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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de transformacéo de Coffea
canephora P. através de bombardeamento de particulas, usando o herbicida glufosinato de ambnio como
agente seletivo. Explantes foliares de C. canephora foram usados para indugdo de embriogénese somética.
Inicidmente, explantes foram cultivados em meio ED suplementado com 5 nM de 2iP por 40 dias.
Explantes com embrides sométicos foram entdo transferidos para meio contendo a metade da
concentragdo dos macro e micronutrientes dos sais de MS suplementado com 9 M de 2,4 D. Ap6s duas
semanas, explantes com embrides sométicos e tecido embriogénico foram bombardeados com particulas
de tungsténio (M-25) cobertas com o plasmidio pCambia 3301 (contendo os genes bar e gus), usando um
sistema de aceleracdo de particulas com ata pressdo de hélio (PDS 1000/He - BioRad). As condi¢des
usadas para o bombardeamento foram: 1.300 ps de pressdo; 60 ou 90 mm de distancia percorrida pelas
particulas; e pré e pos-cultivo dos explantes em meio com alta osmolaridade. Os explantes bombardeados
foram submetidos a selecdo em meio ED contendo 5 nmM de glufosinato de aménio. Apds seis meses,
embrides transgénicos putativos foram transferidos para meio ED sem reguladores de crescimento para
germinacd0. A andise histoquimica do gene gus nessas plantulas foi positiva, enquanto nenhuma
atividade foi observada em plantas controle. A integracdo do gene bar foi confirmada pela andise de
PCR.
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TRANSFORMATION OF Coffea canephora P. WITH RESISTENCE GENES TO HERBICIDES
USING PARTICLES BOMBARDMENT
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ABSTRACT: Our objective was to develop a transformation protocol for Coffea canephora P. by particle
bombardment using the herbicide ammonium gluphosinate as selective agent. Leaf explants were cultured
on ED medium supplemented with 5 0OM 2iP for 40 days. Explants with somatic embryos were
transferred to half strength MS medium with 9 OM 2,4 D. After 2 weeks, the explants with somatic
embryos and embryogenic tissue were bombarded with tungsten particles (M-25) carrying the plasmid
pCambia 3301 (containing the genes bar and gus) using a high pressure helium microprojectile device
(PDS 1000/He - BioRad). The conditions used for bombarment were: 1300 psi pressure; 60 or 90 mm
distance between sample and DNA particle holder; and pre and post-culture of explants on high
osmolarity medium. The bombarded explants were submitted to selection on ED medium containing 5
[OM ammonium gluphosinate. After 6 months, putative transgenic embryos were transferred to a growth
regulator-free ED medium for germination. Histochemical assay of GUS in these plantlets was positive
while no activity was observed in non-transgenic control. The integration of the bar gene was confirmed
by PCR analysis.

Key words: particle bombardment, genetic transformation, coffee, ammonium gluphosinate.

INTRODUCAO

O melhoramento genético do cafeeiro por métodos convencionais € um processo longo. O
desenvolvimento de novas variedades leva em torno de 30 anos (Carneiro, 1999). O uso da engenharia
genética para introducdo de novas caracteristicas em gendtipos-elite de café pode reduzir o tempo
necessario para obtencdo de novos cultivares (Spiral et a., 1999). A transformacdo genética de café
mediada por Agrobacterium rhizogenes ja foi obtida em C. canephora (Spiral et al., 1993; Spird &
Pétiard, 1993) e C. arabica (Sugiyama et al., 1995; Spira & Pétiard, 1993), e por A. tumefaciens em C.
canephora (Leroy et a., 1997; Hatanaka et a., 1999; Spiral et a., 1999) e C. arabica (Spiral et a., 1999).

O bombardeamento de particulas oferece algumas vantagens em relagdo a transformagdo via
Agrobacterium, como o uso de construgdes mais simples de vetores e protocol os de transformagdo menos
exigentes, j& que as complexas inter-relacbes bactéria/planta sdo eliminadas (Gray & Finer, 1993). Em
café, somente a expressao transiente do gene gus foi relatada usando o bombardeamento de particulas
(Van Boxtel et a., 1995).

