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DETECCAO DE SEMENTES DE SOJA GENETICAMENTE MODIFICADA
TOLERANTE AO HERBICIDA GLIFOSATO '

CLAUDETE IZABEL FUNGUETTO? MARIA ANGELA ANDRE TILLMANN®;
FRANCISCO AMARAL VILLELA % LUCIANA BICCA DODE *

RESUMO - Esta pesquisa teve por objetivos ajustar as metodologias de bioensaios para
deteccdo de sementes de soja tolerante ao herbicida glifosato, estabelecendo o tempo minimo
necessario para uma avaliagdo segura, bem como a caracterizagdo dos sintomas causados
pelo herbicida nas plantulas ndo geneticamente modificadas. Foram conduzidos trés
bioensaios, baseados no teste de germinag@o. No Ensaio 1, as sementes foram pré-embebidas
durante 16 horas em substrato umedecido com solucdo do herbicida. No Ensaio 2, o
substrato foi mantido permanentemente umedecido em solugdo do herbicida. No Ensaio 3, as
sementes foram imersas em solugdo do herbicida. Os parametros de avaliagdo foram:
percentagem e velocidade de germinacdo, comprimentos da plantula, do hipocoétilo e da raiz
primaria, percentagem de plantulas com raizes secundarias e caracterizacdo morfoldgica.
Concluiu-se que os  bioensaios permitem detectar sementes de soja geneticamente
modificada, tolerante ao glifosato, no prazo de cinco dias. As metodologias da semeadura em
substrato umedecido com solugdo do herbicida, na concentracdo de 0,03% da formulagdo 480
g/L de i.a. e a da pré-embebicao das sementes durante 16 horas, com solugdo contendo 0,4%
e 0,6% de glifosato da formulacdo 480 g/L de i.a. sdo as recomendadas para utilizagdo em
rotina de Laboratorio de Analise de Sementes. O glifosato causa anormalidade em plantulas
de soja ndo geneticamente modificada. As plantulas apresentam engrossamento, estrias
longitudinais e amarelecimento gradativo do hipocotilo, inibi¢do do desenvolvimento da raiz
primaria e da emissdo de raizes secundarias, sendo o hipocoétilo proporcionalmente maior do
que a raiz primaria.

Termos para indexacdo: Glycine max, metodologia de deteccdo, OGM, caracterizacdo de
sintomas.

BIO ASSAYS FOR DETECTION OF SOYBEAN SEEDS TOLERANT TO
GLYPHOSATE HERBICIDE'

ABSTRACT - The objective of this study was to adjust methodology to detect soybean seeds
tolerant to glyphosate, to characterize the symptoms, to establish the necessary minimum
time capable to allow safe and possible evaluation of being reproduced. Three independent
assays were done, based on the germination test. In study 1, seeds were pre-imbibed in a
substrate containing herbicide solution for 16 hours. In study 2 the substratum was imbibed
with the herbicide. In the study 3, seeds were immersed in solution of the herbicide. The
standard germination test, speed of germination, length of seedling root and shoot and
percentage of seedling secondary roots were used as evaluation parameters. Evaluations were
made in the fourth day, until the final count, on the eighth day. All three methods allowed
detection of soybean seeds tolerant to the herbicide glyphosate, in the period of five days.
The most recommended methodlogies for routine use in seed analysis laboratory were sowing
in substratum moistened with solution of the herbicide, at the concentration of 0,03% (480 g/l
active ingredient) and pre-imbibing of the seeds for 16 hours, with solution containing 0,4%
and 0,6% of glyphosate (480 g/l active ingredient) because they allow germination and the
normal development of the aerial parts and root system of genetically modified seedlings.
The following symptoms were observed in non GM seedlings : thickened points, longitudinal
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grooves and with yellowing of the hypocotyl, inhibition of the development of the primary
root and of the emission of secondary roots, and the hypocotyl was proportionally larger than

the primary root.

Key-words: Glycine max, detection methodology, GMO, symptoms characterization.

INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max L. Merril.) ocupa
atualmente, no Brasil, uma area de 18,4 milhGes de
hectares, sendo a espécie com maior extensdo de cultivo
(IBGE, 2003), tendo relevante importancia econdémica no
pais. O cultivo de lavouras de soja geneticamente
modificada (GM) estd em expansdo no Brasil e ja foram
concedidos certificados de protegdo para 23 cultivares de
soja tolerantes ao herbicida Roundup Ready (RR) no pais
(Brasil, 2003).

