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BIOENSAIOS NA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE SEMENTES DE SOJA
GENETICAMENTE MODIFICADA RESISTENTE AO GLIFOSATO!

DENISE MEZA DE MIRANDA?, MARIAANGELA ANDRE TILLMANN?, FABIO BALERINI*, FRANCISCOAMARAL VILLELA®

RESUMO - O cultivo mundial de soja geneticamente modificada (GM) resistente ao glifosato ¢
crescente e a presenga dessas sementes em lotes de sementes convencionais tornou-se um problema
para o comércio internacional da soja. Reconhecendo a importancia dos novos mercados e dos
produtos GM, a Tecnologia de Sementes tera que assegurar a pureza genética dos produtos
derivados da biotecnologia através de testes confiaveis, praticos e de baixo custo. Nesse contexto,
os objetivos do trabalho foram verificar a eficiéncia do teste de germinagdo com herbicida no
substrato (bioensaios) na detec¢do e na quantificagdo de misturas de cultivares GM em amostras
de sementes convencionais. Amostras de sementes convencionais foram preparadas com 0, 1,3 e
5% de sementes de soja GM e submetidas aos métodos de pré-embebigao, substrato umedecido e
imersdo em herbicida, instaladas em bandejas plasticas contendo 25 sementes, com e sem associagdo
ao kit de detecgdo de OGM. Na seqiiéncia, amostras contaminadas com 0, 1, 3, 5 ¢ 8% de sementes
de soja GM foram semeadas em rolos de papel (25 ¢ 50 sementes/rolo) ¢ bandejas plasticas com 25
sementes seguindo o método de pré-embebicdo em herbicida. Aos seis dias apds a instalacdo,
avaliaram-se comprimento de hipocoétilo, comprimento de raiz, numero de raizes secundarias e
comprimento da maior raiz secundaria. O método de pré-embebigdo ¢ o mais eficiente para a
detecgdo e quantificacdo da presenca de sementes de soja GM, permitindo 100% de acertos na
detecgdo, independentemente da porcentagem de contaminantes nas amostras convencionais de
sementes de soja e apresenta exatiddo na quantificagio da presenca de até 3% de sementes de soja
GM em amostras convencionais, sendo sua precisdo condicionada ao porcentual de mistura presente
na amostra.

Termos para indexagdo: Glycine max, transgénicos, herbicida, germinagao.

BIOASSAYS ON THE DETECTION AND QUANTIFICATION OF GENETICALLY MODIFIED
SOYBEAN RESISTANT TO GLYPHOSATE

ABSTRACT - The world cultivation of genetically modified (GM) soybean resistant to glyphosate
is increasing and the presence of these seeds in lots of conventional seeds has became a problem
for international soybean trade. Recognizing the importance of the new markets and GM products,
Seed Technology will have to assure the genetic purity of the biotechnologically derived products
through reliable, practical and low cost tests. In this context, the aims of this study were to verify
the efficiency of the germination test with herbicide in the substratum (bioassays) in the detection
and quantification of GM soybean seed mixtures in conventional seed samples. Samples of
conventional seeds were prepared with 0, 1, 3 and 5% GM soybean seeds and submitted to the
procedures of pre-soak, soak and immersion in herbicide, installed in plastic trays containing 25
seeds, with and without association to the GMO detection kit. In the sequence, contaminated
samples with 0, 1, 3, 5 and 8% GM soybean seeds were installed in paper rolls (25 and 50 seeds/roll)
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and plastic trays with 25 seeds following the pre-soak procedure in herbicide. Six days after the
installation, hypocotyl length, root length, number of secondary roots and the largest secondary
root length were evaluated. The pre-soak procedure is the appropriate for the detection and
quantification of GM soybean seed presence, permitting 100% successes in the detection, regardless
of the contaminant percentage in conventional samples of soybean seeds and it presents accuracy
in the quantification of GM soybean seed presence of up to 3% in conventional samples, and its
precision is conditioned to the percentual of present mixture in the sample.

Index terms: Glycine max, transgenics, herbicide, germination.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de culturas geneticamente
modificadas (GM) resistentes a determinados herbicidas
disponibiliza nova tecnologia no controle de plantas daninhas,
ressaltando-se a soja resistente ao glifosato (Elmore et al.,
2001a). A possibilidade do uso de glifosato aplicado na pos-
emergéncia da cultura representa nova alternativa de controle
em func¢do da eficiéncia e viabilidade econdmica,
caracteristicas essenciais no conceito de praticabilidade
(Gazziero & Prete, 2004) desde que seja utilizada como parte
de um manejo integrado, alternando-a com outras praticas ja
existentes (Reddy, 2001; Bertram & Pedersen, 2004).

