruteiras, devido às seguintes vantagens: taxa de multiplicação superior a 

qualquer outro processo de propagação, escalonamento da produção pela manutenção 

das culturas em meio líquido, eliminando a dependência de períodos específicos de 

disponibilidade do material propagativo, permitindo estabelecer o período desejado para 

a obtenção e diminuição dos custos e do tempo da produção.    

A embriogênese somática é definida como o processo pelo qual células 

somáticas desenvolvem-se por meio de diferentes estádios embriogênicos, dando 

origem a uma planta, sem que ocorra a fusão de gametas, possibilitando a propagação 

acelerada de clones superiores e a manutenção de híbridos interespecíficos (Pereira et 

al., 2007).  

A micropropagação via embriogênese somática do cafeeiro pode ser realizada 

utilizando-se duas rotas de desenvolvimento: direta, na qual os embriões somáticos 

originam-se diretamente dos tecidos matrizes sem a formação de estádios intermediários 

de calos; e indireta, na qual os embriões somáticos formam-se a partir de calos, uma 

massa de células com crescimento desordenado. A metodologia de embriogênese 

somática indireta na espécie é a mais promissora, no entanto, ainda precisa ser 

otimizada e adaptada para a realidade encontrada na produção em larga escala (Donato 

et al., 2000).  
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Nas técnicas de propagação in vitro, o estabelecimento de células, tecidos ou 

órgãos vegetais sob condições controladas tem como consequência à interrupção do 

controle hormonal a que estas células estavam submetidas. Quando expostas a uma 

nova condição ambiental, as células vegetais podem expressar um potencial 

morfogênico que não se expressaria fora desse ambiente. As condições de cultivo 

podem tanto permitir a continuidade de um padrão de desenvolvimento inviabilizado na 

planta, quanto promover a desdiferenciação e a neomorfogênese vegetal. As etapas que 

constituem estes eventos podem ser detalhadas pelo emprego de técnicas de análise 

anatômica (Rodrigues et al., 2004). 

A Anatomia Vegetal é o ramo da botânica que estuda as estruturas internas do 

corpo das plantas, permitindo a descrição de células, tecidos e órgãos quanto à sua 

ontogênese, constituição e função, podendo auxiliar na compreensão de diversos 

fenômenos relacionados aos organismos vegetais, dentre os quais as respostas à 

embriogênese somática e ao cultivo in vitro (Appezzato-da-Glória & Carmello-

Guerreiro 2003).  

A possibilidade de manipulação do sistema de cultivo in vitro para fins 

tecnológicos depende do domínio preciso de princípios de fisiologia do 

desenvolvimento. Dessa forma, estudos bioquímicos, associados aos estudos 

morfológicos e histológicos estão sendo realizados durante a embriogênese somática em 

diferentes plantas, proporcionando uma grande quantidade de informações, incluindo 

aquelas associadas às alterações bioquímicas relacionadas com a indução da 

competência embriogênica (Komamine el al., 1991), ao acúmulo de proteínas em calos 

embriogênicos ou não embriogênicos (Hahne & Lörz, 1988), assim como nas demais 

etapas envolvidas no processo da embriogênese somática. 

Diante desse contexto, o trabalho objetiva otimizar as estratégias de clonagem 

via embriogênese somática indireta do cafeeiro (Coffea arabica L.) e compreender as 

principais etapas do processo com o auxílio de cortes anatômicos e das análises 

bioquímicas.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Aspectos gerais do cafeeiro (Coffea arabica L.) 

 

A espécie Coffea arabica pertence à família Rubiaceae, tribo Coffeeae, que é 

composta por dois gêneros: Coffea L. (subgêneros: Coffea e Baracoffea) e Psilanthus 

Hook f. (subgêneros: Psilanthus e Afrocoffea) que juntos abrangem por volta de 120 

espécies. O subgênero Coffea possui cerca de 103 espécies e tem como centro de 

origem regiões tropicais e subtropicais do continente africano, sendo a espécie C. 

arabica, a primeira descrita para o gênero e até hoje a espécie mais importante 

comercialmente (Bridson, 1994). 

Apesar do elevado número, apenas duas espécies são importantes 

comercialmente: Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre. Das espécies citadas, C. 

arabica e C. canephora representam, praticamente, todo o café produzido e 

comercializado no mundo, sendo responsáveis por 70 e 30%, respectivamente. (Privat et 

al., 2008). As demais espécies, como as Coffea eugenioides Moore, C. salvatrix 

Swynn., C. racemosa Lour., C. dewevrei De Wild, et Th. Dur., C. liberica Hiern., C. 

congensis Froehner. e C. humilis Chev., entre outras, têm sido importantes para os 

programas de melhoramento, como fontes de alelos favoráveis para a resistência a 

pragas, a doenças, a nematóides, à seca, bem como para a qualidade de grãos e demais 

problemas que afetam a produtividade e a qualidade das variedades de café em nível 

mundial (Charrier & Berthaud, 1985). 

O cafeeiro é uma planta tetraplóide, autofértil, com ocorrência de 10 a 12% de 

fecundação cruzada. Apresenta raiz pivotante profunda e raízes secundárias ramificadas. 

O caule único e os ramos ortotrópicos podem dar origem a folhas e também a ramos 

plagiotrópicos, que produzem folhas e botões florais. As folhas apresentam coloração 

verde-escura, são elípticas e apresentam lâminas brilhantes. Os frutos são drupas com 

coloração amarelada ou avermelhada após o amadurecimento. Possuem superfície lisa, 

exocarpo delgado, mesocarpo carnoso e endocarpo fibroso. O endosperma possui uma 

película prateada, cuja base abriga o embrião (Graner & Godoy Júnior, 1967).  

C. arabica é uma espécie nativa do sudoeste da Etiópia e montanhas 

circunvizinhas do Sudão e do Quênia. Em 1727 foi introduzida no Brasil a variedade 

Typica, também denominada Arábica, Comum, Crioula ou Nacional pelo Sargento 

Francisco de Melo Palheta, em Belém do Pará, e em seguida levada para o Maranhão e 
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para a Bahia, e posteriormente para o Rio de Janeiro, expandindo-se para o Vale do 

Paraíba, Minas Gerais, Espírito Santo, Paraná, Mato Grosso e Rondônia (Carvalho, 

1993). 

A variedade ‘Bourbon Vermelho’ foi introduzida provavelmente, em 1859, e foi 

muito cultivada devido à sua alta produtividade. ‘Sumatra’, foi introduzida em 1896, 

embora tenha sido pouco cultivada, originou, por hibridação natural com ‘Bourbon 

Vermelho’ a variedade ‘Mundo Novo’, selecionada a partir de 1943 e até hoje é uma 

das variedades mais plantadas. A mutação mais importante para a cafeicultura brasileira 

ocorreu provavelmente na variedade ‘Bourbon Vermelho’, dando origem às cultivares 

‘Caturra Vermelho’ e ‘Caturra Amarelo’. Não há informações completas a respeito da 

origem dessas variedades, porém existem relatos de plantações existentes no Espírito 

Santo em 1937 (Carvalho et al., 1952). 

Essas variedades apresentam um gene mutante que determina a redução do 

comprimento dos internódios e, consequentemente, do porte da planta (Carvalho et al., 

1984). Uma hibridação realizada em 1949, no Instituto Agronômico de Campinas 

(IAC), entre ‘Caturra Amarelo’ e ‘Mundo Novo’, deu origem às variedades ‘Catuaí 

Vermelho’ e ‘Catuaí Amarelo’, que reuniram as características de produtividade e 

rusticidade do ‘Mundo Novo’ com o porte reduzido de ‘Caturra’ (Carvalho & Monaco, 

1972). Existem diversas linhagens de ‘Catuaí Vermelho’ e ‘Catuaí Amarelo’, sendo as 

cultivares mais plantadas no Brasil (Pereira & Sakiyama, 1999; Fazouli et al., 2002). 

No processo de dispersão do café foram utilizadas pequenas quantidades de 

sementes, em consequência a base genética da cafeicultura no Brasil e no mundo é 

estreita (Carvalho et al., 1993). O estudo da diversidade genética em café, utilizando 

marcadores moleculares do tipo RAPD, comprovou a pequena diversidade genética 

existente entre as variedades (Orozco et al., 1994; Lashermes et al., 1996). 

Em relação ao desenvolvimento de variedades resistentes ao bicho mineiro, 

encontramos trabalhos utilizando tanto os métodos de seleção clássica como os de 

modificação genética por transgenia (Guerreiro Filho, 1999). No entanto, a cafeicultura 

brasileira ainda sofre enormes prejuízos causados por insetos-praga, sendo a espécie 

Coffea arabica susceptível à maioria deles. Os principais danos são devidos aos ataques 

do bicho mineiro (Perileucoptera coffeella Guérin & Méneville), da broca do café 

(Hypothenemus hampei Ferrari), das cigarras (Quesada gigas Oliver, Carineta spp., 

Fidicina pronoe Walker e Dorisiana spp.) e das cochonilhas de raiz (Dysmicoccus 

cryptus Hempel). O manejo destas pragas por produtos químicos contribui para 
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aumentar o custo de produção da cultura e exige especial atenção em relação à época e 

às condições de aplicação. Além disso, excessivas aplicações de inseticidas poluem o 

meio ambiente e ameaçam a saúde humana.  

 

 

2.2. Importância econômica 

 

A espécie C. arabica é a mais plantada em todo mundo, sendo de importância 

econômica para o Brasil, que está classificado como o principal produtor, o maior 

exportador e o segundo maior consumidor de café do mundo (Mendes, 1997). 

 O agronegócio internacional do café é uma das atividades mais importantes no 

aspecto econômico, pela movimentação de mais de 91 bilhões de dólares por ano, e no 

social, por empregar, direta e indiretamente, mais de meio bilhão de pessoas, ou em 

torno de 8% da população mundial (Embrapa Café, 2004). 

 No cenário nacional temos que a safra de café beneficiado em 2009/10 atingiu 

48.094,8 mil sacas de 60 quilos cada. Esse resultado representa um acréscimo de 21,9% 

ou 8.620 mil sacas, quando comparado com a produção de 39.470 mil sacas obtidas na 

safra de 2009. O maior acréscimo foi observado na produção de café arábica, estimada 

em 36,72 milhões de sacas, o que representa um ganho sobre a safra anterior de 27,2%, 

(7.958,1 mil sacas). Para a produção do conilon (robusta) a previsão indica um volume 

de 11,27 milhões de sacas, ou seja, crescimento de 6,3% (666,3 mil sacas).  

Dentro desse cenário de produção nacional, podemos observar detalhadamente 

na Tabela 1 a produção anual de cada um dos estados brasileiros responsáveis pelo 

destaque do país no mercado mundial.    
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Tabela 1. Escala de produção de café (sacas beneficiadas) nos estados brasileiros em 

2010. 

ESTADOS ARÁBICA CONILON TOTAL 

Minas Gerais 24.903,0  252,0 25.155,0 

Espírito Santo 2.792,0  7.355,0 10.147,0 

São Paulo 4.662,0 - 4.662,0 

Paraná 2.284,0 - 2.284,0 

Bahia 1.727,9  564,8 2.292,7 

Rondônia - 2.369,0 2.369,0 

Mato Grosso 16,3  186,8 203,1 

Pará - 228,6 228,6 

Rio de Janeiro 237,6  12,5 250,1 

Demais Estados 201,3  302,0 503,3 

Brasil 36.824,1  11.270,7 48.094,8 

 

 Segundo Tristão (1995), a cafeicultura é a atividade agrícola que mais gera 

empregos no Brasil, sendo um relevante fator de distribuição de renda. O agronegócio 

do café, em toda sua cadeia, envolve a produção, o transporte, o armazenamento, a 

comunicação, a rede bancária, os serviços financeiros, os portos, a embalagem, o 

processamento, a industrialização e a comercialização, empregando cerca de três 

milhões de brasileiros. O complexo agroindustrial do café no país movimenta, 

anualmente, cerca de 8,1 bilhões de reais, assim distribuídos: 3,6 na indústria, 4,3 na 

exportação e 0,2 em solúveis (Rufino & Arêdes, 2009), envolvendo, direta e 

indiretamente, 10 milhões de pessoas e, pelo menos, 1.700 municípios (Resende et al., 

2000). 

 O café é um dos poucos produtos cujo valor econômico cresce 

significativamente com a melhoria da qualidade. Com a globalização, torna-se 

importante que a cafeicultura brasileira seja mais moderna, para o país ser mais 

competitivo na atividade. Um dos fatores determinantes que vêm provocando o declínio 

da participação brasileira no mercado internacional do café tem sido a falta de um bom 

padrão de qualidade de seu produto. A estratégia nacional era exportar grandes 

quantidades para um mercado em que a exigência de qualidade era crescente. Os 

principais concorrentes brasileiros perceberam mais cedo a importância de oferecer um 
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produto de melhor qualidade e de adotar estratégias de marketing. Dessa forma, 

alcançaram maior segurança de venda, conquistaram novos mercados e obtiveram 

melhores preços no mercado internacional (ABIC, 2009). Cafés de boa qualidade, 

denominados especiais, sempre terão destino certo, mercado comprador e consumidor 

disposto a pagar bons preços pelo prazer de ter uma bebida que lhe agrada, o que 

descortina uma nova dimensão da cadeia produtiva do café (Leite & Silva, 2000). 

 O cafeeiro Coffea arabica é cultivado em cerca de 70 países dos diversos 

continentes, ocupando área em torno de 12 milhões de hectares, sendo consumido por 

centenas de milhões de pessoas, apesar de apenas 19% da população mundial apreciar a 

bebida (Zambolin, 2003). Diante disto, os consumidores de café têm exigido cada vez 

mais qualidade, associada a produtos diferenciados, produzidos com responsabilidade 

social, com o mínimo de agressão ao meio ambiente e com certificado de origem. No 

entanto, para se ter boa qualidade e atender às exigências dos consumidores e também 

dos compradores e industriais, deve-se desenvolver, através do melhoramento genético, 

variedades que possuam diversos atributos que confiram boa qualidade ao produto, tais 

como a resistência a pragas e doenças, para que haja menor utilização de defensivos e 

características bioquímicas adequadas para proporcionar um bom sabor, aroma e o 

corpo que o consumidor deseja (Leite & Silva, 2000). 

 

 

2.3. Cultura de tecidos 

 

 A cultura de tecidos de plantas é uma biotecnologia que envolve diferentes 

técnicas, nas quais um explante (célula, tecido ou órgão) é cultivado de forma asséptica 

em um meio nutritivo, sob condições controladas de temperatura e luminosidade (Souza 

et al., 2006). O princípio básico da cultura de tecidos vegetais se baseou na teoria da 

totipotencialidade das células, proposta por Schleiden, em 1838 e Schawann, em 1839, 

ou seja, a capacidade de células vegetais poderem originar um novo indivíduo, em razão 

de toda a informação genética necessária para a regeneração completa de outra planta 

estar presente no ambiente celular (Gautheret, 1983). Somente em 1902 é que o 

botânico alemão Haberlandt mostrou a aplicação prática desta teoria in vitro, 

culminando com a formulação do conceito de cultura asséptica de células ao cultivar 

células de tecidos somáticos de plantas em solução nutritiva (Krikorian & Berquam, 

1969). 
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As principais técnicas da cultura de tecidos vegetais são constituídas da 

propagação clonal de mudas em larga escala (micropropagação), da regeneração de 

plantas livres de vírus e patógenos (limpeza clonal), da conservação de recursos 

genéticos de plantas (conservação de germoplasma), da produção de haplóides e duplos 

haplóides e da produção de plantas trangênicas (Torres et al., 1998).  

 De forma geral, para que o sucesso das diferentes técnicas da cultura de tecidos 

seja alcançado, é necessário que ocorra o crescimento e a diferenciação celular dos 

explantes utilizados (Kerbauy, 1999). O crescimento e o desenvolvimento das plantas 

são controlados por substâncias orgânicas naturais denominadas fitormônios, as quais 

são sintetizadas em pequenas concentrações e em determinadas regiões das plantas, 

sendo distribuídas para diferentes órgãos, nos quais exercem suas funções, inibindo ou 

estimulando processos fisiológicos e/ou bioquímicos vitais. Substâncias com efeitos 

similares ao de fitormônios podem ser sintetizadas em laboratório e são denominados 

reguladores de crescimento ou fitorreguladores (Taiz & Zeiger, 2004). 

 Na maioria dos sistemas de cultura de tecidos, esse padrão de desenvolvimento é 

determinado principalmente pela utilização de reguladores de crescimento (Kerbauy, 

1999), que reproduzem o que ocorre naturalmente nas plantas e exercem sua ação por 

reconhecimento de receptores específicos, presentes em células responsivas, que 

traduzem os sinais hormonais em eventos bioquímicos e fisiológicos na planta (Guerra 

et al., 1999). 

 Outro fator importante para a capacidade das células se desdiferenciarem e 

rediferenciarem é a presença de componentes orgânicos e inorgânicos dos meios de 

cultura (Wareing & Phillips, 1982). Historicamente, diversas formulações de meio de 

cultura têm sido empregadas no cultivo in vitro, as quais diferem entre si basicamente 

em relação à composição e concentração destes componentes. Diante disso, diversos 

estudos de nutrição mineral foram realizados para o desenvolvimento de soluções 

nutritivas que atendessem às necessidades vitais das plantas, estudos esses que 

culminaram na formulação da solução nutritiva de Knop. A partir dessa solução 

Gautheret (1934) formulou os macronutrientes do seu meio nutritivo. Em paralelo, 

White (1932; 1933; 1934; 1938) desenvolveu uma composição diferente de 

macronutrientes com base na solução nutritiva de Uspenski & Uspenskaia (1925) 

através de uma série de estudos com cultura de raízes de trigo e de tomate. Durante 

muito tempo, o meio White foi utilizado como meio básico para a cultura de uma 

grande variedade de tecidos de diversas espécies (Caldas et al., 1998).  
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Posteriormente, foram realizadas modificações nesse meio nutritivo visando 

otimizar o crescimento de calos na cultura in vitro. Essas mudanças envolveram, 

principalmente, o aumento das concentrações dos sais em geral, uma diminuição na 

concentração de sódio e o acréscimo de nitrogênio na forma de amônio para 

complementar o nitrato, originando o meio MS que é assim chamado em referência aos 

seus autores, Murashige & Skoog, (1962). Esse meio foi desenvolvido a partir de testes 

de suplementação do meio White com extrato de folhas de fumo por Murashige & 

Skoog, (1962).  

Diante do aumento das concentrações dos sais no meio nutritivo MS, 

principalmente amônio e nitrato, um maior crescimento de células e tecidos de plantas 

foi alcançado para a maioria das espécies vegetais, tornando o meio de cultura MS o 

mais utilizado em trabalhos com a cultura de tecidos de plantas (Pasqual, 2001). No 

entanto, em C. arabica diversos trabalhos têm demonstrado que os melhores resultados 

no cultivo in vitro da espécie são obtidos quando a concentração dos sais de MS é 

reduzida à metade (Boxtel, 1994), ou mesmo à quarta parte (Yasuda et al., 1985). 

 O nitrogênio, sob forma de nitrato de amônio, é um elemento chave no meio de 

cultura MS. Este componente afeta numerosas respostas in vitro, sendo determinante no 

sucesso da cultura de tecidos (Ammirato, 1983; Elkonin & Pakhomova, 2000; Leljak-

Levanic et al., 2004). Por ser constituinte de várias biomoléculas essenciais como 

aminoácidos, ácidos nucléicos, proteínas, enzimas e outros, sua assimilação se dá em 

diversos processos metabólicos da planta (Magalhães & Wilcox, 1987).  

 Segundo Ammirato (1983), a presença do ferro no meio nutritivo MS também é 

um fator chave, pois além de ser essencial na diferenciação celular e nas transformações 

energéticas, está diretamente relacionado ao metabolismo de ácidos nucléicos, atuando 

dessa forma como ativador enzimático (Caldas et al., 1998; Utino et al., 2001).  

 Além dos reguladores de crescimento e dos compostos orgânicos e inorgânicos, 

as plantas cultivadas in vitro também requerem a adição de carboidratos, como a 

sacarose, para suprir suas necessidades metabólicas, seja participando na geração de 

energia ou como fontes de esqueletos carbônicos para os vários processos biossintéticos 

implicados na diferenciação e crescimento de suas células (Leifert et al., 1995). 
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2.4. Embriogênese somática 

 

 A micropropagação via embriogênese somática é uma técnica da cultura de 

tecidos definida como o processo pelo qual células somáticas desenvolvem-se por meio 

de diferentes estádios embriogênicos, formando uma estrutura bipolar, chamada 

embrião somático, que ao final do processo de diferenciação dará origem a uma planta, 

sem que ocorra a fusão de gametas. Isso possibilita a produção clonal de um elevado 

número de plantas em um curto espaço de tempo, ocupando uma área física bastante 

reduzida, se comparada com os métodos convencionais de multiplicação. Além do mais, 

permite a retirada de explantes sem a destruição da planta matriz, um fator de 

considerável importância em se tratando da raridade de algumas plantas, propagação 

acelerada de clones superiores e a manutenção de híbridos interespecíficos (Pereira et 

al., 2007).  

A embriogênese somática também pode servir como sistema modelo para 

estudar os eventos moleculares, citológicos, fisiológicos e de desenvolvimento 

envolvidos no processo embriogênico das plantas (Dodeman et al., 1997). A principal 

vantagem desses sistemas experimentais in vitro é que as células embriogênicas são 

acessíveis para manipulação pela maioria das técnicas moleculares e celulares, em 

contraste com as células gaméticas e zigóticas que se desenvolvem intimamente ligadas 

ao tecido maternal. 

A embriogênese somática in vitro apresenta dois padrões básicos de 

desenvolvimento de embriões somáticos (Sharp et al., 1980). Um padrão é a 

embriogênese somática direta (ESD), na qual os embriões somáticos originam-se 

diretamente de tecidos matrizes sem a formação de estádios intermediários de calos, 

realizada em mais de 60% dos protocolos (Gaj, 2004) já na embriogênese indireta (ESI), 

os embriões somáticos se formam a partir de um calo, que apresenta células em 

diferentes estádios de diferenciação. Em ambos os padrões, o embrião somático segue a 

mesma sequência de desenvolvimento do zigótico, ou seja, a passagem pelos estádios 

globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Guerra et al., 1999).  

A embriogênese somática indireta na maioria das espécies vegetais é a 

metodologia mais promissora, no entanto, ainda precisa ser otimizada e adaptada para a 

realidade encontrada na produção de mudas em larga escala. Essa metodologia é 

composta de quatro etapas principais: indução, multiplicação, regeneração e 

diferenciação, que envolvem desde a indução de massas desdiferenciadas até a 
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formação de novas plantas (Donato et al., 2000) A Figura 1 ilustra todas essas etapas 

envolvidas na embriogênese somática indireta do cafeeiro, Coffea arabica var. Catuaí 

Vermelho. 

 

 

Figura 1. Embriogênese somática indireta de Coffea arabica L.. A) Folha utilizada na 

clonagem. B) Segmentos de folha prontos para serem inoculados em meio PM (meio 

primário). C) Explante com início de oxidação no centro do segmento de folha. D) 

Explante com um mês de cultivo em meio PM com a formação de calo primário. E) 

Explante de folha com setores embriogênicos após 4 meses no meio secundário. F) 

Agregados celulares embriogênicos em meio de multiplicação líquido. G) Setor 

embriogênico com formação de embriões globulares em meio de regeneração 

gelificado. H) Embriões diferenciados ao final do período de cultivo no meio líquido. I) 

Mudas após 3 a 4 meses em tubete, em casa de vegetação. Foto: João Batista Teixeira, 

Brasília, DF, 2004. 

 

 A indução da embriogênese somática é o desencadeamento de um processo 

morfogenético pela exposição do explante a um estímulo físico, químico ou biológico, 

sendo a etapa mais critica para o estabelecimento das culturas embriogênicas in vitro 

(Guerra & Nodari, 2006). Segundo Merkle et al. (1995), a indução da embriogênese 

somática está relacionada a alterações no padrão de expressão gênica dos explantes, 

com reprogramação das células que estarão envolvidas no processo embriogênico. 

Entretanto, o potencial embriogênico não é somente determinado geneticamente, mas 

também é influenciado pelo meio de cultura e pela qualidade do explante (Loyola-

Vargas et al. 1999). 

A 
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 Em espécies do gênero Coffea, culturas embriogênicas foram relatadas pela 

primeira vez em 1970, por Staritsky, em C. canéfora. Desde então, muitos trabalhos têm 

demonstrado o alto potencial embriogênico das espécies do gênero, partindo de 

diferentes fontes de explantes, como fragmentos de entrenós (Dublin, 1980), folhas 

(Herman & Haas, 1975; Söndahl & Sharp, 1977; Dublin, 1981; Pierson et al., 1983; 

Noriega & Söndahl, 1993; Berthouly & Michaux-ferriere, 1996), folhas cotiledonares 

(Söndahl et al. 1985), protoplastos (Schopke et al., 1987; Acuña & De Pena, 1991) e 

suspensões celulares (Spiral et al., 1991; Etienne-Barry et al., 1999; Rodríguez et al., 

2000). 

Em C. arabica, a indução da embriogênese somática é normalmente realizada 

por meio de segmentos foliares em meios apropriados, onde as auxinas e as citocininas 

têm um papel determinante (Teixeira et al., 2001). Nessa espécie, duas estratégias têm 

sido utilizadas para a obtenção de tecidos embriogênicos: a primeira envolve o cultivo 

do explante sobre um único meio de cultura, suplementado apenas com a citocinina 

(Yasuda et al., 1985), ou da combinação da auxina com a citocinina (Pierson et al., 

1983); a segunda estratégia utiliza o cultivo de explantes em um meio primário (de 

indução), seguido da transferência dos explantes para o meio secundário, tido como de 

diferenciação (Dublin, 1984) ou de condicionamento, que difere do primeiro por possuir 

menor razão auxina/citocinina (Noriega & Sondahl, 1993). 

Na embriogênese somática indireta do cafeeiro, diferentes tipos de calos podem 

ser obtidos, que são os calos primários de crescimento não persistente (tipo 1), os calos 

primários de crescimento persistente (tipo 2) e os calos embriogênicos. Estes tipos de 

calos são fenotipicamente diferentes (Figura 19).  

O calo primário tipo 1 tem início após duas a três semanas de cultivo no meio 

primário – PM (Teixeira et al., 2004), forma-se em grânulos nos bordos do segmento de 

folha e permanece em crescimento ativo por mais algumas semanas no meio secundário 

– SM (Teixeira et al., 2004). Inicialmente, apresenta coloração clara e crescimento 

ativo. Entretanto, após aproximadamente 60 dias de cultivo no meio SM, observa-se um 

escurecimento gradativo e redução do crescimento.  

Os calos embriogênicos induzidos nessa espécie podem ser caracterizados como 

um conjunto de agregados celulares, contendo células pequenas e esféricas (15–20 mm 

de diâmetro), com citoplasma denso, com o nucléolo proeminente, um núcleo basofílico 

e de ciclo celular rápido (Sondahl et al., 1985). Outra característica geral destes calos é 

a semelhança resultante das fases iniciais da cultura: alta razão auxina/citocinina 
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durante a cultura primária (meio de indução), e baixa razão auxina/citocinina ou 

ausência de reguladores de crescimento durante a cultura secundária (meio de 

condicionamento) (Sondahl & Sharp, 1977).  

