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INTRODUCAO

O género Coffea L. possui cerca de 100 espécies (Cramer, 1957),
sendo que somente duas espécies de caf é apresentam importanciacomercial
e sdo plantadas de maneira extensiva, Coffea arabica L. (arabica) e Coffea
canephora P. ex Fr. (robusta).

Coffea arabica é nativa do nordeste da Africa, em uma érea que
compreende o sudoeste da Etidpia, sudeste do Sudao e norte do Quénia,
sendo atualmente cultivado em regides tropicais com altitudes acima de
500 metros, representando 70% mercado mundial de café. Estaespécieéa
Unica tetraplGide (2n = 44) e autdgama do género. A auséncia de efeitos
del etérios causados por autof ecundactes sucessivas e a baixa porcentagem
de fecundacéo natural (Carvalho e Ménaco, 1962), fazem com que aforma
predominante de propagacao do café arébica sgjafeita por sementes.

Coffea canephora, como as outras espécies conhecidas do género
Coffea, é dipl6ide (2n=22), apresentando auto-incompatibilidade do tipo
gametofitica. Normalmente é plantado na Africa e na Asia, em regides de
baixa altitude (geramente abaixo de 850 m) e clima quente. No Brasil, 0
café robusta é produzido principa mente nos estados do Espirito Santo e
Rondénia. Considerado como produtor de bebida caracterizadacomo neutra,
é utilizado namanufaturade caf é solivel e naelaboracéo de misturas. Como
estaespéci e é autoincompativel, cada semente resultaem umaplanta hibrida.
Se por um lado esta caracteristica possi bilita uma amplabase genética para
a selecdo de individuos superiores, constitui-se em um problema para a
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producéo de gendtipos superiores em larga escala.

No melhoramento do cafeeiro, ganhos genéticos paraprodutividade
€ outras caracteristicas de interesse agrondmico sdo incorporadas através
de cruzamentos. Entretanto, durante o processo de obtenc&o de cultivares
de cafeeiro utilizando as metodol ogias de mel horamento convencional, um
ciclo de selegdo pode levar até quatro anos, considerando da obtencéo de
sementes até o florescimento das plantas e, novamente, a obtencéo de
sementes. Além disso, para obter dados consistentes, a avaliagéo de
caracteristicas relacionadas a produtividade € normalmente realizada em
plantas com 6-8 anos de idade.

Assim, seconsiderarmos que, apartir do cruzamentoinicial, varios
ciclos de selecéo sdo necessarios paraencontrar gendtipos de cafeeiro com
caracteristicas desgjaveis do ponto de vista agrondmico, um programa
convencional de melhoramento pode demorar até 30 anos para obter novos
cultivares. Dessa forma, 0 desenvolvimento de técnicas para propagagéo
acelerada de plantas de cafeeiro é fundamental para aumentar a taxa de
multiplicacdo e possibilitar argpida difusdo de novos cultivares.

METODOS TRADICIONAIS DE PROPAGACAO

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

A propagacdo por sementes é naturalmente 0 método prevalente,
sendo utilizada para a multiplicagdo de plantas homozigotas ou para a
obtencdo de plantas hibridas provenientes de cruzamentos controlados, as
guais podem compor variedades sintéticas.

Por outro lado, a propagacéo vegetativado cafeeiro é recomendada
guando é necessario: (1) perpetuar as caracteristicas agrondmicas desgjavels
de uma planta obtida através de cruzamentos intra ou interespecificos; (2)
obter variedades clonais para a formag&o de lavouras mais homogéneas e
produtivas, principalmente em espécies aldgamas, como C. canephora; e
(3) multiplicar rapidamente plantas superiores ainda em estadio juvenil.

A técnicamais utilizada paraapropagacao vegetativado cafeeiro €
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aestaquia. Estacas de ramos ortotropicos, contendo uma ou varias gemas,
sS40 tratadas com compostos auxinicos e enraizadas em dif erentes substratos.
Este método é conhecido habastantetempo (Vilanova, 1959), sendo utilizado
paraamultiplicagdo de hibridosinterespecificos e, principalmente, de clones
selecionados de C. canephora.

