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MICROPROPAGAÇÃO DO CAFEEIRO

LUIZ GONZAGA ESTEVES VIEIRA1 , ADILSON KENJI
KOBAYASHI2

INTRODUÇÃO

O gênero Coffea L. possui cerca de 100 espécies (Cramer, 1957),
sendo que somente duas espécies de café apresentam importância comercial
e são plantadas de maneira extensiva, Coffea arabica L. (arábica) e Coffea
canephora P. ex Fr. (robusta).

Coffea arabica é nativa do nordeste da África, em uma área que
compreende o sudoeste da Etiópia, sudeste do Sudão e norte do Quênia,
sendo atualmente cultivado em regiões tropicais com altitudes acima de
500 metros, representando 70% mercado mundial de café. Esta espécie é a
única tetraplóide (2n = 44) e autógama do gênero. A ausência de efeitos
deletérios causados por autofecundações sucessivas e a baixa porcentagem
de fecundação natural (Carvalho e Mônaco, 1962), fazem com que a forma
predominante de propagação do café arábica seja feita por sementes.

Coffea canephora, como as outras espécies conhecidas do gênero
Coffea, é diplóide (2n=22), apresentando auto-incompatibilidade do tipo
gametofítica. Normalmente é plantado na África e na Ásia, em regiões de
baixa altitude (geralmente abaixo de 850 m) e clima quente. No Brasil, o
café robusta é produzido principalmente nos estados do Espírito Santo e
Rondônia. Considerado como produtor de bebida caracterizada como neutra,
é utilizado na manufatura de café solúvel e na elaboração de misturas. Como
esta espécie é autoincompatível, cada semente resulta em uma planta híbrida.
Se por um lado esta característica possibilita uma ampla base genética para
a seleção de indivíduos superiores, constituí-se em um problema para a
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produção de genótipos superiores em larga escala.
No melhoramento do cafeeiro, ganhos genéticos para produtividade

e outras características de interesse agronômico são incorporadas através
de cruzamentos. Entretanto, durante o processo de obtenção de cultivares
de cafeeiro utilizando as metodologias de melhoramento convencional, um
ciclo de seleção pode levar até quatro anos, considerando da obtenção de
sementes até o florescimento das plantas e, novamente, a obtenção de
sementes. Além disso, para obter dados consistentes, a avaliação de
características relacionadas à produtividade é normalmente realizada em
plantas com 6-8 anos de idade.

Assim, se considerarmos que, a partir do cruzamento inicial, vários
ciclos de seleção são necessários para encontrar genótipos de cafeeiro com
características desejáveis do ponto de vista agronômico, um programa
convencional de melhoramento pode demorar até 30 anos para obter novos
cultivares. Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas para propagação
acelerada de plantas de cafeeiro é fundamental para aumentar a taxa de
multiplicação e possibilitar a rápida difusão de novos cultivares.

MÉTODOS TRADICIONAIS DE PROPAGAÇÃO

Em café, como em quase todos os programas de melhoramento de
espécies perenes, é essencial dispor de técnicas que permitam a obtenção
rápida e em grande escala de genótipos superiores, na maioria das vezes
representados por uma única planta.

A propagação por sementes é naturalmente o método prevalente,
sendo utilizada para a multiplicação de plantas homozigotas ou para a
obtenção de plantas híbridas provenientes de cruzamentos controlados, as
quais podem compor variedades sintéticas.

Por outro lado, a propagação vegetativa do cafeeiro é recomendada
quando é necessário: (1) perpetuar as características agronômicas desejáveis
de uma planta obtida através de cruzamentos intra ou interespecíficos; (2)
obter variedades clonais para a formação de lavouras mais homogêneas e
produtivas, principalmente em espécies alógamas, como C. canephora; e
(3) multiplicar rapidamente plantas superiores ainda em estádio juvenil.

A técnica mais utilizada para a propagação vegetativa do cafeeiro é
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a estaquia. Estacas de ramos ortotrópicos, contendo uma ou várias gemas,
são tratadas com compostos auxínicos e enraizadas em diferentes substratos.
Este método é conhecido há bastante tempo (Vilanova, 1959), sendo utilizado
para a multiplicação de híbridos interespecíficos e, principalmente, de clones
selecionados de C. canephora.