Após a indução de calos embriogênicos, é realizada a multiplicação das culturas 

embriogênicas, que consiste geralmente da redução nos níveis dos reguladores de 

crescimento do meio de cultura. Essa redução permite ciclos repetitivos de divisão 

celular e o controle dos processos de diferenciação (Guerra et al., 1999). É nessa fase 

que geralmente suspensões celulares são estabelecidas (Gorret et al., 2004).  

A multiplicação das culturas embriogênicas é baseada na capacidade dos calos 

embriogênicos poderem continuar a dar origem a embriões somáticos durante muitas 

subculturas, por longos períodos de tempo. Segundo Pasqual et al. (1997), a produção 

massal de embriões somáticos está intimamente ligada à proliferação contínua de 

nódulos pró-embriogênicos em cada subcultura. 

Em C. arabica, alguns autores têm descrito protocolos visando à otimização da 

multiplicação de setores embriogênicos (Boxtel & Berthouly, 1996). Estudos para 

estabelecer melhores protocolos foram realizados utilizando meio gelificado, porém, a 

taxa de multiplicação mostrou-se muito baixa para seu uso na produção de mudas de 

café em larga escala (Söndahl & Sharp, 1977). Em vista disso, desde os primeiros 

trabalhos com café, houve várias tentativas, com diferentes graus de sucesso, para 

estabelecer protocolos de multiplicação em meio líquido, proporcionando às culturas 

um aumento da disponibilidade de água e nutrientes e diminuindo assim a resistência à 

difusão da água e dos nutrientes, quando comparados a meios nutritivos de consistência 

semi-sólida (Staritsky & Hasselt, 1980). 

Após a etapa de multiplicação, é realizada a fase de diferenciação celular, 

também conhecida como fase de regeneração de embriões somáticos, que consiste em 

fornecer estímulos fisiológicos, bioquímicos e ambientais que interrompam os ciclos 

repetitivos de divisão celular da fase anterior, para que ocorra o início da diferenciação 

e obtenção de embriões somáticos. Nessa etapa alguns fatores exercem grande 

influência no desempenho da regeneração de embriões somáticos, destacando-se 

principalmente as composições e as concentrações dos reguladores de crescimento 

utilizados e o aumento da osmolaridade no meio de cultura, sabendo-se que os mesmos 

podem variar de acordo com a espécie (Guerra et al., 1999).  

Segundo Sondahl & Sharp (1977), no processo de embriogênese somática 

indireta em cafeeiro, os embriões surgem de calos primários não diferenciados, os quais 
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são de cor marrom, globulares e compactas, ficando situados nos bordos dos explantes e 

são observados em, no máximo, 20 embriões/explante. Os embriões surgem também de 

calos secundários embriogênicos friáveis, que originam cerca de 100 a 300 

embriões/explante, quando cultivados em meio de cultura semi-sólido. Em cafeeiros, a 

regeneração de embriões somáticos a partir de calos embriogênicos do tipo HFSE (High 

frequency somatic embryos) foi bem documentada por Sondahl & Sharp, 1977. 

Entretanto, a falta de sincronização dos embriões e o surgimento de embriões anormais 

durante esta etapa têm sido relatados em várias publicações.  

Após a fase de regeneração, é realizada a diferenciação ou germinação de 

embriões somáticos que consiste na formação de plântulas a partir de embriões 

somáticos maduros. Nos protocolos de embriogênese somática, a germinação dos 

embriões é usualmente realizada em meios de cultura livre de reguladores de 

crescimento. Contudo, em algumas espécies, incluindo C. arabica, o uso de alguns tipos 

de citocininas como o BAP (6-benzilaminopurina) e a zeatina melhoram o 

desenvolvimento e, consequentemente, as taxas de germinação dos embriões somáticos 

(Swati et al., 2002). 

A embriogênese somática in vitro também é influenciada pelo sistema de cultivo 

utilizado para os diferentes estádios embriogênicos. Calos embriogênicos de diversas 

espécies vegetais vêm sendo cultivados com sucesso em vários sistemas de cultivo 

utilizando meio nutritivo líquido em frascos de Erlenmeyer sob agitação (Boxtel & 

Berthouly, 1996), em biorreatores de imersão contínua (Noriega & Sondahl; 1993) e 

biorreatores de imersão temporária (Teisson et al., 1995). Essas tecnologias têm sido 

amplamente testadas na produção massal de mudas, a fim de otimizar protocolos 

preestabelecidos, solucionar certos problemas enfrentados principalmente nas etapas 

onde ocorre a formação dos embriões e diminuir os custos de produção, uma vez que 

gastos com agentes gelificantes são reduzidos. 

O processo de aclimatização representa uma etapa importante na cultura de 

tecidos, sendo um fator limitante no processo de micropropagação (Grattapaglia & 

Machado, 1990). Este processo consiste na retirada e transferência das plântulas do 

meio de cultivo in vitro para outro tipo de substrato e ambiente, promovendo uma 

adaptação gradativa (Moreira, 2001). 

Segundo Catunda (2004), o processo de aclimatização é crucial para a obtenção 

de mudas de alta qualidade provenientes da cultura de tecidos. A otimização neste 

processo envolve o suprimento adequado de nutrientes, o uso de substratos adequados, a 
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utilização de substâncias reguladoras de crescimento e o controle do ambiente de 

cultivo, entre outros cuidados. 

O estresse hídrico das plântulas é, geralmente, o maior problema encontrado no 

transplantio. Embora as plântulas sejam aparentemente perfeitas, elas apresentam uma 

série de deficiências anatômicas, induzidas pela condição in vitro, que dificultam o 

controle da transpiração e ocasionam rápida perda de água. Entre as deficiências podem 

ser citadas: pequena formação de ceras epicuticulares e baixa funcionalidade dos 

estômatos sob condição de baixa umidade relativa do ar (Sutter, 1988); aumento na 

densidade estomática (Wetzstein & Sommer, 1982); localização mais superficial dos 

estômatos na epiderme da folha (Capellades et al., 1990); reduzida diferenciação dos 

mesófilos das folhas e alta proporção de espaços intercelulares (Capellades et al., 1990; 

Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997); deficiente conexão entre o sistema vascular do 

caule e raízes (Grout & Aston, 1977); raízes são, de modo geral, quebradiças, pouco 

funcionais na absorção de nutrientes e, freqüentemente, morrem ao serem transferidas 

para o solo (Grout & Aston, 1977; George, 1996; Zimmerman, 1981). Entretanto, 

alguns autores comprovam a eficiência do sistema radicular formado in vitro e a 

sobrevivência após a transferência para as condições ex vitro (Carvalho, 1997; Díaz-

Pérez et al., 1995; Hicks, 1987; Sutter & Luza, 1993). 

 

 

2.5. Estudos anatômicos 

 

O emprego das técnicas de análise anatômica permite o detalhamento de eventos 

que ocorrem quando espécies vegetais são cultivadas in vitro. Estudos histológicos 

podem ser realizados para a verificação e confirmação do desenvolvimento das gemas 

adventícias (organogênese) ou de embriões somáticos (embriogênese somática) e a 

definição da origem direta ou indireta (Rodrigues et al., 2004). 

 Caracteres morfológicos e anatômicos tanto vegetativos quanto reprodutivos 

estão relacionados com determinadas condições ambientais, embora a relação entre 

esses caracteres adaptativos e as condições ambientais, em muitos casos, seja difícil de 

estabelecer (Ehrendorfer, 1973). No cultivo in vitro, as plantas podem apresentar 

características peculiares como abundância de espaços intercelulares, sistema vascular 

pouco desenvolvido, reduzida capacidade de sustentação (esclerênquima e colênquima) 

e outros tipos de desordens (Campostrini & Otoni, 1996). 
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Na embriogênese somática, a realização de estudos histológicos possibilita a 

observação dos tipos celulares a partir dos quais surgem os embriões somáticos, 

permitindo o aumento da manipulação das respostas embriogênicas (Barbosa, 2003). 

O estudo do desenvolvimento de células ou grupos de células por técnicas 

histológicas tem se mostrado útil para o entendimento da embriogênese em várias 

espécies vegetais. Em Hevea brasiliensis, o tempo adequado de subcultivos foi 

determinado por meio de análises histológicas (Michaux-Fèrriere & Carron, 1989). Ao 

se utilizar embriões zigóticos de Cocos nucifera como fonte de embriogênese somática, 

verificou-se que o processo tem origem principalmente na plúmula (Chan et al., 1998), 

e o cultivo desta estrutura vem potencializando os protocolos de embriogênese dessa 

espécie (Pérez-Nuñez et al., 2006).  

Em Coffea arabica, a estrutura fina dos embriões somáticos foi claramente 

identificada durante os seguintes estádios de desenvolvimento sequencial: célula 

esférica única, embrião de forma globular e suspensor conspícuo, embrião de forma 

globular típico, embrião de forma alongada, embrião com forma de coração precoce, 

embrião com forma típica de coração, a forma de torpedo, e finalmente, embrião em 

estádio cotiledonar com o suspensor bem desenvolvido (Nakamura et al, 1992). 

Posteriormente, Menéndez-Yuffá & Garcia (1997) verificaram que a 

proliferação celular começa por volta do quarto dia de cultura, principalmente na região 

da nervura central. Essa proliferação tem início no mesofilo, específicamente no 

parênquima esponjoso onde ocasionalmente, algumas divisões ocorrem também no 

parênquima paliçadico. Foi observado também que a divisão das células epidérmicas 

não ocorreu. E que na nervura principal a proliferação ocorre no parênquima 

perivascular em ambos os lados da folha. Diante disso, o acompanhamento e a 

identificação das estruturas presentes nos diferentes estádios durante a embriogênese 

somática por meio de estudos anatômicos são necessários para melhor entendimento dos 

processos morfogênicos e a otimização de protocolos de clonagem da espécie. 

 

 

2.6. Análises bioquímicas 

 

 Segundo Barendse & Peeters (1995), em todos os sistemas vegetais, os 

processos de desenvolvimento são resultado de um complexo controle espacial e 

temporal, onde vários hormônios atuam na regulação da expressão de múltiplos genes. 
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Esses hormônios vegetais são denominados reguladores químicos de ocorrência natural 

que produzem respostas metabólicas e fisiológicas e que são efetivos em pequenas 

quantidades e são, provavelmente, os mais importantes mediadores na transdução de 

sinais (Taiz & Zeiger, 2009). No entanto, além dos reguladores de crescimento outros 

compostos estão envolvidos nos processos de desenvolvimento vegetal, como os 

carboidratos, os lipídios, os aminoácidos e as proteínas (Guerra et al., 1999).  

 Os carboidratos constituem um grupo de compostos que inclui açúcares e outras 

moléculas mais complexas constituídas por subunidades de açúcares mais simples, cuja 

principal função é o fornecimento de energia química aos processos celulares (Brum et 

al., 1994).  De acordo com Vieira et al. (1991), existem outras funções atribuídas aos 

carboidratos, tais como, os amidos que são fontes de reserva e a celulose e a 

hemicelulose que possibilitam a sustentação, entre outras mais específicas.  

 Dentro do desenvolvimento embriogênico, os carboidratos desempenham 

importante papel no processo de formação do embrião, atuando como fonte de energia, 

esqueletos carbônicos e/ou como sinalizadores. Na maioria das plantas, no processo de 

formação do embrião, a glucose e a frutose estão presentes na fase inicial de 

desenvolvimento embrionário, e diminuem gradualmente, contrariamente à sacarose que 

aumenta na fase final do desenvolvimento embrionário (Focks & Benning, 1998). Já na 

fase de maturação dos embriões ocorre à síntese tanto de proteínas quanto de 

carboidratos, principalmente quando os embriões atuam para torná-lo metabolicamente 

quiescente e tolerante à dessecação (Baud et al., 2002).  

 Os aminoácidos são formados através da incorporação do nitrogênio absorvido 

aos compostos de carbono como amino-grupos e são compostos básicos para a 

biossíntese de proteínas, ácidos nucléicos e substâncias nitrogenadas do metabolismo 

secundário, neste caso, atuam como precursores de hormônios vegetais e de compostos 

envolvidos na defesa vegetal (Malavolta, 1997; Larcher, 2000).  

 Os aminoácidos também têm se mostrado como reguladores morfogenéticos em 

vários sistemas de cultivo in vitro (Tupy et al., 1983, Kobayashi et al., 1999). Por esse 

motivo, frequentemente os pesquisadores têm suplementado os meios de cultura com 

aminoácidos ou proteínas hidrolisadas com intuito de favorecer o desenvolvimento das 

culturas in vitro, embora alguns aminoácidos sejam inibitórios (Gamborg, 1970).  

 A determinação dos teores de aminoácidos a partir de extratos vegetais é muito 

utilizada na pesquisa fisiológica, pois a reação de uma planta ou de seus órgãos a um 
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ferimento ou a uma situação de estresse provoca a síntese de proteínas, podendo então 

ser caracterizada pela composição dos aminoácidos produzidos (Passos, 1996).  

 A síntese de proteínas é a função essencial das células. Na sua ausência, o 

crescimento e a manutenção dos órgãos cessam e isso representa um fator limitante à 

taxa de crescimento das plantas (Porter et al., 1991).  

 Conforme mencionado anteriormente, as proteínas são polímeros, moléculas 

complexas compostas por um determinado número de subunidades designadas 

aminoácidos. Sendo as proteínas moléculas complexas, essas são formadas por várias 

centenas de aminoácidos. O número das diferentes sequências de aminoácidos e, 

portanto, a possível variedade de moléculas de proteínas mostra-se enorme (Raven et 

al., 1996). De acordo com Brum et al., (1994), cada proteína é formada por uma 

sequência única de aminoácidos, o que determina sua função dentro do ambiente 

celular.  

 O metabolismo de proteínas é extremamente ativo e dependente do tipo e idade 

do órgão. Órgãos e tecidos em crescimento ou de estoque são caracterizados pela síntese 

intensa de proteínas, entretanto, em folhas senescentes ocorre a degradação das mesmas. 

A síntese de proteínas é caracterizada pela alta e rápida capacidade de adaptação 

molecular, funcional e fisiológica, em relação ao meio (Larcher, 2000).    
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 Otimizar o protocolo de embriogênese somática indireta de café  para a 

produção de mudas em larga escala, com o auxílio do estudo da  

ontogênese e da bioquímica. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a influência do genótipo, da folha, do número de explantes por 

placa, da concentração de sacarose, da caseína e do extrato de malte e 

concentração de auxina (2,4-D e Picloram), concentração de 2-iP na 

resposta embriogênica da variedade ‘Catuaí Vermelho’; 

 Avaliar a influência da concentração de auxina (2,4-D e Picloram) na 

resposta embriogênica da variedade ‘Mundo Novo’; 

 Avaliar a influência da densidade, do volume do frasco e reajuste parcial 

da densidade e da luz e do escuro na multiplicação de células em 

suspensão da variedade ‘Catuaí Vermelho’; 

 Avaliar a influência do número de explantes por placa na regeneração de 

embriões da variedade ‘Catuaí Vermelho’; 

 Avaliar a influência da luz e do tempo de cultivo na regeneração, 

diferenciação e maturação de embriões da variedade ‘Catuaí Vermelho’; 

 Avaliar a influência da luz e da densidade na diferenciação e maturação 

de embriões da variedade ‘Catuaí Vermelho’; 

 Identificar a origem de formação dos calos primários tipo 1 e tipo 2; 

 Diferenciar, histológica e bioquimicamente, calos primários tipo 1 e tipo 

2 e calo embriogênico;  

 Comparar embriões somáticos e zigóticos da variedade ‘Catuaí 

Vermelho’, por meio das análises histológicas e bioquímicas;  

 Quantificar e caracterizar o perfil de açúcares, amido, aminoácidos e 

proteínas envolvidas nas diferentes etapas da embriogênese somática. 
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CAPÍTULO 1 

OTIMIZAÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA INDIRETA DO CAFEEIRO 

(Coffea arabica L.) A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES 
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RESUMO 

 

Existem aproximadamente 100 espécies descritas do gênero Coffea e somente duas 

produzem frutos que têm importância econômica no mercado internacional: Coffea 

arabica L. e Coffea canephora. No entanto, C. arabica é responsável por cerca de 70% 

do café comercializado. Nesse mercado, o Brasil tem ocupado historicamente a primeira 

posição entre os países produtores e exportadores de café no mundo. Diante disso, A 

micropropagação via embriogênese somática surge como a melhor opção para a 

propagação clonal em larga escala dessa espécie. Nesse contexto, o objetivo do trabalho 

foi otimizar as estratégias de clonagem via embriogênese somática indireta a partir de 

folhas jovens do cafeeiro (Coffea arabica L. variedade Catuaí Vermelho). Na fase de 

indução de calo, foi avaliada a influência de genótipos de Coffea arabica (Catuaí 

Vermelho, Mundo Novo, Híbrido 427-2, Híbrido Clone 12), associados a tipos de 

folhas fenotipicamente semelhantes; a influência do número de explantes por placa de 

Petri (4, 6, 8 e 10) e tipos de folhas fenotipicamente semelhantes; o efeito de 

concentrações de sacarose (1, 2, 3 e 4%); as combinações de caseína hidrolisada (0 e 

100 mg.L
-1

) e extrato de malte (0 e 400 mg.L
-1

); o efeito de tipos de auxinas (2,4-D e 

Picloram) e suas concetrações (2,5; 5; 10 e 20 µM) para as variedades Catuaí Vermelho 

e Mundo Novo, além da citocinina  2-iP (5, 10, 20 e 30 µM). Na fase de multiplicação, 

foi analisada a influência da densidade inicial de calos embriogênicos (6, 8, 10 e 12 g.L
-

1
); volumes de Erlenmeyers (125 e 250 ml), associados ao ajuste ou não da densidade, 

bem como a presença e ausência de luz. Experimentos também foram efetuados na fase 

de regeneração, maturação e germinação de embriões, onde foram testados o número de 

calos embriogênicos por placa de Petri (4, 6, 8 e 10), o efeito da luz e escuro, associado 

ao tempo de cultivo (30, 60 e 90 dias), além do efeito da luz e escuro associado a 

diferentes densidades iniciais de células (1, 5 e 10 g.L
-1

). Verificou-se que a variedade 

Catuaí Vermelho é a que melhor responde ao protocolo de indução de calo. A 

amostragem de folhas e a percentagem de formação de calo primário tipo 2 influenciam 

a percentagem de formação de calo embriogênico. A utilização de seis explantes por 

placa, a concentração de 3% de sacarose, a utilização de caseína hidrolisada associada 

ao extrato de malte e a concentração de 10 µM de 2-iP proporcionam os melhores 

resultados para a formação de calo embriogênico. Na fase de multiplicação, o 

tratamento com densidade inicial de 10 g.L
-1

  de calo embriogênico, o uso do frasco de 

250 ml de capacidade, com ajuste parcial da densidade e  material cultivado na ausência 
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de luz responderam com as melhores taxas de multiplicação de calo embriogênico. A 

etapa de regeneração, maturação e germinação de embriões somáticos foi otimizada 

com a inoculação de quatro ou seis explantes por placa, cultivados por 90 dias em meio 

de regeneração e, quando transferidos para o meio de germinação líquido, a densidade 

inicial de 5 g.L
-1

 proporcionou a maior sincronização na maturação dos embriões.  

 

Palavras-chave: Indução, multiplicação, regeneração, maturação, germinação. 
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ABSTRACT  

 

There are approximately one hundred described species of the genus Coffea, of which 

only two produce fruits with economic importance to the international market: Coffea 

arabica L. and Coffea canephora. However, C. arabica accounts for around 70% of  all 

the coffee sold. In this market, Brazil has historically occupied first position among the 

world’s coffee producing and exporting countries. As a result, micropropagation via 

somatic embryogenesis has emerged as the best option for large-scale clonal 

propagation of this species. In this context, this work aimed to optimize strategies for 

cloning coffee plants (Coffea arabica L. variety Catuaí Vermelho) via indirect somatic 

embryogenesis from the young leaves. In the callus induction phase, we evaluated the 

influence of genotypes of Coffea arabica (Catuaí Vermelho, Mundo Novo, Híbrido 

427-2, Híbrido Clone 12), associated with phenotypically similar leaves, the influence 

of the number of explants per Petri dish (4, 6, 8, and 10) and phenotypically similar 

types of leaves, the effect of sucrose concentrations (1, 2, 3, and 4 %), combinations of 

hydrolyzed casein (0 and 100 mg/L) and malt extract (0 and 400 mg/L), the effect of 

types of auxins (2,4-D and Picloram) and their concentrations (2.5, 5, 10, and 20 µM) 

for the Catuaí Vermelho and Mundo Novo varieties, as well as cytokinin 2-iP (5, 10, 20, 

and 30 µM). In the multiplication phase, we analyzed the influence of the initial density 

of the embryogenic calli (6, 8, 10, and 12 g/L), the volumes of the Erlenmeyer flasks 

(125 and 250 ml), associated with the adjustment or non-adjustment of density, as well 

as the presence of absence of light. Experiments were also conducted in the 

regeneration, maturation, and embryo germination phase to test the number of 

embryogenic calli per Petri dish (4, 6. 8, 10), the effect of light and dark associated with 

cultivation time (30, 60, and 90 days), and the effect of light and dark associated with 

the different initial densities of the cells (1, 5, and 10 g/L). It was found that the Catuaí 

Vermelho variety best responded to the protocol of callus induction. The leaf sample 

and the percentage of primary callus type 2 influence the formation of embryogenic 

callus. The use of six explants per dish, a concentration of 3% sucrose, hydrolyzed 

casein in combination with malt extract, and a concentration of 10 µM of 2-iP provide 

the best results for the formation of embryogenic callus. In the multiplication phase, 

treatment with an initial density of 10 g/L of embryogenic callus, the use of a 250 ml 

capacity flask, with partial adjustment of density, and material cultivated in the absence 
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of light, resulted in the highest rates of multiplication of embryonic callus. The 

regeneration, maturation, and germination phase of somatic embryos was optimized 

with the inoculation of four or six explants per dish, cultivated for 90 days in 

regeneration medium and, when transferred to the liquid germination medium, an initial 

density of 5 g/L yielded the highest synchronization in the maturation of the embryos. 

 

 

Key-words: Induction, multiplication, regeneration, maturation, germination. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Existem aproximadamente 100 espécies descritas do gênero Coffea e somente 

duas produzem frutos que têm importância econômica no mercado internacional: Coffea 

arabica L. e Coffea canephora (Davis et al., 2006). Nesse mercado, o Brasil tem 

ocupado historicamente a primeira posição entre os países produtores e exportadores de 

café no mundo, com aproximadamente 70% da produção, proveniente de cultivares da 

espécie C. arabica, responsável por um produto de boa qualidade e maior aceitação no 

mercado consumidor (Giridhar et al., 2004). 

Diante disso, técnicas da biotecnologia, incluindo a cultura de tecidos, têm sido 

empregadas de diferentes formas no desenvolvimento de cultivares superiores. Uma vez 

estabelecidos protocolos de propagação clonal, foi verificado que a utilização de 

métodos biotecnológicos para auxiliar os programas de melhoramento genético tem-se 

mostrado bastante útil, principalmente em culturas perenes, como é o caso do cafeeiro. 

Um importante método de propagação in vitro de plantas de C. arabica é a 

embriogênese somática, que consiste no desenvolvimento de embriões a partir de 

células somáticas haplóides ou diplóides, sem que haja fusão de gametas, a qual 

possibilita propagação vegetativa acelerada e uniformidade genética de clones 

superiores, apresentando grande potencial a ser explorado. 

No cafeeiro, os trabalhos pioneiros em cultura de tecidos foram publicados por 

Staritsky (1970), que obteve êxito na indução de calos a partir de folhas de várias 

espécies e produção de embriões somáticos na espécie C. canephora. Posteriormente, 

diversos trabalhos envolvendo a espécie C. arabica foram desenvolvidos, no intuito de 

aumentar a taxa de indução, a multiplicação de calos embriogênicos e a regeneração e 

desenvolvimento de plântulas (Zamarripa et al., 1991; Neuenschwander & Baumann, 

1992; Barry-Etienne et al., 1999; Quiroz-Figueroa et al., 2002). 

Segundo Merkle et al. (1995), a indução da embriogênese somática está 

relacionada a alterações no padrão de expressão gênica dos explantes, com 

reprogramação das células que estarão envolvidas no processo embriogênico. 

Entretanto, o potencial embriogênico não é somente determinado geneticamente, mas 

também é influenciado pelo meio de cultura e pela qualidade do explante (Byesse et al., 

1993; Loyola-Vargas et al., 1999). 

Dessa forma, o grande potencial da embriogênese para multiplicação acelerada 

de plantas de café foi rapidamente notado desde os primeiros trabalhos (Staritsky, 1970; 



37 

 

Sharp et al., 1973) e numerosas técnicas que simplificam este processo têm sido 

desenvolvidas com o intuito de permitir a produção em larga escala de plantas e de 

reduzir o custo de produção das mudas. 

Sendo assim, a disponibilidade de um eficiente protocolo de embriogênese 

somática permite desenvolver a técnica de produção em massa de materiais 

heterozigotos, tais como híbridos de C. arabica. Diante desse contexto, o trabalho 

objetiva otimizar as estratégias de clonagem via embriogênese somática indireta do 

cafeeiro. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Embriogênese somática do cafeeiro (Coffea arabica) 

 

2.1.1.    Caracterização dos explantes utilizados 

 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais-

II da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília - DF. O explantes 

foram coletados de plantas matrizes cultivadas em casa de vegetação (Figura 2 A). 

Como explantes foram utilizadas folhas jovens e bem expandidas correspondentes ao 

segundo ou terceiro par de folhas de galhos plagiotrópicos do terço médio da planta 

matriz (Figura 2 B).  

 

A B 5 cm10 cm

 

Figura 2. Material utilizado como explante inicial para a indução de calo. A) Planta 

matriz cultivada em casa de vegetação. B) Folhas jovens e bem expandidas provenientes 

do segundo ou terceiro para de folhas de ramos plagiotrópicos. 

 

2.1.2. Coleta, desinfestação e inoculação dos explantes  

 

As folhas foram coletadas ao longo do ano, preferencialmente no início da 

manhã, quando estão mais hidratadas, e conduzidas ao laboratório em saco plástico, 

protegidas da desidratação.  

A desinfestação superficial das folhas foi realizada em capela de fluxo laminar, 

em frasco estéril com tampa, por meio da imersão em solução de álcool 50% por 1 

minuto, seguido pela imersão em solução de hipoclorito de sódio (NaClO) na 
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concentração de 2,4% de cloro ativo por 20 minutos, finalizando com três lavagens em 

água destilada, deionizada e autoclavada por 5 minutos cada. Os explantes com tamanho 

aproximado de 0,7 por 0,7 cm foram retirados dessas folhas com auxílio de bisturi, 

pinça e uma placa de Petri estéril com papel filtro.   

Uma vez obtidos, os explantes foram inoculados em placas de Petri estéreis 

contendo meio de cultura gelificado, sempre com a face adaxial em contato com os 

meios de cultura específicos e com distâncias regulares, de aproximadamente 1 cm, para 

evitar a interferência de um explante sobre o outro (Figura 3). As placas foram vedadas 

com filme de pvc e armazenadas no escuro, protegidas da luz, em sala de crescimento 

sob temperatura de 24 - 27°C com o tempo de armazenamento variando de acordo com 

cada etapa da embriogênese somática. 

 

0,7 cm

 

Figura 3. Explantes foliares inoculados em meio de indução. 

