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SISTEMA HIDROPONICO COM USO DE SOLUCAO DE HERBICIDA NA DETECCAO DE
SOJA GENETICAMENTE MODIFICADA RESISTENTE AO GLIFOSATO!

CARLAMEDIANEIRABERTAGNOLLP, MARIA ANGELAANDRE TILLMANN?, FRANCISCOAMARAL VILLELA?®

RESUMO - Os objetivos deste estudo foram verificar a eficiéncia do sistema hidroponico com uso
de solugdo herbicida na detecgao de cultivares de soja GM resistentes ao glifosato e convencionais
¢ estabelecer um protocolo de detec¢do em sistema hidropdnico. Foram utilizadas amostras de
sementes de dois gendtipos geneticamente modificados e os respectivos parentais ndo
geneticamente modificados (ndo-GM). Foram realizados cinco ensaios para estabelecer o protocolo
de detec¢do; nos ensaios I e I foi realizada a pré-germinagdo das sementes, seguida da colocacao
das plantulas em recipientes contendo solugdo nutritiva, com posterior transferéncia para solucao
de herbicida (as concentragdes utilizadas foram 0; 0,12; 0,24; 0,36; 0,48% do equivalente 4cido do
glifosato), e finalmente, as plantulas retornaram para a soluga@o nutritiva. Nos ensaios I1I, IV eV, as
sementes foram colocadas diretamente em recipientes contendo solugao de herbicida e depois
transferidas para solugdo nutritiva. Os pardmetros avaliados foram porcentagem de plantulas
normais, comprimento de plantula, de raiz e de parte aérea e nimero de raizes secundarias. O
sistema hidropdnico permite a deteccao de sementes de soja resistente ao glifosato em 5 dias, apos
tratamento com solugdo de glifosato. O protocolo de detecgdo de sementes de soja GM em sistema
hidroponico recomendado ¢ a permanéncia das sementes em contato com a solugdo do herbicida
na concentragdo de 0,12% do equivalente acido do glifosato por quatro horas, seguido da
transferéncia das sementes para a solugdo nutritiva até completar cinco dias, utilizando como
parametro de avaliagdo o comprimento de plantulas e a presenga de raizes secundarias das plantulas
de soja GM.

Termos para indexacdo: Glycine max, trangénicos, hidroponia

HYDROPONIC SYSTEM IN THE DETECTION OF GENETICALLY MODIFIED SOYBEAN
SEEDS RESISTANT TO GLYPHOSATE

ABSTRACT - The objectives of this work were to verify the efficiency of the hydroponic system
in the detection of genetically modified (GM) soybean seeds and to establish a detection protocol
in the hydroponic system. Seed samples of the two genotype were used, one genetically modified
and the respective non-genetically modified (non-GM) parent. Five assays were performed to
establish the detection protocol, in assays I and II the seed pre-germination was performed and
later the seedlings were placed in recipients containing nutrient solution and then transferred to
herbicide solution, (the concentrations used were 0; 0,12; 0,24; 0,36; 0,48% of the equivalent
glyphosate acid), and finally, the seedlings were returned to the nutrient solution. In assays I1I, IV
and V the seeds were placed directly in recipients containing herbicide solution and then the seeds
were transferred to nutrient solution. The evaluated parameters were percentage of normal seedlings,
seedling, root and hypocotyls length and number of secondary roots. The recommended protocol
consisted of the seeds permanence in contact with herbicide solution to 0.12% of the equivalent
glyphosate acid for four hours, followed by the transfer of the seeds to nutrient solution until
completing five days, using as evaluation parameter the seedling length and the presence of
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secondary roots. The hydroponics system allows the separation of GM soybean seeds resistant to
glyphosate, in five days, after treatment with glyphosate solution.

Index terms: Glycine max, transgenic, hydroponics.

INTRODUCAO

A sojaresistente ao herbicida glifosato ¢ uma das maiores
aplicagdes da engenharia genética na agricultura, pois
representa uma nova alternativa no controle pds-emergente
de plantas invasoras, a partir do uso de um herbicida de agao
total (Padgette et al., 1995). A soja transgénica possibilita o
uso do glifosato em pos-semeadura, que facilita o manejo das
plantas daninhas, reduz despesas com tratos culturais e diminui
impactos a0 meio ambiente.

O cultivo e o comércio de organismos geneticamente
modificados vém crescendo significativamente em todo o
mundo, no entanto, a utilizagao da biotecnologia na agricultura
¢ vista de forma diferente nas distintas regides. Variedades
transformadas aprovadas em um pais e usadas comumente
na agricultura comercial, as vezes, sdo proibidas em outros
paises (Mumm e Walters, 2001). Isto significa que na
comercializacdo de lotes de sementes convencionais,
produzidos em paises, onde as variedades geneticamente
modificadas (GM) sdo utilizadas, para paises onde as
variedades transgénicas sdo proibidas ou controladas
rigidamente, a presenca adventicia de sementes de variedades
GM ¢ inevitavel (Le Buanec, 2003).

