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RESUMO

O agronegécio café é uma das atividades financeiras mais importantes e
tradicionais da economia brasileira. O Brasil produz 40% do café comercializado no
Mercado internacional e € o segundo maior consumidor de café do mundo. O cafeeiro é
um arbusto lenhoso de longo ciclo biolégico. A espécie Coffea arabica é a mais
valorizada economicamente, correspondendo a 70 % da producdao total de café, mas é
também a espécie mais susceptivel a pragas e doencas. Entre os mais de 80 taxa do
subgénero Coffea estudadas, C. arabica € 0 Unico representante alotetraploide e
autbgamo. Estas caracteristicas dificultam o cruzamento com outras espécies
considerando-se que estes recursos genéticos sao dipléides e geralmente alogamos. A
caracterizagdo molecular do genoma de C. arabica indica uma especiacdo
relativamente recente. As cultivares de arabica introduzidas nos diversos paises
produtores do mundo sdo consideradas como tendo uma base genética estreita.
Entretanto, estudos recentes revelam a existéncia de certo polimorfismo que pode ser
utilizado no desenvolvimento de marcadores moleculares para melhoramento assistido.
Variadas plantas de café originadas por programas de melhoramento estéo disponiveis
no Brasil, embora sejam necessarias décadas para a geracdo de uma nova cultivar.
Existe grande interesse agrondmico na melhoria da qualidade de xicara e resisténcia
ou tolerancia a estresses bioticos e abiodticos. Os estudos atualmente tém como foco a
resisténcia a ferrugem, a broca-do-café, aos nematdides, ao bicho-mineiro;
adaptabilidade e qualidade por intermédio da resposta a seca, controle da maturagéo
de frutos e conteudo de cafeina.

A transformacdo genética tem sido utilizada como uma eficiente ferramenta
molecular do melhoramento. Novas caracteristicas de interesse agrondmico Ssao
introduzidas em gendétipos-elite em um periodo de tempo reduzido e sem o
inconveniente da incorporacdo de genes indesejaveis. Tanto as técnicas de
transformacao direta como indireta foram testadas nos tecidos de cafeeiro, entretanto,
somente pelo método indireto de co-cultivo com Agrobacterium foi demonstrada a
obtencao de plantas de café transgénicas.

Ainda persiste a necessidade de um protocolo eficiente para a modificacdo
genética de variedades de ardbica, uma vez que a facilidade de obtencdo de plantas
transformadas de C. canephora € muito maior que em C. arabica. Neste trabalho nos
descrevemos a obtencao de plantas transformadas de C. arabica por bombardeamento
de calos embriogénicos.



ABSTRACT

The coffee business is one of the most traditional and financially important
activities of Brazilian economy. Brazil produces 40% of the coffee commercialized in the
international market and is the second major world coffee consumer. Coffee is a woody
shrub with a long biological cycle. The Coffea arabica is the most valuable species,
corresponding to 70 % of the coffee production, but it is also susceptible to pests and
diseases. Among more than 80 taxa of the subgenus Coffea studied so far, C. arabica
is the only allotetraploid and autogamous. These characteristics hamper crossing with
other species considering these genetic sources are diploid and generally allogamous.
Molecular characterization of C. arabica genome indicates a relatively recent speciation.
The arabica cultivars introduced worldwide are considered to have a very narrow
genetic base. However, recent studies are revealing an existing polymorphism that can
be used to develop molecular markers for marker-assisted breeding.

A variety of coffee plants are available in Brazil from conventional genetic
breeding programs, although it takes a long time to create a new cultivar. There is a
great agronomic interest in the improvement of cup quality and resistance or tolerance
to biotic and abiotic stresses. Efforts are now focused on resistance to leaf rust, coffee
berry borer, coffee berry disease, nematodes, leaf miner; adaptability and quality
through drought response, fruit ripening control and reduced caffeine content.

The genetic transformation is being used as an efficient molecular breeding tool.
New agronomic interesting features are introduced into elite genotypes within a reduced
period of time and without incorporating undesired traits. Both direct and indirect
techniques were essayed toward the transformation of coffee tissues. Transformed
coffee plants were recently obtained by the Agrobacterium-mediated method.

