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Núcleo de Produção Cafeeira 

Regeneração de plantas duplo-haploides a partir de anteras de 
Coffea canephora 
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Rocha3, Eveline Teixeira Caixeta Moura4, Letícia de Faria Silva5 

Resumo 

A tecnologia de duplo-haploidização oferece a possibilidade de desenvolver genótipos 
completamente homozigotos a partir de genitores heterozigotos em uma única geração, 
proporcionando a possibilidade de desenvolver variedades híbridas F1, que poderiam combinar 
as vantagens de benefício total da heterose e homogeneidade, em um sistema de produção de 
baixo custo e relativamente rápido. Um protocolo foi desenvolvido para a regeneração de 
plantas duplo-haploides a partir de anteras de C. canephora cv. Robusta e Conilon foi 
desenvolvido. Para isso, foi realizado o cultivo de anteras em meio de cultura basal com sais e 
vitaminas de Morel e Wetmore, testando combinações fatoriais de duas auxinas, 2,4-D e ANA, 
com três citocininas, BAP, 2iP e Kin. A suplementação de 2,0 mg L-1 BAP + 1,5 mg L-1 2,4-D 
resultou na indução de calos friáveis, seguido por quatro estágios de desenvolvimento do 
embrião-globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar - com 16,4 e 9,6 embriões cotiledonares 
por antera das variedades Robusta e Conilon, respectivamente. Esses embriões criaram raízes e 
foram convertidos em plântulas em um meio sem reguladores de crescimento. A aclimatização 
dessas mudas foi realizada com 100% de sobrevivência das plantas, todas aparentemente 
saudáveis. O uso de marcadores microssatélites identificou homozigosidade cromossômica nas 
plantas, evidenciando que se tratava de plantas duplo-haploides e que houve uma duplicação 
espontânea do número de cromossomos ao longo de todo o processo. 
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Introdução 

As plantas haploides são esporófitas que carregam o número cromossômico gamético 
(n em vez de 2n). Podem ocorrer espontaneamente (em baixa frequência) por embriogênese 
gamética, ou ser induzidas por métodos in vitro, entre os quais a cultura de anteras ou 
micrósporos isolados são os mais eficazes e amplamente utilizados. Quando ocorre a duplicação 
cromossômica natural ou induzida de um haploide, a planta resultante é chamada de duplo-
haploide (DH) (Germanà, 2011). 

A tecnologia duplo-haploide é uma ferramenta valiosa nos programas de melhoramento 
modernos, pois permite a produção de linhagens completamente homozigotas em apenas uma 
geração e pode fornecer acesso a novas formas recombinantes - as anteras de café têm cerca 
de 2.000 a 40.000 micrósporos e cada uma delas pode fornecer uma nova combinação durante 
a meiose (Carneiro, 1999; Würschum et al., 2012). 

Em um programa de melhoramento varietal, a cultura de anteras também pode ser 
usada para identificar e fixar a combinação de genes desejáveis por meio da produção de 
linhagens homozigóticas. Os indivíduos selecionados são então retrocruzados com variedades 
comerciais para introduzir plasticidade para desempenho superior (Söndahl; Loh, 1988; 
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Carneiro, 1999). Além disso, os DHs facilitam a criação de híbridos e, quando aplicados em 
estudos de marcadores, aceleram o desenvolvimento de mapeamento de populações e 
associações marcador/característica (Wedzony et al., 2009). 

Em uma cultura diploide autoincompatível com um longo período juvenil como C. 
canephora, apenas os DH podem permitir o desenvolvimento de linhagens consanguíneas, que 
podem ser usadas como genitores homozigotos na produção de híbridos F1. Este novo tipo de 
variedade poderia combinar várias vantagens: baixo custo, benefício total da heterose e 
homogeneidade (Lashermes et al., 1994). 

A autoincompatibilidade de C. canephora está ligada a um locus do gene “S” com pelo 
menos três alelos, S1, S2 e S3, interagindo em um sistema gametofítico monogênico (Ronchi; 
DaMatta, 2017). Nesse sistema reprodutivo, uma DH pode ter seu ovário fecundado com pólen 
de qualquer planta diploide - S1S2, S2S3 ou S1S3, já que seu genótipo só pode ser S1S1, S2S2 ou 
S3S3. O estabelecimento de um sistema eficiente de cultivo de anteras para a produção de 
plantas DH depende de diversos fatores, tais como estágio de desenvolvimento das anteras, 
composição do meio, tipo e concentração de reguladores de crescimento no meio, entre outros 
(Madan et al., 2019). 