Apesar de ser bastante empregada para a multiplicagdo de café
robusta, a estaquia € ainda considerada uma técnica ineficiente para obter
rapi damente grande quantidade de material propagativo. Um dos problemas
éarespostadiferencial de cadaespécie e de clonesaostratamentos utilizados
para o enraizamento das estacas (Paulino & Paulini, 1985; Bergo, 1997).
Dependendo do estado fisiol 6gico da planta doadora e do periodo do ano, a
porcentagem de enraizamento das estacas pode variar de 60 a 80%
(Cambrony, 1989). Além disso, o dimorfismo dos ramos vegetativos
(plagiotrépicos e ortotrépicos) limita a quantidade de estacas que podem
ser obtidas de uma planta, fazendo com que a pouca disponibilidade de
material propagativo impeca o rapido lancamento de novos e melhores
clones. Adicionalmente a estes problemas, a utilizacdo desta forma de
multiplicacdo exige a manutencéo de jardins clonais com plantas em boas
condi¢des sanitérias efisiol 6gicas, 0 que nem sempre € possivel em algumas
condicbes ambientais.

Em C. arabica, as metodologias utilizadas para a obtencdo de
cultivares superiores s0 as mesmas normal mente empregadas para espécies
autégamas, principal mente mediante sel eco de plantasindividuai s seguido
de hibridizacéo e selec@o de progénies. Portanto, a multiplicacéo de
cultivares tem sido feita mediante sementes, pois € possivel obter material
homogéneo em grande quanti dade e com baixo custo apéds a gumas geracoes
de autofecundacdo. A propagacdo vegetativa do café arabica somente é
justificada se houver a disponibilidade de hibridos promissores que
apresentem caracteristicas agronémicas atamente desgjaveis. Entretanto,
como variostrabal hostém mostrado a possibilidade de utilizar heteroseem
C. arabica (Srinivasan & Vishveshwara, 1978; Neto & Ferreira, 1980;
Ameha, 1983; Bertrand et al., 1997; Fontes et ., 1999), tem havido uma
crescente demanda para viabilizar métodos eficientes de propagacéo
assexuada desta espécie para aproveitar os hibridos F,.

A enxertia é outro método usado para a propagacao de gendtipos
de café. Apesar de bastante conhecida, esta técnica tem sido utilizada
somente em situacdes especiais. Na Africa, ha relatos do uso de porta-
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enxertos paraaumentar o crescimento de plantas mediante o aproveitamento
do vigoroso sistema radicular de algumas espécies de café (Couturon &
Berthaud, 1979). Tanto no Brasil como naAmérica Central, a enxertia de
C. arabicaem C. canephora é usada como alternativa para o controle de
nematGides em regibes com ocorréncia desta praga (Costa et al., 1991).

METODOS DE PROPAGAGCAO IN VITRO

A introduc&o de métodos biotecnol 6gicos paraauxiliar osprogramas
de melhoramento genético tem se mostrado bastante Util, principalmente
em culturas perenes, como é o caso do cafeeiro. Técnicas de cultura de
célulasetecidos, como aembriogénese sométicaeaculturade brotos apicais
e axilares podem ser utilizadas para auxiliar a micropropagagéo acel erada
de clones superiores para a avaliagdo, manutencdo de hibridos
interespecificos, aproveitamento da heterose em hibridosintraespecificose
para arapida difusdo de novos cultivares aos agricultores.

A micropropagagdo compreende uma gama de técnicas que
permitem a manipulagdo de células e tecidos in vitro com o objetivo de
desenvolver e propagar plantas de maneira répida e eficiente. Para que
possam ser utilizadas amplamente, é necessario que as técnicas de
propagagéo in vitro produzam plantas que sejam geneticamente e
fenotipicamente uniformes. Adicionalmente, outra grande vantagem da
propagacdo € que plantas podem ser produzidas com menor risco de serem
contaminadas por doengas.

Técnicasde culturade células etecidos vegetaisforam inicialmente
estudadas e estabelecidas para o cafeeiro a partir do trabalho pioneiro de
Staritsky (1970), que descreveu aindugao de embriBes sométicos e plantulas
oriundas de ramos ortotrépicos de C. canephora. A partir de entdo, varios
trabalhosforam iniciados paraaaplicacdo desses métodos no melhoramento
do cafeeiro e, mais especificamente, paraacel erar amultiplicagdo vegetativa
destacultura. Asduas principaistécnicasde multiplicagdoin vitro de plantas
de café sio a microestaguia e a embriogénese somatica.
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Microestacas

Em razao do dimorfismo vegetativo, umaplantade café possui ramos
ortotropicos e plagiotropicos. A remocdo do meristema apical de ramos
ortotrépicos eliminaa dominancia apical e estimula o desenvolvimento de
Novos ramos ortotropicos oriundos de gemas dormentes encontradas em
axilasfoliares. E possivel produzir plantas com ramos ortotropicos mdltiplos
por meio de podas freglentes e continuadas. Também, novos brotos
ortotrépicos podem ser desenvolvidos a partir de gemas presentes na
superficie superior de ramos ortotropicos curvados para atingir a posi¢cao
horizontal.

