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RESUMO

GLIFOSATO E GLUFOSINATO COMO AGENTES SELETIVOS PARA
TRANSFORMACAO GENETICA DE MARACUJA AMARELO ( Passiflora edulid.

flavicarpa Deg.)

O maracuja amarelo é uma das espécies de maior interesse econdmico da familia
Passifloraceae. A biotecnologia pode contribuir para solucionar alguns dos principais
problemas que afetam o seu potencial produtivo, como murcha precoce e a suscetibilidade a
bacteriose, assim como a criagdo de variedades mais produtivas. Neste contexto foi conduzido
um experimento com o objetivo de avaliar os herbicidas glifosato e glufosinato como agentes
seletivos para transformacdo genética de maracuja amarelo. Foi utilizado o meio de cultura
Murashige & Skoog (1962) suplementado com as vitaminas B5, 3bdglsacarose, 100
mg.L™ de inositol, 1 mg.L: de BAP e solidificado com 2,6 g'lde Phytaged. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e avaliados os experimentos de neoformacédo de
gemas e rizogénese. Os tratamentos com glifosato para a neoformacdo de gemas
corresponderam as concentracdes 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0',nomé, para rizogénese foram
0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40 mJ.INo caso do glufosinato para a formacdo de gemas
utilizou-se as concentracées 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 Tglpara a rizogénese 0,0; 0,1; 0,15;
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0,20; 0,25 mg.L. A neoformacéo de gemas foi avaliada pelo nimero de explantes com gemas
e 0 numero médio de gemas por explante, e a rizogénese pelo nimero de apices meristematico
enraizados, 0 comprimento da maior raiz, 0 nimero de raizes primarias e a biomassa de raizes
Ambos os herbicidas glifosato e glufosinato foram eficientes na inibicdo da regeneracao de
brotos a uma baixa concentracdo (0,785 mgl0,768mg.L* respectivamente). Assim como

na inibicdo do enraizamento (0,404 ni§.e 0,249 mg.L' respectivamente). Isso permite a
recomendacdo desses herbicidas como agentes seletivos na cultura de tecidos do maracuja pa

trabalhos de transferéncia génica.

Palavras-chave agentes seletivos, maracujaneoformacdo de gemas, rizogénese,

transformacao genética.
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ABSTRACT
GLYPHOSATE AND GLUFOSINATE AS SELECTIVE AGENTS FOR GENETIC
TRANSFORMATION OF YELLOW PASSION FRUIT ( Passiflora edulid. flavicarpa
Deg.)

The vyellow passion fruit is one of the most interesting economic species of
Passifloraceae family. The biotechnology tools are useful to solve some problems that affect
the productive potencial of this specie, like fungal and bacterial diseases, and the creation of
more productivity varieties. In this context an experiment of yellow passion fruit was corried
out to evaluate the glyphosate and gluphosinato herbicides as selective agents for genetic
transformation. The culture medium used was Murashige & Skoog (1962) supplemented with
B5 vitamin and organic complex, 30 ¢.Lsucrose, 100 mgtl inositol, 1 mg.rl* 6-
benzilaminopurina, solidified with 2,6 g'LPhytage®. The experimental design was entire
occasional and the bud regeneration and rooting formation experiments were evaluated. The
glyphosate concentrations used in experiments of bud regeneration were: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0 mg.L?, for rooting experiments: 0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40 Tadhe glufosinate
treatments for bud regeneration were: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ‘mgdnd for rooting
experiments: 0,0; 0,1; 0,15; 0,20; 0,25 nig.Number of explant with shoots and number of
shoots per explant were evaluated in the experiment of caulogenesis. For rooting evaluation:
number of rooted apexes, root size, primary root number and root fresh weight. Both herbicides
glyphosate and glufosinate were efficient in the inhibition of the bud regeneration to a low
concentration (0,785 mgLe 0,768mg.L respectively), as well as in the inhibition of rooting
(0,404 mg.[' e 0,249 mg.L' respectively). That allows the recommendation of those

herbicides as selective agents in tissue culture of passion fruit for works of genetic transfer.