Apesar de ser bastante empregada para a multiplicação de café
robusta, a estaquia é ainda considerada uma técnica ineficiente para obter
rapidamente grande quantidade de material propagativo. Um dos problemas
é a resposta diferencial de cada espécie e de clones aos tratamentos utilizados
para o enraizamento das estacas (Paulino & Paulini, 1985; Bergo, 1997).
Dependendo do estado fisiológico da planta doadora e do período do ano, a
porcentagem de enraizamento das estacas pode variar de 60 a 80%
(Cambrony, 1989). Além disso, o dimorfismo dos ramos vegetativos
(plagiotrópicos e ortotrópicos) limita a quantidade de estacas que podem
ser obtidas de uma planta, fazendo com que a pouca disponibilidade de
material propagativo impeça o rápido lançamento de novos e melhores
clones. Adicionalmente a estes problemas, a utilização desta forma de
multiplicação exige a manutenção de jardins clonais com plantas em boas
condições sanitárias e fisiológicas, o que nem sempre é possível em algumas
condições ambientais.

Em C. arabica, as metodologias utilizadas para a obtenção de
cultivares superiores são as mesmas normalmente empregadas para espécies
autógamas, principalmente mediante seleção de plantas individuais seguido
de hibridização e seleção de progênies. Portanto, a multiplicação de
cultivares tem sido feita mediante sementes, pois é possível obter material
homogêneo em grande quantidade e com baixo custo após algumas gerações
de autofecundação. A propagação vegetativa do café arábica somente é
justificada se houver a disponibilidade de híbridos promissores que
apresentem características agronômicas altamente desejáveis. Entretanto,
como vários trabalhos têm mostrado a possibilidade de utilizar heterose em
C. arabica (Srinivasan & Vishveshwara, 1978; Neto & Ferreira, 1980;
Ameha, 1983; Bertrand et al., 1997; Fontes et al., 1999), tem havido uma
crescente demanda para viabilizar métodos eficientes de propagação
assexuada desta espécie para aproveitar os híbridos F1.

A enxertia é outro método usado para a propagação de genótipos
de café. Apesar de bastante conhecida, esta técnica tem sido utilizada
somente em situações especiais. Na África, há relatos do uso de porta-
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enxertos para aumentar o crescimento de plantas mediante o aproveitamento
do vigoroso sistema radicular de algumas espécies de café (Couturon &
Berthaud, 1979). Tanto no Brasil como na América Central, a enxertia de
C. arabica em C. canephora é usada como alternativa para o controle de
nematóides em regiões com ocorrência desta praga (Costa et al., 1991).

MÉTODOS DE PROPAGAÇÃO IN VITRO

A introdução 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. Técnicas de cultura de
células e tecidos, como a embriogênese somática e a cultura de brotos apicais
e axilares podem ser utilizadas para auxiliar a micropropagação acelerada
de clones superiores para a avaliação, manutenção de híbridos
interespecíficos, aproveitamento da heterose em híbridos intraespecíficos e
para a rápida difusão de novos cultivares aos agricultores.

A micropropagação compreende uma gama de técnicas que
permitem a manipulação de células e tecidos in vitro com o objetivo de
desenvolver e propagar plantas de maneira rápida e eficiente. Para que
possam ser utilizadas amplamente, é necessário que as técnicas de
propagação in vitro produzam plantas que sejam geneticamente e
fenotipicamente uniformes. Adicionalmente, outra grande vantagem da
propagação  é que plantas podem ser produzidas com menor risco de serem
contaminadas por doenças.

Técnicas de cultura de células e tecidos vegetais foram inicialmente
estudadas e estabelecidas para o cafeeiro a partir do trabalho pioneiro de
Staritsky (1970), que descreveu a indução de embriões somáticos e plântulas
oriundas de ramos ortotrópicos de C. canephora. A partir de então, vários
trabalhos foram iniciados para a aplicação desses métodos no melhoramento
do cafeeiro e, mais especificamente, para acelerar a multiplicação vegetativa
desta cultura. As duas principais técnicas de multiplicação in vitro de plantas
de café são a microestaquia e a embriogênese somática.
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Microestacas

Em razão do dimorfismo vegetativo, uma planta de café possui ramos
ortotrópicos e plagiotrópicos. A remoção do meristema apical de ramos
ortotrópicos elimina a dominância apical e estimula o desenvolvimento de
novos ramos ortotrópicos oriundos de gemas dormentes encontradas em
axilas foliares. É possível produzir plantas com ramos ortotrópicos múltiplos
por meio de podas freqüentes e continuadas. Também, novos brotos
ortotrópicos podem ser desenvolvidos a partir de gemas presentes na
superfície superior de ramos ortotrópicos curvados para atingir a posição
horizontal.

