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" ABREVIATURAS

AEC = S5-2-aminocetil-L-cisteina

6-BA = 4~ benzilaminopurina

BAM Benzamidina
BSA = Soro albumina bovina
C = Carbono 14‘
CIN = Cinetina
2,4-D = Acido 2,4~diclorofenoxidcetico

DNA = Acido desoxirribonucléico

DTT = Ditiotreitol

EDTA = dcido etilenodiamina tetracético

EPSP = S-enolpiruvil shiquimato B—Fasfato

EPSPa = 5—enolpiruvil_shiquimato 3-fosfato sintetase

HEPES = 4Acido N-2Z~hidrosxietil-piperazina~N -2-etanosulfénico
HPLC = Cromatografia liquida de alta resolugio

LT = Lisina + treonina

MB-1 = Meio de cultura bdsico

MR = Meio de cultura para regeneracio

S5MT = 5 metil-DL-triptofano

PEP Fosfoenol piruvato
Pi = Fdosforo inorgénico
POPOP = {i,4~bisgl2-(S~-feniloxazdlico)l-benzeno

PPO = 2,5~difenioxazdlico

S3P = Shiquimato 3-fosfato

SDS

Dndgcil sul fato de sodio
SDS—-PAGE = Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

TEMED = N,N,N ,N ~tetrametiletilenodiamina
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FFEITO DO HERBICIDA GLIFOSATO EM  CULTURA DE TECIDOS DE MILHO
{Zea mays lL..)

1. INTRODUGCAO

& outilizacio de herbicidas quimicos consiste em um  dos mais
eficientes meios de controle de ervas daninhas na agricultura.,
Futensos programas de pesquisa tém sido dirigidos no sentido de
desenvolver compostos com amplo espectro de ac8o, seletivos e de

baixa toxicidade ao homem € aos aninais.

Para muitas culturas ainda nio existe um herbicida apropriado e
a escolha de um herbicida seletivo adeguado & uma determinada caltura
depende muito das di?erencaﬁ entre a planta cultivada € as espécies
daninhbas. 0 uso de uma dada concentracio adeguada para eliminar as
espécies daninhas nio deve ser prejudicial & cultura. Outros fatores
gque também devem ser levados em consideragio s¥o o modo de agio e =
forma pela qual € metabolizado pelas plantas. Alguns herbicidas
iniben viags biossintéticas relacionadas com a atividade
Ffotossintética enquanto  que outros inibem & biossintese de

aminoacidos.

Fntretanto =& pressfio de selegBo do herbicida resulta no
desenvolvimento de ervas daninhas tolerantes ¢ também em alteracies
NESSas populagies. Duas alternativas t8m  sido wutilizadas para
solucionar este problema. A primeira ¢ o desenvolvimento de  um
herbicida novo mais seletivo ou de uma nova formulacio para  um

herbicida j& existente. Esse processo, entretanta, ¢ prolongado &

S



caro pois o desenvolvimento de um  produto noveo requer testes
sofisticados de milhares de compostos. A segunda alternativa €  a
selecio de plantas tolerantes a um determinado produto quimico, fLLE

possa ser utilizado como herbicida nio seletivo.

0 desenvolvimento de um novo gendtipo tolerante a um herbicida
pode ser relativamente simples, envolvendo uma dnica mutag8o génica.
Fm outros casos, andlises gendticas tém demonstrado que a tolerancia
pade ser devido a um maior mimero de genes. Entretanto, sm muitas
espécies cultivadas, a selegfo de plantas tolerantes através de
técnicas convencionais de melhoramento é tarefa extremamente dificil
devido & complexidade das interagoes genotipo—-ambiente-herbicida.
Portanto taorna-se necesssrio o estudo de metodologias alternativas
que possibilitem o desenvolvimento de gendtipos tolerantes. Por outro
lado, os progressos recentes nas areas de biologia celular e
molecular trazem novas alternativas para o desenvolvimento de uma
metodologia adequada para a ampliagfo de conhecimentos dos mecanismos
gendticos~bioguimicos envolvidos na tolerdncia a herbicidas, assim
COme para a selegio de plantas tolerantes aos herbicidas Ja

sistentes.

A utilizacho de téonicas de cultura de tecidos e células per&ite
o oma melhor identificaclo e seleglo de wvariantes genéticos e
representa uma enorme simplificacfo para o sistema de selegio de
gendt ipos tolerantes a herbicidas. Além disso, estas técnicas
possibilitam o estudo de passos metabdlicos especificos envolvidos na
resposta de tolerdncia e a aracterizacio do modo de  aglo do
herbicida sob condigtes experimentais controladas e definidas.
Portante, ¢ importante avaliar a possibilidade da utilizaclo da
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téonica de cultura de tecidos nos estudos  que envolvem meCcanismos

genét icos—-bioguimicos.

0 desenvolvimento das técnicas de cultura de tecidos vegetais
teve wum grande progresso nos dltimos 1i9-19% anos. Um  grande impulso
faoi dado para o desenvolvimento da metodologia de cultura de tecidos
de gramineas, inctusive o milho, que até 5-6 anos atras eram
consideradas espécies recalcitrantes para & regeneracio de plantas
“in vitre”. O milho é o terceiro mais importante cereal do mundo &
uma das espécies vegetais com maior acumulo de conhecimentos basicos.
A possibilidade de se utilizar técnicas de selegdo de mutantes
bioguimicos de milho através de cultura de tecidos e células, tem
despertado o interesse de varios grupos de pesquisa. Mutantes de
milho tolerantes a herbicidas nio seletivos seriam de grande
importdncia tanto para a aplicagf8o pratica na agricultura como para a
real izagio de estudos bdsicos. Muitos herbicidas no seletivos  atuam
na via biossintética de aminodcidos. Entre estes, encontra-se O
glifosato que é um dos mais efetivaos para inibir o crescimento tanto
de ervas daninhas como das plantas cultivadas. Este composto tem sido
amp lamente utilizado na agricultura como herbicida de pré e pos
emergéncia. 0 glifosate inibe preferencialmente & eenzxima
Heenolpiruvil shigquinato 3-fosfato sintetase (EPSPs) e inibe,
consequentemente, a sintese dos aminodcidos aromaticos derivados do

COrismato.

Considerando-se a importincia do milho para estudos basicos e
aplicados, & importidncia de se compreender melhor 08 mecanismos
genét icos-hiogquinicos de herbicidas que atqam em via biossintética de
aminodacidos, o enorme potencial das téonicas de cultuwra de tecidos

o
# 7o



para selecio “in vitro” de mutantes biogquimicos ¢ o amplo espectro de
Aagaon do  herhicida glifosato, o presente trabalho teve como

abjetivoss

1. Avaliar o efeito do herbicida glifaosato em diferentes

linhagens de calos embriogénicos fridveis.

2. Estudar a possibilidade da utilizacfo de calos embriogé-
nicos friaveis para selecionar mutantes de milho toleran-

tes ao herbicida glifosato.

3. Realizar estudos bioquimicos de calos embriogénicos
Friaveis de milho tolerantes ao glifosato visando melhor
compreensiao dos mecanismos genéticos~biogquimicos envolvi-

dos na tolerdncia a este herbicida.

4, Regenerar plantas a partir de calos embriogénicos de mi=-

1ho selecionados para tolerdncia ao herbicida glifosato.



2. REVISAO DE LITERATURA

Com o aprimoramento tecnoldgico na agricultura, o uso
de herbicidas torna-se cada ver mais frequente no controle de ervas
daninhas. 0 controle quimico de ervas daninhas & uma ciéncia
relativamente nova que envolve conhecimentos nas areas de gquimica &

Biologia.

Para a utilizacio de um herbicida adequado & uma
determinada cultura, deve-se levar em consideragido o seu modo de
agio, a forma pela qual ¢ metabolizado pelas plantas & as diferengas
entre a planta cultivada e as espécies daninhas (HATZIOE & PENNER,
1961). Alguns dados sobre as reagoes das plantas cultivadas a agentes
fitotdxicos e também a ecologia de ervas daninhas e cultivares
(seletividade, tolerdncia e susceptibilidade) sdo importantes fatores

a serem considerados (ASHTON & CRAFTS, 19810 .

Com a introdugio do herbicida no meio ambiente ocorrem
processos Fisicos, auinicos ¢ biogquinicos que afetam =z atividade,
seletividade e fungfRo dos herbicidas. Esses processos  podem  ocorrer
dentro e fora da planta, & s8o classificados de acordo com HATZI0H &
PENNER (1981 como  processos  de  transformagio e tranferéncisn.
Processos de transformacio sRo aqueles gque resultam na  nudaneza da
estrutura gquimica do herbicida (transformacio quimica, fotoguimica e
bioldgicay. 08 processos de transferéncia movem o herbicida através
de um composto ambiental ou organismeos para  outro sem  alterar =a
estrutura auimica da molécula, tais comm; ahsorgiio pela planta,
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translocacao dentro da planta e outros.

A classificacio de herbicidas mais utilizada & dada em
ordem alfabdtica do nome comum do produto guimico ativo, nome
comercial € o nome guimico correspondente. Uma segunda classificagio
divide os herbicidas em grupos de compostos quimicos semelhantes
therbicidas inorgdnicos € organicos). A terceira classificagio € dada
em VArias categorias baseadas na melhor agio do produto, onde asg
caracter isticas de cada herbicida determinam seu modo de aglko no
campo, tais como, herbicida de aplicagio foliar (contato, translocado
e s0lo), herbicida nRo seletivo com aplicagio foliar e no solo e,
herbicidas aqudticos (ASTHON & CRAFTS, 1981). Segundo FEDTKE (1982)
os herbicidas se classificam de acorde com seun modo de  agRos
inibidores de germinacio, herbicida de contato, herbicida

hranqgueador, dessecante ¢ outras.

Do liveo intitulado “Weed Control” (ANON., 1948), foi
estabelecido que a expressico “mecanismo de acio” refere-se as lesdes
primarias bioguimicas ou biofisicas que causam a morte da planta ¢  a
expressao’” modo de agio” refere—-se & sequénecia inteira de eventos &

partir da introdugio do herbicida no meio ambiente até =w eliminagio

da planta.

O estudo do modo de aglo dos herbicidas deve oferecer
uma  descrigio detalhada das reagbes fisicas ¢ moleculares dos
herbicidas, bem como as mudangas estruturais ¢ metabdélicas indusidas.
Fetes estudos envolvenm a ahsorcio, translocacio, reagtes moleculares,

respostas bioguinicas e, o crescimento & estrutura da planta.



De acordo com LEBARON & GRESSEL (1982 os termos
toleréncia e resisténcia sio definidos pelo grauw de resposta a  uma
dada concentracio de um herbicida, onde espécies tolerantes sio
obtidas a uma concentracio determinada ¢ espécies resistentes sio

selecionadas a gualquer concentracio.

0s estudos beEsicos de absorgio & translocacio do
herbicida pelas plantas & as diferengcas entre as plantas, oferecem
informagies que permitem aons pesquisadores de ervas daninhas predizer
quais as plantas gue podem ser eliminadas por um  dado herbicida e
quaié podem resistir. Para ser efetivo o herbicida deve ser ahsorvido
pela planta-alvo e translocado para o sitio de acBo molecular. Estes
estudos variam de acordo com a espécie de planta estudada, mas tambeém
BEEES processos  sio influenciados por determinadas condi¢goes

ambientais, tais como? temperatura, umidade & luz (FERNANDEZ, 1979).

As propriedades fisicas € quimicas da molécula do
herhbicida também podem influenciar =a taxa da via de absorgio e
translocacio. No inicio, os pesquisadores dependiam de estudos das

mudancgas anatomicas e morfalegicas para determinar se  um  dado

herbhicida foi absaorvido e translocado, dada a pequena guantidade do
herhicida presente na planta. Atualmente, muito desses estudos

140,

utilizamn—se de radioisdtopos radioativos (usuaimente
incaorporados na moléculsa, permitindo a determinaciioc de pequenasg

gquant idades, incluindo a localizacRo subcelular (ASTHON & CRAFTS,

192810

Dados obtidos através do uso de herbicida marcados
radioat ivament e padem ser  obtidos por microauatoradiografia ou

w?



fracionamento subcelular de um homogeneizado do tecido. Entretanto,
ha um acumulo preferencial do herbicida em uma estruatura celular, tal
coma o cloroplasto, mas isto ndo é indicaclo de que esta organela &,
o contém, o sitio ative do herbicida. Efeitos fFfisiolegicos do
herbicida na planta surgem geralmente como efeito subletais, o que
implica na mudanga indireta do crescimento e composi¢io da planta. 0s

efeitos bioguimicos s3o os que melhor demonstram © =xato sitio de

acio do herbicida, através do estudo da enzima ou complero enzimatico

que estio envolvidos na inibi¢cRo (FEDTKE, 1982).

Estudos sobre o mecanismo de aglio de herbicidas
permitiriam a utilizac8o de herbicidas mais efetivos & menos tdicos.
Tais estudos devem oferecer informactes de como estes compostos atuam
nas plantas ao nivel molecular, através da determinagio do sitio
primario de acdo. Os herbicidas podem alterar indmeros processos
hioguimicos incluindo a fotossintese, respiragio, Ffosforilagio
oxidat iva, sintese de RNA, sintese de proteinas, lipideos e muitas

outras reagies.

2.1. Tolerdncia de plantas a herbicidas

Para muitas culturas ainda nfo hda  um  herbicida
disponivel & gque seja de uso apropriado. Uma maneira para  resolver
este problema seria o desenvolvimento de um herbicida novo € mais
seletivo. Essa abordagem tornaria o processo muito prolongado & caro,
pois para a descoberta de um novo herbicida ou nova formulacio de um
herbicida Ja =xistente, seriam necessarios estudos  das

8.



caracter i sticas no  campo, testes toxicoldgicos, compaortamento  da

planta e outros (HUGHES, 1983).