Experimentos preliminares de transformacdo genética em C. canephora P. demonstraram
dificuldade na selecdo de transformantes usando antibidticos (Spiral et al., 1999). Genes que conferem
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resisténcia a herbicidas sdo aternativas para a selegdo de plantas transformadas. Além do uso como
marcador, a possibilidade do uso desses genes para aterar a amplitude de herbicidas que podem ser
usados em determinada cultura foi uma das primeiras estratégias formuladas para a engenharia genética de
plantas (Pfister et a., 1981). O herbicida glufosinato de andnio mostrou as melhores perspectivas para a
selecdo de tecidos transformados de café dos cinco agentes seletivos estudados por Van Boxtel et a.
(1995).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de transformagdo de Coffea canephora
através do bombardeamento de particulas usando o0 gene bar que confere tolerdncia ao herbicida
glufosinato de amonio.

MATERIAL E METODOS

Explantes foliares de C. canephora P. foram usados para induzir embriogénese somética. Folhas de
café recém-formadas e completamente expandidas foram coletadas de plantas cultivadas a campo. Estas
folhas foram lavadas em égua corrente e etanol 70% e, em seguida, imersas em solugdo de hipoclorito de
sodio 1% por 30 minutos e enxaguadas quatro vezes com agua destilada esterilizada. Explantes com
aproximadamente 1 cm? foram cortados em soluc&o de cistefna 250 mg.L™, excluindo a nervura central, as
margens e as porgoes apicals e basais das folhas, e colocados com a face adaxial em contato com 0 meio
para embriogénese direta (ED) descrito por Hatanaka et a. (1991), suplementado com 30 g.L™ de
sacarose, 100 mg.L™ de cisteing, 8 g.L™ de 4gar e 5 mM de 2iP. O pH foi gjustado para 5,7 com KOH
antes da autoclavagem a 120°C por 12 minutos. Apos 40 dias, explantes com embrides sométicos foram,
entdo, transferidos para meio de multiplicacéo de tecido embriogénico denominado MTE, o qua consiste
dos sais e constituintes organicos do meio MS (Murashige & Skoog, 1962) diluidos pela metade,
suplementados com 9 nM de 2,4 D. Em ambos os meios os explantes foram cultivados no escuro a 27 + 2
°C. Ap0s duas semanas de cultivo no meio TEM, as bordas dos explantes contendo embrifes sométicos e
tecido embriogénico foram excisadas e usadas no bombardeamento.

O plasideo pCambia 3301 foi usado para 0 bombardeamento (Figura 1). Este plasmidio contém os
genes da b-glucuronidase (gus) e fosfinotricina acetiltransferase (bar). A suspensdo para bombardeamento
foi preparada usando 25 i de particulas (tungsténio M-25) em suspens3o (60 mg.mL™), 2,5 ni de CaCl,
(2,5 M) e 10 m de espermidina (0,1M). Seis m da suspensdo foram utilizados para o bombardeamento
usando o sistema de aceleracdo de particulas com dta pressdo de hélio (PDS 1000/He - BioRad). As
condic¢des usadas no bombardeamento foram: 1.300 psi de presséo e 60 ou 90 mm de distancia percorrida
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pelas particulas. Os explantes foram mantidos em meio ED com 0,4 M manitol 4 horas antes e 24 horas
apo6s 0 bombardeamento.

A andlise da expressdo transiente foi feita 24 horas apds o bombardeamento por meio daincubacéo
dos explantes em solugdo de X-Gluc, pH 8,0, por 24 h a 37°C. As culturas foram incubadas no escuro a27
+ 2°C, em meio ED contendo 5 mM de glufosinato de ambnio. Quatro meses apds o bombardeamento,
tecidos embriogénicos foram observados em alguns explantes. Amostras desses tecidos foram submetidas
a andlise histoquimica. Embrides somaticos regenerados a partir desse tecido embriogénico foram
transferidos para meio sem regulador de crescimento para germinagdo. Segmentos foliares originados a
partir desses embrides e de plantulas controle (ndo-transformadas) foram submetidos a andlise da
expressao estével do gene gus.

