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RESUMO - Pesquisas tem sido conduzidas visando determinar métodos de detecc¢ao de organismos
geneticamente modificados (OGM), devido, principalmente, & importancia sobre a atividade
comercial. Atualmente, sdo utilizados bioensaios, que avaliam caracteristicas fenotipicas das
plantulas, testes de ELISA e Kits, que possibilitam identificar proteinas transgénicas especificas
de DNA. O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia dos métodos para detectar sementes
de soja Roundup Ready (RR). Amostras de sementes de soja geneticamente modificada (GM)
resistente ao glifosato e de sementes do parental suscetivel foram submetidas a bioensaios (pré-
embebidas, umedecidas em substrato, imersas em solug@o contendo glifosato e pulverizacao de
plantulas), Kit Trait Test e detecgdo pelo método da PCR. Os bioensaios sdo métodos mais eficientes
comparando a relagdo custo/beneficio na detecgdo de sementes de soja GM, sendo o método de
pré-embebicdo o mais indicado ¢ a analise das caracteristicas morfoldgicas de plantulas é importante
nos bioensaios para deteccdo de sementes de soja GM.

Termos para indexagdo: Glycine max, transgénico, herbicida, OGM.

COMPARISON OF METHODS TO DETECT GENETICALLY MODIFIED SOYBEAN SEEDS
RESISTANT TO GLYPHOSATE

ABSTRACT - Due to the great importance of the trade business, there are significant world efforts
in establishing GMO detection methods. Currently, bioassays that analyse seedling phenotype,
the ELISA test and kits that enable specific transgene protein identification, and PCR to detect
specific DNA sequences are frequently used. The aim of this study was to compare the efficiency
of different methods to detect RR soybean. Genetically modified seed samples, tolerant to glyphosate
and susceptible parental seeds were submitted to bioassays (pre-imbibed, imbibed and immersion
in herbicide solutions and seedling spraying), the Kit trait test and PCR detection. Bioassays were
shown to be more efficient, comparing the ratio cost/benefit. The seedling visual analysis is a very
important parameter to be considered in GM soybean seeds detection.

Index terms: Glycine max, transgenic, herbicide, GMO.
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INTRODUCAO

Atualmente, estudos tém sido conduzidos para a producao
de plantas resistentes a herbicidas. Com isto, a utilizacao de
herbicidas de amplo espectro de atuacao pode ser favorecida,
pois haveria o controle de varios tipos de plantas daninhas
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com menor numero de aplica¢des, sem prejudicar a cultura
(Brasileiro & Dusi, 1999).

A soja Roundup Ready (RR) consiste numa cultivar
geneticamente modificada que tem a caracteristica de
tolerancia ao herbicida ndo seletivo, glifosato (N-fosfonometil-
glicina), conforme Cobb (1992). O glifosato ¢ um herbicida
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sist€émico de agdo total, 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). O gene que confere tolerancia a enzima
EPSPS, denominado CP4, ¢ proveniente da bactéria de solo
do género Agrobacterium, introduzido na soja pelo método
de biobalistica (Kruse et al., 2000).

Na deteccao de sementes de plantas geneticamente
modificada, prefere-se a utilizagao de métodos faceis, tal como
o teste de tolerancia ou resisténcia a herbicidas, chamados de
bioensaios, que ¢ conduzido através do teste de germinacao,
de forma similar ao descrito nas Regras para Analise de
Sementes do Brasil (1992). Este teste utiliza testemunhas
positivas e negativas, em substrato contendo herbicida
especifico, sendo que na avaliacdo final, as caracteristicas no
desenvolvimento, comprimento, coloragdo ou outro, as
distingue das provenientes de sementes de plantas GM.

Outros métodos sao utilizados na detec¢do de organismos
geneticamente modificados, como por exemplo, o teste de
ELISA (enzime linked immunosorbent assay) que detecta
proteinas especificas contidas nas sementes de plantas GM
(Aragdo & Ribeiro, 1998) e técnicas da PCR (Polimerase
Chain Reaction) que emite resultados qualitativos e
quantitativos mediante a detec¢@o da presenca de seqiiéncias
especificas de DNA.

Além disso, ainda existem os testes rapidos,
desenvolvidos para detectar a proteina CP4 EPSPS com uso
de “kits” especificos que determinam qualitativamente a
presenca ou auséncia da proteina CP4 EPSPS na folha ou
grao, podendo ser usado tanto em campo como em ambiente
laboratorial.