Apesar da producdo de sementes de espécies GM
atingir propor¢cdes mundialmente significativas, muitas
pesquisas estdo sendo conduzidas objetivando a deteccdo
de genoétipos GM resistentes a herbicidas, visto que ainda
nao ha nenhum método padronizado.

O glifosato ¢ 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 sintese de proteinas e
também alguns metabolitos secundarios (Kruse et al.,
2000).

Existem varios métodos eficazes na detecgdo de soja
GM tolerante a herbicida, baseados em caracteristicas
celulares e/ou moleculares dos gendtipos e que diferem
quanto ao nivel de sofisticagdo, tempo de execugdo e custo.

A metodologia dos bioensaios é conduzida de forma
similar ao teste de germinagdo, procedimento basico
exigido no sistema de producdo de sementes. Ndo exige
equipamentos sofisticados, nem mao-de-obra especifica,
apresentando resultados confidveis com baixo custo. Goggi
& Stahr (1997) detectaram sementes de cultivar de soja
tolerantes a herbicida, submetendo sementes ao contato de
18 horas com o herbicida; Bevilaqua et al. (2000),
empregaram o herbicida na 4gua de embebicdo do
substrato, na dose de 280 mg i. a. /litro; Nascimento et al.
(2000), utilizaram substrato umedecido em solugdo de
glifosato; Tillmann & West (2004) usaram imersdo de
sementes em solucdo do herbicida, na concentra¢do de
0,12%, e substrato pré-embebido a 0,6%, durante 16 horas.

Considerando o avango dos cultivos GM no pais e
no mundo, torna-se relevante o uso de técnicas de deteccao
eficientes, rapidas, de baixo custo e cujos resultados
possam ser reproduzidos por diferentes laboratorios.

Os objetivos da pesquisa foram ajustar as
metodologias de bioensaios para deteccdo de sementes de
soja tolerante ao glifosato, estabelecendo o tempo minimo
necessario capaz de permitir avaliagdo segura e possivel de

ser reproduzida, bem como a caracterizagdo dos sintomas
causados pelo herbicida glifosato em plantulas ndo GM.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal de
Pelotas. Foram realizados trés ensaios independentes,
baseados no teste de germinagdo, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes - RAS (Brasil, 1992), utilizando
duas cultivares de soja, sendo uma delas GM (CD 213RR),
tolerante ao herbicida glifosato e outra parental (OC 14),
ndo tolerante, ambas protegidas em nome da Coodetec
(Cooperativa Central Agropecuaria de Desenvolvimento
Tecnologico e Econdmico Ltda). No ensaio 1, as sementes
eram provenientes da safra 2001/2002 e nos ensaios 2 ¢ 3,
da safra 2002/2003.

O produto comercial herbicida glifosato utilizado
possuia formulagdo contendo 480 g/L do ingrediente ativo
sal de isopropilamina de N-(fosfometil) glicina e 36% de
equivalente acido de N-(forfonometil) glicina.

Foram efetuadas avaliagdes do percentual de
germinagdo, velocidade de germinacdo, comprimento de
plantulas e percentual de plantulas com raizes secundarias,
empregando-se 200 sementes por repeticdo (oito sub-
amostras de 25 sementes) distribuidas manualmente no
substrato, segundo recomendagdo de Krzyzanowski (1991).

A germinagao foi realizada de acordo com as Regras
para Andlise de Sementes (Brasil, 1992) e a determinacao
da velocidade de germinagdo conforme Nakagawa (1999).
O comprimento de plantulas de acordo com Krzyzanowski
(1991) e a percentagem de plantulas com raizes secundarias
foi realizada na contagem final, computando-se as plantulas
normais e anormais. As médias de germinacdo e de
plantulas com raizes secundarias foram expressas em
percentagem, a velocidade de germinacdo, em dias e os
comprimentos, em centimetros.

A caracterizagdo dos sintomas causados pelo
herbicida foi feita através de observagao visual de plantulas
e descricao das evidéncias morfoldgicas verificadas.

Os parametros foram avaliados a partir do 4° dia,
pois até entdo ndo haviam raizes secundarias
suficientemente desenvolvidas em plantulas GM e
seguiram-se diariamente até a contagem final (8° dia). As
plantulas foram consideradas normais quando apresentaram
comprimento total minimo de 3cm e presenca de raizes
secundarias desenvolvidas.
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1 — Ensaio 1 — Pré-embebicao das sementes em
substrato umedecido com solucao do herbicida.