Essas gemas axilares de ramos ortotrépicos podem ser utilizadas
como fonte de material para a multiplicagdo de clones superiores. Os
trabalhos iniciais para o desenvolvimento desta técnicaem cafeeiro foram
feitos por Custers et al. (1980) e Dublin (1980). Subsegiientemente, em
funcéo do potencia de aplicagdo prética desta técnica, diversos estudos
foram realizados com variosgraus de sucesso (Karthaet d ., 1981; Nakamura
& Sondhal, 1981; Zok, 1985; Ribeiro & Carneiro, 1989).

Semel hantemente aos protocol os de multiplicago de gemas axilares
utilizados para a maioria de outras espécies perenes, a técnica de
micropropagacdo em café em meio semi-solido compreende trés fases
distintas. Primeiramente, explantes (gemas axilares) provenientes de ramos
ortotropicos de plantas cultivadas, preferencia mente em casa-de-vegetacao,
sd0 inoculados em meio de cultura contendo reguladores de crescimento.
Em funcg&o dos graves problemas de contaminac&o e oxidacdo fendlicados
explantes(Sondhal et a., 1985), estaé umafase querequer extremo cuidado
paraevitar amorte dos explantes, acarretando um grande aumento dos custos
envolvidos em toda a operagdo. Devem ser empregados protocolos de
descontaminacdo superficial tdo severos quanto possiveis para eliminar
microrganismos, mas delicados o suficiente paraevitar amorte dos explantes
em consequéncia da oxidagdo de compostos fendlicos. Antibidticos e/ou
fungicidas no meio inicial de cultura tém sido utilizados; entretanto, em
funcgéo do grande aumento de custo, recomenda-se 0 emprego destes produtos
somente em casos de multiplicaco de materiais raros e de ato valor.

Apobs 2-3 meses, 0s brotos originarios das gemas axilares estaréo
em condigdes para serem subdivididos e cultivados em novo meio de cultura,
iniciando assim asegunda etapa do processo de propagacao - multiplicacdo
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clonal. O objetivo destafase é obter o maior nimero possivel de brotos por
explante. Geralmente, microestacas sdo cultivadas em meio de culturacom
citocininas (geralmente benzilaminopurina, entre 1 e 5 mgL ). Altosniveis
de citocininasinduzem o desenvol vimento de maior nimero de brotos, mas
reduzem o tamanho dos entrends e influenciam negativamente a capaci dade
de enraizamento das plantas (Berthouly & Etienne, 1999). Geramente, a
cada noventa dias, as plantas clonais sdo subdivididas, até um maximo de
dois a trés subcultivos, sendo possivel obter uma média de até 7,5 brotos
por cadagemaaxilar no final do terceiro subcultivo (Sondhal et al., 1984).
Para determinados gendtipos, com algumas de modificagdes nos protocol os
bési cos de multiplicagdo € possivel obter até nove brotos/explante (Ribeiro
& Carneiro, 1989). Mediante o cultivo de microestacas em meio liquido
empregando o sistema de imersdo temporaria, Berthouly et al. (1994)
mostrou que é possivel aumentar em até seis vezes a taxa de multiplicagdo
de brotos em comparacdo ao sistematradicional de culturade explantesem
meio semi-solido. Quando atingirem o estadio de quatro a cinco folhas, as
plantul as estardo suficientemente desenvolvidas parainiciar aterceirafase
do processo — aclimatagdo e enraizamento, que pode ser realizada
diretamente em estufas ou viveiros, com umaeficiénciade até 98% (Etienne
etal., 1997). Primeiramente, osramos séo tratados por 24 h com reguladores
de crescimento (normalmente 100 mgL *de &cidoindol butirico) parainduzir
a formacéo de raizes e, em seguida, transferidas para recipientes com
substrato esterilizado. Ap0s trés meses em condigdes de temperatura e
umidade controladas para permitir a aclimatacéo, as pléantulas podem ser
transferidas parasaguinhos plésticos, onde permanecem mais quatro meses.
Assim, s80 necessarios sete a 0ito meses apds as fases de cultura para as
plantas atingirem o desenvolvimento adequado para plantio em campo.
Além da sua simplicidade quando comparado com a propagagéo
via embriogénese somética, a propagacdo de plantas de café por
mi croestaquiareduz achance do surgimento de plantas com caracteristicas
diferentes da planta-mé&e (variagdo somaclonal), que € essencial em
metodol ogias de multiplicacdo de gendtipos superiores. Entretanto, o longo
tempo entre o cultivoinicia dasgemasaxilaresaté aaclimatagéo das plantas
e 0 baixo rendimento faz com que o custo unitério da muda produzida por
estatécnicasgaproibitivo paracultivoscomerciais. De acordo com Sondhal
et a. (1999), o custo de mudas de C. arabica obtidas por microestaguia
chega a ser sete vezes superior a0 de mudas produzidas por métodos
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tradicionais (sementes em saquinhos plasticos). Em suma, o nimero de
plantas aserem obtidas no final do processo dependerado nimero de gemas
axilares inicialmente cultivadas, das perdas devidas a contaminagéo e
oxidac&o fendlica, da taxa de multiplicagdo em cada subcultura e da
eficiénciado protocol o de aclimatacéo e enraizamento.