Atualmente, métodos analiticos sdo usados, ou estdo
sendo desenvolvidos para a deteccdo de sementes de plantas
GM. Os critérios levados em conta na avaliacdo do
desempenho de cada teste sdo exatiddo, precisdo, sensibilidade,
especificidade, repetibilidade das operagdes e reprodutibilidade
dos resultados (Bertheau et al., 2002).

Os métodos baseados na PCR e em proteinas sdo
onerosos, necessitam de equipamentos sofisticados e pessoal
altamente qualificado para a realizacao dos testes (Della Vecchia
et al.,1998). Em laboratorios de analise de sementes, sdo
utilizados procedimentos mais simples, como o teste de
resisténcia a herbicida conduzido junto com o teste de
germinacao, chamados de bioensaios (Ayala et al., 2002).

A utilizagdo de bioensaios adapta-se satisfatoriamente para
a identificagdo de cultivos GM, com a caracteristica de
resisténcia a um determinado herbicida. Diversos trabalhos
foram conduzidos por: Goggi e Stahr (1997), Bevilaqua et al.

(2000), Nascimento et al. (2000), Torres et al. (2003), Cunha
(2004), Funguetto et al. (2004), Tillmann e West (2004) ¢
Miranda (2004), visando a detec¢do de sementes de soja
resistente ao glifosato.

Nos bioensaios, a avaliagdo ¢ baseada na caracterizagao
fenotipica dos sintomas apresentados pelas plantulas e o
sistema hidropdnico ¢ uma técnica também muito utilizada
para observar sintomas de deficiéncia e toxicidez de nutrientes
e substancias fitotoxicas em plantulas (Delhaize e Ryan, 1995.).
O tamanho das plantulas e a presenca de raizes secundarias
s30 parametros muito importantes, utilizados com sucesso
na detecgdo de sementes de soja GM e ndo-GM (Goggi e
Stahr, 1997; Cunha, 2004; Funguetto et al., 2004; Tillmann e
West, 2004; Miranda, 2004). Portanto, o sistema hidroponico
pode se constituir numa alternativa para diferenciar esses
genotipos, principalmente por esta técnica minimizar possiveis
danos ao sistema radicular das plantulas, facilitando a avaliagdo
e permitindo a obteng¢do de resultados mais precisos (Martinez,
1997).

Os objetivos deste trabalho foram verificar a eficiéncia
do sistema hidropdnico com uso de solug@o de herbicida na
detecgdo de cultivares de soja GM resistentes ao glifosato e
convencionais e estabelecer um protocolo de detec¢do em
sistema hidroponico.

MATERIALE METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Di-Haploides
e Hidroponia da Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel” da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Foram utilizados dois gendtipos de soja geneticamente
modificada (GM) para a resisténcia ao glifosato, CD 213 RR
e CD 214 RR e os respectivos parentais ndo geneticamente
modificados (ndo-GM), OC 14 e CD 201.

A caracterizacdo inicial dos lotes consistiu na
determinacdo do grau de umidade e teste de germinagao,
segundo as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).
O herbicida utilizado foi o produto comercial Roundup®
contendo 480g.L' de sal de isopropilamina N-(fosfometil)
glicina, 360g.L"' do equivalente acido (e.a.) de N-(fosfometil)
glicina e 648g.L™' de ingredientes inertes.
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Na conducdo do experimento foi utilizado um sistema
hidropdnico constituido de vasilhas plasticas de capacidade
5,0 litros, previamente preenchidas com solugdo nutritiva ou
com solu¢@o herbicida. Sobre as vasilhas foram adaptadas
telas de barbante coladas a um isopor, de modo que
funcionassem como suporte para as sementes e/ou plantulas.

Asvasilhas de plastico, juntamente com as telas adaptadas
foram colocadas em banho-maria, em um tanque de metal de
2,00x1,50x0,50m, cuja temperatura foi mantida a 25°C,
através de um sistema elétrico de aquecimento, e com
iluminagdo permanente. Para suprir o meio de oxigénio
necessario ao desenvolvimento do sistema radicular, as vasilhas
foram ligadas a um sistema de arejamento (mangueiras
conectadas a um compressor de ar). Nas vasilhas contendo
solugdo herbicida o sistema de arejamento permaneceu
desligado, a fim de evitar a formacdo de espuma devido aos
ingredientes detergentes contidos na formulagdo do glifosato.

Para estabelecer o protocolo de deteccdo de sementes
de soja resistente ao glifosato em sistema hidroponico foram
realizados cinco ensaios (Tabela 1), adequando a metodologia
descrita por Camargo (1981).