Objetivos 

Considerando as potenciais aplicações de DHs em programas de melhoramento, o 
presente estudo foi realizado para estabelecer um protocolo eficiente para regeneração de 
plantas DH pelo cultivo de anteras de dois genótipos elite de C. canephora, pertencentes às 
variedades Robusta e Conilon. 

Material e métodos 

Plantas de C. canephora cv. Robusta e Conilon foram cultivadas em condições de campo 
no campo experimental da Embrapa Rondônia, em Porto Velho, Rondônia, Brasil. Os botões 
florais foram coletados um dia antes da antese e levados ao Laboratório de Cultura de Tecidos 
Vegetais. 

Os botões foram esterilizados por imersão em etanol 70% por um minuto e em solução 
de hipoclorito de sódio 1,25% (v/v) por 15 minutos, sendo posteriormente enxaguados três 
vezes com água esterilizada. Sob condições assépticas, as anteras foram excisadas e inoculadas 
individualmente em tubos de ensaio com 10,0 mL de meio de cultura basal com sais e vitaminas 
de Morel e Wetmore (1951), 30,0 g L-1 de sacarose, 6,0 g L-1 de ágar e combinações fatoriais de 
duas auxinas: ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e ácido alfa-naftalenoacético (ANA) a 0,0, 
0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg L-1, com três citocininas: 6-Benzilaminopurina (BAP), 6-(gama, gama-
Dimetilalilamino)purina (2iP) e cinetina (Kin) a 0,0, 1,0 e 2,0 mg L-1, resultando em 90 
tratamentos. O pH foi ajustado para 5,8 e o meio autoclavado a 121 °C por 20 minutos. 

Os tratamentos foram arranjados em um delineamento inteiramente casualizado e as 
anteras foram incubadas em uma câmara de crescimento a 26 ± 1 °C sob luz fornecida por tubos 
fluorescentes brancos frios (50 µmolm-2 s-1) 16 horas por dia. Nos 180 dias subsequentes, os 
estágios de desenvolvimento dos embriões gaméticosglobular, cordiforme, torpedo e 
cotiledonar foram registrados. Ao final desse período, foi avaliado o número médio de embriões 
cotiledonares por antera. 

Em seguida, esses embriões foram transferidos individualmente para meio fresco sem 
reguladores de crescimento, onde permaneceram por 60 dias para induzir o enraizamento e 
posterior conversão em plântulas. A aclimatização foi realizada em casa de vegetação, onde as 
mudas foram mantidas por 60 dias em copos plásticos de 400 mL contendo substrato Plantmax®, 
com sombreamento de 50% e irrigação por aspersão (meia hora, quatro vezes ao dia). 
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Resultados e Discussão 

Nenhuma das combinações fatoriais envolvendo Kin, 2iP ou ANA resultou em 
embriogênese, assim como o uso de 2,4-D e BAP isoladamente. No entanto, o uso combinado 
de 2,4-D e BAP induziu a formação abundante de calos e, posteriormente, de embriões. A 
indução de calos friáveis ocorreu em todos os explantes que foram expostos às combinações de 
2,0 mg L-1 BAP e 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg L-1 2,4-D. A indução de calos friáveis foi seguida por 
quatro estágios de desenvolvimento do embrião-globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar 
(Figura 1). A embriogênese também ocorreu nessas combinações, mas foi significativamente 
maior no tratamento com 2,0 mg L-1 BAP + 1,5 mg L-1 2,4-D, que resultou em 16,4 e 9,6 
embriões cotiledonares por anteras das variedades Robusta e Conilon, respectivamente. 

 

 
Figura 1. Calo friável (fc), embriões globulares (gl), cordiformes (cf), torpedo (tp) e cotiledonares 
(cd) de C. canephora 120 dias após a inoculação das anteras. Barra = 2 mm. 

 
Esses estágios de desenvolvimento ocorreram dinamicamente e simultaneamente com 

vários deles. Aos 45 dias após a inoculação todos os explantes encontravam-se no estágio 
globular; aos 90 dias, a maioria deles estava nos estágios globular e cordiforme; no 135º dia, 
prevaleceu a fase de torpedo; e no 180º dia, quase 80% dos explantes estavam na fase 
cotiledonar (Figura 2). 

Os embriões cotiledonares foram enraizados e convertidos em plântulas em um meio 
sem reguladores de crescimento. A aclimatização dessas plântulas foi realizada com 100% de 
sobrevivência de plantas aparentemente saudáveis (Figura 3). 