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

Embriogénese somética

Embriogénese somética pode ser definida como o processo de
desenvolvimento de embrides a partir de células somaticas diplides ou
hapl6ides sem a fusdo de gametas (Schultheis et al., 1990). O embrido
somético é umaestruturabipolar independente desenvolvidaapartir da: (1)
inducdo e ativagao de célul astoti potentes; (2) formagao de célulasou grupo
de células embriogénicas; (3) diferenciacéo bipolar; e (4) desenvolvimento
do embrido segundo os estadios embrionérios caracteristicos, maturacdo e
germinacdo de maneira similar aguela que ocorre com o embrido zigético
(Tisserat, 1985).

A embriogénese somética tem sido obtida em um grande nimero
de familias e espécies de plantas (Ammirato, 1983), e vem sendo usada
para estudos basi cos de fisiologia vegetal e, também, para aplicacdes mais
préticas, como a micropropagacao e transformagao de plantas. O primeiro
relato do processo de embriogénese sométicaem caféfoi feito por Staritsky
(1970), que descreveu aindugdo de embrides sométicos usando explantes
de ramos ortotrépicos de C. canephora. Logo a seguir, Sharp et al. (1973)
obtiveram crescimento de calos de C. arabica apartir do cultivo detecidos
somaticos (peciolos, folhas e frutos verdes). Em fun¢do das maiores
dificul dades técnicas, embrides somaticos originarios de explantesfoliares
de C. arabica somente foram obtidos por Hermann & Hass, em 1975.

Subseguientemente, Sondhal & Sharp (1977) mostraram gue a
producdo de embrides somaticos em explantes foliares de C. arabica cv.
Bourbon segue duas rotas distintas: (1) direta ou embriogénese de baixa
frequéncia (LFSE — low frequency somatic embryogenesis), onde um
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pequeno nimero de embrides surge de calos cicatriciais, na auséncia de
proliferacgo de calos indiferenciados; e (2) indireta ou embriogénese de
alta frequéncia (HFSE — high frequency somatic embryogenesis), que
permite grande producéo de embrides somaticos mediante a cultura de
explantes primeiramente em meio de proliferacdo de calos e, em seguida,
em meio deinducdo de cal os embriogénicosfriaveis. Em ambos os casos, 0
embri&o sométi co segue amesma sequiénciade desenvol vimento do embrido
zigético, passando pel os estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(Nakamuraet a., 1992).

Uma caracteristica diferencial entre estes dois padrdes de
desenvolvimento embriogénico é a resposta a agdo de reguladores de
crescimento. Enquanto a embriogénese direta caracteriza-se pelo cultivo
dos explantes em um anico meio de cultura com a adi¢do de apenas uma
citocinina, a embriogénese indireta requer alta relacdo auxinal/citocinina
paraaformagco de calos ndo diferenciadosem um meio de culturainicia e
baixa relacdo para a inducdo de calos embriogénicos durante culturas
subsequentes.