Uma alternativa para a solugio desse problema &€ =
utilizacgio de plantas cultivadas que apresentem uma seletividade
modificada para resisténcia. 0 custo para o desenvolvimento de  um
navo cultivar € relativamente menor do gque o custo de um  novo
herbicida, portanto &€ mais econdmico selecionar um cultivar tolerante

a um herbicida ja existente do que o desenvolvimento de um novo

herbicida mais seletivo (FAULKNER, 1982).

O conceito de herbicida seletivo, indica que espécies
de plantas diferem em suas respostas aos herbicidas. Espécies
pertencentes ao mesmo género ou  familia apresentam respostas mais
semelhantes =a um dado herbicida, do que espécies de familias
diferentes. Membros de Gramineae sho mais resistentes ao 2,4-D, e &
gepécie anual Veronica spp ¢ mais tolerantes ao paraquat. Todos os
membros de uma espécie apresentam-se como um grupo homogéneo para @
pratica do controle de ervas daninhas (FAULKNER, 1982).

i,

O estudo “in vivo” para caracterizacio e isolamento

dos produtos metabdlicos de plantas inteiras, apcs aplicagio do
herbicida para se obter toler@ncia ¢ dificultado, pois este sofre
influéncia de varias fungfes fisioldgicas (absor¢io, translocaclio @
metabolismo) gue devem ser considerados nas respostas diferenciais
encontradas entre as plantas. No caso, espécies resistentes a

triarxinas (milho, sorgo € cana), & haseado no rapido metabolismo  do

herbicida (JENSEN, 1982).



Uma alternativa para minimizar os efeitos das fungies
fisioligicas no metabolismo do herbicida em plantas inteiras, ¢ a
ut ilizacio da técnica de células isoladas, bem como a cultura de
células e tecidos “in vitro”. Estas téocnicas permitem o isolamento de
sistemas enzimaticos, fornecendo desta Fforma dados sobre o sitio

primario de a¢io do herbicida € sua infludncia nas vias mebtabdlicas

(FEDTKE, 198:2).

Herbicidas que interferem com fungies metabdlicas
hasicas € de se esperar gque inibam o crescimento da cultura de
células. Em tais casos, fendtipos tolerantes podem ser selecionados
simplesmente como crescimento em presenca de concentracies inibidoras
do herbicida. Entretanto, herbicidas gue interferem com fungtes de
tecidos ou drgios da planta toda (ex. fotossintese), nao tem efeito
rno crescimento da cultura de células heterotroficas (CHALEFF, 41986).
A cultura de células de plantas oferece um grande numero de vantagens
nos estudos que envolvem o modo de agio dos herbicidas, bem como,
para a seleclo de células do tipo variantes, nas quais a resist&ncia
¢ eupressa ao nivel celular (CHALEFF, 1981 MEREDITH & CARLEON,

1982 .

dod.4 Utilizacio da cultura de tecidos para selegio de

mutantes

O waso do sistema de cultura de tecidos para
caracterizar fendtipos diferenciais em plantas, tem sido altamente

" j: 0 "



mencionado como uma metodologia que pode ser aplicada com sucessa  &m
estudos que visam a obtengiio de mutantes bioguimicos. Atraves deste
siatema experimental, & possivel a producio e selecio de variantes ou
mutantes de tecidos ou linhas de cédlulas e consequentemente a planta
toda. Populacies de cultura de células geralmente contém wvariantes
espontinecs (mutacio), os guais apresentam um numero de caracteres

que diferem das demais células da populacio (HANDRO, 19847,

A ohtencio de variantes através de oultura de
tecidos pode ser através de sele¢lfo direta ou indireta, ou por testes
individuais de um pequeno numero de células derivadas de uma colénia.
6 selecio direta é a mais utilizada, onde um tipo celular apresenta
uma capacidade de tolerar um composto tdxico & este € selecionado das

demais células da populagBo (MALIGA, 1984).

A selechio direta constitui uma das técnicas de
enorme potencial para a identificacio e sele¢io de células tolerantes
a um determinado agente seletivo dentro de uma grande populagio de
células em cultura. As cédlulas poden ser posteriormente multiplicadas

e utilizadas para a regeneraclo de plantas (JACOBS, 1984).

De acordo com JACOBS (1984) os mutantes obtidos
atraveés de cdlulas submetidas a diferentes tratamentos podem  ser
classificados como auxotroficos, autotroficos e resistentes. As
celulas auxotrdficas caracterizam-se pela falta de habilidade para
sintetizar metabdlitos essenciais; as células autotreficas nao
requerem um Fornecimento constante de componentes do meio de cultura
normalmente requerido para o crescimento do tipo selvagem. Por  outro
lado, células resistentes nfo mostram inibigio do crescimento na
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presenca de compostos que s8Ro inibidores sob condigbes normais.

Numerosns tipos de mutantes resistentes 2
determinados compostos gquimicos tém sido descritos. Eles podem ser
classificados de acordo com a toxicidade do produto ou das condigbhes
wtilizadas para selegio, tais compd: aminoacidos, andlogos de

aminodcidos, antibioticos, andalogo de base, fatores ambientais e

var ias toxinas.

Fm linhagens de cenoura resistentes &
S-Metil-Di.~triptofano (5MT)Y, observou-se uma super produgio do
aminoacido triptofano. Este aumento do nivel de triptofano livre tem
sido relatado como uma alteragio da enzima antranilato sintetase
envalvida na biossintese do triptofano. A  linhagem de células
resistentes apresentou menor sensibilidade da antranilato sintetase &
inibicio pelo triptofanc ou SMT  do gue as demais ceélulas  (SUNG,

19797 .

MIAD et al. (1988) em estudos para obtengio de
calos resistentes de milho a 5MT, &-2-aminoetil-L-cisteina (AEC) e
altas concentracgoes de lisinattreonina (LT), observaram queg @&
resisténcia & LT & herdada como um  gepne nuclear dominante. A
resisténcia a SMT apresentou  esterilidade em macho & féEmea e @&

resisténcia para AED foi causada por um decréscimo na sua ahsoreRo.

A resisténcia de linhagens de plantas
resistentes a antibidticos, tais como, estreptomicina ou  kanamicing,
tem sido demaonstrada ser contrelada por  uama mutac®o mendeliana

recessiva, ou devido a modificagtes no material extracromossomico. No
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cast de linhagens de tabaco, a resisténecia & estreptomicina parece
aer devida @ uma mutagfo no DNA do cloroplasto apresentando  uma

alteracho em uma das proteinas ribosstmicas (MALIGA, 1978).

Uma das grandes aplicactes da cultura de tecidos
em plantas cultivadas ¢ o estudo que possibilita a obten¢gio de
resisténcia contra fatores ambientais, tais comod: alta e baixa
temperaturass; metais pesadosy fFitotoxinasy saisy; herbicidas e

autros.

A tolerdncia & toxicidade salina & de grande
interesse, pois com & irrigaclo ocorre um maior acdmulo de sais.
NABORS et al. (1980) obteve sementes regeneradas de células de tabaco
isoladas do meio rico em sais, € a progénie foi caracterizada como

mais tolerante a irrigagio com agua contendo NaCl.

L.inhagens de células resistentes a toxinas
produzidas por Helminthosporium maydis tém sido isoladas da cultura
de células de miltho. Entre as plantas regeneradas, observou-se que @
resisténcia é herdada maternalmente ¢ muito provavelmente devido a

uma modificacRo do DNA mitocondrial (GENGEBACK, 1977).

2.2. Selecdo de mutantes tolerantes a herbicidas

O valar agrondmico da tolerfincia a herbicidas é objeto
de muita controvérsia. QO valor efetivo do herbicida & baseado em  sua
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habilidade de discriminar entre as ervas daninhas e espécies
cultivadas., Esta diferenga tem sido tradicionalmente obtida pela
selecdo de um grande ndmero de compostos quimicos para identificar os
que apresentan a acio especifica desejada. 0 recurso gendtico para
selegio de genomas que apresentam  formas mutantes de espécies

cultivadas que sejam mais tolerantes a um dado herbicida oferece umam

alternativa mais refinada € barata (CHALEFF, 1986).

Apesar da ddvida sobre o wvalor agrénomico da
engenharia genética para tolerdncia a herbicidas, tais estudos irfo
contribuir para o entendimento dos mecanismos de a¢8o do herbicida
(CHALEFF, 1986). A seleqgBo “in vitro” para tolerdncia =a herbicidas
poade  produzir novos recursos  para variabilidade genética, onde
fendtipos tolerantes podem ser selecionados e com a combinagio de
téonicas de melhoramento convencionais, novos herbicidas em coulturas

tolerantes podem ser estabelecidos.

Entretanto, segundo MEREDITH & CARLSON (1982, para
estudos gendticos que visam a tolerfincia & herbicida através do  uso
de cultura de tecidos, alguns pré-requisitos devem ser considerados,
tais comot (1) Se a tolerdncia € expressa em cultura de células, mas
¢ perdida quando as cdlulas sio submetidas ao crescimento fora do
meio de selecBo, provavelmente estas linhas de células sofrem  uma
adaptacio bioguimica na presenca do inibidors () Se a tolerdncia &
retida por cultura de cédlulas mesmo depois de uma o mais PaRssagen
sem 0 herbiciday (3 Be a tolerdncia € estdvel na auséncia do
inibidor & é também expressa em plantas regeneradas da cultura de
células ouw de cultura de células derivadas de plantas regeneradas;
(4) Se a tolerfincia é estdavel e retida no processo de regeneragiao ¢ &
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também transmitida para a progénie de plantas regeneradas.

O estudo baseado em caracteristicas especificas da
estrutura diferenciada mais do que no metabolismo celular pode ou nRo
aser expresso em cultura de células. Similarmente, cultura de células
selecionadas para tolerfncia pode nBo necessariamente regenerar
plantas. Em alguns experimentos a tolerdncia foi testada somente ao
nivel celular ¢ em outros foi analisada também em plantas regeneradas

® suns progénies (BRADSHMAW, 1982).

A téonica de cultura de tecidos tem sido utilizada
como sistema para testes de Ffitotoxicidade e para estudos do
metabolismno de herbicidas  (CROCOMO & OCHOA-ALEJD, 19832, aAlguns
progressos tem sido obtidos nos estudos que visam =a obtencRo de
linhagens de células pu cultivares tolerantes a alguns herbicidas,
tais coma, @ amitrole em cultura de células de tabaco (BINGER &

MODANIEL, 41984), o herbicida picloram em células de tabaco (CHALEFF &

PARSONSG, 4978 CHaAL 1980; 1281) & o herbicida paraguat em cultura
de células de Nicotiana tabacum (HUGHES,  1983) & em células de

tomate (THOMAS & PRATT, 1982).

A acho do herbicida sobre o metabolismo celular &  uma
consequéncia da atividade enzimidtica diferencial entre as espécies
tolerantes ¢ sensiveis. Desse mnodo é necessario um maior entendimento
da enzimologia da degradagiio do herbicida e sua implicagdo na
selet ividadeg an  herbicida. As enzimas gue catalisam =2
biotransformacio em plantas superiores si3o geneticamente controladas
¢ o melhoramento de plantas cultivadas para tolerdncia a herbicidas
por incorporacio de genes que regulam a atividade enzimdtica oferece
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um grande potencial de estudos. A selegBo de plantas mutantes
deficientes de enrimas metabdlicas chaves ou  outros catalisadores,
pode demonstrar @8 reagoes gue estlo envolvidas no metabolismo  de
herbicidas por plantas superiores.

Ha vdrias vantagens no uso de plantas “in vitro” para
o desenvolvimento dos estudos enzimdticos da agio de herbicidas, tais
comais (1) Permite o estudo dos passos metabdlicos especificos em
condicies contraladas e definidasy (2) Elimina a possibilidade de
FOrmacao de produtos secuandarios e facilita o isolamento e
identificacio de metabdlitos e intermedidarios; (3) Rapido estudo do
efeito de muitos substratos e inibidores nos passos das reagoes
metahdlicas chavesy (4) Comparagio da atividade enzimdtica em
diferentes espécies de plantas e tecidosy (%) Localizac®o dos passos
de reagtes metabdlicas especificas sHo mais manejdaveis; (&)
Iinfluénecia de fatores ambientais podem ser eliminados ou controlados

(MEREDITH & CARLGSON, 19282).

O conhecimento dos sistemas de enzimas que  catalisam
as reagoes chaves durante o metabolismo do herbicida possibilitaria o
gatimulo ou inibicHo da enzima. Com isso, aumentar-se-ia o0 espectro
de seletividade de algunsg herbicidas, permitindo o desenvolvimenta de
plantas cultivadas com alta tolerdncia a um aumento da eficiédncia do

herbicida a ser utilizado para eliminar as espeécies daninhas.

Recentes progressos na identificagio das enzimas  da
via biosgsintdtica dos aminodcidos, bem como a demonstragio do  alwvo
que confere resisténcia ao herbicida s®o, pelo menos  em parte,

atribuidos aos estudos gque utilizam a técnica de cultura “in vitrae”
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(LAROSSA & FalLCO, 1984y CHaLEFF, 19867). De acordo com & Figura 1§
podemnos observar a  acio de vdrios herbicidas na via biossintética de

amineacidos (LAROSEA & FALLO, 1984).

Uérioé estudos com diferentes herbicidas Jj& Fforam
realizados aplicando-se a téonica de cultura de tecidos, sendo que os
herbicidas aplicados possuiam  diferentes Fformas de agio. O
entendimento molecular do modo de aglo do herbicida podera, através
da engenharia genética, produzivr plantas cultivadas tolerantes a um
herbicida especifico, bem como, auxiliar na coriacRo de um  novoe

herbicida (HARDY & GIAQUINTA, 1984).