Cada repeticao de 200 sementes (duas sub-amostras
de 100 sementes) foi colocada em substrato umedecido com
solucdo do herbicida glifosato, onde permaneceu durante 16
horas. Foram utilizadas concentragoes de 0,0%; 0,4%; 0,6%
e 0,82% do herbicida comercial. Transcorrido o periodo
estabelecido, foram transferidas para substrato umedecido
com agua destilada (oito sub-amostras de 25 sementes) e
levadas ao germinador a temperatura de 25°C.

2 — Ensaio 2 — Umedecimento do substrato com
solucdo do herbicida

Cada repeticao de 200 sementes (oito sub-amostras
de 25 sementes) foi semeada diretamente no substrato
umedecido com solugdo contendo as concentragdes de
0,0%; 0,03%; 0,06% e 0,12% do herbicida comercial e
colocadas no germinador a temperatura de 25°C.

3 — Ensaio 3 — Imersao das sementes em solucao
do herbicida

Cada repeti¢ao de 200 sementes foi dividida em duas
sub-amostras de 100, que foram colocadas em copos
plasticos de 100 mL, contendo 50 mL de solu¢do do
herbicida glifosato, nas concentragdes de 0,0%; 0,06%;
0,12% e 0,24% do herbicida comercial, mantidos em
germinador a 25°C, durante uma hora. Apds, foram
retiradas, lavadas em 4gua corrente ¢ transferidas para
substrato umedecido com d4gua destilada, (oito sub-
amostras de 25 sementes) e conduzido o teste de
germinagdo a temperatura de 25°C. A testemunha foi
submetida a imersdo em agua.

4 — Procedimento estatistico

Os resultados foram analisados segundo o
delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. Os dados médios das avaliacdes foram
apresentadas graficamente. Na execugdo das analises
estatisticas foi utilizado o Sistema de Analise Estatistica
para Windows — WinStat — Versdo 2.0 (Machado &
Conceigdo, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos nos trés ensaios (Figura 1)
mostram que ¢ possivel detectar, pela percentagem de

germinagdo, a diferenca entre a cultivar GM e a ndo GM
nas concentracgoes utilizadas.
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No ensaio 1, pré embebigdo das sementes em
substrato umedecido com solugdo do herbicida, o poder
germinativo da cultivar GM foi similar ao da testemunha
em todas as concentracdes. No ensaio 2, somente na
concentragdo mais alta do herbicida (0,12%) houve
decréscimo na percentagem de germinagdo em relagdo a
testemunha, observando-se redugdo de 16 pontos
percentuais. No ensaio 3, imersdo das sementes em solucao
do herbicida, todas as concentragdes utilizadas causaram
reducdo na percentagem de germinacao das sementes.

Nos trés ensaios, as sementes da cultivar GM
apresentaram plantulas normais bem desenvolvidas mesmo
na presen¢a do herbicida e as ndo GM apenas iniciaram o
processo germinativo nao atendendo aos critérios de
plantulas normais. Em soja ndo GM, o glifosato inibe a
enzima S5-enolpiruvil  shiquimato-3-fosfato  sintetase
(EPSPS) e impede que a planta forme aminoacidos
essenciais para a sintese de proteinas e também alguns
metabolicos secundarios (Kruze et al., 2000). Ja a cultivar
GM possui o gene de resisténcia ao herbicida permitindo
seu desenvolvimento e formagdo de plantulas normais.
Tillmann & West (2004), utilizando a pré-embebicdo em
sementes de soja, também constataram a inibicdo do
processo germinativo de sementes da cultivar ndo GM, em
presenca do herbicida, indicando a concentragdo de 0,6%
como a mais adequada. Em bioensaios utilizando rolos de
papel embebidos em solugdo contendo o principio ativo
glufosinato de amonio, Magalhies et al. (2000), observaram
inibicdo na germinagdo do gendtipo de arroz ndo GM e
diminuigao drastica na germinagdo do gené6tipo GM na dose
de 0,5%.

A presenga de plantulas com raizes secundarias
(Figura 2) foi um bom pardmetro para diferenciar a cultivar
GM da ndao GM. As plantulas GM apresentaram, nos trés
ensaios, raizes secundarias abundantes e bem
desenvolvidas, e as ndo GM mostraram auséncia total de
raizes secundarias (Figura 3). Identificou-se também que
plantulas anormais GM, apresentavam raizes secundarias,
importante parametro a ser observado na diferenciago
entre plantulas anormais GM e plantulas ndo GM.