Essas gemas axilares de ramos ortotrópicos podem ser utilizadas
como fonte de material para a multiplicação  de clones superiores. Os
trabalhos iniciais para o desenvolvimento desta técnica em cafeeiro foram
feitos por Custers et al. (1980) e Dublin (1980). Subseqüentemente, em
função do potencial de aplicação prática desta técnica, diversos estudos
foram realizados com vários graus de sucesso (Kartha et al., 1981; Nakamura
& Sondhal, 1981; Zok, 1985; Ribeiro & Carneiro, 1989).

Semelhantemente aos protocolos de multiplicação de gemas axilares
utilizados para a maioria de outras espécies perenes, a técnica de
micropropagação em café em meio semi-sólido compreende três fases
distintas. Primeiramente, explantes (gemas axilares) provenientes de ramos
ortotrópicos de plantas cultivadas, preferencialmente em casa-de-vegetação,
são inoculados em meio de cultura contendo reguladores de crescimento.
Em função dos graves problemas de contaminação e oxidação fenólica dos
explantes (Sondhal et al., 1985), esta é uma fase que requer extremo cuidado
para evitar a morte dos explantes, acarretando um grande aumento dos custos
envolvidos em toda a operação. Devem ser empregados protocolos de
descontaminação superficial tão severos quanto possíveis para eliminar
microrganismos, mas delicados o suficiente para evitar a morte dos explantes
em conseqüência da oxidação de compostos fenólicos. Antibióticos e/ou
fungicidas no meio inicial de cultura têm sido utilizados; entretanto, em
função do grande aumento de custo, recomenda-se o emprego destes produtos
somente em casos de multiplicação de materiais raros e de alto valor.

Após 2-3 meses, os brotos originários das gemas axilares estarão
em condições para serem subdivididos e cultivados em novo meio de cultura,
iniciando assim a segunda etapa do processo de propagação - multiplicação
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clonal. O objetivo desta fase é obter o maior número possível de brotos por
explante. Geralmente, microestacas são cultivadas em meio de cultura com
citocininas (geralmente benzilaminopurina, entre 1 e 5 mgL-1). Altos níveis
de citocininas induzem o desenvolvimento de maior número de brotos, mas
reduzem o tamanho dos entrenós e influenciam negativamente a capacidade
de enraizamento das plantas (Berthouly & Etienne, 1999). Geralmente, a
cada noventa dias, as plantas clonais são subdivididas, até um máximo de
dois a três subcultivos, sendo possível obter uma média de até 7,5 brotos
por cada gema axilar no final do terceiro subcultivo (Sondhal et al., 1984).
Para determinados genótipos, com algumas de modificações nos protocolos
básicos de multiplicação é possível obter até nove brotos/explante (Ribeiro
& Carneiro, 1989). Mediante o cultivo de microestacas em meio líquido
empregando o sistema de imersão temporária, Berthouly et al. (1994)
mostrou que é possível aumentar em até seis vezes a taxa de multiplicação
de brotos em comparação ao sistema tradicional de cultura de explantes em
meio semi-sólido. Quando atingirem o estádio de quatro a cinco folhas, as
plântulas estarão suficientemente desenvolvidas para iniciar a terceira fase
do processo – aclimatação e enraizamento, que pode ser realizada
diretamente em estufas ou viveiros, com uma eficiência de até 98% (Etienne
et al., 1997). Primeiramente, os ramos são tratados por 24 h com reguladores
de crescimento (normalmente 100 mgL-1 de ácido indolbutírico) para induzir
a formação de raízes e, em seguida, transferidas para recipientes com
substrato esterilizado. Após três meses em condições de temperatura e
umidade controladas para permitir a aclimatação, as plântulas podem ser
transferidas para saquinhos plásticos, onde permanecem mais quatro meses.
Assim, são necessários sete a oito meses após as fases de cultura  para as
plantas atingirem o desenvolvimento adequado para plantio em campo.