Em todos os ensaios, as sementes de cada gendtipo foram
desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio a 20%
(produto comercial) por 10 minutos e lavadas com agua
destilada, para retirar o excesso do produto. Nos ensaios I e
II, apos a desinfestagdo, foi realizada a pré-germinagdo das
sementes. Nos ensaios III, IV e V, ap6s a desinfestacdo as
sementes foram colocadas diretamente em contato com a
solucdo herbicida.

Pré-germinacio - Nos ensaios I e 11, as sementes foram
colocadas para germinar em rolos de papel germitest
umedecido com uma quantidade de agua equivalente a 2,5
vezes o peso do papel. Logo apds foram mantidas em
germinador regulado a temperatura de 25°C, periodo
necessario para a protrusdo da raiz primaria. Solucao

nutritiva - A concentragdo da solugdo nutritiva utilizada, foi
proposta por Moore et al. (1976): Ca (NO,),4 mM; KNO,
4mM; (NH,),SO, 0,435mM; KH, PO, 0,5mM; MnSO, 2 uM;
CuS0,0,3uM; ZnSO, ,8uM; NaCl 30uM; Fe-CYDTA 10uM;
Na,MoO, 0,10pM e H,BO, 10uM. O pH da solugédo foi
previamente ajustado para 4,0 com H,SO, IN. Solucio
herbicida - As concentra¢des utilizadas nos ensaios foram
estabelecidas em experimentos preliminares. As concentragdes
de 0,0; 0,12; 0,24; 0,36; 0,48% do equivalente acido (360L"")
do glifosato foram utilizadas em cada ensaio.

Ensaio I - As sementes foram submetidas a pré-
germinacdo por 48 horas. A seguir as plantulas foram
colocadas sobre as telas adaptadas sobre vasilhas contendo
solu¢do nutritiva, mantidas em um tanque em banho-maria.
Ap0ds ficarem 24 horas em contato com solucdo nutritiva, as
telas com as plantulas foram transferidas para vasilhas com
as solucdes de herbicida, onde permaneceram por mais 24
horas. Apds este periodo, as telas retornaram para solucdo
nutritiva, permanecendo por 72 horas. As plantulas foram
avaliadas no sétimo dia apos o inicio do ensaio.

Ensaio II - As sementes foram submetidas a pré-
germinagdo, por 24 horas. A seguir, as plantulas foram
colocadas sobre as telas adaptadas sobre vasilhas contendo
solugdo nutritiva. Apds ficarem oito horas em contato com
solucdo nutritiva, as telas com as plantulas foram transferidas
para vasilhas contendo as solug¢des de herbicida, onde
permaneceram por mais 16 horas. Apos este periodo, as telas
com as plantulas retornaram para a solu¢do nutritiva,
permanecendo por mais 120 horas. As plantulas foram
avaliadas no sétimo dia apds o inicio do ensaio.

Ensaio III - As sementes foram colocadas diretamente
sobre as telas adaptadas sobre vasilhas contendo as soluc¢des
de herbicida, por oito horas. A seguir, as telas contendo as
sementes foram transferidas para vasilhas contendo solugéo
nutritiva por 136 horas, totalizando seis dias quando foram

TABELA 1. Ensaios utilizados para estabelecer o protocolo de detec¢io de sementes de soja resistente ao glifosato, em sistema
hidroponico, periodo de duracio (horas) de cada etapa, e tempo (dias) necessario para completar o teste.

Ensaios Pré-Germinagao Sol. Nutritiva Sol.Herbicida' Sol. Nutritiva Tempo
() () () (h) (dias)
I 48 24 24 72 7
11 24 8 16 120 7
111 - - 8 136 6
v - - 4 116 5
\% - - 1 119 5

10,0; 0,12; 0,24; 0,36; 0,48% do equivalente acido do glifosato utilizadas em cada ensaio.
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realizadas as avaliacdes.

Ensaio IV - As sementes foram colocadas diretamente
sobre as telas adaptadas sobre vasilhas contendo as solucdes
de herbicida, por quatro horas. A seguir, as telas contendo as
sementes foram transferidas para vasilhas contendo solucao
nutritiva, por 116 horas, totalizando cinco dias quando foram
realizadas as avaliagdes.

Ensaio V - As sementes foram colocadas diretamente
sobre as telas adaptadas sobre vasilhas contendo solugdo
herbicida, por uma hora. A seguir, as telas contendo as
sementes foram transferidas para vasilhas contendo as
solu¢des nutritiva por 119 horas, totalizando cinco dias, quando
foram realizadas as avaliagdes.

Avaliacdes - Os parametros avaliados foram
porcentagem de plantulas normais, comprimento total de
plantula, da raiz primaria e da parte aérea, além do niimero de
raizes secunddrias. Foram consideradas plantulas normais
aquelas que apresentavam comprimento total minimo de 3
cm e presenca de raizes secundarias desenvolvidas. As médias
da germinacdo foram expressas em porcentagem. O
comprimento das plantulas foi medido com o auxilio de uma
régua de escala centimetrada, e os resultados expressos em
centimetros.