There is still a need for an efficient protocol to genetically modify arabica
varieties, considering transformed plants are easier to obtain from C. canephora than C.
arabica. Here we describe the recovery of transgenic C. arabica plants from the
bombardment of embryogenic calli.



I. Introducdao

O café é a principal commodity agricola do comércio mundial. A maior safra
colhida no mundo foi a de 2002/03 com um total de 120 milhdes de sacas
(Agroinformativos Café, 2004). O Brasil é responséavel por cerca de 30 a 40% da
producdo mundial, sendo o maior produtor e exportador deste produto, bem como o
segundo maior consumidor mundial.

Originario da Etiépia, o Coffea arabica L. € a espécie de cafeeiro mais cultivada
no Brasil e no mundo. Aproximadamente 65% do café comercializado mundialmente é
do tipo ardbica, sendo o restante do café robusta (Coffea canephora Pierre). O Brasil
participa com a producéo de 40% do mercado de arabica. O C. arabica € uma espécie
alotetrapldide, com 2n = 44 cromossomos e que se reproduz por autofecundacéo. E
uma espeécie perene, de porte arbustivo, com um longo periodo juvenil e acentuada
oscilagao anual de produgéo.

O melhoramento genético do cafeeiro, ao longo dos anos, vem desenvolvendo
novas cultivares que se adaptem a diferentes regibes e sistemas de cultivo, com
elevada produtividade de grdos, boa qualidade de bebida, maturacdo uniforme e
resisténcia e, ou, tolerancia a doencas, pragas e a condicdes adversas de meio
ambiente. Contudo, o longo periodo juvenil, a necessidade de se avaliar varios anos de
producbes consecutivos e a introducdo de caracteristicas sem valor agrondmico
juntamente com a caracteristica de interesse, tornam o0 melhoramento
demasiadamente demorado, cerca de 20 a 30 anos, e limitado a compatibilidade de
cruzamentos.

A transformag&o genética constitui uma ferramenta do melhoramento genético
que permite a introducdo de genes especificos para a selecdo de novas variedades.
Métodos de transformacdo direta e indireta foram testados em tecidos de cafeeiro.
Foram relatados estudos de expressdo transiente apds bombardeamento e
eletroporacédo em diversos tipos de tecidos (BOXTEL et al.,, 1995; ROSILLO et al.,
2003; FERNANDEZ da SILVA e MENENDEZ-YUFFA, 2003). A obtencdo de plantas
transformadas foi demonstrada no trabalhos de Hatanaka et al. (1999) e Spiral et
al.(1999) pela metodologia indireta de co-cultivo com Agrobacterium rhizogenes.
Plantas de C. arabica resistentes ao bicho mineiro (Perileucoptera coffeella) foram
obtidas apos o co-cultivo de embrides somaticos com A. tumefaciens (LERQY et al.
2000). A reducao do nivel de cafeina foi demonstrada em células transformadas de C.
arabica por co-cultivo de calos embriogénicos por Ogita et al. (2002). Esses trabalhos
revelam a importancia e a viabilidade da transformacé@o genética no desenvolvimento
de variedades superiores de C. arabica. Entretanto, apesar dos varios estudos ja
desenvolvidos e dos resultados utilizando-se o sistema de agroinfeccdo com A.
tumefaciens, ainda nao foi relatado um protocolo de eficiéncia comparavel a espécie C.
canephora para a obtencdo de plantas transgénicas de C. arabica, que facilite a
producado de diferentes eventos de transformacao a serem avaliados por programas de
melhoramento genético.

Como alternativa aos protocolos existentes, apresentamos neste trabalho uma
metodologia para a transformagdo de C. arabica por bombardeamento de calos
embriogénicos e posterior selecio em meio de cultivo contendo o antibidtico
canamicina. Os resultados obtidos indicam que o uso do processo biobalistico permite
a obtencdo de plantas transgénicas de C. arabica com melhor eficiéncia de
transformacéo em relacdo aos processos descritos até 0 momento.



