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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar métodos para detec¢@o de sementes de soja tolerante ao glifosato
e o fluxo génico de uma cultivar transgénica para uma convencional, em Florestal e Vicosa, MG. Para adequar
método de detec¢do, foi conduzido experimento comparativo entre cinco bioensaios, dos quais se destacou o
teste de germinacdo em substrato umedecido com solucdo do glifosato. O experimento de fluxo génico foi
instalado em campo, no esquema de quadrados concéntricos. No centro, foi plantada a cultivar tolerante ao
glifosato (fonte de pélen). A sua volta, foi semeada a cultivar sensivel (receptora do pélen). No estadio R8, foram
colhidas sementes das laterais dos quadrados, em distancias variadas da fonte de pdlen: 0,5, 1, 2, 4 e 8 m.
Amostras de 900 sementes, por fileira, foram avaliadas pelo teste de germinacdo em substrato umedecido com
solucdo de glifosato a 0,06%. Plantulas tolerantes ao glifosato indicaram fecundag@o cruzada. As maiores
porcentagens de hibridagao — 1,27% em Florestal e 0,25% em Vicosa — ocorreram a 0,5 m de distancia, entre fonte
e receptor de pdlen, e essas taxas aproximaram-se de zero as distdncias de 2,26 e 1,16 m, para Florestal e Vicosa,
respectivamente.

Termos para indexacao: Glycine max, polinizacao cruzada, organismo geneticamente modificado.

Gene flow in genetically modified soybean and method for its detection

Abstract — The objective of this work was to assess the methods for detection of glyphosate tolerance soybean
seeds and the gene flow from a genetically modified soybean cultivar to a conventional one, in Vicosa and
Florestal, MG, Brazil. In order to assess the method for detection, a comparative experiment was conduct among
five bioassays, from which the germination test in moistened substrate with glyphosate solution was outstanding.
The experiment of gene flow was installed in field, in the concentric squares design. In the center, the glyphosate-
tolerant cultivar (pollen source) was planted. Around it, the sensitive cultivar (pollen receptor) was sowed. In the
stage R8, seeds of lateral of the squares were harvested, in various distances from the pollen source: 0.5, 1, 2, 4
and 8 m. Samples of 900 seeds by row were evaluated, using the germination test in moistened substrate with a
solution of glyphosate at 0.06%. Glyphosate-tolerant seedlings indicated cross-pollination. The largest
hybridization rates — 1.27% in Florestal, and 0.25% in Vigosa — ocurred at 0.5 m distance between source and
pollen receiver, and these rates reached zero at 2.26 and 1.16 m distances, in Florestal and Vicosa, respectively.

Index terms: Glycine max, cross-pollination, genetically modified organism.

Introducao

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja;
sua safra 2005/2006 ultrapassou 53,4 milhdes de
toneladas de graos (Conab, 2006). O Pais também se
destaca ao ocupar a terceira colocacao, no mundo, em
drea plantada com transgénicos, que chega aos
9,4 milhdes de hectares cultivados com soja
geneticamente modificada (James, 2005).

O advento da soja Roundup Ready (RR), variedade
geneticamente modificada tolerante ao herbicida

glifosato, gerou vérias expectativas, favordveis a sua
adocdo, sobre: a reducdo no uso de herbicidas; a
facilidade para a adocao do plantio direto; a flexibilidade
de aplicacdo do herbicida s6 no tempo e local
necessarios; € 0 menor impacto ambiental (Kleba, 1998).
Além disso, o manejo das lavouras é favorecido, as
perdas de producao reduzidas (Siqueira et al., 2004) e,
com isso, 0 aumento na produtividade e estabilidade das
lavouras € potencial. Todos estes aspectos constituem
beneficios relevantes para a cultura da soja
geneticamente modificada; entretanto, questiona-se a
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existéncia de riscos ambientais, e entre os principais esta
o de escape génico.