Procedimento estatistico - Os resultados foram
analisados segundo o delineamento inteiramente casualizado
com trés repeticoes de 50 sementes. Os dados médios das
avaliacOes foram apresentados graficamente. Na execucao das
analises foi utilizado o Sistema de analise estatistica para
Windows - WinStat Versao 2.0 (Machado e Conceigado, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios para selecdo do protocolo de detecgdo de
sementes de soja GM

Para a selecao do protocolo de detec¢do de sementes de
soja GM foram avaliados os pardmetros germinacao,
comprimento total de plantula, da parte aérea e de raiz primaria
e numero de raizes secundarias.

Os resultados de germinagao obtidos nos ensaios I, 11,
[l e IV indicaram que o cultivo hidropdnico permite a detecgao
de sementes de soja resistente ao glifosato, empregando-se
as concentragdes de solugdo de herbicida testadas (Figura 1).

As sementes das cultivares CD 214 RR ¢ CD 213 RR
resistentes ao glifosato, apds permanecerem em contato com
a solucdo de herbicida, inclusive na mais alta concentracéo,
produziram plantulas normais bem desenvolvidas e
apresentaram raizes secundarias.

Por outro lado, verificou-se que mesmo a menor
concentracdo da solucdo de herbicida utilizada foi capaz de
inibir parcialmente a germinagdo das sementes das cultivares
nao-GM (OC 14 e CD 201), que apenas iniciaram 0 processo
germinativo ndo atingindo comprimento suficiente para que
fossem consideradas plantulas normais.

As sementes das cultivares GM contém o gene CP4-
EPSPS, oriundo da bactéria Agrobacterium sp cepa CP4, que
confere resisténcia ao herbicida por codificar uma variante
da enzima EPSPS insensivel a este inibidor, permitindo o
desenvolvimento de plantulas normais (Padgette et al., 1995;
Dellanay et al, 1995; Elmore et al., 2001).

O ensaio V ndo permitiu a separacdo das cultivares GM
das ndo-GM (Figura 1). As plantulas ndo-GM foram
consideradas normais, apresentaram-se bem desenvolvidas e
com raizes secundérias. Neste ensaio as sementes testadas
ficaram em contato com a solugdo herbicida somente durante
uma hora correspondendo a parte da fase I do processo de
germinagdo (Bewley e Black, 1994). Mesmo na presenca da
concentracdo mais alta, 0,48% do e.a. do glifosato, as
sementes de soja n30-GM nédo foram afetadas pela a¢do do
herbicida. Este resultado indica que, possivelmente o tempo
de contato da semente com a solugdo herbicida foi insuficiente
para a acdo do produto. Utilizando imers3o de sementes de
soja em solucdo herbicida, por periodo de uma hora, mesmo
utilizando soluc@o em alta concentragao, Funguetto et al. (2004)
também ndo conseguiram separar sementes de soja GM das
nao-GM. Entretanto, Tillmann e West (2004) relataram que a
imersdo das sementes de soja por uma hora a uma temperatura
de 30°C, permitiu diferenciar as cultivares GM das ndao-GM,
em todas as concentrag¢des de glifosato estudadas. As plantulas
de soja GM foram resistentes a todas as concentragdes de
herbicida, apesar destas cultivares apresentarem redugdo no
tamanho das plantulas. E importante salientar que neste caso
as sementes foram submetidas a estresse de temperatura na
embebicdo, o que possivelmente pode ter incrementado o
efeito fitotoxico do herbicida.

Na Figura 1, observa-se ainda que, exceto no ensaio V,
todas as concentragdes testadas foram suficientes para que
as sementes de soja n30-GM produzissem plantulas anormais,
permitindo, desta maneira a diferenciagdo das cultivares. A
formulag@o da solucdo herbicida utilizada nos bioensaios ¢é
uma das principais questdes na execugdo deste tipo de teste.
A concentragdo da solugao herbicida utilizada nos bioensaios
segundo Gutormson (2000), deve permitir a plantula ndo-
GM expressar sintomas de toxicidade: inibigdo do
desenvolvimento da raiz primaria ¢ da emissdo de raizes
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FIGURA 1. Porcentagens de germina¢ao de sementes de soja
GM e nao-GM, obtidas nos ensaios (I), (IT), (IIT), (IV)
e (V) utilizando diferentes concentracgoes de soluciio
herbicida em sistema hidroponico.

Revista Brasileira de Sementes, vol. 28, n°2, p.182-192, 2006

secundarias, além de reduzir o comprimento do hipocétilo,
conforme constatado por Goggi e Stahr, (1997), Tillmann e
West (2004) e Funguetto et al. (2004).