Embriogénese direta

Embora a maioria dos trabal hos em micropropagacdo de café por
meio daembriogénese somética utilize aestratégiade embriogéneseindireta,
combinando auxinas e citocininas em um sistema bifasico para induzir
primeiramente a calogénese e, em seguida, a embriogénese, este sistema
requer um longo periodo paraobter plantas regeneradas. Em multiplicagdo
clonal, aexisténciade umalongafase paraproducéo de cal osindiferenciados
no processo de embriogénese somética é consideradaindesejével em virtude
damaior probabilidade de ocorréncia de variagdo somaclonal nas plantas
regeneradas. Apesar de ndo haver estudos especificos determinando arelagéo
entre variagdo somaclonal e o tipo de embriogénese somatica, Michaux-
Ferriere & Schwendiman (1992) apontam que, em comparacdo ao sistema
indireto, o risco de ocorréncia de variantes somaclonais no sistema de
embriogénese direta (Figura 1) seria menor em funcdo do tempo
rel ativamente mai s curto em culturarequerido paraaformacéo de embrides.

Os primeiros trabal hos desenvolvidos na tentativa de eliminar ou
diminuir afase de calo na embriogénese somética de café foram relatados
por Staristky & van Hasselt (1980). Estes autores mostraram que aresposta
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aos reguladores de crescimento utilizados é extremamente dependente da
espécie doadora e da origem dos explantes, mas estabel eceram, como regra
geral, que altas concentragBes de citocinina estimulam o desenvolvimento
de embridides e que as auxinas favorecem a formag&o de calos. Dublin
(1981) também levantou a possibilidade de que a propagacéo de café via
embriogénese somédticadiretapode manter melhor aestabilidade do gendtipo
doador.

Figura 1- Embriogénese diretaem Coffea canephora. (A) Explante defolhas
jovens completamente expandidas apds descontaminacdo superficial. (B)
Embrides em diferentes estadi os de desenvol vimento, apds 60 dias de cultivo
em meio com citocinina. (C) Germinacdo de embrides sométicos. (D)
Plantulas de café derivadas de embriBes sométicos, prontas para serem
aclimatadas em casa-de-vegetaco.

Hatanaka et al. (1991) estudaram os efeitos de varios reguladores
de crescimento nainducao daembriogénese sométicadiretaapartir defolhas
de C. canephora. Foi demonstrado que asauxinasANA, AIB, AlA e2,4-D
sdo altamente inibitorias para a formacdo de embrides. Por outro lado, na
ausénciade auxinas no meio de cultura, todos ostipos de citocininatestados
foram capazes de estimular o desenvol vimento de embrides sométicos, sendo
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gue 2-isopenteniladenina, na concentragdo de 5 mM, foi amais efetiva.

Nesta via de producdo de embrides sométicos, utilizando somente
citocinina como regulador de crescimento, uma pequena proliferagdo de
calosfoi observada nas bordas dos explantesfoliares e, apds 60-90 dias, ja
foi possivel notar embriGes somaticos originarios desses calos
embriogénicos. Como em explantes derivados de folhas maduras esta
formacao de calos ndo ocorreu, € possivel que em tecidos de folhas jovens
auxinas enddgenas estejam presentes em quantidades suficientes para
permitir a formac8o dessa peguena massa de calos e a regeneracdo de
embriBes somaticos (Nakamura et al., 1992).

Como pode ser verificado pelos trabalhos acima citados, C.
canephora tem sido utilizada como espécie modelo na grande maioriados
trabalhos em embriogénese direta. Existe uma grande diferenca entre C.
canephora e C. arabica quanto a inducdo de embriogénese direta em
explantes foliares. Enquanto que para a primeira espécie é relativamente
fécil desencadear a formacdo de embriBes sométicos em meio de cultura
somente com citocininas (Dublin, 1981; Ramos et al., 1990; Hatanaka et
al., 1991; Fuentes et al., 2000), ha poucos relatos da obtencdo de
embriogénese diretaem C. arabica (Yasudaet a., 1985; Calheiros, 1993).
Estadiferencade respostaentre espécies e entre cultivares damesmaespécie,
aiado abaixafreguénciade formacdo de embrides, indicaque este sistema
nado apresentagrande potencial paraser utilizado em processos de producéo
de propagul os de café em larga escala.

Embriogéneseindireta

Apesar do maior tempo necessario entre ainoculagdo de explantes
earegeneracdo de embrides, 0 sistemade embriogéneseindireta(Figura2)
é preferencialmente utilizado para estudos de multiplicacdo clonal de
plantulas de café por adequar-se a producdo em larga escala de embrides
sométicos.