Key words: selective agents, passion fruit, bud regeneration, rhizogenesis, genetic transfer.
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INTRODUCAO

A familia Passifloraceaeonsiste de 12 géneros, semissiflorao mais cultivado. Este
género esta representado por 465 espécies das quais a maioria € encontrada nas regioe
tropicais da Ameérica do Sul (Vanderplank, 1996). O maracuja amdraksiflora edulisf.
flavicarpa Deg.) € uma das espécies mais importantes do ponto de vista econdmico, por sua
excelente aceitacdo no mercado. E cultivado principalmente por seus frutos comestiveis, ricos
em vitamina C e 4cido nicotinico, e em menor escala para fins ornamentais e farmacéuticos.

O Brasil possui uma posicdo de destaque quanto a cultura do maracujazeiro, pois € o
maior produtor mundial de maracuja (FNP Consultoria & Comércio, 2002). Contudo, de forma
geral,a produtividade ainda é baixa. A cultura apresenta problemas crescentes em relacdo a
propagacéo, fitossanidade (bacteriose, murcha precoce, dentre outros) e falta de variedade:
mais produtivas. Essas limitacbes comprometem a producéo, qualidade dos frutos e rendimento
da cultura. Hoje o melhoramento vegetal através da biotecnologia é uma realidade, sendo
provavelmente a técnica mais indicada para producdo de plantas tolerantes a esses problema
(Lima et al., 2000).

A descricao e otimizacao de protocolos de cultura de tecidos sdo importantes para a
definicdo de estratégias para amplificar a multiplicacdo e transformacéo genética. O processo
de cultura de tecidos do maracuja apresenta uma metodologia definida (Lima et al., 2000). O
tecido juvenil, além de ser apropriado para isolamento de protoplastos (Dornelas & Vieira,
1993; d"Utra Vaz et al., 1993), € também adequado a micropropagacao e a obtencéo de broto:
adventicios (Dornelas & Vieira, 1994; Kawata et al., 1995).

Assim como a obtencdo de um sistema eficiente de regeneracdo de plantas, o
desenvolvimento de um método seguro para a selecdo de plantas transformadas, a ume
frequéncia suficientemente alta, constitui um importante fator para obtencdo de uma
transformacao génica eficiente. O conhecimento sobre a toleréncia relativa dos tecidos vegetais
a agentes seletivos, como 0s antibioticos e os herbicidas, para 0os quais existem marcadores d
resisténcia, facilitam a transferéncia génica (Humara & Ordas, 1999).

Na transformacdo, o gene de selecdo que usualmente determina uma resisténcia a

antibiotico ou a herbicida, € introduzido conjuntamente com o gene de interesse, de modo a
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favorecer a sele¢édo de poucas células transgénicas numa grande populacédo de células norma
(Nap et al., 1992). O gendro A isolado da bactéri®almonela typhimuriunfOchman &

Wilson, 1987), confere a planta resisténcia ao glifogBwlinder et al, 1985), enquanto a
resisténcia a canamicina, geneticina, neomicina e paromomicina € obtida pela expresséo do
geneaphA2de Tn5 deéEscherichia col(Bevan et al., 1983).

A canamicina é amplamente utilizada como agente seletivo, mas certas espécies de
plantas sdo bastante resistentes, como tabaco e cenoura, e outras sdo extremamente sensive
como o pinus, sendo para este indicado o uso de glufosinato (Humara & Ordas, 1999). Este
também foi indicado como agente seletivo eficiente na inibicéio de calos de café & Qriag.L
Boxtel et al., 1997), e tem sido bem sucedido em muitas plantas Boassica napus
Helianthus annusZeamays Avena sativaOrysasativa (Wilmink & Dons, 1993).