Os herbicidas inibidores da enzima EPSPS
(5-enolpiruvilshiquimato 3-fosfato sintase) sdo
classificados como sistémicos, pds-emergentes, ndo
seletivos, que controlam plantas mono e dicotileddneas,
anuais e perenes (Shah et al., 1986; Kruse et al., 2000;
Amarante Jinior et al., 2002a, 2002b). A soja
geneticamente modificada, tolerante ao glifosato,
apresenta expressao dupla da enzima EPSPS, uma que
é original desta espécie, e outra proveniente do transgene
CP4 EPSPS, que ¢ tolerante ao herbicida inibidor da
EPSPS (Kleba, 1998). O gene codificador dessa
enzima é monogénico dominante (Padgette et al.,
1995) e pode ser usado, como marcador morfolégico
de fecundacdo cruzada, entre duas variedades puras
e contrastantes.

A possibilidade de ocorréncia de fluxo génico, de
uma variedade geneticamente modificada para uma
convencional, e a possibilidade de se detectarem
sementes de soja tolerante ao glifosato em mistura
com soja convencional, sdo assuntos relevantes com
a chegada e expansdo do cultivo de organismos
geneticamente modificados. Em plena globalizacdo
econOmica e expansdo da adocdo da transgenia na
agricultura, a diversidade de mercado exige variedade
de produtos e que estes sejam precisamente identificados
para a comercializacdo. Existem variados nichos
comerciais no agronegdcio, e a necessidade de meios
que detectem as principais caracteristicas de uma
determinada cultivar se faz imperativa, tanto para a
producdo de sementes com pureza genética garantida,
quanto para a certificacdo de produtos.

Viérios métodos, com capacidade comprovada de
identificar a tolerancia e sensibilidade ao glifosato, t€ém
sido publicados na literatura. Os bioensaios ndo exigem
mao-de-obra altamente especializada nem
equipamentos sofisticados e, além disso, geram
resultados que variam de 3 a 14 dias apds a
implantacao do teste (Bevilaqua et al., 2000; Torres
et al., 2003; Funguetto et al., 2004; Menezes et al.,
2004; Tillmann & West, 2004; Cunha et al., 2005;
Miranda et al., 2005). Esses testes se baseiam no fato
de que a ocorréncia do gene CP4 EPSPS possibilita
aos gendtipos tolerancia ao glifosato.

O objetivo deste trabalho foi avaliar métodos para
deteccdo de sementes de soja tolerante ao glifosato e
o fluxo génico de uma cultivar de soja transgénica para
uma convencional, em Florestal e Vigcosa, MG.
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Material e Métodos

Bioensaios para deteccao de sementes de soja
geneticamente modificada tolerante ao glifosato

Os bioensaios foram conduzidos no laboratério de
sementes e nas casas de vegetacdo do Departamento
de Fitotecnia, da Universidade Federal de Vicosa, nos
meses de junho e julho de 2005.

As cultivares utilizadas foram CD219RR (Coodetec
— Cooperativa Central de Pesquisa Agricola), tolerante
ao glifosato, e Elite (Coopadap — Cooperativa
Agropecudria Alto Paranaiba), sensivel a este herbicida.
As cultivares foram escolhidas por apresentar, entre
outros materiais disponiveis, boa qualidade fisioldgica.
Amostras das sementes foram submetidas ao teste de
germinacao (Brasil, 1992), em que se observaram médias
acima de 90%.

Utilizou-se o herbicida comercial Roundup, que possui
formulagdo de 480 g L' do ingrediente ativo sal de
isopropilamina de n-(fosfometil) glicina e 360 g L de
equivalente dcido de N-(fosfonometil) glicina. Para os
ajustes de concentracdes e preparo das solucdes, bem
como para embebicdo das sementes, foi utilizada dgua
destilada. Os rolos de papel com as sementes foram
mantidos em cadmara de germinacdo (25+1°C).