Este sistema segue uma sequiénciade desenvol vimento caracteristica
(Sondhal & Sharp, 1977; Dublin, 1981). Ao contr&rio da embriogénese
sométicadireta, aviaindireta, requer autilizaco de dois meios distintos de
cultivo paraaproliferacéo decaose diferenciacao de célulasembriogénicas.
Durante a cultura primariados explantes, ocorre o desenvolvimento deuma
massa de cal os amarel ados e de rgpido crescimento apos 45 dias de cultivo
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em meio contendo auxinas e citocininas. A transferéncia destes calos para
um segundo meio de cultura com concentractes mais baixas de auxinas
causa paralisagdo do crescimento e o escurecimento dos calos. Apds 2-3
meses, calos secundarios desenvolvem-se sobre os calos escuros nao-
proliferantes. Estes cal os secundarios séo compostos de doistipos de calos:
(2) calosamarronzados com cél ul as al ongadas recobertas com umacamada
membranosa (ndo-embriogénicos) e (2) calos pro-embriogénicos, de
coloracéo amarelo-creme, formados de céulas pequenas (15 a 20 mm de
diémetro), esféricas e com citoplasmadenso (Nakamura et a., 1992).

e ~ Y-

Figura 2- Embriogénese indireta em Coffea arabica cv. IAPAR 59. (A)
Explante foliar em meio de culturacom altarelacdo auxina/citocinina. (B)
Caosem meio deinducéo de células embriogénicas. (C) EmbriGes sométicos
em desenvolvimento. (D) Plantulas regeneradas em meio semi-solido sem
reguladores de crescimento.

Em func&o do alto potencial deste sistema paraa multiplicacdo em
larga escala de plantas de café, inUmeros estudos foram realizados para a
otimizacao dos protocol os de embriogénese indireta, tanto de C. arabica
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guanto de C. canephora. Diferentes fatores influenciam o processo de
embriogénese somética indireta. Apesar de ser considerada como uma
espécie com excel ente resposta aos tratamentos parainduzir aembriogénese
somética, a producdo de embrides e a regeneracdo de plantas de café séo
fortemente dependentes de fatores genotipicos. Sondhal & Bragin (1991),
encontraram grande variabilidade de resposta paraa producdo de embrifes
entre oito cultivares de C. arabica. Apesar de apresentarem uma melhor
resposta geral para a inducdo de calos embriogénicos, diferencgas entre
gendtipos de C. canephora também foram observadas (Berthouly &
Michaux-Ferriere, 1996; Fuentes et a., 2000). Atualmente, em fungdo dos
recentes avancos no conhecimento sobre os fatores envolvidos na
embriogénese sométicaindireta, é possivel obter, aindaqueem grau variavel,
embriBes somati cos namai oriados genétipos de café (Berthouly & Etienne,
1999). Entretanto, este fator ainda constitui um problema a ser vencido
guando o objetivo é utilizar esta técnica para a multiplicagdo em escala
comercial de plantas de café.

As condices fisiologicas da planta-mée e do tecido doador séo
importantes para a obtencao de cal os embriogénicos (Sondhal et al., 1985;
Caheiros, 1993). Estainfluénciaé claramente evidenciadapel avariabilidade
observada na fregtiéncia de inducéo de cal os embriogénicos e na producéo
de embrides de explantes foliares obtidos em diferentes épocas do ano. E
recomendavel a colheita de material em condigBes ambientais de baixa
umidade relativa para diminuir o nivel de contaminagdo dos explantes.
Também, maior freqiiéncia de embriogénese em clones de C. canephora
foi obtida com explantes colhidos de plantas de café nos estadios de
florescimento ou inicio de frutificacéo (Berthouly & Michaux-Ferriere,
1996).