 

 

2.1.3. Indução, proliferação e morfogênese 

 

Para induzir a formação de calos primários foi utilizado o Meio Primário - PM 

que corresponde ao meio básico de sais de MS (Murashige & Skoog, 1962), reduzido 

pela metade da concentração original, acrescido de 10 mg.L
-1

 de tiamina; 1 mg.L
-1

 de 

piridoxina; 1 mg.L
-1

 de ácido nicotínico; 1 mg.L
-1

 de glicina; 100 mg.L
-1

 de myo-
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inositol; 100 mg.L
-1

 de caseína hidrolisada; 400 mg.L
-1

 de extrato de malte; 20,0 µM de 

ácido diclorofenoxiacético (2,4-D); 9,84 µM de dimetil-alil-amino-purina (2-iP); 4,92 

µM de ácido indol butírico (AIB); 20.000 mg.L
-1

 de sacarose e solidificado com 2.400 

mg.L
-1

 de Phytagel
®
. Os explantes inoculados em meio primário - PM ou de indução 

foram armazenados por um período de 30 dias, em sala de crescimento, na ausência de 

luz e temperatura de 24 a 27°C. Após um período de 30 dias os explantes foram 

transferidos, em condições estéreis, para o meio secundário – SM (meio utilizado nos 

processo de formação de calos embriogênicos) no qual permaneceram por mais 120 dias 

nas mesmas condições descritas anteriormente. O meio SM difere apenas na 

concentração de 2,4-D, que é reduzida pela metade daquela presente em PM.  

Os meios de cultura utilizados nas diferentes fases tiveram o pH ajustado para 

5,7 ± 0,1 antes da adição do agente gelificante Phytagel
®
, utilizando-se hidróxido de 

potássio (KOH) 0,1 M, sendo, em seguida, autoclavados por 20 minutos, a 121ºC e 1,3 

atm de pressão. 

Os experimentos de indução passaram por avaliações de calos primários e 

embriogênicos (Figura 4-6). Após o período de 30 dias de cultivo, foi avaliada a 

proliferação celular nos bordos dos explantes e a formação de calo primário tipo 1 

(Figura 4) por meio da mensuração por notas de zero a três (0 – nenhuma formação; 1 –

baixa formação de calo; 2 – média formação de calo e 3 – alta formação de calo) 

variando de acordo com o grau de formação de calo primário e o calo primário tipo 2 

(Figura 5) através da percentagem de formação desse tipo de calo (presença e ausência).  

Aos 120 dias após a transferência para o meio de indução, foi feita a avaliação da 

percentagem de calo embriogênico (Figura 6).  
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A B

C D

1 cm 1 cm

1 cm 1 cm

 

Figura 4. Calo primário tipo 1 avaliado por meio de notas. A) Nota 0 para nenhuma 

formação de calo. B) Nota 1 para baixa formação de calo. C) Nota 2 para média 

formação de calo. D) Nota 3 para alta formação de calo.  
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A B

C D

1 cm 1 cm

1 cm 1 cm

 

Figura 5. Calo primário tipo 2 avaliado por meio de percentagem. A) Ausência de calo 

primário tipo 2. B-D) Presença de calo primário tipo 2 em diferentes níveis de 

desenvolvimento.  
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A

DC

B1 cm

1 cm

1 cm

1 cm

 

Figura 6. Calo embriogênico avaliado por meio de percentagem. A) Ausência de calo 

embriogênico. B-D) Presença de calo embriogênico em diferentes níveis de 

desenvolvimento.  

 

Em todos os experimentos realizados no Capítulo 1, o delineamento 

experimental foi o inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 

significância, utilizando-se o programa Sisvar 4.0 (Ferreira, 2000). Os tratamentos e as 

repetições de cada experimento seguem descritos na Tabela 2. 
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Tabela 2. Experimentos de indução, proliferação e morfogênese. 

Experimento Genótipo Fator 1 Fator 2 Repetições
(1)

 

1 

Catuaí Vermelho 

(CV), 

Mundo Novo (MN), 

Híbrido 427-2 (H427-

2), Híbrido Clone 12 

4 genótipos (CV, 

MN, H427-2, 

Hib. Clone 12) 

4 amostragens 

de folhas (F1, 

F2, F3 e F4) de 

cada genótipo 

 

5 

2 Catuaí Vermelho 

4 números de 

explantes por 

placa (4, 6, 8 e 

10) 

3 amostragens 

de folhas (F1, 

F2 e F3) 

 

5 

3 Catuaí Vermelho 

4 concentrações 

de sacarose 

(1, 2, 3 e 4%) 

 

 

- 

 

10 

4 Catuaí Vermelho 

Caseína (0 e 100 

mg.L
-1

) e Ext. de 

malte (0 e 400 

mg.L
-1

) 

 

 

 

- 

 

10 

5 Catuaí Vermelho 
2 tipos de auxinas 

2,4-D e Picloram 

4 concentrações 

(2,5 - 5 - 10 -

20μM) 
(2)

 

5 

6 Mundo Novo 
2 tipos de auxinas 

2,4-D e Picloram 

4 concentrações 

(2,5 - 5 - 10 -

20μM) 
(2)

 

5 

7 Catuaí Vermelho 

4 concentrações 

de 2-iP (5, 10, 20 

e 30μM ) 

 

 

- 

 

10 

(1) Cada repetição corresponde a 6 explantes foliares distribuídos aleatoriamente e inoculados em uma 

placa de Petri. (2) As concentrações das auxinas 2,4-D e Picloram foram testadas nos meios primário – 

PM e secundário – SM. Foram testadas as mesmas concentrações dessas auxinas nos dois meios 

nutritivos e em um dos tratamentos foi testada a utilização de uma concentração mais elevada no meio 

PM e a redução à metade dessa concentração no meio SM. Para 2,4-D os tratamentos foram: 5,0; 10,0; 

20,0 μM nos meios PM e SM e 20,0 μM no meio PM e a redução para 10,0 μM no meio SM. Para o 

Picloram os tratamentos foram: 2,5; 5,0; 10,0 μM nos meios PM e SM e 10,0 μM no meio PM e a 

redução para 5,0 μM no meio SM.  
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2.1.4. Multiplicação de células em suspensão 

 

No processo de multiplicação de células em suspensão foi utilizado o meio de 

multiplicação - MM que corresponde ao meio básico de sais de MS (Murashige & 

Skoog, 1962) reduzido pela metade da concentração original, acrescido de 10 mg.L
-1

 de 

tiamina; 1 mg.L
-1

 de piridoxina; 1 mg.L
-1

 de ácido nicotínico; 1 mg.L
-1

 de glicina; 100 

mg.L
-1

 de myo-inositol; 100 mg.L
-1

 de caseína hidrolisada; 400 mg.L
-1

 de extrato de 

malte; 250 mg.L
-1

 de ácido cítrico; 5,0 µM de ácido diclorofenoxiacético (2,4-D); 9,84 

µM de dimetil-alil-amino-purina (2-iP); 4,92 µM de ácido indol butírico (AIB) e  

20.000 mg.L
-1

 de sacarose. Por se tratar de um meio líquido, não houve a adição de 

Phytagel
®

.   

Foram utilizados como explantes, calos embriogênicos provenientes do meio 

SM que foram inoculados em meio MM utilizando-se frascos de Erlenmeyer estéreis. 

Renovou-se o meio MM a cada 15 dias de cultivo. Com exceção dos experimentos de 

densidades, os demais experimentos tiveram densidade inicial de 10 g.L
-1

. Os frascos 

foram mantidos na ausência de luz em agitadores orbitais a 90-100 rpm. Alguns 

experimentos foram conduzidos em luz difusa, a 7,5 µmolm
-2

s
-1

.  

As avaliações foram conduzidas após 30, 60 e 90 dias da inoculação, tomando-

se a pesagem do conteúdo de calos por frasco. Os tratamentos e as repetições de cada 

experimento seguem descritos na Tabela 3.  
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Tabela 3. Experimentos de multiplicação de células em suspensão. 

Exp. Condições de 

Cultivo 

Fator 1  Fator 2  Avaliações Repetições 

(1)
 

1 

Em frascos de 

Erlenmeyer de 125 

ml, com 20 ml do 

meio 

4 densidades 

iniciais de calo 

embriogênico (6, 

8, 10 e 12 g.L
-1

) 

--- 

 

Aos 30, 60 e 90 

dias (através da 

pesagem dos 

calos) 

6 

2 

Frascos - 125 e  

250 ml 

Ajuste : 

10, 20 e 30 ml e 

20, 40 e 60 ml (
2
)  

 

Ajuste parcial ou 

não da densidade 

 

2 tamanhos de 

frascos  

(125 e 250 ml ) 

Aos 30, 60 e 90 

dias (através da 

pesagem dos 

calos) 

5 

3 

Em frascos de 

Erlenmeyer de 125 

ml, com 20 ml do 

meio 

Luz e escuro --- 

Aos 30, 60 e 90 

dias (através da 

pesagem dos 

calos) 

12 

(1) Cada repetição corresponde a frascos de Erlenmeyer. (2) O experimento em que foi testado o 

ajuste parcial da densidade foi realizado da seguinte forma: No frasco com capacidade de 125 ml foram 

inoculados 100 mg de calo e 10 ml de meio nutritivo. Na renovação do meio realizada aos 30 dias de 

cultivo, foram colocados 20 ml de meio e aos 60 dias foram colocados 30 ml de meio. No frasco com 

capacidade de 250 ml foram inoculados 200 mg de calo e 20 ml de meio nutritivo. Na renovação do meio 

realizada aos 30 dias de cultivo, foram colocados 40 ml de meio e aos 60 dias foram colocados 60 ml de 

meio. 

 

 

2.1.5. Diferenciação, maturação e germinação de embriões somáticos 

 

A regeneração de embriões foi dividida em duas etapas: a primeira consistiu da 

diferenciação e a segunda na maturação e germinação dos embriões somáticos. Na 

primeira etapa foi utilizado o meio de regeneração - RM que corresponde ao meio 

básico de sais de MS (Murashige & Skoog, 1962) reduzido pela metade da 

concentração original, acrescido de 10 mg.L
-1

 de tiamina; 1 mg.L
-1

 de piridoxina; 1 

mg.L
-1

 de ácido nicotínico; 1 mg.L
-1

 de glicina; 100 mg.L
-1

 de myo-inositol; 100 mg.L
-1

 

de caseína hidrolisada; 400 mg.L
-1

 de extrato de malte; 8,88 µM de 6-

benzilaminopurina (BAP); 1,34 µM de ácido naftalenoacético (ANA); 30.000 mg.L
-1

 de 
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sacarose e solidificado com 2.400 mg.L
-1

 de Phytagel
®
. A adição de Phytagel

®
 foi 

realizada apenas na composição de meios gelificados.  

Na segunda etapa foi utilizado o meio de maturação e germinação – MGM que 

corresponde ao meio básico de MS (Murashige & Skoog, 1962) reduzido pela metade 

da concentração original, acrescido de 13,9 mg.L
-1

 de FeSO4H2O; 18,65 mg.L
-1

 de 

Na2.EDTA; 10 mg.L
-1

 de tiamina; 1 mg.L
-1

 de piridoxina; 1 mg.L
-1

 de ácido nicotínico; 

1 mg.L
-1

 de glicina; 100 mg.L
-1

 de myo-inositol; 2,57 µM de ácido indolacético (AIA); 

1,11 µM de 6-benzilaminopurina (BAP) e 20.000 mg.L
-1

 de sacarose. Por se tratar de 

um meio líquido, não foi feita a adição de Phytagel
®

.  

 Para a primeira etapa foram utilizados calos embriogênicos provenientes do 

meio MM inoculados em meio RM gelificado (Figura 7) e para a segunda etapa foi 

utilizado o material proveniente do meio RM (calos embriogênicos com início de 

formação de embriões somáticos) que foram inoculados em frascos de Erlenmeyer 

estéreis contendo meio MGM líquido. Nos experimentos de regeneração de embriões os 

explantes foram inoculados em placas de Petri estéreis e ficaram armazenados em sala 

de crescimento, sob temperatura de 24 a 27 °C. E para os experimentos com o meio 

MGM foi utilizada como densidade inicial, 5 mg/ml e os frascos foram mantidos em 

sala de crescimento, sob temperatura de 24 a 17 °C em agitadores orbitais a 90-100 rpm. 

As fases de regeneração e diferenciação dos embriões foram conduzidas no escuro ou 

em luz difusa, a 7,5 µmolm
-2

s
-1

, de acordo com o tratamento. Na Tabela 4 estão 

descritos os experimentos realizados na fase de regeneração, maturação e germinação 

dos embriões somáticos. 
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A

DC

B1 cm

1 cm 1 cm

1 cm

 

Figura 7. Formação de embriões globulares e torpedos avaliados por meio de notas. A) 

Nota 0: nenhuma. B) Nota 1: baixa. C) Nota 2: média. D) Nota 3: alta.  

 

Os tratamentos e as repetições de cada experimento seguem descritos na tabela 

abaixo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

Tabela 4. Experimentos de diferenciação, maturação e germinação de embriões. 

Exp. Condições de 

Cultivo 

Fator 1  Fator 2  Avaliações Repetições 

1 

Meio RM
(1) 

gelificado, as 

placas foram 

armazenadas por 

um período de 

90 dias 

4 números de 

explante por 

placa (4, 6, 8 e 

10 ) 

--- 

Após 90 dias 

de cultivo em 

RM (Por meio 

de notas) 

10 

2 
Meio RM 

gelificado 
Luz e escuro 

3 tempos de 

cultivo (30, 60 

e 90 dias) 

Após 60 dias 

de cultivo em 

MGM 

6 

3 

Material retirado 

do meio RM e 

inoculado 

frascos 

Erlenmeyer com 

25 ml de meio 

MGM 
(2)

 líquido 

Luz e escuro 

3 densidades 

iniciais (1, 5 e 

10 g.L
-1

) 

Após 60 dias 

de cultivo em 

MGM  

Por meio da 

determinação 

do número de 

embriões 

4 

(1) RM: meio de regeneração; (2) MGM: meio de germinação. 
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     3.  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

  

3.1. Indução, proliferação e morfogênese 

 

3.1.1. Influência do genótipo e da amostragem de folha sobre a resposta 

embriogênica da variedade ‘Catuaí Vermelho’ 

 

Na Tabela 5 é apresentado o teste de médias após a análise de variância da 

formação de calo primário tipo 1. Ao final de 30 dias de cultivo em meio PM sob 

condição de obscuridade, observou-se uma intensa proliferação celular no bordo dos 

explantes, não havendo diferença significativa entre os genótipos. Por outro lado, houve 

diferença significativa quanto à folha utilizada, exceto para a variedade Catuaí 

Vermelho, embora tenham sido utilizadas folhas fenotipicamente semelhantes. Desta 

forma, foi verificado que o meio PM é eficiente para a indução de calos primários tipo 

1, uma vez que a menor nota (2,5) ainda é considerada uma nota com quantidade 

satisfatória de calos. 

 

Tabela 5. Influência do genótipo e da amostragem de folhas na formação de calo 

primário tipo 1, após 30 dias de cultivo em meio primário - PM, avaliada por meio de 

notas.   

Formação de Calo Primário Tipo 1 (nota) 

Folha  

 Genótipo 

 

Mundo 

Novo 

Híbrido 

Clone 12 

Híbrido 

427-2 

Catuaí 

Vermelho 

1 

 

(1)
3,0 aA 2,6 bB 3,0 aA 3,0 aA 

2 

 

3,0 aA 2,9 abA 3,0 aA 3,0 aA 

3 

 

3,0 aA 3,0 aA 2,5 bB 3,0 aA 

4 

 

2,6 bB 3,0 aA 2,9 abA 3,0 aA 

Média   2,9 A 2,9 A 2,9 A 3,0 A 

C.V.(%) 

 

6,8 
(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de calo. 

Médias seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

 

 Na Tabela 6, é apresentado o teste de médias após a análise de variância da 

formação de calo primário tipo 2. Durante a avaliação de formação de calo primário tipo 

1, foi feita também a avaliação de formação de calo primário tipo 2, um tipo de calo 



51 

 

fenotipicamente diferente do tipo 1, consistindo de setores de crescimento persistente e 

coloração esbranquiçada. Conforme descrito na Tabela 6, diferentes genótipos 

influenciaram a formação de calo primário tipo 2. Como pode ser observado, a 

formação de calo primário tipo 2 variou de 0 a 98%, respectivamente para a variedade 

‘Mundo Novo’ e genótipo H427-2. Exceto para o genótipo Híbrido Clone 12, não se 

observou influência da folha na formação de calo primário tipo 2. Desta forma, ficou 

evidenciada uma maior influência do genótipo na formação desse tipo de calo. 

 

Tabela 6. Influência do genótipo e da amostragem de folhas na percentagem de 

formação de calo primário tipo 2, após 30 dias de cultivo em meio primário - PM.     

Formação de Calo Primário Tipo 2 (%) 

Folha  

 Genótipo 

 

Mundo 

Novo 

Híbrido 

Clone 12 

Híbrido 

427-2 

Catuaí 

Vermelho 

1 
 

0,0 aB 37,0 abB 90,0 aA 27,0 aB 

2 
 

0,0 aB 57,0 aA 93,0 aA 7,0 aB 

3 
 

0,0 aB 0,0 bB 100,0 aA 10,0 aB 

4 
 

0,0 aB 73,0 aA 100,0 aA 0,0 aB 

Média 
 

0,0 C 42,0 B 98,0 A 11,0 C 

C.V.(%) 
 

56,8 
Médias seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

 

Após 120 dias de cultivo no meio SM, foi avaliada a percentagem de formação 

de calo embriogênico. Como pode ser observado na Tabela 7, a formação de calo 

embriogênico foi altamente influenciada pelo genótipo. Ao contrário das demais 

variedades, não houve formação de calo embriogênico em ‘Mundo Novo’. Como 

relatado por Teixeira et al. (2004), a formação de calo embriogênico foi maior para a 

variedade ‘Catuaí Vermelho’. Da mesma forma, foi observada influência da folha na 

formação de calo embriogênico. 
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Tabela 7. Influência de genótipo e da amostragem de folhas na percentagem de 

formação de calo embriogênico, após 120 dias de cultivo em meio SM. 

Formação de Calo Embriogênico (%) 

Folha  

 Genótipo 

 

Mundo 

Novo 

Híbrido 

Clone 12 

Híbrido 

427-2 

Catuaí 

Vermelho 

1 
 

0,0 aB 0,0 bB 33,3 aA 86,6 bA 

2 
 

0,0 aB 0,0 bB 19,9 abA 93,3 abA 

3 
 

0,0 aC 23,3 aB 0,0 cC 86,6 abA 

4 
 

0,0 aB 0,0 bB 6,7 bcB 100,0 aA 

Média 
 

0,0 C 5,8 C 15,0 B 72,9 A 

C.V.(%) 
 

54,9 

Médias seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

Comparando-se os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7 verificou-se que 

existe uma relação inversa entre a formação de calo primário tipo 2 e calo 

embriogênico. Quanto maior a formação de calo primário tipo 2, menor a formação de 

calo embriogênico. 

Isso se dá provavelmente por características específicas presentes no calo 

primário tipo 2. Conforme verificado no Capítulo 2 desse trabalho, esse tipo de calo de 

crescimento persistente apresenta células parenquimáticas alongadas, com amplos 

espaços intercelulares, parede celular estreita e vacúolo bem desenvolvido (Figura 19 

D). Seu aspecto é compacto, aquoso, esbranquiçado, com crescimento desordenado e 

excessivo. Devido a esse tipo de desenvolvimento, o calo primário tipo 2, pode 

competir diretamente com o surgimento e estabelecimento do calo embriogênico, 

essencial para a regeneração de embriões.  

Esse resultado corrobora o encontrado por Teixeira et al. (2004), que relataram 

que, ao contrário do esperado, quanto mais vigoroso o calo primário, menor a 

frequência de formação de setores embriogênicos. Isso parece ser devido a uma 

competição entre o crescimento de calos primários e a indução da formação de setores 

embriogênicos.  

 A variabilidade na formação de calos embriogênicos influenciada pelo genótipo, 

observada na Tabela 7 corrobora o resultado encontrado por Teixeira et al. (2004), os 

quais afirmam que um dos principais fatores relacionados à embriogênese somática em 

Coffea arabica diz respeito à influência do genótipo. Resultados semelhantes já haviam 
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sido relatados por Söndahl & Bragin (1991), Byesse et al. (1993), Boxtel & Berthouly 

(1996) e Rezende et al. (2011).  

Como observado em Coffea arabica, Coffea canephora também apresenta 

frequentemente diferenças entre genótipos (Berthouly & Etienne 1999; Fuentes et al., 

2000; Quiroz-Figueroa et al.,  2002; Santana et al., 2004, Gatica et al., 2007).  

Em Coffea arabica, Molina et al. (2002) relataram diferenças de resposta entre 

plantas do mesmo genótipo, porém de gerações diferentes. Resultados semelhantes 

foram observados por Berthouly & Michaux-Ferrière (1996) em café, por Rines & 

McCoy (1981) em aveia e por Duncan et al. (1985) em milho, o que sugere que a 

capacidade de regeneração dos genótipos depende das condições de crescimento das 

plantas doadoras assim como da condição do explante utilizado. 

 

3.1.2. Influência do número de explantes por placa e da amostragem de 

folha sobre a resposta embriogênica da variedade ‘Catuaí 

Vermelho’ 

 

Na Tabela 8 é apresentado o teste de médias após a análise de variância da 

formação de calo primário tipo 1, ao término de 30 dias de cultivo em meio PM. 

Verificou-se que independentemente do número de explantes por placa e do tipo de 

folha utilizada houve alta formação de calo primário tipo 1 com a inoculação em meio 

PM.  

 

Tabela 8. Influência da amostragem de folhas e diferentes números de explantes por 

placa na formação de calo primário tipo 1, na variedade ‘Catuaí Vermelho’, após 30 

dias em meio PM.   

Formação de Calo Primário Tipo 1 (nota) 

Nº Explante 
 Folha 

 
1 2 3 Média 

4 
 

(1)
3,0 aA 3,0 aA 3,0 aA 3,0 a 

6 
 

3,0 aA 3,0 aA 3,0 aA 3,0 a 

8 
 

3,0 aA 3,0 aA 3,0 aA 3,0 a 

10 
 

3,0 aA 3,0 aA 3,0 aA 3,0 a 

Média 
 

3,0 A 3,0 A 3,0 A 
 

C.V. (%) 
 

0,0 
(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de calo. 

Médias seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
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Na Tabela 9 é apresentado o teste de médias após a análise de variância da 

formação de calo primário tipo 2, com 30 dias de cultivo em meio PM. Observou-se que 

o tratamento com 4 explantes por placa apresentou a maior percentagem de formação de 

calo tipo 2. Em contrapartida, 6 explantes por placa foi a quantidade com menor 

percentagem de formação desse tipo de calo.  

 

Tabela 9. Influência da amostragem de folhas e diferentes números de explantes por 

placa na percentagem de formação de calo primário tipo 2, na variedade ‘Catuaí 

Vermelho’, após 30 dias em meio PM.  

Formação de Calo Primário Tipo 2 (%) 

Nº Explante  
 Folha 

 
1 2 3 Média 

4 
 

30,0 abA 40,0 bA 27,0 aA 32,0 a 

6 
 

0,0 cA 3,0 bA 6,0 bA 3,0 c 

8 
 

7,0 bcA 7,0 bA 20,0 aA 11,0 bc 

10 
 

37,0 aA 17,0 bA 17,0 aA 24,0 ab 

Média 
 

19,0 A 17,0 A 18,0 A 
 

C.V. (%) 
 

51,4 
Médias seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

 

Na Tabela 10 é apresentado o teste de médias após a análise de variância da 

formação de calo embriogênico com 120 dias de cultivo em meio PM. Foi verificado 

que a formação de setores embriogênicos variou substancialmente dependendo 

principalmente do número de explantes inoculados por placa. Os tratamentos com 4 e 

10 explantes por placa responderam com as menores taxas de formação de setores 

embriogênicos indicando pouca formação desse tipo de calo, enquanto que a utilização 

de 6 explantes por placa apresentou uma intensa formação de setores embriogênicos.  
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Tabela 10. Influência da amostragem de folhas e diferentes números de explantes por 

placa na percentagem de formação de calo embriogênico, na variedade ‘Catuaí 

Vermelho’, após 120 dias em meio SM. 

Formação de Calo Embriogênico (%)  

Nº Explante 
 Folha 

 

1 2 3 Média 

4 
 

43,3 Ac 20,0 ABb 6,6 Bc 23,3 b 

6 
 

100,0 Aa 90,0 Aa 73,3 Aa 87,8 a 

8 
 

66,6 Aab 76,6 Aa 46,6 Aab 63,3 a 

10 
 

36,0 Ac 36,6 Ab 23,3 Abc 32,0 b 

Média   61,5 A 55,8 AB 37,5 B   

C.V.(%) 
 

34,6 

Médias seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

A formação de setores embriogênicos também foi influenciada pelo tipo de folha 

utilizada. Conforme verificado na avaliação da percentagem de formação de calo 

embriogênico, a folha 1 apresentou grande formação de calo e a folha 3 apresentou 

pouca formação de calo. Segundo Teixeira et al. (2004), a influência da amostragem de 

folha se dá possivelmente, devido a um efeito fisiológico da folha sobre a capacidade de 

formação de setores embriogênicos.      

 

3.1.3. Influência de diferentes concentrações de sacarose sobre a 

resposta embriogênica da variedade ‘Catuaí Vermelho’  

 

Na Tabela 11 é apresentado o teste de médias após a realização da análise de 

variância da formação de calos primários tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio 

PM e calos embriogênicos após 120 dias de cultivo em meio SM, em função do teor de 

sacarose. De acordo com essa Tabela foi verificado que diferentes concentrações de 

sacarose resultaram em diferentes respostas a indução de calo primário tipo 1. 

Verificou-se também que menores concentrações de sacarose correspondem a menor 

formação de calo primário tipo 1. No entanto, concentrações de 2 a 4% apresentaram 

estatisticamente o mesmo resultado, com alta formação desse tipo de calo.  
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Tabela 11. Influência da concentração de sacarose na formação de calos primários tipo 

1 e tipo 2 após 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogênico após 120 dias de 

cultivo em meio SM na variedade ‘Catuaí Vermelho’. 

Indução da Embriogênese Somática 

Sacarose 
 

Calo Tipo 1 

(nota) 

Calo Tipo 2 

(%) 

Calo Embriogênico 

(%) 

1% 
 

(1)
2,2 b 

(2)
0,0 c 

(3)
2,0 c 

2% 
 

2,9 a 3,0 c 5,0 c 

3% 
 

3,0 a 32,0 b 92,0 a 

4% 
 

3,0 a 63,0 a 30,0 b 

C.V.(%) 
 

11,8 47,7 50,8 

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de calo. 

(2) Percentagem de formação de calo primário tipo 2. (3) Percentagem de formação de calo 

embriogênico. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Ao analisar a formação de calo primário tipo 2, observou-se que a concentração 

de sacarose influencia diretamente a formação desse tipo de calo. Foi verificado que 

quanto maior a concentração de sacarose, maior a formação de calo primário tipo 2. As 

concentrações 1 e 2% de sacarose, não diferiram estatisticamente e apresentaram as 

menores percentagens de formação de calo primário tipo 2. Entretanto, na concentração 

de 4% de sacarose, a frequência de formação desse tipo de calo foi superior a 60%.  

Avaliando-se a formação de calo embriogênico foi verificado que a 

concentração correspondente a 3% de sacarose apresentou a maior percentagem de 

formação de calo embriogênico. As concentrações de 1 e 2 % apresentaram as menores 

percentagens de formação desse tipo de calo e não diferiram estatisticamente entre si.  

