Ciéncia Rural, Santa Maria, v.41, n.5, p.753-760, mai, 2011

ISSN 0103-8478

Biotecnologia aplicada ao melhoramento genético do cafeeiro

Biotechnology applied to the genetic improvement of coffee plant
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RESUMO

O melhoramento genético do cafeeiro mediante
técnicas convencionais é trabalhoso e demorado. A
biotecnologia oferece estratégias alternativas para auxiliar na
multiplicacdo e no desenvolvimento de novas variedades com
resisténcia a estresses bioticos e abidticos, melhor qualidade
de bebida e maturagdo mais uniforme dos frutos. As técnicas
de cultura de tecidos tém possibilitado a obtencdo de grande
numero de plantas e a garantia da uniformidade genética do
material. O emprego de marcadores moleculares,
principalmente através da selecdo assistida, facilitou o rapido
progresso do melhoramento genético da cultura, assim como
a transformagdo genética, via cultura e fusdo de protoplastos,
biobalistica ou mediada por Agrobacterium sp. Esta revisdo
objetiva sumarizar o histérico, situacdo atual e perspectivas
da biotecnologia no melhoramento genético do cafeeiro.

Palavras-chave: Coffea sp., cultura de tecidos, marcadores
moleculares, engenharia genética.

ABSTRACT

Genetic improvement of coffee through classical
breeding is laborious and time consuming. Biotechnology offers
alternative strategies to assist multiplication and development
of new and improved coffee varieties, including those resistant
to biotic and abiotic stresses, with better cup quality, and with
uniform fruit maturation. Tissue culture techniques have enabled
the production of a large number of plants with genetic
uniformity. The use of molecular markers, especially through
assisted selection, led to rapid progress of coffee plant breeding,
as well as the use of genetic transformation by protoplasts
culture and fusion, biobalistics, or Agrobacterium-mediated.
This review provides a summary of biotechnology history, current
situation and directions applied to the genetic improvement of
coffee plant.

Key words: Coffea sp., tissue culture, molecular markers,
genetic engineering.

INTRODUGCAO

O género Coffea engloba cerca de 100
espécies (DAVIS et al., 2006), sendo C. arabicae C.
canephora as mais importantes economicamente. A
primeira é uma espécie autégama alopolipldide
(tetrapldide) com 2n=4x=44 cromossomaos, enquanto a
segunda é alégama dipléide com 2n=2x=22
Cromossomos.

O Brasil é o maior produtor e exportador
mundial de café, seguido pelo Vietnd e pela Coldbmbia
(FAO, 2010). No cenério nacional, os maiores estados
produtores desse grdo sdo Minas Gerais, Espirito
Santo, S&o Paulo, Bahia, Parana, Ronddnia e Rio de
Janeiro, que correspondem a 98% da producédo
brasileira. A producdo total do pais na safra 2010 fechou
em 48,09 milhGes de sacas de 60 quilos de café
beneficiado, o que representou um acréscimo de cerca
de 22% em relacdo a safra anterior (CONAB, 2010).

Este incremento na producdo pode ser
justificado pelo ano de bienalidade positiva, aliado as
condic¢des climaticas favoraveis no periodo da floragéo,
e pelas pesquisas com melhoramento genético, que
permitiram a utilizacdo de cultivares altamente
produtivas e adaptadas as mais distintas condigdes
edafocliméticas das diversas regides produtoras do
pais (EIRA et al., 2001).
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Apesar de as técnicas convencionais de
melhoramento apresentarem resultados promissores na
cultura do café, no que se refere ao aumento de
produtividade e obtencdo de novas cultivares
resistentes a diversos fatores bidticos e abidticos,
demandam de 7 a 8 ciclos de autofecundacgéo para
estabilizar o genoétipo pela fixacdo de genes em
homozigose. Além de ser um processo demorado e
trabalhoso, a eficiéncia da selecdo nas primeiras
geracBes de autofecundacdo é muito baixa, devido,
principalmente, a ocorréncia de alelos dominantes em
heterozigose (KALTCHUK-SANTOS & BODANESE-
ZANETTINI, 2002).