Com a liberagdo do plantio e comercializacdo da soja
Roundup Ready no Brasil e o rigor das legislacdes de rotulagem
e rastreabilidade de organismos geneticamente modificados,
aprocura por metodologias adequadas, simples e econdmicas
para deteccdo, identificacdo e quantificacdo de sementes de
plantas GM ¢ cada vez maior. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo comparar a eficiéncia dos diferentes métodos
utilizados na detec¢do de sementes de soja geneticamente
modificada.

MATERIALE METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério Didético
de Analise de Sementes Flavio Rocha, do Departamento de
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Fitotecnia, e no Laboratdrio de Biotecnologia de Alimentos,
do Departamento de Tecnologia Agroindustrial da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, ambos na Universidade Federal
de Pelotas.

Oito lotes de sementes, quatro de soja GM e quatro de
soja convencional, foram submetidos aos seguintes métodos
para detecgdo de soja (Glycine max L. Merr.) geneticamente
modificada:

BIOENSAIOS

Pré-embebicao das sementes em
umedecido com soluciio de herbicida

As sementes foram pré-embebidas em papel toalha em
solugdo com 0,6% do equivalente acido (e.a.) do glifosato,
por 16 horas, a 25°C. Apo6s esse periodo foram transferidas
para substrato umedecido, com agua destilada, permanecendo
até o 5° dia, quando foram realizadas as avaliagdes (Tillmann
& West, 2004).

substrato

Substrato com solu¢ao de herbicida

As sementes foram semeadas diretamente em substrato
umedecido com solucdo contendo 0,03% do e.a. do glifosato,
permanecendo nesta condi¢do durante todo o periodo do teste
de germinacdo, a 25°C. A avaliagdo foi realizada no 5° dia
(Funguetto et al., 2004).

Imersao das sementes em solucdo de herbicida

As sementes foram colocadas em copos plasticos de
100ml, contendo 50ml de solucédo de herbicida na concentra¢do
de 0,12% do e.a. do glifosato durante 1 hora a uma
temperatura de 30°C. Apos, as sementes foram transferidas
para papel toalha e o teste de germinagdo conduzido a
temperatura de 30°C, permanecendo nesta condigdo até a
avaliagdo, realizada no quinto dia (Tillmann & West, 2004).

Pulverizacao das plantulas com o herbicida

No quinto dia do teste de germinagao, as plantulas foram
dispostas de modo que a parte aérea ficasse exposta e, antes
de aplicar a solugdo contendo o herbicida, as raizes foram
cobertas com um papel toalha seco e limpo.

Para esse tratamento foi utilizado um pulverizador de
uso doméstico contendo a solugdo com 0,4% do e.a. do
glifosato. Apos a pulverizagdo, as plantulas permaneceram
por uma hora em cima da bancada, antes de voltar ao
germinador, para favorecer a absorc¢ao do herbicida. Trés dias
ap6s a pulverizagdo foram realizadas as avaliagdes
(Gutormson, 2000).
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Avaliacoes

Nos bioensaios, as sementes foram submetidas ao teste
de germina¢do de acordo com as Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 1992) e ao teste de vigor baseado no
comprimento de plantulas (Krzyzanowski, 1991). Foram
determinados, os comprimentos totais da plantula, da raiz
priméria e da parte aérea e o numero de raizes secundarias.
As médias de germinagdo foram expressas em percentagem,
a presenga de raizes secundarias, em numero, € 0S
comprimentos, em centimetros.

Utilizaram-se 200 sementes por repeticao, subdivididas
em 8 amostras de 25 sementes cada, distribuidas no substrato,
com o auxilio de um tabuleiro especifico para a semente de
soja. O papel toalha foi umedecido com quantidade equivalente
a 2,5 vezes o peso do substrato seco. Os rolos de papel
contendo as sementes foram acondicionados em sacos
plasticos transparentes fechados a fim de manter a umidade
constante e dispostos verticalmente dentro do germinador,
para orientar o crescimento das plantulas de forma mais
retilinea possivel, para favorecer a mensurag¢ao do
comprimento.

Foram consideradas plantulas normais aquelas que
apresentassem comprimento total minimo de 3 cm e presenca
de raizes secundarias desenvolvidas.

O herbicida glifosato utilizado possuia formulagado
contendo 360gL"! do equivalente acido de N-(fosfonometil)
glicina.

Procedimento Estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des. Os dados médios das
avaliagdes foram apresentados graficamente. O sistema de
analise estatistica adotado foi o WinStat, versao 2.0 (Machado
& Conceigdo, 2003).