Quanto ao efeito das concentragdes do herbicida na
percentagem de plantulas com raizes secundérias, observou-
se no ensaio 1, que ndo houve diferenca em relagdo a
testemunha nas concentracdes utilizadas; no ensaio 2,
apenas na dose mais elevada de 0,12% evidenciou-se
reducdo e no ensaio 3, houve crescente diminui¢do das
raizes secundarias com o aumento da concentracdo do
herbicida. Os resultados obtidos estdo de acordo com
Nascimento et al. (2000), que constataram sistema radicular
normal bem desenvolvido em plantulas de soja GM e
inibigdo parcial no desenvolvimento da raiz primaria e
secundaria de plantulas ndo GM. Também Goggi & Stahr
(1997) e Tillmann & West (2004), submetendo sementes de
soja GM a pré-embebicdo por 16 e 18 horas,

respectivamente, descreveram resultados semelhantes ao do
presente estudo.
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FIGURA 2. Percentagem de plintulas com raizes
secundarias obtidos nos ensaios: (1) pré-
embebicao das sementes em substrato
umedecido com solucio do herbicida; (2)
umedecimento do substrato com solucio
do herbicida e (3) imersao das sementes
em solucio do herbicida.
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Figura 3. Plantulas de soja , cultivar OC 14 (ndo GM),
comparadas a cultivar CD 213 RR (GM) na
presenca do herbicida glifosato.

A velocidade de germinagdo também permitiu a
diferenciacdo da cultivar GM da ndo GM, nos ensaios
conduzidos (Figura 4). Foi possivel diferenciar as plantulas
tolerantes ja no quinto dia, independente da concentragéo e
do procedimento utilizado, através da andlise conjunta dos
caracteres morfologicos. Avaliagdes anteriores ao quinto
dia ndo permitiram clara diferenciacdo, pois as plantulas de
ambos os gendtipos apresentavam pouco desenvolvimento e
ndo  haviam raizes secundarias  suficientemente
desenvolvidas em plantulas GM. Em soja, Goggi & Stahr
(1997) e Nascimento et al. (2000) verificaram possibilidade
de deteccgdo entre sete e dez dias; Tillmann & West (2004)
obtiveram resultados positivos em seis dias através do
procedimento de pré-embebicdo de sementes e em trés dias,
através de imersdo. Em arroz, o periodo considerado
adequado para a identificagdo de plantulas GM  por
Magalhdes et al. (2000) foi dez dias e para Lilge et al.
(2003) foi sete dias.
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FIGURA 4. Velocidade de germinacgao obtida nos
ensaios: (1) pré-embebicio das sementes em
substrato umedecido com solucao do
herbicida; (2) umedecimento do substrato
com solucao do herbicida e (3) imersao das
sementes em solucio do herbicida.
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Em relacdo ao efeito do herbicida glifosato sobre o
crescimento das plantulas de soja, observou-se (Figuras 5,
6, e 7) que os processos fisioldgicos capazes de garantir o
desenvolvimento das plantulas ndo GM, em presenca do
herbicida, foram drasticamente afetados. Ja a cultivar GM,
mesmo na presenga do herbicida, foi capaz de produzir
plantulas normais, com hipocétilo e raiz primaria bem
desenvolvidos.

Observa-se (Figura 5) que houve redugdo no
comprimento total das plantulas GM na presenga do
herbicida, tanto no bioensaio que utiliza a pré-embebicao
quanto no umedecimento do substrato com solug¢do do
herbicida (Figura 8). Quando utilizada a imersdo das
sementes em solu¢do do herbicida, observou-se efeitos
prejudiciais apenas na concentracdo mais alta (0,24%), fato
que se justifica pelo menor contato das sementes com o
herbicida, ou seja, 1 hora, que corresponde ao inicio da Fase
I do processo de hidratagdo (Bewley & Black, 1994).

Em relagdo aos comprimentos do hipocétilo e da raiz
primaria (Figuras 6 e 7), observou-se que a redugdo no
sistema radicular foi mais drastica que no comprimento do
hipocétilo, para os trés ensaios, indicando que a redu¢ao no
comprimento das plantulas GM foi devido principalmente a
diminui¢do da raiz primaria. Efeitos semelhantes, do
herbicida sobre a parte aérea e sistema radicular de soja
GM, foram relatados por Goggi & Stahr (1997), Bevilaqua
et al.(2000), Nascimento et al. (2000) e Tillmann &West
(2004).