Durante o periodo de nove anos, a area global cultivada
com organismos GM cresceu 47 vezes, de 1,7 milhdes de
hectares em 1996 para 81,0 milhdes em 2004. Oito paises
foram responsaveis pela maior parte da area total do cultivo
GM em 2004: EUA (59%), Argentina (20%), Canada (6%),
Brasil (6%), China (5%), Paraguai (2%), India (1%) e Africa
do Sul (1%). A soja resistente ao glifosato ocupou 56% da
area mundial de soja em 2004, representando 48,1 milhdes de
hectares. O Brasil teve seu primeiro cultivo autorizado de soja
GM na safra 2003/2004 que abrangeu 2,785 milhdes de
hectares, totalizando 4,1 milhdes de toneladas produzidas e,
em 2004/2005, cultivou 5 milhdes de hectares, significando
um incremento de 66% em relagdo a safra anterior (James,
2004).

Preocupacdes com os atributos intrinsecos e extrinsecos
de qualidade nos alimentos tém crescido nas ultimas décadas
e a polémica acirrou-se com a entrada dos alimentos
geneticamente modificados no mercado de consumo global.
Fazendo com que as técnicas de segregacao, rastreabilidade
e preservacao de identidade dos recursos genéticos e produtos
alimentares assumam carater particularmente estratégico em
nosso pais, que hoje ocupa o lugar de maior fornecedor de
soja convencional no mercado internacional (Pessanha &
Wilkinson, 2003).
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Os grandes importadores de soja (Unido Européia, China,
Japao, Coréia) chegaram internamente a um acordo no sentido
da satisfagdo da demanda de seus consumidores: a introdugao
da obrigatoriedade de rotulagem em produtos que contenham
niveis de organismos GM acima dos limites permitidos, sem
com isso restringir as importacdes do complexo soja (Ablin
& Paz,2002). No Brasil, a rotulagem € obrigatdria em produtos
que apresentam organismos GM em nivel superior a 1%, a
fiscalizacdo fica a cargo do Ministério da Agricultura na
semeadura, transporte e armazenamento ¢ a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria) fiscaliza a indistria.

Grande fonte de risco desse sistema de segregacdo
consiste nos testes de identificacdo utilizados porque nenhum
apresenta absoluta exatiddo (Huffmann, 2004). Os métodos
de detec¢do de organismos GM estdo no estagio inicial, seus
resultados sdo qualitativos ou semi-quantitativos, mas métodos
quantitativos sdo necessarios para submeter os produtos aos
limites permitidos de organismos GM.

A presenca constante de sementes de plantas GM em
lotes de sementes convencionais tornou-se um crescente
problema para o comércio internacional e, em alguns casos,
acarretando em sérias conseqiiéncias para as empresas
exportadoras que as comercializam. Numerosos métodos
analiticos sdo normalmente usados ou estdo sendo
desenvolvidos para a determinacdo da taxa de pureza de lotes
de sementes e que os critérios relevantes na avaliagdo da
performance de cada teste consistem em exatiddo, precisao,
sensibilidade, especificidade, repetibilidade das operacdes e
reprodutibilidade dos resultados (Bertheau et al., 2002).

Os métodos analiticos de sementes de espécies GM
podem ser divididos entre os baseados em proteina, como o
teste de ELISA (Enzime Linked Immunosorbant Assay) que
detecta proteinas especificas contidas nas sementes GM e os
kits (tiras de fluxo lateral) que trabalham com anticorpos,
ambos s6 oferecem resultado qualitativo e aqueles baseados
no DNA, a técnica mais empregada ¢ o PCR (Polymerase
Chain Reaction) que estuda o gene inserido no DNA do
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material, pode ser utilizado para ambas analises: qualitativa
(deteccao e identificagc@o) e quantitativa através do PCR
competitivo e do PCR em tempo real (Nordic Concil of
Ministers, 2004). Os procedimentos utilizados para a
determinagdo ou quantificacdo de organismos GM sdo
onerosos, demandam equipamentos e pessoal altamente
tecnificado, levando a procura de novas alternativas que
envolvam testes praticos, eficazes, de baixo custo e facil
execucao pelos laboratdrios, simplificando sua adogao na rotina
de identificacdo de sementes de organismos GM (Ayala et al.,
2002).