O uso de marcadores microssatélites identificou homologia cromossômica nas plantas 
aclimatizadas, evidenciando que se tratava de plantas DH e que houve uma duplicação 
espontânea do número de cromossomos ao longo de todo o processo. 

Até o momento, a regeneração de plantas DH de café com o uso de cultura de anteras 
só havia sido obtida em C. arabica. A primeira tentativa foi feita por Sharp et al. (1973), que 
usaram níveis relativamente altos de 2,4-D (4,0 e 8,0 mg L-1) para induzir calos com número 
haploide ou duplo-haploide de cromossomos. No entanto, as tentativas de iniciar clones duplo-
haploides não tiveram sucesso, pois apenas 1 em 100 culturas formou um clone de crescimento 
rápido. 

Ascanio e Arcia (1994) utilizaram 2,0 mg L-1 AIB (ácido indol-3-butírico) + 8,0 mg L-1 BAP 
para induzir calos embriogênicos; 0,5 mg L-1 AIA (ácido indol-3-acético) + 1,0 mg L-1 2iP para 
induzir embriões; e 3,0 mg L-1 de BAP para regenerar plantas haploides, que tiveram seu número 
cromossômico duplicado com colchicina. A indução de DH em C. arabica foi posteriormente 
relatada por Carneiro (1999), via cultura de anteras ou micrósporos isolados em meio líquido e 
agarificado. 
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Figura 2. Percentuais médios de embriões de C. canephora em cada estágio de desenvolvimento, 
durante 180 dias de cultivo após a inoculação das anteras. 

 

 
Figura 3. Aspecto geral de plantas DH aclimatizadas de C. canephora Robusta (à esquerda) e 
Conilon (à direita).  

 
O desenvolvimento espontâneo de embriões haploides em C. canephora foi relatado 

pela primeira vez por Dublin e Parvais (1975), com remoção de embriões haploides de sementes 
poliembriônicas. Couturon (1982) descreveu um método de enxerto desses embriões haploides 
em plantas diploides jovens para regenerar plantas haploides. De acordo com Lashermes et al. 
(1994), o número de cromossomos dessas plantas pode ser dobrado pelo tratamento com 
colchicina para produzir plantas DH. 

Desde então, as plantas DH de C. canephora foram avaliadas em relação à capacidade 
de combinação e consequentes aplicações no melhoramento de C. canephora (Lashermes et al., 
1994), utilizadas para elucidar o controle genético da autoincompatibilidade em genótipos de 
alelo S (Lashermes et al, 1996), para a construção de um mapa de ligação molecular (Paillard et 
al., 1996), e para acessar a regulação do metabolismo da cafeína (Perrois et al., 2015). No 
entanto, o uso desses embriões haploides espontâneos para regenerar plantas DH é trabalhoso 
e demorado, pois a ocorrência de poliembrionia é um evento raro e nem todas as sementes 
poliembriônicas originam plantas DH. 
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Lashermes et al. (1994) avaliaram mais de um milhão de sementes, das quais 6.555 eram 
poliembriônicas e deram origem a apenas 446 plantas DH. Por outro lado, no presente estudo 
foi evidenciado que a partir de uma única antera é possível regenerar em média 16,4 e 9,6 
plantas DH das cultivares Robusta e Conilon, respectivamente. 

A androgênese é uma técnica extremamente útil para a produção de haploides 
duplicados em lavouras cultivadas (El-Hennawy et al., 2011), principalmente devido ao enorme 
número de micrósporos potencialmente indutíveis nas anteras de uma única flor, o que torna a 
cultura de anteras uma poderosa ferramenta para acelerar o lançamento de novas variedades 
híbridas de forma mais barata e sustentável (Asadi et al., 2018). 

No presente trabalho, os efeitos de noventa combinações de reguladores de 
crescimento foram testados em relação à indução de calo e posterior formação de embriões, 
com resposta positiva para ambos os aspectos apenas nas combinações da auxina 2,4-D e da 
citocinina BAP. Esses reguladores de crescimento são os mais amplamente usados na 
androgênese (Esteves et al., 2014). 

O pré-requisito mais importante para uma androgênese eficaz é a homeostase de 
reguladores de crescimento específicos, com o equilíbrio entre hormônios endógenos e 
reguladores de crescimento sendo essencial para a indução de calos, formação de embriões, 
desenvolvimento e regeneração de plantas. O alto nível hormonal endógeno juntamente com 
reguladores exógenos suplementados ao meio de cultura suprimem a regeneração da planta, 
enquanto a remoção de todos os reguladores exógenos do meio de indução pode bloquear 
completamente a formação de embriões (Zur et al., 2015). 

