Biotecnologia

TRANSFORMACAO GENETICA DE Coffea arabica ATRAVES DE
BOMBARDEAMENTO!

ErikaV. S. A. BARROS — Embrapa; Gisele B. ARAUJO e AnaCristinaM. BRASILEIRO —
Embrapa/ CENARGEN (anacmb@cenargen.embrapa.br)

RESUMO: A manipulacdo genética de espécies de Coffea através de procedimentos de transformacéo
constitui uma valiosa ferramenta para os programas de melhoramento de café. Vérios estudos ja foram
desenvolvidos para o estabelecimento de um protocolo eficiente de transformacdo de C. arabica. Entretanto,
0s mais conhecidos, como uso de protoplastos e transformacdo mediada por Agrobacterium, foram
dificultados por problemas de regeneracéo in vitro. Desta forma, o objetivo deste trabalho é testar o uso da
biolistica como uma estratégia alternativa para transformacdo da regido do meristema apical de embrides
zigéticos de C. arabica.

Neste trabalho sdo apresentados os resultados provenientes de experimentos preliminares de
desenvolvimento de um protocolo de transformacdo via bombardeamento para obtencdo de plantas
transgénicas de C. arabica. Foram determinadas as condi¢des basicas para a multibrotacdo in vitro de
meristemas apicais de embribes zigdticos de C. arabica e posterior aclimatacdo dos brotos obtidos. Além
disso, sG0 apresentados os resultados comparativos de reguladores de crescimento de plantas em dois
cultivares de C. arabica. A dose seletiva de Imazapyr, a molécula de herbicida utilizada como agente
seletivo na transformacao de células meristematicas, também foi estabelecida.

Em relacdo a expressdo transiente do gene repOrter gus, nossos resultados mostraram que ndo houve
diferenca entre trés plasmidios testados. Por outro lado, uma variacdo foi observada em relagdo a idade do
embrido no momento do bombardeamento. A expressdo estavel do gene gus observada em um broto
derivado da regido apica de embrido zigdtico confirmou a possibilidade de monitoramento da transformacéo
neste tipo de tecido.

PALAVRAS-CHAVE: Transformagdo genética, bombardeamento, meristema apical, expressdo de
transgenes.

ABSTRACT: The genetic manipulation of Coffea species through transformation procedures is a valuable
tool for coffee breeding programs. Many studies have attempted to establish an efficient protocol of C.
arabica transformation. However, the use of protoplasts and Agrobacterium-mediated process has been
hindered by regeneration problems. For that, the aim of this work is to test the use of biolistics as an
aternative strategy to transform the meristematic apical region of C. arabica zygotic embryos.

In this work, we present the results from some preliminary assays toward the development of a
transformation method in order to abtain C. arabica transgenic plants. The in vitro conditions for successful
multiple shooting induction and acclimatization of apical shoots from C. arabica zygotic embryos were
determined. In addition, the effect of plant growth regulators on multiple shooting induction of the apical
regions of two cultivars has been investigated. We have aso determined the selective dose of Imazapyr, the
herbicidal molecule used as selective agent in transformation of meristematic cells.

Regarding to the transient expression of gus reporter gene, our results showed that there was no difference
among three plasmid tested. We have also observed a variation on the transformation efficiency related to the
age of the embryo at bombardment. Some stable expression was observed a shoot derived from the apical
region of a zygotic embryo, showing that transformed areas can be detected in this kind of tissue.

INTRODUCAO

Baseado na importancia da cultura do cafeeiro (Coffea spp.) no Brasil, é crescente o interesse em manipular
planta utilizando técnicas de biologia celular e molecular. Esse interesse reside principamente na
possibilidade de obtencéo de plantas de cafeeiro contendo caracteristicas desgjaveis, em um espaco de tempo
mais curto, constituindo-se uma fonte adicional de variabilidade a ser integrada em programas de
melhoramento genético (Sondahl et al., 1984; Sondahl e Loh, 1988). Para tanto, existe a necessidade
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intrinseca do desenvolvimento de metodologias €ficientes de manipulacdo genética deste arbusto,
envolvendo as areas de cultura de tecidos, transferéncia e clonagem de genes.

O desenvolvimento de uma metodologia de transformacdo genética para o cafeeiro torna-se essencial para o
Brasil sustentar seu grau de capacitacéo tecnoldgica em relacdo a outros paises produtores, mantendo uma
posicdo de vanguarda na utilizacdo de novas tecnologias. A tecnologia de transformagdo genética que se
pretende incorporar aos processos convencionais de melhoramento possui um enorme potencial de retorno
econdémico (Carneiro, 1997). Isso ocorre basicamente em funcdo de dois aspectos. (i) ganho no tempo
necess&rio para se incorporar novas caracteristicas em cultivares geneticamente superiores, e (ii)
incorporacdo de caracteristicas de interesse direto para o cultivo do cafeeiro, e que ndo estéo disponivels, ou
dificilmente disponiveis, por variabilidade genética, como resisténcia a doengas e pragas, resisténcia a
herbicidas e estresses abidticos, diminuicdo do porte das arvores, macho-esterilidade, controle da maturacéo
do fruto, modificacéo na composi ¢cao/contetido de cafeina etc.

O presente trabalho tem por objetivo 0 desenvolvimento de um sistema de transformacéo genética para
cafeeiro utilizando-se estratégias de transferéncia direta de genes, através do processo biobalistico.

MATERIAL E METODOS

Inducdo de multibrotacéo.

