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Resumo:

Plantas transgénicas de Coffea canephora P. resistentes ao herbicida glufosinato de amdnio foram regeneradas a partir de
explantes foliares co-cultivados com Agrobacterium tumefaciens EHA105 contendo o plasmidio pCAMBIA3301, que
contém os genes bar e uid4d ambos sob controle do promotor 35S ou pIBI3 (3300 contendo o gene da ACC oxidase,
antisenso) ou ainda bombardeados com o plasmidio pPCAMBIA3301. Embriogénese somatica direta foi induzida no meio
contendo ¥ dos macros e metade dos micronutrientes do meio MS, constituintes organicos do meio Bs e 30 gL' de
sacarose, suplementado com 5uM N° — (2-isopentenil)-adenina (2-iP) e 10 pM de glufosinato de aménio para selegio de
embrides transgénicos putativos. A presenga e a integragdo do gene bar foram confirmados pelas analises de PCR e
Southern blot. As plantas transgénicas pulverizadas com 1600 mg.L" do herbicida Finale™ que contém glufosinato como
ingrediente ativo, ndo apresentaram sintomas de toxidez, mantiveram a coloragdo e continuaram crescendo normalmente na
aclimatac@o ex vitro.
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PRODUCTION OF TRANSGENIC COFFEE PLANT AMMONIUM GLUFOSINATE HERBICIDE-RESISTANT
Abtract:

Transgenic plants of Coffea canephora P. resistant to the herbicide ammonium glufosinate were regenerated from leaf
explants after co-culture with Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 harboring either pCambia3301, a plasmid that
contains the bar and the uidA genes both under control of 35S promote or pIBI3 (3300 containg the ACC oxidase gene) or
bombarded with the pCAMBIA3301 plasmid. Direct somatic embryogenesis was induced on basal medium contained Y
strength macro salts and half strength micro salts of MS medium, organic constituents of Bs medium and 30 g.L" sucrose
supplemented with 5uM N° — (2-isopentenyl)-adenine (2-iP). Ten uM ammonium glufosinate was used for putative
transgenic somatic embryos selection. Presence and integration of the bar gene were confirmed by PCR and Southern blot
analysis. Selected transgenic coffee plants sprayed with up to 1600 mg.L” of Finale ™ a herbicide containing glufosinate
as the active ingredient, not show any symptom of toxicity, retained their pigmentation and continued to grow normally
during ex vitro acclimation.

Key words. Genetic transformation, coffee, herbicide tolerance, ammonium glufosinate

Introducao

O melhoramento genético do café por métodos convencionais ¢ um processo longo podendo levar mais de 30
anos. A transformag@o genética pode ser utilizada para reduzir o tempo necessario para introducdo de novas caracteristicas
em variedades elite. Os primeiros protocolos de transformagdo de café usavam o clorsurfuron (csr/-1) e higromicina (htp)
como agente seletivo.

Tolerancia das plantas ao glufosinato de amonio tem sido obtido pelo uso de genes bacterianos - bar e pat -
isolados de Streptomyces hygroscopicus (Murakami et al., 1986) e S. viridochromogenes Tii494 (Strauch et al., 1988)
respectivamente. A enzima fosfinotricina acetiltransferase (PAT) codificada por esses genes, acetila o grupo NH, do PPT
levando a sua inativagdo, portanto prevenindo autotoxicidade no organismo produtor (D'Haullin et al., 1992; Metz et al.,
1998). A fosfinotricina ¢ um inibidor irreversivel da glutamina sintetase (GS), a Unica enzima que detoxifica amonia
produzida durante a reducdo do nitrato, fotorespira¢do e degradag@o de aminoacidos em células vegetais (D'Haullin et al.,
1992). Inibigao da GS leva a um rapido acumulo de amonia intracelular nas folhas associado a um distrbio da fotossintese
e a morte das células vegetais (Devine et al., 1993). A tolerancia ao glufosinato de aménio ¢ importante ndo somente como
agente seletivo para estudos in vitro e o desenvolvimento de plantas transgénicas, mas também para o controle de plantas
invasoras e a producdo de sementes hibridas (Metz et al., 1998).



Este trabalho descreve a produgdo de plantas transgénicas de café expressando o gene bar que confere tolerancia
ao glufosinato de amoénio utilizando diferentes constru¢des mediadas por A. tumefasciens ou pelo bombardeamento de
particulas.

Material e Métodos
Fonte de explantes e condicdes de cultura

Folhas jovens e completamente expandidas de C. canephora clone LMC 82-6 foram coletadas de plantas crescidas
no campo. As folhas foram lavadas com agua corrente, desinfestadas em etanol 70% (v/v) por alguns segundos e em
seguida imersas em uma solucdo comercial de hipoclorito de sédio (1%) por 30 min. As folhas foram enxaguadas quatro
vezes em 4gua destilada estéril. Os explantes foram cortados (1 cm?) em uma solugio de cisteina 250 mg.L™" e colocados
em placas de Petri (90 mm x 10 mm) contendo meio para indugdo de embriogénese somatica direta (Hatanaka et al., 1991)
suplementado com 5 pM 2-iP, 3% sacarose e solidificado com 8 g.L' de agar. O pH foi ajustado a 5,7 ¢ o meio foi
autoclavado a 120°C por 20 min. Dez explantes foram colocados em cada placa de Petri com a face adaxial em contato com
o meio. As placas foram mantidas no escuro a 274+2°C durante 3 semanas antes de inoculagdo com Agrobacterium
tumefaciens, ou até a formacao de embrides somaticos utilizados para o bombardeamento de particulas.