A biotecnologia aplicada ao cafeeiro, através
de técnicas de cultura de tecidos vegetais, marcadores
moleculares e transformacao genética, tem-se revelado
importante ferramenta de apoio aos programas de
melhoramento, auxiliando na manutencdo e
conservacao de germoplasma utilizado para criacio de
novas cultivares, identificacdo e avaliacdo de novos
genotipos, obtencdo de novos materiais genéticos em
tempo reduzido e, finalmente, multiplicacdo de novos
genotipos. Diante do exposto, esta revisdo objetiva
sumarizar o historico, situacdo atual e perspectivas da
biotecnologia aplicada ao melhoramento genético do
cafeeiro.

Cultura de tecidos

A biotecnologia tem aplicacBes importantes
na propagacdo de cafeeiros, como na multiplicacdo
vegetativa in vitro de hibridos altamente heterozigotos
de destacado valor agronémico. As técnicas de cultura
de tecidos tém possibilitado a obtencdo de grande
numero de plantas e a garantia da uniformidade genética
do material (DUBLIN, 1984). Assim, a clonagem de
plantas hibridas promete um fantastico avanco no
melhoramento genético do cafeeiro. Plantas de cafeeiro
podem ser propagadas por embriogénese somatica e
microcortes (DUBLIN, 1980), sendo que ambas as
metodologias apresentam vantagens e desvantagens
(DUBLIN, 1984). A primeira tentativa bem-sucedida de
micropropagacéo de C. arabica por gemas axilares foi
conduzida por CUSTERS (1980) em meio MS
suplementado com 6,64uM da citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP) e meio de subcultivo com
13,29uM de BAP e 1,445uM de acido giberélico.

De maneira geral, utiliza-se o meio de cultura
basico (MS) suplementado com BAP, que estimula a
multibrotacdo do cafeeiro in vitro (DUBLIN, 1980;
CARVALHO et al., 1997). No entanto, novas pesquisas
devem ser conduzidas objetivando aprimorar um
eficiente protocolo de micropropagacéo para o cafeeiro,
adequado aos diferentes gen6tipos.

A embriogénese somatica em Coffea
também é um importante exemplo de multiplicacdo de
plantas-elite in vitro, em larga escala, apresentando
grande potencial a ser explorado e capaz de maximizar a
propagacdo do cafeeiro, tanto de cultivares
recomendadas para plantio como de hibridos vindos
de programas de melhoramento genético (MACIEL et
al., 2003).

Os primeiros trabalhos de micropropagacéo
de café via embriogénese somatica foram publicados
por STARITSKY (1970) para C. canephora e por
SONDAHL & SHARP (1977) para C. arabica.
Atualmente, essa técnica tem sido aplicada com
sucesso na maioria dos genétipos de Coffea (SILVA et
al., 2005; ALMEIDA et al., 2008). A expectativa é que,
em curto prazo, o cafeeiro arabica seja também
propagado vegetativamente (TEIXEIRA, 2001).

Diversos tecidos tém sido utilizados para
inducdo de embrides somaticos em café, tais como
segmentos de ramos ortotropicos e plagiotropicos
(STARITSKY, 1970; RAGHURAMULU et al., 1987),
tecidos foliares (SONDAHL & SHARP, 1977; QUIROZ-
FIGUEROA et al., 2002), tegumentos do 6vulo
(LANAUD, 1981) e tecidos somaticos de anteras
(ASCANIO & ARCIA, 1987) e do perisperma
(SREENATH et al., 1995). Até o momento, as folhas
tém sido a fonte de explante mais empregada devido a
sua acessibilidade durante todo o ano e possibilidade
de coleta em diferentes estadios de desenvolvimento.