O herbicida conhecido como glufosinato, chamado fosfinotricina (PPT), atua como
inibidor competitivo da enzima glutamina sintetase (GS), a qual esta envolvida na assimilacao
de amonia e possui uma fungéo chave na regulacéo do metabolismo de nitrogénio (De Block et
al.,, 1987). A PPT ¢é sintetizada quimicamente ou por fermentaca&Gt@ptomyces
hygroscopicugThompson et al., 1987), neste caso, sendo chamada de Bi@aphos

A resisténcia a PPT é conferida pela enzima fosfinotricina-N-acetiltransferase (PAT),
gue o inativa por acetilacdo do grupo Nire, usando acetil coenzima A como cofator. Os
genes que codificam para PAT sdo o g&ae isolado deStreptomyces hygroscopicus
(Thompson et al., 1987), e o gepat isolado deS. viridochromogeneéNohlleben et al.,

1988). Esse ultimo foi clonado e introduzido em fumo e cenoura com sucesso (Strauch et al.,
1988; Droge et al., 1992).

O glifosato também pode ser testado como possivel agente seletivo. Existem evidéncias
de que o glifosato tem um Unico sitio de acdo primario, a rota do shiquimato, onde circula pelo
menos 20% do carbono fixado pela fotossintese nas plantas. Esta é a fonte biossintética de tré
aminoacidos aromaticos essenciais: fenilanina, triptofano e tirosina, 0s quais SA0 necessarios
para sintese de proteina, biossintese de auxinas e da maioria dos componentes fendlicos d

planta e outros componentes secundarios (Devine et al., 1993; Almeida & Ulbrich, 1999).
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O ¢lifosato blogueia a condensacéo de fosfoenolpiruvato (PEP) e shiquimato-3-fosfato
(S3P) que da origem a 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato (EPSP) e fosfato inorgéanico. Esta
reacao € catalisada pela enzima 5-enolpiruvilshiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS). O herbicida
liga-se a regido da EPSPS que tem que se unir ao fosfato do PEP. O bloqueio da sintese d
shiguimato conduz a desregulacdo da rota metabdlica, o que resulta em acumulacdo de
shiguimato e de derivados dos acidos benzoéicos de shiquimato. Isto pode conduzir a uma série
de efeitos fisioldgicos potencialmente fitotoxicos (Devine et al., 1993; Almeida & Ulbrich,
1999).

Este trabalho teve como objetivo avaliar os herbicidas glifosato e glufosinato como

agentes seletivos para transformacgéo genética, na cultura de tecidos de maracuja amarelo.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, PR, Brasil. O material vegetal foi obtido a partir de sementes de
maracuja amarelo, germinadas aos 30 dias apés semeadura em substrato contendo terra
vermiculita, sendo constituido de folhas cotiledonares e &pices meristematicos. Sendo o
primeiro destinado ao experimento de organogénese, e o segundo para o experimento de
rizogénese.

Procedeu-se a desinfestacdo do material vegetal através de sua imersdo em etanol 70%
(v/v) durante 40 segundos, e na sequéncia em hipoclorito de sodio 2% (v/v), contendo 1% de
Tween 80, por 15 minutos. Em seguida, o material foi submetido a quatro banhos em agua
esterilizada com duracéo de 5 minutos cada um (Dornelas & Vieira, 1994).

Cada folha cotiledonar foi dividida em seis explantes (0,3 cm) por placa de Petri, sendo
cada tratamento constituido de cinco placas, totalizando 30 explantes, os quais foram colocados
com a face adaxial em contato com o meio de cultura. Apdés a inoculacdo, as placas foram
seladas com filme plastico de polietileno. Os apices meristematicos foram apenas encurtados
apos a esterilizagao.