Além da sua simplicidade quando comparado com a propagação
via embriogênese somática, a propagação de plantas de café por
microestaquia reduz a chance do surgimento de plantas com características
diferentes da planta-mãe (variação somaclonal), que é essencial em
metodologias de multiplicação de genótipos superiores. Entretanto, o longo
tempo entre o cultivo inicial das gemas axilares até a aclimatação das plantas
e o baixo rendimento faz com que o custo unitário da muda produzida por
esta técnica seja proibitivo para cultivos comerciais. De acordo com Sondhal
et al. (1999), o custo de mudas de C. arabica obtidas por microestaquia
chega a ser sete vezes superior ao de mudas produzidas por métodos
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tradicionais (sementes em saquinhos plásticos). Em suma, o número de
plantas a serem obtidas no final do processo dependerá do número de gemas
axilares inicialmente cultivadas, das perdas devidas à contaminação e
oxidação fenólica, da taxa de multiplicação em cada subcultura e da
eficiência do protocolo de aclimatação e enraizamento.

Apesar do exemplo do uso desta técnica para a multiplicação de
clones selecionados de Catimor na Costa Rica (CATIE - Promecafé), os
fatores restritivos acima mencionados mostram que a propagação via
microestaquia é recomendada somente para a produção em pequena escala
de materiais para fins de pesquisa ou para a conservação de germoplasma.

Embriogênese somática

Embriogênese somática pode ser definida como o processo de
desenvolvimento de embriões a partir de células somáticas diplóides ou
haplóides sem a fusão de gametas (Schultheis et al., 1990). O embrião
somático é uma estrutura bipolar independente desenvolvida a partir da: (1)
indução e ativação de células totipotentes; (2) formação de células ou grupo
de células embriogênicas; (3) diferenciação bipolar; e (4) desenvolvimento
do embrião segundo os estádios embrionários característicos, maturação e
germinação de maneira similar àquela que ocorre com o embrião zigótico
(Tisserat, 1985).

A embriogênese somática tem sido obtida em um grande número
de famílias e espécies de plantas (Ammirato, 1983), e vem sendo usada
para estudos básicos de fisiologia vegetal e, também, para aplicações mais
práticas, como a micropropagação e transformação de plantas. O primeiro
relato do processo de embriogênese somática em café foi feito por Staritsky
(1970), que descreveu a indução de embriões somáticos usando explantes
de ramos ortotrópicos de C. canephora. Logo a seguir, Sharp et al. (1973)
obtiveram crescimento de calos de C. arabica a partir do cultivo de tecidos
somáticos (pecíolos, folhas e frutos verdes). Em função das maiores
dificuldades técnicas, embriões somáticos originários de explantes foliares
de C. arabica somente foram obtidos por Hermann & Hass, em 1975.

Subseqüentemente, Sondhal & Sharp (1977) mostraram que a
produção de embriões somáticos em explantes foliares de C. arabica cv.
Bourbon segue duas rotas distintas: (1) direta ou embriogênese de baixa
freqüência (LFSE – low frequency somatic embryogenesis), onde um
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pequeno número de embriões surge de calos cicatriciais, na ausência de
proliferação de calos indiferenciados; e (2) indireta ou embriogênese de
alta freqüência (HFSE – high frequency somatic embryogenesis), que
permite grande produção de embriões somáticos mediante a cultura de
explantes primeiramente em meio de proliferação de calos e, em seguida,
em meio de indução de calos embriogênicos friáveis. Em ambos os casos, o
embrião somático segue a mesma seqüência de desenvolvimento do embrião
zigótico, passando pelos estádios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(Nakamura et al., 1992).

Uma característica diferencial entre estes dois padrões de
desenvolvimento embriogênico é a resposta à ação de reguladores de
crescimento. Enquanto a embriogênese direta caracteriza-se pelo cultivo
dos explantes em um único meio de cultura com a adição de apenas uma
citocinina, a embriogênese indireta requer alta relação auxina/citocinina
para a formação de calos não diferenciados em um meio de cultura inicial e
baixa relação para a indução de calos embriogênicos durante culturas
subsequentes.