ANALISE DO DNA ATRAVES DA REACAO DE
POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

Extraciao de DNA

Foram estudados diferentes protocolos para otimizar a

extragdo de DNA em sementes de soja, entre eles, Edwards
etal. (1991); Ferreira & Grattapaglia (1998) e Doyle & Doyle
(1990), sendo mais adequado o protocolo modificado de Doyle
& Doyle (1990).

Antes de iniciar a extracdo, foi realizada a assepsia da
camara de fluxo laminar com hipoclorito de sodio e alcool.
Os tubos de eppendorf, ponteiras (previamente autoclavados)
e micropipetas foram colocadas em luz ultra-violeta por 20 —
30 minutos.

A qualidade e a concentragdo das amostras de DNA
obtidas foram avaliadas através de eletroforese em gel de
agarose.

PCR

Para esta analise foram utilizados tubos novos e
autoclavados para reacdo de PCR; DNA extraido a ser
analisado; mistura da reacdo; tampao para PCR 10X;
termociclador; cuba e fonte para eletroforese; gel de agarose
(1,0%; p/v) em tampao TBE 1X; transiluminador (ultravioleta);
agua deionizada autoclavada; iniciador A e iniciador B (Tabela
1) cada um com 10mM; cada um dos quatro nucleotideos (4
mM) e Tug DNA polimerase (5U/mL™").

Foram realizadas trés repeticoes de cada amostra de DNA,
num total de vinte e quatro reagdes. A mistura de reagao foi
preparada para as 24 amostras de DNA e para uma amostra
do controle em branco (com agua).

O volume final da reacdo de PCR foi de 25ml, sendo
24ml da mistura de reagdo e Iml do DNA gendmico ou da
agua deionizada autoclavada. Antes de fechar os tubos com a
mistura foi acrescentada uma gota de dleo mineral, para evitar
evaporacdo durante a reacao.

O programa especifico para amplificar o primer 35S

TABELA 1. Iniciadores utilizados na analise das amostras de

sementes por PCR.
.~ LA ey s Tamanho do
Gene Posicao Seqiiéncia (5°— 3’) fragmento
358 Senso GCTCCTACAAATGCCATCA 195pb
Antisenso GATAGTGGGATTGTGCGTCA

TABELA 2. Condicdes do programa utilizado no termociclador para amplificar as reacoes de PCR.

Etapa Temperatura Tempo

Pré-ciclo 94°C 3 minutos

Ciclos (35 vezes) 94°C 1 minuto (desnaturacao)
55°C 1 minuto (anelamento)
72°C 1 minuto (alongamento)

Ciclo final 72°C 10 minutos
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fragmento de 195 pares de base (pb) esta descrito na Tabela 2.

Concluida a fase de amplificacdo, as amostras foram
aplicadas em gel de agarose 1% submetendo o DNA a uma
tensdo elétrica (eletroforese) de 90-100 V por 1 hora. Esse
gel foi corado com brometo de etidio para permitir sua
visualizag¢ao sobre luz ultravioleta e posterior analise do DNA
amplificado.

TESTE RAPIDO PARA SOJA COM USO DE “KIT”
TRAIT TEST

Anticorpos especificos a proteina CP4EPSPS sao
acoplados a um reagente colorido e incorporados na tira do
teste. Quando a tira € introduzida em uma pequena fracdo de
extrato que contenha a proteina CP4EPSPS, forma-se um
co-anticorpo que incorporado ao reagente colorido, flui na
tira através de uma membrana porosa. A membrana contém
duas zonas de captura, uma especifica para a proteina
CP4EPSPS e outra para os anticorpos nao reagidos.

O teste foi conduzido conforme as instrugoes,
recomendadas pelo fabricante. Utilizaram-se 60 sementes
trituradas durante 10 segundos em liquidificador, em volume
de agua indicado (70ml), para a respectiva quantidade de
semente.

Para proceder ao teste, 0,5ml do extrato de sementes
trituradas foi pipetado e colocado em um tubo de 1,5ml.
Posteriormente, com o auxilio da tira de teste observou-se o
resultado.

Germinacio (%)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as metodologias utilizadas (Figura 1)
permitiram diferenciar, através da percentagem de germinagao,
lotes GM ¢ nao-GM em cinco dias, com excecdo da
pulverizagdo que permitiu a diferenciacio em 8 dias, devido a
metodologia utilizada.