Existem herbicidas gque inibem especificamente enzimas
da via biossintética de aminodcidos, incluindo o glifosato
(STEINRUCKEN & AMRHEIN, 1980), tipos de sulfoniluréia (RAY, 1986;
CHALEFF & Malvals, 1984 CHALEFF et al., 17285 CREASON & CHALEFF,
1988; SUANSON et al., 1988), as imidazolinonas (SHANER et al., 1984)
g fosfinotricinas DEAK et al., 19288). Para cada um  desses
herbicidas, linhagens de células variantes tém sido selecionadas, nas
quais a tolerancia foi claramente correlacionada  com  mudancas
gual itativas ouw quantitativas na enzima alvo (AMRHEIM et al., 1983;

CHALEFF & RaY, 1984 SHANER & ANDERGON, 1984, 1985)
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e ah. Herbicidae alifosato

w iouw A

O glifosato [ N (Fosfonometil) glicina 1 possai

um amplo espechro de @ Ho v nao selet ivo, COm potencial 2R EE AR {3

controle de ervas daninhas perenes devido n sua rapida translocagio,

&

sendo utilizado como herbicida pré & pds energente (FERNANDEZ, 1979y
ABHTON & CRAFTS, 1981 HERRICIDE MANDEOOK, 1983, Apresenta-se com O

nome comercial de Foundup (Monsanto Co., 5t. Louis, MO, USAY € com =

seguinte Farmula estrutuaral o

0 0

o I

H QM

Eaotudos realizados com Lemna gibba « Rhizobium

de

sintese

ki

japonicum sugerem que o herbicida glifosato inibe =&
aminoacidos aromat icos (JAWDRSKI, 1972, Posteriormente, foi
demastrado gque o glifesato causou  uma  reducio na fotossintese  da
plants inteira por 72 horas  (SPRANKLE et al., 19275, afetou =&
uwltraestrutwra do cloroplasto e induzxiu aberracho oromossimicsa

{CAMPBELL et al., 1974&).

A hiossintese dos aminedcides aromat icos provén
Tda wia da &dAcido shigquimico &, georre  apenas em  plantas €
Lioy ®EN]

microrganismos, Fstudeos gquimicos dos intermediarios da via tew sido

AP



real izados ha mais  de 29 anos. 0 conhecimentoa  das  enzimas  gue
catalisam individualmente as reagies permanece fragmentado (AMRHE TN
et oal., L9887, & enzima S-enolpiruvil shiguimato sintetass (EPSPa?

(FC 2.5.4.49) & a mais estudada, MOUSDALE & COGOING (1984), SMART et

",

al. (4985, STEINMRUCKEN et al. (4986&6) purificaram & enzima de plantas
atd homoogeneidade eletrofordtica e uma purificacio parcial foi obtida

na cultura de Nicotiana silvestris (RUBIN et wl., 1984>.

Fatudos enzimdticos iniciais, propoem  sSer o

herbicida glifosato inihidor ou repressor da enzima corismato mubnse

';

gl/ou prefenato debhidratase. Fstas duas  enzimas  participam da  wvia
hinssintdética dog aminodacidos aromaticos & da sintese de compostos

fenaslicos que ocorremn na planta (JAWOREKT, 19720,

De acordo com  os  estudos  de  AMRHEIN et
al. {4989, HOLLANDER & AMRHEIN (41980), STEINRUCKEN & AMRHEIN (19892,

o alifeosato inibe a formacio dos compostos fenilpropandides & redus a

concentragio de fenilalanina. HOLLANDER & AMRHEIN  (i989) observaram
gue o glifosato inibe a incorporacio de shiguinato Coem aminodcidos
aromnat icos, causando um grande acdmulo de shiguimato nos tecidos  das
plantas de Fagopyrum esculentum Moench & bloguein =a formacio de
piagmentos antragquinonas, o8 quais sio biossinteticamente derivados do
coridsmnato em  oultura de células de plantas. Estes resultados
demonstram gque o glifosato inibe um passo enzindtico na rota do
shiguimato psra o corismato indicando ser a enzima EPSPs, o alvoe de
achHo do herbicida glifosato (S8TEINRUCKEN & AMRHEIN, 1980)>. & EPSPs
inibe o sintese dos amineodcidos triptofang , tirosina & Fenilalanina,
# Figura 2 adaptads de GILCHRIST & KOBUGE (1986) e HMRHEIN et al.
(4967 ilustra a via dos swminodcidos aromdticos. A EPSPs catalisa =

B
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dos aromaticos.
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reagiho transferindo um grupo enolpiruvil (carboxivinil) do fosfoenol

o

piruvato (PEP)Y para o grupo H-hidrodil do shiguimato 3-fosfato (53P)
com a concomitante liberacio de fosforog inorgénico (AMRHEIN et Aalaey

1987y .

O efeito do herbicida glifasato em cultura de
células de plantas pode ser completamente revertido pela adigio ao
meio de cultura de combinagbes de Fenilalanina, tirosina e/ ou

triptofano & o3

gina hidrolisada (HADERLLIE et alay L9977 Ou na
anséncia de caseina hidrolisada (S5MART et al., 498%), confirmando gue
A BREHRO do  glifosato resulta na inibigio da sintese dos trég

aminoacidos sromaticos.

0 grande acumulo de shiguimato em cultura  de
células de plantas hratadas com  glifosato  (AMRHEIN et al., 1989y
TOHIKURAS & TAKESHIMA, 49843 SHAH et al., L9848 &  ® intbigho  da
formacio de antragquinonas derivadas do corismato na cultbura  de
células de Gallium mollugo (AMRHEIN et al., 4980) estido de acordo com
o opostulade de gque = enzima EPSPs, catalisadora da  sexta  rengio  da
vian do shigquinato, & & enzima alvae do  herbicida glifosato. 0O
shiguimato ¢ zcumulado mais do gque o shiguimato  I-Fosfato (B3P na
presenca do glifosato, devido & uma desfosforilagiio do 83 g

armazenanento de shiguimato livee nos vacdolos (HOLLANDER &  AMRHE

19830 .

FEvidénciae de que a FPSPs ¢ o alvo principal  do
glifosato em bactérias tem colaborado para EHERASG nhservagies.,
Fm Escherichia coli, a amplificacio do gene qaue codifica a EFSPs
auments a tolerdncia ao glifosato (DUNCAN, 41984). Em Salmonella

.22.



typhimurium & Areobacter aerogenes., = taoler@ncia tem sido demonstrada
ser devido a mudaneas na estrutura da EPSPs, alterando o sitio de
ligagdo do glifosato (AMRHEIM et al., 1983y COMAT et al., 1985y, De

acordo com as  observagies reslizadas em  cultura de célulazs  de

Corydalis sempervirens (aAMRHEIN et wl., 4983y ¢ Daucus carota
(HAFZIOER et al., 1984) a tolerfdncia ao glifosato sastd correlacionada

com altos niveis de atividade da EPSPg.,

Cultura de células de Daucus carota (NAFZIGER et
al., 1984), Corydalis sempervirens (AMRHEIN et al., 1983y GMART et
al., 198%), Petunia hybrida (STEINRUCKEN et al., 1%984) ¢ Fagopyrum
esculentum (HOLLAMDER-CZYTKO, 4198&) tem sido adapltadas ao crescimento
em altas concentracies de glifosato através de transferéncias
progressivas em meio de oultura contendo concentragtes crescentes  de
herbicida. 6 tolerdncia ao herbicida Foi devido 3 um numento  de 46X
no nivel da atividade da  enzima EPSPs em Corydalis sempervirens,

enquanto gue outras enzimas da vie do shiguimato ndo foram  afetadas.

g oimportante ressaltar gue a toleré@ncia nio sfeta w senasibilidade da
enzima ao herbicida, portanto apenas o aumento da  concentracio  da

enzima sensivel JjA & suficiente para tornar & planta tolerante.

NAFZIGER et al.(i984) utilizaram coélulas de

H Sy

CENROUrR gque apresentavan  crescimento  em meio contendo  @,20mM de

glifosato, as  quais  Toram  transferidas para meioc contendo

concentracies progressivamente maiores do o herbicida. Ay células

adaptadas Foram mantidas por uam  &no (45 asubculturas) em 25mM o de

glifosato ¢ mais dois anos em meio  sem  herbicida. a4 alteracio nwn

CHO que

resposta ao herbicida parece ser estavel, pois B COnNCceEntr
inibiu =% do crescimento foi de @,12mM para células nio selecionadas

st



& G,3mM para as selecionadas, isto indica. um  aumento de 52X da
tolerdncia nas cdlulas selecionadas. Foi também observado um  aumento
de 12X na atividade especifica da EPFSPs nas odlulas selecionadms., O
aumento do peso fresco durante 1@ dias de incubagio em meio  sem
glifosata Fori de 7,79 (eélulas  selecionadas) & 1%,%g  (n8o
selecionadas). A& absorgio de glifosato 14¢ poi rapida & linear
durante ém primeiras oito horas de transferéncia. A oradioat ividade

decaiu durante as prdidimas 49 horas. NRo houve diferenga na oindtica

de sbsorgio entre as células selecionadas & nio selecionadas.

Em cultura de Corydalis sempervirens as células
nao selecionadas apresentaram uma inibicio em  @,2mM de glifosato,
enguant o gue agquelas  selecionadas  Forsm inibhidas  apenas  na
concentragio de  25,9mM  do  herbicida. Células selecionzdas

apresentaram uma tolerancia de 100X maior gquando comparadas  com  as

nao selecionadas. & FEPSPs purificada das cédlulas selecionadas  bem
come das nHo selecionadas, possui as  mesmas  propriedades fisicas,

cingticas & inunoldgicas (BMART, 198%).

SMITH et «1.(4984) isolaram variantes de células
dee tomate tolerantes ao glifosato, onde a atividade da enzima  EPSPFs

apresentou um aumento de 80 o= in¥  em relagio &s  celulas  nlo

selecionadas. 08 resultados  sugerem  wama super producio  da FPSPa

sensivel wo glifosato. MEo obbtiveram regeneracio de plantas férteis

das variantes, mas part adreans anormais & calos de  folhas  de

partes adéreas ainda manteém & tolerdncia ao glifosato.

SHaH et al.ii98a6) demonstraram  que @ bhase
malecular para tolerdncia  aon glifosato nas  celulas  de  Petunia

.24.



hybrida selecionadas na presenca do herbicida € a wmplificagio do
gene que codifica a enzima EPHPs. Baseando-se nNessa informagio os

produriram plantas transgénicas, onde o gene  da EPSPs foi

aut or
colocado sab o controle de um promotor gue determina a alta expressao

gene. Com issn obltiversm tolerdncia ao  herbicida glifosato.

desse

Fates estudos contribuiram  enormemente para métodos modernos  de
clonagemn € sequenciamento do gene & também para  super produgcio  do
produto génico (DUNCAN et al., 1984; STALKER et al., 198%5).

Ne acordo com  os  estudos  de  AMRHEIN &t a@l.
(4987, s mecanismos de insensibilidade da enzima  alvo (EPSPs)Y  ao
glifosato devido a uma mutagio & a super producio da enzima, permiten
adicionar ou afirmar conclustes com referéncias ao modo de  agio do
herbicida. O primeiro mecanisme tem sido obtido em hbactérias (COMAT
et oal., 1983y SCHULTZ et al., 1984). O gene qgue codifica & enzins
FPSPe resistente ao glifosato em Salmonella typhimurium foi clonado e
sequenciado (STALKER et al., 198%). Uma simples substituigio de  um

aminodcido na estrutura da enzina confere resisténcia  ac  herbicida.

gene tem sido utilizado para transformar plantas de tabaco, B
gquais apresentaram um aumento da tolerdncia so glifosato COOMAT et

ala, 19835).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Foram utilizadas trés linhagens homozigdticas de milho
(Catigd-1, Catidd—-é6 e TuxMo-1) pertencentes ao Banco de Germoplasma
do Departamento de Gendtica e Evolugfo, I1.B., Universidade Fstadual
de Campinas (UNICAMP)Y, S.P., Brasil. & linhagem TuxMo-i foi derivadsa
de uma populagio composta de 87,5% de germoplasma  “Tuxpeno”, que &
uma raca de milho dente adaptada a baixas altitudes da Costa
Atlantica do México, ¢ de 42,5% da linhagem americana Mo-5. As

linhagens Catidd-1 e Catiod-6 foram derivadas da raga “Cateto”

adaptada ao sul da Costa Atléntica do Brasil.
De acordo  com sxperimentos real izados por PRIOLI
(41987), faoi demonstrado gue essas linhagens apresentaram, em cultura

de tecidos, calos embriogénicos Ffridveis adequados para o

desenvolvimento deste trabalho.

3.2. Cultura de tecidos

A.2.0t. Calos embriogénicos fridveis

3
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Foram utilizados calos embriogénicos friaveis
{(Tipo II) das linhagens Cati@o-4 , Cativo-4& ¢ TuxMo-1i, obtidos no
laboratdério de Genédtica e Evolugio, T.B., UNICAMP. 0Os calos Tipo 11
foram isolados a partir de calos embriogénicos compactos <(Tipo 1),
iniciados a partir de embrites imaturos, cerca de 12 a 24 meses antes

da realizacio dos experimentos (PRIOLIT, 1987).

F.2.0 . Manutengio de calos

Os calos embriogénicos friaveis foram mantidos
em placas de Petri (400mm X 1%mm) contendo 28ml de meio de cultura
(MB~4) consistindo de sais Né& (CHU et al., 19795), tiamina-HC] (1L5uM),
dcido nicotinico (7,%9uM), piridoxina (7,3uM), inositol (550uM),
glicina {(fmgrsl), 2,4-D (49uM), sacarose (3%) e gelrite (Kelco Co.y
2,4971), wver Tabela 4. 0 pH foi ajustade para 53,8 antes da
autoclavagem. 0% calos foram mantidos no escuro a 28+1° € & as

subculturas foram realizadas a cada 1% dias.

3.3. Tolerancia de calos embriogénicos ao herbicida glifosato

3.3.4. Determinacio da concentracio subletal do herbici-

s

da glifosato para calos embricgénicos fridveis.