Embriogênese direta

Embora a maioria dos trabalhos em micropropagação de café por
meio da embriogênese somática utilize a estratégia de embriogênese indireta,
combinando auxinas e citocininas em um sistema bifásico para induzir
primeiramente a calogênese e, em seguida, a embriogênese, este sistema
requer um longo período para obter plantas regeneradas. Em multiplicação
clonal, a existência de uma longa fase para produção de calos indiferenciados
no processo de embriogênese somática é considerada indesejável em virtude
da maior probabilidade de ocorrência de variação somaclonal nas plantas
regeneradas. Apesar de não haver estudos específicos determinando a relação
entre variação somaclonal e o tipo de embriogênese somática, Michaux-
Ferriere & Schwendiman (1992) apontam que, em comparação ao sistema
indireto, o risco de ocorrência de variantes somaclonais no sistema de
embriogênese direta (Figura 1) seria menor em função do tempo
relativamente mais curto em cultura requerido para a formação de embriões.

Os primeiros trabalhos desenvolvidos na tentativa de eliminar ou
diminuir a fase de calo na embriogênese somática de café foram relatados
por Staristky & van Hasselt (1980). Estes autores mostraram que a resposta
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aos reguladores de crescimento utilizados é extremamente dependente da
espécie doadora e da origem dos explantes, mas estabeleceram, como regra
geral, que altas concentrações de citocinina estimulam o desenvolvimento
de embrióides e que as auxinas favorecem a formação de calos. Dublin
(1981) também levantou a possibilidade de que a propagação de café via
embriogênese somática direta pode manter melhor a estabilidade do genótipo
doador.

Figura 1- Embriogênese direta em Coffea canephora. (A) Explante de folhas
jovens completamente expandidas após descontaminação superficial. (B)
Embriões em diferentes estádios de desenvolvimento, após 60 dias de cultivo
em meio com citocinina. (C) Germinação de embriões somáticos. (D)
Plântulas de café derivadas de embriões somáticos, prontas para serem
aclimatadas em casa-de-vegetação.

Hatanaka et al. (1991) estudaram os efeitos de vários reguladores
de crescimento na indução da embriogênese somática direta a partir de folhas
de C. canephora. Foi demonstrado que as auxinas ANA, AIB, AIA e 2,4-D
são altamente inibitórias para a formação de embriões. Por outro lado, na
ausência de auxinas no meio de cultura, todos os tipos de citocinina testados
foram capazes de estimular o desenvolvimento de embriões somáticos, sendo
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que 2-isopenteniladenina, na concentração de 5 mM, foi a mais efetiva.
Nesta via de produção de embriões somáticos, utilizando somente

citocinina como regulador de crescimento, uma pequena proliferação de
calos foi observada nas bordas dos explantes foliares e, após 60-90 dias, já
foi possível notar embriões somáticos originários desses calos
embriogênicos. Como em explantes derivados de folhas maduras esta
formação de calos não ocorreu, é possível que em tecidos de folhas jovens
auxinas endógenas estejam presentes em quantidades suficientes para
permitir a formação dessa pequena massa de calos e a regeneração de
embriões somáticos (Nakamura et al., 1992).

Como pode ser verificado pelos trabalhos acima citados, C.
canephora tem sido utilizada como espécie modelo na grande maioria dos
trabalhos em embriogênese direta. Existe uma grande diferença entre C.
canephora e C. arabica quanto à indução de embriogênese direta em
explantes foliares. Enquanto que para a primeira espécie é relativamente
fácil desencadear a formação de embriões somáticos em meio de cultura
somente com citocininas (Dublin, 1981; Ramos et al., 1990; Hatanaka et
al., 1991; Fuentes et al., 2000), há poucos relatos da obtenção de
embriogênese direta em C. arabica (Yasuda et al., 1985; Calheiros, 1993).
Esta diferença de resposta entre espécies e entre cultivares da mesma espécie,
aliado a baixa freqüência de formação de embriões, indica que este sistema
não apresenta grande potencial para ser utilizado em processos de produção
de propágulos de café em larga escala.

