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Resumo. O trabalho teve como objetivo a detecgdo de sementes de soja geneticamente modificadas
utilizando teste de germinag@o. O experimento foi baseado no teste de germinagdo, utilizando como
tratamento duas variedades de soja (BRS 245RR e CD202) e cinco concentragdes da solucdo de glyphosate
(15, 30, 45, 60 e 75%) e uma testemunha (4dgua destilada). As sementes de soja foram alocadas em papel
germitest pré-embebidos em solucdo de glyphosate de acordo com os tratamentos e levadas ao germinador.
Foram avaliadas a porcentagem de germinacdo de plantulas normais, anormais e sementes mortas,
comprimento de radicula, hipocoétilo e epicétilo. A cultivar de soja convencional apresentou as menores
porcentagens de plantulas normais e maiores de plantulas anormais e sementes mortas. Houve redugdo do
comprimento de radicula, hipocétilo e epicotilo proporcional ao aumento da concentragdo de solucdo de
glyphosate, sendo mais drastica na cultivar ndo geneticamente modificada. A utilizacdo de teste de
germinagdo com substrato embebido em solugdo de glyphosate é eficiente para detectar sementes de soja
geneticamente modificadas resistentes ao glyphosate. Recomenda-se a semeadura em substrato umidecido
com solucdo de glyphosate na concentracao de 45%.
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Abstract. The work had as objective the detection of seeds of soybean genetically modified using
germination test. The experiment was based on the germination test, using as treatment two varieties of
soybean (BRS 245RR and CD202) and five concentrations of the glyphosate solution (15, 30, 45, 60 and
75%) and a witness (distilled water). The soybean seeds had been placed in paper embryo-test daily pay-
absorbed in solution of glyphosate in accordance with the treatment and taken to the germination chamber.
Had been evaluated the percentage of germination of seedling normal, abnormal and deceased seeds, length
of radicle, hipocotyl and epicotyl. The conventional soybean it presented the lesser normal percentages of
seedlings and bigger of abnormal seedlings and deceased seeds. It had reduction of the length of radicle,
hipocotyl and epicotyl proportional to the increase of the concentration of glyphosate solution, being more
drastic in cultivating not genetically modified. The use of test of germination with substratum absorbed in
glyphosate solution is efficient to detect resistant seeds of soybean genetically modified to glyphosate.
Sowing in substratum humidified with solution of glyphosate in the 45% concentration sends regards to it.
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Introducio ao nivel de sofisticagdo, tempo de execugdo e
A cultura da soja (Glycine max L. Merril.) custo.

ocupa atualmente, no Brasil, uma 4rea de 21,7
milhdes de hectares (Conab, 2010), tendo
relevante importancia econdmica no pais.

Existem varios métodos de detecg¢do de
sementes de soja transgénica tolerante a herbicida,
eles sdo baseados em caracteristicas celulares ou
moleculares dos gendtipos e que diferem quanto

A soja transgénica tem a caracteristica de
tolerancia ao herbicida ndo seletivo, glyphosate. O
glyphosate ¢ um ingrediente ativo herbicida que
inibe a enzima 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato
sintetase (EPSP sintetase ou EPSPS) e impede que
a planta forme aminoacidos essenciais para a
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sintese de proteinas e também alguns metabolitos
secundarios (Kruse et al., 2000).

O glyphosate apresenta elevada eficiéncia
na eliminacdo de ervas daninhas. Desde 1971,
quando foi relatado primeiramente como
herbicida, trés tipos de glyphosate vém sendo
comercializados: glyphosate-isopropilamoénio,
glyphosate-sesquisodio (patenteados por
Monsanto e vendido como Round-up), e
glyphosate-trimesium (patenteado por ICI, atual
Syngenta). Seja como sal de amdnio ou sodio,
glyphosate ¢ um organofosfato que nao afeta o
sistema nervoso da mesma maneira que outros
organofosforados, em geral inseticidas, inibidores
da enzima colinesterase (Amarante Junior et al.,
2002). Entre os efeitos sobre plantulas o
glyphosate causa anormalidade em soja ndo
geneticamente modificada (Funguetto et al.,
2004).

