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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolos de transformagdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens para as espécies C. canephora e C. arabica, usando o herbicida glufosinato de
amonio como agente seletivo. Explantes de C. canephora foram cultivados em meio para indugdo de
embriogénese direta, suplementados com 5 mM de 2-iP por trés semanas. Para C. arabica, tecidos
embriogénicos foram induzidos em meio WPM suplementado com 1,7 niM de BA e 0,7 mM de GAs. Os
explantes e os tecidos embriogénicos foram imersos em suspensdo de Agrobacterium tumefaciens
EHA 105 contendo o plasmideo pCambia3301, que contém genes de b-glucuronidase (gus) e fosfinotricina
acetiltransferase (bar), que confere resisténcia ap glufosinato de aménio, ou plBI3, que contém o genes
bar e ACC-oxidase de meldo na orientacgo anti-senso. Os explantes foram submetidos a sonicagéo por 2
segundos e transferidos para meio ED no escuro e co-cultivados por quatro dias a 24 °C. Apés esse
perfodo, foram transferidos para meio ED fresco contendo 10 mM de glufosinato e 400 mg.L™ de
cefotaxima. Tecidos embriogénicos de C. canephora e C. arabica resistentes ao glufosinato de aménio
foram submetidos a andlise histoquimica do gene gus. A atividade do gene gus foi detectada em 82,2%
dos tecidos de C. canephora testados e nos calos recém-formados de C. arabica resistentes ao glufosinato
de amonio. A integracdo do gene bar foi confirmada em tecidos embriogénicos de C. canephora pela
andlise de PCR.
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bar.

GENETIC TRANSFORMATION WITH COFFEE MEDIATED BY Agrobacterium tumefaciens
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ABSTRACT: The objective of this work was to establish a protocol for Agrobacterium-mediated
transformation of C. canephora and C. arabica using the herbicide ammonium gluphosinate as selective
agent. Explants of C. canephora were cultured on medium to induce direct embryogenesis supplemented
with 5nM 2-iP for 3 weeks. Embryogenic tissue of C. arabica were induced on WPM medium
supplemented with 1.7 M BA and 0.7 mM GAs. The explants and embryogenic tissue were soaked in
Agrobacterium tumefaciens EHA105 harboring the binary vector pCambia3301 containing b-
glucuronidase (gus) and phosphinotricin acetyltransferase (bar) genes, which confers resistance to
ammonium gluphosinate, or pIBI3 containing the bar gene antisense sequence of the gene coding for
ACC oxidase from mellon. The explants were submitted to sonication for 2 seconds, and co-cultured on
ED medium for 4 days in the dark at 24° C and transferred to selective ED medium containing 10 niv
ammonium gluphosinate and 400 mg.l™ cefotaxime. Ammonium gluphosinate-resistant embryogenic
tissue of C. canephora and C. arabica were submitted to histochemical assay of gus gene. Gus gene
activity was detected on 82.2 % of C. canephora tissue and on the newly formed ammonium
gluphosinate-resistant callus of C. arabica. The integration of bar gene was confirmed by PCR analysis.

Key words: genetic transformation, Agrobacterium tumefaciens, coffee, ammonium glufosinate, bar gene

INTRODUCAO

O uso da engenharia genética para introduzir caracteristicas selecionadas em plantas perenes é de
grande importancia para reduzir o tempo para obtencdo de novas cultivares.

Os avancos obtidos nas técnicas de cultura in vitro de café tém permitido a sua manipulagdo em
niveis celular e molecular, fazendo do café uma planta apropriada para aplicagdo da biotecnologia em
programas de melhoramento, incluindo transformagdo genética (Carneiro, 1999). No atual estadio de
desenvolvimento do processo de transformacdo de plantas, 0 sistema mais usado é o da transferéncia de
DNA via Agrobacterium. Esta técnica € rotineiramente usada e muitas espécies foram transformadas com
este sistema (Brasileiro e Dusi, 1999). Os primeiros protocolos de transformagdo em café baseavam-se na
integracdo e expressdo de genes em protoplastos (Barton et al., 1991). Devido aos resultados pouco
satisfatorios obtidos através deste método, tentativas para a transformacéo de café foram feitas usando-se
Agrobacterium como vetor (Spiral et al., 1993). A partir desse trabalho, varios outros relatos sobre a

transformagdo genética de café tém sido publicados, mediados por Agrobacterium rhizogenes em C.
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arabica, C. canephora, Arabusta (Spiral & Pétiard, 1993) e C. arabica (Sugiyamaet a., 1995) e mediados
por A. tumefaciens em C. arabica e C. canephora (Leroy et a., 1997; Hatanaka et al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de transformacdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens para as espécies Coffea canephora e C. arabica, usando o gene bar, que

confere tolerancia ao herbicida glufosinato de aménio, como agente seletivo.
MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Folhas de café, C. canephora P. e C. arabica cv. lapar 59, foram coletadas de plantas cultivadas a
campo e em casa de vegetagdo, respectivamente. Folhas jovens e completamente expandidas foram
utilizadas como fonte de explantes. As folhas foram lavadas em &gua corrente, tratadas com etanol 70%
por alguns segundos e, em seguida, imersas em solucdo de hipoclorito de sbdio 1% por 30 minutos e
enxaguadas quatro vezes com &gua destilada esterilizada. Explantes com 1 cm? foram cortados em solugo
de cisteina 250 mg.L ™ e transferidos para meio de cultura com aface adaxial em contato com o meio.
Protocolos de regeneracéo