O meio de cultura utilizado para a neoformacdo de gemas foi o MS (Murashige &

Skoog, 1962), suplementado com vitaminas B5 e componentes org@aauoborg et al.,
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1968), 30 g.L* de sacarose, 100 mg-tde inositol, 1mg.L de 6-benzilaminopurina (BAP) e
solidificado com 2,6 mg.t de Phytag&® (Sigma Chemical Company, USA). No ensaio de
rizogénese foi utilizado o mesmo meio de cultura com a concentracdo dos sais diluida até a
metade, e sem fitorreguladores. Os meios de cultura foram preparados por dissolucdo dos
componentes em agua destilada. O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 0,1N antes da adicac
do Phytage®. Em seguida, os meios foram autoclavados por 20 minutos a 120°C.
Posteriormente foi adicionado o glifosato (Rour@upas concentracdes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0 mg.L* a0 meio destinado a neoformacado de gemas, distribuindo-se 20 ml por placa de
Petri. Ao meio destinado a rizogénese foi adicionado glifosato nas concentra¢gdes de 0,0; 0,05;
0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40 mg-LAs concentracdes de glufosinato (Fir@leutilizadas sob as
condi¢cbes citadas anteriormente, para neoformagcdo de gemas foram 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
mg.L?, e para rizogénese: 0,0; 0,1; 0,15; 0,20; 0,25 thg.L

O material foi mantido em camara de cultivo em condi¢cdes controladas de temperatura
(25+2°C) e de irradiancia f@nol.m2.s"), com fotoperiodo de 16h. O material destinado &
avaliacao da regeneracdo de gemas permaneceu uma semana no escuro, sendo posteriormel
transferido para luz, onde foi mantido durante 53 dias. O material utilizado para obtencéo da
rizogénese permaneceu na luz durante 45 dias.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos e cinco repeticdes
para neoformagcdo de gemas; e sete tratamentos com oito repeticbes para rizogénese cor
relacdo ao glifosato. Quanto aos ensaios com glufosinato utilizou-se o mesmo numero de
repeticbes empregado para o glifosato, porém o niamero de tratamentos foi igual a cinco para
ambos o0s experimentos. Um numero maior de repeticbes foi utilizado nos ensaios de
rizogénese (glifosato) em funcdo das contaminacdes microbioldgicas elevadas. A diferenca de
concentracbes de herbicidas nos experimentos (rizogénese e neoformacdo de gemas) fo
adotada considerando o fato da rizogénese ser geralmente um processo mais sensivel.

Para o ensaio de regeneragdo de gemas avaliou-se o numero médio de explantes con
gemas adventicias e o numero médio de gemas por explante. Para o ensaio de rizogénese fora
avaliados o numero de apices enraizados, a biomassa de raizes, o comprimento da maior raiz
0 numero de raizes primarias.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas

pele teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Estat da UNESP de

Jaboticabal, SP. As doses responsaveis pela inibicdo de 100% da organogénese e rizogénes

foram estimadas através de curvas dose-resposta, obtidas de modelos mateméaticos propostos
ajustados pelo programa Curve Expert 1.3., um sispgomio para Windows, onde os dados

podem ser modelados através de modelos como regresséo linear e néo linear e interpolacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis medidas nos experimentos (neoformacdo de gemas e rizogénese)
apresentaram diferencas significativas na resposta a aplicacdo das doses de ambos o
herbicidas, comprovadas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (FIGURAS 1, 2
e 3).

Observou-se para a organogénese uma tendéncia de resposta néo linear de inibicéo, cor
0 aumento da concentracdo do herbicida, sendo o modelo matematico ‘Rational function’ o que
melhor se ajustou aos resultados obtidos com a utilizacdo de glifosato (FIGURA 1A e B), e o0
guadratico com a aplicacéo de glufosinato (FIGURA 1C e D).

Os resultados indicaram que estes herbicidas s&o altamente seletivos em baixas
concentracdes para células de maracuja. A concentracéo de 0,785dmglifosato provocou
inibicAo completa da formacdo de explantes com gemas (FIGURA 1A), assim como
0,768 mg.L" de glufosinato (FIGURA 1C). Van Boxtel et al. (1997) encontraram concentracio
superior & primeira (60 mg:Lde glifosato) para a inibicdo da proliferacdo de calos em tecido
de cafe, variedad€. canephoralone 597, advindos de suspencédo embriogénica, sendo ainda,
gue o tecido de café retoma o desenvolvimento de calos na auséncia do herbicida, mostrando
necessidade de maiores concentracdes deste para uma inibicdo completa. Quanto ac
glufosinato, a concentracéo estimadaferior a encontrada por Humara & Ordas (1999) em
cotilédones dePinus pinea(lmg.LY), e bem mais baixa que a determinada por Enriquez-