A presença de uma fonte de carbono no meio de cultura é essencial para o 

crescimento vegetal, visto que, in vitro, a fotossíntese da planta, ou do explante, é 

limitada. A sacarose é um dos carboidratos mais usados na preparação de meios 

nutritivos. A concentração de sacarose influencia no processo de indução e 

desenvolvimento da embriogênese somática e o seu metabolismo é regulado por um 

grupo de genes cujas respostas são moduladas de acordo com a variação da sua 

concentração. Devido a sua importância, estudos vem sendo realizados a fim de 

identificar a concentração ideal para o desenvolvimento in vitro. Diante disso, foi 

verificado que sua concentração usual varia de 2 e 3%, no entanto, essa informação 

pode varia de acordo com a espécie, onde a sacarose pode ser usada em maiores 

concentrações (Cid, 2010).  
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Sendo assim, em Coffea arabica, ao longo dos anos, diversos trabalhos 

apresentaram a utilização de 3% de sacarose como a composição básica dos meios de 

indução de calos (Staritsky, 1970; Boxtel & Berthouly, 1996; Estevéz et al., 2001; 

Santos et al., 2003; Ayub & Gebieluca, 2003; Rezende et al., 2011).  Porém sabe-se que 

quanto mais vigoroso o calo primário, isso inclui calos primários tipo 1 e tipo 2, menor 

é a frequência de formação de setores embriogênicos. 

Entretanto, segundo Teixeira et al. (2001) esse tipo de calo é de pouco interesse 

para produção em larga escala por inibir a formação de calo embriogênico e, 

consequentemente, de embriões somático. Portanto, o controle da taxa de formação do 

calo primário tipo 2 é fundamental para a otimização da resposta embriogênica, uma vez 

que, as células que compõem esse tipo de calo influenciam negativamente o surgimento 

de setores embriogênicos. 

 

3.1.4. Influência de Caseína e Extrato de Malte sobre a resposta 

embriogênica da variedade ‘Catuaí Vermelho’ 

 

Na Tabela 12 é apresentado o teste de médias após a realização da análise de 

variância da formação de calos primários tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio 

PM e calo embriogênico após 120 dias de cultivo em meio SM. Foi verificado que a 

utilização tanto de caseína hidrolisada quanto de extrato de malte influenciaram a 

formação de calo primário tipo 1. Foi observado que a suplementação do meio nutritivo 

com essas duas substâncias apresentou a maior nota de formação de calo primário tipo 

1, porém não diferiu estatisticamente dos tratamentos sem caseína e malte ou apenas 

com caseína hidrolisada. Já o tratamento em que o meio não foi suplementado com 

extrato de malte apresentou a menor formação de calo primário tipo 1.  
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Tabela 12. Influência de Caseína e Extrato de Malte na formação de calos primários 

tipo 1 e tipo 2 após 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogênico após 120 dias 

de cultivo em meio SM na variedade ‘Catuaí Vermelho’. 

Indução da Embriogênese Somática  

Tratamento 
 

Calo Tipo 1 

(nota) 

Calo Tipo 2 

(%) 

Calo Embriogênico 

(%) 

Sem Caseína e sem Extrato de Malte 
 

(1)
2,9 a 

(2)
60,0 a 

(3)
0,0 c 

Com Extrato de Malte 
 

2,3 b 2,0 b 18,0 bc 

Com Caseína Hidrolisada 
 

2,8 a 42,0 a 35,0 b 

Com Caseína e Extrato de Malte 
 

3,0 a 3,0 b 87,0 a 

C.V.(%) 
 

5,9  48,6  58,6 

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de calo. 

(2) Percentagem de formação de calo primário tipo 2.  (3) Percentagem de formação de calo 

embriogênico. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Quando avaliada a percentagem de formação de calo primário tipo 2 (Tabela 

12), verificou-se que a ausência dos dois componentes e o tratamento com caseína 

hidrolisada  apresentaram as maiores percentagem de formação desse tipo de calo. Os 

tratamentos com caseína mais extrato de malte e com apenas extrato de malte 

apresentaram respectivamente 3,0 e 2,0%, sendo consequentemente, as menores taxas 

de formação de calo primário tipo 2. A utilização dos dois componentes 

simultaneamente reduziu fortemente a formação de calo primário tipo 2.  

Ao analisar a percentagem de formação de calo embriogênico verificou-se que 

todos os tratamentos diferiram estatisticamente e que o tratamento contendo caseína 

hidrolisada associada ao extrato de malte apresentou a maior percentagem de formação 

de calo embriogênico. O tratamento com caseína hidrolisada apresentou 35% de 

formação desse tipo de calo e o tratamento com extrato de malte apresentou 18%. Já o 

tratamento sem nenhum desses componentes não apresentou formação de calo 

embriogênico. Esses resultados indicam que há um sinergismo relacionado à presença 

de ambos os componentes para a formação desse tipo de calo, evidenciando assim, a 

importância de fontes de nitrogênio orgânico para a indução de calos embriogênicos em 

cafeeiro. 

O metabolismo do nitrogênio está envolvido nos processos fisiológicos e 

bioquímicos associados ao controle de crescimento, diferenciação e morfogênese. 

Durante o crescimento celular, a assimilação do nitrogênio contribui para o aumento de 

macromoléculas e componentes celulares, importantes para a regulação dos processos 
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metabólicos do crescimento celular, implicando no aumento de tamanho e número de 

células (Durzan, 1985), sendo um nutriente de grande importância para a maioria das 

espécies cultivadas in vitro. A caseína hidrolisada é uma das principais fontes de 

suplementação deste elemento no cultivo in vitro de cafeeiro (Berthouly & Michaux-

ferriere, 1996; Maciel et al., 2003; Pereira et al., 2007; Rezende et al., 2008). 

Extrato de malte e caseína hidrolisada são misturas complexas, frequentemente 

utilizadas em cultura de tecidos, pois são formas orgânicas de nitrogênio que estimulam 

o crescimento de muitas espécies quando cultivadas in vitro.  Estas misturas fornecem 

um conjunto de aminoácidos responsáveis por estimular o crescimento de muitas 

espécies in vitro, podendo ser observado um estímulo do crescimento e do 

desenvolvimento. (Torres et al., 1998). 

 

3.1.5. Influência de diferentes concentrações Picloram e 2,4-D sobre a 

resposta embriogênica da variedade ‘Catuaí Vermelho’ 

 

Na Tabela 13 é apresentado o teste de médias após a realização da análise de 

variância da formação de calos primários tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio 

PM e calo embriogênico após 120 dias de cultivo em meio SM. Conforme apresentado 

na Tabela 13, verificou-se que e taxa de formação de calo primário tipo 1 nos explantes 

inoculados não diferiu estatisticamente em todos os tratamentos apresentados. Sendo 

assim, A formação desse tipo de calo não foi influenciada pelo uso de diferentes auxinas 

(2,4-D e Picloram) e suas concentrações. Com isso, foi verificado que até mesmo as 

baixas concentrações de auxina são capazes de induzir a formação desse tipo de calo em 

Coffea arabica L..  
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Tabela 13. Influência de diferentes concentrações de 2,4-D e Picloram na formação de 

calos primários tipo 1 e tipo 2 após 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogênico 

após 120 dias de cultivo em meio SM na variedade ‘Catuaí Vermelho’. 

Indução da Embriogênese Somática em Catuaí Vermelho 

Auxina Concentração (µM) 
 

Calo Tipo 1 

(nota) 

Calo Tipo 2 

(%) 

Calo Embriogênico 

(%) 

2,4-D 

5,0 
 

(1)
3,0 a 

(2)
0,0 b 

(3)
27,0 b 

10,0 
 

3,0 a 3,0 b 3,0 c 

20,0 
 

3,0 a 3,0 b 0,0 c 

20,0/10,0 
 

3,0 a 0,0 b 90,0 a 

Picloram 

2,5 
 

2,9 a 67,0 a 3,0 c 

5,0 
 

3,0 a 50,0 a 0,0 c 

10,0 
 

3,0 a 30,0 ab 3,0 c 

10,0/5,0 
 

3,0 a 27,0 ab 3,0 c 

C.V.(%) 
 

2,6 59,1 55,5 

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de calo. 

(2) Percentagem de formação de calo primário tipo 2.  (3) Percentagem de formação de calo 

embriogênico. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Quanto a formação de calo primário tipo 2 verificou-se que houve diferença 

significativa entre os tratamentos estudados, evidenciada pelo teste de Tukey, 

demonstrando que as concentrações desses reguladores influenciaram na formação 

desse tipo de calo (Tabela 13). Em todas as concentrações de 2,4-D houve uma baixa 

percentagem de formação de calo primário tipo 2. No entanto, observou-se que os 

tratamentos com 2,5 e 5,0 µM de Picloram apresentaram as maiores percentagens de 

formação de calo primário tipo 2, sendo estatisticamente superiores aos explantes 

inoculados com 2,4-D.   

Ao avaliar a percentagem de formação de calo embriogênico, foi verificado que 

a utilização de 2,4-D a 20 µM no meio PM e a redução para 10 µM no meio SM foi o 

melhor resultado com 90% de formação de calo embriogênico. A concentração de 5,0 

µM de 2,4-D apresentou 27% de formação desse tipo de calo e os demais tratamentos 

não diferiram estatisticamente com as menores percentagens de formação de calos 

embriogênico.  

Os resultados apresentados coincidem com os encontrados por Cid et al. (2004), 

os quais relataram a primeira utilização de Picloram para indução de calos em Coffea 

arabica. Segundo esses autores, a utilização de 4 µM foi suficiente para a indução de 
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calos, embora não tenham sido testadas outras concentrações nesse trabalho. Foi 

apresentada ainda uma breve descrição fenotípica dos calos primários induzidos, onde 

foi constatado o surgimento de calos de coloração bege e branco, úmidos, compactos e 

surgindo na nervura central da face adaxial do explante. Ou seja, pode-se supor que 

parte dos calos primários encontrados nesse trabalho eram calos primários tipo 2. 

Segundo Brunetta et al. (2006), a textura e morfologia do calo é influenciada 

pelas variações nos constituintes do meio nutritivo, que produz calos macios, friáveis e 

úmidos, em meio com alta concentração de auxina e baixa de citocinina e se a relação é 

inversa, produz calos de tecido compacto secos e com células pequenas.  

No Experimento 1 do presente trabalho, foi verificado que a percentagem de 

formação de calo primário tipo 2 foi de 11,0% para a concentração 20,0 µM de 2,4-D. 

Em contrapartida, no atual Experimento essa percentagem foi de 1,5%. Essa diferença 

de resposta pode ser atribuída à época de coleta dos explantes. Segundo Pasqual (2001), 

alterações na temperatura, comprimento do dia, qualidade da luz e estresse hídrico ao 

longo do ano resultam em plantas com alterações nos níveis de carboidratos, proteínas e 

reguladores de crescimento armazenados em seus tecidos que influenciam em sua 

resposta ao meio de cultura. 

 

3.1.6. Influência de diferentes concentrações Picloram e 2,4-D sobre a 

resposta embriogênica da variedade ‘Mundo Novo’ 

 

Na Tabela 14 é apresentado o teste de médias após a realização da análise de 

variância da formação de calos primários tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio 

PM e calo embriogênico após 120 dias de cultivo em meio SM. A formação de calo 

primário tipo 1 foi influenciada pelo uso de diferentes auxinas (2,4-D e Picloram) e suas 

concentrações. Diferentemente dos resultados obtidos no experimento anterior, foi 

detectada a presença de calo primário tipo 1 em todas as placas contendo Picloram, 

numa frequência e quantidade maiores do que as observadas em 2,4-D. Comparando-se 

o atual experimento com o experimento anterior, em que foram testadas a mesmas 

concentrações e os mesmo reguladores de crescimento, pôde-se perceber que o genótipo 

influencia ativamente nas respostas à concentrações e auxinas utilizadas. 
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Tabela 14. Influência de diferentes concentrações de 2,4-D e Picloram na formação de 

calos primários tipo 1 e tipo 2 após 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogênico 

após 120 dias de cultivo em meio SM em ‘Mundo Novo’. 

Indução da Embriogênese Somática em Mundo Novo 

Auxina Concentração (µM) 
 

Calo Tipo 1 Calo Tipo 2 Calo Embriogênico 

2,4-D 

 

5,0 
 

(1)
3,0 a 

(2)
0,0 c 

(3)
3,0 ab 

10,0 
 

1,7 b 0,0 c 7,0 ab 

20,0  
 

2,1 b 0,0 c 0,0 b 

20,0/10,0  
 

2,1 b 0,0 c 0,0 b 

Picloram 

 

2,5  
 

3,0 a 10,0 bc 13,0 a 

5,0 
 

3,0 a 33,0 a 0,0 b 

10,0  
 

3,0 a 30,0 ab 0,0 b 

10,0/5,0  
 

3,0 a 53,0 a 3,0 ab 

C.V.(%) 

 

10,3 52,7 82,6 
(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de calo. 

(2) Percentagem de formação de calo primário tipo 2.  (3) Percentagem de formação de calo 

embriogênico. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Em 2,4-D o tratamento com 5,0 µM promoveu a maior nota para a formação 

desse tipo de calo. O tratamento com 10,0 µM apresentou a menor nota de formação de 

calo. Entretanto, assim como no experimento anterior, todas as concentrações de 

Picloram apresentaram máxima formação desse tipo de calo. Através desses 

experimentos foi possível verificar que cada genótipo responde de forma diferente a 

indução de calos por determinados reguladores.  

Para a formação de calo primário tipo 2, verificou-se que houve diferença 

significativa entre os tratamentos, demonstrando que as concentrações dos reguladores 

influenciaram a formação desse tipo de calo.  Foi verificado que, assim como o 

resultado apresentado no Experimento 1 do presente trabalho (Tabela 6), não houve 

formação de calos primários tipo 2 em nenhuma das concentrações testadas com 2,4-D. 

Em relação às concentrações de Picloram, o tratamento com 2,5 µM apresentou 

a menor percentagem de formação de calo primário tipo 2 e a concentração de 10,0 µM 

apresentou a maior percentagem de formação desse tipo de calo. Sendo assim, em 

Picloram, quanto maior sua concentração, maior a percentagem de formação de calo 

primário tipo 2.  

Embora a percentagem de formação de calo embriogênico tenha sido baixa de 

uma forma geral, o tratamento de Picloram a 2,5 µM apresentou a maior percentagem 

de formação desse tipo de calo com 13%. Os tratamentos de 2,4-D a 5,0 e 10,0 µM e 
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Picloram a 10,0 µM no meio PM e 5,0 µM no meio SM não diferiram estatisticamente, 

apresentando de 3 a 7% de formação de calo embriogênico. Os demais tratamentos não 

diferiram estatisticamente e não apresentaram nenhuma formação desse tipo de calo.  

 

3.1.7. Influência de diferentes concentrações de 2-iP sobre a resposta 

embriogênica da variedade ‘Catuaí Vermelho’  

 

Na Tabela 15 são apresentados os resultados encontrados para a formação de 

calos primários tipo 1 e tipo 2 e calo embriogênico em função de diferentes 

concentrações de 2-iP. Verificou-se que diferentes concentrações de 2-iP não 

influenciaram na formação de calo primário 1, uma vez que, em todos os resultados, a 

nota média de formação desse tipo de calo foi de 2,9. No entanto, a formação de calo 

primário tipo 2 foi claramente influenciada pela ação dessa citocinina. Verificou-se uma 

relação inversa entre a concentração de 2-iP e a taxa de formação de calo primário tipo 

2. Quanto maior a concentração de 2-iP, menor a taxa de formação de calo primário tipo 

2. Analisando a formação de calo embriogênico, foi verificado que a utilização de 10,0 

µM de 2-iP apresentou a maior percentagem de formação desse tipo de calo com 87%. 

As concentrações de 20,0 e 30,0 µM não diferiram estatisticamente e apresentaram as 

menores percentagens de formação de calo embriogênico.  

 

Tabela 15. Influência de diferentes concentrações de 2-iP na formação de calos 

primários tipo 1 e tipo 2 após 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogênico após 

120 dias de cultivo em meio SM na variedade ‘Catuaí Vermelho’. 

Indução da Embriogênese Somática do cafeeiro 

Concentração 
 

Calo Tipo 1 

(nota) 

Calo Tipo 2 

(%) 

Calo Embriogênico 

(%) 

5,0 µM 
 

(1)
2,9 a 

(2)
68 a 

(3)
13 b 

10,0 µM 
 

2,9 a 28 b 87 a 

20,0 µM 
 

2,9 a 8 c 3 c 

30,0 µM 
 

2,5 a 0 c 0 c 

C.V.(%) 
 

10,4 47,7 44,9 
(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de calo. 

(2) Percentagem de formação de calo primário tipo 2.  (3) Percentagem de formação de calo 

embriogênico. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Hatanaka et al. (1991) afirmaram que a melhor concentração das citocininas, 

BAP, cinetina e 2- iP para a embriogênese somática de Coffea canephora foi de 5,0 µM.  
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Segundo o autor, a embriogênese ocorre apenas na face do explante em contato com a 

citocinina, indicando que, em geral, esta não é absorvida pela epiderme da folha e, 

quando absorvida ocorre na face excisada do explante, não sendo transportada dentro do 

tecido foliar. 

 Essa afirmação sugere que a presença do 2-iP no bordo do explante apresente 

uma ação inibidora do surgimento e desenvolvimento do calo primário tipo 2. Assim 

como a formação de calo primário tipo 2, a percentagem de formação de calo 

embriogênico foi bastante influenciada pelas diferentes concentrações de 2-iP, onde 

altas concentrações desse regulador inibiram a formação desse tipo de calo. Ao 

contrário do observado na literatura, a concentração de 5,0 µM apresentou baixa 

percentagem de formação de calo embriogênico, não sendo o melhor tratamento para a 

indução da embriogênese somática em Coffea arabica var. Catuaí Vermelho.  

 

 

3.2. Multiplicação de células em suspensão 

 

3.2.1. Influência da densidade na multiplicação de calo embriogênico 

da variedade ‘Catuaí Vermelho’  

 

Na Figura 8 são apresentados os resultados encontrados para a influência da 

densidade na multiplicação de calo embriogênico. Após 90 dias de cultivo foi verificado 

que os calos embriogênicos nas concentrações iniciais de 6, 8 e 10 g.L
-1

 permaneceram 

em multiplicação ascendente durante todo o cultivo, enquanto o tratamento de 12 g.L
-1

 

apresentou queda no incremento de matéria fresca por volta de 60 dias de cultivo. 

Verificou-se que o peso de matéria fresca ao final dos diferentes períodos de cultivo 

variou de acordo com a densidade inicial de células. O valor máximo de 4.217 mg foi 

observado para a inoculação inicial de 200 mg por 20 ml de meio, referente à densidade 

de 10 g.L
-1

. Por outro lado, o menor acúmulo foi observado no tratamento 6 g.L
-1

, com 

média final de 2.431 mg.  
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Figura 8. Avaliação da multiplicação de calo embriogênico da variedade ‘Catuaí 

Vermelho’ cultivadas em frascos de 125 ml de capacidade em função do período de 

cultivo e diferentes densidades de células por frasco de cultivo. Médias seguidas pela 

mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

 

Na Tabela 16 são apresentados os valores de densidade após 30, 60 e 90 dias de 

cultivo. Conforme verificado na Tabela abaixo, pode-se observar que uma alta 

densidade inicial desfavorece o incremento de matéria fresca ao longo do período de 

cultivo. Foi observado um aumento da densidade de células próximo de cinco vezes 

após 30 dias, dez vezes após 60 dias e vinte vezes após 90 dias de cultivo, exceto para a 

densidade inicial de 12 g.L
-1

 que apresentou um aumento inferior aos demais 

tratamentos nos últimos 30 dias de cultivo. Teixeira et al. (2004) analisando a 

multiplicação de células de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’ verificaram 

que, o aumento da densidade foi de cinco vezes após 28 dias, dez vezes após 56 dias e 

quinze vezes após 86 dias de cultivo.  
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Tabela 16. Influência de diferentes densidades iniciais (g.L
-1

) na multiplicação de calo 

embriogênico na variedade ‘Catuaí Vermelho’ em meio MM líquido em função do 

tempo.  

  

Multiplicação de calo embriogênico 

Densidades/0 dias  30 dias 60 dias 90 dias 

6  
(1)

28 dC 71 cB 122 cA 

8  42 cC 103 bB 187 bA 

10  53 bC 110 abB 211 aA 

12  70 aC 115 aB 127 cA 

C.V.(%)  5,9 

 
 (1) Densidade de células embriogênicas referente a cada período de cultivo (g.L

-1
). Médias seguidas pela 

mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

 

 

Semelhante ao observado por Teixeira et al. (2004), verificou-se que, após 

aproximadamente 90 dias de cultivo, a densidade inicial mais elevada resultou em 

menor acúmulo de matéria fresca. Esses resultados corroboram com Boxtel & 

Berthouly (1996), pois segundo os autores a densidade de 10 g.L
-1

 foi a que propiciou as 

maiores taxas de crescimento. 

 

3.2.2. Influência do volume do frasco e reajuste parcial na 

multiplicação de calo embriogênico da variedade ‘Catuaí 

Vermelho’ 

 

Na Figura 9 são apresentados os resultados encontrados para a influência de 

ajuste parcial e do volume do frasco na multiplicação de calo embriogênico após 90 dias 

de cultivo em meio MM líquido.  
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Figura 9. Avaliação da multiplicação de calo embriogênico da variedade ‘Catuaí 

Vermelho’ cultivadas em diferentes frascos de Erlenmeyer (125 e 250 ml de volume) 

com reajuste (10, 20 e 30 ml de meio para o frasco de 125 ml de volume e 20, 40 e 60 

ml de meio para o frasco de 250 ml de volume) ou sem reajuste da densidade em função 

do período de cultivo. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Foi verificado que em ambos volumes de frasco, os tratamentos com reajuste 

parcial da densidade apresentaram o maior acúmulo de matéria fresca ao final dos 90 

dias de cultivo.  O tratamento com o frasco de 250 ml e com reajuste da densidade foi o 

que apresentou maior incremento de matéria fresca, atingindo 6.645 mg ao final do 

período de cultivo. Em contrapartida, o tratamento com o frasco de 125 ml sem reajuste 

da densidade apresentou o menor acúmulo de matéria com 1.628 mg de calo. Já os 

tratamentos com o frasco de 250 ml sem reajuste e o tratamento com o frasco de 125 ml 

com reajuste não diferiram estatisticamente.  

 

3.2.3. Influência da luz e escuro na multiplicação de calo embriogênico 

da variedade ‘Catuaí Vermelho’ 

 

Na Figura 10 são apresentados os resultados encontrados para a influência da luz 

na multiplicação de calos embriogênicos cultivados em meio MM líquido por 90 dias. 

Diante disso, conforme observado na Figura 8, a multiplicação de células embriogênicas 

é diretamente influenciada pelas condições de cultivo, especificamente pela presença de 

luz. Foi verificado que o maior acúmulo de matéria fresca foi observado na ausência de 

luz atingindo 4.259 mg de calo. A multiplicação realizada na presença de luz apresentou 
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resultado inferior com 3.730 mg. Os frascos cultivados na luz apresentaram um 

escurecimento de suas células. Os resultados apresentados corroboram com Gatica-

Arias et al. (2008), que verificaram que a multiplicação de células em suspensão da 

variedade ‘Catuaí Vermelho’ e ‘Caturra’ apresentaram um escurecimento após 4 

semanas de cultivo na presença de luz. 

 

 

Figura 10. Avaliação da multiplicação de calo embriogênico da variedade ‘Catuaí 

Vermelho’ cultivadas em frascos de 125 mL de capacidade em função do período e das 

condições de cultivo (luz e escuro). Médias seguidas pela mesma letra não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Além dos reguladores de crescimento, a luz também influencia a taxa de 

multiplicação e o crescimento dos explantes in vitro. Uma provável explicação para o 

efeito da luminosidade na taxa de multiplicação seria que a alta intensidade luminosa 

poderia estar reduzindo as concentrações de auxinas endógenas pela fotoxidação, 

provocando um desbalanceamento hormonal que agiria diretamente na multiplicação 

celular (Radmann et al., 2001; Soontounchainaksaeng et al., 2001). Note na Figura 11 o 

escurecimento dos calos cultivados na presença de luz devido a fotoxidação.  
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A B3,5 cm 3,5 cm
 

Figura 11. Multiplicação de células embriogênicas em meio líquido. Calos 

embriogênicos cultivados em frascos de Erlenmeyer de 125 ml na presença de luz (A) e 

na ausência de luz (B).  

 

3.3. Diferenciação, maturação e germinação de embriões somáticos 

 

3.3.1. Influência do número de explantes por placa na regeneração de 

embriões da variedade ‘Catuaí Vermelho’ cultivados em RM 

gelificado 

 

Na Tabela 17 estão apresentados os resultados obtidos para a influência do 

número de explantes por placa na regeneração de embriões somáticos cultivados por 60 

dias em meio RM gelificado. Foi verificado que o número de explantes por placa 

influenciou inversamente a regeneração de embriões somáticos. Sendo assim, o 

tratamento com 4 e 6 explantes por placa não diferiram estatisticamente e obtiveram as 

maiores notas de regeneração de embriões globulares. Por outro lado, o tratamento com 

10 explantes apresentou a menor nota de regeneração de embriões. Quanto ao peso por 

explante, não houve diferença significativa entre os tratamentos.   
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Tabela 17. Influência do número de explantes por placa sobre a regeneração de 

embriões globulares da variedade ‘Catuaí Vermelho’ após 60 dias em meio RM 

gelificado.   

Regeneração de embriões somáticos 

Nº Explantes  Nota
(1)

 Peso/Explante (g) 

4  2,7 a 0,19 a 

6  2,6 a 0,20 a 

8  1,6 ab 0,17 a 

10  1,2 b 0,25 a 

C.V.(%)  51,1 

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formação de 

embriões globulares. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

Outro fator que influenciou a regeneração de embriões somáticos foi o tipo de 

linhagem inoculada. Sendo assim, cada frasco da fase de multiplicação constituiu uma 

linhagem. E cada linhagem foi distribuída em todos os tratamentos da fase de 

regeneração. Foi verificado que diferentes linhagens resultaram em diferentes respostas, 

quando submetidos aos tratamentos de números de explantes por placa (Figura 12). 

Como pode ser observado na Figura 12 A-D, uma linhagem com alto potencial 

regenerativo apresentou formação de embriões em todos os tratamentos. Embora essas 

linhagens sejam fenotipicamente iguais, a linhagem com baixo potencial regenerativo 

obteve regeneração apenas nos tratamentos com 4 e 6 explantes por placa. Nos demais 

tratamentos foi observada uma multiplicação celular resultando no aumento do tamanho 

do explante (Figura 12 E-H).  
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Figura 12. Regeneração de embriões da variedade ‘Catuaí Vermelho’ em meio RM 

gelificado. Explantes nas densidades de 4, 6, 8 e 10 explantes por placa, 

respectivamente. A-D) Linhagem com alto potencial regenerativo. E-H) Linhagem com 

baixo potencial regenerativo. 

 

Portanto, foi verificado que os fragmentos de calos formaram diferentes 

quantidades de embriões e também que esse número dependeu tanto do número de 

explantes por placa como da linhagem inoculada. Sendo assim, os resultados 

corroboram os resultados obtidos por Sondhal & Sharp (1977), segundo esses autores, 

células da camada superficial dos calos passam para a etapa de diferenciação, mas 

somente algumas são responsivas à formação dos embriões, pois a diferenciação celular 

se deve à competência, determinação e ativação celular. 
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Figura 13. Regeneração de embriões somáticos da variedade ‘Catuaí Vermelho’ em 

meio RM gelificado. Explantes de diferentes linhagens inoculados na mesma placa.  

