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TRANSFORMACAO GENETICA DE COFFEA ARABICA L. VIA AGROBACTERIUM
TUMEFACIENS DAS CULTIVARES CATIGUA MG2 E CATUAI AMARELO
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RESUMO

O café € o mais tradicional produto de exportagdo brasileiro, mas, apesar disso, a cafeicultura sofre
enormes prejuizos causados por pragas e doencas. Como alternativa adicional ao melhoramento
cléssico, a transformacdo genética dessa espécie perene pode levar a obtenc@o de plantas resistentes
em curto espaco de tempo. Este trabalho foi realizado com o objetivo de testar o protocolo descrito por
Leroy et al., (2006) em duas cultivares de Coffea arabica L. Calos embriogénicos das cultivares
Catigud MG2 e Catuai Amarelo foram imersos por duas horas em suspensdo de Agrobacterium
tumefaciens EHA105 contendo o plasmideo pCambia3301, que contém genes de S-glucuronidase
(gus) e fosfinotricina acetiltransferase (bar), que confere resisténcia ao glufosinato de amonio (PPT).
E posteriormente, co-cultivados em meio sélido por seis dias a 31°C. Apds esse periodo, uma parcela
dos calos embriogénicos foi submetida a andlise histoquimica do gene gus e a atividade do gene foi
detectada em 80% dos tecidos. Os calos foram regenerados em meio descrito por Teixeira et al.,
(2004), com PPT em crescentes concentra¢des ao longo de 25 dias. Os resultados obtidos demonstram
aplicabilidade do sistema de regeneracdo e transformacdo para essas duas cultivares, embora ainda
exista a necessidade de definir a concentracio ideal de PPT para auxiliar no processo de selecdo dos
transformados.
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INTRODUCAO

O melhoramento vegetal, através da transformacdo genética, oferece interessantes perspectivas
em direc@o a producdo de variedades de café tolerantes a estresses bidtico e abidticos, mais produtivos
e de melhor qualidade, em curto espaco de tempo. Para o estabelecimento da transformacdo genética
de Coffea arabica L. é necessério a obtengdo de explantes competentes e de um protocolo de cultura in
vitro que permita a alta freqii€ncia de regeneracdo. Além de um sistema de transferéncia genética
simples, barato, reprodutivel, independente de gendtipo e que insira a seqiiéncia génica de forma
estavel (Birch, 1997).

Os primeiros relatos da transformacdo genética de café se referem ao co-cultivo de
protoplastos com diferentes cepas de Agrobacterium tumefaciens. Barton et al., (1991) reportaram a
eletroporacdo como método de transferéncia de gene para protoplastos e embrides. Ocampo &
Manzanera (1991) demonstraram que os tecidos de Coffea arabica L. também podem ser infectados
por Agrobacterium tumefaciens. Ao longo dos anos, os trabalhos de transformacdo genética do café
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tém continuado com diferentes abordagens, no entanto, os resultados mostram que o processo &
cultivar-dependente.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi testar o protocolo de transformagdo genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens, descrito por Leroy et al (2006), para duas cultivares de C.
arabica, usando o gene bar, que confere tolerancia ao herbicida glufosinato de amonio, como agente
seletivo.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Folhas de C. arabica cultivares Catigud MG2 e Catuai Amarelo foram coletadas de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo e lavadas em agua corrente. Em seguida, foram imersas em solugéo
de hipoclorito de calcio 6% por 20 minutos e enxaguadas trés vezes com dgua destilada esterilizada.
Explantes (0,5 sz) foram cortados em ambiente asséptico, em seguida, foram colocados com a face
adaxial em contato com o meio de cultura em placas de Petri de 100 x 20 mm contendo 25 mL do
meio PM (Teixeira et al., 2004), a 25° C no escuro. Apds quatro semanas, os explantes foram
transferidos para o meio SM (Teixeira et al., 2004) no qual permaneceram até a formacdo dos
primeiros calos embriogénicos. Estudos preliminares no Laboratério Central de Biologia Molecular
(LCBM)/UFLA demonstraram que os cultivares Catuai Amarelo e Catigud MG2 levam cerca de 4
meses para produzir os primeiros calos embriogénicos nos referidos meios.

Linhagem de bactéria e vetores

A linhagem desarmada EHA105 de Agrobacterium tumefaciens contendo o plasmideo bindrio
pCambia3301 foi utilizada nos ensaios de transformacdo. O plasmideo pCambia3301 contém o gene
da f- glucuronidase (gus) e o gene da fosfinotricina acetiltransferase (bar), que confere tolerancia ao
herbicida glufosinato de amdnio (PPT), ambos sob controle do promotor CaMV35S.