Tradicionalmente, a determinacao da pureza genética feita
pelas grandes empresas de sementes ¢ baseada na avaliacao
de caracteristicas morfoldgicas ou fisiologicas expressas pelas
sementes, plantulas ou plantas adultas por requererem baixo
investimento inicial em equipamentos, material e pessoal
especializado (Della Vecchia et al., 1998). Assim, o teste de
resisténcia a herbicidas conduzido em conjunto ao teste de
germinacdo, denominado de bioensaio constitui-se em
promissora op¢ao, pois permite na avaliagdo que as plantulas
originadas de sementes convencionais apresentem
caracteristicas no desenvolvimento, que as distinguem das
geneticamente modificadas (Ayala et al., 2002).

O estabelecimento de metodologias adequadas, seguras
e econdmicas para detecgdo, identificagdo e quantificagdo de
sementes de plantas GM em lotes convencionais continua a
ser um desafio (ISTA, 2001). Reconhecendo a importancia
dos novos mercados e dos produtos geneticamente
modificados, a Tecnologia de Sementes terd que assegurar a
pureza genética dos novos produtos da biotecnologia, a fim
de evitar causas judiciais devido a incorreta identificagdo de
variedades. Nesse contexto, os objetivos do trabalho foram
verificar a eficiéncia dos bioensaios na detec¢do e
quantificagdo de misturas de sementes de soja GM em amostras
de sementes convencionais.

MATERIAL E METODOS

O trabalho de pesquisa foi realizado na Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade Federal de Pelotas.
Foram conduzidos dois ensaios, o primeiro visando a detecgdo
de mistura na amostra e o segundo, a quantificagdo da mistura
presente na amostra.

A caracteriza¢do inicial dos lotes consistiu em
determinacdo do grau de umidade, teste de germinagao,
primeira contagem de germinacdo e peso de mil sementes,

segundo Brasil (1992). O herbicida glifosato usado foi o
produto comercial Roundup®original de formulagio contendo
480gL"! de sal de isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina,
360gL! do equivalente acido (e.a.) de N-(fosfonometil) glicina
(GLYPHOSATE) e 684gL" de ingredientes inertes.

ENSAIO 1: foram utilizadas sementes das cultivares OC
14 (ndo-GM) e CD 213 (GM), provenientes da safra 2002/
2003. Setenta e duas amostras de 100 sementes foram
elaboradas sem o conhecimento do analista:

- Dezoito amostras convencionais (nenhuma semente GM
adicionada);

- Cinqiienta e quatro amostras com mistura, apresentando
sementes de soja GM adicionadas a amostra convencional
em proporcoes estabelecidas, em niimero, de 1, 3 e 5%.

Para possibilitar a execucao dos estudos de deteccdo e
quantificacdo, folhas de papel germitest foram colocadas sobre
bandejas plasticas (38 x 25 x 7 cm), umedecidas com solugdo
de herbicida ou 4gua equivalente a duas vezes e meia o peso
do papel. Cada amostra foi instalada em quatro bandejas com
vinte e cinco sementes, devidamente espacgadas, cuja
distribui¢do foi esquematizada em um croqui que demarcava
a posi¢ao das sementes de soja GM presentes na amostra.

As amostras foram submetidas aos seguintes bioensaios
baseados no teste de germinagao (Brasil, 1992):

Bioensaio 1 — Pré-embebicio das sementes em substrato
umedecido com solucio de herbicida

As amostras (duas subamostras de 50 sementes) foram
pré-embebidas em papel germitest umedecido com solugdo
0,6% do e.a. do herbicida por 16 horas a 25°C. Apo6s, foram
transferidas para substrato umedecido com agua destilada e
mantidas em germinador regulado a 25°C (Tillmann & West,
2004).

Bioensaio 2 — Substrato umedecido com solucao de
herbicida

As amostras foram semeadas diretamente no substrato
umedecido com soluc¢do 0,03% do e.a. do herbicida,
permanecendo nesta condi¢ao durante todo o periodo do teste,
em germinador a 25°C (Cunha, 2004).