Um dos principais fatores relacionados a
embriogénese somatica em café diz respeito a influéncia
do gendtipo. A percentagem de formacdo de calos
embriogénicos em C. canephora pode variar de 0,0 a
96,9% e em variedades de C. arabica de 0,0 a 10,0%
(BOXTEL & BERTHOULY; 1996).

O avanco mais recente na propagacao clonal
do cafeeiro é o uso do sistema de imersdo temporéaria
desenvolvido pelo grupo de pesquisa do CIRAD,
Montpellier, Franca (ETIENNE & BERTHOULY, 2002).
Embora a hiperhidricidade seja um problema associado
a este sistema, sua ocorréncia pode ser eliminada
aumentando a frequéncia de imersdes curtas,
permitindo até 75% de conversdo de embrides
somaticos em plantulas (ALBARRAN et al., 2005).

O sucesso da micropropagacdo de plantas
depende da taxa de sobrevivéncia e do
desenvolvimento das plantas regeneradas no campo
ou em seu habitat (VILLALOBOS & THORPE, 1991).
Alguns aspectos relacionados ao desempenho a campo
de mudas micropropagadas de C. arabica obtidas via
embriogénese somatica foram avaliados por
GUIMARAES et al. (1987). Esses autores verificaram
que apenas as plantulas com folhas cotiledonares bem
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desenvolvidas sobreviveram a transferéncia ao solo,
sendo os melhores resultados observados quando as
plantulas cresceram em meio suplementado com BAP,
as quais desenvolveram sistema radicular apés o
transplantio. O controle da transpiracdo durante os
primeiros sete dias apés o transplantio também
influencia decisivamente na sobrevivéncia das mudas
(SANTANA et al., 1996). Esses autores ainda
evidenciaram que plantulas com no minimo 4 pares de
folhas produziram populages homogéneas com taxa
de sobrevivéncia de 90%.

Outra técnica de cultura de tecidos bastante
aplicada ao melhoramento do cafeeiro é o cultivo de
anteras in vitro. Essa ferramenta é empregada como
alternativa para acelerar os programas de melhoramento
genético na cultura (ANDRADE, 1998), pois permite a
obtencéo de hapldides em geraces segregantes, o que
leva a rdpida producdo de plantas homozigo6ticas por
intermédio da duplicagdo do nimero de cromossomaos
em uma Unica etapa, substituindo as geragdes de
autofecundagdo (PETERS et al., 1998). Entretanto, a
espécie C. arabica ainda apresenta poucos progressos
quanto a aplicacdo da cultura de anteras (FIGUEIRA et
al., 2008). Assim, é importante identificar as cultivares,
aacéo e a concentracdo dos reguladores de crescimento
utilizados no meio de cultivo mais responsivos a
androgénese.

A primeira tentativa para producgédo de
plantas de cafeeiro hapléides empregando a técnica de
cultura de anteras foi realizada em C. arabica (SHARP
et al., 1973), sendo possivel a regeneragéo de plantas
hapldides e dihapldides (ASCANIO & ARCIA, 1987).
A correlacao entre os diferentes estadios de
desenvolvimento das anteras e o tamanho dos botdes
florais influencia decisivamente o sucesso dessa
técnica (ASCANIO & ARCIA, 1987). Em estadios mais
avancados da microsporogénese, ocorre um
engrossamento da parede celular, sendo esta uma
caracteristica do grao de polen maduro do café, o que
prejudica o processo de regeneracdo (ASCANIO &
ARCIA, 1994). Dessa forma, o estadio adequado para
a androgénese in vitro € o uninucleado, o que
corresponde a botdes florais entre 4,5 a 6,0mm
(ASCANIO & ARCIA, 1994; SILVAetal., 2004), pois
otimiza o processo para a obtencdo de plantas
haploides através da cultura de anteras (ANDRADE,
1998).