Transformacao e regeneraciao

Calos embriogénicos das cultivares Catigud MG2 e Catuai Amarelo foram transformados
seguindo o protocolo descrito por Leroy et al., (2006), com algumas modificacdes. Nesse ensaio, o
tempo de co-cultivo liquido foi de 2 horas, a 31°C, em solugdo NaCl 0,9% e o co-cultivo sélido foi de
6 dias em meio Yasuda, no escuro e a 25°C. Apés esse periodo, os calos embriogénicos foram
transferidos para meio de regeneragdo proposto por Teixeira et al., (2004). Foi utilizado meio com
timentin nos primeiros 25 dias apds o co-cultivo para controle da A. fumefaciens. Calos embriogénicos
de ambas cultivares, ndo transformados, foram mantidos nas mesmas condi¢des constituindo o
controle negativo.

Analise histoquimica do gene gus

Ensaios histoquimicos de GUS foram realizados 48 horas apds a transformagdo seguindo o
protocolo descrito por van Boxtel et al., (1995). Para tal, o material foi incubado em tampao X-gluc
(2mm X-gluc, 100mM de tampao fosfato de sédio pH 8,0, 10mM EDTA, 1mM de ferricianeto de
potéssio, ImM de ferrocianeto de potdssio e 20% v/v de metanol) por 24 horas a 37° C no escuro, e a
expressdo transitéria do gene uidA foi determinado pela contagem do nimero de manchas azul com
um estereoscopico binocular.

Selecio dos calos embriogénicos transformados

Os calos embriogénicos foram transferidos para meio de regeneracdo contendo concentracdes
crescente de PPT a cada cinco dias, sendo as concentra¢des utilizadas de 1puMPPT, 2,50MPPT,
5,0uMPPT, 7,5uMPPT e 10pMPPT.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os calos embriogé€nicos foram observados durante dois meses apés a infeccdo. Apds 48 horas
do periodo de co-cultivo, os calos foram testados histoquimicamente para a atividade do gene gus e
cerca de 80%, co-cultivados a apresentaram reagdo gus-positiva (Figura 1), enquanto calos controle
negativo (ndo-transformados) ndo mostraram nenhuma reagao.

Figura 1. Imagens de calos embriogénicos revelando teste positivo para a presenca do gene
reporter GUS.

Amostras de calos gus-positivo foram submetidas a selecio com concentragdes crescente de
PPT, a cada cinco dias, até a concentracdo final de 10uMPPT em meio de regeneracdo. Dessa forma,
foi possivel observar, a formagdo de embrides normais, com cotilédones e radicula, provenientes dos
calos embriogénicos da cultivar Catuai (figura 2A), sendo o mesmo processo nao observado para
cultivar Catigua (Figura 2B).

Figura 2. Embrides normais proveniente de calos embriogénicos submetidos a selecdo em
meio de regeneragdo com PPT (A); Calos embriogénicos ndo regenerados em embrides da
cultivar Catigua (B).

Esses resultados confirmam que os processos de transformacgdo para Coffea arabica L. sdo
cultivar dependente, corroborando com outros trabalhos ja realizados (Etienne & Betrand, 2003).

Ao final do periodo de selecdo, as plantulas de Catuai e calos embriogé€nicos de Catigud nio
sobreviveram (Figura 3A e 3B, respectivamente), o que pode ser explicado pela alta concentracdo de
PPT (10uM) utilizado no final da sele¢do ou pelo tempo prolongado (5 dias) de contato dos explantes
com o herbicida.Diante desses resultados, serd necessdrio a realiza¢do de estudos preliminares para
determinar a concentracdo ideal de PPT, que seleciona os explantes transformados dos ndo-
transformados, e o tempo ideal de contato dos mesmo com o meio seletivo.
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Figura 3. Plantulas de Catuai (A) e calos embriogénicos de Catigua (B) ndo resistentes a
selecdo em meio de regeneracdo com 10uM PPT.

CONCLUSAO

Os resultados preliminares mostraram potencial de utilizagdo do protocolo descrito por Leroy
et al (2006) para transformacdo das cultivares estudadas. Embora os resultados relativos a eficiéncia
de transformagdo ndo sejam conclusivos, a deteccao positiva da expressdo de gus e a regeneracio dos
embrides transformantes sugerem a aplicabilidade do sistema de regeneracdo e transformagio ja
estabelecidos. Contudo, existe a necessidade de se estabelecer um sistema eficiente de selecéo, ou seja,
que permita estabelecer a concentracdo ideal de PPT e o tempo necessario de contato dos explantes,
calos embriogénicos e embrides, com o meio seletivo.
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