Conforme a Figura 1, as metodologias que permitiram
com maior eficacia a diferenciagdo de uma plantula GM de
uma ndo-GM foram a de pré-embebicao e a do substrato
umedecido. Nestas metodologias, os lotes de sementes de
soja GM apresentaram plantulas normais, bem desenvolvidas,
mesmo na presenga do herbicida e os de soja nao-GM apenas
iniciaram o processo germinativo, ndo atendendo aos critérios
de plantulas normais. Varios trabalhos cientificos descrevem
como unico mecanismo de a¢do do glifosato a inibi¢ao da
enzima 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPS).
Em conseqiiéncia desta inibi¢ao, ndo ocorre a sintese dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano e
de compostos secundarios como alcaldides, cumarinas e
flavonoides (Monquero, 2003). A cultivar GM possui o gene
de resisténcia ao herbicida permitindo o desenvolvimento ¢ a
formacao de plantulas normais. Os resultados alcangados no
presente trabalho concordam com os obtidos por Tillmann &
West (2004) quanto a eficiéncia do método de pré-embebicao
na deteccdo de soja GM.

Analisando os resultados apresentados na Figura 2,

Testemunha
Pulverizagdo
Pré-embebigao

Substrato umedecido

Imersao

FIGURA 1. Percentagem de germinac¢io de sementes de soja submetidas a diferentes metodologias. Lotes GM de 1 a 4 e lotes nio-

GMde5a8.
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observa-se que todos os métodos empregados foram eficientes
para diferenciacao entre os lotes de sementes de soja GM e
nao-GM, quanto ao comprimento total das plantulas, com
excecdo do método de pulverizagdo. Essa diferenciacdo
também foi observada quanto ao comprimento da raiz primaria
e da parte aérea das plantulas (Figuras 3 e 4, respectivamente).

Para as caracteristicas de comprimento, o método de
pulverizacdo mostrou-se menos eficiente, uma vez que as
diferencas obtidas entre as plantulas GM e as nao-GM néo
foram tdo proeminentes, tendo em vista que a solucao
contendo o herbicida ndo foi aplicada na semente, mas sim
na plantula.

Funguetto et al. (2004) verificaram que o herbicida

Comprimento total
de plantulas (cm)

glifosato reduziu o comprimento total de plantulas de soja da
cultivar GM em relacdo a testemunha. Isto também foi
observado no presente trabalho sendo que, nos lotes das
cultivares nao-GM, a reducao no crescimento foi acentuada.

Em biotestes para detec¢do de alface (Lactuca sativa
L.) transgénica resistente ao glifosato, Nascimento et al. (2001)
verificaram que a diferenciago e o crescimento de raizes em
plantulas ndo-GM foi inibido. Esta constatacao esta de acordo
com os resultados obtidos neste trabalho (Figura 3).

E possivel verificar que a a¢do do herbicida ¢ mais
acentuada no comprimento do sistema radicular que no da
parte aérea, concordando com os resultados obtidos por Lilge
et al. (2003) e Silva (2003) em sementes de arroz.

Testemunha
Pulverizagao

Imersao

8
FIGURA 2. Comprimento total de plntulas de soja provenientes de sementes submetidas a diferentes metodologias. Lotes GM, de 1 a

4 elotes nio-GM,de5a 8.

Comprimento da
raiz primaria (cm)

Lotes

V- Testemunha
Pulverizagao
Imersao
Pré-embebicao

Substrato umedecido
7

8
FIGURA 3. Comprimento de raiz primaria de plantulas provenientes de sementes de soja submetidas a diferentes metodologias.

Lotes GM, de 12 4 e lotes nao-GM de 5 a 8.
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Na analise visual do crescimento de raiz primaria
observou-se diferenga marcante entre as plantulas GM e nao-
GM dos lotes analisados, com destaque para as plantulas GM
que apresentaram um crescimento da raiz primaria similar ao
da testemunha, conforme mostra a Figura 5.

No campo, apds a aplicacao de glifosato, algumas plantas
podem levar até trés semanas para morrer. Provavelmente
esta lenta acdo, reflete o tempo necessario para a redugdo das
fontes de aminoacidos aromaticos que causariam taxas
reduzidas na sintese de proteinas. Isto levaria a uma lenta
acdo do herbicida, permitindo que plantas de soja nao-GM
iniciassem o processo germinativo.

