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INTRODUCAO

O sistema cafeeiro do Brasil € um dos mais importantes complexos agroindustriais.
O café é produzido em cerca de 1.700 municipios, abrangendo aproximadamente 300
mil unidades produtivas, sendo que 18% destas sdo de Coffea canephora (de Melo et
al., 1998). O mercado cafeeiro gera sete milhdes de empregos, diretos ou indiretos,
com a producédo média de 28 milhdes de sacas (Carvalho e Silva, 2003).

A busca por novas cultivares que correspondam as necessidades de controle de
pragas tem sido uma constante para que o Brasil aumente a produtividade e a
qualidade de seus cafés. Assim, o desafio € reunir em uma variedade as caracteristicas
superiores dos parentais, uma vez que no cruzamento ocorre também a transferéncia
de muitos caracteres indesejaveis. Geralmente sao necessarios 20 a 30 anos para o
melhoramento de variedades e geragao de uma nova cultivar de café. A cafeicultura
brasileira ainda sofre enormes prejuizos causados por insetos-praga, sendo a espécie
Coffea arabica susceptivel a maioria delas. Os principais danos s&o devidos ao ataque
do bicho mineiro (Perileucoptera coffeella), da broca do café (Hypothenemus hampei),
das cigarras (Quemda gigas, Carineta sp, Fidicina pronoe e Dorisiana spp ) e das
cochonilhas de raiz (Dismicoconrs criphrs). O manejo destas pragas por produtos
quimicos contribui para aumentar o custo de produgdo da cultura e exige especial
atencdo em relacdo a época e as condi¢cdes de aplicacdo. Além disso, excessivas
aplicagdes de inseticidas poluem o meio ambiente e ameagam a saude humana. Em
relagdo ao desenvolvimento de variedades resistentes ao bicho mineiro, encontramos
atualmente trabalhos utilizando tanto os métodos,de selecdo classica como os de
modificagao genética por transgenia (Guerreiro Filho, 1999).

A transformagdo genética surgiu como uma ferramenta para o melhoramento
genético classico que permite a introdugdo de genes de interesse em genotipos-elite.
Desta forma, é possivel a obtencdo de variedades superiores em um menor espaco de
tempo. As metodologias de transformacdo genética geralmente sdo dependentes da
cultura de tecidos para a regeneragao de células transformadas. A regeneragao pode
ocorrer via organogénese ou embriogénese somatica. A regeneragao via embriogénese
somatica foi bastante documentada a partir de 1970 para varias espécies e gendtipos

de café (Starisky, 1970), sendo este sistema in vitro considerado modelo por sua alta



eficiéncia (Sondahl e Loh, 1988). A embriogénese somatica pode ocorrer de forma
direta, na qual os embrides sdo formados diretamente do explante ou com pouca
formagdo de calos primarios, ou por via indireta, onde ha formacdo de calos
secundarios de onde surgem os embrides (Sondahl e Sharp, 1977; Dublin, 1984;
Pierson et al., 1983). Os principais fatores que determinam que as células sigam a via
direta ou indireta da embriogénese s&o os reguladores de crescimento. Estudos
realizados em café mostram que reguladores de crescimento tipo citocininas, como 2iP
e BAP, induzem a embriogénese direta, como relatado por Yasuda e colaboradores
(1985), trabalho no qual foi utilizado 5 uM de BAP para produzir embrides somaticos em
explantes foliares de C. arabica. Por outro lado, reguladores de crescimento tipo
auxinas sa&o necessarios para a indugao de calos e posteriormente de embrides; este
efeito foi observado em café, no qual a utilizagdo de 2,4-D resulta em embriogénese
indireta (Sondahl & Sharp, 1977).
Os primeiros trabalhos de transformacgéo genética de café foram realizados com
C. arabica via eletroporacao de protoplastos ou mediada por Agrobacterium sp. (Feng
et al., 1992; Spiral et al., 1993). Mais recentemente, Leroy e colaboradores (2000)
obtiveram plantas transgénicas de café resistentes ao bicho mineiro (Perileucoptera
coffeela) através da co-cultura de embrides somaticos com Agrobacterium tumefaciens
pela introdugao do gene de resisténcia crylAc proveniente de Bacillus thuringiensis.
Este trabalho descreve a transformacédo genética de calos embriogénicos de C.
canephora utilizando uma linhagem desarmada de Agrobacterium tumefaciens. A
obtengcdo de embrides foi baseada, com algumas modificagbes, no método de
embriogénese indireta estabelecido por van Boxtel & Berthouly (1996) a partir de
explantes foliares. Os procedimentos de selegdo aplicados favoreceram a regeneragao
das células de cafeeiro transformadas geneticamente, que deram origem a plantas