Para a determinacfo da concentragio subletal o
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TARELA 4. ComposicHo do weio de cultura (MB-4) utilizado para &
manutencio ¢ selecio de calos embriogénicos fridveis de
milho consistindg de macro e micronutrientes do meio No
(Chu et al., 1975,

Macronutrientes

I 4. (NHo) H0y 4463 mg /1
T 2. KNOg 2830 mg/l
TIr 3. Calllo w2Ho® 166 mg/l
TV 4. Mg80,4.7Ho 0 185 mg
Y. KHoPOy 409 my sl

Vo b, Felig.7Ho O a7 8 mg/l

Fo Naog —~ EDTA 37,2 mgsl

Micronutrientes

VI 8. MnB0g. 4AHoO 4,4 masl
P. ZnBlg4. THoO 1.8 myg/l
19. HzBOg 1.6 mgsl
ii. KI 8,8 mgsl
Le. NaoMnty . 2Hy0 @, mysl
13. Lolly . &HoO .®,®2ﬁ mg /1

14. Cufiog. HHZO G,025 mgsl
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glifTosato foi utilizado em sua forma comercial (4809 de
glifasataslitro) produzida pela Monsanto Co. (Roundup). Amostras de
calos embriogénicos fridveis (4-8mg) das linhagens Catieo-i, Catigd-s
e TuxMo-i mantidas em meio de cultura MB-41  foram utilizadas nestes
pHpEr imentos. Solugoes aquosas do herbicida glifosato foram
esterilizadas por filtragem (filtro Millipore @,44um) e adicionadas
ag meio de cultura com  temperatura aproximada de 35060 C. De acordo
com experimentos realizados anteriormente (Figura 3), o gradiente de
concentrago do herbicida a ser utilizado para a linhagem TuxMo-i foi
de @, 0,075%, 0,415, 0,30, 0,460, 0,90, 1,20, 1,50, 1,80, 2,10 e 2,49
mM. Subsequentemente, para as linhagens Catiee-i e Cativd-6 as
concentracoes de glifosato utilizadas foram de @, @,30, 0,40, 1,29,
1,59, 1,80, 2,10 ¢ 2,49 mM. As culturas foram mantidas no escuro  a

28+1°(C.

Og esperinentos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado com trés repetigies por tratamento. Cada
repeticio consistiu de 19 amostras de calos colocados sobre 285ml  de
meio de cultura em uma placa de Petri pldstica (402mm X 4iSmm). A
avaliaghio da taxa de crescimento foi realizada através da medida de

peso fresco 39 dias apds A inoculagio. Foram consideradas ocomo

H1

concentragtes subletais aguelas onde o crescimento dos calos  foi
reduzido entre 70-95% em relacgio ao controle (HADERLIE et alay

1977 ).



FIGURA 3. Calos embricgénicos fFridveis das linhagens de milho
Datido-1, Oatiod-4 ¢ Tuxto-i, submetidos ao  tratamento
com glifeosato na concentracio de 9,3mM.
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3.8.2. Seleciio de calos embriogénicos fridveis toleran-

tes ao herbicida glifosato

Calos embriogénicos fridaveis de milho foram
utilizados para a selegio de células tolerantes ao glifosato. Foi
utilizado um total de 5090 amostras de calos pesando entre 4 a 8myg  de
cada linhagem. O experimento foi realizado em delincamento
inteiramente casualizado com 25 repeticoes. Cada repeticRo consistiu
de 20 amostras de calos em uma placa de Petri contendo 285ml  de meio
MB-4 ou meio MB-i suplementado com  as  seguintes concentracies
subletais de glifosato comercials (1) @,30mM para a linhagem TuxMo-iy
(2) B,60mM para & linhagem Catidd-1y (3) 2,40mM para a linhagen
Catidd~6. Amostras de calos (4-8mg) colocadas sobre meio MB~1  sem
herbicida foram mantidas nas mesmas condi¢coes de crescimento &
utilizadas como controle. As culturas foram mantidas no escuro a 28+1°
C. Apds 30 dias os setores de calos tolerantes foram transferidos
para o mesmno meio contendo herbicida. 98 calos tolerantes foram
mant idos em meio seletivo ¢ os calos controles em meio MB-4, com
subculturas a cada 1% dias. Apds 49 subculturas, amostras de calos
tolerantes das trés linhagens de milho foram transferidas para meio
badsico MB-41 sem herbicida com a finalidade de testar a possibilidade
de adaptagio ac meio de cultura. Apds dex subculturas  em intervalos
de 19 dias, oz calos Fforam novamente transferidos para meio seletivo
contendo glifosato comercial nas concentragdes de @, @,30, 0,60,
1,20, 2,40 ¢ 4,80 mM. Apds 39 dias o0s calos foram avaliados para

tolerdncia ao herbicida.

w34



3.3.383. Efeito do glifosato puro

Calos controle & tolerantes das  linhagens
Cati0@-4, LCatifd-6 & TuxMo-i, foram submetidos a um gradiente de
concentracio de glifosato puro (98,9%), obtido do Laboratdrio de
Bioguimica da Monsanto (8t.louwis,M0,USM). Faoram utilizados o0s calos
submet idos a 19 subculturas em meio seletivo seguidos de 19
subculturas em meio nio seletivo. Utilizou-se o meio de cultura MB-i

suplementado com glifosateo puro nas concentragles de ¢, 0,29, 2,59,

0,75 & 1,0 mM.

QO experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualirzado com seis repeticies por tratamento. Para
cada repeticio foram utilizados 20 calos em uma placa de Petri
contendo 25ml de meio de cultura. Apds 3@ dias foi realizada a medida
do peso fresco dos calos para determinacio da taxa de crescimento g

resposta de tolerdncia ao herbicida.

3.4. Tolerd@ncia de pla@ntulas ao herbicida glifosato

O efeito do herbicida glifosato no crescimento de
plantulas das linhagens Cati®d-1, Catioe-& & TuxMo-i  foi avaliado
utilizando-se solugBo nubtritiva com a seguinte composigio (PRIOL.T,

1987
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KHoPOg ~ 136,189/1

Mgl « 7Ho O - 246,19/71

KNOg — 4101i,4/1

Cat(NOg oudHo O — 236,149/

Solugio de micronutrientes (2,86a/1 HzBOzy 1,819/1 Mnlly
?,229/1 InB045 CuB04.0H,03 0,009g/1 HoMoO4)

Solucio de F%FDTA (33,2971 NasEDTAr 3,659/1 NaOHy 25471

Fe804.7Ho0)

Sementes das linhagens foram pré-germinadas em papel
de germinaciio (GERMITEST) umedecido com dgua destilada durante trés
diasg. Em seguida as plantulas foram transferidas para placas de
isopor perfurada, de tal modo que as radiculas ficassem mergulhadas
na solugiHe nutritiva. A seguir, as placas de isopor contendo 795
plantulassplaca foram colocadas em caixas pldsticas (42
litros)contendo 4@ litros de solugfo nutritiva nutritiva suplementada
com @, 0,93, 9,06 e 9,12 wM de glifosato comercial. As caixas
plasticas com =as pliantulas foram mantidas em uma camara de
crescimento com temperatura de 28+44° ©, fotoperiodo de 14/8horas
Juz/escuro (aproximadamente 125 uFE.m! .§1 Ye  com  meragio  fForgada
cont inua para oxigenacgio. Diariamente adicionava-se dagua destilada e
deionizada para manter o volume da solugido. Apds 7 dias, ©
crescimnento das plantulas foi est imado através da medida do
camprimento radicular, peso seco da raiz € da parte adrea. 0
experimento foi realizadeo em delineamento inteiramente casualizado,

com 2% repetigfes por tratamento para cada linhagem.

Para verificar a natureza das diferengas entre os
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calos selecionados & controles, uma série

foaram realizadas.

3.5. Absmorcg¢do de glifosato 140 em calos

Amostras de aproxdimadamente

cantrole das btré&s linhagens de milho foram
me i liguida MB-1 contendo glifosato

D, 43uCi/ mmolr. O0s calos foram incubados

1,9, 1,3, 2,8 ¢ 4,9 horas, sob

Apds estes periodos de incubacfo, os calas

cultura contendo gliFmaato~14C e imediatamente

~

durante 2 min.) com meio ligquido MB-1

nao marcado. A seguir Foram

posteriormente pesados. A seguir, foram

solugio consistindo

L,4~hbislR2-(8-feniloxazdlico)l-benzeno

tolueno. & radicatividade (cpm/myg de calo?

auxilio de um cintilador liguido (LKB).

2 min. & trés repeticles para

" 34 ”"

neste

agitacio a

contendo

desidratados

de 2,5~difenioxazdélico

(POPOPYCD, 1)

Foram

de analises bioguimicas

embriogénicos

HOmg de calos tolerantes e

transferidas para 2mil de

marcado com 140 (aprosx.

meio durante @, 0,5,

aproximadamente 130rpm.

foram retirados do meio de

lavados (trés

VEZES

@,23mM de glifosato

o o -
em  estufa a 69 L e

adicionados Sml e uma

(PPOY (4% &

dissolvidos en

foi determinada com  um

utilisadas contagens de

cada tratamento.



3.6. Determinacido da atividade da enzima GH-enolpiruvil

shiquimato sintetase (EPSPs)

B.b5.1. Determinacio da atividade especifica através da

liberagio de Pi

A atividade da enzima S-enolpiruvil shiquimato
F-fosfato sintetase (EPSPs) foi medida em ¢calos com ¢ sem  tratamento
d as  linhagens Catieod-i, Cati09-6 ¢ TuwxMo—~i, de acordo com =a

metodologia recomendada por KISHORE {(comunica¢lo pessoal).

Foram utilizadas amostras de ig (peso frescol) de
calos tolerantes apds 410 subculturas em meio seletivo seguidas de 10
subculturas em meio MB~4 & calos controle apds 20 subculturas em meio
MB-1i. Os calos foram colocados amb>mei0 MB-41 contendo glifosata puro
nas concentragdoes de 9, 9,25, 9,50, 9,75 ¢ 4,0 M & mantidas por 30
dias. Foram realizadas trés repeti¢tes por tratamento. A atividade
enzimatica foi determinada através da quantificagiio de fdsforo

inorganico (Pi1) liherado da reaghos

fosfoenol (PEP) + shiguimato- (53P) ——= IJ-fosfo-S-enal + Pi
piruvato -3 fosfato t piruvil shiquimato
EPSPs
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Bubaieis. Preparo e purificacio do extrato hruto de

calos

O calos Foram retirados do meio
contendo glifosato puro e lavados (1 ¢ 10 seg.) com  dAgua destilada.
fipds retirar o exdcesso de dAgua com  um  papel absorvente, os calos
Foram macerados em nitrogénio l1iguwido por 2 min. ¢ homogeinizados em
2 ml de tampio de extracio consistindo de Tris-HC1 pH 7.5  (10dmM),
EDTACImMY, gliceralddiox), DTT(EmM), benzamidina (BAM) (imM), albumina
Bovina (BSAY (dg/1). 0 experimento foi realizado a 4°C. A seguir, o
extrato foi colocado em tubos de ensaio do tipo “eppendort” e
centrifugado durante 5 min. a 15.000xg. 0 sobrenadante foi purificado

em coluna de Sephadex 6-25.

Para o preparo das colunas, Sephadex 6-25
pré-umedecidao com agua  foi colocada  em  seringas plasticas
descartdveis de iml. A resina foi empacotada até obten¢io de iml de
volume através de varias centrifugactes a 3.000xy durante 4 min.
(Centrifuga FANEM - Excelsa Baby). As colunas de resina Sephadex G-R29
foram equilibradas com o tampfRo de eqtracio previamente descrito sem

glicerol, BaM e BSA e mantidas a 4°c,

Amostra de 2 ml do sobrenadante do extrato de
cada um dos tratamentos fForam cuidadosamente pipetados no topo das
colunas de Sephadex G-25 e submetidas a centrifugacio durante 4 min.
a 4°C. 0s extratos assim purificados foram coletados, diluidos 185 em

tampio HEPES pH 7,0 (56mM), e entfo utilizados para determinacglo da

IRCTN



atividade da enzima EPSPs.

Buboi 2. Ensaio da EPSPs

Para a realiza¢io da reaglo enzimatica
Foi utilizada uma solucio consistindo de shiguimato 3-fosfato (83
(2omM), fosfoenolpiruvato (PEP)Y (10mM), molibidato de amonio (4,0mM)
e HEPES (50mM) pH 7,@ e como controle foi utilizada a mesma soluglo
sem S53P. A solucio foi mantida a 25°C por 14 a 2 min.. A reagfo para
determinar a atividade da enzima foi realizada misturando-se 10ul do
extrato purificado com 49ul da solugio contendo os  substratos da
gnzima. A incubagio foi realizada durante 5 min. a 25°C. A seguir, =
mistura de reagio foi transferida para banho de gelo para interromper

a reagio enzimdatica.

Bubaiad. Determinagio de Pi liberado

Para a determinag¢io do Pi  liberado na
reacio enximatica, foram utilizados Soul da mistura de reacfo  da
gnzima € como controle, S50ul de uma solugio padrio de Pi (H2P04 ) I
mistura de reacﬁo e a solugio controle foram adicionados 9,8ml de uma
aolucio consistindo de 300ml de verde malaguita (9.0453%), 1ioml de
molibidato de aménio (4,5%), 8ml de tergitol (@,2%). Apds 1 minuto
adicionou~se @,iml de citrato de sddio(33%). 0 periodo de incubagio
foi de 20-2% min. & @ absorbincia a 669nnm foi medida utilizando-se um

w37



copectrofotimetro VARIAN (série 634). O padrio da atividade da enzima
FPSPe foi calculado em nmol de Pl liberado/min., tomando-se como bhase

uma cuwrva padrio de Pl ode 93 2,%: % 7,9 & L0nmol de Pi(H2P04)"

B.6.4.4. Dosagem de proteina total do extrato

bruto de calos

Para determinagio da quantidade de
proteina total do extrato bruto de calos controles e tolerantes  ao
glifosato das trés linhagens de milho, utilizou-se a método de
Bradford modificado descrito por Sepector (1978>. Foram utilizadas
trés amostras (10ul) do sobrenadante dos extratos brutos de calos
preparados como descritos anteriormente (item J.6.4.4.0. A leituras
espectrofotomdtricas foram realizadas a um  comprimento de onda de

5900nm (espectrofotimetro VARIAN ~ sdrie 634).