C. canephora: Explantes de C. canephora foram cultivados em meio de inducdo de embriogénese
direta (ED) descrito por Hatanaka et a. (1991) suplementado com 5 mM de 2-iP, 30 g.L ™ de sacarose e 8
g.L ™" de &gar. Culturas foram mantidas no escuro a 27+2 °C.

C. arabica: A inducdo de tecido embriogénico em explantes de C. arabica (Figura 1A) foi obtida
em WPM (Wood Plant Medium) descrito por Loyd & McCown (1980) suplementado com 1,7 mM de BA,
0,7 M de GA3;, 30 g.L™ de sacarose e 8 g.L™ de &gar. Os tecidos embriogénicos foram isolados e
transferidos para meio ED para inducéo e desenvolvimento de embrifes (Figura 1B e 1C). Os embrides
formados foram transferidos para meio de cultura contendo a metade da concentracéo dos sais e vitaminas
de MS (Murashige e Skoog, 1962) para regeneracéo de plantas (Fig. 1D).

Linhagem de bactéria e vetores

A linhagem desarmada EHA105 de Agrobacterium tumefaciens contendo o plasmideo binario
pCambia3301 ou pIBI3 foi utilizada nos ensaios de transformacdo. O plasmideo pCambia3301 contém em
seu T-DNA o gene da b-glucuronidase (gus) sob controle do promotor constitutivo CaMV 35S e o gene da
fosfinotricina acetiltransferase (bar) que confere tolerdncia ao herbicida glufosinato de aménio, sob
controle do promotor CaMV 35S (Figura 2A). O plasmideo plBI3 contém em seu T-DNA o gene bar e o

gene da ACC oxidase de meldo, na orientacéo anti-senso (Figura 2B).
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Figura 1 - Protocolo de regeneracdo de C. arabica cv. lapar-59. (A) Tecido embriogénico
induzido em meio de cultura WPM. (B) Indugéo de embriogénese em meio ED. (C) Embribes
regenerados transferidos para meio de germinag&o. (D) Plantas regeneradas.

Transformacgéao e regeneracao

C. canephora: Explantes foliares foram pré-cultivados no escuro a 27+2 °C em meio ED por trés
semanas antes da infecgdo. Apos o pré-cultivo, os explantes foram imersos em suspensdo bacteriana (Asoo
0,1-0,2) em meio liquido YMB contendo 0,2 mM de acetosiringona. Os explantes foram submetidos a
sonicagdo por 2 segundos, para facilitar a penetracdo da bactéria, permanecendo por 30 minutos na
suspensdo apos este tratamento. Os explantes foram drenados e co-cultivados em meio ED contendo 5mivi
de 2iP a 24°C no escuro por quatro dias. Apos esse periodo, foram transferidos para meio ED fresco
contendo 10 mV de glufosinato de aménio e 400 mg.L™ de cefotaxima, para inducéo e regeneracio
seletiva de transformantes.

C. arabica: Tecidos embriogénicos (Figura 2A) foram pré-cultivados por uma semana em meio de
multiplicacéo de tecido embriogénico (MTE) congtituido pelos sais do meio MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com constituintes organicos do meio Bs (Gamborg et a., 1968), 30 g.L™ de sacarose,
2mgL* de 24 D e 8 gL™ de &gar. As condicBes de transformacdo e regeneracdo foram as mesmas

descritas anteriormente.
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A. pCambia3301

LB CaMv35 S polyA PAT (bar) CaMV 35 S CaMVv 35 S b-glucuronidase (gus A) Nos poly-A RB

B. pIBI3

~ ACC oxidase antisenso
LB CaMv35 S polyA  PAT (bar) CaMV 35 S CaMV35 Spoly-A caMv3ss RB

>t

Figura 2 - Constructes usadas para os experimentos de transformagao (A) T-DNA do plasmideo pCambia3301; (B) T-DNA do
plasmideo pIBI3.

Analise histoquimica do gene gus: Tecidos embriogénicos ou calos originados no meio seletivo foram
isolados e transferidos para meio seletivo fresco. Uma parte do material foi analisada por ensaios
histoquimicos de GUS. A solugéo contendo o substrato X-Gluc consiste de 2 mM de X-Gluc, 100 mM de
tampéo fosfato (pH 8,0), 10 mM de EDTA, 1 mM de K4Fe(CN)s e 20% de metanol. Os tecidos foram
corados por por 24 h a 37°C, fixados em uma solucdo contendo 10% de &cido acético, 50% de etanol e
7,4% formaldeido e observados sob microscdpio estereoscopio.