Embriogênese indireta

Apesar do maior tempo necessário entre a inoculação de explantes
e a regeneração de embriões, o sistema de embriogênese indireta (Figura 2)
é preferencialmente utilizado para estudos de multiplicação clonal de
plântulas de café por adequar-se à produção em larga escala de embriões
somáticos.

Este sistema segue uma seqüência de desenvolvimento característica
(Sondhal & Sharp, 1977; Dublin, 1981). Ao contrário da embriogênese
somática direta, a via indireta, requer a utilização de dois meios distintos de
cultivo para a proliferação de calos e  diferenciação de células embriogênicas.
Durante a cultura primária dos explantes, ocorre o desenvolvimento de uma
massa de calos amarelados e de rápido crescimento após 45 dias de cultivo
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em meio contendo auxinas e citocininas. A transferência destes calos para
um segundo meio de cultura com concentrações mais baixas de auxinas
causa paralisação do crescimento e o escurecimento dos calos. Após 2-3
meses, calos secundários desenvolvem-se sobre os calos escuros não-
proliferantes. Estes calos secundários são compostos de dois tipos de calos:
(1) calos amarronzados com células alongadas recobertas com uma camada
membranosa (não-embriogênicos) e (2) calos pró-embriogênicos, de
coloração amarelo-creme, formados de células pequenas (15 a 20 mm de
diâmetro), esféricas e com citoplasma denso (Nakamura et al., 1992).

Figura 2- Embriogênese indireta em Coffea arabica cv. IAPAR 59. (A)
Explante foliar em meio de cultura com alta relação auxina/citocinina. (B)
Calos em meio de indução de células embriogênicas. (C) Embriões somáticos
em desenvolvimento. (D) Plântulas regeneradas em meio semi-sólido sem
reguladores de crescimento.

Em função do alto potencial deste sistema para a multiplicação em
larga escala de plantas de café, inúmeros estudos foram realizados para a
otimização dos protocolos de embriogênese indireta, tanto de C. arabica



Palestras

158

quanto de C. canephora. Diferentes fatores influenciam o processo de
embriogênese somática indireta. Apesar de ser considerada como uma
espécie com excelente resposta aos tratamentos para induzir a embriogênese
somática, a produção de embriões e a regeneração de plantas de café são
fortemente dependentes de fatores genotípicos. Sondhal & Bragin (1991),
encontraram grande variabilidade de resposta para a produção de embriões
entre oito cultivares de C. arabica. Apesar de apresentarem uma melhor
resposta geral para a indução de calos embriogênicos, diferenças entre
genótipos de C. canephora também foram observadas (Berthouly &
Michaux-Ferriere, 1996; Fuentes et al., 2000). Atualmente, em função dos
recentes avanços no conhecimento sobre os fatores envolvidos na
embriogênese somática indireta, é possível obter, ainda que em grau variável,
embriões somáticos na maioria dos genótipos de café (Berthouly & Etienne,
1999). Entretanto, este fator ainda constitui um problema a ser vencido
quando o objetivo é utilizar esta técnica para a multiplicação em escala
comercial de plantas de café.

As condições fisiológicas da planta-mãe e do tecido doador são
importantes para a obtenção de calos embriogênicos (Sondhal et al., 1985;
Calheiros, 1993). Esta influência é claramente evidenciada pela variabilidade
observada na freqüência de indução de calos embriogênicos e na produção
de embriões de explantes foliares obtidos em diferentes épocas do ano. É
recomendável a colheita de material em condições ambientais de baixa
umidade relativa para diminuir o nível de contaminação dos explantes.
Também, maior freqüência de embriogênese em clones de C. canephora
foi obtida com explantes colhidos de plantas de café nos estádios de
florescimento ou início de frutificação (Berthouly & Michaux-Ferriere,
1996).