As anteras devem ser mantidas no escuro
para que ocorra o desenvolvimento de calosidade e,
apds sua formacéo, para o desenvolvimento do embrido,
os calos devem ser mantidos no claro (ASCANIO &
ARCIA, 1994). Além disso, a agdo combinada entre
uma auxina e citocinina é necessaria para a inducéo de
calos em anteras de cafeeiro (ARAUJO, 2004).

No entanto, um dos principais problemas
enfrentados pelos programas de melhoramento do
cafeeiro € a estreita base genética da cultura. Assim,
tem-se buscado aumentar sua variabilidade genética,
quer seja por métodos tradicionais ou biotecnoldgicos.
Devido barreiras genéticas entre espécies, muitas
caracteristicas desejaveis, como baixo teor de cafeina
(SILVAROLLAEet al., 2004), ndo podem ser transferidas
para genétipos cultivados por hibridacéo
interespecifica ou intergenérica. Da mesma forma, o
cruzamento entre espécies de Paracoffea e
Mascarocoffea com Eucoffea é impraticavel
(MAZZAFERA & CARVALHO, 1992). Assim, técnicas
de cultura e fusdo de protoplastos oferecem novas
possibilidades para o melhoramento genético do
cafeeiro. Os protoplastos podem ser utilizados para
producdo de hibridos interespecificos ou intergenéricos
e para a introducdo de caracteristicas desejaveis de C.
canephora, ou qualquer outro dipléide e espécie
heterozigota, para C. arabica (NYANGE et al., 1997);
também podem ser empregados para transformagao
genéticacom DNA exdgeno.

O cultivo de protoplastos em cafeeiro tem
sido obtido através de folhas (OROZCO & SCHIEDER,
1984), calos derivados de segmentos foliares
(SONDAHL et al., 1980), calos embriogénicos
(TAHARAEt al., 1994), embrides somaticos (SCHOPKE
et al., 1987) e culturas de células em suspensdo
(NYANGE etal., 1997).

O sucesso da cultura de protoplastos
(isolamento, cultura e regeneragdo) depende de uma
série de fatores, como o0 meio de cultivo (KAO &
MICHAYLUK, 1975) e os estadios cronoldgico e
fisioldgico das células (SCHOPKE et al., 1987; GREZES
etal., 1994).

Outra grande aplicagdo da biotecnologia
relacionada ao cafeeiro diz respeito a conservacéo de
material botanico. A cultura in vitro tem permitido a
criacdo de bancos de genotipos em meios de cultura,
possibilitando armazenar grande quantidade de material
em uma Unica sala de laboratorio. Em contrapartida,
essa metodologia exige a transferéncia constante das
plantas (repicagens). Este processo, além de
trabalhoso, pode levar a alteragBes da constituicdo
genética do material (GUERREIRO-FILHO &
COLOMBO, 1998).

A conservagdo ap6s congelamento em
nitrogénio liquido (criopreservagdo) constitui-se num
processo mais confidvel e de menor custo. Esta
metodologia, estabelecida com sucesso em cafeeiros,
garante a conservacdo por longo tempo sem incorrer
em problemas de alteracdo da constituicdo genética
(DUSSERT et al., 2001).
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Marcadores moleculares

Com relacdo a identificagdo e caracterizagao
de variedades, dispde-se atualmente de tecnologias
capazes de revelar diferengas minimas entre genotipos.
Essa tecnologia é denominada de marcadores
moleculares do genoma. A partir dessas técnicas, é
possivel, por exemplo, detectar ambiguidades em
colecBes de cafeeiros, estabelecer relacdes de
parentesco entre linhagens, cultivares ou espécies
diferentes e, sobretudo, identificar com precisdo a
identidade de uma determinada cultivar em casos de
davidas (OROZCO-CASTILLO et al., 1994;
LASHERMES et al., 1996b).

Dentre as diferentes técnicas de deteccédo
de polimorfismo genético no cafeeiro destacam-se:
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso - RAPD
(OROZCO-CASTILLOet al., 1994; LASHERMES etal.,
1996b), Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados - AFLP e Sequéncias Simples Repetidas
(microssatélites) - SSR (ANTHONY etal., 2002).