O uso de 2,4-D e BA, em combinação ou não, para induzir calogênese e embriogênese 
em anteras tem sido amplamente relatado: Cicer arietinum (Abdollahi; Rashidi, 2018), Cucurbita 
maxima e C. moschata (Kurtar et al., 2016), Primula forbesii (Jia et al., 2014), Eustoma 
grandiflorum (Xuhong et al., 2014), Oryza sativa (Rahman et al., 2021), Manihot esculenta 
(Dissanayake et al., 2020), Vasoncellea pubescens (Chong-Pérez et al., 2018), Curcuma attenuata 
(Kou et al., 2013). 

Todo o processo de obtenção das plantas DH, a partir de anteras de C. canephora, levou 
300 dias e envolveu a indução de calos friáveis, seguidos da formação de embriões globulares, 
cordiformes, torpedos e cotiledonares, que foram enraizados e convertidos em plântulas e, após 
aclimatação, em plantas DH. Esses estágios são os mesmos que ocorrem naturalmente na 
embriogênese zigótica (Armenta-Medina et al., 2021) e também são observados na 
embriogênese somática (Santos; Silva, 2020). 

O desenvolvimento do embrião zigótico de C. canephora, da antese à maturação do 
fruto, leva de 216 a 315 dias (Ronchi; DaMatta, 2017), em comparação ao desenvolvimento do 
embrião gamético avaliado na presente pesquisa, que levou 180 dias desde a inoculação de 
anteras até a formação de embriões cotiledonares. Teoricamente, os micrósporos contêm 
apenas metade do número de cromossomos dos tecidos somáticos e, portanto, as plântulas 
derivadas de um micrósporo são consideradas haploides. 

No entanto, em alguns casos, os haploides regenerados podem dobrar 
espontaneamente seu número de cromossomos durante os estágios iniciais da embriogênese, 
o que é chamado de "duplicação espontânea do genoma haploide (SHGD)", dando origem a DHs, 
triploides, tetraploides ou, até mesmo, a níveis de ploidia ainda mais elevados. Este fenômeno 
é uma tendência inerente a muitas espécies vegetais e há muito tempo é considerado uma 
ferramenta importante para os melhoristas, reduzindo o tempo e o custo da produção de DH 
(Ahmadi; Ebrahimzadeh, 2020). 

Endomitose e fusão nuclear são as principais causas da duplicação espontânea. Durante 
a mitose, geralmente ocorre a multiplicação dos cromossomos e a separação das células. Em 
vez disso, na endomitose, a multiplicação ocorre, mas a célula não consegue se dividir e um 
núcleo com dois conjuntos de cromossomos restaurados. Durante a fusão nuclear, dois ou mais 
núcleos sincronizados se dividem e desenvolvem um fuso comum (Hooghvorst; Nogués, 2021). 
Se a duplicação espontânea não ocorrer, o uso de agentes antimitóticos é obrigatório. Eles 
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interrompem o ciclo celular da planta, inibindo a metáfase, quando dímeros de tubulina estão 
formando o fuso, o que é essencial para a migração polar dos cromossomos. 

Se separações de cromossomos são interferidas por agentes antimitóticos, a célula fica 
com um complemento cromossômico haploide dobrado (Hooghvorst et al., 2020). 
Alternativamente, alguns embriões podem vir da proliferação de tecidos da parede da antera 
(células somáticas), dando origem a plantas diploides (Asadi et al., 2018).  

No presente trabalho, com a utilização de marcadores microssatélites, foi possível 
mensurar a homozigosidade de locos maternos heterozigotos, identificando-se homozigosidade 
cromossômica nas plantas, evidenciando que se tratava de plantas DH e também que houve 
uma duplicação espontânea do número de cromossomos ao longo do processo de propagação. 
Em geral, a duplicação ocorre durante as primeiras divisões do micrósporo embriogênico e por 
meio de um mecanismo de fusão nuclear (Germanà, 2011), tornando desnecessária a aplicação 
de antimitóticos. 

Conclusões 

A regeneração in vitro de plantas DH a partir de anteras de C. canephora cvs. Robusta e 
Conilon pode ser obtida utilizando uma combinação de reguladores de crescimento no meio de 
cultura. Durante o processo de regeneração da planta, a duplicação dos cromossomos ocorre 
espontaneamente, produzindo indivíduos DH. O processo envolve a indução de calos friáveis, 
formação de embriões globulares, cordiformes, torpedos e cotiledonares, conversão em 
plântulas e plantas DH. O estabelecimento de um protocolo para produção de plantas DH em C. 
canephora cria novas alternativas para o melhoramento genético. 
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