transgénicas de C. canephora.



MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal

Plantulas de C. canephora, mantidas in vitro em sala de cultura sob fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25°C, foram utilizadas como fonte de explantes. Outra fonte
de explantes utilizada foi de plantas mantidas em casa de vegetagdo, cujas folhas
foram desinfestadas com etanol 70% por 1 min e hipoclorito de sodio 2% por 20 min,e

lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada.

Massa embriogénica de C. canephora

Segmentos foliares de aproximadamente 0,8 x 0,8 cm foram incubados com a face
adaxial voltada para o meio de cultura C 10, meio C modificado (van Boxtel & Berthouly,
1996), contendo 2% de sacarose e 2,4-D (10 uM). Os explantes foram cultivados em
placas de Petri a 25°C no escuro até a formagdo de calos embriogénicos
(aproximadamente 4 meses). A massa de calos embriogénicos friaveis foi pré-incubada
por 7 dias em placa de Petri contendo meio C10, agrupando-se os calos sobre filtro

Millipore estéril na superficie do meio de cultura.

Co-cultivo com Agrobacterium tumefaciens

Uma colbnia isolada da linhagem desarmada EHA105 de A. tumefaciens, contendo
o vetor binario pCAMBIA 3301, foi inoculada em 3 mL meio LB liquido (NaCl 10 mg/L,
Extrato de levedura 5 mg/L, Triptona ou Peptona 10 mg/L) na presenga dos antibiéticos
rifampicina 50mg/L e canamicina 100mg/L. Este pré-inéculo foi incubado a 28° C em
agitador orbital (200 rpm) por 16 h. A cultura foi mantida a 4°C em meio LB semi-sélido
contendo rifampicina 50mg/L e canamicina 100mg/L e repicada mensalmente. Para o
inoculo, utilizou-se aproximadamente 1ml do pré-inéculo em um Erlenmeyer de 125ml
com 50ml de meio LB liquido + antibiéticos. Este indculo foi incubado overnight a 28°C

em agitador orbital (200 rpm) até atingir densidade 6tica (D.O.) entre 0,6 e 0,8. A cultura



foi centrifugada a 7500rpm por 10 minutos em tubos estéreis. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 15ml do meio liquido de cultivo da planta
(C10) em agitacédo no vortex por 20 seg. A D.O. (Asoonm)foi medida e ajustada por
diluicdo com o meio C10 para D.O. final de 0,2. Foi adicionado neste meio uma solugao
de acetoseringona (3',5'-Dimetoxi-4'-hidroxi-acetofenona, Aldrich Chem. Co.) para uma
concentracao final de 200 uM. A co-cultura liquida procedeu-se nesse meio onde as
agrobactérias e aproximadamente 150mg de massa embriogénica, foram agitados no
vortex por 20 segundos e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos. O meio
liquido foi descartado por inversao do tubo e a massa embriogénica foi transferida para
filtro Millipore sobre meio C10, onde foi incubada por 4 dias a 25°C no escuro para a

fase de co-cultivo sélido.