Varios autores estudaram a utilizagao dos bioensaios na
deteccdo de sementes de soja resistente ao glifosato, utilizando
diferentes procedimentos de conduc¢do. Goggi e Stahr (1997),
Torres et al. (2003), Tillmann e West (2004), Funguetto et al.
(2004), Cunha (2004) e Miranda (2004) observaram que os
métodos baseados na germinacdo das sementes, em meio
contendo solucdo herbicida foram eficientes na detec¢ao de
soja transgénica, independentemente da metodologia utilizada.
Os resultados obtidos neste trabalho concordam com os
alcancgados pelos autores citados e evidenciam a eficiéncia do
sistema hidroponico com uso de solug@o de herbicida, como
um procedimento alternativo na detecgdo de soja transgénica.

O sistema hidroponico foi utilizado por Siqueira et al.
(1998) para avaliar graus de tolerancia ao glifosato de diversos
genotipos de soja, através do cultivo de explantes, o qual
mostrou-se adequado para testar o efeito do glifosato em
sementes de soja, em razdo da rapidez na obtencdo de
resultados finais e, devido a sua grande reprodutibilidade.

Vale destacar que um dos critérios levados em conta na
avaliacdo do desempenho dos testes para detec¢do de sementes
de organismos GM ¢ a reprodutibilidade dos resultados e tempo
de execugdo (Bertheau et al., 2002).

Uma das principais limita¢des dos bioensaios é o tempo
necessario para a alcancgar os resultados (Liibeck, 2004), que
geralmente ¢ de sete dias. Baseado neste fato, elegeu-se o
ensaio IV, como o protocolo de detecgdo de sementes de soja
resistente ao glifosato em sistema hidroponico. No ensaio 1V,
as sementes ficaram em contato com a soluc¢do herbicida
durante quatro horas e no quinto dia ap6s o inicio do teste foi
possivel a diferenciacdo das cultivares GM e ndo-GM.

Os outros pardmetros avaliados comprimento total de
plantula, da parte aérea e de raiz primaria e nimero de raizes
secundarias apresentaram comportamento semelhante nos
ensaios I, II, III e IV. Baseado nesta informacdo foram
apresentados neste artigo os dados referentes ao Ensaio IV.

Deteccao de sementes de soja GM em sistema
hidroponico

Porcentagem de germinac¢io: Os quatro genotipos
apresentaram um percentual de plantulas normais igual ou
superior a 80% quando foi utilizada a concentrag@o zero de
herbicida (Figura 1), confirmando a similaridade quanto a
germinagdo entre as sementes de soja GM e nao-GM. Os
lotes apresentaram graus de umidade similares, entre 12,8 e
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13,1%, o que permitiu inferir que este parametro ndo interferiu
nos parametros avaliados.

As sementes das cultivares nd0-GM iniciaram o processo
de germinagdo quando expostas as diferentes concentragdes
de herbicida, no entanto a acdo do herbicida inibiu o
desenvolvimento de plantulas normais destas cultivares. Da
mesma forma, Duke e Hoagland (1981) relataram que na
presenca de glifosato, sementes de soja ndo-GM iniciaram o
processo de germinagdo, mas subseqiientemente o
desenvolvimento tornou-se insignificante até parar
completamente, produzindo plantulas anormais.

As cultivares GM apresentaram alta porcentagem de
germinacdo, mesmo na mais alta concentragdo utilizada
(0,48%). Resultados semelhantes foram observados por Goggi
e Stahr (1997) ao testarem sementes de soja GM pré-
embebidas em solucdo de Roundup por 18 h. Os autores
constataram que apos sete dias, as plantulas oriundas de
sementes de soja GM, apresentavam-se completamente
desenvolvidas e foram classificadas como normais. Em
estudos com soja transgénica pré-embebida em solu¢do com
herbicida, Tillmann e West (2004), também encontraram que
a germinagdo das sementes de soja GM nio foi reduzida até a
concentragdo de 1,5% do e a (equivalente acido) do glifosato.
Outros autores como Bevilaqua et al. (2000); Torres et al.
(2003), Cunha (2004), Funguetto et al. (2004) e Miranda 2004,
também constataram que a porcentagem de germinacdo das
sementes de soja resistente ao glifosato ndo foi afetada pela
exposi¢do a solucdo de herbicida, possibilitando desta maneira
a separacao de genotipos GM de nao-GM.

O cultivo hidropdnico, com o uso de solugdo de herbicida,
mostrou-se um método eficiente na detec¢do de sementes de
soja das cultivares GM e das ndo-GM, utilizando como
pardmetro a porcentagem de germinagao.

Comprimento de plantulas- Em relagdo ao
comprimento total das plantulas (Figura 2), pode-se afirmar
que o herbicida afeta negativamente o crescimento das
plantulas das cultivares ndo-GM (OC-14 e CD 201) de maneira
mais significante que o crescimento das plantulas GM (CD
213 RR e CD 214 RR).