As plantulas ndo-GM apresentaram crescimento reduzido
da raiz primaria, sem formagao de raiz secundaria. De acordo
com Funguetto et al. (2004), as plantulas de soja nao-GM

comprimento da
parte aérea (cm)

apresentam como sintomas o engrossamento, estrias
longitudinais e amarelecimento gradativo do hipocétilo; inibi¢ao
do desenvolvimento da raiz primaria e da emissdo de raizes
secunddrias, e, hipocotilo proporcionalmente maior que a raiz
priméria. E possivel diferenciar as plantulas nao-GM das
anormais GM, sendo que as anormais GM apresentam raiz
primaria atrofiada, presenca de raizes secundarias e maior
comprimento de parte aérea (Figura 5).

De acordo com Torres et al. (2003), esta visualizagdo de
crescimento mais rapido da raiz primdaria indica que o
alongamento da raiz poderia ser usado como um prognostico
exato para selecdo de ambos genotipos de soja, GM e ndo-
GM, em seu estagio inicial de desenvolvimento.

O teste de pulverizacao com o glifosato também mostrou
diferencas entre os lotes de sementes de soja GM e ndo-GM,

Testemunha
Y . ~
Pulverizagao

Imersao

FIGURA 4. Comprimento da parte aérea de plantulas de soja, provenientes de sementes submetidas a diferentes metodologias. Lotes

GM,de12a4elotesnao-GM de5a8.

Testemunha

Plantulas GM
anormais

[LT

Plantulas GM

Plantulas nao GM

\ 7ec

FIGURAS. Plantulas de soja GM e nio-GM, escolhidas de varios
tratamentos ao acaso, apos S dias de germinacao.
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embora as diferencas ndo tenham sido tdo acentuadas quanto
as observadas nos testes anteriores. O comprimento total da
plantula, da raiz primdria, da parte aérea e desenvolvimento
de raizes secundarias das plantulas GM e ndo-GM foram
similares.

Pelos resultados apresentados, evidencia-se que a melhor
metodologia foi a de pré-embebigdo. A imersdo das sementes
em solu¢do herbicida reduziu a percentagem de germinagao,
conforme mostra a Figura 1. Na metodologia de
umedecimento do substrato, a semente ficou todo o periodo
em contato com a solug¢do de herbicida, e no método de
pulverizagdo, as plantulas ja apresentavam determinado
crescimento, fato que dificultou a diferenciacao dos lotes GM
e nao-GM através da caracteristica de comprimento.

Na avaliagdo do niimero de raizes secundarias (Figura
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6), verifica-se, em todas as metodologias, que houve diferenca
quanto ao nimero de raizes secundarias das plantulas GM
em relacdo as ndo-GM. No método de pulverizagdo houve
maior dificuldade de diferenciacdo, conforme discutido
anteriormente.

Avaliando soja GM, Goggi & Stahr (1997), constataram
que a auséncia de crescimento de raiz secundaria permite
com facilidade a detec¢do de plantulas susceptiveis, conforme
também pode ser observado neste trabalho (Figura 5).

Dentre as metodologias que avaliaram o numero de raizes
secundarias, a de imersdo das sementes em solucdo contendo
o herbicida se mostrou mais eficiente (Figura 6).

Ap6s a extragdo de DNA dos oito lotes de sementes de
soja (Figura 7), foram realizadas as reagdes de PCR para
amplificar o DNA gendémico. Na Figura 8 sdo apresentados
os resultados da amplificagdo do DNA utilizando-se o “primer”’

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

Nuimero de raizes
secundarias

358S. Verificou-se que os lotes de sementes de soja GM
avaliados pela reacdo de PCR determinaram bandas, que sao
resultados da amplificagdo especifica do DNA alvo com 195
pares de bases, enquanto nas amostras de sementes de soja
ndo-GM nao determinaram amplificacdo desta seqiliéncia do
DNA. A andlise de PCR dos lotes de sementes confirma os
resultados obtidos nas outras metodologias para detec¢do de
soja GM.

Os resultados da analise da qualidade e extracdo do DNA,
utilizando o protocolo modificado Doyle & Doyle (1990) pode
ser observado na Figura 7.

O PCR ¢ uma analise sensivel e precisa para detec¢ao de
plantas transgénicas, conforme Duijn et al. (1999). Entretanto,
0 uso de uma adequada combinacao de primers e um adequado
controle da performance do experimento ¢ imprescindivel.