O tipo e a concentração de reguladores de crescimento no meio de
cultura são determinantes para a indução de diferentes respostas dos
explantes. A presença de auxina no meio de cultura, sozinha ou em
combinação com citocininas, é essencial para fase inicial de calogênese.
Posteriormente, é fundamental reduzir a razão auxina/citocinina, ou até
eliminar a auxina, para induzir a formação de calos embriogênicos e o
desenvolvimento de embriões. A manutenção de níveis elevados de auxinas
no meio de cultura impede o desenvolvimento de células embriogênicas em
embriões globulares.
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Multiplicação em larga escala

O grande potencial da embriogênese indireta para a multiplicação
acelerada de plantas de café foi rapidamente notado desde os primeiros
trabalhos. Os estudos para estabelecer os melhores protocolos para obter
embriogênese somática em freqüências mais altas foram realizados
utilizando meio semi-sólido. Entretanto, a taxa de multiplicação obtida com
o cultivo de explantes em meio semi-sólido mostrou-se muito baixa para o
seu uso na produção de plantas de café em larga escala (Sondhal & Sharp,
1977).

A utilização de culturas líquidas é um pré-requisito para a automação
e redução de custos em sistemas comerciais de propagação . Várias
estratégias têm sido aplicadas para aumentar a taxa de multiplicação, tanto
de sistemas baseados em organogênese como em embriogênese, pelo uso
de biorreatores (Levin et al., 1988; Preil, 1991) ou pela imersão intermitente
dos explantes em meio de cultura (Tisserat & Vandercook, 1985; Alvard et
al., 1993).

Portanto, desde os primeiros trabalhos com café, houveram várias
tentativas, com diferentes graus de sucesso para estabelecer protocolos de
embriogênese somática em meio líquido (Staritsky & van Hasselt, 1980; de
Peña, 1983; Baumann & Neuenschwander, 1990). Entretanto, o potencial
existente para a produção em grande escala de embriões somáticos de
cafeeiro em meio líquido foi descrito por Zamarripa et al. (1991). Com a
renovação semanal do meio de cultura e utilizando baixa densidade de células
embriogênicas, até 460.000 embriões/L de meio foram obtidos em frascos
de Erlenmeyer (250 ml), após sete semanas de cultivo. A demonstração,
também neste trabalho, que esta metodologia poderia ser usada em pequenos
biorreatores de agitação mecânica, possibilitou novos progressos para a
produção de embriões em meio líquido em escala industrial (Noriega &
Sondhal, 1983; Ducos et al. 1993). O mesmo sistema de imersão temporária
usado para a propagação de microestacas de café (Berthouly et al., 1994)
foi adaptado com sucesso para a produção de embriões somáticos,
proporcionando uma alternativa de baixo custo e sem algumas das limitações
inerentes aos biorreatores tradicionais, eliminando as operações de
isolamento e transferência de embriões para diferentes meios de cultura
(Berthouly et al., 1995).

A capacidade de multiplicação de embriões somáticos em meio
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líquido é muito alta, mesmo considerando as possíveis perdas na fase de
germinação dos embriões e no endurecimento das plântulas. Apesar desta
maior eficiência em comparação ao sistema de propagação em meio semi-
sólido, o processo para obter plantas de café utilizando biorreatores
(convencionais ou de imersão temporária) é ainda bastante moroso em função
das características inerentes da cultura de tecidos em espécies perenes como
o café. Considerando que, em média, são necessários seis meses desde a
incubação inicial dos explantes até a obtenção dos calos embriogênicos,
três meses para o estabelecimento de culturas das células embriogênicas
em suspensão, três meses para a multiplicação e maturação dos embriões e
seis meses para a germinação, conversão e crescimento das plântulas em
viveiro, cerca de 18 a 20 meses são precisos para obter mudas prontas para
plantio (Sondhal et al. 1999; Berthouly & Etienne, 1999).