O decréscimo no tamanho das plantulas normais das
cultivares resistente ao glifosato ocorreu proporcionalmente
ao aumento da concentrag@o da solugdo herbicida. Esses dados
concordam com relatos de Tillmann e West (2004) e Funguetto
et al. (2004), que verificaram redug¢do do comprimento total
de plantulas de soja da cultivar GM tratadas com glifosato em
relagdo a testemunha.

Independentemente da concentracdo de herbicida

Comprimento Total de Plantulas (cm)
2

0 0,12 0,24 0,36
Concentragao do Herbicida (%)
‘EICD201(néo-GM) BECD214 (GM) OOC14 (ndo-GM) OCD213 (GM) ‘

FIGURA 2. Comprimento total de plantulas de soja GM e nao-
GM, apés quatro horas em contato com solucio
contendo diferentes concentracgoes de herbicida, em
sistema hidropénico.

utilizada, as plantulas das cultivares convencionais tiveram
acentuada reducdo no comprimento total, se comparadas com
as submetidas a concentragao zero. A reducdo no comprimento
pode ser atribuida a privacdo de aminoacidos aromaticos,
provocada pelo glifosato, que compromete a biossintese de
enzimas envolvidas na produ¢do de carboidratos e lipideos
(Siqueira et al., 1998).

Apesar do herbicida causar reducdo no crescimento das
plantulas de todos os genotipos estudados, foi possivel separar
as cultivares GM das convencionais, utilizando como
parametro o comprimento total de plantulas. Ao compararem
plantas transformadas que possuiam o gene de resisténcia ao
glifosato com plantas ndo transformadas, Daniell et al. (1998),
observaram que as plantas controle (ndo-GM) eram
extremamente sensiveis ao glifosato, enquanto as plantas
transgénicas sobreviveram a altas concentragdes do herbicida.

Uma evidente distingdo entre o comprimento de parte
aérea das plantulas de soja GM e ndo GM foi verificada em
todas as concentragdes utilizadas devido a agdo do glifosato,
como se observa na Figura 3. As cultivares CD 212 RR E CD
213 RR suportam concentragdes do herbicida, que sdo letais
a genotipos n30-GM. Estes dados concordam com resultados
obtidos por Siqueira et al. (1999) em estudo que simulou soja
resistente ao glifosato por meio de cultivo de explantes em
sistema hidropdnico. Estes autores relataram que os
tratamentos com glifosato reduziram a massa seca € 0
comprimento da parte aérea de plantulas de soja. No entanto,
os explantes que receberam aminoacidos aromaticos via
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Comprimento da Parte Aerea (cm)
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FIGURA 3. Comprimento de parte aérea de plantulas de soja GM
eniao-GM, apds quatro horas em contato com solucio
contendo diferentes concentracgoes de herbicida, em
sistema hidroponico

solugdo nutritiva, ndo apresentaram sintomas visuais tipicos
de fitotoxicidade, a massa seca e comprimento de parte aérea
das plantulas nao foi reduzido, tanto quanto seus constituintes
bioquimicos nao foram afetados.

O comprimento da raiz primaria tem sido utilizado com
sucesso na diferenciacdo fenotipica de cultivares de soja
resistentes e suscetiveis ao glifosato (Goggi e Sthar, 1997,
Tillmann e West, 2004; Cunha, 2004; Funguetto et al., 2004).
Na Figura 4, observa-se que as plantulas das cultivares de
soja nao-GM apresentaram uma reducdo drastica no
comprimento de raiz priméria quando foram expostas as
diferentes concentragdes de herbicida, se comparadas com
as submetidas a concentraco zero. Tal fato pode ser explicado
pela interrupgao do processo de mitose e ruptura dos plastidios,
como efeito indireto e secundario do glifosato, que desta
maneira reduz a matéria seca das plantulas (Mousdale e
Coggins, 1991).

Em relag@o ao comprimento das plantulas, Funguetto et
al. (2004) e Cunha (2004) relataram que a reducao no sistema
radicular das plantulas ndo-GM foi mais drastica do que a do
comprimento da parte aérea, ao utilizarem em seus ensaios a
metodologia do substrato de papel umedecido com solugdo
herbicida. No presente trabalho, o herbicida afetou o
comprimento da parte aérea e da raiz primaria de forma
semelhante nos genotipos avaliados (Figuras 3 e 4). Este efeito
pode ser atribuido ao cultivo hidropdnico, que possivelmente
produziu efeitos mais drasticos de fitotoxicidade nos gendtipos
nao-GM, ja que as plantulas provenientes de sementes de soja
nao-GM apresentaram um comprimento total maximo de trés
centimetros.
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FIGURA 4. Comprimento de raiz primaria de plintulas de soja
GM e nao-GM, apds quatro horas em contato com
solucio contendo diferentes concentracdes de
herbicida, em sistema hidroponico.