Bioensaio 3 - Imersao das sementes em solucio de
herbicida

As sementes foram imersas em soluciao 0,06% do e.a.
do herbicida por uma hora a 25°C. Depois, foram lavadas em
agua corrente, semeadas em substrato umedecido com agua
destilada e mantidas em germinador regulado a 25°C (Tillmann
& West, 2004).

Seis dias apds a instalagdo, avaliaram-se 0s seguintes
parametros: comprimento de hipocdtilo, comprimento de raiz,
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numero de raizes secundarias e comprimento da maior raiz
secunddaria, determinando se a plantula era GM ou nao
(Tillmann & West, 2004). No caso de sementes mortas e
plantulas com caracteristicas de dificil avaliagdo, testou-se a
aplicacao individual do kit para Roundup Ready (tiras de fluxo
lateral que detectam a proteina CP4EPSPS) e a avaliagdo sem
o uso do kit.

ENSAIO 2: o bioensaio de pré-embebi¢do das sementes
em substrato com herbicida foi adotado, sendo instalado tanto
em folhas de papel germitest nas bandejas plasticas quanto
em rolos de papel. Foram utilizadas sementes das cultivares
CD 201 (ndo-GM) e CD 214 (GM) da safra 2003/2004.
Sessenta amostras de 100 sementes por substrato foram
previamente preparadas por uma segunda pessoa, sem 0
conhecimento do analista:

- doze amostras convencionais (nenhuma semente GM
adicionada);

- quarenta e oito amostras com sementes convencionais
substituidas por sementes de soja GM, nas proporg¢des, em
nimero, de 1, 3, 5 ¢ 8%.

Nas bandejas plasticas, a instalagdo procedeu de modo
semelhante ao ensaio 1. Cada amostra foi dividida em quatro
bandejas com vinte e cinco sementes. Em rolos de papel,
testou-se o nimero de sementes adequado por rolo, cada
amostra foi dividida em duas subamostras de cinqilienta
sementes ou quatro subamostras de vinte e cinco sementes.
O restante dos procedimentos de instalagdo e avaliagdo foi
similar a primeira parte do experimento.

Deteccdo de mistura na amostra

Os resultados foram indicados como presenca ou
auséncia de sementes de soja geneticamente modificada (GM)
em meio as convencionais (ndo-GM). Apresentados como
porcentagem de acertos e erros (falso positivo e falso
negativo).

Quantificacdo da mistura presente na amostra

Os resultados foram expressos em porcentagem de
sementes de soja GM presentes na amostra obtida através da
equacdo de Goggi & Stahr (1997), excluindo-se as plantulas
anormais e sementes mortas:

% GM _ GM
GM + nGM
GM e nGM representam o numero de sementes de soja
GM e ndo, respectivamente.
Ao utilizar o kit, todas as sementes da amostra foram
avaliadas e os resultados expressos em niimero de sementes
GM contida na amostra, equivalendo a porcentagem de

x 100, onde
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sementes de soja GM em cem sementes utilizadas por amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados médios obtidos nos testes de germinagao,
primeira contagem de germinacdo e peso de mil sementes
mostraram a superioridade da qualidade das sementes dos
lotes das cultivares OC14 e CD 201 relativamente as sementes
da CD 213 e CD 214. Os lotes apresentaram graus de umidade
similares, o que permitiu inferir que este pardmetro nao
interferiu no resultado dos demais testes.

A auséncia do crescimento de raizes secundarias consistiu
no principal parametro para diferenciagdo de plantulas
susceptiveis e resistentes ao herbicida permitindo classifica-
las com facilidade, concordando com Goggi & Stahr (1997),
Funghetto et al. (2004), Cunha (2004) e Tillmann & West
(2004).

Deteccdo de mistura na amostra

Todos os procedimentos de bioensaios estudados
permitiram detectar a presenga de sementes de soja GM em
meio as convencionais nas amostras com contaminagao
superior a 1%, apresentando 100% de acertos (Tabela 1).
Quanto menor a porcentagem de mistura presente na amostra,
maior a dificuldade de detecgdo, o que pode ser explicado
através da probabilidade matematica: quando ha maior nimero
de sementes de soja GM na amostra (3 ¢ 5%, em questdo) ¢
maior a probabilidade da detec¢@o de pelo menos uma dessas
sementes do que quando se tem apenas uma GM entre as
nao-GM.