No primeiro bioensaio, as sementes das cultivares
CD219RR e Elite foram submetidas a cinco tratamentos:
sementes sem tratamento prévio (controle negativo);
sementes submersas em dgua, por uma hora (controle
positivo); sementes submetidas, por uma hora, as
concentracoes 0,03, 0,06 e 0,12% do equivalente 4cido
(e.a.) do herbicida.

Ap6s o periodo de imersdo, as sementes foram lavadas
em 4gua corrente (Funguetto et al., 2004) e distribuidas,
manualmente, em leito de areia previamente esterilizada e
acomodada em bandejas de plastico. Em cada bandeja
(40x27x5 cm), foram distribuidas 150 sementes, dispostas
em 6 sulcos de 2 cm de profundidade (25 sementes por
sulco). Assim, em cada bandeja foram semeados de 1 a
3 tratamentos distintos, conforme a casualizacdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x5 (2 cultivares x 5 tratamentos), com
4 repeticdes de 50 sementes.

No segundo bioensaio, as sementes das duas cultivares
foram submersas, por uma hora, nas solucdes: 0, 0,03,
0,06 e 0,12% do e.a. do glifosato. Em seguida, foram
transferidas para papel germiteste umedecido com dgua
destilada (2,5 x peso do substrato seco). O delineamento
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experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x4 (2 cultivares x 4 tratamentos), com
4 repeticdes de 50 sementes.

No terceiro bioensaio, as sementes foram
germinadas em substrato umedecido com as solugdes
a 0, 0,03, 0,06 e 0,12% do e.a. do glifosato, em
delineamento experimental inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 2x4 (2 cultivares x
4 tratamentos), com 4 repeticdes de 50 sementes.

No quarto bioensaio, as sementes foram pré-embebidas
em papel umedecido com as solugdes a0, 0,3,0,6 e 1,2%
do e.a. do glifosato, por 24 horas. Apds esse periodo, as
sementes foram germinadas em substrato umedecido com
dgua destilada (2,5 x peso do substrato seco). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x4 (2 cultivares x 4 tratamentos), com
4 repeticoes de 50 sementes.

No quinto bioensaio, foram adicionadas a cada caixa
gerbox oito unidades de papel filtro, umedecidas com
as solugdes a de 0, 0,18, 0,36 e 0,54% do e.a. do
glifosato. As caixas, com 25 sementes cada, foram
mantidas em temperatura ambiente durante 7 dias. Foi
adotado o delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x4 (2 cultivares x
4 tratamentos), com 8 repeticdes de 25 sementes.

No primeiro bioensaio, foram analisados, ao
sétimo dia: a porcentagem de emergéncia
(considerada plantula emergida aquela com o
cotilédone ja emitido, em adngulo igual ou superior a
90°, acima do nivel da areia), indice de velocidade
de emergéncia (IVE) (Nakagawa, 1994),
comprimento médio em centimetros do hipocétilo e
da raiz primdria, porcentagem de plantulas normais
e anormais (Brasil, 1992). No segundo, terceiro e
quarto bioensaios, foram avaliados, ao sétimo dia:
comprimento médio de plantulas, porcentagem de
plantulas normais e anormais e a porcentagem de
plantulas dotadas de raizes secunddarias. No quinto
bioensaio, foram avaliados, ao sétimo dia: emissdo
de raiz primdria, emissdo de raizes secunddrias e
nimero de sementes ndo germinadas, com todos os
valores expressados em porcentagem.

Todos os dados em porcentagem foram
transformados em arc sen (x/100)%. Contudo, para
melhor visualizacdo, os resultados foram
apresentados, graficamente, em seus valores
originais de porcentagem. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para as andlises estatisticas, foi

utilizado o Sistema de Anélises Estatisticas e
Genéticas da UFV (SAEG-UFYV, 1993).