Embrides zig6ticos foram isolados a partir de frutos maduros retirados de cultivares de cafeeiro de qualidade
superior (Catuai Vermelho e IAPAR 59). As sementes foram desinfestadas superficialmente por agitacdo em
hipoclorito de sodio 2% por 20 minutos e lavadas em agua estéril, permanecendo entdo em embebicao por 2
dias. Os embriBes foram extraidos e inoculados em meio WPM (Wood Plant Medium, Lloyd e McCown,
1981) e incubadas em sala de cultura por periodo de 2, 4, 6 ou 8 dias, com uma temperatura de 25 + 2° e
fotoperiodo de 16 horas. Apds o crescimento inicial, os cotilédones foram retirados e os eixos foram
cultivados em meio SP (Barrueto Cid et al., 1999) contendo BAP 10 mg/L ou TDZ 1 M por 2 semanas. Em
outro experimento, os eixos foram cultivados por 3 dias em TDZ 10 nM, 100 nM , ou 10 "M e em seguida
no meio com BAP 10 mg/L por 2 semanas. Também foi testada a inducdo a partir da embebicdo das
sementes em TDZ 10 ou 20 nM. Apb6s o periodo de incubagdo com reguladores de crescimento, 0s eixos
permaneceram em WPM por pelo menos 30 dias até serem avaliados. Os brotos obtidos foram enraizados em
SP com IBA 2,5 ou 5 ou 10 mM e aclimatados em casa de vegetacdo em potes de solo e vermiculita 1:1. A
variacao dos meios de cultura foi testada com a incubacéo dos eixos embrionérios nos meios SP, WPM, MS
(Murashige & Skoog, 1962), DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) e PR (Li et a., 1998).

Aceleracéo de microparticulas.

Os eixos embrionarios foram posicionados com a regido apical voltada para cima em uma placa de Petri
contendo meio SP com fitagel 0,8%. A esterilizagdo das microparticulas de tungsténio e a precipitacdo do
DNA sobre as mesmas foram realizadas segundo o protocolo estabelecido por nosso grupo (Aragdo et al.,
1996). As condic¢des de bombardeamento dos meristemas apicais de embribes de café, assm como o estado
fisioldgico do tecido, plasmidio utilizado e idade do explante foram avaliados.

Vetores utilizados.

Nos ensaios iniciais de transformagdo foram utilizados os seguintes vetores. pBl 426 (Bommineni et al.,
1994), contendo o gene repdrter gus, que codifica para a enzima 3-glucuronidase (GUS); pAG1 (Aragéo et
al., 2000) com o gene gus € 0 gene ahas de resisténcia ao herbicida Imazapyr; pAA4, baseado no pAG1l e
contendo um gene inibidor de a-amilase de insetos.

Selecéo dos tecidos transgénicos.

Um teste de sensibilidade foi realizado para se determinar qual € a melhor dose do agente seletivo Imazapyr
a ser utilizada para a selecéo das células transformadas. Os eixos embrionérios foram colocados em meio SP
contendo 100, 200 ou 300 hM de Imazapyr e avaliados apds 5 semanas de incubacao.

Anélise da expressao do gene gus.

Apb6s o bombardeamento, o teste histoquimico para a localizaggo in situ da atividade da enzima GUS foi
realizado segundo a metodologia descrita por Jefferson et al. (1987). A eficiéncia de transformacao foi
avaliada pelo nimero médio de pontos azuis 48 horas apds o tecido ter sido bombardeado. A expressao
estével do gene gus foi avaliada apds a emergéncia de brotos em meio saletivo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estabelecidas as condices de esterilizacdo, extracdo e cultivo de embrifes zig6ticos de C. arabica.
Os brotos advindos da regido apical enraizaram nas diferentes concentragdes de IBA e desenvolveram-se
normalmente nas condi¢des in vitro descritas, dando origem a plantas fenotipicamente normais.

Os melhores resultados de multibrotacdo foram obtidos usando BAP 10 mg/L nas idades 2, 4 e 6 dias e pelo
TDZ naidade 0. O tratamento de TDZ na embehicdo da semente mostrou melhor resultado na idade O com
TDZ 20 mM. Aparentemente ndo houve diferenca significativa nas diferentes concentragdes de TDZ em
relacdo aidade do embrido.

Os eixos bombardeados pré-induzidos com TDZ demonstraram maior nimero de pontos, tanto na regido
apical como no restante do €ixo, na idade 2 com a concentragcdo de 10 miM. N&o foi observada diferenca na
expressao transiente entre os trés plasmidios testados. No bombardeamento das diferentes idades de
embrides cultivados em WPM, observamos um maior nimero total de pontos nos eixos da idade 2, enquanto
gue a expressdo transiente na regido apical foi melhor tanto naidade 2 como em 8 dias.

O desenvolvimento de brotos ficou extremamente reduzido desde 100 nM de Imazapyr, mas ainda foram
observadas a presenca de gemas e pegquenos pares de folhas definhadas. A concentragdo de 200 nM inibiu a
formacéo destas pequenas folhas, enquanto que em 300 nNM o meristema apical foi completamente bloqueado
e alguns eixos eventualmente morreram. Com base nestes dados, foi estabelecido que a faixa de selecdo de
brotos de C. arabica ocorre entre 100 e 200 nM de Imazapyr.

CONCLUSOES

A deteccdo da expressao do gene gus naregido apica dos embribes zigdticos de C. arabica indicou que esta
regido € passivel de transformagao pelo método biobalistico.

Os parametros fisicos e biolégicos do bombardeamento, bem como a forma de selecéo de células
transformadas, devem ser gjustados para aumentar a eficiéncia do processo.
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