O primer 35S é o mais expressivo e a seqiiéncia

Testemunha
Pulverizagdo

Imersao

FIGURA 6. Numero de raizes secundarias de plantulas de soja, submetidas a diferentes metodologias. Lotes GM, de 1 a 4 e lotes nao-

GMde5a8.

- T D = e e D e e o

23.130 pb L Ao bR do bt ok e

2.322pb

e D s o

FIGURAY7. Extraciio de DNA de oito lotes (L1 a L8) de sementes de soja. M —Marcador de peso molecular Lambda Hind I1I.
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especifica para o promotor 35S ¢ a mais encontrada. Ainda
existem outros primers especificos para checar a presenca
de soja RR; entretanto, o primer 35S foi suficiente para
permitir a diferenciag@o entre os lotes avaliados.

Trabalhando com trigo, Terzi et al. (2003), concordaram
com Duijn et al. (1999) ao afirmarem que a reagdo de
polimerase em cadeia (PCR) é uma metodologia altamente
especifica e sensivel que detecta pequenas quantidades do
DNA alvo, acrescentando ainda que é uma ferramenta fidedigna
para identificagdo de produtos derivados de OGM.

O teste rapido com o uso de “kit” indicou corretamente
a presenca da proteina CP4EPSPS incorporada nas sementes
de soja GM. Em soja GM, a tira de teste apresentava duas
linhas avermelhadas sendo a amostra considerada positiva para
soja RR. Por outro lado, quando a soja ndo era GM apresentava
apenas uma unica linha claramente visivel, indicando que a
amostra era negativa para soja RR.

Os resultados obtidos utilizando o “kit Trait Test”
confirmam que este teste é rapido, pratico e de facil manuseio.
Assim, os testes rapidos, quando utilizados de maneira indicada
pelo fabricante, geram resultados confidveis.

Pelos resultados obtidos, salienta-se que os bioensaios
se mostraram mais adequados, por apresentarem baixo custo,
sem necessidade de equipamentos sofisticados. Além disso,

sdo de facil padronizacdo, o que facilita seu uso na rotina do
laboratorio de sementes.

Dos bioensaios estudados, o mais indicado ¢ o da pré-
embebi¢do das sementes,porque ndo afetou a percentagem
de germinacao e permitiu clara diferenciacao nas caracteristicas
de crescimento de plantulas. O método da imersdo também
permitiu esta distingdo, embora tenha reduzido drasticamente
a percentagem de germinagdo de sementes.

O método de pulverizagdo ndo se mostrou eficiente na
distin¢do entre os lotes GM ¢ ndo-GM, além da necessidade
de maior tempo para sua condugao.

Apesar de o método do substrato umedecido com solugio
de herbicida ndo apresentar resultados tao satisfatorios quanto
os demais, deveria ser melhor estudado, por apresentar maior
facilidade na sua conducao.

A andlise da PCR ¢ uma técnica bastante sensivel e
confiavel, mas requer equipamentos sofisticados e reagentes
de alto custo. E de dificil padronizagdo, dificultando a
repetibilidade dos resultados devido a variagdes causadas,
principalmente, por contaminag¢des ¢ calibragido de
equipamentos tornando-a inviavel como analise de rotina, mas
¢ uma ferramenta importante no caso de um re-teste quando
houver duvidas quanto a deteccdo de GM por outras
metodologias.

2.036 pb—>

506 pp—>
195p

5

6 7 8

FIGURA 8. Resultado da amplificacio do DNA corado com brometo de etidio, utilizando o primer 35S com 195pb. M: marcador de peso
molecular 1 Kb Ladder; B: branco; C+: controle positivo utilizando o plasmidio pGus Hyg; 1, 3, 5, 7: sementes de soja

GM; 2,4, 6, 8: sementes de soja nio-GM.
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O teste rapido com a utilizagao de “’kit” ja esta padronizado,
¢ pratico e eficiente, mas comparado com os bioensaios
apresenta um custo bem superior, ndo sendo recomendado o
uso para rotina do Laboratorio de Analise de Sementes. A
utilizagdo de “’kits” ¢ viavel para checagem rapida, por exemplo,
na recepcao de sementes em uma unidade de beneficiamento
de sementes, permitindo agilidade na tomada de decisao.

CONCLUSOES

Os bioensaios sdo os métodos mais eficientes
comparando a relacdo custo/beneficio na detecg¢do de sementes
de soja GM, sendo o método de pré-embebicdo o mais
indicado. A analise das caracteristicas morfologicas de
plantulas ¢ importante nos bioensaios para detec¢do de
sementes de soja GM.
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