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  Apresentação


  O cultivo do café, atividade agrícola de grande expressão econômica nacional, teve início no Brasil há mais de 150anos. Oprocesso de melhoramento genético do café no País, por sua vez, superou meio século, sendo que as variedades produzidas, principalmente pelo Instituto Agronômico de Campinas (IAC), contribuíram para elevar substancialmente a produção 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 lançamento de variedades que combinem, num mesmo indivíduo, características de interesse, como alta produtividade, resistência a doenças e tolerância a insetos-praga, qualidade de bebida, além de maior adaptação a condições de temperaturas mais elevadas e veranicos mais prolongados. Como as variedades de café são homozigotas, torna-se difícil, quando não impossível, reunir todas as características desejáveis em uma mesma variedade, usando-se métodos de melhoramento tradicional. Assim, o uso de variedades híbridas constitui uma das poucas possibilidades de elevar o melhoramento do café a um novo patamar.


  Embora a multiplicação clonal do café possa ser feita em pequena escala por estaquia de ramos, em condições de viveiro, a clonagem pode ser realizada em laboratório, pelo cultivo de gemas ou por meio da embriogênese somática.


  Com o lançamento de variedades clonais, cafeicultores poderão dispor de materiais com características altamente desejáveis, que eventualmente possam substituir, com alguma vantagem, as variedades tradicionais. Mas, para que essas variedades possam ser cultivadas em larga escala, é imprescindível dispor de uma metodologia de clonagem vegetal.


  Esta obra, destinada, principalmente, a estudantes e profissionais das áreas agronômica e biológica e a empresários ligados ao setor de produção de mudas, apresenta uma metodologia eficiente de clonagem de café (Coffea arabica), que vem sendo ajustada ao longo de mais de 15anos de pesquisas e ensaios de validação, conduzidos pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em conjunto com a Embrapa Café.


  Assim, a obra é mais uma contribuição da Embrapa ao agronegócio brasileiro em um produto de grande importância econômica e social. Oautor, Dr. João Batista Teixeira, tem vasta experiência em cultura de tecidos vegetais, tendo desenvolvido metodologias diversas para o aprimoramento da produção in vitro de plantas.


  A metodologia de produção de mudas clonais de café está pronta para ser usada, mas ainda em escala piloto. Durante essa fase, avaliações globais e específicas das fases do processo serão fundamentais para identificar ajustes necessários para que a produção em larga escala seja conduzida com eficiência e reprodutibilidade. Como sempre, a Embrapa estará à disposição para efetuar a transferência das tecnologias envolvidas de modo a contribuir para o avanço da cafeicultura brasileira.


  José Manuel Cabral de Sousa Dias

  Chefe-geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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  Prefácio


  Neste livro é apresentado um protocolo básico de clonagem de café por meio de embriogênese somática, em laboratório. Trata-se de um processo complexo que, fazendo uso de segmentos foliares de uma planta-matriz de café, em sucessivos cultivos in vitro, leva à produção de mudas prontas para serem transplantadas no campo.


  A obra é dividida em cinco tópicos: Fatores envolvidos na indução de embriogênese somática; Protocolo básico de embriogênese somática; Preparo de meios de cultura; Preparo de soluções estoques; e Estrutura de uma biofábrica para produção de mudas.


  No primeiro tópico, são apresentados e discutidos os principais fatores que podem influenciar, positiva ou negativamente, a resposta embriogênica em folhas de café.


  No tópico sobre o protocolo, são descritas, passo a passo, as principais fases do processo embriogênico para a produção de mudas de café, de acordo com o protocolo de clonagem desenvolvido na Embrapa. Foram intencionalmente evitadas discussões muito detalhadas sobre o processo, para facilitar a leitura de cada uma das fases envolvidas.


  Posteriormente, são detalhadas todas as recomendações e etapas necessárias ao preparo dos diferentes meios de cultura e das soluções-estoque usadas no preparo dos meios. Tais etapas são extremamente críticas no processo de produção de mudas por meio de embriogênese somática.


  No último tópico, sobre estrutura de uma biofábrica, são apresentadas informações gerais e quantitativas sobre a infraestrutura, os equipamentos, as vidrarias e os frascos, os principais reagentes e outros materiais necessários para a instalação de uma biofábrica de produção de mudas.