I[l. Materiais e Métodos

Inducéo de calos embriogénicos

Folhas de C. arabica L., cultivar Catuai Vermelho coletadas de plantas cultivadas
em casa de vegetacao foram esterilizadas, segmentadas (0,5 x 0,5 cm) e cultivadas no
escuro e em temperatura de 25 a 28 °C no meio C (BOXTEL e BERTHOULY, 1996)
modificado com 2,4 — D 20uM (C20) durante 1 més. Os calos foram repicados em meio
fresco e incubados por mais 5 meses nas mesmas condi¢des.

Bombardeamento

A massa embriogénica resultante foi espalhada em forma de halo sobre
Membranfilter 0,45um em placa de Petri contendo meio C com 2,4 — D 10uM (C10).
ApoOs 6 dias de incubacéo, a massa de calos embriogénicos sobre o Membranfilter foi
transferida para meio C10 osmdtico (Manitol 0,5M) e fitagel 8 g/l. Transcorridas 24
horas de tratamento osmotico, 12 placas contendo a massa de calos embriogénicos
foram bombardeadas com o vetor pBIl 426, que contém o gene reporter gus (B-
glucuronidase) sob o controle de duas sequéncias in tandem do promotor 35S CaMV e
um enhancer, e 0 gene marcador de selecdo nptll (neomicina fosfotransferase), que
confere resisténcia ao antibidtico canamicina. Cada placa bombardeada foi
considerada uma repeticdo. A esterilizacdo das microparticulas de tungsténio e a
precipitagdo do DNA sobre as mesmas foram realizadas segundo o protocolo
estabelecido por Aragéo et al. (1996).

Selecao do material bombardeado

A massa de calos bombardeados foi transferida para o meio C10 sem agente
seletivo e cultivada por duas semanas. A massa bombardeada foi entdo subcultivada
em meio C10 por uma semana em canamicina 200 mg/l e posteriormente uma semana
em 300 mg/l. Apos esse periodo, os calos foram repicados mensalmente no meio C10
em canamicina 400 mg/l até o surgimento de novos calos ou embrifes. Os embrides
regenerantes foram transferidos para o meio de cultivo WPM (LLOYD e MCCOWN,
1981) e as plantas enraizadas foram transferidas para a casa de vegetacéao.

Analise histoquimica

O teste histoquimico para a localizacdo in situ da atividade da enzima -
glucuronidae (GUS) nos calos embriogénicos, embrides e plantas que regeneraram em
meio seletivo foi realizado segundo a metodologia descrita por Jefferson et al. (1987)
com as modifica¢cdes sugeridas por Lacorte (1998).
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Anélise por PCR

Plantas que apresentaram o resultado positivo quanto a atividade da enzima GUS
foram utilizadas para a preparacdo em pequena escala do DNA total extraido de folhas
pelo método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987). Para a deteccdo através da técnica de
PCR (polymerase chain reaction) do gene gus, foram utilizados primers descritos por
Moore et al. (1992) que amplificam um fragmento de 420 pb (forward: TTG GGC AGG
CCA GCG TAT CGT and reverse: ATC ACG CAG TTC AAC GCT GAC). O programa
utilizado seguiu as seguintes etapas: 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 1 min,
55°C por 1 min e 73°C por 1 min; extenséo final a 73°C por 7 min.

Ill. Resultados e Discusséo

O cultivo das folhas de cafeeiro no meio C20 gerou calos embriogénicos friaveis
que foram utilizados nos experimentos de bombardeamento (Figura 1).