Selecao

Ap0s este periodo, a massa de calos foi lavada com cefotaxima 500mg/L em meio
C10 liquido suplementado com PPT 1uM (fosfinotricina) e transferida para meio C10
sélido contendo PPT 1uM + Cefotaxima 250mg/I + Timentin 250mg/I, onde foi cultivada
a 25 ° C no escuro por 2 semanas. Em seguida, a massa embriogénica foi transferida
para meio C10 contendo PPT 10uM + Tim 200mg/l. Apos estes procedimentos, a
massa embriogénica foi subcultivada mensalmente para o mesmo meio seletivo até o

surgimento de embrides ou calos embriogénicos resistentes.

Regeneracao

O material resistente foi selecionado e cultivado em meio liquido de regeneragao
‘R” (van Boxtel & Berthouly, 1996) contendo 2mg/l PPT sob agitagdo e
luz.Posteriormente, foram cultivados em EG + 2mg/l PPT na fase de torpedo (van
Boxtel & Berthouly, 1996).



Germinacdo dos embrides

Os embrides emitindo o primeiro par de folhas foram cultivados em placa de Petri
contendo WPM (Lloyd e McCown, 1981) com carvao ativado até a formagao de plantula

enraizada.

Andlise histoquimica

Apobs o co-cultivo, amostras provenientes de diferentes fases foram analisadas por
métodos histoquimicos. Porgdes de calos e fragmentos foliares ou radiculares foram
incubados em tampao X-Gluc (McCabe et al., 1988) a 37°C por 16 horas.

Andlise molecular por PCR (Polimerase Chain Reaction)

Foram utilizados dois pares de primers para a amplificagdo do gene gus. O
primeiro par (gusA) amplifica uma sequéncia de 420pb
TTGGGCAGGCCAGCGTATCGT (gus 251) e ATCACGCAGTTCAACGCTGAC (gus
671c). O segundo par (gusB) amplifica um fragmento de 864pb
CTACACCACGCCGAACACCT e CAGGCACAGCACATCAAAGA. Nas reacbes de
amplificagdo, foram utilizados 200ng de DNA gendmico extraido de folhas pelo método
CTAB, 0,06U de enzima Taq Polimerase (Pht), primers 0,2uM, MgCl, 1,2mM, dNTPs
0,128mM, tampao de reagcdo 10x e H,O para um volume final de 25 uL. 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; extensao final a 73°C por 7 min.

Southern Blot do PCR:

O gel de agarose resultante da analise do PCR foi transferido para uma
membrana de nylon (Hybond-N* Amersham Pharmacia Biotech) por capilaridade, como
o descrito por Southern (1975). A membrana foi hibridizada com uma sonda do

fragmento de 420pb amplificada por PCR com os primers 251 e 671c, marcada



radioativamente com [«<*?P]dCTP, conforme recomendado pelo fabricante do kit Ready-

to-go (Pharmacia Biotech).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo dos fragmentos foliares de C. canephora gerou uma massa embriogénica
bastante uniforme apos 5 meses de cultivo em meio C10. Aproximadamente 150mg
desta massa embriogénica foi cocultivada e selecionada por dois meses em meio C10
contendo PPT 10uM. A maior parte dos calos embriogénicos que sobreviveu expressou
o gene reporter gus, indicando a transformacao das células de cafeeiro (figura 1).

Os calos selecionados foram transferidos para meio liquido de regeneragéao “R” +
PPT e formaram embrides em diversos estadios (figura 2). Apds dois meses de cultivo,
foram obtidos embrides de C. canephora em estadio de torpedo expressando o gene
gus (figura 3) que foram posteriormente transferidos para o enraizamento em WPM
(figura 4). Foram aclimatados 54 embrides com atividade de GUS (figura 5).
Fragmentos foliares de 2 dessas plantas foram utilizados para as analises de PCR do
gene gus. Os resultados indicaram a presenga do gene gus nas plantas analisadas
(figura 6), que foi amplificado pelos dois pares de primers (gusA e gusB) e gerou
fragmentos de 420 pb e 864 pb, respectivamente. Apesar da amplificacdo de algumas
bandas inespecificas com os primers gusB no gel do PCR, somente as bandas de

tamanho esperado hibridizaram com a sonda radioativa no Southern Blot (figura 7).