O tipo e a concentracdo de reguladores de crescimento no meio de
cultura sdo determinantes para a inducéo de diferentes respostas dos
explantes. A presenca de auxina no meio de cultura, sozinha ou em
combinagdo com citocininas, é essencia para fase inicial de calogénese.
Posteriormente, é fundamental reduzir a razdo auxina/citocinina, ou até
eliminar a auxina, para induzir a formacéo de calos embriogénicos e o
desenvolvimento de embrides. A manutencéo de niveis el evados de auxinas
no meio de culturaimpede o desenvol vimento de células embriogénicasem
embrides globulares.
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Multiplicacéo emlarga escala

O grande potencial da embriogénese indireta para a multiplicagdo
acelerada de plantas de café foi rapidamente notado desde os primeiros
trabalhos. Os estudos para estabelecer os melhores protocol os para obter
embriogénese somatica em freqiiéncias mais altas foram realizados
utilizando meio semi-solido. Entretanto, ataxade multiplicacdo obtidacom
o cultivo de explantes em mei o semi-sblido mostrou-se muito baixa para o
seu uso na producéo de plantas de café em larga escala (Sondhal & Sharp,
1977).

A utilizac8o de culturasliquidas é um pré-requisito paraaautomacao
e reducdo de custos em sistemas comerciais de propagagdo . Vérias
estratégias tém sido aplicadas para aumentar ataxa de multiplicacéo, tanto
de sistemas baseados em organogénese como em embriogénese, pelo uso
debiorreatores(Levinet al., 1988; Preil, 1991) ou pelaimersdo intermitente
dos explantesem meio de cultura (Tisserat & Vandercook, 1985; Alvard et
al., 1993).

Portanto, desde os primeiros trabalhos com café, houveram varias
tentativas, com diferentes graus de sucesso para estabel ecer protocol os de
embriogénese sométicaem meio liquido (Staritsky & van Hasselt, 1980; de
Pefia, 1983; Baumann & Neuenschwander, 1990). Entretanto, o potencial
existente para a producdo em grande escala de embrides somaticos de
cafeeiro em meio liquido foi descrito por Zamarripa et a. (1991). Com a
renovacao semana do meio deculturae utilizando baixadensidadede células
embriogénicas, até 460.000 embrides/L de meio foram obtidos em frascos
de Erlenmeyer (250 ml), ap6s sete semanas de cultivo. A demonstracao,
também neste trabal ho, que estametodol ogia poderia ser usadaem pegquenos
biorreatores de agitacdo mecanica, possibilitou novos progressos para a
producéo de embriGes em meio liquido em escala industrial (Noriega &
Sondhal, 1983; Ducoset al. 1993). O mesmo sistemadeimersao temporéria
usado para a propagacao de microestacas de café (Berthouly et al., 1994)
foi adaptado com sucesso para a producao de embriGes soméaticos,
proporcionando umaalternativade baixo custo e sem algumas das limitactes
inerentes aos biorreatores tradicionais, eliminando as operacdes de
isolamento e transferéncia de embrides para diferentes meios de cultura
(Berthouly et al., 1995).

A capacidade de multiplicagdo de embriGes somaticos em meio
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liquido é muito alta, mesmo considerando as possiveis perdas na fase de
germinagdo dos embrides e no endurecimento das pléntulas. Apesar desta
maior eficiénciaem comparacéo ao sistema de propagacdo em meio semi-
sblido, o processo para obter plantas de café utilizando biorreatores
(convencionaisou deimersdo temporaria) € aindabastante moroso em fungéo
das caracteristicasinerentes da cultura de teci dos em espécies perenes como
o café. Considerando que, em média, s80 necessarios seis meses desde a
incubagdo inicial dos explantes até a obtencdo dos calos embriogénicos,
trés meses para o0 estabelecimento de culturas das células embriogénicas
em suspensao, trés meses paraa multiplicacdo e maturagdo dos embrides e
Seis meses para a germinagdo, conversdo e crescimento das plantulas em
viveiro, cercade 18 a 20 meses sa0 precisos para obter mudas prontas para
plantio (Sondhal et al. 1999; Berthouly & Etienne, 1999).

A utilizacdo de meios liquidos e biorreatores permitiram grandes
progressos nas etapas de multiplicacéo e regeneracdo dos embrides
somaticos. Entretanto, a maior limitagdo ainda esta nas fases de
endurecimento das plantulas e crescimento final em viveiros. Os custos
envolvidos na manipulagdo dos embrides somaticos nestas fases sdo
responsaveis por boa parte do prego final das mudas. O custo de mudas de
café produzidas viaembriogénese somatica é trés vezes superior ao daquelas
obtidas via propagacéo convenciona utilizando sementes em saquinhos
plésticos (Sondhal et al., 1999). Na maioria dos trabalhos anteriormente
mencionados, foi necessario o uso de meio semi-sdlido para desenvolver
embrides sométicos em plantulas com condi¢des adequadas para a
transferéncia para viveiros. Por demandar reagentes relativamente caros
para solidificar o meio de cultura, mais tempo, méo-de-obra e espaco
laboratorial paraagerminagao e conversdo dosembrides em plantulas, esta
fase podeinviabilizar autilizagdo comercial datécnicaem virtude dosaltos
custos. Recentemente, Etienne-Barry et al. (1999) demonstraram a
possibilidade de semear embrides germinados, produzidos em biorreatores
de imersdo temporaria, diretamente em substrato estéril sob condicbes
controladas de temperatura e umidade relativaem viveiros.
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PRIORIDADES DE PESQUISA E APLICACOES