Um fator que, provavelmente, agravou o quadro de
fitotoxicidade das plantulas de soja ndo-GM decorre do
incremento da eficiéncia do glifosato com o aumento da
disponibilidade hidrica (Kruse et al., 2000). Segundo estes
autores, a maior intensidade luminosa favorece a translocacao
do herbicida. Pelo fato de no sistema hidropdnico as plantulas
permanecem em um ambiente com alta disponbilidade de 4gua
e pernamentemente na presenga de luz, é possivel que estas
condi¢des tenham potencializado a a¢do do glifosato sobre as
plantulas que ndo apresentam resisténcia ao herbicida.

De acordo com as proposi¢des de Cobb (1992) para
relacdes agua-planta, no que se refere a absorgao de herbicida,
o potencial hidrico negativo da solugdo nutritiva em que sdo
cultivadas as plantulas, eleva-se progressivamente da raiz em
direcdo a parte aérea. A diferenga entre os potenciais hidricos
dos tecidos das plantulas e da solugdo nutritiva determina o
influxo da mesma e de seus solutos pelo xilema, e segundo
Siqueira et al. (1998), a a¢do rapida do glifosato ocorre devido
a sua facil absorcao pelo xilema e rapida translocacao.

Desta maneira, o comprimento de plantulas foi um
parametro adequado para diferenciar cultivares de soja GM
dos ndo-GM, através da analise visual do tamanho das
plantulas. Foram observadas diferengas marcantes entre as
plantulas resistentes ao glifosato ¢ as sensiveis, com destaque
para as plantulas resistentes que, na presenca de baixa
concentracdo de herbicida (0,12%), apresentaram
comprimento de raiz primaria e parte aérea semelhantes ao
das plantulas submetidas a concentragdo zero, conforme
mostram as Figuras 2, 3 e 4.

Numero de raizes secundarias- O numero de raizes
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secunddrias foi uma adequada caracteristica morfologica
utilizada para distinguir as cultivares de soja GM das nao-GM
(Figura 5). Os gen6tipos ndo resistentes ao glifosato mostraram
auséncia total de raizes secundarias, enquanto as plantulas de
soja GM apresentaram, em todas as concentracdes raizes
secundarias abundantes e bem desenvolvidas.

Varios autores (Goggi e Stahr, 1997; Nascimento et al.,
2000; Bevilaqua at al., 2000; Tillmann e West, 2004; Funguetto
etal., 2004, Cunha 2004), avaliando métodos para identificago
de soja resistente ao glifosato, concordam que este pardmetro
foi fundamental na separagdo dos genotipos GM e
convencionais. Ao utilizaram bioensaios na sele¢do de

N
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FIGURA 5. Numero de raizes secundarias de plantulas de soja
GM e nao-GM, apos quatro horas em contato com
solucdo contendo diferentes concentracoes de
herbicida, em sistema hidroponico.

genotipos de canola GM tolerante a phosphinothricin,
Pfeilstetter et al. (2000) detectaram uma clara diferenciagdo
entre plantulas sensiveis e tolerantes ao herbicida, onde as
plantulas GM apresentaram-se bem desenvolvidas e com
raizes secundarias.

O numero de raizes secundarias € a caracteristica que
mais se destacou na identificagdo de plantulas originarias de
sementes de soja GM.

Conforme os resultados obtidos, utilizando a metodologia
do sistema hidroponico pode-se distinguir as cultivares de
soja GM das ndo-GM, cinco dias apods o inicio da execugdo
do teste. Embora todas as concentracdes testadas tenham se
mostrado eficientes, como ¢ possivel observar nas Figuras
1,2,3,4¢5,aconcentragao de 0,12% ¢ a mais recomendada.
Os parametros que melhor permitiram separar as cultivares
foram comprimento de plantula e presenga de raizes
secundarias das plantulas das cultivares GM (Figura 6).

Utilizando o sistema hidropdnico com uso de solucdo
herbicida foi possivel observar os sintomas provocados pelo
glifosato nas plantulas, no quinto dia apds o inicio do teste.

Os sintomas causados pelo herbicida podem ser
observados nas Figuras 7 e 8, as plantulas de soja nao-GM
apresentaram limita¢do no desenvolvimento da parte aérea e
da raiz primaria. Além disso, o glifosato afetou a emissao de
raizes secundarias. Esses dados concordam com os relatados
por Funguetto et al., (2004) que, ao empregar em bioensaios
para caracterizar as cultivares GM e ndo-GM, observaram
que o glifosato causa anormalidade em plantulas de soja nao-
GM, caracterizada por inibicdo do desenvolvimento da raiz

FIGURA 6. Plantulas de soja GM e nio-GM, obtidas em sistema hidropénico, apos quatro horas em contato com solu¢iio de 0,12% do

glifosato.
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FIGURA 7. Caracteristicas morfolégicas em plantulas de soja ndo-GM submetidas a solu¢io de 0,12% de glifosato em sistema

hidroponico.

primaria e da emissdo de raizes secunddrias, engrossamento
e amarelecimento gradativo do hipocotilo.