Os calos e embrides de cada placa de tiro foram separados fisicamente para
permitir a identificagdo de plantas derivadas de diferentes eventos (Tabela 1). Se
considerarmos que o0s embrides regenerantes sdo advindos de 44 eventos de
transformacdo, podemos obter em média 3,7 eventos de transformacdo a partir do
bombardeamento de uma unica placa de tiro. Contudo, os resultados observados na
tabela indicam que existe grande variacdo tanto do niumero de embrides regenerantes
como do numero de eventos em cada placa. Os dados apresentados foram gerados
levando-se em consideracdo que os calos transformados resultam na formacéo tanto
de embrides como de calos embriogénicos que posteriormente regeneram embrides.
Como a embriogénese indireta a partir dos aglomerados de células contidas nos calos
resistentes pode gerar clones de uma unica célula transformada, o nimero de eventos
foi determinado como sendo a soma de embrides que regeneraram diretamente dos
calos selecionados e dos calos advindos de cada placa. Desta forma, pode existir mais
de uma planta derivada do mesmo evento no namero total de plantas. Para a analise
dos resultados foram desconsiderados os embrides descartados ou que ainda estao
em desenvolvimento in vitro. As plantas positivas para os testes histoquimicos e de
deteccdo por PCR estdo sendo cultivadas em casa de vegetacdo e serdo futuramente
analisadas por Southern Blot.

Placa Plantas Eventos

1 9 9

2 35 5

3 2 2

4 16 13

5 4 4

6 1 1

7 0 0

8 13 3

9 3 3

10 0 2

11 4 1

12 1 1
total 88 44
média 7,3 3,7
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Tabela 1: Numero de embrides regenerantes por placa bombardeada. Cada placa foi
considerada uma repeticéo.

"

i

Figura 1: Formacdo de calos embriogénicos friaveis em explantes foliares
cultivados no meio C20.

l ‘!
d




12

Figura 2. Expressdo do gene gus em (a) embrides globulares, (b) embrido
formando cotilédones, (c) raiz de plantula regenerante e (d) folhas de planta
aclimatada. As amostras sdo derivadas de células bombardeadas e cultivadas em meio
seletivo contendo canamicina.

Sl

Figura 3: Planta selecionada em canamicina, positiva para o0s testes de
atividade de gus e PCR aclimatada em casa de vegetacao.

A atividade da enzima GUS foi detectada por teste histoquimico nos diferentes
tecidos analisados (Figura 2). A coloracéo azul observada variou em intensidade nos
diferentes estadios do desenvolvimento das plantas transformadas.

O DNA das folhas de 12 das plantas crescidas em casa de vegetacéo (Figura 3),
e que apresentaram resultado anterior positivo para o teste de expressao de gus, foi
utilizado para andlise por PCR. Uma banda de 420pb, indicando a presenca do gene
gus, foi amplificada em 11 das 12 plantas analisadas (Figura 4).

b 1_‘__2_3456?AEEH_H|:+.§_‘E|IHI$71

Figura 4. Gel de agarose para andlise de PCR do DNA genbémico das plantas
bombardeadas. Ordem de aplicacdo das amostras: (1) 1 kb Ladder Promega; (3-15)
plantas putativamente transformadas: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, A, B, C, H e N,
respectivamente; (16) controle positivo de planta de C. arabica previamente testada por
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Southern Blot; (17) controle negativo do PCR com agua no lugar da amostra; (18)
controle negativo de DNA de C. arabica néao transformada.

IV. Conclusdes e Perspectivas

Este € o primeiro relato de plantas transformadas obtidas por bombardeamento de
C. arabica. Os resultados obtidos até o momento revelam que bombardeamento de
calos embriogénicos na transformacdo genética de C. arabica é uma estratégia
eficiente para a introducdo de genes que codifiquem caracteristicas agronémicas
desejaveis para obtencdo de variedades superiores que se adaptem as demandas de
producao agricola e de consumo do café.

Os genes de interesse para a cultura do cafeeiro poderéo ser introduzidos em C.
arabica pela metodologia aqui descrita. Atualmente, nosso grupo esta utilizando esta
estratégia para a obtencdo de plantas resistentes & Broca do Café (Hypothenemus
hampei) com o gene a-Al1 do inibidor de alfa-amilase de Phaseolus vulgaris (POWERS
e CULBERTSON, 1983), cuja atividade in vitro contra essa praga foi demonstrada por
Valencia et al. (2000).

O desenvolvimento por engenharia genética de plantas resistentes devera
contribuir para a reducédo do uso de agroguimicos, reducédo nos custos de producao,
aumento da produtividade e da qualidade do café.
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