F.b6.0. Determinacio da atividade especifica da enzima

EPSPs pelo método de HPLD

A analise da atividade especifica da enzima
EPSPes através do método de Cromatografia Liquida de Alta Resolugio
(HPLEY, nos calos controle e tolerante das linhagens Catiee-i,
Cat1909-6 ¢ TuxMMo-i foi realizada no Laboratdrio de Bioguimica da

Monsantao (St.louis,MO,US8).
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MHilizou-se amostras  de calos das  linhagens
TuxMo-4i e {atieé-i (lg/peso  fresco) tolerantes através de 10
subculturas em meio seletivo & 10 subculturas em meio MB~1 e, calos
controle submetidos a 20 subculturas em meio MB~4i. Para =a  linhagen
Catiod-4 foram analisados calos controle ¢ tolerantes submetidos a um

gradiente de glifosato comercial de @ a 2,4mM.

Q preparo dos extratos obedecen os procedimentos
utilizados no item 3.6.1.4., onde apds 0s erxbratos serem filtrados

nas colunas de Sephadey G-2%, foram utilizados para a =analise da

EPSPs.

A reacdo enzimatica utilizada consistiu de HEPES
(5QuM), S3P (2ZmM), molibidato de amonia (9,1imM), KF (5mM), extratos
das amostras (16ul), H O (42 & S5ul) e PEPMI4C (imM). A solugHo, sem
PEPM14C, foi incubada a 25°C por 1539 horas. A& reagio foi iniciada

-14C g transferidas para banho de 25°C por 2 min.

com adigio de PEP-

A atividade da EPSPs foi analisada atravées da
utilizacio de ensaios radioativos par HPLEC. Condigles da HPLCE: Coluna
de troca ionica (Bynchropak AXi90), Coluna guarda {("Reverse Phase,
CiR7y, Tampio de corrida (@,3M KH PO , pH 4,5 com NaOH), Tempo de

corrida (aprodimadamente 29 min. por ensaio)l
A proteina foi determinada através de ensaio por

BioRad. A atividade sapecifica  foi expressa em  nmol de EPSPg

formados/min.mg proteina.
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3.7. Eletroforege de proteinas em gel de poliacrilamida.

Eletroforese de proteinas totais de calos das trés
Vinhagens foi realizada de acordo com & metodologia descrits por
LAEMMLYI (197¢)  em gel de gradiente de S5-20% de poliacrilamida. Foram
ut ilizados calos controle e tolerantes submetidos & diferentes

concentracies de glifosato puro, como descrito no item 3.3.3.

Ba70d. Preparo das amostras

Foram utilizadas amostras do  sobrenadante das
=mtratos brutos de calos descritos no item 3.6.1. contenda
aproximadamnente 40ug/ml de proteina total. 0s extratos Fforam diluidos
na proporglo de 484 no tampio da amostra consistindo des

Trig-gliCind seawaunnunansnnunannens Oy39
SDE ~ 407 s vnwwununnnunnunnannwune B,mml
BACARIOSEE 40X Lo wwowsuwunaunvnnuanwunn &poml
HoO wuvwonnvuwaunununanvannusnwnnue G,aml

Bromofenol Blue @,1% wivevsnnnannse @,4ml
2-Mercaptoetanol .o euenvwnunnnunnuwe @,2ml

£ Foram

e amostras em tubos de “eppendor
colocadas em  banho de agua fervente durante trés minutos para

permitir a denaturacico das proteinas.

3.7.2. Preparo dos géis de SDS~-paliacrilamida
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0 gel de

preparado com as seguintes solugtes?

(30:0,8)

Borilamida~Bisacrilamida
Trie~-HC1 pH 8,8 (6,375M)
SDE 194 e wsenuununonnsunman
Peraulfato de ambnio (4,54
Glicerol (87%4) cuiewuwusvnnauan

I"‘ZO BB OB OB OB KB R B R MU H RN WA N NN Y

TEMED

B u B U H N HE NS RGN EUNRN NS G

O gel de

vertical em placa de vidro (16,

de acrilamida. A seguir, foi

consistindo des

Acrilamida~-Bisacrilamida (301

D8 497 L auasssennnuununannanannuwan
Persulfato de aménio (L,5%) wunswwn
HoO wuwwnnnnnnnunnnnananunnnnnunnns
TEMED wuunnasunsnonnnnansnneannuwnna

’
~

3.7.3. Aplicacgio da amostr

e amostras de

denaturadas foram aplicadas no gel

1Omm. Os padries de peso molecular

foramt Fosforilase b de misculo de

hoving (&7kDay, Ovoalbumina  da

A1

resolucio

de poliacrilamida  foi

wr

20%
(1@&ml)
Gy 67

By A
(i0ml)
1,67

sanmwunne Ly24 wunuwvwnnaa L,24
naenwwany D80 wacsuanewa. ©,10
wuwansunan @,84 wannuanwwas 9,24
B nunaunewnw 1,15
wananuwane O, 78 waiiawanwswn ©,76
cvununune 3,30 sunnawnnun 3,30

foi aplicado em aparato

cm? com gradiente de S5-20%

ado o gel de empacotamento

i,30m1

Wuwunawusunnawunua oyaoml
sonnsaunsuwnnnsan ©y7uml
anununsunnnnnanun yduml
e B mmuuR R Ew e e 1011
a & eletroforese

extratos contendo as proteinas

de empacotamento em  espagos de

(Pharmacia) utilirzados nos géis

coelho (94kDa), dlbumina de soro

clara do  ovo (43kDad, Anidrase



carbonica de eritricitos bovinos (30kDx?, Inibidor de tripsina d=a
s0ja (20,1kDa) e 6 ~Lactalbumina de leite bovino (14,4kDa)d.
Aproximadamente 100ug de cada uma dus  proteinas relacionadas  acima
foram dissolvidas em 100ul de tampfo da amostra ¢ fervidas por 5 min.
a seguir, aliguotas de 3ul foram colocadas nos géis com auwdllio de
uma micrapipeta (Drummond)l.

O tampfio do reservatorio consistiu des

=

Tris-HCT pH 8,3 (B,02%M) uwesvnwanunsnnnunsnnounannn 3,09/1
Glicinag (9,4i92M) W uwenusvnunnnunnnonuvunnnnnnnsnnnsaes 54,4971

GDS 204 wucnusunsnnsnunuunnauasannusunnnnnnnnnunnunwunu y® Ml

Hzo W mwammamwEBMnwanun e n s n e nusnnnannwwnnn HBF SO0 ml

& eletroforese foi desenvolvida a  28mA por 49
minutos ou até a frente de bromofenol alcancar o gel de corrida. Em
seguida, a amperagem foi aumentada para 40mA e a eletroforese foi
desenvolvida atd que a frente de bromofenol atingisse o final do gel.
A seguir o gel foi corado por pelo menos 2 horas com  agitagio
moderada, utilizando-se um seolugRo corante contendor Metanol (590,
Coomasie Blue (25u9/1) e dcido acético glacial (?22ml). Em  seguida o
gel foi entfo descorade com uma solugio consistindo de metanol

{(306ml), Acido acético (7oml) e Ho O (436ml).

3.8. Regeneracao de plantas

Amostras de calos embriogénicos fridveis das linhagens

de milho Cati@e-1i, Catiod-6 e TumMo-i submetidas ou nlo a selecido
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para tolerdncia ao herbicida glifosato, foram transferidos para meio
de regeneracio (MR)Y contendo sais N6 ou MS (MURASHIGE & SKOOG, 19620,
tiamina~HCT (i%uM), dcido nicotinico (7,5aM), piridoxina (7,5aM),
inositol (3%0uM), gelrite (2,49/71) e suplementado com sacarose (HX) e

cinetina (10uM).

As culturas FToram mantidas em cémara de crescimento

. ) PR -1
ajustada para 14 horas de lusx (idﬁuhnm1 « B )

e temperatura de 28+1°
C. Subculturas foram realizadas a cada 15 dizas. Plantulas regeneradas
foram transferidas individualmente ou em pequUEncs grupos para frascos
de vidro contendo meio de crescimento consisitindo de metade da
concentracio de sais M5, tiamina-HC1 (45uMY, dcido nicotinico
7, 5uMY, piridoxina (7,3uM), sacarose (2%) e gelrite (2,49/1). Apods
19-20 dias em meio de crescimento, as pléntulas  foram  transferidas
para  vasos plasticos (590ml) contendo vermiculita, regadas com
splucio de Hoagland ¢ mantidas em condigtes de alta umidade por 7
dias. & seguir, as pléntulas que sobreviveram =a esta adaptacdo =ao

meio ambiente Foram transferidas para ¢ Campo.

B.8.4. Teste de regeneragio para & linhagem TuxMo-i

“amostras de calos controle e tolerantes da
Tinhagem TozeMo-4 , apds &  sexta subcultura de selegio, foram

utilizadas em gquatro testes de regeneracglio.

(a)., Wilizando-se os seguintes tratamentos de

.~ 43.
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SRCBIOSE

3%
Ly

tratamentos e

(37 &
(3) carvio

transferidos

sais N,
tratamentoss
(LOQuM) &
tratamentos,
contendo
Hseguir

ativado

cultura

suplementado
ativado

Para meio

Sacarose

(i)

“sars

transferidos

MR  contendo sais M5, vitaminas e diferentes

de sacarose, cinetina e 6-B& foram testadoss

] 1duMcin BuMéE~ R iOuMcin +

SuMb-Ba

MR -3 MR-6& MR -8

O0s calos foram mantidos durante 39 dias nestes

# oseguir transferidos para meio MR contendo sacarose

com (4 &-BA (SuM), (2 -arviRo  ativado  (@,5¥%),

(0,5%) & &-BA (50uM). Apdes 15 dias, os calos faram

MR contendo sacarose {(3%).

(). Foram utilizados meios de cultura contendo

(&%) ¢  carvio ativado (O,5%), nos  seguintes

cinet ina (1@duM), (23 &-BA  (doouMry, (3 cinetina

G- C1O0uM) . Apdgs um periodo de 1% dias nestes

os  calos  Foram transferidos para meio de  oultura

M&, sacarose (&%) ¢ mantidos durante 1% dias, e =a

para meio MR, sacarose (3%, com e carvio

(@,57%).
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(c2e Inicialmente os calos foram submetidos a um
tratamento em meio de cultura contendo sais N&, sacarose (3%72), carvio
ativado (9,%5%) e 2,4-D {(19uM) durante um periodo de 15 diws. A
seguir, os calos foram transferidos para meio MR, sacarose (3%), com

¢ sem carvao ativado (9,5%).

{d). Utilizou-se meio de cultura MR,
suplementado com sacarose (3 e 6%) e cinetina nasg concentragoes de
@, 10, 20, 40, BO e 160 uM. Apds 20 dias nesses tratamentos os calos

foram transferidos para meio MR, contendo sacarose (3%).

O experimentos de regeneragio com  ® Tinhagem

TuxMo—4 foram realizados em delineamento inteiramente casualizado com

seis repetictes por tratamento e 20 observagfes por parcelm.

W A5



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 . Determinacdo da concentrag¢do subletal do g¢glifosato em

calos embriogénicos fridveis de milho

Para = determinagio da concentragio subletal de
glifosato a ser utilizada na seleglo, foi realizado um  edperimento
adicionando~se ao meio de cultura um gradiente de concentragho de
glifosato variando de @ a 2,4mM. 0s calos das 1inhagens Catiod-1,
Catidd-6 ¢ TuxMo-i apresentaram comportamento diferencial  frente ao
gradiente de glifosato {(Tabela 2). Uma melhor caracterizacio das
diferencas de sensibilidade ao Roundup, entre as linhagens, pode ser
ohservada ao expressar a reducio do peso fresco em cada tratamento em

relacio ao controle (Figura 4).

Para infcio do processo de selegho foram estabelecidos
limites de redugdo da taxa de crescimento entre 790-90%. Isto foi
feito baseado em trabalhos J& realizados onde em  tabaco foi  abtido
7O% de inibigio mo nivel de 9,905mM de glifosato & em cenoura ocorria
somente 10¥% de inibigio nesta concentracio (HADERLIE et al., 19770,
Em milho foi observado gue o crescimento das células da linhagem
TuxMo~4 foi reduzgido em 704 na presenca de 9,3mM de Roundup, enguanto
que a linhagem Catiod9-1 apresentow uma reducio de 83% ao nivel de
@,é6mM, & Finalmente a linhagem Catido-46 demonstrou uma reducio de 967
ng crescimento na  concentracio de 2,4mM do  herbicida. Essas
diferencgas devem refletir as diferencas no “background” gendtico das

«Ab .



