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Nas últimas décadas, a transgênese e a edição 
genômica têm desempenhado papeis relevantes 
no melhoramento de diversas espécies. No 
entanto, para atender as demandas crescentes, 
estas estratégias de melhoramento devem ser 
aprimoradas. No caso do cafeeiro, uma das etapas 
decisivas na obtenção de organismos 
transformados é a seleção de células efetivamente 
modificadas. Nesse quesito o sistema RUBY se 
destaca por sua praticidade como marcador de 
seleção, quando este é ativado leva à produção de 
betalaína que consequentemente promove a 
coloração avermelhada nas células transformadas. 
Portanto, o conjunto de genes pertencentes ao 
sistema RUBY têm o potencial de serem 
repórteres de triagem visual a olho nu durante o 
processo de transformação de plantas. Aqui, 
relatamos a resposta do sistema RUBY como 
método de detecção visual de células 
transformadas via Agrobacterium em calos 
recuperados de suspensão celular da espécie 
Coffea canephora.

Etapas de transformação genética via 
Agrobacterium tumefaciens:

Pré-inoculo: Crescimento bacteriano (OD= 0,6).

Cocultivo: Infecção dos calos por Agrobacterium.

Pós-cocultivo: Lavado e multiplicação do explante
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Shaker 100 RPM
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Meio LB sólido e líquido:
Rifanpicina (20mg/L)
Estreptomicina (100mg/L)
Kanamicina (50mg/L)
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Agrobacterium 
tumefaciens

Meio LB

Pellet

25ml solução 
bacteriana

3000 RPM/10 min.

50 ml

50 ml

25ml Meio Yas 
+ Acetoceringona

Homogenizar

100 RPM/1h
28°C

10ml de solução 
bacteriana/15min.

Solução 
bacteriana

Pote com calos
+ sol. bacteriana

Pote com calos
sem sol. bacteriana

20°C OSC.
4 a 5 dias

20 ml Agua
100 RPM/15min.

25ml meio Yas
1,2g/L Timentin

100RPM/3h

OSC OSC

25ml meio Yas
Sem Timentin

100RPM/15min.

Secar em papel filtro Transferir a meio Yas
Timentin 500mg/L 

Seleção: Renovação mensal
Yas + Higrom.(50mg/L) + Timen.(300mg/L)
Yas + Higrom.(100mg/L) + Timen.(300mg/L)

1 mês OSC

x5

2° mês de seleção 

4° mês de seleção 

10° mês de multiplicação 

A medida que ocorreram as fases de seleção e 
multiplicação dos calos, observou-se que o material 
se mostrou propenso à formação de quimeras, não 
apresentando estabilidade de expressão do 
sistema RUBY como agente de seleção em 
experimentos de transformação da espécie Coffea 
canephora.

Multiplicação de calos avermelhados e incolores.
PCR corrobora a presença do sistema RUBY em calos 
avermelhados e ausência em calos incolores (1. 
Plasmideo; 2. Calos incolores; 3. Calos avermelhadas)
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O sistema de detecção se mostrou eficiente no 
momento de diferenciar a olho nu as células 
transformadas.

O material se mostrou instável ao decorrer das 
multiplicações.
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