O teste de resisténcia a herbicidas
conduzidos em conjunto com o teste padrio de
germinacdo, denominado bioensaio, pode seguir
as metodologias de substrato umedecido, imersdo
das sementes em solu¢do de herbicida, pré-
embebicdo em substrato com herbicida, em
sistema hidroponico e pulverizagdo de plantulas
em laboratorio ou casa de vegetacdo (Miranda et
al., 2006). Na deteccdo de sementes de plantas
transgénicas, a utilizacdo de métodos mais rapidos
¢ eficientes a baixo custo ¢é preferivel. Os
bioensaios sdo os métodos mais eficientes
comparando a relagdo custo/beneficio na deteccao
de sementes de soja transgénica, sendo o método
de pré-embebi¢do o mais indicado (Cunha, 2005).

Torres (2003) em trabalho com bioensaio
para deteccdo de sementes de soja transgénicas
verificou que sementes transgénicas de soja
tolerantes ao glyphosate germinaram normalmente
em solucdo de glyphosate e entre sete e 10 dias,
desenvolveram um sistema radicular normal,
enquanto nas sementes de soja ndo-transgénicas
ocorreram paralisagdes do crescimento da raiz
primaria e da emissao de raizes secundarias.

Desta forma, o trabalho teve como
objetivo a deteccdo de sementes de soja
geneticamente modificadas utilizando testes de
germinag@o como alternativa de identificagdo de
lote de sementes transgénicas.

Material e Métodos
O trabalho foi conduzido em agosto de
2009 no laboratorio de sementes da Faculdade de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Grande Dourados, em Dourados, MS. Foi
realizado o ensaio baseado no teste de
germinagdo, de acordo com as Regras de Analise
de Sementes — RAS (Brasil, 1992).

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial 6x2,
com quatro repeti¢cdes. Os tratamentos consistiram
da combinacao fatorial de duas variedades de soja
(CD 202, BRS 245RR) ¢ cinco concentragdes da
solugdo de glyphosate (15, 30,45, 60 e 75%) e
uma testemunha (dgua destilada). Foram
utilizadas 50 sementes de soja por unidade
experimental.

No ensaio foram utilizadas duas cultivares
de soja (Glycine max, L. Merrill), sendo uma
delas convencional (CD 202) e a outra
geneticamente modificada para tolerancia ao
glyphosate (BRS 245RR), a primeira ¢ uma
cultivar da Coodetec e a segunda da Embrapa. As
sementes sdo procedentes do ano agricola
2008/20009.

Foi utilizado o herbicida glyphosate que
possuia formulacio contendo 480 g L' de sal
isopropilamina de N- (fosfonometil) glicina, 360 g
L' de equivalente acido de N- (fosfonometil)
glicina e 684 g L' de outros componentes. A
solucdo estoque de glyphosate foi diluida em
concentracdes de 15, 30, 45, 60 e 75%.

As sementes de soja foram alocadas em
papel germitest pré-embebidos em solugdo de
glyphosate, de acordo com os tratamentos. O
papel germitest foi umedecido com quantidade de
solugdo equivalente a 2,5 vezes o peso do
substrato seco. Os rolos de papel contendo as
sementes de soja foram levados ao germinador a
uma temperatura de 25° C (Brasil, 1992).

Ap6s setes dias de implantagdo do estudo
foi realizado a leitura da germinagdo através de
observagdo visual de plantulas. Foram avaliados o
comprimento de epicotilo, do hipocétilo, radicula
e porcentagem de germinacdo. A porcentagem de
germinacdo foi dividida, em germinagdo quanto a
plantulas normais, anormais e sementes mortas.

Os resultados foram submetidos a analise
de varidncia. As médias foram analisadas por
meio de ajuste de equacdes de regressdo em
funcdo da concentracdo da solugdo de glyphosate,
aplicando-se o sistema de analise estatistica
SAEG (Ribeiro Junior, 2001).
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Resultados e Discussao

Na Tabela 1 observa-se o resumo da
analise de varidncia dos pardmetros comprimento
de epicotilo (EP), de hipocoétilo (HIPO) e radicula
(RAD), germinagdo de plantulas normais
(NORMAIS), anormais (ANORMAIS) e
sementes mortas (MORTAS) de duas variedades

de soja sob diferentes doses de glyphosate. Na
analise de varidncia houve efeito significativo
para todos os pardmetros estudados, mostrando a
possibilidade de deteccdo de diferencas entre soja
transgénica e convencional por meio de teste de
germinagdo com o uso de diferentes doses de
solugdo de glyphosate.