 

 

3.3.2. Influência da luz e do tempo de cultivo na regeneração de 

embriões da variedade ‘Catuaí Vermelho’ cultivados em RM 

gelificado 

 

Na Tabela 18 são apresentados os resultados obtidos para a influência da luz e de 

diferentes tempos de cultivo na diferenciação de embriões somáticos cultivados por 30, 

60 ou 90 dias, no escuro ou no claro em meio RM e transferidos para frascos de 

Erlenmeyer de 125 ml de capacidade contendo meio MGM por 60 dias de cultivo. Foi 

verificado que tanto a luz e quanto o tempo de permanência no meio RM influenciaram 

no peso médio dos embriões por frasco. Os tratamentos com 90 dias de cultivo no claro 

e com 30 e 60 dias no escuro não diferiram estatisticamente e apresentaram o menor 

peso médio e o tratamento com 90 dias de cultivo no escuro apresentou o maior peso ao 

final do cultivo. Por outro lado, verificou-se que os tratamentos com 30 dias de cultivo, 

tanto no escuro como no claro, não diferiram estatisticamente e apresentaram os 

menores números de embriões por frasco. Assim como observado anteriormente, o 

tratamento com 90 dias de cultivo no escuro apresentou o maior número de embriões 

por frasco. Ao analisar o número de embriões por grama de calo embriogênico 

inoculado, o tratamento com 90 dias de cultivo no escuro apresentou o melhor 

resultado, com isso foi verificado que é necessário o cultivo por 90 dias em meio RM 

antes da transferência para o meio MGM e que a presença de luz influenciou 
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negativamente a regeneração dos embriões. Através de uma análise visual dos explantes 

durante o experimento, foi verificado que a presença de luz degradaram alguns 

componentes presentes no meio de cultura, isso foi visualizado uma vez que o meio 

apresentou uma consitência semi-líquida, perdendo o seu aspecto inicial gelificado. 

Sabe-se também que diferentes componentes do meio de cultura são fotossensíveis. 

Outra característica observada no material cultivado na presença de luz foi que em 

100% dos explantes havia uma intensa oxidação que prejudicou a regeneração dos 

embriões.  

 

Tabela 18. Efeito da luz e do tempo de cultivo sobre a diferenciação de embriões 

somáticos da variedade ‘Catuaí Vermelho’ cultivados por 60 dias em meio MGM 

líquido. 

Diferenciação de embriões somáticos 

Cultivo Tempo (dias) 
 

Peso/frasco 

(g) 

Embriões/frasco 

(nº) 

Embriões/grama 

(nº) 

Luz 

30 
 

0,75 b 128 c 
(1)

2.140 c 

60 
 

1,14 b 774 bc 12.827 bc 

90 
 

1,73 ab 1.879 ab 31.310 ab 

Escuro 

30 
 

1,32 ab 213 c 3.543 c 

60 
 

1,66 ab 1.427 b 23.784 b 

90 
 

2,18 a 3.227 a 45.181 a 

C.V.(%) 
 

39,8 55,4 55,4 

(1) Número de embriões por grama de calo inoculado. Médias seguidas pela mesma não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

  

Conforme verificado no presente trabalho, Doderman et al., (1997) afirmam que 

fatores endógenos e do ambiente podem influenciar o controle da divisão, elongação, 

polaridade e diferenciação celular, influenciando assim, a regeneração de embriões 

somáticos.  

Analisando o aspecto morfológico dos calos durante o processo de regeneração de 

embriões, foi verificado que após cerca de 30 dias de cultivo em meio RM houve um 

escurecimento intenso nos explantes cultivados na presença de luz e quanto maior o 

tempo de cultivo, maior o escurecimento e menor o desenvolvimento do calo, já os 

explantes cultivados no escuro os calos sofreram uma oxidação mais lenta e gradativa 

diferindo do observado na presença de luz (dados não apresentados).  Sendo assim, 

Monaco et al., (1977) verificaram que na embriogênese somática de Coffea, observa-se 

que, de modo geral, a formação de embriões ocorre após o início da oxidação dos calos. 
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A coloração escura em calos de Coffea está associada ao metabolismo de fenóis, que é 

característico dessa espécie, e que se encontra em concentração elevada (Monaco et al., 

1977). Embora a literatura informe que essa oxidação seja favorável à regeneração de 

embriões, foi verificado no presente trabalho que o escurecimento dos explantes ocorreu 

tanto na presença de luz como na ausência, no entanto, àqueles explantes cultivados 

com intensidade luminosa apresentaram alta oxidação e formação de embriões em 

quantidades reduzidas se comparadas aos explantes cultivados na ausência de luz.  

 

3.3.3. Influência da luz e da densidade na diferenciação de embriões 

somáticos da variedade ‘Catuaí Vermelho’ cultivados em MGM 

líquido 

 

Na Tabela 19 são apresentados os resultados obtidos para a influência da luz e de 

diferentes densidades na diferenciação de embriões somáticos cultivados por 60 dias em 

frascos de Erlenmeyer de 125 ml de capacidade contendo meio MGM. Foi verificado 

que tanto a luz e quanto a densidade influenciaram no peso médio dos embriões por 

frasco. O tratamento com a densidade de 1 g.L
-1

 no escuro apresentou o menor peso 

médio e o tratamento com a densidade de 10 g.L
-1

 na luz apresentou o maior peso ao 

final do período de cultivo. Por outro lado, verificou-se que o tratamentos com 1 e 5 

g.L
-1

 no claro e 1 g.L
-1

 no escuro não diferiram estatisticamente e apresentaram os 

menores números de embriões por frasco. O tratamento com a densidade de 10 g.L
-1

 no 

escuro apresentou o maior número de embriões por frasco. Ao verificar o número de 

embriões por grama de calo embriogênico inoculado, observou-se que não houve 

diferença estatística entre nenhum dos tratamentos.  
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Tabela 19. Efeito da luz e da densidade sobre a diferenciação de embriões somáticos da 

variedade ‘Catuaí Vermelho’ cultivados por 60 dias em meio MGM líquido. 

Diferenciação de embriões somáticos 

Cultivo 
Densidade 

(g.L
-1

)  

Peso/frasco 

(g) 

Embriões/frasco 

(nº) 

Embriões/grama 

(nº) 

Luz 

1  
 

0,81 bc 759 b 
(1)

30.360 a 

5 
 

1,53 abc 1.669 b 13.350 a 

10  
 

2,55 a 2.519 ab 10.076 a 

Escuro 

1  
 

0,61 c 1.095 b 33.454 a 

5  
 

2,04 ab 2.854 ab 22.834 a 

10 
 

1,50 abc 4.127 a 16.508 a 

C.V.(%) 41,2 50,0 52,2 

(1) Número de embriões por grama de calo inoculado. Médias seguidas pela mesma não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

 

Em Coffea arabica, a regeneração de embriões somáticos a partir de calos 

embriogênicos do tipo HFSE (High frequency somatic embryos) foi bem documentada 

por Sondahl & Sharp (1977). No entanto, diversos trabalhos relatam a falta de 

sincronização dos embriões e o surgimento de embriões anormais durante esta etapa 

(Sondahl & Sharp, 1977; Boxtel & Berthouly, 1996; Berthouly & Michaux-Ferriere, 

1996).  

Segundo Zamarripa et al. (1991) e Teixeira et al. (2004), em C. arabica, 

densidades inferiores a 1 g.L
-1

 podem levar a germinação precoce dos embriões 

formados enquanto que densidades superiores impedem o bom desenvolvimento dos 

mesmos. Entretanto, no presente trabalho foi observado que a densidade de 5 g.L
-1

 no 

escuro apresentou um desenvolvimento adequado e sincronizado dos embriões quando 

comparado com a densidade de 1 g.L
-1

 que apresentou germinação precoce na presença 

de luz (Figura 14). 
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A B C

D E F

5 mm5 mm 5 mm

5 mm 5 mm 5 mm
 

Figura 14. Diferenciação de embriões somáticos da variedade ‘Catuaí Vermelho’ em 

meio MGM líquido. Embriões cultivados nas densidades de 1, 5 e 10 g.L
-1

, 

respectivamente,  A-C) na luz e D-F) no escuro. 

 

Na Figura 15 são apresentadas a regeneração e a aclimatização de mudas 

provenientes da embriogênese somática de Coffea arabica variedade Catuaí Vermelho.  

A B5 mm 5 cm

 

Figura 15. Regeneração e aclimatização de mudas da variedade ‘Catuaí Vermelho’ 

clonadas por embriogênese somática indireta. A) regeneração e B) mudas após 60 dias 

de aclimatização. 
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Variedade Catuaí Vermelho

8 explantes por placa

3% de sacarose

Caseína hidrolisada e Extrato de Malte

20 µM no meio primário - PM e 10 µM no 
meio secundário - SM de 2,4-D

10 µM de 2-iP

Densidade inicial de células embriogênicas de 
10 g/L

Frasco de 250 ml de volume com ajuste 
parcial da densidade iniciando com 20 ml, 

aumentando para 30 e depois 40 ml de meio 

Cultivo no escuro

6 explantes no meio de regeneração - RM

Cultivo no escuro por 90 dias no meio de 
regeneração - RM 

Densidade inicial de embriões somáticos  de 
5 g/L cultivados no escuro em meio de 

germinação - MGM

INDUÇÃO DE CALO

MULTIPLICAÇÃO DE CÉLULAS 
EM SUSPENSÃO

REGENERAÇÃO E 
MATURAÇÃO DE EMBRIÕES 

SOMÁTICOS

 

Figura 16. Esquema apresentando os melhores tratamentos obtidos para a 

embriogênese somática de Coffea arabica. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 Catuaí Vermelho é a variedade que melhor responde à indução de calo 

embriogênico com protocolo testado; 

 A amostragem de folha inoculada influencia a percentagem de formação 

de calo embriogênico; 

 Quanto maior a percentagem de formação de calo primário tipo 2 menor 

a percentagem de formação de calo embriogênico; 

 A utilização de seis explantes por placa proporciona os melhores 

resultados para a formação de calo embriogênico; 

 A concentração de 3% de sacarose apresenta a melhor taxa de formação 

de calo embriogênico; 

  Quanto maior a concentração de sacarose, maior a percentagem de calo 

primário tipo 2; 

 Caseína hidrolisada e extrato de malte influenciam positivamente a 

formação de calo embriogênico, ou seja, a associação desses dois 

componentes no meio nutritivo proporciona a maior percentagem de 

formação de calo embriogênico; 

 A combinação de caseína hidrolisada e extrato de malte reduzem a 

percentagem de formação de calo primário tipo 2; 

 Na variedade Catuaí Vermelho, o tratamento contendo 20 µM de 2,4-D 

no meio PM e sua redução para 10 µM no meio SM corresponde ao 

melhor resultado de formação de calo embriogênico; 

 Picloram não favorece a formação de calo embriogênico, em 

contrapartida aumenta consideravelmente a percentagem de formação do 

calo primário tipo 2 na variedade Catuaí Vermelho; 

 Para a variedade Mundo Novo, a concentração de 2,5 µM de Picloram 

nos meios PM e SM apresenta a maior percentagem de formação de calo 

embriogênico; 

 Quanto maior a concentração de 2-iP maior a percentagem de formação 

de calo primário tipo 2; 

 A concentração de 10 µM de 2-iP corresponde à melhor percentagem de 

formação de calo embriogênico; 
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 Após 90 dias de multiplicação de calos embriogênicos em meio de 

multiplicação - MM, verifica-se que a densidade inicial de 8 g.L
-1

 

corresponde ao maior acúmulo de massa fresca. No entanto, a densidade 

inicial de 10 g.L
-1

 apresenta a maior densidade ao final do período de 

cultivo; 

 Para a multiplicação de calos embriogênicos, a utilização de frascos de 

250 ml de volume com ajuste parcial (20, 40 e 60 ml) da densidade 

representa o maior acúmulo de massa fresca; 

 Ao final do período de cultivo, a multiplicação em frascos de 125 ml de 

volume com ajuste parcial da densidade (10, 20 e 30 ml) equivale à 

utilização de frascos de 250 ml de volume sem o ajuste parcial, em se 

tratando de acúmulo de massa fresca; 

 A presença da luz na multiplicação de células embriogênicas influencia 

negativamente por meio da redução do acúmulo de massa fresca; 

 A intensidade luminosa confere um escurecimento das células 

embriogênicas durante a etapa de multiplicação, devido ao aumento da 

oxidação fenólica; 

 Durante a regeneração de embriões somáticos, a utilização de quatro e 

seis explantes (de calos embriogênicos) por placa proporciona à melhor 

formação de embriões; 

 A etapa de regeneração é altamente influenciada pelas linhagens 

embriogênicas. Quando a linhagem é boa, a regeneração independe do 

número de explante por placa, mas quando a linhagem é ruim a 

utilização de mais de seis explantes por placa confere uma maior 

multiplicação do calo, o que atrapalha a regeneração dos embriões; 

 É necessário o cultivo por 90 dias em meio de regeneração - RM antes da 

transferência para o meio de germinação - MGM;  

 A transferência dos explantes para o meio de germinação - MGM antes 

dos 90 dias de cultivo em meio de regeneração - RM reduz 

consideravelmente o número de embriões regenerados e atrasa a 

maturação dos mesmos; 

 A luz durante a regeneração de embriões em meio de regeneração - RM 

diminui o número de embriões formados; 
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 A maturação dos embriões apresenta maior sincronização com a 

densidade inicial de calos embriogênicos com embriões globulares a 5 

g.L
-1

 no escuro. 
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FOLIARES DO CAFEEIRO (Coffea arabica L. variedade Catuaí Vermelho) E 
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RESUMO 

 

Desde a sua chegada ao Brasil, o cafeeiro sempre teve grande importância para a 

economia brasileira. O Brasil se tornou o maior produtor mundial de café com a 

exportação de 26 milhões de sacas ao ano, rendendo ao país cerca de 2 bilhões de 

dólares ao ano. A micropropagação via embriogênese somática é a melhor opção para a 

propagação clonal em larga escala dessa espécie. Nesse contexto, o objetivo do trabalho 

foi compreender as principais etapas da embriogênese somática de Coffea arabica 

variedade ‘Catuaí Vermelho’, por meio de cortes anatômicos e da ontogênese do calo. 

Para tanto, cortes anatômicos seriados foram realizados em explantes foliares com 

diferentes períodos de cultivo nos meios primário e secundário (0, 4, 7, 15, 30 dias), 

calo primário tipo 1, calo primário tipo 2, calo embriogênico,  embriões globulares, 

embriões torpedo, embriões cotiledonares e embriões zigóticos. Verificou-se que a 

formação de calo primário acontece aos 7 dias de cultivo e esse calos se originaram a 

partir de divisões sucessivas de células do procâmbio. Calos primários tipo 1 e tipo 2 

apresentaram morfologia e tipos celulares distintos e o calo embriogênico é originado 

do calo primário tipo 1.  

 

 

Palavras-chave: Anatomia vegetal, calo primário tipo 1, calo primário tipo 2, calo 

embriogênico, ontogênese. 
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ABSTRACT  

 

Since its introduction to Brazil, the coffee has always been of great importance to the 

Brazilian economy. Brazil has become the world’s largest producer of coffee, currently 

exporting twenty-six million sacks per year, earning the country an estimated two 

billion dollars annually. Micropropagation via somatic embryogenesis is the best option 

for large scale clonal propagation of this species. In this context, this work aimed to 

understand the key phases in the somatic embryogenesis of the Coffea arabica variety 

‘Catuaí Vermelho’, by means of anatomical sections and ontogenesis of the callus. To 

this end, series of anatomical sections were performed on foliar explants at different 

stages of growth in primary and secondary media (0, 4, 7, 15, and 30 days): primary 

callus type 1, primary callus type 2, embryogenic callus, globular embryos, torpedo 

embryos, cotyledonary embryos, and zygotic embryos. It was found that the formation 

of primary callus occurs at seven days of cultivation, and that these calli originate from 

the successive division of the procambium cells. Primary calli type 1 and type 2 have 

distinct morphology and distinct cell types and the embryogenic callus originates from 

primary callus type 1.  

 

 

Key-words: Plant anatomy, primary callus type 1, secundar callus type 2, embryogenic 

callus, ontogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cafeicultura é uma atividade de grande expressão no cenário agroindustrial 

brasileiro, colocando o Brasil como o maior produtor e maior exportador de café do 

mundo (Agrianual, 2011). Coffea arabica L. (Rubiaceae) é responsável por 70% de 

todo o café produzido e comercializado no mundo. Esta espécie é uma planta perene de 

porte arbustivo, produtora de frutos do tipo drupa, contendo normalmente duas 

sementes que constituem seu produto econômico (Santos et al., 2003).  

O sucesso dos programas de melhoramento genético do cafeeiro tem colocado à 

disposição dos cafeicultores variedades mais adaptadas, produtivas e resistentes. Elas 

têm sido produzidas visando atender às demandas dos consumidores, entretanto o 

melhoramento genético do cafeeiro por métodos convencionais é um processo 

demorado, podendo levar mais de trinta anos para se obter uma nova cultivar. Dessa 

forma, a propagação clonal da espécie é fundamental para possibilitar uma rápida 

difusão de novos genótipos de interesse (Pereira et al., 2003).  

A embriogênese somática é definida como o processo pelo qual células 

haplóides ou somáticas desenvolvem-se por meio de diferentes estádios, dando origem a 

uma planta sem que ocorra a fusão de gametas, possibilitando a propagação acelerada 

de híbridos superiores (Pereira et al., 2007).  

Segundo Donato et al. (2000), a embriogênese somática in vitro apresenta dois 

padrões básicos de desenvolvimento de embriões: direto, no qual os embriões somáticos 

originam-se diretamente dos tecidos matrizes, sem a passagem por estádios 

intermediários de calos; e indireto, no qual os embriões somáticos se formam a partir de 

calos primários, que são constituídos por uma massa de células com crescimento 

desorganizado. Na embriogênese somática indireta do cafeeiro, diferentes tipos de calos 

podem ser obtidos, ocorrendo o calo primário de crescimento não persistente (tipo 1), o 

calo primário de crescimento persistente (tipo 2) e o calo embriogênico. Estes tipos de 

calos são fenotipicamente diferentes.  

O calo primário tipo 1 tem início após 15 a 20 dias de cultivo no meio primário – 

PM (Teixeira et al., 2004), forma-se em grânulos nos bordos do segmento de folha e 

permanece em crescimento ativo por mais algumas semanas no meio secundário – SM 

(Teixeira et al., 2004). Inicialmente, apresenta coloração clara e crescimento ativo. 

Entretanto, após aproximadamente 60 dias de cultivo no meio SM, observa-se um 

escurecimento gradativo e redução do crescimento.  
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Por sua vez, o calo primário tipo 2, embora tenha origem parecida ao calo 

primário tipo 1, apresenta coloração clara e crescimento persistente, mesmo após 120 

dias de cultivo no meio SM.  

O calo embriogênico tem origem basicamente a partir do calo primário tipo 1, 

após aproximadamente 120 dias de cultivo do segmento de folha no meio SM, apresenta 

coloração amarela intensa e constituição friável. 

A anatomia vegetal é o ramo da botânica que estuda as estruturas internas do 

corpo das plantas, permitindo a descrição de células, tecidos e órgãos quanto a sua 

ontogênese, constituição e função. Diante disso, a anatomia vegetal pode auxiliar na 

compreensão de diversos fenômenos relacionados aos organismos vegetais, dentre os 

quais a embriogênese somática (Rodrigues et al., 2004). 

Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi identificar através da 

ontogênese, a origem de formação de calos, bem como comparar, por análises 

anatômicas, calos primários tipo 1, tipo 2 e calo embriogênico e analisar 

histologicamente explantes foliares, embriões somáticos em diferentes estádios de 

desenvolvimento e embriões zigóticos de Coffea arabica, variedade Catuaí Vermelho.   
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Análise histológica de neo-formações vegetativas e reprodutivas 

 

Os experimentos de análise histológica foram realizados no Laboratório de 

Cultura de Tecidos Vegetais II da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em 

Brasília – DF e no Laboratório de Anatomia Vegetal da Universidade de Brasília.  

Após 0, 4, 7, 15 e 30 dias de cultivo nos meiosprimário - PM e secundário - SM, 

foram coletadas 9 amostras de cada período, 9 amostras de cada tipo de calo (calo 

primário tipo 1 e tipo 2 e calo embriogênico), bem como 9 amostras de cada um dos 

embriões somáticos em vários estádios de desenvolvimento, abrangendo os embriões 

globulares com 90 dias de cultivo em meio de regeneração - RM, embriões torpedo com 

30 dias de cultivo em meio MGM, embriões cotiledonares com 60 dias de cultivo em 

meio de germinação - MGM e embriões zigóticos retirados de sementes de plantas 

matrizes cultivadas em casa de vegetação. As condições de cultivos e a composição dos 

meios nutritivos seguem àquelas descritas no Capítulo 1 do presente trabalho. 

As amostras foram fixadas por um período mínimo de 24 h em FAA 50 

(formaldeído 37-40%, ácido acético glacial e álcool etílico 50% 1:1:18, v/v) sob vácuo 

(Johansen, 1940), lavadas duas vezes e estocadas em etanol 50%. As amostras foram 

desidratadas em série etílica crescente. As amostras de calos foram infiltradas em 

historresina (Leica
®

). Secções com 5 μm de espessura foram obtidas em micrótomo 

rotativo manual Leica
®

, distendidas sobre água em uma lâmina de vidro, sobre placa 

aquecedora a 40ºC. Os cortes foram corados com azul de toluidina 0,5% e analisados 

sob fotomicroscópio óptico com sistema de captura de imagens (Zeiss Axioskop). 

As demais amostras foram infiltradas em parafina para a realização de cortes 

seriados. Para a infiltração em parafina, os espécimes foram desidratados em série 

etanólica, diafanizados em soluções de etanol e xilol nas proporções 3:1, 1:1 e 1:3 e 

duas passagens em xilol puro e colocados em frascos contendo 3 partes de parafina para 

uma de xilol. Os frascos foram tampados e colocados em estufa a 60ºC por 1 hora, 

depois foram destampados e permaneceram por 24 h na mesma temperatura para a 

evaporação completa do xilol. A parafina foi trocada 24 e 48 h depois, para que o 

material não mantivesse resíduos de xilol.  

O material foi emblocado e foram obtidas secções transversais da folha e 

longitudinais dos embriões com 7 μm de espessura foram obtidas em micrótomo 
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rotativo manual Leica
®
. Aplicou-se a solução Haupt A (adesivo) na lâmina, que foi seca 

em placa aquecedora a 60ºC, depois foram acrescentadas 2-3 gotas de Haupt B (solução 

de formalina diluída), onde os cortes foram distendidos. A coloração foi feita com 

safranina e "fast green".  

As lâminas foram analisadas sob microscópio óptico e o registro dos resultados 

foi feito em fotomicroscópio Zeiss Axioskop acoplado a sistema de captura de imagens 

LAS EZ. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1. Folha Adulta 

 

A Figura 17 caracteriza a morfologia e os aspectos anatômicos da folha de 

Coffea arabica L. var. Catuaí Vermelho cultivada em casa de vegetação e utilizada 

como explante inicial na indução da embriogênese somática.   

A epiderme é unisseriada, com células comuns mais altas na face adaxial do que 

na abaxial (Figura 17 B, G-H). A folha é hipoestomática, com estômatos nivelados com 

o restante da epiderme e câmara subestomática ampla (Figura 17 H). Segundo Metcalfe 

& Chalk (1965), essa característica da distribuição dos estômatos apenas na face abaxial 

é amplamente conhecida na família Rubiaceae. Esse padrão também foi observado por 

Nakamura et al. (1992) em Coffea arabica variedades Typica e Catuaí Amarelo. 

O mesofilo é dorsiventral, com uma só camada de parênquima paliçádico, com 

células cerca de 2,5-3 vezes mais altas que largas e com numerosos cloroplastos (Figura 

17 G). O parênquima lacunoso apresenta 8-12 camadas de células isodiamétricas e 

amplos espaços intercelulares.  

A nervura mediana é proeminente nas duas faces, sendo que a saliência adaxial 

possui cerca de um terço da largura da saliência abaxial. A região cortical é ocupada por 

colênquima e parênquima. O colênquima constitui uma calota com 1-3 camadas de 

células na região subepidérmica da saliência da face adaxial (Figura 17 B-C) e 1-4 

camadas ao longo de toda a região subepidérmica abaxial (Figura 17 B, D). Na face 

adaxial, cerca de um terço da largura de cada lado da nervura mediana é ocupado por 

parênquima paliçádico e lacunoso. A bainha endodérmica e o periciclo são pouco 

conspícuos; a primeira é constituída pela última camada cortical, enquanto o segundo é 

formado por 1-2 camadas internas à primeira (Figura 17 B-D, setas), mas estes tecidos 

tornam-se descontínuos em algumas regiões (Figura 17 F). 

A vascularização é composta por um grande cilindro central e 2-3 traços 

vasculares voltados para a face adaxial, todos fechados, onde se identificam raios 

parenquimáticos e o câmbio contínuo, caracterizando um típico crescimento secundário 

nesta nervura. A medula parenquimática é desenvolvida apenas no grande cilindro 

central (Figura 17 B-C). 
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Figura 17. Folha de Coffea arabica var. Catuaí Vermelho cultivada em casa de 

vegetação e utilizada como explante inicial da embriogênese somática. A. Morfologia 

externa. B-F. Secções transversais da nervura mediana: notar sistema vascular fechado 

no centro, com raio parenquimático típico de crescimento secundário. G-H. Secções 

transversais da ala foliar. Abreviações: AB = face abaxial; AD = face adaxial; CAM = 

câmbio; Col = colênquima; Endo = endoderme; EP = epiderme; EST = estômato; F = 

floema; FV = feixe vascular; M = medula; MX = metaxilema; PA = parênquima; Pcl = 

parênquima clorofiliano; Per = periciclo; PL = parênquima lacunoso; PP = parênquima 

paliçádico; PX = protoxilema; R = raio; X= xilema. 
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 Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os de Menéndez-

Yuffá & Garcia (1997) que, analisando a lâmina foliar da variedade ‘Catimor’ (Coffea 

arabica var. ‘Caturra Vermelho’ x ‘Híbrido de Tymor’) como explante inicial para a 

indução de calos, verificaram que a folha tem uma estrutura bifacial. Em corte 

transversal, eles observaram que a epiderme nas duas faces é unisseriada, o parênquima 

paliçádico possui uma única camada de células, o parênquima lacunoso apresenta uma 

altura cinco vezes maior que o paliçádico e é composto por nove camadas de células 

frouxamente arranjadas, entre outras características. Resultados semelhantes também 

foram observados por Nakamura et al. (1992) em Coffea arabica. Mesmo sob diferentes 

regimes de luminosidade, as folhas do cafeeiro permanecem com uma só camada de 

parênquima paliçádico, variando a altura de suas células e parâmetros do parênquima 

lacunoso (Voltan et al., 1992). 

Domácias foram constatadas no ângulo interno formado entre a nervura mediana 

e a secundária (Figura 18 A).  Elas são constituídas por uma invaginação abaxial foliar, 

formando uma cavidade com uma abertura circular, que é totalmente revestida pela 

epiderme. Na face adaxial foliar pode ocorrer uma leve saliência correspondente à 

localização da domácia. Dentro da cavidade, não foram constatados tricomas, nem 

estômatos.   