A capacidade de identificar amostras contaminadas com
0 ou 1% de sementes de soja GM variou para cada
procedimento de bioensaio. A Tabela 1 mostra os resultados
observados quando estes foram instalados em bandejas
plasticas, demarcando-se as posi¢des das sementes pelo
croqui. O procedimento de pré-embebi¢ao apresentou melhor
resultado, 94% de acertos e 6% de falso positivo, isto ¢, as
amostras nao possuiam nenhuma semente GM e foram
classificadas como tendo a presenca desta. O bioensaio em
substrato umedecido apresentou 92% de acertos e 8% de
resultados falso negativo, ou seja, considerou-se amostras
que continham sementes de soja GM como convencionais. A
imersdo das sementes em solu¢do de herbicida permitiu a
menor deteccdo entre os bioensaios, apenas 67% de seus
resultados foram de acertos e 33%, falso positivo.

Para as sementes que ndo germinaram ou nao
apresentaram caracteristicas tipicas de plantulas de soja GM
e nd30-GM, testou-se o kit de identificagdo de organismos
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GM (lateral flow strips), individualmente para cada semente
morta ou com caracteristica duvidosa. Esperava-se que o
uso do kit, na identificagdo das sementes, elevasse a
porcentagem de acertos na deteccdo, porém tal expectativa
nao se concretizou e os resultados se mantiveram semelhantes
aos expostos na Tabela 1, sem nenhuma alterag@o. Esse fato
pode ser explicado pela alta qualidade dos lotes empregados,
que apresentaram baixa porcentagem de sementes mortas e
plantulas anormais. Dessa forma, salienta-se a importancia
do bom conhecimento das caracteristicas das plantulas de
soja GM e ndo-GM por parte do analista, aliado a eficiente
treinamento no laboratorio.

A Tabela 2 evidencia a precisao e exatidao dos resultados
conseguidos pelo procedimento de pré-embebicdo das
sementes, instalado em bandejas e em rolos de papel com 25
e 50 sementes, mesmo em amostras com contaminacao igual
a 0 e 1% de sementes de soja GM, a porcentagem de acertos
manteve-se superior a 91%, destacando-se sua instalacdo em
bandejas com 25 sementes e rolo de papel com 25 sementes
(100% de acertos). Todavia, para as amostras compostas
por mais de 1% de sementes de soja GM, todos os
procedimentos de pré-embebicao foram eficientes, atingindo
100% de acertos na detec¢ao de sementes GM.

TABELA 1. Porcentagem de acertos na detecciio de sementes de soja GM em 72 amostras convencionais contaminadas com 0,1,3 e
5% nos bioensaios de pré-embebicao, substrato umedecido e imersdo, instalados em bandejas plasticas com 25 sementes

Mistura de 0 e 1%

Mistura de 3 e 5%

BIOENSAIOS % de acertos % de erros % de acertos
Pré - embebicao 94 06 (falso positivo) 100
Substrato umedecido 92 08 (falso negativo) 100
Imersao 67 33 (falso positivo) 100

TABELA 2. Porcentagem de acertos na deteccio de sementes de soja GM em 60 amostras convencionais contaminadas com 0, 1, 3,
5 e 8% no bioensaio de pré-embebic¢io instalado em bandejas plasticas com 25 sementes (BP25), rolo de papel com 25
sementes (RP25) e rolo de papel com 50 sementes (RP50

Mistura de 0 e 1%

Mistura de 3,5 e 8%

PRE-EMBEBICAO % de acertos

% de erros % de acertos

BP25 100
RP25 100
RP50 92

00 100
00 100
08 (falso positivo) 100

A presente pesquisa confirma que os bioensaios
representam eficiente alternativa na detecgao de sementes de
soja GM, com 100% de acertos, sendo o teste preciso e exato.
A International Seed Testing Association ja realizou dois testes
de proficiéncia para determinar a habilidade dos laboratdrios
em detectar a presenca de sementes de soja GM em amostras
de sementes convencionais de milho; no primeiro 69,8% dos
participantes foram capazes de identificar corretamente todas
as amostras e, no segundo, 85% (ISTA, 2003a; ISTA, 2003D).
Foi permitido aos laboratorios usarem seus proprios métodos
de avaliacdo e aqueles que optaram pelos bioensaios, 100%
detectaram corretamente a presenca do material GM,
mostrando eficiéncia superior aos testes mais sofisticados
(ISTA, 2003a).