TERELA 2. Média de trés repeticties do peso  fresco (crescimento)
de calos embriogénicos fridveis das linhagens de milho
Catiea-4, Catiee-6 ¢ TuxMo-1i, avaliada apts 30 dias
cultura em meio contendo diferentes concentragies de
gl ifosato.

scimento de calos (myg de peso fresgo)d
linhagens

glifosato Catioe-1
{mM)

Cati®®wé . TusMo-—14

4] 174,3 241,14 167,68
2,3 24,7 208,2 Ha2,9
D6 29,7 18,9 23,3
&,9 22,9 30,2 YA
iye 2,9 74,8 28,3

2.4 P& 4 2h, 2 25,9
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FIGURA 4. Calos embriogénicos fridveis de trés linhagens de
milho,Catiod-1 (A), Catidd-& (B) & TuxMo-4 (O,  subme-
Fidos ao tratamenta em meio contendo diferentes concen-
tragies do herbicida glifosato.
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linhagens, uma ver que vieram de populagtes bastante distintas. Por
outro, lado os resultados demonstram a existéncia de diferentes
niveis de tolerdncia entre as linhagens de células (Tabela 2 & Figura
Y. fAs linhagens e as concentracies de glifosato diferem entre si,
gquanto ao peso fresco de calos embricgénicos, o que & evidenciado
pelos gquadrados médios significativos (Tabela 3). A  interagio
significativa indica gque deve-se ter cautela nas comparagles de
linhagens de milho quanto & tolerdncia ao glifosato. Se confirmada
esta tendéncia, as comparacies entre linhagens 8¢ teriam validade
quando efetusdos dentro de cada concentract separadamente. Assim, =a
ordem das linhagens para tolerfincia poderia ser alterado ao longo do

gradiente de concentragio.

A lTinhagem TuxMo~1 apresentou =a muior reducio de
crescimento  em pr@%enaa do  herbicida, enguanto gque & linhagem
CatifR-i teve comportamento intermedidrio ¢ a linhagem Catidod-& foi o
gendt ipo gue apresentou uma maior tolerdncia nos testes utilizados

(Figura 5.

4.2. 8Belecdo de calos embriogénicos fridveis ao glifosato

comercial

O calos das linhagens Catioo-i, Catied-6 e TudMo-i
foram selecionados na concentracio de 0,46, 2,4 & 9,3mM de glifosato
respect ivamente. De acordo com alguns trabalhos Ja realizados foi

observado que para outras culturas a concentragio de glifosato

A9, UNICAMP
l BIBLIOTEC.. CENTRAL



% de crescimento

0 0.5 1 1.5 2 2.5
glifosato [mM]

—— Cat1i00-1 —+ Cat100-6  —¥% TuxMo-1

FIGURA 5. Calos embriog&nicos fridveis das linhagens de milho
Catl00-1, Catl00-6 e TuxMo-1, submetidos &8 diferentes
concentractes do herbicida glifosato.
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TEBELA 3. Andlise
Tinhagens
diferentes

rtidos

Fonte de

Linhagem (L)
Concentragio (0
L. X

Residuo

Tt al

wx osigniticat ivo

Variacgho

s .
RO S A I Y R )

Q.M.

4,193,462

338,50

vy o g ,
FR.e58,446

nivel de i

do peso
de milho Catiedg-4,

Fres

Gulow F

#

16

Y4

(@, B9

S

LA, 109w
84,90k

13,200

pog 0,01

o (orescimento?
Catieo-46 & TuxMo-i,
concentragtes de glifosato.



wtilizada para selegfo foi de  @,25mM  para oélulas de cenoura

{NAF et ala, iv84), ?,5%0mM  psra células de Corydalis
gempervirens (SMART et al., 4985), 3,0mM para tomate (HMITH et al .,

19867 e 1,90mM para Petunia hybrida ($TE

NRUCKEN , 1986).

Foram realizadas 40 subculturas de calos friaveis na
presenga das dosagens subletais respectivas do herbicida. Na presenga
do herbicida, o calos suscetiveis apresentaram  uma  coloracio
eshranguicada ¢ com reduzido crescimento, J& o0z tolerantes
apresentaram uma coloracio amarela ¢ crescimento semelhante aos calos
controle. 0% controles consistiam de calos Ffridaveis submetidos acg
meano regime de  suboulturzs na  auséncia do herbicida. 0Os calos
selecionados, bem como os controles foram em seguida submetidos a uma
série de 19 subculturas na auwséncia de glifosato. Em cultura de
celulas de cenoura, NAFZIGER et al.{(i984) realizou inicialmente 15
subculturas na presenca de 29mM de glifosato e a seguir, 39

agubculturas em meio sem herbicida.

Apds o cultiveo em meio sem glifosato os  caleos  foram
submet idos a um gradiente de concentracio de glifosato variando de 9
a 4,8 mM, para verificar se o cultivo na auséncia do glifosato
afetava a resposta de tolerancia. FEste experimento Foi  realizado
porgque em alguns casos, =@a tolerdncia ao agente seletiveo ndo &
estavel, sendo determinada por uma adaptagio fisioldgica &€ nio por

fatores gendticos.

As taxas de corescimento dos calos selecionados e
controles apresentaram diferengas entre as  linhagens Cati@o-4,

Catiod-& ¢ TuxMo-4i Figuras é6, 7 ¢ 8). O calos selecionados e
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FIGURA 6. Taxa de crescimento (% do controle) de calos embriogé-
nicos fridveis de milho da linhagem Catl00-1, avaliada
apés 30 dias de cultura em meio contendo diferentes
concentracdes do herbicida glifosato.
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0.6 1.2 1.8 2.4 3 3.6 4.2 4.8
glifosato [mM]
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Taxa de crescimento (% do controle) de calos embriogé-
nicos fridveis de milho da linhagem Catl00-6, awvaliada
apés 30 dias de cultura em meio contendo diferentes
concentracdes do herbicida glifomato.
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Figura 8.

0.6 1.2 1.8 2.4 3 3.6 4.2 4.8

glifosato [mM]

—— Controle -—+—- Tolerante

Taxa de crescimento (? do controle) de calos embriogé-
nicos fridveis de milho da linhagem TuxMo-1, avaliada

ap6s 30 dias de cultura em meio contendo diferentes
concentracGes do herbicida glifosato.
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controles para cada 1inhagem apresentaram diferengas com respeito &
proporcio de diminuigio na taxa de crescimento (Tabela 4), onde foi
possivel detectar através da andlise de varifncia diferencas
significativas ao nivel de 4% em comparacio das diferentes doses
utilizadas ¢ entre os calos controles e tolerantes de cada linhagem.
O quadrado médio significative para calos controles e tolerantes
{(Tabela %) indica a eficiéncia do método da utilizado e a resposta

efetiva & selecHo.

A subpopulacio de cédlulas da  linhagem Catiod-i
selecionada na presenca  do  herbicida, apresentod  uma  maior
crescimento nos niveis de 0,3 e 0,46mM de glifosato, o que corresponde
respectivamente a 32 & 40% em relacio ao controle. Uma inibig¢io de
S04 do crescimento para  a  subpopulagio tolerante foi  obtida com
3,38mM de glifosato, ou seja, 9,84X a concentracio gue inibe na mesna

proporgio os calos controle (Figura é).

A subpopulagio de células da  linhagem Catidd-é
selecionada apresentod um crescimento de 11 ¢ 397 superior em relagho
ao controle nos niveis de 0,3 & 1,20M de gl ifosato respect ivamente. A
subpopulacio tolerante desta linhagem apresentou 50X de inibic¢io no
crescimento na presenca de 3,87mM de glifosato, o que representa uma
diferenca de 3,36X maior em relagho & inibicio de %S0% dos calos
controles (Figursa 7).

Os calos tolerantes da linhagem TuxMo-i tiveram 507 de
inibigdo no crescimento na presenca de 2,43mM de glifosato, o que
representa uma diferenga de 1,49X maior do que o nivel para 50X de

inibicio dos calos controles (Figura 8).

T
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TARBELA %. Andlise de varidncia da taxa de corescimento de calos
controles ¢ talerantes glifosato de trés linhagens
de milho, avaliadas apos 39 dias deg cultura em meio
contendo diferentes concentractes de glifosato. O M-
perimento foi realizado no  delineamento inteiranent e
casual izado com 40 repeticgies comos dados transformados
e aFﬂﬁﬁhJﬁqu

Fonte de Var iagio A.M. Gl . F

Linbagem (L) S, 6847 ) 2,9442 N.§.
Concentragio (0 L1147,27814 4 LR,E5H07 #x
ContirTal (CT) 2358 ,84218 K 37, 24858 wx
. X 0 . 23,5465 8 @,39413 M.3.
L. X T 24,0547 “ G,4044 N.S.
- x 7T B4, 4209 4 @,PA34H NG

Lx 0 X CT S, 2252 &

TOTAL a7z, 87 25

M., ~ NEg significativo

Y

EX s - significative an nivel de 1% (9,001 B4 B84

w8



Com o resultados obtidos, podemos observar  que  as
linhagens Cati9é-1, Catidd-6 (Figura 9 e  TuxMo-~4i apresentaram um
ganho de selegiio significativo em relacio aos respectivos controles

{(Tabela H5).

4.3. Efeito do glifosato puro

Um gradiente de @, @,23, ©,35¢, .78 ¢ 1,9 mM de
glifosato puro foi testado em calos tolerantes & controles das
Vinhagens de milho Catieg-1i, Catied-6 e TuxMo~4i. Foi observado gaue
glifosato puro foi mais ativo na inibi¢lo do crescimento dos calos
contrales., Na linhagem TuxMo-i, 5%0% de inibigio foi abtida com &, 5%5mM
usandoe o produto puro, enguanto gue com o produto comercial o mesmo
nivel de inibi¢Ro foi atingide com ©,é6mM do principio ativo. Na
linhagem Catidd~4, @,%0mM do produto puro causouw 50X de inibigHo em
contraste com @,6mM do produto comercial (Tabela 6). Estes resultados
mostram a similaridade das respostas de calos submetidos ao
tratamento com gifosato puro & comercial (tabela 2 & &). Devido ao
uso de baixas concentracties de glifosato puro nos calos tolerantes,
observa-se gque naco  houve diferengas no crescimento entre 0%

tratamentos utilizados.

w9



FIGURA 9. Calos controles () e tolerantes (7)) da linhagem de mi-
Tho Catioe-46, submetidos a um  tratanento em meio  con-
tendo diferentes concentracoes do herbicida glifosato.
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4.4. Tolerd8ncia de plantulas ao herbicida glifosato

De acordo com o trabalho desenvolvido por Rubin et al.
(19823, onde plédntulas de Vigna radiata .. foram submetidas & um
tratamento com diferentes concentracies de alifosato & foi observado
gque ocorria uma reducio de %S0% no peso fresco de raiz ao nivel de
A%uM do  herbicida, realizou-se testes similares uatilizando-se

pléntulas de milho.

Como foram encontradas diferengas significativas na
resposta das cdlulas frente a diferentes concentracies de glifosato,
entre as trés linhagens, foi feito um experimento para verificar se
essns Jdiferencas ocorrem também nas plantas de cada  linhagem. Para
isso, plantulas das trés  linhagens foram cultivadas em solugio
nutritiva contendo diferentes concentracies do herbicida glifosato
variando de @ & @,42 mM de. Foram utilizadas concentragdes 10X
menores que aquelas ubtilizadas para calos, uma  vesr que estes sio

muito menos afetados pelo herbicida do gue as plEntulas.

As  plantulas foram desenvolvidas por 7 dias nas
solugtes ¢ 0 crescimento determinado pela medida do  comprimento da
radicula ¢ peso seco das ralres e partes adreas. As pliantulas  das

trés linhagens de milho apresentaram reagoes distintas na presenca do

herbicida.

Congiderando-se  todos o8 parametros avaliados,

comprimento da radicula (Figurai®), peso seco da raiz (Figura 142

Y



% de crescimento

1 1 1 1 1 1 1
0

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
glifosato [mM]

—— Cat100-1 —— Cat100-6 —k— TuxMo-1

FIGURA 10. Taxa de crescimento (® do controle) das radifculas
de plantulas das 1linhagens de milho Catl00-1,
€Catl00-6 e TuxMo-1l, submetidas a diferentes concentra-
¢0es de glifomato em solugdo nutritiva. A avaliacao
foi realizada apds 7 dias de tratamento.
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peso seco (mg)

1 1 | 1 J

0 )| |
0O - 0.02 0.04 0.06 008 0.1 012 0.14

glifosato [mM]

—— Cat100-1 —+ Cat100-6 —¥— Tuxmo-1

FIGURA 11. Peso seco da raiz das 1linhagens de milho Catl00-1,
Catl00-6 e TuxMo-1, desenvolvidas em soluc3o nutritiva
contendo diferentes concentracdes de glifosato.
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¢ peso seco da parte adrea (Figura 127, pademos verificar gque =@
Tinhagem Cati@e-4 foi mais tolerante ao herbicida glifosato do que as
Tinhagens Cativd-1 e TuxMo-4 que apresentaramn  comportamento
semelhantes. Isso  sugere uma  base gendtica para as diferengas
encontradas entre as linhagens. Do mesmo modo gue para ¢ peso  fresco

de calo (Tabela 3), ediste interagio significativa entre linhagem

~

concentragio de.glifosato guando avaliado o comprimento dia radicula
{(Tabela 7)), sugerindo gue comparagies entre linhagens devem ser

feitas dentro de cada concentraclo separadamente.

Para comprimento de raiz, a linhagem Catigd—-6 safreu
w ma  reduglo de aproximadamente 704 na  presenga de  ©,4i2mM  de
glifosato, enguanto que & linbhagens Catiod-4 ¢ TuxMo-~i apresentaran
uma diminuwicio de cerca de 25% nas mesmas condigies de selegBo. Na
presenca de 9,1i2mM do herbicida, & linhagem Catiof-é teve uma redugio
de 30% de peso seco de raiz em relacio ao controle, enguanto que =&
Tinhagem Catiéod—-4 reduriuv em 624 ¢ w linhagem TuxMo-4 em 50% (Tabela
8r. Respostas similares foram observadas em relacio ao peso  seco  da
parte aérea, onde & linhagem Catidd-&6 teve uma reduclo de somente 30%
na presenca de 9.42mM de glifosato, em contraste com cerca de 404 de

redug Ao para as oubtras duas linhagens.

g importante verificar que os dois sistemas sHo
capazes de discriminar gendtipos aquanto A suscetibilidades/tolerd@ncia
ao glifosato (Tabela 3,% e 7). Em ambos os sistemas foram detectadas
diferencas significativas entre as linhagens, com a tendéncia da
linhagem Catidd-46 ser mais tolerante ao herbicida glifosato nos
gradientes ¢ pardmetros utilizados (Figura 5, 419, 11 e 123 Tabela # e
8.