Nakamura et al. (1992) apresentaram uma descrição das domácias bastante 

similar à encontrada no presente trabalho, exceto pela presença de tricomas recobrindo 

as domácias. Segundo Brouwer & Clifford (1990), estas estruturas são encontradas em 

mais de 2000 espécies e aparecem como um aglomerado de tricomas ou cavidades de 

diferentes tipos (indumentadas ou glabras), localizadas nas junções entre as nervuras 

principal e secundárias, na face abaxial das folhas. 

Assim como as domácias, outras estruturas são amplamente encontradas em 

diversas plantas (pêlos, nectários), fornecendo abrigo e/ou alimento a diferentes 

espécies de artrópodes predadores, dos quais muitos são eficazes no controle de diversas 

pragas (Marquis & Whelan, 1996; Walter, 1996; Heil et al., 1997; Agrawal et al., 

2000). Essas estruturas podem ser de grande importância para esses organismos, 

servindo como agentes de controle biológico, uma vez que favorecem a presença de 

predadores de fitófagos na planta, ao disponibilizarem alimento alternativo e refúgio 

contra seus próprios predadores. Uma vez na planta, esses organismos passam 

realmente a ser benéficos às mesmas ao se alimentarem de herbívoros, podendo desta 
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forma contribuir para a redução de seu ataque, assim como de patógenos (Marquis & 

Whelan, 1996).  

Essas estruturas estão associadas a diferentes espécies de ácaros predadores e 

fungívoros, dos quais muitos são importantes agentes de controle de ácaros fitófagos e 

fungos fitopatogênicos, que ocasionam danos consideráveis às plantas (Pemberton & 

Turner, 1989; Turner & Pemberton, 1989; Rozario, 1995; Walter, 1996; O’Dowd & 

Pemberton, 1998). As domácias encontradas no cafeeiro são do tipo cavidade, que são 

utilizadas por ácaros predadores, inclusive fitoseídeos, cuja família engloba as espécies 

mais importantes no controle de ácaros fitófagos (Tanigoshi, 1982; Lorenzato, 1987; 

Moraes, 1992).  
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Figura 18. Folha de Coffea arabica var. Catuaí Vermelho cultivada em casa de 

vegetação e utilizada como explante inicial da embriogênese somática - detalhes das 

domácias. A. Morfologia externa. B-E. Secções transversais: notar ausência de 

tricomas. Abreviações: AD = adaxial; AB = abaxial; M = medula; DOM = domácia; EP 

= epiderme. 

 

No cafeeiro, o principal ácaro predador é Iphiseiodes zuluagai Denmark & 

Muma (Acari: Phytoseiidae), que tem como uma de suas presas Oligonychus ilicis 

McGregor (Acari: Tetranychidae), espécie conhecida como ácaro vermelho do cafeeiro 

e que é uma praga de grande importância na cultura. Esse predador também se alimenta 
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de presas alternativas, como ácaros Tydeidae, comumente encontrados no interior das 

domácias e na face inferior das folhas (Pallini Filho, 1992). Diante disso, a presença de 

domácias no cafeeiro torna-se de grande importância para a defesa da espécie contra 

pragas economicamente importantes.  

 

3.2. Ontogênese dos calos  

 

Não foi verificada a formação de calos aos 0, 2 e 4 dias de cultivo, mas eles 

foram constatados em explantes aos 7, 15 e 30 dias de cultivo em meio PM (Figura 19). 

Diversos autores mostram que a formação de calo se inicia por volta dos 7 dias de 

cultivo de explantes foliares oriundos de diferentes espécies de Coffea, incluindo Coffea 

arabica (Michaux-Ferriere et al., 1987; Michaux-Ferriere et al., 1989; Bieysse et al., 

1993; Berthouly & Michaux-Ferriere, 1996; Menéndez-Yuffá & García, 1997), mas 

Sondhal et al. (1979) observaram isto somente a partir do 25º dia de cultivo.  

Verificou-se que o desenvolvimento do calo estava associado ao feixe vascular 

em 100% dos calos analisados, sendo que eles se formam principalmente nas regiões 

próximas ao bordo dos explantes excisados, onde existe maior contato entre as células 

da região vascular e os componentes do meio nutritivo. Esta análise foi possibilitada 

pela metodologia utilizada no presente trabalho, pois os cortes seriados permitem 

examinar ao longo de todo o calo. Secções tangenciais dos calos podem não mostrar o 

feixe vascular associado, resultando em equívocos na interpretação dos resultados, o 

que não ocorre quando toda a série de cortes é analisada. 

Ao longo do desenvolvimento do calo, as células do parênquima paliçádico 

adjacente apresentam aumento da largura e diminuição da altura (Figura 19 A-D), 

evidenciando o achatamento devido à compressão das mesmas contra a epiderme. O 

parênquima lacunoso contíguo ao calo se mantém com as células isodiamétricas. Não há 

sinais de divisão celular nestes tecidos no início do desenvolvimento do calo (Figura 19 

A). No início do desenvolvimento do calo, não há evidências de desdiferenciação 

celular, tais como células vacuoladas alinhadas, separadas por paredes retas (Figura 19 

A). 

As divisões celulares começam próximo ao feixe vascular, onde se observam 

células de tamanho reduzido, citoplasma denso e núcleo evidente (Figura 19 A). A 

proliferação celular resulta no aumento da espessura da folha (Figura 19 A-E), onde há 

inicialmente um predomínio de divisões periclinais, resultando em células enfileiradas 
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(Figura 19 C), de modo semelhante ao procâmbio. As células de menor tamanho se 

mantêm no centro inicial do calo, caracterizando uma região promeristemática que ali se 

mantém ao longo do desenvolvimento do mesmo (Figura 19 F). 
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Figura 19. Aspectos anatômicos (A-H) da formação de calo primário em folha da 

variedade Catuaí Vermelho. A e B) Explante com 7 dias de cultivo em meio PM. C e D) 

Explante com 15 dias de cultivo em meio PM. E-H) Explante com 30 dias de cultivo 

em meio PM. AD = adaxial; AB = abaxial; PP = parênquima paliçádico; PE = 

parênquima lacunoso; EV = elemento de vaso; C = calo; CP1 = calo primário tipo 1; 

CP2 = calo primário tipo 2.  
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As células do calo desenvolvido apresentam tamanho maior, quanto mais 

afastadas da região promeristemática que, de acordo com as análises realizadas, está 

sempre associada à região do procâmbio. Esse padrão de origem de formação de calo 

não só foi verificado aos 7 dias de cultivo como também nos demais períodos de cultivo 

analisados (Figura 19 G).  

Células perivasculares de explantes foliares de Coffea arabica foram apontadas 

como a origem da proliferação de calos primários por diversos autores (Michaux-

Ferriere et al. 1987; Bieysse et al., 1993), o mesmo ocorrendo em C. canephora 

(Michaux-Ferriere et al., 1989).  

A origem múltipla é apontada por alguns autores. Segundo Berthouly & 

Michaux-Ferriere (1996), células perivasculares do feixe vascular e muitas células do 

mesofilo próximo ao bordo do explante foram as primeiras a se dividir em C. 

canephora. Menéndez-Yuffá & García (1997) observaram que a divisão celular ocorreu 

no parênquima lacunoso e no tecido perivascular da nervura em explantes de "Catimor" 

(C. arabica cv. Caturra Vermelho x Híbrido do Timor).  

Já Sondhal et al. (1979) apresentaram que a formação de calo iniciou-se a partir 

de células do mesofilo, mais especificamente do parênquima lacunoso em C. arabica, o 

que também foi descrito para C. canephora por Pierson et al. (1983). Analisando a 

literatura referente a origem de formação de calo, em nenhum dos trabalhos citados foi 

informada a realização de cortes seriados na análise da ontogênese dos calos.  

A identificação do início da formação do calo pode ser uma informação 

importante para a otimização do protocolo de obtenção de embriões somáticos. Sabendo 

disso, o estudo da ontogênese foi meticuloso no presente trabalho. Foram analisadas 

amostras de cada estádio de explantes foliares com formação de calo em diferentes 

períodos de cultivo, onde os cortes seriados possibilitaram uma análise tridimensional 

da formação dos calos. Dessa forma, foi possível a identificação minuciosa da origem 

de formação dos calos induzidos durante o processo de embriogênese somática. A 

associação dos calos ao sistema vascular ficou solidamente comprovada (Figura 19 A - 

H).  

São evidências que sustentam a origem dos calos a partir da proliferação das 

células do procâmbio: proliferação inicial perto do feixe vascular (Figura 19 A); células 

enfileiradas oriundas de divisão periclinal (Figura 19 C); potencial mitótico já se 

encontra presente nas células procambiais, devido à sua natureza meristemática; 
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ausência de sinais de desdiferenciação nas células parenquimáticas nos primeiros 

estádios ontogenéticos dos calos.  

O procâmbio é um tecido meristemático responsável pela formação de tecidos 

vasculares e do câmbio (Appezzato-da-Glória & Carmello-Guerreiro, 2006).  Baseado 

no conceito de procâmbio, acredita-se que a formação de calo esteja intimamente 

relacionada a este meristema, umas vez que essa região apresenta células com maior 

potencial mitótico. O procâmbio também está próximo ao floema, que carrega em seu 

interior fitorreguladores. Estes fitorreguladores promoveriam mais facilmente uma 

resposta das células procambiais aos estímulos gerados pelos componentes do meio 

nutritivo.  

Algumas hipóteses podem explicar a controvérsia na literatura sobre a origem 

dos calos, entre elas: 1) efetivamente calos podem ter origens múltiplas e genótipos 

diferentes de espécies de Coffea podem apresentar calos com origens diferentes, 

inclusive com predomínio a partir de células perivasculares, ou a partir da 

desdiferenciação de células parenquimáticas; 2) as conclusões de outros autores estão 

equivocadas, devido à ausência de estudo ontogenético (Pierson et al., 1983; Bieyesse et 

al., 1993; Quiroz-Figueroa et al., 2002 ), ou por inadequação metodológica, como a 

falta de cortes seriados (Sondahl et al., 1979; Michaux-Ferrière et al., 1987; Michaux-

Ferrière et al., 1989; Berthouly & Michaux-Ferriere, 1996;  Menández-Yuffá & García, 

1997).  

Acredita-se que eventualmente possa ocorrer desdiferenciação parenquimática, 

mas a origem dos calos ocorre predominantemente a partir de células procambiais. 

Desta forma, o bordo foliar deve ser eliminado por ocasião da obtenção dos explantes a 

serem cultivados, a fim de otimizar o protocolo de embriogênese somática in vitro e o 

secionamento ao longo das nervuras deve ser testado, em contraposição aos cortes 

transversal para a otimização da indução de calos. 

 

3.3. Calos primários tipo 1, tipo 2 e embriogênico 

 

A Figura 20 mostra as diferenças na morfologia externa e na histologia dos três 

tipos de calos estudados.  

O calo primário tipo 1 (Figura 20 A) é compacto, de cor levemente amarelada a 

creme, aquoso, com crescimento regular, podendo ou não dar origem ao calo 

embriogênico. Nos cortes histológicos (Figura 20 B), foram observadas células 
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parenquimáticas grandes, com 39 a 48 µm de diâmetro, vacuoladas, algumas das quais 

estavam em processo de desdiferenciação com indícios de mitose. Os espaços 

intercelulares são reduzidos e a parede celular é mais espessa do que nas células dos 

demais tipos de calos, tendo cerca de 3,1 µm de espessura nas paredes de duas células 

contíguas. 
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Figura 20. Aspectos morfológicos (A, C, E) e anatômicos (B, D, F) dos calos primários 

tipo 1 (A, B) e tipo 2 (C, D) e dos calos embriogênicos (E, F): variação na cor dos calos 

e nas características de suas células constituintes; notar região com linearização das 

células (F, seta).  

 

O calo primário tipo 2 (Figura 20 C) tem aspecto compacto, aquoso, 

esbranquiçado, com crescimento desordenado e intenso. Devido a esse tipo de 

desenvolvimento, o mesmo pode competir diretamente com o surgimento e 

estabelecimento de calos embriogênicos, essenciais para a regeneração de embriões. 
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Anatomicamente, este calo possui células parenquimáticas alongadas, com 101-165 µm 

de diâmetro, com amplos espaços intercelulares, 1,9 µm de espessura nas paredes de 

duas células contíguas e vacúolos bem desenvolvidos (Figura 20 D). Apresenta 

processo de multiplicação intenso, o que explica seu crescimento demasiado. Foi 

observado por Pádua et al. (2010), em análise ultraestrutural de calo primário tipo 2 de 

Coffea arabica variedade Catiguá, a presença de vacúolo autofágico ocupando toda a 

célula, presença de vesículas, espaço intercelular marcante e a ausência de outras 

organelas citoplasmáticas.  

No bordo do calo primário do tipo 1 (Figura 20 A-B), as células são menores, 

apresentam divisão celular, parede celular espessa, núcleo evidente e citoplasma denso, 

semelhantes às células observadas no calo primário tipo 1. Já as células do interior do 

calo apresentaram um padrão muito similar ao desenvolvido pelo calo primário tipo 2, 

com células maiores, paredes celulares delgadas, núcleo bastante reduzido e vacúolo 

extremamente desenvolvido.   

Já o calo embriogênico é friável, de coloração amarelo intenso, com crescimento 

reduzido (Figura 20 E). Nas secções anatômicas, foram observadas regiões 

meristemáticas com células pequenas, com 15 a 25 µm de diâmetro, isodiamétricas, 

com citoplasma denso, paredes celulares mais estreitas, com aproximadamente 0,9 µm e 

núcleo evidente. Várias células apresentaram dois núcleos num mesmo citoplasma, 

evidenciando a citocinese ainda não concluída no processo de divisão celular. Em 

algumas regiões, constatou-se o início da linearização das células, o que sugere a 

organização celular envolvida no processo de formação de embriões (Figura 20 F, seta). 

O mesmo foi observado por Menéndez-Yuffá & Garcia (1997) em Coffea arabica 

‘Catimor’, por Pádua et al. (2010), com calo embriogênico de Coffea arabica variedade 

‘Catiguá’ e por Nogueira et al. (2007), na análise ultra-estrutural de calos 

embriogênicos de Byrsonima intermedia A. Juss.. Utilizando ANA (ácido naftaleno 

acético) para a indução dos calos embriogênicos de Carya illinoinensi, Tomes (1985) 

também verificou nestes calos uma morfologia celular isodiamétrica. Segundo 

Appezzato-da-Glória & Carmello-Guerreiro (2006), tal formato é característico de 

células meristemáticas.  
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3.4. Embrião globular 

 

A Figura 21 ilustra a estrutura morfológica e anatômica de embriões globulares 

cultivados por 90 dias em meio RM gelificado.  Nas secções longitudinais dos embriões 

globulares, a protoderme pode ser identificada por ser unisseriada, constituindo a 

camada mais externa de células, que se mostram com núcleo evidente e já se 

apresentam mais achatadas e menores do que as células do interior do embrião.  

Internamente, o embrião globular apresenta uma massa de células com diâmetros 

variados, com núcleos evidentes, algumas das quais possuem dois núcleos evidenciando 

a divisão celular. Elas constituem típicas células de meristema fundamental, pois são 

poliédricas devido a divisões periclinais e anticlinais. As células mais próximas da 

protoderme são menores e com núcleo mais evidente, enquanto as células centrais 

possuem muitas faces e parede delgada (Figura 21 B). 

 

5 mm BA 100 µm

20 µm

EG MF

PD

 

Figura 21. Aspectos morfológicos (A) e anatômicos (B) do embrião globular formado 

através da embriogênese somática de Coffea arabica var. ‘Catuaí Vermelho’. A) 

Explante contendo vários embriões globulares (seta) após 90 dias em meio de 

regeneração gelificado. B) Corte longitudinal do embrião globular. EG = embrião 

globular; MF = meristema fundamental; PD= protoderme. 

 

O resultados aqui obtidos corroboram os de Quiroz-Figueroa et al. (2002), que 

verificaram a presença de uma camada bem desenvolvida de protoderme, contendo 

células com núcleo evidente no embrião globular de Coffea arabica. Segundo os 

autores, essa característica da protoderme seria resultado de uma alta atividade mitótica. 

Ao contrário do observado no presente trabalho, esses autores encontraram condões 

procambiais bem definidos no embrião em estádio globular.  
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Pierson et al. (1983) e Berthouly & Michaux-Ferriere (1996), analisando 

embriões globulares de Coffea canephora, apresentaram resultados semelhantes aos 

aqui verificados, onde os embriões nesse estádio não apresentaram células de  

procâmbio.  

A análise da origem do embrião somático de Coffea arabica não figura entre os 

objetivos do presente trabalho, mas foi analisada a literatura a este respeito. Segundo 

Zimmerman (1993), embriões somáticos podem ter uma origem uni ou multicelular. Já 

outros autores afirmam que o embrião somático origina-se a partir de divisões 

sucessivas de uma única célula (Sondahl et al., 1979; Michaux-Ferriere et al., 1987; 

Menéndez-Yuffá & Garcia, 1997; Quiroz-Figueroa et al., 2002).  

Pierson et al. (1983) verificaram que o padrão de desenvolvimento encontrado 

em Coffea arabica é o mesmo de C. canephora, ou seja, ocorre a partir de repetidas 

divisões de uma única célula. Segundo os autores, os embriões somáticos são formados 

a partir de pequenas células (células meristemáticas) situadas na superfície do calo. 

Durante o seu desenvolvimento, esse embrião apresenta uma conexão com a massa 

celular do calo através de um suspensor, que possui a largura de uma ou duas células. 

Esse padrão de formação dos embriões somáticos na periferia do calo também foi 

claramente visualizado no Capítulo 1 do presente trabalho.  

Segundo Appezzato-da-Glória & Carmello-Guerreiro (2006), o embrião em 

estádio globular é uma massa esférica de células reconhecida como proembrião, que 

estão em intensa divisão, onde as células da camada mais externa (protoderme) sofrem 

apenas e predominantemente divisões anticlinais, ao passo que as células mais internas 

(meristema fundamental) se dividem em vários planos (divisões periclinais e 

anticlinais), aumentando o volume do embrião.  

 

3.5. Embrião torpedo 

 

Na Figura 22, estão representados embriões torpedo obtidos mediante cultivo de 

explantes por 30 dias em meio líquido de germinação (MGM).  

O embrião torpedo é revestido por uma protoderme semelhante à do embrião 

globular, não apresentando cutícula evidente. Em secção longitudinal, o embrião 

torpedo mostra polarização tissular, com duas extremidades promeristemáticas, 

constituídas de células menores, com citoplasma mais denso. Entre os dois extremos, as 

células são poliédricas e de tamanhos diferentes; seus diâmetros são maiores no centro 
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do embrião do que perto da protoderme e apresentam citoplasma pouco denso, 

constituindo o meristema fundamental (Figura 22 C). O procâmbio apresenta-se como 

um grupo de células estreitas, com formato bastante alongado, que acompanha o 

comprimento do embrião e possuem núcleo evidente (Figura 22 D).  
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Figura 22. Aspectos morfológicos (A) e anatômicos (B-D) do embrião em estádio de 

torpedo durante o processo de maturação após 30 dias em meio de germinação líquido. 

A) Amostra contendo vários embriões torpedo (seta). B) Corte longitudinal do embrião 

torpedo. ET = embrião torpedo; MF = meristema fundamental; PC = procâmbio; PD = 

protoderme. 

  

Os embriões torpedo aqui analisados são semelhantes aos relatados por Quiroz-

Figueroa et al. (2002), que examinaram secções longitudinais deste tipo de embrião de 

Coffea arabica, tendo verificado a presença de uma camada bem desenvolvida de 

protoderme, contendo células com núcleo evidente. Internamente, descreveram a 

presença do procâmbio no centro. 

As características do embrião torpedo aqui descritas coadunam com as do café 

Catimor (Menéndez-Yuffá & Garcia, 1997) e Coffea canephora (Michaux-Ferrière et 

al., 1989).  
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3.6. Embrião cotiledonar 

 

A Figura 23 ilustra morfológica e anatomicamente embriões cotiledonares após 

60 dias de cultivo em meio MGM líquido.  

Na Figura 23 B, compondo a epiderme, foram identificadas células externas, 

justapostas, com núcleo evidente, apresentando formato tabular. Abaixo destas, foram 

observadas algumas camadas com núcleo evidente e células com diâmetro maior, que 

caracterizam um meristema fundamental (Figura 23 C-D). No centro há uma região 

vascular com células alongadas e núcleo evidente, que compõem o procâmbio, algumas 

mais internas têm parede corada de vermelho e constituem os elementos de vaso. 

Internamente ao procâmbio existe uma região formada por meristema fundamental. Em 

toda a extensão do embrião, foi encontrada uma grande quantidade de plastídeos (Figura 

23 D, seta).  
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Figura 23. Aspectos morfológicos (A) e anatômicos (B-D) do embrião em estádio de 

cotiledonar durante o processo de maturação após 60 dias em meio de germinação 

líquido. A) Embrião cotiledonar. B) Corte longitudinal do embrião cotiledonar. AML = 

amiloplastos; EV = elemento de vaso; MF = meristema fundamenta; PC = procâmbio; 

PD = protoderme. 
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O resultados encontrados no presente trabalho corrobora os resultados obtidos 

por Quiroz-Figueroa et al. (2002), onde foram analisados cortes longitudinais do 

embrião cotiledonar de Coffea arabica. Esses autores verificaram a presença de uma 

camada bem desenvolvida de protoderme, contendo células com núcleo evidente. 

Internamente, foi constatada a presença de células parenquimáticas e no centro a 

presença do procâmbio. Segundo esses autores, as células do procâmbio presentes na 

porção central do embrião são mais alongadas e definidas se comparadas às células do 

procâmbio presentes nos estádios anteriores.    

O presente trabalho comprova os resultados encontrados em que foram 

analisados embriões cotiledonares de Coffea arabica (Michaux-Ferrière et al., 1987), 

café Catimor (Menéndez-Yuffá & Garcia, 1997) e Coffea canephora (Berthouly & 

Michaux-Ferriere 1996). 

Conforme verificado no Capítulo 3 do presente trabalho, Lai & McKersie (1994) 

verificaram que a maior deposição de amido em embriões somáticos de Medicago 

sativa L. ocorreu após a fase de torpedo.   

Ao analisar a morfologia do embrião somático em estádio cotiledonar pode-se 

perceber uma grande diferença quanto a sua coloração se comparado ao embrião 

zigótico identificado a seguir. Diante disso, a principal hipótese para a coloração 

esverdeada apresentada pelo embrião cotiledonar é verificada em sua anatomia que, 

como pode ser observado na Figura 23 D, apresenta uma grande quantidade de 

amiloplastos presentes nas células desse embrião. Segundo Muraja-Fras et al. (1994)., a 

exposição dos amiloplastos à luz induz a transformação dessas estruturas em 

cloroplastos, que uma vez presentes no tecido promovem o seu esverdeamento através 

da síntese e acúmulo de clorofila.  

Brune & Melo (2001), afirmam que os amiloplastos presentes na película dos 

tubérculos iluminados se transformam em cloroplastos, podendo ser percebido pelo 

aumento dos teores de clorofila resultantes das atividades fotossintéticas ali presentes. 

Sendo assim, é provável que os amiloplastos observados no embrião somático 

em estádio cotiledonar, devido à exposição desses embriões a luz, tenham se modificado 

para a formação de cloroplastos conferindo ao tecido essa coloração esverdeada. Em 

uma análise comparativa com o embrião zigótico, pode-se evidenciar que esse 

fenômeno não ocorra no embrião zigótico, pois o mesmo está completamente protegido 

da luz.    

 



109 

 

3.7. Embrião zigótico 

 

Na Figura 24, foram caracterizados, morfológica e anatomicamente, embriões 

zigóticos coletados de frutos maduros de plantas matrizes cultivadas em casa de 

vegetação.  

Foi verificada uma camada protodérmica contendo células mais externas, 

justapostas, muito coradas, com núcleo evidente (Figura 24 B). Internamente, 

constituindo a região cortical, o meristema fundamental contém células com diâmetro 

maior e núcleo evidente. Posteriormente uma região com células alongadas, estreitas e 

núcleo visível, denominada procâmbio. Na região medular, há meristema fundamental, 

com células semelhantes à região cortical (Figura 24 C-D). 
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Figura 24. Aspectos morfológicos (A) e anatômicos (B-D) do embrião zigótico retirado 

de frutos maduros de plantas matrizes de Coffea arabica var. ‘Catuaí vermelho’ 

cultivadas em casa de vegetação. A) Embrião zigótico. B) Corte longitudinal do 

embrião zigótico. MF = meristema fundamental; PC = procâmbio; PD = protoderme. 

 

Menéndez-Yuffá & Garcia (1997), analisando embriões somáticos do café 

‘Catimor’ em diferentes estádios, apresentaram resultados semelhantes aos verificados 

no presente trabalho. Segundo os autores, os estádios globular, torpedo e cotiledonar são 
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morfológica e anatomicamente semelhantes aos estádios correspondentes de embrião 

zigótico apresentados por Moens (1965). 

Segundo Titon et al. (2007), o conhecimento dos aspectos morfológicos e 

anatômicos dos embriões somáticos é importante para a diferenciação de embriões 

normais ou com algum tipo de anormalidade. A formação de embriões anormais, a falta 

de sincronia no desenvolvimento, a não-conversão desses embriões em plantas e não-

repetibilidade dos resultados são grandes barreiras na obtenção de um protocolo 

eficiente de embriogênese somática. 

No Capítulo 1 do presente trabalho, foi verificada a sincronia e conversão dos 

embriões somáticos obtidos, evidenciando a eficiência do protocolo utilizado. A 

morfologia do embrião somático em estádio cotiledonar foi diferente daquela observada 

no embrião zigótico, o qual é adotado como modelo de desenvolvimento. Apesar disto, 

conforme verificado no Capítulo 1 do presente trabalho, esses embriões se 

desenvolveram e originaram plantas normais e isto ocorreu de forma bastante 

competente.  
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4. CONCLUSÕES 

 

 O início da formação de calos ocorre aos 7 dias de cultivo em meio PM. 

 A ontogenia dos calos primários revelou que eles se originam a partir de 

divisões sucessivas de células do procâmbio associado ao feixe vascular.  

 Calos primários tipo 1 e tipo 2 apresentam morfologia e tipos celulares 

distintos; 

 Um mesmo calo pode apresentar simultaneamente células semelhantes às 

do calo primário tipo 1 e tipo 2 ; 

 Existe uma grande quantidade de plastídeos no embrião somático em 

estádio cotiledonar;  

 O protocolo usado é eficiente para produzir embriões somáticos viáveis e 

semelhantes aos zigóticos; 
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CAPÍTULO 3 

BIOQUÍMICA DAS ETAPAS ENVOLVIDAS NA EMBRIOGÊNESE 

SOMÁTICA INDIRETA DO CAFEEIRO (Coffea arabica L. variedade Catuaí 

Vermelho) A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES 
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RESUMO 

 

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma espécie pertencente à família Rubiaceae. Seu 

cultivo é uma atividade de grande expressão no cenário do agronegócio mundial. O 

Brasil é o maior produtor, consumidor e exportador de café do mundo. A cultura de 

tecidos de plantas, mais especificamente a embriogênese somática, surge como uma 

alternativa eficiente para uma rápida propagação de plantas de cafeeiro. Embora a 

embriogênese somática seja uma técnica bastante antiga e, há muito tempo, 

eficientemente aplicada a essa espécie, ainda estão em fase inicial de exploração as 

possíveis mudanças no tecido vegetal capaz de induzir a formação de calos e embriões 

somático. Diante disso, o estudo dos compostos presentes nas diferentes etapas da 

embriogênese somática é fundamental para o entendimento da fisiologia da planta 

cultivada in vitro.   Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi trabalho compreender as 

principais etapas da embriogênese somática de Coffea arabica variedade Catuaí 

Vermelho, com o auxílio das análises bioquímicas. Para tanto, foram extraídos e 

quantificados os açúcares solúveis totais, a identificação dos açúcares solúveis, o amido, 

os aminoácidos totais solúveis, a identificação dos aminoácidos essenciais e as proteínas 

totais das diversas fases do desenvolvimento embriogênico. Verificou-se que o 

metabolismo dos carboidratos, aminoácidos e proteínas auxiliam para uma melhor 

interpretação e entendimento sobre os processos de indução da embriogênese somática, 

assim como a regeneração, maturação e germinação dos embriões somáticos. 