Quantificacio da mistura presente na amostra
A quantificacdo de sementes de soja GM, contrariamente
ao observado no estudo de deteccdo, apresenta maior

dificuldade quanto maior for a porcentagem de contaminantes
na amostra, pois ha maior probabilidade de que uma dessas
sementes ndo germine ou cause erro na avaliagao.

A presenca de sementes mortas e plantulas anormais nas
amostras representam as mais significativas fontes de erro
dos resultados nos bioensaios, de forma que Goggi & Stahr
(1997) e Gutormson (2000) ndo as consideram no calculo da
quantificacdo do material GM da amostra, servindo como fator
de corre¢do na porcentagem de sementes de soja GM
avaliadas. Por apresentar formula mais simplificada, seguiu-
se a de Goggi & Stahr (1997).

Em amostras convencionais sem contaminac¢ao, o
bioensaio de substrato umedecido foi o mais eficiente na
quantificacdo, amostras contaminadas com 1 ¢ 5% de soja
GM foram corretamente quantificadas através da pré-
embebicdo e ambos bioensaios avaliaram certo amostras
contendo 3% de sementes de soja GM. O método de imersao
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mostrou resultados insatisfatérios de ampla variabilidade, Testando o uso das tiras de fluxo lateral (kif) em cada
independentemente da porcentagem de sementes de soja GM

presente na amostra. De maneira geral, a pré-embebicdo
demonstrou maior capacidade em estimar a porcentagem de
sementes de soja GM adicionadas as convencionais (Figura 1). anteriores (Figuras 1 e 2).

semente morta ou plantula com caracteristica duvidosa como

auxilio na classificag¢do, obteve-se alteracdo dos resultados
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FIGURA 1. Porcentagem de acertos na quantificacio de sementes de soja GM (contaminacgdes de 0, 1,3 e 5%) em 72 amostras
convencionais, sem auxilio do kiz, nos bioensaios instalados em bandejas plasticas com 25 sementes.
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FIGURA 2. Porcentagem de acertos na quantificacio de sementes de soja GM (contaminacdes de 0, 1,3 e 5%) em 72 amostras
convencionais, com auxilio do 4it, nos bioensaios instalados em bandejas plasticas com 25 sementes.
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Apesar de o procedimento de pré-embebicdo ter
apresentado diferenca entre os resultados sem e com £kit, sua
execucdo nao compensa, uma vez que ¢ mais complicada e o
kit torna-o caro. Entretanto, no procedimento de substrato
umedecido, a porcentagem de acertos para as contaminagoes
de 3 e 5% subiu mais de 10 pontos percentuais (Figuras 1 e
2). O auxilio do kit no método de imersdo nao foi adotado
por causa da ampla dispersao dos valores de misturas obtida
inicialmente, o que tornaria o teste oneroso e inviavel. Desse
modo, pode-se afirmar que os bioensaios de pré-embebigdo
sem ¢ com auxilio do kit nas avaliagdes e substrato umedecido
com auxilio do kit foram eficientes em quantificar a mistura
do material GM em ndo-GM (Figuras 1 e 2).

A utilizagdo da equacdo para calculo do material GM da
amostra que desconta sementes mortas e plantulas anormais
¢ de facil aplicacdo nos laboratdrios, fornece a porcentagem
de sementes de soja GM estimada da amostra, segue as regras
internacionais, o que torna facil a padronizag¢do do
procedimento, mesmo que na presente pesquisa nao tenha
corrigido os resultados devido a alta porcentagem de
germinacao dos lotes e ao baixo numero de sementes (100)
que compunha as amostras analisadas. Enquanto que na
aplicagdo do kit, todas as sementes da amostra sdo avaliadas,
ocasionando erros mais expressivos nos resultados.

Empregando-se a tolerancia de 1% no presente trabalho,
que corresponde a uma semente em cem (numero de sementes
analisadas por amostra), a superioridade do bioensaio de pré-
embebicdo sem e com o uso do kit estaria confirmada com
100% de acertos na quantificagdo de sementes de soja GM
(Figura 3). O estabelecimento de um limite de tolerancia ¢é
capaz de minimizar possiveis fontes de erro nos bioensaios,
tais como, probabilidade da presenca de sementes mortas ¢
ocorréncia de plantulas ndo caracterizada adequadamente,
preparo e manuseio da solugdo de herbicida, instalacdo do
teste e regulagem da temperatura do germinador (Miranda et
al., 2004).