Wb
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—— Cat100-1 —+— Cat100-6 —*— TuxMo-1
FIGURA 12. Peso seco da parte aérea de plantulas das linhagens de

milho Catl00-,Catl00-6 e TuxMo-1, desenvolvidas em so-
lug3o nutritiva contendo diferentes concentracoes de

glifosato.
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TABELA 8. Médias do comprimento da radicula de plantulas das

Tinhagens de milho Catieo-4, Catidéd-4 e TuwxMo-i, de-
genvolvidas em soluclio nutritiva contendo diferentes
concentracies de glifosato, apes 7 dias de tratameto.

Comprimento da radicula (om)
Tinhagens

glifosato Catido-1 Catidd-4 TisMo-4
i)

& 24.92 11,74 241.87
@.93 13.7%9 .18 P.0h
306 I N ) Guel 4.5

9,42 4,09 .87 .04
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4.5. Abgorcdo de glifomato 140 em calos embriogénicos fridveils

Um dos mecanismos de toleréncia 3 um  dado herbicida

pode ser devido a uma resposta diferencial na absorgio do mesmo.

De acordo com NAFZIGER et al. (49842 foi observado gue
em culturas de cédlulas de cenoura, a abhsorgio  foi rapida e linear
cdurante as  primeiras  horas de transferéncia em meio contendo

1 4 * ~e PR . < . I
C e nao houve diferenca na cinetica de absoraan entire

glifosato
as células selecionadas & nAo selecionadas. Resultados semelhantes
Foram obtidos por HADRERLIE et al. (1977).
Testes de absorcio de glifosato 14C nas subpopulagies
de calos tolerantes € controles de cada  linhagem foram realizados
para estudar possiveis alteragtes no mecanismo de  absorcio do
14

herbicida. Foi uwtilizado 9,259mM de glifosato durante 9, 0,5, 1.0,

1.5, 2,90 ¢ 4,9 horas.

Como pode ser visto nas Figuras 13, i4 e 15, o
glifosato foi absorvido rapidamente apds uma  hora de incubagiao  em
meio contendo 91ifoaat0'14c, atingindo aum pico & 1,35 horas € em
seguida a concentragio diminue. Esse comportamento foi observado para

todos oz materinis.
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FIGURA 13. Absorcg¢adao de qlifoéato— ¢ em calos tolerantes e
controles da linhagem de milho Catl(00-1.
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FIGURA 14. Absorg¢adao de qlifosato—14c em calos
controles da linhagem de milho Catl00-6.
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FIGURA 15. Absorcd3o de glifosato- 14c em calos tolerantes
e controles da linhagem de milho Tuxmo-1.
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A analise comparativa  entre as linhagens nRo
demonstrou diferenga significativa na absorgio entre as subpopulagdes
tolerantes ¢ controle (Tabela 9). Fstes resultados sugerem  que npao
houve alteracio no mecanismo de absorcio entre as  subpopulactes
selecionadas nas linhagens Catigo~4, Catidd-6 e TuxMo-i e as
diferengas de crescimento entre as  subpopulagtes tolerantes e
controles possivelmente nio sio devido a barreiras de absor¢io € sim

a outros fatores.

4.6. Determinagdo da atividade da enzima 5-enolpiruvil shi-

qgquimato 3-fosfato mintetase (EPSPs)

Fvidéncias de que a EPSPs & o alveo principal do
glifosato em bactérias tem colaborado para algumas observactes, btais
como, em Escheria coli a amplificacio do gene clonado para EPSPs,
aument s a tolerdncia ao glifosato (DUNCaN et al., 983, Em
Salmonella typhimurium (COMAL et al., 1983) € Aerobaclter aerogenes
(SCHULLZ et al., 19840, tem sido demonstrada ser devido a mudangas na
estrutura da  EPSPs, resultando dessa forma  em  uama  reduc®o  na
capacidade de se ligar ao glifosato. Em células de plantas os  dados
sHo mais controvertidos, onde a enxima EPSPs parece ser o alvo
principal do herbicida ¢ estd de acordo com observagtes realizadas
¢ om culturas de células tolerantes ac glifosato de Corydalis
sempervirens {(AMRHEIN et al., 1983) ¢ Daucus carota (NAFZIGER et al.,
1984, onde foi observado um aumento de 18 a 30X nos niveis de
atividade da enzima FPSPs. STEINRUCKEN et al. (19862 em analise da
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cultura de células de Petunia hybrida resistente & imM de gliftoszatao

13

revelaram um aumento de 19 a 20X o nivel da

A atividade da enzima EPSPs foi determinada para  as
subpopulagoes tolerantes € controles das trés linhagens de wmilho

através de duas metodologias.

Felo método de liberagio de Pi nEo  houve diferencas
significativas entre e calos tolerantes ¢ controles nas trés
lTinhagens estudadas, provavelmente esta metodologia nio sejn adequada

para detectar pequenas diferengas entre os materiais analisados.,

Utilizando o meétodo de HPLC, foi observado uama
diferenca da atividade especifica de 2,08X para a subpopulacio
tolerante da 1inhagem Catidé-6. HNos calos tolerantes da Jinhagem
TuxMo~1 foi detectado um aumento da atividade especifica da enzima de
L,4X em relagio ao controle. NRo foi observado diferenca na atividade
da enzima EPSPs para os calos tolerantes e controles da lTinhagem

Catino-1 (Tabela 10D,

A atividade especificn da EPSPs nos calos tolerantes e
controles da linhagem Catidv-46 foi estudada dentro de um gradiente de
alifosato comercial (9, 0,3, 9,4 e 2,4 mM), Uma alteracgio da
at ividade especifica proporcional & concentragio de glifosato tem
sido utilizada para demonstrar a sensibilidade da EPSPs ao glifosato.
N 8o houve alteraclo da atividade para ambas as  subpopulacbes
(tolerantes ¢ controles) o gque sugere uma  possivel alterasglo na
esbtrutura guimica da enzima  EPSPs  neste gendtipo, conferindo uama
menor sensibilidade a este herbicida (Tabela 14).
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TABELA 19. aAtividade especifica da enzima S-enolpiruvil shiaguimato
A-fosfato sintetase (KPGPs) atravéds do método HPLD. &
enzima foi extraida controle & tolerantes ao glifosato,
das linhagens de miltho Catiéd-4, Catieg-4H e TuxMo-i, na
auséncia do herbicida.

nmol de FPSP/min./mg proteina

Linhagens Tolerante Controle Tol .. /Contyr.

Catiod-4 1@,9 il,2 B, 96
Cat Lo0-4 16,8 5.2 2,08

TustMo-1 11,2 8,9 1,40

.
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TABELA 1. atividade especifica da enzima S~enolpiruvil shiguimato
sintetase (EPSPs) através do método de HPLD. A ensima
foi extraida de calos tolerantes e controles da Jinha-
gem de milho Catiéd-4. D calos foram mantidos durante
J9 diws em omeio de cultuwra contendo diferentes concen—
tracgtes de glifosato.

ol de EPSP/7min./mg proteina

alifosato (mM) Controle Tolerant e

9.6 ' U,.14 19,86
2,0 S, 41 P ib
D, 6 85,39 8,68

g 5,84 P70
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A diferencga da atividade especifica encontrada  entre
as subpopulagies tolerantes e controles nas  linhagens Cabtifd-4 &
TuxMo-4 foram baixas, pordm persistentes, apos 10 subcultuwras em meio

seletiveo seqguido de 49 subeculturas em meio nio seletivo.

& lTinhagem Catioo-i, sob o meosmo regine de subcocultura,

nao apresentou diferenga apds pressio de selegho entre os  calos

3

tolerantes ¢ controle. Fates resultados sio consistentes com =

analise da atividade esspecifica da enzima EPSPs  gque nio apresentou

AMRHEIN et al. (4987 propfem dois mecanismos que
particularmente informativos guanto &8s reagbtes de tolerdncia 2o
glifosatoy (L) insensibilidade da enzima-alvo (EPSPs) ao herbicida
glifosato devido a uma mutagio ou (7)) superproducio da enzima-alvo.
Ja de acordo com STEINRUCKEN (4986) a tolerdncia =ao glifosato pode
ser devido at (L) superproducio da enzima FEPSPss (2) alteragio da
gatirutura da  enzima, resultando em uma Fforma resistente: {32
alteragio do alvo da EPSPs, ou seja, alteragfo da permeabilidade,

metabolisme do herbicida ou aumento do substrato (PEP)Y.

fe reagoes de tolerdncia ao glifosato nas linhagens em
gatudo poderiam ter as  seguintes interpretagiess (1) Alteracio da
permeabil idade de membrana ao gliftosato. (2) Aumento da concentragio

da enzima EPS8Ps. (3 pumento da concentracio dos substratos da enzina

EPSPa,. (4 Alteracho da estrutura da enzima EPS5Ps.

O testes de absorgio de glifosato 140 nEo mostraram
nenhuma diferenca entre as subpopulagies tolerantes ¢ controles nas

w77



trés linhagens, sugerindo que a reagfo de tolerdncia nad sejan  devida

a absorcio diferencial de glifosato.

Os calos tolerantes € controle da linhagem Catidd-&6 e
TusMo~1 apresentaram pequeno aumento da atividade especifica da
enzima FP&SPs em relagBo aos calos controle, sendo possivel
interpretar as reacoes de tolerdncia nestas duas  linhagens, pelo

aumento dos substratos da enzima EPSPe (53P e PEP).

Uma cutra interpretacio seria a alteragio da estrutura
da enzima EPSPs tornando-a menos sensivel a presenga do glifosato.
Fata possibilidade foi testada com a linhagem Catige-4 na faixa de
concentracio @,3 a 2,4 mM de glifosato comercial. A atividade
especifica da enzima EPSPs nBo fol reduzida, 0 gue SUgere  uma  menor
gensibilidade da EPSPs da linhagem Catidoe-466 para o glifosato nas

concentragies testadas.

Em realidade, @ reacio de tolerdncia ao glifosato das
linhagens estudadas poderia ser consequéncia de varias alteragies
similtdneans, tais comod aumento da concentracio da  enzima, BumEnt @

doe substratos, & alteragio da estrutura gquimica da enzima.

4.7. Eletroforese de proteina total

O herbicida glifosato ¢ um potente inibidor da ensima

8.



Seenolpiruvil shiguimato 3d-Ffosfato sintetase (EPSPs) em plantas
superiores. 0 glifosato interfere com o crescimento das plantas, uma
ves que através da inibigiHo da enzima EPSPe ocorre uma  alteragio na
biossintese dos aminodcidos aromdticos. Foi demonstrado  gue &
amplificaciio do gene da EPSPs e consequentemente uma superproducio da
enzima &, células de Petunia resultava em plantas tolerantes  ao

glifosato (SHAM et al., 19868).

Com o intuito de se verificar possiveis alteragoes em
polipetideos da agHo do glifosato na EPSPs, a proteina total das trés
Tinhagens de milho Catiod-4, Catidd-6 e TuxMo-i foi extraida de calos
mant idos em meio contendo diferentes concentragtes de glifasato puro
(O, H,2%, 6,59, 9,75mM). A proteina total dos calos foi  submetida &
anal ise eletroforética em g9éis de gradiente de 5-20% deg
poliacrilamida contendo SDS. Como pode ser visto na Figura 16, um
complexo padrio de bandas foi observado para as proteinas das trés
linhagens utilizadas, indicando a presenca de miltiplos polipeptideos
de pesos moleculares aparentes distintos. As bandas das proteinas nos
géis de SDE-PAGE se agruparam  principalmente entre 94 e 14 kbDa.
Fuiste indicios de bandas protdicas com peso molecular aparente maior

que Y4kDa contudo, a intensidade destas bandas no gel & fraca.

NEo foi detectado nenhum tipo de alteragio no  padrio
GRE-PAGE das proteinas em nenhuma das linhagens. 0 fato da atividade
da enzima EPSPs detectada em calos tolerantes ser levemente maior que
nos controle, indica que asg mudangas ocorridas devem  ser  pequeEnas.
Portanto, o fato de nenhuma modificasfo ter sido observada nos géis
de poliacrilamida  pode indicar simplesmente que este métoado de
andlise protdica nio ¢ sensivel o suficiente para detecsfo
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FIGURA 16. Eletroforese de protefna em gel de poliacrilamida.
(C) representa amosira de calos conitroles e (T) repre-
genta amostra de calos tolerantes das linhagens de mi-

lho CatlOop-1 (1), CatlO0D-6 (2) e TuxMo-1 (3).
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de poassiveis alteragies. Para comprovacao adequada de possiveis
alteragtes nos polipeptideos, métodos de andlise protéica mais
sensiveis como focalizacia iscoelédtrica ou anidlises imunologicas das

prote inas teriam gque ser enpreaados.

4.8. Regeneracdo de plantas

Calos tolerantes & controle das trés linhagens foram
submet idos & testes de regeneragio. Utilirzando-se meio MR, baixa
frequéncia de pléntulas foram recuperadas a partir dos calos  em

estudo.

Com a finalidade de otimizar a regeneracio destes
materiais, gquatro experimentos foram realizados =a partir de meio
basico MR, utilizando-~se calos tolerantes e controle da  linhagem
TuxMo-1. HMeios de cultura contende diferentes concentragies de
sacarose (3 e 64), na presenca de cinetina (L48aM), ou &6-Ba  (HuMd) ou
combinagio de ambas as citocininas, suplementadas ou niog com  carvio
at ivado, niEo tiveram nenhum efeito positiveo sobre a capacidade de
regeneracio. 0 uso de 2,4-D (19uM) na presenca de  carvio  ativado,
seguidos de meio MR com & sem carvido tambem ndo alterou a capacidade
de regeneragao desta linhagem. & frequéncia de setores embriogénicos
L= aumentada utilizando-se concentracies elevadas de cinetina

(ié@pﬁ) na presenga de 3 ou 6% de sacarose.
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ou controles
HBUCESS I VaS
possivelmente

embriocgénicos.