Os bioensaios foram comparados por sua eficiéncia
em diferenciar plantulas tolerantes das sensiveis ao
herbicida e quanto a sua praticidade na implantacao.

Analise do fluxo génico em soja geneticamente
modificada tolerante ao glifosato

As variedades utilizadas neste estudo foram
CD219RR, tolerante ao glifosato, e CD211,
convencional, sensivel. Ambas concedidas pela
Coodetec e escolhidas por apresentarem o mesmo ciclo
e padrao de florescimento.

Os experimentos foram implantados no campo
experimental da Agronomia, da Universidade Federal
de Vigosa, em Vicosa, MG (20°45'S, 42°52'W, altitude
648 m); e no campo experimental da Central de Ensino
e Desenvolvimento Agrério de Florestal (Cedaf), em
Florestal, MG (19°52'S, 44°25'W, altitude 749 m).

Todos os procedimentos adotados na implantagdo e
conducdo dos ensaios foram os mesmos nas duas
localidades. Os experimentos foram instalados no més de
dezembro de 2004, e a colheita foi realizada em abril de
2005. Nesse periodo, a temperatura média em Florestal
foi de 23,4°C e em Vigosa foi de 23°C (Simge, 2005).

O experimento foi instalado em esquema de
quadrados concéntricos espacados em 0,5 m. A partir
do primeiro quadrado, central, com 0,5 m de lado, os
demais foram estabelecidos até se chegar ao dltimo,
no total de 22,5 m de lateral. Para evitar que as
sementes fossem plantadas em fileiras imprdprias,
primeiro foi semeada a cultivar tolerante ao glifosato,
no centro e, depois, ao redor, a cultivar sensivel.

As préticas culturais seguiram as recomendagdes para
asojaem Minas Gerais. Nao foi aplicado inseticida préximo
a época de florescimento nem durante este periodo.

No estddio RS, foram colhidas as sementes das
fileiras correspondentes as laterais dos quadrados
da cultivar CD211, em diferentes distancias da fonte
de pélen (CD219RR): 0,5, 1, 2, 4 e 8 m, tendo sido
estes considerados os tratamentos. Cada lado do
quadrado foi colhido separadamente, como uma
repeticdo do tratamento (fileira). Assim, cada
distancia possuiu quatro repeticdes. Colheita e
trilhagem foram realizadas individualmente, em
ordem da 162 para a 12 fileira (sentido borda—centro).

O tamanho de cada amostra (n) de sementes a
ser analisada foi obtido a partir da equacdo:

n = [log (1 - P)}/[log (1 - p)]; em que n é o nimero de
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sementes da amostra; P € a probabilidade de o evento
ndo ocorrer em razdo do acaso; e p é a taxa, em decimal,
da fecundacdo cruzada esperada (Ramalho et al., 2000).

A taxa de fecundacgao cruzada em soja, em condi¢cdes
de campo, varia de 0 a 2,43% (Jones & Hayes, 1916;
Woodworth, 1922; Garber & Odland, 1926; Cutler, 1934;
Miyasaka, 1958; Probst, 1961; Caviness, 1966; Sediyama,
1970; Vernetti et al., 1972; Abud et al., 2003; Ray et al.,
2003). Para este trabalho, avaliou-se a probabilidade (p)
de fecundagao cruzada esperada de 0,51% (valor obtido
da média dos resultados encontrados nos trabalhos sobre
fecundacdo cruzada natural). Assim, com P =0,99 e
p =0,51, o nencontrado foi de 900 sementes por amostra.

Para avaliar a ocorréncia de fecundagao cruzada, as
sementes foram germinadas em papel germiteste
umedecido com solugdo 0,06% de glifosato (2,5 x peso
de substrato seco), identificado entre os bioensaios para
deteccdo de soja geneticamente modificada como o
método mais adequado. As amostras dos tratamentos
foram analisadas sete dias apds a implantacao do teste.
As 900 sementes foram distribuidas em 18 rolos de papel
germiteste com 50 sementes cada.