Uma das principais aplica¢des da analise
genética é a construcdo de mapas de ligacdo. Foram
reportados mapas genéticos completos de C.
canephora (LASHERMES et al., 2001) e de um hibrido
interespecifico (C. pseudozanguebarie x C. liberica)
(KY etal., 2000). Outros mapas de ligacdo estdo sendo
construidos para diferentes espécies de café, incluindo
C. arabica. Estes mapas genéticos fornecem
informagdes importantes sobre o genoma do cafeeiro e
a organizacdo dos cromossomas. Particularmente,
podem ser utilizados para mapear genes importantes
(por exemplo, o locus S, que controla a auto-
incompatibilidade) (LASHERMES et al., 1996a), além
de loci que codificam para caracteristicas quantitativas
(QTLs), como compostos bioquimicos que conferem
ao café qualidade de bebida (BARRE et al., 1998).

Nesse contexto, merece destaque o Projeto
Genoma-Café, desenvolvido por iniciativa do
Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento
do Café, Embrapa Café, FAPESP e Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia em parceria com diversas
instituicdes de pesquisa (IAC, UNICAMP, USP, UNESP,
IAPAR, UFLA, UFV, Epamig e Incaper). O Projeto
resultou em um total de 200.000 ESTs (Expressed
Sequence Tags) sequenciados que, apds analises de
bioinformatica, foram agrupados em aproximadamente
35.000 genes distintos (VIEIRA et al., 2006). A partir
desse mapeamento, os pesquisadores dispuseram de
conhecimentos basicos de genética, fisiologia e
bioguimica para desenvolvimento de futuras variedades
de cafeeiros com maturagdo mais uniforme dos frutos,
teor controlado de cafeina, resisténcia a pragas e
doencas e tolerancia a estresses ambientais, como frio,
secas e geadas.

A érea de maior impacto dos marcadores
moleculares no melhoramento vegetal € através do
emprego da selecdo assistida para identificagcdo de
genotipos superiores em populacBes segregantes
(FEDERIZZI, 1998). Através dessa tecnologia, pode-
se incrementar a eficiéncia no melhoramento de plantas,
pois menor nimero de progénies por combinacéo é
necessario, bem como menor nimero de geracgdes para
a estabilizacdo dos genétipos (BARBOSA-NETO,
1998).

Transformagao genética

Os primeiros protocolos de transformacéo
em café baseavam-se na integracdo e expressdo de
genesem protoplastos (BARTON etal., 1991). Devido
aos resultados pouco satisfatérios obtidos através
desse método, tentativas para a transformacao de café
foram feitas usando-se Agrobacterium como vetor
(SPIRAL et al., 1993). A partir desse trabalho, varios
outros relatos sobre a transformacao genética de café
tém sido publicados, mediados por Agrobacterium
rhizogenes em C. arabica e C. canephora (SPIRAL &
PETIARD, 1993; SUGIYAMA et al., 1995) e mediados
por A.tumefaciens (SPIRAL etal., 1999; LEROY etal.,
2000).

Recentemente, foram obtidas as primeiras
plantas transgénicas de café, expressando o gene de
Bacillus thuringiensis (crylAc) que confere resisténcia
alepiddpteros (SPIRAL etal., 1999; LEROY etal., 2000).
O bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) é responsavel
pela degradacdo das folhas e, consequentemente,
queda de producéo. Através da transformacéo via A.
tumefaciens, SPIRAL et al. (1999) obtiveram éxito na
transferéncia do gene crylAc em gendtipos de C.
canephora e de C. arabica. A eficiéncia da
transformacdo variou dependendo do genotipo
testado, sendo os genotipos de cafeeiro arabica menos
propicios para a regeneragdo de embrifes. A
caracterizagdo molecular evidenciou que 69% das
plantas transformadas continham uma Unica copia do
T-DNA e que a expressao da proteina CrylAc foi obtida
nas folhas de 18 das 23 plantulas testadas (LEROY et
al., 2000). Bioensaios conduzidos por estes mesmos
autores com duas espécies de bicho-mineiro
demonstraram que a proteina CrylAc confere
resisténcia as plantas transgénicas. Nesses
experimentos, trés diferentes niveis de resisténcia foram
determinados com algumas plantas altamente
resistentes, outras pouco sensiveis e algumas plantas
totalmente susceptiveis.