Obregon et al. (1997) para a cana de acucar (4 hg.L
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FIGURA 1. Sensibilidade do maracujazeiro amarelo na fase organogénica ao herbicida glifosato (A e

B), e ao herbicida glufosinato (C e D). A e C: nimero médio de explantes com gema; B e

REBH

D: numero médio de gemas por explante, em funcdo da concentracdo dos respectivos

herbicidas (mg.1). As letras sobre a média das variaveis se referem ao resultado do teste

de Tukey (5%).
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Na rizogénese, mediante aplicacdo de glifosato, o niumero de apices enraizados e o
namero de raizes priméarias apresentaram uma tendéncia de resposta quadratica com o aumen
da concentracdo do herbicida (FIGURA 28). Ja as variaveis comprimento da maior raiz e
biomassa de raizes foram melhor ajustadas pelo modelo matematico polinomial de 3° grau
(FIGURA 2 C e D), assim como todas as variaveis do experimento de rizogénese com a
aplicacéo de glufosinato (FIGURA 3). A total inibicdo do enraizamento dos apices foi estimada
na concentracéo de 0,404 mg.de glifosato, e 0,249 mg Lde glufosinato. Sendo esta Ultima
também encontrada para o comprimento da maior raiz quando se utilizou glufosinato.

Em concentracdes inferiores a estas encontradas, tanto o desenvolvimento das gemas
guanto o enraizamento ocorreram normalmente.

Estes resultados podem ser usados no desenvolvimento de plantas de maracuja
geneticamente resistentes ao herbicida, que ja demonstraram ser estaveis na sua descendénc
no caso do tabaco (Jones et al., 1996). Segundo Burnside (1992), estas plantas podem estimulz
0 uso de herbicidas em culturas menos expressivas, como € o caso do maracuja, que sa
ignoradas atualmente pelo custo do desenvolvimento do herbicida e seu limitado potencial
comercial.

Outras estratégias de uso a serem consideradas sdo a selegio de células
resistentes ao herbicida, como o observado por Escorial et al. (1996) na cevada, nos ensaio:
para obtencdo de resisténcia cruzada em beterraba acucareira (Hart et al., 1992), ou ainda
introducdo do gene que determina producdo de EPSPS (enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-
fosfato sintase) insensivel a este herbicida em diversas culturas, incluindo soja e canola,
obtendo individuos altamente resistentes (Almeida & Ulbrich, 1999).

As condicOes hoje estabelecidas para o cultiveitro e a transformacédo génica do
maracujazeiro podem contribuir para a obtencdo de novos cultivares com genes de interesse

agronémico, beneficiando assim a expansédo da cultura no pais (Lima et al., 2000).
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REBH

A) Numero de &pices enraizados; B) NUumero de raizes primarias; C) Comprimento da

maior raiz (mm) e D) Biomassa de raizes (mg), em funcdo da concentracdo de glifosato
(mg.L?). As letras sobre a média das variaveis se referem ao resultado do teste de Tukey
(5%).
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FIGURA 3. Sensibilidade do maracujazeiro amarelo na fase rizogénica ao herbicida glufosinato. A)
NuUumero de apices enraizados; B) Numero de raizes primarias; C) Comprimento da maior
raiz (mm) e D) Biomassa de raizes (mg), em fungdo da concentracdo de glufosinato
(mg.L?). As letras sobre a média das variaveis se referem ao resultado do teste de Tukey
(5%).
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CONCLUSAO
A andlise dos resultados mostrou que as concentragbes de 0,785tagglifosato e
0,768mg.[* de glufosinato inibiram a formacdo de brotos, e que as concentracdes de
0,404 mg.[* e 0,249 mg.L respectivamente inibiram o enraizamento. Essas concentracdes
servem de base para selecédo de plantas resistentes, em futuros trabalhos de transferéncia géni

no maracuja amarelo.
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