Transformacio de plantas

O vetor pPCAMBIA3301 contendo o gene reporter uidA (Jefferson al de et., 1987) que codifica a fglucuronidase
(GUS) e o gene bar (DeBlock et al., 1987) que codifica a fosfinotricina acetiltransferase, ambos dirigidos pelo promotor de
CaMV-358S, foi utilizado tanto para os experimentos de bombardeamento quanto para transformag¢@o mediada por A.
tumefaciens estirpe EHA105. Outro vetor denominado pIBI3 (pCAMBIA 3300 contendo o gene heterdlogo da ACC
oxidase na orientagdo antisense, além do gene bar) foi utilizado somente para experimentos mediados por 4. tumefaciens.

Apos trés semanas de pré-cultivo, os explantes foram imersos em suspensdo de Agrobacterium (D O de 0.2 a 600
nm) contendo 0,2 mM de acetosiringona, ¢ submetidos a um pulso de sonicagdo (2 s) permanecendo 30 min na suspensao.
Os explantes foram co-cultivados em meio ED para embriogénese somatica por 4 dias e entdo transferidos para o mesmo
meio suplementado com 10 pM de glufosinato de aménio e 400 mg. L' de cefotaxima para indugio de calos embriogénicos
e regeneracdo seletiva de embrides transformados. Depois de seis meses, calos embriogénicos resistentes foram isolados e
cultivados no mesmo meio seletivo, sem fitoreguladores até o desenvolvimento das plantulas.

Para o bombardeamento de particulas, explantes contendo embrides somaticos e tecido embriogénico foram
transferidos para %2 do meio MS suplementado com 9 uM 2,4-D. Apos 2 semanas, os explantes foram bombardeados com
particulas de tungsténio (M-25). O DNA do plasmidio pPCAMBIA3301 foi precipitado sobre as microparticulas segundo o
protocolo descrito por Klein et al (1987). Os explantes foram bombardeados usando equipamento com alta pressdo de hélio
PDS-1000/He (BioRad Laboratories, CA). As condigdes usadas para o bombardeamento foram: 1300 psi pressdao; 60 mm
distancia aos explantes alvo; tratamento osmotico com 0,4 M de manitol: 4 h pré e 24 h pds-bombardmento. Os explantes
bombardeados foram submetidos a selecdo com glufosinato de amonio conforme descrito acima.

Ensaio Histoquimico do gene GUS

Tecidos de embriogénicos e segmentos foliares foram infiltrados com solucdo de X-Gluc overnight a 37°C e
fixados em uma solucdo que contém 10% acido acético, 50% etanol e 7,4% formaldeido. Os tecidos foram descorados em
etanol 70% e observados usando um microscopio. Também foram realizados ensaios para expressdo de GUS em folhas de
plantas aclimatadas.

Analises moleculares

Plantas regeneradas foram analisadas inicialmente por PCR. A extragdo de DNA de folhas foi conduzida de acordo
com Doyle & Doyle (1987). Os primers usados para amplificacdo do gene de bar foram: 5™
GTCTGCACCATGGTCAACC-3 ' e 5“-GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC-3. O mix da reacdo de PCR foi incubada em
termocliclador MJ como segue: 94°C por 4 min, seguido por 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 59°C, 1 min a 72°C com 5
min de extensao final a 72°C.

Analise de Southern blot foi conduzida para confirmar a integracdo estavel do gene de bar e da ACC oxidase no
genoma das plantas transgénicas. DNA genomico foi extraido de plantas aclimatadas utilizando o mesmo protocolo usado
para PCR. Foram digeridos vinte pg de DNA com EcoRI para a hibridagdo com a sonda do gene bar e com as enzimas
EcoRl e Hindlll para a hibridagdo com a sonda do gene da ACC oxidase. O DNA digerido foi separado por eletroforese gel
de agarose 0,8%. A transferéncia para as membranas de nylon ocorreu por capilaridade. As sondas foram marcadas
radioativamente com P*? de acordo com Sambrook et al. (1989). Ap6s hibridizagdo overnight a 65°C, as membranas foram
lavadas em 2X SSC, 0,1% SDS a temperatura ambiente ¢ em 1X SSC, 0,1% SDS a 65°C, as membranas foram expostas
em filme de radiografia (Kodak®) a -80°C por 48-72h.