 

 

Palavras-chave: Bioquímica vegetal, carboidratos, aminoácidos, proteínas. 
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ABSTRACT  

 

Coffee (Coffea arabica L.) is a species belonging to the Rubiaceae family. Its 

cultivation is an activity of great importance for global agribusiness. Brazil is the largest 

producer, consumer, and exporter of coffee in the world. Plant tissue culture methods, 

more specifically, somatic embryogenesis, has become an efficient alternative for the 

rapid propagation of coffee plants. Although somatic embryogenesis is a relatively old 

technique and has been effectively used with this species for a long time, the 

exploration of possible changes in plant tissue capable of inducing the formation of calli 

and somatic embryos is still in the initial phase. Thus, the study of the compounds 

present in the different stages of somatic embryogenesis is fundamental to an 

understanding of the physiology of plants cultivated in vitro.  In this context, this study 

aimed to understand the key phases in the somatic embryogenesis of Coffea arabica 

variety Catuaí Vermelho, with the help of biochemical analyses. To this end, total 

soluble sugars were extracted and quantified, and soluble sugars, starch, total soluble 

amino acids, essential amino acids, and total proteins in the different phases of 

embryogenic development were identified. It was found that the metabolism of 

carbohydrates, amino acids, and proteins helps in the interpretation and understanding 

of processes of induction in somatic embryogenesis, as well as the regeneration, 

maturation, and germination of somatic embryos.  

 

 

Key-words: Plant biochemistry, carbohydrates, amino acids, proteins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma espécie pertencente à família Rubiaceae e 

originária da Etiópia (Bridson, 1994). Seu cultivo é uma atividade de grande expressão 

no cenário do agronegócio mundial. Sendo o Brasil o maior produtor, consumidor e 

exportador de café do mundo (Agrianual, 2011). Por ser uma espécie que possui grande 

importância social e econômica, Coffea arabica L. vem sendo estudada a fim de agregar 

características de interesse comercial, como resistência a pragas, qualidade da bebida, 

etc. Desta forma, métodos biotecnológicos são amplamente utilizados nos programas de 

melhoramento genético, auxiliando nas dificuldades encontradas em culturas perenes 

(Rezende, 2008).  

Sendo assim, a cultura de tecidos de plantas surge como uma alternativa eficiente 

para uma rápida propagação de plantas de cafeeiro, podendo ser realizada em diferentes 

épocas do ano, aumentando a taxa de multiplicação e a difusão acelerada de novas 

variedades de café (Ducos et al., 2007). Dentre as várias técnicas da cultura de tecidos 

vegetais destaca-se a embriogênese somática. Esta técnica é uma das opções mais 

adequadas para a propagação in vitro de plantas lenhosas, como o café, permitindo alta 

taxa de multiplicação, quando comparada a qualquer outro processo de propagação 

(Pereira et al., 2007). 

Atualmente, a embriogênese somática tem sido utilizada com sucesso na 

multiplicação de espécies que apresentam dificuldade de propagação sexuada. A 

indução de calos tem permitido o estabelecimento in vitro, o que, consequentemente, 

proporciona a propagação em larga escala de diversas espécies. No entanto, ainda estão 

em fase inicial de exploração as possíveis mudanças no tecido vegetal capaz de induzir 

a formação de calos e embriões somáticos (Priyono et al., 2010). Diante disso, o estudo 

dos compostos presentes nas diferentes etapas da embriogênese somática é fundamental 

para o entendimento da fisiologia da planta cultivada in vitro.    

Sob um enfoque fitotecnológico, tem sido proposto que o potencial prático da 

embriogênese somática estaria vinculado à obtenção de plantas vigorosas, característica 

que só poderia ser analisada pela bioquímica, fisiologia e similaridade morfológica com 

os embriões zigóticos (Flinn et al., 1993). 

Diante desse cenário, o crescimento otimizado e plântulas vigorosas é o que se 

espera encontrar em embriões somáticos que apresentem altos teores de amido, proteína 

e carboidratos solúveis (Attree et al., 1992). Nesse contexto, o acúmulo adequado de 
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reservas como carboidratos solúveis, amido e proteínas afeta de forma especial a 

embriogênese somática, sendo crucial para a retomada do desenvolvimento após a 

obtenção de embriões cotiledonares (Attree et al. 1992, Flinn et al. 1993, Chanprame et 

al. 1998). 

Devido às múltiplas funções que os açúcares desempenham nas células, 

incluindo transporte, fornecimento de energia e de esqueletos carbônicos e regulação do 

potencial osmótico e da expressão gênica, o metabolismo dos carboidratos solúveis 

representa um dos mais importantes processos no ciclo celular (Carrier et al. 1999). Eles 

são importantes na formação do embrião, atuando como sinalizadores do processo 

morfogenético (Verma et al. 1977, Lou et al. 1996). Em particular, esses compostos 

parecem agir na proteção das células embrionárias durante a dessecação, substituindo a 

água na manutenção de estruturas hidrofílicas, evitando a formação de cristais intra e 

intercelulares (Hoekstra & Golovina 1999). A presença de carboidratos torna-se 

essencial nessa fase, porque provavelmente as proteínas de proteção do embrião contra 

a desidratação (LEAs - late embryogenesis abundant) presentes em embriões zigóticos, 

não se acumulem nos embriões somáticos na fase de dessecação (Wise & Tunnacliffe, 

2004; Sghaier-Hammami 2009). 

Morfologicamente, a embriogênese somática parece refazer os estádios da 

embriogênese zigótica. Ambos os processos são considerados complexos e 

influenciados por fatores genéticos e ambientais. O nitrogênio parece ser um dos fatores 

mais importantes na morfogênese, sendo os aminoácidos considerados reguladores 

importantes em várias espécies (Sen et al., 2002). Os aminoácidos são importantes no 

metabolismo do nitrogênio, representando o produto inicial da assimilação primária 

desse elemento químico. Além da síntese de proteínas, os aminoácidos estão 

relacionados com o metabolismo primário e secundário. Neste último caso, são 

precursores de hormônios vegetais e também de compostos envolvidos na defesa das 

plantas. A síntese de aminoácidos pode controlar direta e/ou indiretamente vários 

aspectos ligados ao crescimento e ao desenvolvimento das plantas (Ortiz-Lopez et al., 

2000). 

Diante disso, o presente trabalho objetiva descrever aspectos bioquímicos das 

diferentes fases do desenvolvimento embriogênico in vitro de Coffea arabica variedade 

Catuaí Vermelho. A análise bioquímica da folha, de calos primários e embriogênicos, 

regeneração e diferenciação de embriões foi realizada com o objetivo de contribuir para 
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a melhor compreensão do papel dos compostos envolvidos nas diferentes fases de 

desenvolvimento. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Caracterização bioquímica da embriogênese somática  

 

Os experimentos de caracterização bioquímica foram realizados no Laboratório 

de Cultura de Tecidos Vegetais II da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 

(Cenargen) e no Laboratório de Bioquímica Vegetal da Universidade de Brasília – DF. 

Para a caracterização bioquímica da embriogênese somática de cafeeiro, foram 

extraídos e quantificados os açúcares totais solúveis, o amido, as proteínas totais e os 

aminoácidos totais livres de cultivos de diversas fases da embriogênese somática 

indireta de Coffea arabica variedade Catuaí Vermelho. Foram coletadas 2 folhas do 

terceiro par de folhas de ramos plagiotrópicos de plantas matrizes cultivadas em casa de 

vegetação, 200 amostras de calos primários tipo 1 (aos 30 dias de cultivo em meio PM), 

200 amostras de calos primários tipo 2 (aos 30 dias de cultivo em meio PM), 200 

amostras de calos embriogênicos (aos 120 dias de cultivo em meio SM), 200 embriões 

globulares (aos 90 dias de cultivo em meio RM gelificado), 200 embriões torpedo (aos 

30 dias de cultivo em MGM líquido), 200 embriões cotiledonares com início de 

germinação (aos 60 dias de cultivo em MGM líquido) e 200 embriões zigóticos 

coletados de sementes de frutos maduros.  

Para tanto, as amostras coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido e armazenadas em câmaras -80ºC. Posteriormente, as amostras foram 

liofilizadas por 48 horas e maceradas em almofariz. Os experimentos foram compostos 

por 3 repetições de cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância, 

utilizando-se o programa Sisvar 4.0 (Ferreira, 2000). 

 

2.2 Açúcares solúveis totais 

 

A extração dos açúcares totais solúveis foi realizada segundo a metodologia 

modificada de Carvalho et al. (1998). Para isto, 10 mg de massa seca das amostras 

foram inoculadas em tubos plásticos de 2 mL de capacidade, e submetidas à extração 

em 0,5 mL de metanol 80% a 70ºC por 20 minutos. Após a incubação, os tubos foram 

centrifugados a 13.000 rpm (microcentrífuga modelo Eppendorf) por 10 minutos, os 

sobrenadantes foram coletados e os resíduos foram re-extraídos mais três vezes e 
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novamente centrifugados, com os sobrenadantes das quatro extrações metanólicas 

reunidos em novos tubos plásticos, totalizando 2 mL de sobrenadante. 

Após a extração, os tubos contendo os sobrenadantes foram submetidos à 

secagem em ‘Speed Vac’ com temperatura ambiente e o produto da secagem 

ressuspendido em 1 mL de água milli-Q. Em seguida, o extrato foi submetido à 

purificação em colunas de troca iônica, utilizando-se as resinas catiônica Dowex 50x8 

(100-200 mesh), para remoção dos aminoácidos e outros cátions, aniônica Dowex 1x8 

(52-100 mesh), para remoção de ácidos orgânicos e outros ânions, e água milli-Q para 

eluição dos extratos.  

Os carboidratos purificados foram quantificados de acordo com o método fenol-

sulfúrico, descrito por Dubois (1956). Foram pipetados 75 µL das amostras em tubos de 

ensaio, onde foram adicionados 425 µL de água milli-Q, 500 µL de solução de fenol 5% 

e 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado. Após 5 minutos de repouso em temperatura 

ambiente, foi realizada a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro a 490 nm. 

Como branco foi utilizado uma solução com 0,5 mL de água milli-Q, 0,5 mL de solução 

de fenol 5% e 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado. Todas as análises foram 

realizadas em duplicata com base na curva padrão da glicose, de concentrações 

crescentes de 0,0; 5,0; 10; 20; 40 e 80 g.mL
-1

. 

Após a dosagem dos totais, as amostras foram liofilizadas por 48 horas e 

ressuspensas em 2 mL de água milli-Q. A composição dos açúcares totais solúveis foi 

determinada por cromatografia de troca iônica de alto desempenho com detector de 

pulso amperométrico (HPAEC-IPAD modelo ICS3000, marca Dionex Sunnyvale, 

Califórnia) com coluna CarboPac
TM

 PA10 (2 X 250 mm) (Dionex Corp, Sunnyvale, 

CA, USA), usando-se um gradiente de eluição com 200 mM NaOH em água (30 

minutos). As respostas do detector foram comparadas com os padrões de glucose, 

frutose e sacarose a 10; 20; 40; 80; 160 M. A curva-padrão para cada açúcar foi usada 

para calcular os conteúdos de carboidratos nas amostras no Chromeleon Software.  

 

2.3 Amido 

 

A extração do amido foi realizada segundo o método enzimático de Amaral et al. 

(2007). Para tanto, 10 mg de massa seca das amostras foram colocadas em tubos 

plásticos de 2 mL de capacidade, e submetidas à remoção dos açúcares em 0,5 mL de 

etanol 80% a 80ºC por 20 minutos. Após a incubação, os tubos foram centrifugados a 
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13.000 rpm em microcentrífuga modelo Eppendorf por 10 minutos, os sobrenadantes 

foram descartados e os resíduos foram submetidos à remoção dos açúcares por mais três 

vezes. Em seguida, o resíduo foi lavado três vezes em água milli-Q e congelados a -20 

ºC e liofilizados. 

Às amostras liofilizadas foram adicionados 0,5 mL (120 U mL
-1

) de alfa-amilase 

termoestável do Bacillus licheniformis (Megazyme
®
), diluída em tampão MOPS (ácido 

3-(n-morfolino) propanosulfônico) 10 mM pH 6,5. Em seguida, as amostras foram 

incubadas a 75ºC por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez, 

totalizando 120 unidades de enzima. Posteriormente, as amostras foram resfriadas até 

50ºC (em banho-maria), sendo então adicionada uma solução contendo 0,5 mL (30 U 

mL
-1

) de amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus niger (Megazyme
®
), em tampão 

acetato de sódio 100 mM, pH 4,5, seguido pela incubação das amostras a 50ºC por 30 

minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 15 unidades de 

enzima.  

Após as quatro incubações, foram acrescentados 100 μL de ácido perclórico 

0,8M para interromper a reação e precipitar proteínas. Após rápida centrifugação, 

alíquotas de 50 µL das amostras, foram pipetadas em cubetas plásticas e incubadas por 

15 minutos a 37ºC com 750 µL de solução de GODPOD (Glicose PAP Liquiform/ 

Centerlab
®

). Após a incubação, o teor de amido foi determinado em espectrofotômetro a 

505 nm. Todas as análises foram realizadas em duplicata com base na curva padrão da 

glucose de concentrações crescentes de 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 g.mL
-1

. 

 

2.4 Aminoácidos totais livres 

 

A extração dos aminoácidos foi realizada utilizando-se 10 mg de massa seca das 

amostras em tubos plásticos de 2 mL de capacidade, submetidos à imersão em 0,5 mL 

de metanol 80% e incubação em banho-maria a 70ºC por 20 minutos. Após a incubação, 

os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos, os sobrenadantes foram 

coletados e os resíduos foram re-extraídos mais três vezes e novamente centrifugados, 

com os sobrenadantes das quatro extrações metanólicas reunidos em novos tubos 

plásticos, totalizando 2 mL de sobrenadante. 

Após a extração, os tubos contendo os sobrenadantes foram submetidos à 

secagem em ‘‘Speed Vac’’ com temperatura ambiente e o produto da secagem 

ressuspendido em 1 mL de água milli-Q. Em seguida, o extrato foi submetido à 
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purificação em coluna de troca catiônica Dowex 50x8 (100-200 mesh), para a retenção 

dos aminoácidos. Para retirada dos aminoácidos a coluna foi lavada com tampão 

trisodiocitrato 33 mM, contendo 145 mM de NaOH e 200 mM de H3BO3 (≈ pH 10). 

A quantificação dos aminoácidos totais livres foi realizada segundo a 

metodologia modificada descrita por Yemm & Cocking (1955). Para tanto, em 50 µL de 

amostra foi adicionado 50 µL de tampão citrato 0,02 M e 100 µL de ninhidrina 1%. 

Posteriormente, os tubos foram agitados, vedados e mantidos em banho a temperatura 

de 95 °C, durante 20 minutos. Após o resfriamento dos tubos realizou-se a leitura da 

absorbância em leitor de microplacas ELISA a 570 nm. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata com base na curva padrão da leucina, com concentrações 

crescentes de 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 g.mL
-1

. 

Para a identificação dos aminoácidos foi utilizada a metodologia descrita em 

Bruijn & Bout (2000). Após a dosagem dos aminoácidos totais livres, as amostras foram 

liofilizadas por 48 horas e ressuspensas em 0,5 mL de água milli-Q. Para tanto, as 

amostras foram filtradas e analisadas em Cromatografia de Troca Iônica de Alto 

Desempenho com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) modelo ICS 3000, 

em coluna analítica AminoPAC - PA10 com dimensão de 2x 250 mm (Dionex 

Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) e coluna guarda AminoPac – PA10 com dimensão 

de 2 x 50 mm (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), eluição em gradiente de 

água; hidróxido de sódio 250 mM e acetato de sódio 1M, com fluxo 0,2 mL/minuto. As 

respostas do detector foram comparadas com os padrões de arginina, lisina, histidina, 

asparagina, glutamina, serina, treonina, cisteína, tirosina, aspartato, glutamato, glicina, 

alanina, valina, leucina, prolina, isoleucina, metionina, fenilalanina e triptofano nas 

concentrações 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 M. A curva-padrão para cada aminoácido foi 

usada para calcular os conteúdos de aminoácidos nas amostras no Chromeleon 

Software. 

 

2.5 Proteínas totais 

 

A extração das proteínas totais foi realizada utilizando-se 10 mg de massa seca 

das amostras em tubos plásticos de 2 mL de capacidade, submetidos à três lavagens em 

hexano e três lavagens em acetona, para a despigmentação das amostras. Após as 

lavagens, as amostras foram imersas em 0,5 mL de NaOH e incubação a 4 ºC por 12 
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horas. Em seguida, foram adicionadas mais duas alíquotas de 0,25 mL e foram 

incubadas por mais uma hora cada. 

Após as incubações, foi adicionado às amostras, 1 mL de ácido tricloroacético 

10% (TCA), seguido da centrifugação dos tubos a 13.000 rpm por 10 minutos, para 

precipitação das proteínas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as proteínas 

ressuspensas em 0,5 mL de NaOH 0,1 N. 

A quantificação foi realizada de acordo com o método descrito por Bradford 

(1976). Foram pipetados 10 µL das amostras em tubos eppendorf, onde foram 

adicionados 790 µL de água milli-Q e 200 µL de solução Bradford 20%. Após 5 

minutos de repouso no escuro, foi realizada a leitura das absorbâncias em 

espectrofotômetro a 595 mn. Como branco foi utilizado uma solução com 800 µL de 

água milli-Q e 200 µL de Bradford. Todas as análises foram realizadas em duplicata 

com base na curva padrão da albumina de soro bovino (BSA). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para a realização das análises bioquímicas foram analisadas folhas de plantas 

matrizes (Figura 25 A), calos primários tipo 1 (Figura 25 B) e tipo 2 (Figura 25 C) aos 

30 dias de cultivo em meio PM. Após 120 dias de cultivo em meio SM foram coletados 

calos embriogênicos (Figura 25 D). Foram analisados também embriões globulares, 

torpedo, cotiledonares e zigóticos (Figura 25 E-H respectivamente). 
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Figura 25. Estádios da embriogênese somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí 

Vermelho’. A) Folha jovem e bem expandida. B) Calo primário tipo 1. C) Calo 

primário tipo 2. D) Calo embriogênico. E) Embriões globulares após 90 dias de cultivo 

em meio RM gelificado. F) Embriões torpedo após 30 dias de cultivo em meio MGM 

líquido. G) Embriões cotiledonares após 60 dias de cultivo em meio MGM líquido. H) 

Embrião zigótico de frutos maduros.  

 

3.1 Açúcares solúveis totais 

 

Na Figura 26 é apresentado o teste de médias após análise de variância das 

concentrações de açúcares solúveis totais (AST) nos diferentes estádios de 

desenvolvimento da embriogênese somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí 

Vermelho’. O conteúdo de açúcares solúveis variou em todos os estádios apresentados 

na Figura 26, exceto pelos resultados encontrados na Folha e no Calo primário tipo 2 

que apresentaram os menores resultados e não diferiram estatisticamente entre si. Na 

fase de indução de calos primários houve diferença significativa entre o teor de açúcar 

do calo primário tipo 1 e o calo primário tipo 2. O calo primário tipo 2 apresentou um 
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teor de açúcar bastante inferior ao encontrado no calo primário tipo 1. As concentrações 

de carboidratos observadas no calo primário tipo 1, embrião globular e torpedo não 

diferiram estatisticamente entre si. Foi verificado que o embrião zigótico apresentou a 

maior concentração de açúcares totais, aproximadamente duas vezes o resultado 

encontrado no embrião somático em estádio cotiledonar. 

 

 

Figura 26. Concentrações de açúcares totais solúveis nos diferentes estádios da 

embriogênese somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’.  

 

A concentração de açúcares solúveis totais encontrada nas folhas é influenciada 

pelo período do ano e estado fisiológico da planta em que a coleta é realizada.  Segundo 

Laviola et al. (2007), a concentração de AST nos 3º e 4º pares de folhas de Coffea 

arabica L. é bastante reduzido no início do período reprodutivo. É provável que a maior 

parte do açúcar sintetizado neste período seja mobilizado para o crescimento vegetativo 

e para a frutificação.  A queda na concentração de carboidratos nas folhas nessa época 

está relacionada, principalmente, às demandas por fotoassimilados nos frutos, bem 

como às exigências para o crescimento vegetativo (Amaral et al., 2001).  

Segundo Pescador et al. (2008), foi verificado em Feijoa sellowiana Berg. que 

essa elevação inicial no teor de açúcares solúveis em calos primários parece decorrer da 

presença de sacarose no meio de cultura. A sacarose é considerada, há bastante tempo, 

como a principal forma de açúcar usada como fonte de esqueleto carbônico e energia 
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pelas células durante o crescimento e desenvolvimento in vitro (Tremblay & Lalonde, 

1984; Tremblay et al., 1984; Barghchi, 1988; George, 1993). A afirmação apresentada 

por Pescador et al. (2008) parece bastante coerente com o resultado observado no 

presente trabalho, uma vez que foi verificado que o explante inicial (fragmentos de 

folha) não seria o responsável pela alta concentração de açúcares solúveis no calo, pois 

a quantidade de açúcares solúveis totais encontrados na folha é inferior ao observado no 

calo após 30 dias de cultivo em meio PM. Então, pode-se supor que esse acúmulo de 

açúcares solúveis totais no calo primário tipo 1 é decorrente da alta disponibilidade de 

sacarose encontrada no meio nutritivo de indução.  

Com o surgimento do calo primário tipo 2 o conteúdo de carboidrato decresceu 

cerca de 5 vezes quando comparado ao calo primário tipo 1. Segundo Pescador et al. 

(2008), esse aparente catabolismo do açúcar parece estar associado à ocorrência de 

proliferação celular, evidenciada durante a fase de indução. No presente trabalho, essa 

proliferação celular associada à redução de carboidratos quantificados pôde ser 

observada tanto na formação do calo primário tipo 2, quanto no calo embriogênico. 

Esses resultados corroboram os resultados encontrados por Santos et al. (2003), que ao 

analisar explantes foliares de C. arabica variedade Rubi observaram essa redução nos 

teores de açúcares após um período de 30 dias de cultivo. Resultados semelhantes 

também foram encontrados por Serra et al. (2000), em calos originados de segmentos 

foliares de Bertholletia excelsa HBK e Paiva Neto (1996) em segmentos foliares de 

moreira (Chlorophora tinctoria L. Gaudichand).  

A sensibilidade aos açúcares endógenos, bem como a concentração deles no 

apoplasto das células e o seu transporte, podem afetar a morfogênese pelo controle da 

divisão celular no nível de transcrição, tradução e pós tradução (Delrot, 2000). Ensaios 

com bioluminescência indicaram a existência de gradientes de açúcares em cotilédones 

de feijão, os quais, segundo Weber et al. (1997) estariam envolvidos no controle 

morfogênico, influenciando a divisão e a diferenciação celular. Segundo os mesmos 

autores, os açúcares transportados também estariam interferindo na regulação do ciclo 

celular.  

Diferente do observado no presente trabalho, os embriões de F. sellowiana, na 

fase inicial de desenvolvimento apresentaram quantidades maiores de açúcares solúveis 

totais quando comparados aos embriões na fase cotiledonar da embriogênese somática 

(Pescador et al., 2008).  
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Cangahuala-Inocente et al. (2009) mostraram que a concentração de açúcares 

solúveis totais encontrada no embrião cotiledonar  de Acca sellowiana era maior do que 

os açúcares presentes no embrião zigóticos, sugerindo que a quantidade de carboidratos 

presentes no meio de cultura pode aumentar os níveis de açúcares internos do embrião 

cotiledonar. Já no presente trabalho, esse padrão não aconteceu e sugere-se que, 

conforme verificado na Figura 26, os açúcares absorvidos pelo embrião cotiledonar 

estão sendo estocados na forma de amido. E o embrião zigótico apresenta uma alta 

concentração de açúcares solúveis totais e uma baixa concentração de amido.  

Embora a quantificação dos açúcares solúveis totais seja importante para o 

entendimento das diferentes fases da embriogênese somática do cafeeiro, a identificação 

dos diferentes açúcares envolvidos nessas fases pode contribuir com informações ainda 

mais interessantes quanto ao metabolismos dos açúcares durante a embriogênese 

somática.   

Na Figura 27 estão descritas as concentrações de monossacarídeos (frutose e 

glucose) e dissacarídeos (sacarose) nos diferentes estádios de desenvolvimento da 

embriogênese somática de Coffea arabica var. ‘Catuaí Vermelho’. Foi verificado que a 

folha apresentou as menores concentrações desses três açúcares solúveis. No calo 

primário tipo 1 foram observadas as maiores concentrações de frutose e glucose, porém 

a concentração de sacarose nesse estádio é bastante reduzida. O calo primário tipo 2 

apresentou baixas concentrações dos três açúcares, no entanto, a concentração de 

frutose foi maior que os outros dois açúcares encontrados nesse calo. No calo 

embriogênico as concentrações de frutose e sacarose foram semelhantes e menores que 

a quantidade de sacarose. Já no embrião globular, a concentração de sacarose foi 

superior às concentrações de frutose e glucose. O embrião torpedo apresentou o mesmo 

padrão do embrião globular, com uma concentração de sacarose bastante elevada, 

porém nesse tipo de embrião as concentrações de frutose e sacarose reduziram ainda 

mais, se comparadas ao estádio anterior. No embrião cotiledonar, as concentrações dos 

três açúcares voltaram a se igualar. Nesse estádio, havia ainda uma maior concentração 

de sacarose, porém as concentrações desses três açúcares estavam bastante similares. O 

embrião zigótico apresentou um padrão semelhante ao encontrado no embrião 

cotiledonar. Embora as concentrações encontradas no embrião zigótico terem sido 

superiores as encontradas no embrião cotiledonar, o embrião zigótico apresentou uma 

concentração de sacarose levemente superior aos demais açúcares.  
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Figura 27. Concentrações de açúcares sacarose, frutose e glucose nos diferentes 

estádios da embriogênese somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’. F = 

folha; CP1 = calo primário tipo 1; CP2 = Calo primário tipo 2; CE = calo embriogênico; 

EG = embrião globular; ET = embrião torpedo; EC = embrião cotiledonar; EZ = 

embrião zigótico.  

 

 Os principais carboidratos, não-estruturais, acumulados em folhas e frutos de 

cafeeiro são o amido e os açúcares solúveis redutores e não-redutores. Entre os açúcares 

redutores, os principais são a glicose e frutose, enquanto o principal açúcar não-redutor 

é a sacarose, mobilizado nos processos de transporte na direção fonte/dreno (Taiz & 

Zeiger, 2007).  

