MUDAS CLONAIS
DE CAFE

Producao por meio de
embriogénese somatica

Joao Batista Teixeira




Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

MUDAS CLONAIS
DE CAFE

Producao por meio de
embriogénese somatica

Joao Batista Teixeira

Embrapa
Brasilia, DF
2017



Exemplares desta publicagdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Parque Estagao Biologica (PqEB)

Av. W5 Norte (final)

70770-917 Brasilia, DF

Fone: (61) 3448-4700

Fax: (61) 3340-3624

www.embrapa.br
www.embrapa.br/fale-conosco/sac

Unidade responsével pelo contetdo
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Comité Local de Publicacdes

Presidente
Maria Isabela Lourengo Barbirato

Secretaria-Executiva
Ana Flavia do Nascimento Dias Cortes

Membros

Daniela Aguiar de Souza Kols

Ligia Sardinha Fortes

LucasMachado de Souza

Mércio Martinelli Sanches

Rosamares Rocha Galvao

Jodo Batista Tavares da Silva (suplente)

Embrapa Informacédo Tecnol6gica

Parque Estagédo Biologica (PqEB)
Av. W3 Norte (Final)

CEP 70770-901 Brasilia, DF
Fone: (61) 3448-4236
www.embrapa.br/livraria
livraria@embrapa.br

Unidade responsavel pela edi¢cao
Embrapa Informagéo Tecnoldgica

Coordenagcéo editorial
Selma Ldcia Lira Beltrdo
Lucilene Maria de Andrade
Nilda Maria da Cunha Sette

Superviséo editorial
Waldir Aparecido Marouelli

Copidesque
Waldir Aparecido Marouelli

Revisdo de texto
Francisco C. Martins
Corina Barra Soares

Normalizag&o bibliografica

lara Del Fiaco Rocha

Projeto gréfico e capa
Carlos Eduardo Felice Barbeiro

Foto da capa
Jodo Batista Teixeira

Foto da 22 e da 32 capa
Rafael Rocha

12 edicao
12 impresséo (2017): 1.000 exemplares

Todos os direitos reservados.
A reprodugdo ndo autorizada desta publicagdo, no todo ou em parte,
constitui violagao dos direitos autorais (Lei n° 9.610).

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicacao (CIP)
Embrapa Informagdo Tecnol6gica

Teixeira, Jao Batista.

Mudas clonais de café: producéo por meio de embriogénese somatica / Joao
Batista Teixeira. — Brasilia, DF: Embrapa, 2017.

187 p. :il. color. ; 16 cm x 22 cm.

ISBN 978-85-7035-725-0

1. Café. 2. Coffea arabica. 3. Clonagem. 4. Cultivo in vitro. 5. Biofabrica. |. Teixeira,
Jodo Batista. Il. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

CDD 633.73

© Embrapa, 2017



Autor

Joao Batista Teixeira

Engenheiro-agrbnomo, doutor em Biologia
dePlantas, pesquisador da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF



O autor agradece a Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, a Embrapa Café e aos bolsistas
e estudantes Ana Julia Prozil Pereira, Ana Paula
Domingos da Silva, Célia Takako Arimura,
Cristina Salgado Junqueira, Danielle Alves Mun-
dim, Marcelo Rodrigues de Abreu Ferreira e
Raquel Ivaniscka Soriano de Mello, pelo apoio
e colaboracao.

Manifesta seu reconhecimento ao pesquisa-
dor Carlos Henrique Siqueira de Carvalho, da
Embrapa Café — que testou o presente protoco-
lo em laboratério da Fundacao Procafé, estabe-
lecida em Varginha, MG -, com quem durante
anos trocou informacdes sobre os resultados
obtidos em cada uma das fases do processo.

Em especial, agradece a Patricia Monah Cunha
Bartos, doutora em Botanica, que muito contri-
buiu para a producao desta obra.

Finalmente, agradede a Dra. Maria Cléria Valada-
res Ingris, pela andlise cuidadosa do primeiro
manuscrito,e ao Dr. Waldir Aparecido Marouelli,
pela incansavel e exaustiva revisao da obra, os
quais permitiram dar a esta publicacdo o aspecto
que ela ora apresenta.



Apresentacao

O cultivo do café, atividade agricola de grande expressdo econémica
nacional, teve inicio no Brasil ha mais de 150 anos. O processo de melhora-
mento genético do café no Pais, por sua vez, superou meio século, sendo
que as variedades produzidas, principalmente pelo Instituto Agrondmico
de Campinas (IAC), contribuiram para elevar substancialmente a producao
e a produtividade nacional de café.

O melhoramento genético da cultura tem esbarrado, porém, em uma
base genética relativamente estreita, o que dificulta o desenvolvimento e
o lancamento de variedades que combinem, num mesmo individuo, ca-
racteristicas de interesse, como alta produtividade, resisténcia a doencas e
tolerancia a insetos-praga, qualidade de bebida, além de maior adaptacao
a condicdes de temperaturas mais elevadas e veranicos mais prolongados.
Como as variedades de café sdao homozigotas, torna-se dificil, quando nao
impossivel, reunir todas as caracteristicas desejaveis em uma mesma varie-
dade, usando-se métodos de melhoramento tradicional. Assim, o uso de
variedades hibridas constitui uma das poucas possibilidades de elevar o
melhoramento do café a um novo patamar.

Embora a multiplicacdo clonal do café possa ser feita em pequena
escala por estaquia de ramos, em condicdes de viveiro, a clonagem pode
ser realizada em laboratério, pelo cultivo de gemas ou por meio da embrio-
génese somatica.