Anélise molecular: A andlise molecular foi conduzida para a deteccéo do gene bar através de PCR. DNA
de tecidos putativamente transformados e de tecido embriogénico controle (n&o-transformado) foi obtido
usando o tamp&o de extragao (100 mM de Tris HCI, 50 mM de EDTA, 500 mM de NaCl, 140 mM de b-
mercaptoetanol e 40 m de SDS 20%). Os primers utilizados para amplificagdo do gene bar foram: 5'-
GTCTGCACCATGGTCAACC-3 e 5-GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC-3. O mix de reacdo para PCR
foi incubado em termociclador sob as seguintes condigdes: 94°C por 4 min, seguidos por 30 ciclos de
94°C 1 min, 56°C 1 min, 72°C 1 min, com 5 min de extensdo fina a 72°C. O produto de PCR foi
analisado por eetroforese em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Transformacéo de Coffea spp: Em C. canephora, tecidos embriogénicos foram observados quatro meses
apos a infeccdo. No experimento com o plasmideo pCambia3301, 118 explantes foram utilizados para
transformagdo, dando origem a 45 calos embriogénicos resistentes ao glufosinato. Estes calos foram
testados histoquimicamente para a atividade do gene gus, e 82,2% deles apresentaram reacdo gus-positiva
(Figura 3A), enquanto calos controle (ndo-transformados) ndo mostraram nenhuma reagdo. Amostras de
calos gus-positivo foram submetidas a andlise molecular por PCR utilizando primers especificos para o
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gene bar, e fragmentos amplificados coincidindo com o gene bar (450 pb) foram detectados (Figura 3B).
Utilizando o plasmideo pIBI3, 87 explantes foram co-cultivados e 18 calos embriogénicos resistentes ao
glufosinato foram analisados por PCR, sendo a presenca do gene bar detectada em todos os calos
putativamente transformados (Figura 3B). Inducdo embriogénica pode ser observada em calos
transformados utilizando ambos plasmideos pCambia3301 ou pIBI3 (Figura 3C e D, respectivamente).
Devido & maiores dificuldades para regeneracdo de plantas em C. arabica, iniciamente foi
estabelecido um novo protocolo de regeneracdo de embribes sométicos, com o qual foi possivel obter
grande nimero de embrides que se desenvolveram em plantas normais (Figura 1). Os resultados
preliminares tém demonstrado a possibilidade de utilizagdo desse sistema para transformagdo. Quatro
meses apOs 0 co-cultivo de tecidos embriogénicos (Figura 1A) com Agrobacterium contendo o plasmideo
pCambia3301, massas esbranquicadas de calos crescendo em meio ED seletivo foram testadas
histoquimicamente para a atividade do gene gus, demonstrando reagcdo gus-positiva (Figura 4A). Embora
os resultados relativos a eficiéncia de transformagdo sgjam ainda inconclusivos, a deteccdo positiva da
expressdo de gus e a regeneragdo dos embrides transformantes putativos (Figura 4B) sugerem a
aplicabilidade em potencial do sistema de regeneracdo, transformagéo e selecdo ja estabel ecidos.

A
» : pCambia3301 pIBI3

M1 2 3 456 78 910CP

.

Figura 3 - Transformagdo de C. canephora. (A) Ensaio histoquimico de GUS em tecido
transformado com pCambia3301. (B) Andlise PCR para detectar a presenga do gene bar em
tecidos transformados com pCambia3301 e pIBI3: linha M corresponde ao marcador de peso
molecular; linha C, a planta controle ndo-transformada; e P, ao plasmideo pCamhbia3301. (C e
D) Embrides de C. canephora/pCambia3301 C. canephora/plBI3 em estadio globular de
desenvolvimento, respectivamente.
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Figura 4 - Transformagado de C. arabica com pCamhbia3301. (A) Ensaio histoquimico de GUS.
(B) Embrides transformantes putativos em estédios cordiforme e globular de desenvolvimento.

As plantas regeneradas de todos os eventos de transformac&o descritos neste trabalho seréo,
futuramente, investigadas através de andlise molecular, bem como de estudos fisiologicos das possiveis
caracteristicas adquiridas. Atualmente, experimentos de transformacdo mediada por Agrobacterium estéo
sendo conduzidos utilizando o plasmideo pIBI23 (Galvéo et a., 2001). Este plasmideo contém em seu T-
DNA os genes bar como marcador seletivo e o gene que codifica a enzima ACC oxidase de C. arabica na

orientagdo anti-senso.

CONCLUSAO

O glufosinato de ambénio como agente seletivo demonstrou ser eficiente na selecdo de
transformantes tanto em C. canephora como em C. arabica.

A transformagdo mediada por Agrobacterium investigada neste trabalho produziu embriGes
transformantes putativos de C. canephora utilizando duas diferentes contruges génicas.

O protocolo de regeneracdo descrito para C. arabica demonstrou, em resultados preliminares, ser
compativel com condigdes de transformagao e selecéo estabel ecidas para C. canephora.
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