A utilização de meios líquidos e biorreatores permitiram grandes
progressos nas etapas de multiplicação e regeneração dos embriões
somáticos. Entretanto, a maior limitação ainda está nas fases de
endurecimento das plântulas e crescimento final em viveiros. Os custos
envolvidos na manipulação dos embriões somáticos nestas fases são
responsáveis por boa parte do preço final das mudas. O custo de mudas de
café produzidas via embriogênese somática é três vezes superior ao daquelas
obtidas via propagação convencional utilizando sementes em saquinhos
plásticos (Sondhal et al., 1999). Na maioria dos trabalhos anteriormente
mencionados, foi necessário o uso de meio semi-sólido para desenvolver
embriões somáticos em plântulas com condições adequadas para a
transferência para viveiros. Por demandar reagentes relativamente caros
para solidificar o meio de cultura, mais tempo, mão-de-obra e espaço
laboratorial para a germinação e conversão dos embriões em plântulas, esta
fase pode inviabilizar a utilização comercial da técnica em virtude dos altos
custos. Recentemente, Etienne-Barry et al. (1999) demonstraram a
possibilidade de semear embriões germinados, produzidos em biorreatores
de imersão temporária, diretamente em substrato estéril sob condições
controladas de temperatura e umidade relativa em viveiros.
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PRIORIDADES DE PESQUISA E APLICAÇÕES

Apesar dos inúmeros progressos alcançados nos últimos anos, alguns
problemas ainda precisam ser resolvidos antes do uso prático da
micropropagação clonal em café.

Muitos genótipos de espécies do gênero Coffea ainda são de difícil
regeneração em cultura apesar dos grandes avanços obtidos nos protocolos
de indução de células embriogênicas (Berthouly & Etienne, 1999). Portanto,
para a utilização industrial, pesquisas ainda são necessárias para desenvolver
protocolos de embriogênese somática que permitam aumentar a amplitude
de genótipos capazes de produzir embriões somáticos em alta freqüência.

Na maioria das espécies, o desenvolvimento de embriões somáticos
de maneira sincronizada é somente atingido mediante a aplicação de métodos
físicos e químicos específicos. Além de ser importante para estudos
bioquímicos e genéticos, a sincronização da diferenciação de embriões é
essencial para aumentar a eficiência do processo de micropropagação. Em
café, alguns avanços na obtenção de embriões somáticos de maneira mais
uniforme já foram relatados (Berthouly & Etienne, 1999; Fuentes et al.,
2000), mas ainda é grande o desconhecimento dos fatores que controlam o
desenvolvimento de embriões somáticos.

Sendo o valor econômico de uma única planta normalmente baixo,
há necessidade de se dispor de material geneticamente superior e de valor
agronômico alto, como híbridos intra e interespecíficos, para justificar o
maior custo das mudas obtidas via micropropagação (Sondhal et al., 1999).
Além disso, todos os fatores envolvidos nas diversas etapas do processo de
micropropagação devem ser analisados para verificar oportunidades de
redução de custo.

Para a produção comercial de mudas, qualquer método de
propagação clonal deve necessariamente permitir a obtenção de plantas
idênticas ao material original. Em contraste com a técnica de microestaquia,
que garante com uma relativa segurança a recuperação de plantas com
características idênticas à planta-mãe, mais informações ainda são
necessárias para evidenciar que a variação somaclonal em propagação via
embriogênese somática não representa obstáculo para a aceitação desta
tecnologia. Há indicações que a freqüência de variação somaclonal observada
em plantas oriundas de micropropagação via embriogênese somática não
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difere daquela verificada em plantas derivadas de sementes (Sondhal et al.,
1999). Entretanto, é importante estudar os parâmetros de variação específicos
para cada protocolo de micropropagação, pois pequenas mudanças
metodológicas podem causar efeitos dramáticos na qualidade do produto
final.

Para espécies autógamas como C. arabica, considerando a
tecnologia atualmente disponível, a micropropagação via embriogênese
somática somente se justifica se usada na ontenção de materiais uniformes
provenientes de programas de melhoramento que produzam híbridos
interespecíficos, híbridos F1 ou F2 e retrocruzamentos de alto valor comercial.
Para C. canephora, por ser uma espécie de fecundação cruzada, a
embriogênese somática pode contribuir para a multiplicação acelerada de
clones superiores e/ou daqueles que apresentam problemas de multiplicação
pelos métodos convencionais. Finalmente, apesar da variabilidade genotípica
para a resposta aos protocolos de embriogênese somática encontrada em
diversos cultivares de café, principalmente de C. arabica, esta técnica tem
sido fundamental para a obtenção de plantas de café transformadas tanto
via Agrobacterium como também via bombardeamento de partículas.
(Hatanaka et al., 1999; Leroy et al., 2000; Ribas et al., 2001).
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