Os sintomas causados pelo herbicida nas plantulas
ndo GM foram semelhantes para os bioensaios estudados.
As plantulas de soja ndo GM apresentaram engrossamento,
estrias longitudinais e amarelecimento gradativo do
hipocotilo, inibigdo do desenvolvimento da raiz primaria e
da emissdo de raizes secundarias, sendo o hipocétilo
proporcionalmente  maior que a raiz primadria,
caracterizando anormalidade (Figura 9). Ja as plantulas
GM, mesmo na presenga do herbicida, produziram plantulas
normais bem desenvolvidas com raizes secundarias
abundantes. Magalhdes et al. (2000) observaram necrose
nas raizes das plantulas na fase inicial da germinacdo
quando utilizaram doses mais elevadas de glufosinato de
amdnio em arroz GM. O tempo minimo necessario capaz de
permitir avaliagcdo segura de plantulas de soja GM, através
dos bioensaios, foi de 5 dias. Embora todas as metodologias
utilizadas tenham se mostrado eficientes, a da pré-
embebicdo nas concentragées de 0,4% e de 0,6% e do
umedecimento do substrato na dose de 0,03% sdo as mais
recomendadas. Nestas concentragdes ndo houve redugido no
poder germinativo da cultivar tolerante, os testes foram de
facil execucao, apresentando possibilidade de padronizagao
e adogdo imediata pelos Laboratérios de Analise de
Sementes.
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FIGURA 5. Comprimento total de plantulas obtidos nos
ensaios: (1) pré-embebicio das sementes em
substrato umedecido com solucdo do
herbicida; (2) umedecimento do substrato
com solucao do herbicida e (3) imersao das
sementes em soluciao do herbicida.
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FIGURA 6. Comprimento do hipocétilo obtido nos FIGURA 7. Comprimento fle raiz ‘pfiméria obtido nos
ensaios: (1) pré-embebicio das sementes em ensaios: (1) pre—em!)ebu;ao das sementes em
substrato umedecido com solugio do substrato umedecido com solucio do
herbicida; (2) umedecimento do substrato herbicida; ~(2) umede'ci{nento df’ sub~strato
com solucdo do herbicida e (3) imersio das com solucio do herbicida e (3) imersdo das
sementes em solucio do herbicida. sementes em solucao do herbicida.
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0.03%

FIGURA 8. Efeito do glifosato sobre o comprimento
total de plantulas de soja GM, em
substrato umedecido com diferentes

concentracdes do herbicida.

FIGURA 9. Sintomas apresentados em plantulas de
soja nio GM submetidas ao herbicida
glifosato.

O procedimento de imersdo das sementes em solugao
do herbicida permitiu a utilizagdo de pequenas quantidades,
evitando contato do analista com o produto ao longo do
teste. No entanto, evidenciou efeitos expressivos sobre a
germinagdo das sementes da cultivar GM e mostrou-se de
execugdo pouco pratica, devido a fragilidade do tegumento
apos a imersdo. As sementes partiam-se com freqiiéncia,
visto que o tegumento hidratado rompia-se com facilidade.
Foi necessario colocar em imersdo mais sementes do que o
efetivamente necessario, algo em torno de 10% a mais.
Apesar de pouco vantajosa para utilizacdo como teste de
rotina em Laboratério de Analise de Sementes, nio se
descarta sua utilizagdo em programas de melhoramento
genético.

CONCLUSOES

Os bioensaios permitem detectar sementes de soja
tolerante ao herbicida glifosato, no prazo de cinco dias.

As metodologias da semeadura em substrato
umedecido com solugdo do herbicida, nas concentragdes de
0,03% da formulacdo 480 g/L de i.a. e da pré-embebicdo
das sementes durante 16 horas em soluc¢do contendo 0,4% e
0,6% de glifosato da formulacdo 480 g/l de i.a. sdo
recomendadas para utilizagdo em rotina de Laboratério de
Analise de Sementes;

O glifosato causa anormalidade em plantulas de soja
ndo geneticamente modificada. As plantulas apresentam
engrossamento, estrias longitudinais e amarelecimento
gradativo do hipocotilo; inibicdo do desenvolvimento da
raiz primaria e da emissdo de raizes secundarias, sendo o
hipocétilo proporcionalmente maior do que a raiz primaria.
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