A andlise molecular para deteccdo do gene bar foi realizada através de PCR. DNA foi extraido de
segmentos foliares de plantulas gus-positivas e controle usando o tampéo de extragdo (100 mM Tris HCI,
50 mM de EDTA, 500 mM de NaCl, 140 mM de b-mercaptoetanol e 40 ml de SDS 20%). Os primers
utilizados para amplificagdo do gene bar foram: 5- GTCTGCACCATGGTCAACC-3' e 5-
GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC-3. O mix de reacao para PCR foi incubado em termociclador sob as
seguintes condic¢des: 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 da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose
(1,2%), corado com brometo de etidio.

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

Figura 1 - Construcéo usada para os experimentos de transformacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

NOS nossos experimentos a expressao transiente do gene gus foi observada em todos os explantes
analisados, e na distncia de 60 mm houve maior nimero de pontos azuis. Entretanto, 0 nUmero de pontos
azuis observado foi baixo (média de 35 por explante).

A atividade endégena de b-glucuronidase ndo foi observada em plantas controle (néo-
transformadas), apesar de alguns trabalhos sugerirem gue essa atividade poderia existir em germoplasma
de café (Spiral et al., 1999; Hatanaka et al., 1999; Van Boxtel et at., 1995).
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Para selecdo, os explantes bombardeados foram cultivados em meio ED contento 5 nM de
glufosinato de amonio. Apos quatro meses em meio seletivo, o desenvolvimento de caos foi identificado
visualmente na superficie de 12,5% dos explantes bombardeados. Esses calos foram isolados, cultivados e
testados histoquimicamente para 0 gene gus, demonstrando reagcdo gus-positiva em todos os agregados
testados (Figura 2 A). Dois meses ap0s a identificdo dos calos transformados, embries putativamente
transformados foram transferidos para meio sem reguladores de crescimento para germinagéo (Figura 2
B). Segmentos foliares dessas plantulas foram positivos para reagdo histoquimica de b-glucuronidase, com
uma coloragdo azul intensa, demonstrando expressdo estédvel do gene gus, enquanto segmentos foliares de
pléntulas controle (ndo-transformadas) ndo apresentaram nenhuma atividade (Figura 3 C).

A andlise de PCR mostrou fragmentos amplificados (450 bp) do plasmideo pCambia 3301 usado
como controle. Em plantulas ndo-transformadas o gene bar néo foi detectado (Figura 3 D).

O glufosinato de ambnio € um herbicida que inibe a atividade da enzima glutamina sintetase. Ele
tem sido utilizado com freqiéncia como agente seletivo na transformacdo de plantas, principalmente em
gramineas. Ao nosso conhecimento, este é o primeiro relato da transformacéo estavél de café utilizando
esse agente seletivo e através do bombardeamento de particulas. Experimentos estdo sendo realizados em

nosso laboratério para atransformacdo de C. arabica através de bombardeamento de particul as.
CONCLUSAO
A expressdo estavel do gene gus em tecidos embriogénicos, segmentos foliares de plantulas
transformadas e a posterior confirmacdo da integragdo do gene bar no genoma através de PCR

demonstraram que o bombardeamento de particulas é uma técnica viavel para transformagdo genética de

C. canephora.
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Figura 2 - Transformag@o genética de C. canephora via bombardeamento de particulas. (A) Tecido embriogénico
mostrando reacdo gus-positiva; (B) Plantulas em desenvolvimento em meio sem reguladores de
crescimento; (C) Andlise histoquimica: a esquerda, planta transformada apresentando reagcdo gus-
positiva, e a direita planta controle; (D) Andlise molecular através de PCR, deteccdo do gene bar (450
bp), M — marcador ladder 100, C — controle-planta ndo-transformada, 1 e 2 plantas transformadas, P —
plasmideo pCambia 3301.
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