Apesar dosinuimeros progressos a cangados nos Ultimosanos, alguns
problemas ainda precisam ser resolvidos antes do uso préatico da
micropropagacéo clonal em café.

M uitos gendtipos de espécies do género Coffea ainda sdo de dificil
regeneragcdo em cultura apesar dos grandes avancos obtidos nos protocol os
deinducéo de célulasembriogénicas (Berthouly & Etienne, 1999). Portanto,
paraadutilizagdo industrial, pesguisas ainda sdo necessérias paradesenvol ver
protocol os de embriogénese somética que permitam aumentar a amplitude
de gendtipos capazes de produzir embrifes somaticos em alta freqiiéncia.

Namaioriadas espécies, 0 desenvol vimento de embrifes soméaticos
de maneirasincroni zada é somente atingido mediante aaplicacdo de métodos
fisicos e quimicos especificos. Além de ser importante para estudos
bioguimicos e genéticos, a sincronizagdo da diferenciagdo de embrides é
essencial paraaumentar a eficiénciado processo de micropropagagdo. Em
café, alguns avancos na obtencdo de embrides soméaticos de maneiramais
uniforme ja foram relatados (Berthouly & Etienne, 1999; Fuentes et d.,
2000), mas ainda é grande o desconhecimento dos fatores que controlam o
desenvolvimento de embrides sométicos.

Sendo o valor econémico de uma Unica planta normal mente baixo,
ha necessidade de se dispor de material geneticamente superior e de valor
agronémico alto, como hibridos intra e interespecificos, para justificar o
maior custo das mudas obtidas viamicropropagagao (Sondhal et al., 1999).
Além disso, todos os fatores envol vidos nas diversas etapas do processo de
micropropagacdo devem ser analisados para verificar oportunidades de
reducéo de custo.

Para a producdo comercial de mudas, qualquer método de
propagacdo clonal deve necessariamente permitir a obtenc&o de plantas
idénticas ao material original. Em contraste com atécnicade microestaquia,
gue garante com uma relativa seguranca a recuperacdo de plantas com
caracteristicas idénticas a planta-méae, mais informacdes ainda séo
necessérias para evidenciar que a variagdo somaclonal em propagagdo via
embriogénese somaética ndo representa obstaculo para a aceitacdo desta
tecnologia. Haindicagdes que afrequiénciade variagdo somaclonal observada
em plantas oriundas de micropropagacdo via embriogénese somatica ndo
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difere daguelaverificada em plantas derivadas de sementes (Sondhal et al.,
1999). Entretanto, éimportante estudar os parémetros de variagao especificos
para cada protocolo de micropropagagdo, pois pequenas mudangas
metodol 6gicas podem causar efeitos dramaticos na qualidade do produto
final.

Para espécies autbgamas como C. arabica, considerando a
tecnologia atualmente disponivel, a micropropagacéo via embriogénese
somética somente se justifica se usada ha ontencéo de materiais uniformes
provenientes de programas de melhoramento que produzam hibridos
interespecificos, hibridosF, ou F, eretrocruzamentosde alto valor comercial.
Para C. canephora, por ser uma espécie de fecundagéo cruzada, a
embriogénese somética pode contribuir para a multiplicagdo acelerada de
clones superiores e/ou daquel es que apresentam problemas de multiplicagéo
pel os métodos convencionais. Finalmente, apesar davariabilidade genctipica
para a resposta aos protocolos de embriogénese somética encontrada em
diversos cultivares de café, principalmente de C. arabica, estatécnicatem
sido fundamental para a obtencdo de plantas de café transformadas tanto
via Agrobacterium como também via bombardeamento de particulas.
(Hatanakaet a., 1999; Leroy et a., 2000; Ribaset al., 2001).
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