 Diferente do observado no presente trabalho, Paiva Neto (1996) observaram uma 

redução nos teores de açúcares redutores após a inoculação, verificada em segmentos 

foliares de moreira (Chlorophora tinctoria L. Gaudichaud) cultivados em meio MS 

acrescido de 2,4-D. Os resultados desse estudo indicaram uma redução nos teores de 

açúcares redutores, no período que sucedeu a inoculação, seguido de um aumento até 12 

dias após a inoculação, e posterior redução até o 30 dia de cultivo. Serra et al. (2000), 

estudando calos originados de segmentos foliares de castanha-do-Brasil, também 

verificaram redução nos teores de açúcares redutores, após a inoculação dos explantes. 

Em embriões somáticos da conífera Picea abies, observou-se a presença de 

glucose, frutose e sacarose (Konrádová et al., 2002), açúcares estes detectados também 

nos embriões zigóticos de abacateiro (Sánchez-Romero et al., 2002). Na embriogênese 
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de soja, por outro lado, Chanprame et al. (1998) detectaram a presença de frutose, 

galactose, galactinol, glucose, mio-inositol, pinitol, rafinose, estaquiose e sacarose.  

Os resultados analisados relativos aos teores de sacarose, glucose e frutose 

apontam para uma coordenação do catabolismo e do anabolismo desses açúcares 

solúveis. No período em que se observaram teores baixos de sacarose, verificaram-se 

concomitantemente, concentrações elevadas de glucose e frutose. Por outro lado, 

quando aumentaram os teores de sacarose, ambas as hexoses mostraram-se com teores 

diminutos. Esses resultados concordam com os verificados em sementes de Vicia sp, 

nas quais, antes do acúmulo dos carboidratos de reserva no embrião, o endosperma 

continha altos teores de hexoses derivadas do desdobramento da sacarose pela ação da 

invertase ligada à parede celular (Hill et al., 2003). Os teores de sacarose, glucose e 

frutose, detectados no presente trabalho, indicaram a mesma tendência de partição da 

sacarose com acúmulo de glucose e frutose ou ocorrendo o contrário onde há um 

acúmulo de sacarose e a redução dos teores de frutose e glucose simultaneamente. 

Foi verificado no presente trabalho que as hexoses e a sacrose estão intimamente 

relacionadas às diferentes fases do desenvilmento embriogênico. Weber et al. (1997) 

observaram essa mesma tendência ao analisarem o desenvolvimento de sementes de 

leguminosas. Segundo esses autores a sacarose desempenha um papel de regulação da 

diferenciação celular e de armazenamento de substâncias de reserva, enquanto as 

hexoses controlariam o crescimento e o metabolismo celular. Analisando a 

embriogênese somática do cafeeiro, foi possivel verificar a predominancia da sacarose 

durante o processo de maturação e germinação dos embriões somáticos, e a presença 

das hexoses intensamente relacionadas à fase de indução da embriogênese somática.  

Odnevall & Bjork (1989), verificaram que as enzimas para a degradação da 

sacarose e da maltose estavam presentes nas frações da parede celular e que a glicose e 

frutose foram simultaneamente usadas pelas culturas de raízes, porém, as culturas 

menos diferenciadas usaram toda glicose disponível antes da utilização da frutose. 

Segundo Hew & Mah, (1989), a preferência pela frutose em relação à sacarose, 

como fonte de carbono, por algumas espécies e tecidos, pode estar relacionada à 

necessidade de as células excretarem a enzima invertase ao meio de cultivo, visando à 

hidrólise da sacarose antes da absorção da fonte de carbono.  

De acordo com o que foi mencionado anteriormente, verificou-se uma mudança 

na proporção dos açúcares, favorecendo a sacarose em relação às hexoses, glucose e 

frutose, nas fases embrionárias. Resultados semelhantes foram encontrados por 
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Pescador et al. (2008) onde foram analisadas a três vias de obtenção de embriões de F. 

sellowiana (a embriogênese somática direta, indireta e a zigótica). Resultados similares 

também foram observados por Sánchez-Romero et al., (2002) quanto aos carboidratos 

solúveis de embriões zigóticos de abacateiro, sendo atribuído o decréscimo das hexoses 

à síntese de sacarose. 

Semelhante o verificado no presente trabalho, Pescador et al. (2008) ao analisar a 

embriogêneses zigótica e somática de Feijoa sellowiana, verificaram que a glucose e a 

frutose tiveram suas concentrações alteradas durante as etapas desses processos. 

Segundo, Hill et al., (2003), teores elevados de hexoses manteriam os processos de 

divisão e alongamento celular em embriões na fase cordiforme. Entretanto, teores 

variáveis também foram evidenciados nos embriões nas fases globular e cotiledonar e 

em menor quantidade na fase torpedo (Figura 26).  

Diferentemente do observado no presente trabalho, Gosslová et al. (2001) 

analisando sementes e embriões somáticos de Picea abies, verificaram que os 

carboidratos totais tiveram seus teores reduzidos em embriões na fase cotiledonar.  

No presente trabalho, na fase cotiledonar das três vias de embriogênese foram 

observados teores mais altos de sacarose. Esse açúcar poderia estar sendo utilizado 

como base no metabolismo do carbono ou como fonte de carboidratos (Taiz & Zeiger, 

2007). Conforme foi sugerido, a sacarose poderia também ser sinalizadora da rota de 

síntese de substâncias de reserva (Weber et al., 1997). Em Picea abies, Iraqui & 

Tremblay (2001) observaram que esse açúcar atuava como fator regulatório na 

maturação de embriões somáticos através da sinalização para a síntese de proteínas de 

reserva. Na embriogênese zigótica de abacateiro, Sánchez-Romero et al. (2002), 

observaram aumentos nos teores de sacarose, os quais eram coincidentes com as fases 

de maturação, ocorriam simultaneamente a um declínio no conteúdo de água e a um 

acúmulo de amido. 

 

3.2 Amido 

 

Na Figura 28 é apresentado o teste de médias após análise de variância das 

concentrações de amido nos diferentes estádios de desenvolvimento da embriogênese 

somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’. A folha apresentou maior teor 

de amido que os calos primários. Na fase de indução de calos primários tipo 1 e tipo 2 

foram verificados teores reduzidos de amido (1,88 e 2,04 % de hidrólise, 
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respectivamente). Os calos primários tipo 1 e tipo 2, não diferiram estatisticamente. Os 

teores de amido aumentaram gradativamente nas etapas que compõem a embriogênese 

somática, atingindo a maior percentagem nos embriões cotiledonares que apresentaram 

24,06 % de hidrólise de amido. Os embriões zigóticos apresentaram os menores teores 

de amido, com 0,71 % de hidrólise.  
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Figura 28. Concentrações de amido nos diferentes estádios da embriogênese somática 

de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’.  

 

Segundo Martin et al. (2000) a embriogênese somática é um processo 

morfogenético que requer uma quantidade elevada de energia, e, por conseguinte o 

catabolismo do amido resulta em compostos intermediários de glicose que fornecem o 

ATP necessário para o metabolismo da célula. 

Segundo Priestley (1962), as conversões de amido para açúcar ocorrem em 

ocasiões de crescimento vegetativo intenso, quando as reservas são usadas para dar 

suporte a atividade meristemática de ápices caulinares e também ao crescimento de 

frutos. Verificou-se que a concentração de amido em folhas apresentou uma pequena 

tendência de aumento no final do ciclo reprodutivo. É possível que a maior 

concentração de amido em folhas, esteja relacionada à menor produção de frutos. Uma 

menor produção de frutos pode ter resultado em menor força de dreno (Taiz & Zeiger, 

2007) ocorrendo, com isto, balanço positivo de fotoassimilados nas folhas, que podem 
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ter sido armazenados na forma de amido (Marenco & Lopes, 2005). Apesar disso, 

Janardhan et al. (1971) encontraram níveis elevados de amido, em ramos com carga 

elevada, sendo improvável que as concentrações de amido nas folhas e ramos esteja 

apenas relacionada à formação dos frutos.  

 Foi verificada uma baixa concentração de açúcares solúveis totais na folha, no 

entanto o teor de amido nesse explante foi relativamente elevado. Sendo assim, pode-se 

dizer que devido à folha ser um órgão de fonte, não há a necessidade de grande 

estocagem de açúcares no tecido, pois os carboidratos são ali gerados através da 

fotossíntese. E como foi verificada a baixa concentração de açúcares solúveis e o alto 

teor de amido, pode-se dizer que, a maior parte do açúcar gerado no tecido foliar de 

Coffea arabica, é estocado na forma de amido, pois a maior parte da forma livre acaba 

sendo transportada para outros tecidos.  

Nakamura (1994) e Bobák et al. (2004), estudando embriões somáticos de Coffea 

arabica variedades ‘Mundo Novo’ e ‘Catuaí Amarelo’, respectivamente, e células de 

calos de Drosera spathulata, por meio da Microscopia Eletrônica de Varredura, 

encontraram plastídios cheios de amido. Numerosos grãos de amido também foram 

observados em células embriogênicas de calos de Gentiana punctata por Mikula et al. 

(2004), relacionando este padrão bioquímico como fonte primária de energia necessária 

para a intensa divisão celular e para o desenvolvimento dos embriões (Cangahuala-

Inocente et al., 2007). Segundo Martin et al. (2000), o consumo dos grãos de amido 

promove energia para o desenvolvimento do embrião somático, sugerindo uma ativa 

regulação do acúmulo de grãos de amido em calos embriogênicos.  

Em muitos casos, as células com grãos de amido estão localizadas próximas a 

regiões com intensa atividade meristemática. O acúmulo de amido em células 

embriogênicas ou em células adjacentes do explante parece ser um fenômeno ligado à 

aquisição de competência embriogênica (Lai & McKersie, 1994). Altas quantidades de 

amido foram observadas durante o processo de formação de embriões somáticos em 

algumas espécies (Profumo & Gastaldo, 1995; Rodriguez & Wetzstein, 1998). Esse 

acúmulo de amido na formações de embriões somáticos pode estar associada a alta 

disponibilidade de carboidratos presentes no meio nutritivo.  

Crescimento ótimo e plântulas vigorosas é o que se espera encontrar em 

embriões somáticos que apresentem altos teores de amido, proteína e carboidratos 

solúveis (Attree et al., 1992). A acumulação, portanto, de reservas adequadas, é vital 
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para a embriogênese somática de plantas, assim como para a retomada de 

desenvolvimento após a formação de embriões cotiledonares (Flinn et al., 1993). 

Estudos têm sido realizados visando estabelecer uma associação entre o acúmulo 

de amido e o desenvolvimento de embriões somáticos. Alguns destes estudos 

evidenciaram aumento no conteúdo de amido durante a maturação de embriões 

somáticos, os quais apresentam teores mais elevados desta substância do que os 

embriões zigóticos. Estes resultados sugerem que os embriões somáticos são 

metabolicamente diferentes dos embriões zigóticos e incapazes de converter 

eficientemente carboidratos em lipídios e proteínas de reserva (Merkle et al., 1995). 

Segundo Bewley & Black (1994), os açúcares não são utilizados diretamente 

para o metabolismo de energia, e sim transformados em amido, como substância de 

reserva nos cotilédones dos embriões zigóticos, sendo a sacarose a principal fonte para a 

síntese de amido. Mostrou-se também que durante a fase de maturação das sementes 

ocorre acúmulo de substâncias de reserva tais como o amido.  A deposição de 

substâncias de reserva é o processo chave para desenvolvimento da semente, uma vez 

que fornece os compostos que são usados desde os estádios iniciais do desenvolvimento 

até a autotrofia (Merkle et al., 1995).  

Conforme verificado no presente trabalho, a concentração de amido estocada nos 

embriões zigóticos é reduzida ou, em algumas espécies, chegando a ser nula.  Faria et 

al. (2008) analisaram quimicamente a semente de Butia capitata e constataram um alto 

teor de lipídios. Panza et al. (2004) afirmaram que o cotilédone do embrião das 

palmeiras desempenha, ao lado da função de absorção das reservas do endosperma, 

papel de acumular reservas. Os autores constataram existência de corpos proteicos, 

depósitos proteicos no vacúolo e pequenos grãos de amido em células do embrião da 

palmeira Euterpe edulis. Demanson (1988) concluiu que 68% do tecido embrionário da 

palmeira Washingtonia filifera é composto por estruturas de reservas, como corpos 

lipídicos e proteicos, embora amido não seja encontrado. 

 

3.3 Aminoácidos totais livres 

 

Na Figura 29 é apresentado o teste de médias após análise de variância das 

concentrações de aminoácidos totais livres (ATL) nos diferentes estádios de 

desenvolvimento da embriogênese somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí 

Vermelho’. A folha apresentou a menor concentração de aminoácidos totais. Os calos 
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primário tipo 1 e tipo 2, calo embriogênico, embriões globulares e torpedo não 

difeririam estatisticamente entre si e apresentaram altas concentrações de aminoácidos 

totais. O embrião cotiledonar apresentou uma queda na concentração de aminoácidos e 

o embrião zigótico apresentou a maior concentração de aminoácidos totais encontrada 

em todos os estádios analisados.  

 

 

Figura 29. Concentrações de aminoácidos totais livres nos diferentes estádios da 

embriogênese somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’.  

 

Ao analisar a dosagem de aminoácidos totais livres no tecido foliar, foi 

verificada uma concentração bastante reduzida. Shan et al. (2012), estudando o 

comportamento de plântulas de seringueira cultivadas in vitro também verificaram 

concentrações diminutas de aminoácidos presentes no tecido foliar dessa espécie. 

Segundo os autores, os aminoácidos que chegam aos tecidos foliares são rapidamente 

utilizados, principalmente de plantas cultivadas in vivo pois eles afirmam que a 

manipulação de componentes do meio nutritivo, especificamente a adição de nitrato, 

acarreta no aumento da concentração dos aminoácidos nas folhas das plantas cultivadas 

in vitro. 

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os resultados 

apresentados por Pescador (2008) e Kumar & Kumari (2011), que analisando a 

formação de calos embriogênicos de feijoa e cártamo, respectivamente, verificaram uma 

elevação acelerada dos teores de aminoácidos lívres. Segundo Fehér et al. (2003), esse 
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aumento repentino das concentrações de aminoácidos totais nos tecidos em 

desenvolvimento, pode ter ocorrido devido ao aumento da atividade metabólica das 

culturas estimulada pela presença de auxina no meio nutritivo, acarretando alterações 

bioquimicas e fisiológicas nas células vegetais em cultivo. A alta concentração de 

aminoácidos também pode ser explicada pela alta concentração de nitrogênio presente 

no meio nutritivo.  

Ao contrário do presente trabalho, Pescador (2008) e Booz et al. (2009), ao 

estudar a bioquímica dos processos de maturação e regeneração de embriões somáticos 

de feijoa e goiabeira serrana, respectivamente, observaram uma redução contínua dos 

níveis de aminoácidos totais lívres ao longo dos diferentes estádios de desenvolvimento. 

Segundo os autores, essa diminuição no conteúdo de aminoácidos totais ao longo das 

fases tardias da embriogênese somática, está relacionada, provavelmente, com o 

aumento da síntese de proteínas. No presente trabalho verificou-se que os níveis de 

aminoácidos foram reduzidos principalmente no embrião somático em estádio 

cotiledonar, devido a diminuição exporádica dos aminoácidos apenas nesse estádio da 

embriogênese somática, especula-se que a troca tardia do meio nutritivo e o 

esgotamento dos nutrientes disponíveis influenciaram negativamente a síntese de 

aminoácidos. Sugere-se então um controle mais apurado e uma realização de trocas do 

meio nutritivo em períodos menores do que os propostos no presente trabalho.   

A Tabela 20 ilustra a quantificação dos aminoácidos relevantes nos diferentes 

estádios do desenvolvimento embriogênico de Coffea arabica variedade ‘Catuaí 

Vermelho’. Foi verificado que a arginina apresentou uma maior concentração no calo 

primário tipo 1 e a menor concentração no embrião zigótico, já os demais estádios não 

diferiram estatisticamente entre si. A lisina também está em maior quantidade no calo 

primário tipo 1. Foi observada uma grande quantidade de glutamina no calo primário 

tipo 1 e novamente a menor concentração foi verificada no embrião zigótico. O calo 

primário tipo 1 apresentou as maiores concentrações de todos os aminoácidos, exceto 

serina e prolina que foram bastante inferiores aos demais estádios embriogênicos. Foi 

identificada uma alta concentração de serina no calo primário tipo 2 e embrião torpedo 

apresentou a maior quantidade de prolina. A leucina foi observada em alta concentração 

em quase todos os estádios embriogênicos, exceto no calo embriogênico e no embrião 

globular que apresentaram quantidades reduzidas desse aminoácido. Já a histidina foi 

encontrada em quantidades reduzidas na maioria dos estádios da embriogênese somática 
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exceto pelo calo primário tipo 1 e o embrião zigótico. E a metionina foi verificada em 

grande quantidade no calo primário tipo 1, mas esteve ausente nos demais estádios.  

 

Tabela 20. Quantificação dos aminoácidos de maior relevância nos diferentes estádios 

de desenvolvimento da embriogênese somática de Coffea arabica variedade Catuaí 

Vermelho expressos em nmol/mg de Massa Seca. 

Médias seguidas pela mesma não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. F = folha; CP1 = calo primário tipo 1; CP2 = Calo primário tipo 2; CE = calo 

embriogênico; EG = embrião globular; ET = embrião torpedo; EC = embrião cotiledonar; EZ = embrião 

zigótico.  

 

 

A arginina é um dos principais precursores na biossíntese de poliaminas. 

Segundo Silveira (2006), o metabolismo das poliaminas está diretamente relacionado 

com a aquisição de competência embriogenética em culturas embriogênicas. Dessa 

forma, é provável que o aumento da arginina no calo primário tipo 1 esteja relacionado 

a indução de competência embriogênica desse calo que dará origem ao calo 

embriogênico, propriamente dito. 

Conforme verficado no presente trabalho, Percador et al. (2008), também 

verificaram um incremento de glutamina por volta do 30° dia de cultivo de Feijoa 

sellowiana. Há evidências na literatura de que a glutamina estaria provavelmente 

relacionada à indução do processo embriogênico somático. Segundo Dal Vesco & 

Guerra (2001), a glutamina seria uma forma de nitrogênio orgânico prontamente 

assimilável e incorporado aos esqueletos carbônicos durante o metabolismo e na síntese 

de proteínas, quando comparadas as fontes inorgânicas de nitrogênio. A importância de 

Estádios de desenvolvimento embriogênico 

Aminoácidos 

 

F CP1 CP2 CE EG ET EC EZ 

Arginina 

 

2,72 AB 11,66 A 4,47 AB 6,75 AB 5,34 AB 8,84 AB 5,05 AB 2,38 B 

Lisina  

 

0,49 AB 0,75 A 0,02 C 0,20 BC 0,06 C 0,06 C 0,03 C 0,26 BC 

Glutamina 

 

0,15 C 12,15 A 1,81 BC 4,64 B 2,59 BC 2,32 BC 0,51 BC 0,01 C 

Asparagina 

 

0,00 B 32,56 A 0,33 B 0,01 B 0,00 B 0,32 B 0,13 B 0,15 B 

Treonina 

 

3,01 BC 9,52 A 4,37 B 3,60 BC 4,11 BC 1,63 CD 2,67 BCD 0,41 D 

Glicina 

 

2,75 B 8,50 A 2,41 B 1,23 CD 2,74 B 0,93 DE 1,63 C 0,46 E 

Serina 

 

0,00 H 0,32 F 3,78 A 1,51 C 1,09 D 1,69 B 0,99 E 0,23 G 

Prolina  

 

0,00 C 0,19 C 0,47 C 2,18 B 2,22 B 5,53 A 0,96 BC 1,28 BC 

Leucina 

 

4,00 AB 6,25 A 6,37 A 1,41 B 1,45 B 3,67 AB 5,41 A 4,14 AB 

Histidina 

 

0,00 C 1,32 A 0,04 C 0,05 C 0,00 C 0,67 B 0,00 C 0,84 AB 

Metionina   0,00 B 11,23 A 0,00 B 0,00 B 0,00 B 0,00 B 0,00 B 0,00 B 
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aminoácidos no meio de cultura varia com a espécie considerada, tipo de explante ou 

resposta morfogênica desejada (George, 1993). A adição de aminoácidos no meio de 

cultura pode inibir ou promover o desenvolvimento da embriogênese somática, como 

também, a continuidade de desenvolvimento após a fase cotiledonar em alfafa (Merkle 

et al., 1995). 

Ao analisar a presenca da asparagina nas diferentes fases do desenvolvimento da 

embriogênese somática Pescador (2008), afirmaram que devido a sua grande 

solubilidade, a asparagina representa uma das principais formas de transporte e 

armazenamento de nitrogênio das plantas superiores. No entanto, no presente trabalho 

esse aminoácido foi encontrado em concentrações extremamente reduzidas exceto pelo 

calo primário tipo 1 que apresentou uma alta concentração desse componente. Isso pode 

estar relacionado a alta disponibilidade de compostos nitrogenados presentes no meio 

nutritivo.  

O incremento do conteudo endógeno de prolina, também foi verificado na 

indução da embriogênese somática de amendoim (Murch et al., 1999). Segudo Satya-

Narayan & Nair (1990), o acúmulo desse aminoácido nos tecidos vegetais, de forma 

geral, está relacionado a condições de estresse. Sendo assim, o acúmulo de prolina na 

indução da embriogênese somática, está possivelmente associado ao estresse inerente à 

desprogramação e reprogramação celular induzida pelas altas concentrações de auxina 

no meio nutritivo. 

 A leucina foi verificada em alta concentração em ambos calos não 

embriogênicos e a histidina apenas foi encontrada no calo primário tipo 1 e no embrião 

zigótico. Kamada Harada, 1979 analisando, a embriogênese somática de cenoura, 

verificou a síntese de leucina e histidina, no entanto, a formação desses compostos 

proporcionou um aumento na indução de calos não embriogênicos e uma forte inibição 

na embriogênese somática, respectivamente. Esses resultados corroboram Miflin & Lea 

(1976), que afirmam que a leucina e a histidina além de não serem metabolizadas pelos 

organismos, ainda apresentam a caracteristica de não serem convertidas em outros 

aminoácidos, dificultando sua redução nos tecidos em cultivo e prejudicando o 

desenvolvimento embriogênico, uma vez que energia e recursos são gastos para sua 

síntese.  

 Conforme verificado no presente trabalho, Astarita et al. (2003) evidenciaram o 

acúmulo de altos teores de  alanina, glutamina e serina em embriãos zigóticos de 

Araucaria angustifolia.  
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3.4 Proteínas totais 

 

Na Figura 30 é apresentado o teste de médias após análise de variância das 

concentrações de proteínas totais nos diferentes estádios de desenvolvimento da 

embriogênese somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’.  A folha 

apresentou a menor concentração de proteínas totais. Calos primários tipo 1 e tipo dois 

apresentaram concentrações maiores que as encontradas na folha e não diferiram 

estatisticamente entre si. O calo embriogênico apresentou a maior concentração de 

proteínas totais. Na maturação dos embriões, o embrião globular apresentou uma 

redução da concentração de proteínas quando comparado com o calo embriogênico que 

deu origem ao mesmo. O embrião torpedo apresentou um aumento seguido de uma 

queda da concentração de proteínas observadas nos embriões cotiledonares e zigóticos 

que não diferiram estatisticamente entre si.  

 

Figura 30. Concentrações de proteínas totais nos diferentes estádios da embriogênese 

somática de Coffea arabica variedade ‘Catuaí Vermelho’.  

 

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os resultados 

apresentados por Caixeta et al. (2004) que ao analisarem folhas de Coffea arabica 

variedade ‘Catuaí Vermelho’ verificaram alta concentração de proteínas nesse tecido. 

Segundo esses autores, esse acúmulo de proteínas no tecido foliar ocorre provavelmente 
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devido à partição de fotoassimilados participando, preferencialmente da síntese de 

proteínas.  

Conforme verificado no presente trabalho, Steinmacher (2007), também não 

observou, na embriogênese somática de pupunheira, diferenças significativas nos teores 

de proteínas totais de calos primários com características embriogênicas e calos 

primários que não apresentavam competência embriogênica. Segundo esses autores, 

embora a dosagem de proteínas totais de calos embriogenicos e não embriogenicos não 

tenha apresentado diferenças, foram verificadas duas bandas de proteína de alta massa 

molecular associadas aos calos embriogenicos que, conforme foi verificado pelos 

autores, poderiam ser consideradas proteínas especificas do embrião somático.  

Na formação do calo embriogênico, foi verificado nos tecidos desse explante, 

um aumento nas concentrações de proteínas totais se comparados com os calos 

primários. Santos et al. (2003) também observaram na formação de calos embriogênicos 

de Coffea arabica variedade ‘Rubi’, induzidos a partir de segmentos foliares, um 

acúmulo de proteínas totais nos tecidos em cultivo. Segundo os autores, esse aumento 

nas taxas de proteínas totais, se deve à síntese de polipeptídeos. 

No processo de maturação dos embriões somáticos, detectou-se um aumento 

seguido de uma diminuição nos índices de proteínas totais nos explantes. Cangahuala-

Inocente et al. (2009), também observaram na maturação dos embriões somáticos de 

Acca sellowiana, variações nas taxas de proteínas totais. No entanto, foi verificado 

pelos autores, apenas o aumento dos índices de proteínas totais nos tecidos dos 

embriões. 

Na formação do embrião cotiledonar, ou seja, no início do processo de 

diferenciação, foi verificado que os níveis de proteínas totais decaíram de 210 para 160 

mg/g de massa seca, aproximadamente. Segundo Wise & Tunnacliffe (2004), no 

processo germinativo ou no processo de diferenciação, no caso do embrião somático, as 

proteínas de reserva armazenadas durante o processo embriogênico são então 

degradadas, e os aminoácidos que as compõem são hidrolisados, liberando grandes 

quantidades de compostos a serem utilizados no crescimento da plântula.  

Na embriogênese zigótica, ocorre a formação de um eixo portador de 

meristemas caulinar e radicular, acompanhada pela formação dos cotilédones, esses 
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últimos mais de perto associados à síntese e estocagem de substâncias de reserva, como 

as proteínas e os lipídios (Dodeman et al., 1997). 

De acordo com Thomas (1993), a maior mudança no desenvolvimento do 

embrião ocorre com a expansão e maturação dos seus órgãos. Neste período, há uma 

mudança do desenvolvimento originando um programa de síntese e armazenagem de 

compostos, que prepara o esporófito jovem para o período de dormência e de seu 

desenvolvimento pós-embrionário. O cotilédone e o eixo caulinar-radicular aumentam 

consideravelmente de tamanho, e as células do meristema fundamental em todos os 

órgãos apresentam como característica o acúmulo de substanciais quantidades de 

proteínas e lipídios, que serão utilizados como fonte energética durante a germinação. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 O metabolismo dos carboidratos, aminoácidos e proteínas desempenham 

um importante papel nas diferentes etapas da embriogênese somática; 

 A folha é um órgão denominado fonte que não realiza a estocagem de 

grandes quantidades de carboidratos; 

 Comparativamente, o calo primário tipo 1 retém maior quantidade de 

carboidratos que o calo primário tipo 2 que, devido ao seu crescimento 

desordenado, grandes quantidades  de carboidratos são utilizados na 

promoção desse desenvolvimento;  

 A partir da formação do calo embriogênico até a completa maturação dos 

embriões somáticos, a concentração de carboidratos aumentou 

gradativamente desempenhando importantes funções na formação 

maturação dos embriões somáticos; 

 Embriões somáticos estocam grandes quantidades de carboidratos na 

forma de amido, diferentemente dos embriões zigóticos em que a reserva 

de amido é mínima; 

 Os aminoácidos estão presentes em todas as etapas da embriogênese 

somática e do embrião zigóticos, desempenhando as mais variadas 

funções. 
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