A baixa capacidade de regeneraciio dos calos tolerantes
das  linhagens TuwxMo-1, Catidod~4 e Catieo-6&, apads
subculturas, na presengs ow nio de glifosato,

s deve a uma selegio negativa de setores

A regeneracao de plantas em alta frequénecia a partir

destes materiais seria teoricamente possivel, através de uma nova

seleclo de setores embriogénicos a partir dos calos existentes.
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5. CONCLUSAO

& utilimaaﬁm_da técnica de cultura de tecidos para a seleglo
“in witro” de mutantes biogquimnicos tolerantes ao herbicida glifosato
mostrou-se eficiente na seleclo de calos embriogénicos fridaveis de
milho das linhagens Catiog-1, Catiéd-6 ¢ TuxmMo-i. Foi observado gue
dentro dos limites de redugio (ZH-90%) da taxa de crescimento, =@
lTinhagem TuxMo~-i apresentou a maior redugio de corescimento na

presenca do herbicida, engquanto gque a linhagem Cati@é-4 teve um

comportamento internedidario € a linhagem Catido—-é& Ffoi o gendtipo que

apresentou uma maior tolerdncis nos testes utilizados.

A seleco de mutantes de wmilho tolerantes =ao herbicida
glifosato, através do uso de calos embriogénicos fridveis, demonstrou
que as trés linhagens de milho utilizadas apresentaram uma ganho de
selecio. Os  controles de calos das trés linhagens =apresentaram

resultados semelhantes aos calos originais.

A utilizacio de plantulas das mesmas linhagens de calos,
submet idas a diferentes concentracies de glifosac em solugio
nutritiva, demanstrou que o dois sistemas (calos ¢ pladntulag) sio
capazes de discriminar gendtipos quanto & suscetibilidadestolerfncia
wo herbicida.

0 estudo da absorgio de glifosato e hos calos das  trés
Tinmhagens, demonstrol que as diferengas no crescimento entre os calos
controles e tolerantes possivelmente ndo sio devido & barreiras na
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absorcio do herbicida & sim a outros fatores.

A andlise biogquimica da enzima EPSPs  através do wmétodo de
HIPLLC mostrou ser eficiente, mesmo sendo obtido apenas um  pequUeno
aumento da atividade especifica da enzima nos materiais selecionados.
A analise através da liberac8o de P1 ndo mostrou diferengas entre os
calos controle & tolerantes das trés linhagens, provavelmente porgue

o método ndo foi sensivel para detectar peguenas diferencas entre as

Tinhagens.

Naa foi possivel determinar a causa da  tolerdncia, Hma Ve
que as caracteristicas biocauimicas avaliadas mostraram pequenas

diferengas entre os materiais selecionados & controles.

Partanto, a resposta de tolerdncia ao herbicida glifosato em
calos embriogénicos fridveis de milho pode ser devido as (1) auyment o
do substrato da enzima EPSPs (83P e PEPYy (2) alteracio da  estrutura

da enzima EPSPs, tornando-a menos sensivel na presenca do glifosatos

(3 aumento da concentracio da enzima.
A taxa de regeneracio foi baixa devido ao pequeno ndmero  de

setores embriogénicos selecionados, nfo sendo possivel a realizacgio

de andlise gendtica dos materiais estudados.
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&. RESUMO

O use de produtos guimicos para o controle de ervas  daninbas
¢ uma técnica hastante aplicada na agricultura. Para maitas  culbturas
ainda nfo hd um herbicida seletive adequado, duas  alternativas  Em
sicdo ubtilizadas para solucionar este  problema. 6 primeira ¢ o
desenvolvimento de um herbicida seletiveo ou de uma nova  fFormulagio
para um Jjd existente. Fsse processo, entretanto & prolongado ¢ caro,
pois o desenvoalvimento de um produto novo reguer testes sofisticados

de milhares de compostos. A sgunda alternativa, & a selegio de

plantas tolerantes a um determinado produto gquimico J#d existente, que

possa ser utilizado como herbicida ndo selebivo.

O eatudo da  tolerdéncia “in vive” para  caracterizagio e
isolamento dos produtos metabdlicos de plantas inteiras, ApOE @
aplicacio do herbicida, & dificultado, pois este sofre infludncia  de

varias funcies Fisioldgicas {absorcio, translocacio, tempo, eto.) gue

devem ser considerados.

Uma alternativa ¢ s utilizagio de téonicas de cultura de
células ¢ tecidos, @ quais possibilitam uma melhor identificagio e
selecio de gendtipos  tolerantes = herbicidas. Alédm disso, estas
tgcnicas permitem 0 estudo de sistemas enzimdaticos, fornecendo  desta

Forma dados sobre o sitio primario de acfo do herbicids.

0 presente btrabalhe teve comno objetivo estudar o efeito de um

herbicida nao seletiva, o glifosato, em cultura de tecidos de milho.
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O glifosato tem sido largamente utilizedo como  un herbicida
nao selet ivo.g rapidamente translocado nas plantas & & bimd&gradmdm
por microrganismos do  solo. Atus  ac nivel molecular  através  da
inibicRo da bicssintese dos aminedcidos aromdticos, interferindo na

atividade da enzima J-enolpiruvil shiguimato 3-fosfato sintetase

(EPSPs) .

FPara o estudo do glifosato fora uwtilizwdos oalos
embricgénicos friaveis das linhagens de milho Cati@d-i, Catidd-4 e

TuxMo—-1 (Hanco de Germoplasma da  UNICamMP, Depto. de fendtica e

Evaolugio). A escolha da concentracio subletal do glifosato & ser
ut ilizads pars & selegio, o determinada como  sendo aguels que
produric um decrdscimo nx tada de  corescimento dos calos, entre
FO-90%, gquando submet idos s um gradiente de concentragio de glifosato
variando de @ a 2,.4mM. De acordo com os resultados obtidos, os calos

das linhagens Cutido-4i, Catidd-46 e TuxMo-i foram selecionados  na

concentracio de .63 2,4 & ©,3mM respectivamente.

Foram realizadas 19 subculturas na  presenca das  dosagens

slecionados hem [y ayiile (339

subletais para cada linhagem. 0s calos
contrales foram entfo submetidos & uma série de 19 suboculturas na
suséncia de glifosato ¢ o seguir foam novamente  submetidos a  um
gradiente de concentracio de glifosato variando de & a  4,8mM. 0Os
calos selecionados & controles para cada  linhagem apresentaram

diferencas sianificativas com respeito & tama de crescimento.

A comparacio do efeito do glifosato em calos embriogénicos
friaveis das trés linhagens de milho, apresenton  uma respoasta de
rolerincia diferencial entre as linhagens estudadas, onde a  linhagem
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Cat 1004 demonstrow uma maior tolerdncia nos testes abtilizwdos & #
Tinhagem TuxMo-1 Foi A gue  apresentoun dmR maior reducio  no

eniga do herbicida.

creascinento nn pre

Pléantulas de wmilho das mesmas  1inhagens dos  calos  foram
cultivadas em solugHo nutritiva contendo diferentes concentragoes do
herbicida gl ifosato. Considerande os  pardimetros  analisados
{eomprimento da radicula, peso seco da parte zdrea e peso  seco  da
Faiz), verificou-se que a linhagem Catied-6 ¢ a mais tolerante ao
herbicida glifaosato do que as  linhagens Catiégd-4 e Tuxto-i, gque

apresentaram compoartamento semelhantes.

Fetes resultados demonstraram gue a ubtilizagho da tdoenica  de
cultura de tecidos para a selegio “in vitro” de mutantes tolerantes
ao glifosato nostrow ser eficiente na selegio de calos de milho. Os
mesncs apresentaram uma boa repetibilidade na resposta ao herbicida
guando plidntulas das mesmas linhagens de calos  foram  submetidas  ao

‘sto demonstrouw gque o dois  sistemss  sHo

tratamento com glifosato.
caparzes de discriminar gendtipos quanto & suscetibilidadestnlericia

w glifosato.

Foaram realizados estudos gquanto & capacidade de  absorgio  do

da enzima alva (EPSPs).

abto e tambédm guanto &s proprisdades

GCalos controles & tolerantes de cada  linhagem, apresentsram
wma rapida absorgio do herbicida apds uma hora de incubagio  em meio
contendoa glifogato- €, atingindo um pico a 4,39 horas, diminwindo  &m
segilida. 0s resultados obtidos sugerem que nio  houve alteragio no
mecanismo de absorgio entre as subpopulagtes controle & tolerantes
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das btrés linhagens.

A atividade da  enzima alvo do

ahiguimato 3-fosfato sintetase (EPSPsY, £

subpopulacdes controles e tolerantes das b

através do método de liberacio de Pi e pelo

Tigquida de alta resolucio (HPLECY. Samente o

uma diferenga da atividade especifica  da

subpopulacio tolerante da  linhagem Catidd-

tolerantes da 1inhagem  TuxMo~i. NAo  foi

atividade da enzima entre os calos tolerante

Catied-1.

Com resultados bioguimicos reali

(933

determinar com  precisio o mecanismo d

welecionados.,

« B8

glifosato, HSeenolpiruvil

o determinada para  as

Fés  linhagens de calos

metodo  de  Cromatografia

método de HPLEC demonsbrou

FP&SPs  de 2,98X para &

&y L.4% para o calos

abaservado diferengas na

a & controles da Tinhagem

zados  nRo  foi possivel

e tolerdncia dos calos



SUMMARY

The use of chemical products for weed control is w widely
emploved technigue in agriculture. In  the case of many culitures,
there s not an adeguate selective herbicide yet . However, there are
twe alternatives that can be used to solve this problem. The first
one is the development of a selective herbicide or & new composition
for & already existing herbicide, but this process takes a long Uime

and I8 expensive since the development of & new products requives

asophist icated tests of many compounds. The second alternative is  the
selection of plants that are tolerant to & certain already know
chemical praoaduct that could be used as non-selective herbicide.

The study of 7in vivo” tolerance For characterization  and
isolation of metabaolic products from whole plants, after the use of
the herbicide, ie difFicult becsuse of the influence of  many
physiological functions (absorption, translocation, btime, eto.)  that

have he considered.

One alternat ive s the use of tissue and cell culture
technigues that 21 1low the study of enzuymatic system which supplics

information about primary target of the herbicide action.

The ahjective of the present study is to gather data on the

effect of  non selective herbicide, glyphosate, in maize tissue

culture.
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Glyphosate has  been Targely employed as

herbicide. It s quickly transiocated in the

iaodegradated by the soil microorganisms. It acts  at

level hy the inhibition of the aromatic aming acids

interferes with the activity of the

G-phasphate synthase (EPSPs) enzyme.

Friable embryogenic caltli from the

Catiod-1, Catiod-& and TuxMo~-i were used in

glyphosate effect. The maize inbhred lineges were

Maire Oenetics Laboratory - UNICAMP. The sublethal

the herbicide to be used for selection was

permitted 70994 of oc=alli growth when submithed

gradient concentrations from @ to 2.4 mM.

reaunlits, calli From inbred lines Catidd-4, catidod-4

selected Ffor the herbicide concentrations of 9.8,

respact ively.

Ten suboultures were done in the

dogsages For each inbred line. The selected

controls, were submitted to w series of ten

ahsence of glyphosate. Afterwards, they were

w o glyphosate gradient which concentration varied

gelected calli and the controls of each ihred 1ine

growth rate difference.

The compzarison of the glyphosate effect

enmbryogenic calli showed a different talerance

three mairze inhbred 1ines used. The inhred line
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talerant one, and the inbred line TuxMo-i was the one that present ed

the bhiggest growth reduaction in the herbhicide presence.

Maize seedlings from Catieé-4, Catifé-o& and TusMo-i were
cultivated in natritive solution containing different gluphosate
concentrations. Considering the analysed parameters {root lernght .,
roat dry weiaht and leaves dry weight), it was  observed that the
inbred line Catide-46 is the more tolerant to glyphosate bthan the

inbhred Tines Catidd-4 and TuxMo-i, which showed similar bhehavior.

Thease results demonstrated that the ase of tissue oalture
technigues for the “in vitro” selection of glyphosate tolerant
mutants s efficient for the selection of maize ocalli. The maize

calli showed a good repetitiveness response to  the herbicide when

G E

=l lings of the same inhred lines as the ocalli weres  submitted to
alyphosate treatment. This reanlts demonstrated that the differences

Found among the inbred 1lines should be due to genetic factoars.

Studies regarding the gluyphosate absorption capacity and the

FRSP aynthase target enzyme properties were performed.

Control and tolerant calli from each line presented & rapid
herbicide abagrption  after one  houwr  of incubat fon in  owediam
containing glyphosate- L. The psak was achieved within one hou and @
hald, Falling afterwards. This behavior was observed for the inbred
Tines {(control and tolerant callid. The results showed that there was
ne alteration in the absorption mecanism  among  the control an

tolerant subpopulations of the three inbred lines.

LA



The activity of the gluyphosate taraset enzyme FPSP synthase
wae determined for the control and tolerant subpopulations of the
three inhbred ltines. The methods used were Pl liberation and HPLC.
Only the HPLC method showed & difference in  the EPSP synthase
activity of 2.08x for the tolerant subpopulation of the inbhred line
Catidd-4 and of 4.4 Ffor the tolerant calli of the inbred line
TusMo-i. It was not observed differences in the enzyme  activity fot

the tolerant and control calli of the inbred line Catigo-1.

Biochemical studies did naoat determineg with pregision the

tolerance meganism of the selected calli.
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