Para o segundo ensaio foi adotado o procedimento de
pré-embebi¢do por ter apresentado os melhores resultados
entre os bioensaios. Visando a padroniza¢ado, foram utilizadas
bandejas plasticas e rolos de papel. Considerando que a maior
dificuldade na quantificagdo estava em amostras contaminadas
por sementes de soja GM em nivel superior a 1%, estabeleceu-
se outra porcentagem de contaminacgao (8%).

Nesta fase, observou-se tendéncia semelhante a anterior,
sendo mais facil a quantificagdo de menor numero de sementes
de soja GM em amostras ndo-GM. A eficiéncia do bioensaio
da pré-embebico instalada em rolo de papel também ficou
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FIGURA 3. Pré-embebicio sem uso do kit: porcentagem de

detec¢io de soja GM, contaminacao de (a) 0%; (b)
1% () 3%; (d) 5% em amostras convencionais,
com 1% de tolerancia nas avaliacdes.
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condicionada ao numero de sementes colocadas por rolo. No
rolo com 25 sementes, 100% dos resultados foram de acertos
nas porcentagens de contaminagdo de 0 e 1%, 75% de acertos
com 3 e 5% e 25% com mistura de 8%. No rolo com 50
sementes houve resultado satisfatorio apenas em amostras
contendo 0 e 1% de mistura e nas outras, os acertos foram
inferiores a 50%. A instalagdo em bandejas com 25 sementes
manteve a totalidade de acertos para as porcentagens de
sementes de soja GM de 0, 1 e 3%, em mistura de 5% foram
acertados 75% dos resultados ¢ com 8% de contaminagao,
25% de acertos (Figura 4).

Empregando-se o limite de tolerancia nas avaliagdes
adotado por Miranda et al. (2004) nestes resultados, a pré-
embebicdo com instalagdo em bandejas com 25 sementes
apresentou 100% dos resultados corretos, independentemente

110

da porcentagem de mistura das amostras (Figura 5). A Figura
6 mostra que em rolo de papel com 25 sementes, t€m-se
resultados semelhantes, exceto nas amostras contendo 5%
de contaminantes, onde os acertos alcangam 92% . Em rolo
de papel de 50 sementes atingiu-se 100% de acertos na
quantificacdo de amostras com 0 e 1% de mistura, em amostras
contendo 3% de sementes de soja GM, a porcentagem de
acertos correspondem a 92% e em misturas superiores a esse
valor, os acertos alcangaram menos que 50%.

Assim, o bioensaio de pré-embebicao, instalado em
bandejas plasticas e em rolos de papel com 25 sementes,
apresentou precisdo de 100% de acertos na deteccdo de
misturas e quantificacdo exata da presenca de até 3% de
mistura de sementes de soja GM em amostras convencionais.
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FIGURA 4. Porcentagem de acertos na quantificacio de sementes GM (contaminagoes de 0, 1,3, 5 e 8%) em 60 amostras convencionais,
no bioensaio de pré-embebicao instalado em bandejas plasticas com 25 sementes, rolo de papel com 25 sementes e rolo

de papel com 50 sementes.
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FIGURA 5. Pré-embebicio instalado em bandejas plasticas com 25 sementes: porcentagem de detecciio de sementes de soja GM,
contaminacoes de (a) 0%; (b) 1%:; (¢) 3%; (d) 5%; (e) 8% em amostras convencionais, com 1% de toleriancia nas
avaliacdes.
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FIGURA 6. Pré-embebic¢ao instalado em rolo de papel com 25 sementes: porcentagem de detecciao de sementes de soja GM,
contaminacdes de (a) 0%:; (b) 1%; (c) 3%; (d) 5%; (e) 8%, em amostras convencionais, com 1% de tolerancia nas
avaliacoes

Revista Brasileira de Sementes, vol. 27, n° 1, p.93-103, 2005



DETECCAO E QUANTIFICACAO DE SOJA GENETICAMENTE MODIFICADA 103

CONCLUSOES

O bioensaio de pré-embebigdo, instalado em bandejas
plasticas e rolos de papel com 25 sementes, ¢ eficiente para
detecgdo e quantificacdo da presenca de sementes de soja
GM em amostras convencionais e permite 100% de acertos
na deteccdo de sementes de soja GM em amostras
convencionais. Apresenta exatiddo na quantificagdo da
presenca de até 3% de sementes de soja GM em amostras
convencionais e precisdo condicionada ao porcentual de
mistura presente na amostra.
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