Tabela 1. Analise de variancia do tamanho médio do epicétilo (EP), hipocétilo (HIPO), radicula (RAD),
porcentagem de germinagdo de plantulas normais (NORMALIS), anormais (ANORMALIS) e sementes mortas
(MORTAS) de duas cultivares de soja, uma transgénica e outra convencional em diferentes doses de

glyphosate. Dourados (MS), 2009.

S oM
Fonte de Variacio G. L. EP HIPO RAD
Cultivares 1 0,65%* 27,45% 53,67*
Doses 5 0,30* 24,70* 39,93*
Variedades x Doses 5 0,04* 2,07* 14,57*
Repeticoes 3 0,00 0,22 1,51
Residuo 33 0,01 0,33 1,38
M¢édia (cm) 0,28 2,75 1,89
CV% 23,41 21,08 22,27
Fonte de Variacao G. L. QM

NORMAIS ANORMAIS MORTAS

Cultivares 1 60066,75* 46750,08* 784,08*
Doses 5 2188,48* 1888,48* 36,35*
Variedades x Doses 5 1865,95%* 1747,28* 39,68%*
Repeticoes 3 56,30 12,75 22,97
Residuo 33 43,94 42,20 9,82
Média (%) 58,54 35,04 6,37
CV% 11,32 18,54 29,16

" Efeito significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Observa-se na Tabela 1, que a
porcentagem de germinagdo de plantulas normais
apresentou o menor valor de coeficiente de
variagdo, estimado em 11,32%, enquanto que a
porcentagem de sementes mortas apresentou o
maior valor, estimado em 29,16. Valores altos de
coeficientes de variacdo devem estar relacionados
a avaliagdo da germinacdo em condicdo de
estresse. Em trabalho realizado por Henicka et al.
(2006), avaliando o comportamento germinativo
da espécie Apuleia leiocarpa, sob diferentes
condigdes de temperatura, luz e estresse salino, o
coeficiente de variagdo para a germinagdo foi
estimado em 26,03%.

De acordo com a Figura 1, observa-se
resposta quadratica da germinacdo da BRS 245
RR em fun¢do das diferentes concentragdes da
solugdo de glyphosate. A porcentagem de
germinacdo da BRS 245 RR apresentou leve

redu¢do com o aumento da concentragdo da
solu¢do, demonstrando pouco efeito do glyphosate
no processo de germinacdo, isto devido a presenca
do gene de resisténcia ao herbicida.

Com relagdo a porcentagem de
germinagdo da cultivar de soja convencional, CD
202, observou-se resposta quadratica. Foram
obtidas maiores porcentagens de germinagdo
quando as sementes foram embebidas em agua e
observou-se uma drastica redugdo na germinagdo
com o aumento dos niveis de concentragdo,
apresentando valores de germinagdo abaixo de
10% quando submetido a dose de 45% de solugdo
de glyphosate (Figura 1). Em estudo utilizando a
pré-embebicdo em sementes de soja, Tillmann &
West (2004) observaram inibicdo do processo de
germinagdo de sementes de cultivar ndo
geneticamente modificado.
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Figura 1. Porcentagem de germinacgdo de plantulas normais (%), porcentagem de plantulas anormais (%) e
sementes mortas (%) de duas cultivares de soja (BRS 245 RR e CD 202), em fungdo de diferentes
concentracdes de solucdo de glyphosate. Dourados (MS), 2009.