Com o lancamento de variedades clonais, cafeicultores poderao
dispor de materiais com caracteristicas altamente desejaveis, que eventual-
mente possam substituir, com alguma vantagem, as variedades tradicio-
nais. Mas, para que essas variedades possam ser cultivadas em larga escala,
é imprescindivel dispor de uma metodologia de clonagem vegetal.

Esta obra, destinada, principalmente, a estudantes e profissionais
das areas agronOmica e bioldgica e a empresarios ligados ao setor de pro-
ducdo de mudas, apresenta uma metodologia eficiente de clonagem de
café (Coffea arabica), que vem sendo ajustada ao longo de mais de 15 anos
de pesquisas e ensaios de validacao, conduzidos pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, em conjunto com a Embrapa Café.

Assim, a obra é mais uma contribuicao da Embrapa ao agronegécio
brasileiro em um produto de grande importancia econémica e social.
O autor, Dr. Joao Batista Teixeira, tem vasta experiéncia em cultura de teci-
dos vegetais, tendo desenvolvido metodologias diversas para o aprimora-
mento da producao in vitro de plantas.

A metodologia de producdo de mudas clonais de café esta pronta
para ser usada, mas ainda em escala piloto. Durante essa fase, avaliacdes
globais e especificas das fases do processo serdao fundamentais para
identificar ajustes necessarios para que a producao em larga escala seja
conduzida com eficiéncia e reprodutibilidade. Como sempre, a Embrapa
estard a disposicao para efetuar a transferéncia das tecnologias envolvidas
de modo a contribuir para o avanco da cafeicultura brasileira.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe-geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



Prefacio

Neste livro é apresentado um protocolo basico de clonagem de
café por meio de embriogénese somatica, em laboratério. Trata-se de um
processo complexo que, fazendo uso de segmentos foliares de uma planta-
-matriz de café, em sucessivos cultivos in vitro, leva a producdo de mudas
prontas para serem transplantadas no campo.

A obra é dividida em cinco tépicos: Fatores envolvidos na inducao
de embriogénese somética; Protocolo basico de embriogénese somatica;
Preparo de meios de cultura; Preparo de solugdes estoques; e Estrutura de
uma biofdbrica para producdo de mudas.

No primeiro tépico, sao apresentados e discutidos os principais
fatores que podem influenciar, positiva ou negativamente, a resposta em-
briogénica em folhas de café.

No tépico sobre o protocolo, sdo descritas, passo a passo, as princi-
pais fases do processo embriogénico para a producdao de mudas de cafg,
de acordo com o protocolo de clonagem desenvolvido na Embrapa. Foram
intencionalmente evitadas discussées muito detalhadas sobre o processo,
para facilitar a leitura de cada uma das fases envolvidas.

Posteriormente, sao detalhadas todas as recomendacdes e etapas
necessarias ao preparo dos diferentes meios de cultura e das solugdes-
-estoque usadas no preparo dos meios. Tais etapas sao extremamente



criticas no processo de producao de mudas por meio de embriogénese
somatica.

No ultimo tépico, sobre estrutura de uma biofdbrica, sdo apresenta-
das informacdes gerais e quantitativas sobre a infraestrutura, os equipa-
mentos, as vidrarias e os frascos, os principais reagentes e outros materiais
necessarios para a instalacao de uma biofabrica de producao de mudas.

No final, foram acrescentados um apéndice com questdes sobre os
principais aspectos no processo de producdo de mudas e um glossario de
termos técnicos.

O protocolo proposto é fruto de inimeros testes e ensaios realizados
pelo autor nos laboratérios da Embrapa, com o objetivo de aumentar a
taxa de inducao de calos embriogénicos para Coffea arabica e simplificar os
processos envolvidos, o que foi conseguido com sucesso.

Gabriel Ferreira Bartholo

Gerente-geral da Embrapa Café
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Introducao

A obtencdo de novas variedades de café depende, basicamente, da
selecdo dentro de populagdes hibridas de Coffea arabica, tendo como base
variedades tradicionais. A vantagem da selecao dentro de populacdes hi-
bridas é arelativa facilidade com que é feita a selecdo de caracteristicas com
alta heritabilidade, o que permite o descarte de genétipos indesejaveis.
A desvantagem esta na rapida perda das caracteristicas com baixa heritabi-
lidade, em decorréncia da reducao do nivel de heterozigose dos individuos
selecionados, quando submetidos a autofecundag¢des ou retrocruzamentos
(GALLAIS, 1990). Portanto, no processo de selecao para obter novas varie-
dades geneticamente estaveis, existe o risco de se obter pequeno ganho
genético, uma vez que as variedades geradas podem ser muito parecidas
com os parentais. Além disso, a criacdo de uma variedade envolve trabalhos
de autofecundacao, retrocruzamento e selecao recorrente por um periodo
que pode se estender a 30 anos.

Por volta de 1980, Charrier (1978) e Walyaro (1983) sugeriram a possi-
bilidade de criagdo de variedades hibridas de café, visando a explora¢ao da
heterozigose. Isso se justifica na medida em que o melhoramento genético
de café envolve a selecao inicial de plantas hibridas com alto vigor e pro-
dutividade. Segundo Etienne et al. (2002), hibridos F1 de café produzem
de 20% a 30% mais que as melhores linhagens estaveis, além de poderem
carregar genes complementares resistentes a pragas e doencas. Hibridos
F1 obtidos de cruzamentos entre variedades tradicionais, avaliados na