Outra metodologia utilizada com sucesso
para transformacdo de café € a biobalistica ou
bombardeamento de tecidos vegetais. Nesse caso, 0s
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genes de interesse e 0s genes marcadores sdo
introduzidos em tecidos vegetais através de uma forte
pressdo exercida por gas hélio comprimido. Além de
uma alta eficiéncia de transformacéo, outra vantagem
desse método € que o tecido transformado néo sofre
grandes danos mecéanicos. Até o momento, testes
realizados com Vvérios tecidos de C. arabica, tais como
folhas intactas, células em suspensdo e calos
embriogénicos, foram promissores (BOXTEL et al.,
1995).

Protocolos otimizados de transformacéo via
biobalistica foram desenvolvidos por ROSILLO et al.
(2003) e por RIBAS et al. (2005) para introducéo de
DNA em células em suspensao de C. arabica e em
tecidos embriogénicos de C. canephora,
respectivamente.

Atransformacao genética de plantas de café
ja foi obtida por diversos grupos de pesquisa (SPIRAL
&PETIARD, 1993; SUGIYAMAet al., 1995; SPIRAL et
al., 1999; LERQY etal., 2000), mas ainda se trata de um
processo dificil, no qual apenas alguns genes foram
transferidos com sucesso para genétipos de cafeeiro
(SPIRAL et al., 1999).

A transgenia também tem sido empregada
para modificar a biossintese de etileno e de cafeina.
Pesquisadores da Universidade do Havai patentearam
aintroducdo do gene que codifica para as enzimas acido
1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) sintase e
ACC oxidase em orientagdo antisenso para reduzir a
sintese de etileno e, assim, controlar a maturacdo dos
frutos (DUFOUR et al., 2000; STILES et al., 2004).

CONCLUSAO

De maneira geral, as técnicas de
biotecnologia vegetal sdo de grande utilidade no
melhoramento genético do cafeeiro e vérias delas vém
sendo aplicadas com relativa eficiéncia em pesquisas
realizadas por diferentes instituicGes. Cabe salientar,
no entanto, que a utilizacdo dos produtos gerados pela
pesquisa cientifica, por parte dos diferentes elos da
cadeia produtiva do café, esta na dependéncia direta
de investimentos regulares no setor e na constante
capacitagdo técnica dos profissionais envolvidos. As
técnicas de genética molecular sdo empregadas no
melhoramento do cafeeiro apenas como ferramentas
auxiliaresaos programas convencionais em andamento
no pais. Técnicas que envolvem marcadores
moleculares de DNA e mapeamento genético do
cafeeiro s&o utilizadas para monitorar os programas de
selecédo de plantas, o que reduz o tempo demandado
para o langamento de novas cultivares de cafeeiro, além
de aumentar grandemente a sua eficiéncia. Da mesma

forma, técnicas de cultivo de gréos de pélen e de anteras
reduzem o tempo necessario para a obtencdo de novas
linhagens de cafeeiros. A producéo de transgénicos,
com o uso das técnicas de transformacdo genética,
também se revela interessante para o melhoramento
genético do cafeeiro, pois pode gerar novas cultivares
diretamente, ou gendtipos para serem utilizados em um
programa de melhoramento convencional. Por tudo
isso, espera-se que dentro de poucos anos o
melhoramento genético do cafeeiro consiga avangar
com maior rapidez.
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