Para a porcentagem de plantulas anormais

observou-se menores valores para a cultivar
geneticamente modificada, a maior média obtida
foi de 8% quando submetido a concentragdo de
45% de solugdo (Figura 1). O menor

Heinz et al. (2011)- Dourados, v.4, n.11, p.20-26, 2011

desenvolvimento de plantulas anormais em soja
geneticamente modificada ¢ devido a presenga do
gene que confere resisténcia ao herbicida por
codificar uma variante da enzima EPSPS
insensivel a este inibidor.
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Na CD 202, cultivar convencional a
resposta aos niveis de concentracdo de glyphosate
foi quadratica, apresentando menores
porcentagens de plantulas anormais quando
embebida em d4gua e aumento de plantulas
anormais até a concentragcdo de 45%, quando foi
possivel observar entorno de 80% de plantulas
anormais (Figura 1). Em soja ndo geneticamente
modificada, o glyphosate inibe a enzima 5-
enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintetase
(EPSPS) e impede que a planta forme
aminoacidos essenciais para a sintese de proteinas
e também alguns metabolitos secundarios (Kruser
et al, 2000). Desta maneira a cultivar
convencional na presenca de herbicida apenas
iniciou o processo germinativo nao atendendo aos
critétrios de plantulas normais. Quanto a
porcentagem de sementes mortas, observou-se
maiores valores de sementes mortas para a
cultivar convencional quando comparada com a
cultivar geneticamente modificada (Figura 1). A
maior porcentagem de sementes mortas foi obtida
quando as sementes de soja foram embebidas em
solugdo de glyphosate na concentracao de 45%.

Em relacdo ao efeito do glyphosate sobre
o desenvolvimento de plantulas de soja, observou-
se que as plantulas de soja convencional foram
drasticamente afetadas, apresentando uma redugao
geral no desenvolvimento da radicula, hipocétilo e
epicotilo. Contudo o desenvolvimento das
plantulas de soja geneticamente modificadas foi
pouco afetado pelo herbicida, apresentando
plantulas bem desenvolvidas, com redugdo do
comprimento de hipocotilo e epicotilo quando
submetida em altas concentragdes da solugdo de
glyphosate (Figura 2).

Em relagdo ao desenvolvimento das
plantulas de soja convencional, observou-se
acentuada reducdo quando submetida as
concentragdes superiores a 30% da solucdo. A
reducdo no comprimento pode ser atribuida a
privagdo de aminoacidos aromaticos, provocada
pelo glyphosate, que compromete a biossintese de
enzimas envolvidas na produgdo de carboidratos e
lipideos (Siqueira et al., 1998).

Observa-se na Figura 2 decréscimo no
tamanho de hipocotilo, epicoétilo e radicula de soja
geneticamente modificada  proporcional ao
aumento da concentra¢do da solugdo de
glyphosate, observando menores médias quando
as sementes foram submetidas a concentragdo de
60% da solucdo. Bertagnolli et al. (2006),
estudando a eficiéncia de sistemas hidropdnicos
para deteccdo de sementes de soja geneticamente
modificada observaram decréscimo no tamanho
de plantulas normais com o aumento da
concentracdo da solugdo de glyphosate.

De acordo com a Figura 2, observa-se a
reducdo mais acentuada na radicula das plantulas
do que no hipocotilo e epicotilo para as cultivares
geneticamente  modificada e convencional.
Resultados semelhantes foram obtidos por
Funguetto et al. (2004), avaliando metodologias
de bioensaio para deteccdo de sementes de soja
tolerantes ao herbicida glyphosate.

Apesar de o herbicida causar redug@o no
comprimento de hipocétilo, epicdtilo e radicula
dos cultivares convencional e geneticamente
modificado, ¢ possivel diferenciar o cultivar
geneticamente modificado do convencional
utilizando principalmente o comprimento de
radicula, que foi drasticamente afetada na cultivar
convencional.
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Figura 2. Comprimento de epicétilo (cm), comprimento de hipocétilo (cm) e comprimento de radicula (cm)
de duas cultivares de soja (BRS 245 RR e CD 202), em funcdo de diferentes concentragdes de solucio de

glyphosate. Dourados (MS), 2009.

Conclusoes

A utilizagdo de teste de germinagdo com
substrato embebido em solugdo de glyphosate ¢
eficiente para detectar sementes de soja
geneticamente modificadas e sementes de soja
convencional.
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Para a detecgdo de soja geneticamente
modificada recomenda-se a semeadura em
substrato umedecido com solugdo de glyphosate,
na concentragdo de 45%.
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