  No final, foram acrescentados um apêndice com questões sobre os principais aspectos no processo de produção de mudas e um glossário de termos técnicos.


  O protocolo proposto é fruto de inúmeros testes e ensaios realizados pelo autor nos laboratórios da Embrapa, com o objetivo de aumentar a taxa de indução de calos embriogênicos 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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  Introdução


  A obtenção de novas variedades de café depende, basicamente, da seleção dentro de populações híbridas de Coffea arabica, tendo como base variedades tradicionais. A vantagem da seleção dentro de populações híbridas é a relativa facilidade com que é feita a seleção de características com alta heritabilidade, o que permite o descarte de genótipos indesejáveis. A desvantagem está na rápida perda das características com baixa heritabilidade, em decorrência da redução do nível de heterozigose dos indivíduos selecionados, quando submetidos a autofecundações ou retrocruzamentos (GALLAIS, 1990). Portanto, no processo de seleção para obter novas variedades geneticamente estáveis, 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 criação de uma variedade envolve trabalhos de autofecundação, retrocruzamento e seleção recorrente por um período que pode se estender a 30anos.


  Por volta de 1980, Charrier (1978) e Walyaro (1983) sugeriram a possibilidade de criação de variedades híbridas de café, visando à exploração da heterozigose. Isso se justifica na medida em que o melhoramento genético de café envolve a seleção inicial de plantas híbridas com alto vigor e produtividade. Segundo Etienne etal. (2002), híbridos F1 de café produzem de 20% a 30% mais que as melhores linhagens estáveis, além de poderem carregar genes complementares resistentes a pragas e doenças. Híbridos F1 obtidos de cruzamentos entre variedades tradicionais, avaliados na América Central (BERTRAND etal., 2005), apresentaram produtividade 30% superior, além de resistência à ferrugem (Hemileia vastatrix) e a nematoides.


  Avaliações feitas em Varginhas, MG, de junho de 2005 a janeiro de 2006, utilizando a variedade Catuaí Vermelho IAC 44, indicaram que algumas características vegetativas de plantas obtidas por embriogênese somática, como altura da planta, número de ramos plagiotrópicos, número de nós do primeiro ramo plagiotrópico e comprimento do primeiro ramo plagiotrópico, foram superiores àquelas de plantas derivadas de sementes. Já para a produtividade, avaliada de 2007 a 2011, não foram verificadas diferenças significativas entre plantas derivadas das duas origens (CARVALHO etal., 2011, 2013), o que significa que o processo de clonagem não resulta em alterações significativas no comportamento de determinada variedade, o que é desejável.


  Instituições de pesquisa, como o Instituto Agronômico de Campinas (IAC), vêm trabalhando na clonagem e na avaliação, em campo, de híbridos promissores de café. Com isso, em poucos anos, variedades híbridas de café devem estar disponíveis no mercado, podendo ser usadas na produção de mudas clonais em escala comercial. A escolha de variedades clonais vai depender de suas vantagens em relação às variedades tradicionais, principalmente no que diz respeito à tolerância ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e à resistência à ferrugem (Hemileia vastatrix), e também da sua produtividade e da qualidade de bebida. Considerando as previsões de aumento da temperatura média nas regiões produtoras e as restrições na disponibilidade de água no período chuvoso nas próximas décadas, é desejável que as novas variedades de café possam suportar temperaturas médias mais altas e veranicos mais duradouros e frequentes.


  Nesse cenário, a exploração de variedades híbridas pressupõe o domínio de uma metodologia de multiplicação clonal em larga escala, que possa ser utilizada comercialmente.


  A multiplicação clonal de café pode ser feita por estaquia ou por meio de métodos de propagação in vitro, em laboratório. A produção de mudas via estaquia é feita por meio do enraizamento de estacas provenientes de brotos ortotrópicos. Como a disponibilidade de ramos ortotrópicos em plantas de C.arabica é, geralmente, baixa, a produção de mudas por meio dessa técnica é normalmente feita em pequena escala. Além do mais, o enraizamento é um processo lento e que requer ambientes especiais, com condições adequadas em termos de sombreamento e de umidade relativa e temperatura do ar. Futuramente, com eventuais melhorias, essa técnica poderá vir a ser usada em larga escala na produção de mudas clonais.