Teste de toleriancia ao herbicida

Plantas transformadas e plantas controle foram cultivadas durante 7 meses em casa de vegetacdo. As plantas foram
pulverizadas (aproximadamente 3 ml por planta) com solu¢des aquosas da formulagio comercial do herbicida (Finale®
AgrEvo) nas seguintes concentragdes 200, 400, 800 1200 ¢ 1600 mg.L™" de glufosinato de aménio. Foi avaliada a tolerancia
das plantas ao herbicida visualmente uma semana depois de aplicagdo.

Resultados e Discussao

Inicialmente a estirpe desarmada EHA105 que contém pCAMBIA3301 foi usada para transformacdo de 118
explantes de café e 45 calos resistentes ao glufosinato foram produzidos. Ensaios histoquimico em pequenas por¢oes dos
calos demonstraram que 82% apresentaram reagdo GUS-positiva, enquanto os controles ndo mostraram nenhuma expressao
do gene uidA. A atividade endogena de GUS nao foi observada devido ao uso de metanol no ensaio de GUS o qual previne
a atividade enddgena do GUS (Kosugi et al., 1990). Hatanaka et al. (1999) relataram que 36% dos calos de café crescendo
em meio seletivo com 5 mgL™ higromicina, apresentaram reagdo GUS-positiva. Quando o gene de seletivo foi o
chorsulfuron, a reagdo GUS-positiva foi observada em 50% de calos embriogénicos de café (Leroy et al., 2000). Nossos
resultados mostraram que a concentragdo de glufosinato de amdnio usado no meio de cultura foi eficiente para selecionar
tecidos transformados.

Plantas regeneradas foram submetidas a analise de PCR para detec¢do do gene bar. Nos experimentos de
transformacao mediados por A. tumefasciens, o gene bar foi detectado em 18 das 26 plantas e 44 das 62 analisadas para os
vetores pPCAMBIA3301 e pIBI3, respectivamente. As 4 plantas transformadas por meio do bombardeamento de particulas
foram também PCR positivas.

A andlise de Southern blot foi realizada em nove plantas regeneradas de cada construcdo transformada por A.
tumefasciens e trés plantas do ensaio de bombardeamento para confirmar a integragdo estavel do gene de bar e da ACC
oxidase no genome de café.

Quando o vetor pPCAMBIA3301 foi usado para transformagdo das plantas, os resultados mostram a integragao de
unica copia independente do gene de bar em todas as plantas originadas a partir de calos distintos transformados por A.
tumefasciens. Leroy et al. (2000) observou que em 51 eventos de café transgénicos também transformados por
Agrobacterium, 69% apresentaram s6 uma copia de T-DNA.

As plantas transgénicas de café apresentaram desenvolvimento normal durante a fase vegetativa e foram
polinizadas manualmente para a producdo de sementes. A geragdo F1 de plantas transformadas com pIBI3 foi testada em
relacdo a tolerancia ao herbicida, das 36 plantas pulverizadas 20 mostraram tolerancia a 200 mg.L'1 de glufosinato de
amodnio, demonstrando segregagdo 1:1, sendo um indicativo da inser¢do de uma copia do transgene. No entanto as plantas
transformadas por bombardeamento apresentaram no minimo 5 copias do gene bar indicando que ocorreram inser¢des
multiplas independentes do gene ou rearranjos e concatenagdo do DNA, comumente mostrado em plantas produzidas por
bombardeamento de particulas (Cabrera-Ponce et al., 1995; Bower et al., 1996). Em plantas transformadas por
Agrobacterium contendo o vetor pIBI3, a dupla digestdo com as enzimas EcoR 1 e Hind 1II, liberou um fragmento de
aproximadamente 1200 pb que hibridizou com a sonda correspondente ao gene da ACC oxidase.

A expressdo do gene de bar foi verificada por aplicagdo localizada do herbicida em plantas aclimatadas. As
plantas transgénicas e plantas controles (ndo-transformados) foram pulverizadas com diferentes concentragdes do herbicida
(Finale®). Em plantas ndo transformadas, a aplicagio de 200 mg.L" de glufosinato de aménio resultou em necrose das
folhas ap6s 48 h da aplicagdo e em alguns casos morte da planta inteira depois de poucos dias. Em contraste, plantas
transgénicas ndo mostraram dano até mesmo na concentragio de 800 mgL'. Foram observadas pequenas manchas
necréticas ¢ uma leve perda de pigmentagdo somente na superficie abaxial de folhas quando 1200 ¢ 1600 mg.L' do
glufosinato de aménio foi aplicado (dados ndo mostrados). Mesmo em concentragdes altas do herbicida, todas as plantas
transgénicas recuperaram-se do dano e continuaram crescendo, mostrando que plantas expressando o gene bar podem
tolerar 8 vezes mais a concentracao de glufosinato de amonio requerida para matar plantas nao transformadas.

Conclusdes

O uso do gene bar que confere tolerancia ao glufosinato de amonio pode ser usado como agente seletivo para
produzir plantas de café geneticamente modificadas. Além disso, plantas transformadas com este gene podem tolerar altas
doses de herbicida podendo facilitar o controle de plantas daninhas em lavouras cafeeiras.
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