Esta limitacdo no comprimento das plantulas é resultado
da ag@o do herbicida que inibe a enzima EPSPS, impedindo
que a planta produza aminoacidos aromaticos essenciais para
a sintese de proteinas e¢ alguns metabodlitos secundarios
(Padgette et al., 1995).

Ao testar graus de tolerancia ao glifosato em explantes
de genotipos de soja, em cultivo hidroponico, Siqueira et al.
(1998) observaram que os sintomas visuais tipicos de
fitotoxicidade por glifosato surgiram apds o terceiro dia de
aplicacdo do herbicida. No presente estudo pode-se inferir
que antes da a¢do efetiva do herbicida, as sementes iniciaram
0 processo germinativo, deste modo, as caracteristicas que
permitem separar os genotipos GM e nao-GM puderam ser
caracterizadas com seguranga somente no quinto dia, apos o
inicio do teste.

O glifosato também afetou a emissdo de raizes
secundarias nas plantulas de soja ndo-GM, o que pode ser
explicado pelo fato de que o glifosato provoca o déficit de
aminoacidos aromaticos e compostos fenolicos secundarios,
tendo como conseqiiéncia efeito inibitorio na organogénese,
impedindo a diferenciagdo das raizes (Nagata et al., 2000).

Outra caracteristica marcante das plantulas de soja nao-
GM apo6s contato com a solugdo de herbicida, em sistema
hidroponico, foi a aparéncia das raizes primarias que se
apresentavam afinadas, lisas e firmes (Figura 7). Esta
caracteristica morfoldgica foi importante e muito utilizada na
separagdo dos gendtipos avaliados. Gutormson (2000) relata
que um dos sintomas tipicos que as plantulas de soja ndo-
GM apresentam, quando submetidas aos bioensaios sio raizes
primarias pequenas ¢ firmes.

A solucdo de glifosato ndo produziu efeito sobre as
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sementes de soja GM, que mesmo na presenca de herbicida
produziram plantulas normais, bem desenvolvidas e com raizes
secundarias abundantes (Figura 8). Apo6s o tratamento com
glifosato, a plantula de soja GM permanece inalterada, pois a
acdo continuada da enzima CP4-EPSPS permite que a plantula
continue produzindo aminodcidos aromaticos, nio
comprometendo a biossintese de enzimas envolvidas na

FIGURA 8. Caracteristicas morfolégicas em plantulas de soja
GM submetidas a solucio de 0,12% de glifosato,
em sistema hidroponico.
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producdo de carboidratos e lipideos (King et al., 2001),
essenciais ao crescimento e desenvolvimento das plantulas.

Os genotipos de soja GM podem apresentar plantulas
anormais, ndo devido a acdo do herbicida, mas a danos
mecanicos ou lesdo no tecido de condugdo. Na presente
pesquisa, as plantulas anormais GM puderam ser
caracterizadas pela presenga das raizes secundarias. Da
mesma forma, em estudos com soja GM, Cunha (2004)
indicou que a presencga de raizes secundarias € a caracteristica
que torna possivel diferenciar as plantulas de soja nao-GM
das anormais GM.

O sistema hidropdnico com uso de solugdo herbicida
mostrou-se eficiente na caracterizacdo dos sintomas
provocados pelo glifosato nas plantulas de soja GM e nao-
GM em cinco dias, principalmente por esta metodologia
minimizar possiveis danos no sistema radicular das plantulas,
facilitando a avaliac¢@o e permitindo a obten¢ao de resultados
mais precisos.

Os parametros que permitem a diferenciagdo das
cultivares sdo comprimento de plantula e presenca de raizes
secundarias das plantulas GM e a raiz primaria das plantulas
ndo GM que apresentam-se pequenas ¢ firmes.

CONCLUSOES

Em sistema hidroponico ¢ possivel a detec¢do de
sementes de soja resistente ao glifosato em cinco dias, apds
tratamento com solugdo de glifosato.

O protocolo recomendado de detecgdo de sementes de
soja GM em sistema hidroponico é a permanéncia das
sementes em contato com a solugdo do herbicida na
concentracdo de 0,12% do equivalente acido do glifosato por
quatro horas, seguido da transferéncia das sementes para a
solucdo nutritiva até completar cinco dias, utilizando como
parametros de avaliacdo o comprimento de plantulas e a
presenca de raizes secundarias das plantulas de soja GM.

O glifosato causa anormalidade em plantulas de soja ndo-
GM, ocasionando a formacao de raizes afinadas, lisas e firmes;
reduc@o no comprimento de raiz primaria e parte aérea e
inibi¢do da emissdo de raizes secundarias, enquanto as
plantulas de soja GM apresentam raiz primaria e parte aérea
bem desenvolvidas e raizes secundarias abundantes.
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