  A produção de mudas clonais de café em laboratório pode ser feita utilizando duas metodologias. A primeira consiste no isolamento de gemas novas de plantas selecionadas e no cultivo em meio de cultura previamente definido. As gemas, estimuladas a se desenvolverem sob a influência de reguladores de crescimento específicos, depois de alongadas e enraizadas sob o estímulo de auxinas, resultam em plantas equilibradas, as quais podem ser aclimatizadas em ambiente de casa de vegetação, dando origem a mudas clonais (RIBEIRO etal., 2002). Essa metodologia já vem sendo pesquisada, mas tem apresentado baixa eficiência. Porém, como já foi dito, com o avanço das pesquisas, poderá tornar-se, em futuro próximo, uma alternativa na produção de mudas clonais de café em larga escala. A segunda metodologia é representada pela embriogênese somática, a qual é considerada muito mais promissora em termos de produção de mudas clonais em larga escala.


  Os primeiros trabalhos de micropropagação de café via embriogênese somática foram publicados por Staritsky (1970), para C.canephora, e por Herman e Haas (1975), para C.arabica. Posteriormente, Söndahl e Sharp (1977) ampliaram o trabalho de Herman e Haas (1975), com a apresentação dos fundamentos básicos para a multiplicação clonal de plantas de C.arabica via embriogênese somática.


  Embriões somáticos de café podem ser produzidos por via direta ou indireta. No primeiro caso, os embriões são produzidos, diretamente, no tecido foliar em cultivo in vitro (HATANAKA etal., 1991), enquanto, no segundo, inicialmente acontece a proliferação celular e a formação de calos, nos quais ocorre a formação de um segundo tipo de células com características embriogênicas. Esse tipo de célula pode ser multiplicado por até 6meses, e a célula poderá posteriormente ser transferida para meios apropriados à formação de grande número de embriões somáticos (BERTHOULY; MICHAUX-FERRIÈRRE, 1996; BOXTEL; BERTHOULY, 1996; SÖNDAHL; SHARP, 1977; SÖNDAHL etal., 1979).


  Após a germinação dos embriões somáticos, mudas clonais são produzidas em grande quantidade. Depois de aclimatizadas, elas estarão prontas para plantio no campo.


  A metodologia de clonagem de café via embriogênese somática, descrita no presente manual, tem grande potencial para a produção de mudas clonais, tendo em vista a facilidade com que células embriogênicas são obtidas em quantidades relativamente altas e multiplicadas por até 3meses, gerando boa quantidade de células embriogênicas. Por inoculação (40 placas de Petri e 240 explantes), considerando uma taxa de indução de formação de setores embriogênicos de apenas 20%, a quantidade de células embriogênicas obtidas ao final da fase de multiplicação varia de 10g a 15g. Com base em avaliações feitas, podem ser obtidos cerca de 20mil embriões por grama de células (TEIXEIRA etal., 2004). Assim, para cada inoculação, há um potencial mínimo de produção da ordem de 240mil embriões. Portanto, para se chegar ao final do processo com 10mil mudas rustificadas por inoculação, basta uma eficiência de 4,2%. Como na maioria dos casos a taxa de formação de setores embriogênicos – que é o ponto crucial do processo – é superior a 20%, o número potencial de mudas obtidas por inoculação poderá duplicar ou até mesmo quadruplicar.


  No Brasil, a área total de café cultivada é estimada em 2,35milhões de hectares, o que representa cerca de 8 bilhões de pés de café. Considerando uma renovação mínima da área cultivada de 1% ao ano, a demanda por mudas seria da ordem de 80milhões por ano, o que representa um mercado considerável. Se 10% do mercado potencial fosse atendido por mudas de variedades clonais, a demanda poderia chegar à casa dos 8milhões de mudas. Ainda assim, seria um mercado bastante expressivo, levando-se em conta que uma biofábrica de grande porte poderia produzir cerca de 1milhão de mudas por ano.


  Acesse a Livraria Embrapa no site www.embrapa.br/livraria e adquira esta obra.
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