Figura 1: Ensaio histoquimico de calos embriogénicos: (a) expressando o gene gus

apos co-cultivo com A. tumefaciens e selecdo em PPT; (b) controle n&o co-cultivado.



Figura 2: Embrides somaticos derivados de calos resistentes a PPT regenerando em

meio R liquido seletivo.

Figura 3: Teste histoquimico de (a) embrides somaticos globulares e (b) folhas de
plantulas crescidas no meio liquido R seletivo, demonstrando a expressédo do gene gus

em tecidos transformados (esquerda) e nao transformados (direita).



Figura 4: Plantulas selecionadas em PPT enraizando em meio WPM .

123456789

Figura 5: (a) PCR com os primers gusA que amplificam o fragmento de 420 pb e gusB
de 864 pb, sendo: (1) 1Kb ladder, (3 e 4) amostras das plantas 1 e 2 selecionadas em
PPT, (5) controle positivo do plasmideo pBl426, (6) controle negativo do DNA de planta
nao transformada, (7) controle negativo de amplificagdo sem DNA, (10 e 11) amostras



das plantas 1 e 2 selecionadas em PPT, (12) controle positivo do plasmideo pBl426,
(13) controle negativo do DNA de planta nédo transformada e (17) controle negativo de
amplificagdo sem DNA; (b) Southern blot do PCR utilizando como sonda o fragmento de
420 pb.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Foi estabelecida a transformacao genética de C. canephora via A. tumefaciens no
laboratério de Agrobacterium da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia visando
a introducdo de genes de interesse em café. Calos embriogénicos co-cultivados e
selecionados com fosfinotricina (PPT) originaram cinquenta e quatro plantas positivas
para o ensaio histoquimico de deteccdo da expressdo do gene gus. Outros embrides
putativos continuam sendo cultivados in vitro. Foi confirmada a presenga do gene gus
por PCR (figura 3a) e Southern Blot do PCR em duas das plantas em fase de
desenvolvimento na casa de vegetacéo.

Apesar de haverem relatos na literatura de métodos de transformacao genética
de cafeeiro utilizando o co-cultivo com A. tumefaciens, o processo de obtencao de
plantas transformadas ainda € laborioso e dominado por poucos grupos no mundo.
Devido a importéncia do agronegocio café no Brasil, é estratégico que a Embrapa
possa desenvolver a pesquisa de transformagéo genética de cafeeiro, tendo em vista a
insercdo de genes disponiveis, bem como os provaveis genes que estdo sendo
estudados no Projeto Genoma Café e em outros projetos do Consodrcio Brasileiro de
Pesquisa dos Cafés do Brasil. Assim, o estabelecimento da transformacgao de cafeeiro
na Embrapa como um processo de rotina pelo nosso grupo possibilitara a inser¢ao de
diversos genes para a modificagao genética de cafeeiro, visando resisténcia a pragas e
doencgas e melhoria da qualidade do produto.

O procedimento aqui descrito vem sendo utilizado em nosso laboratério para
introduzir o gene do inibidor de alfa-amilase denominado a-Al1 (Powers e Culbertson,
1983), isolado de Phaseolus vulgaris, que demonstrou ser efetivo em experimentos “in
vitro” contra as amilases digestivas da broca-do-Café (Valencia et al., 2000). O gene o-

Al1 esta sendo utilizado na transformacao via Agrobacterium de C. canephora advindo



do Espirito Santo, o maior estado produtor de conilon, onde a broca-do-café ocasiona,
em média, 50% dos defeitos do café. O desenvolvimento de plantas de café
expressando o gene do inibidor aAl-1 podera ser uma das alternativas para o manejo
integrado de pragas. Estas plantas deverdo proporcionar uma redugdo nos custos de
producdo, melhor equilibrio ecoldgico pela redugdo do uso excessivo de pesticidas e,

consequentemente, aumento da qualidade do produto.
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