Os dados foram submetidos a andlise de regressao linear
com plato, escolhida por ser a regressao que melhor explicou
os resultados. Para cada localidade, as equagdes de
regressdo foram ajustadas, tendo-se utilizado as médias
das quatro repeticdes de cada tratamento.

Resultados e Discussao

No primeiro bioensaio para deteccdo de sementes de
soja geneticamente modificada, observou-se que para a
caracteristica indice de velocidade de emergéncia (IVE),
houve diferencgas entre as cultivares, nos tratamentos
com 0,06 e 0,12% do equivalente 4cido (e.a.) do glifosato

(Tabela 1). Contudo, esta caracteristica nao foi marcante
na disting@o, em razdo de seu efeito negativo também
na variedade tolerante ao herbicida.

Com relacdo a porcentagem de emergéncia, houve
inibicao da emergéncia das plantulas da cultivar sensivel, a
partir da concentragio 0,03% do e.a. do glifosato (Tabela 1).

Segundo Bevilaqua et al. (2000), Torres et al. (2003) e
Tillmann & West (2004), em presenca do glifosato,
embrides de cultivares sensiveis iniciam o processo
germinativo, mas logo paralisam o seu desenvolvimento,
fato também observado neste trabalho.

Observou-se reducao no comprimento da raiz primdria
das plantulas da cultivar sensivel, nos tratamentos com
glifosato, enquanto para a cultivar tolerante ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos. Essa
caracteristica é adequada para diferenciar as variedades,
em relacdo a tolerancia ao herbicida, conforme também
observado por Goggi & Stahr (1997), Bevilaqua et al.
(2000), Funguetto el al. (2004) e Tillmann & West (2004).

O hipocdtilo se tornou reduzido e pouco desenvolvido
na variedade sensivel, em presenca do herbicida. A
reducdo observada para o comprimento do hipocétilo foi
menos acentuada do que para o comprimento de raiz
primdria. Resultados semelhantes foram relatados por
Goggi & Stahr (1997), Bevilaqua et al. (2000), Funguetto
et al. (2004) e Tillmann & West (2004).

Em presenca do glifosato, houve diferenga entre as
cultivares quanto as caracteristicas plantulas normais e
anormais, assim como verificado por Bevilaqua et al.
(2000). A partir do tratamento a 0,03% do e.a. do
herbicida, foram observados: queda na porcentagem
de plantulas normais e aumento proporcional de
plantulas anormais, na variedade sensivel.

A concentracdo do herbicida de 0,03% do e.a.
mostrou-se apropriada para a caracterizacdo das

Tabela 1. Indice de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia, comprimento da raiz priméria, comprimento do hipocétilo,
plantulas normais e plantulas anormais das sementes das cultivares de soja Elite e CD219RR, submetidas por uma hora a
diferentes concentra¢des de glifosato, no bioensaio de emergéncia em leito de areia).

Tratamento® IVE Emergéncia
(%) (%)

Comprimento
da raiz primaria (cm)

Comprimento do Plantulas normais ~ Plantulas anormais
hipocoétilo (cm) (%) (%)

Elite CD2I9RR Elite CD219RR  Elite CD219RR Elite CD219RR  Elite CD219RR Elite CD219RR
Controle negativo  10,7Aa 10,1Aa  95,5Aa 98,0Aa 15Aa 149Aa 5,5Aa 5,2Aa 97,8Aa  98,9Aa  2,13Ba 1,02Ca
Controle positivo ~ 9,9ABa 10,0Aa 91,5Aa  93,0ABa 12Aa 11,4Aa 5,1Aa 45ABa  97,8Aa 95,6ABa 2,15Ba 4,3BCa
0,03% 7,7BCa  8,9ABa 75,5Bb  85,0BCa 3,1Bb 13,3Aa  2,1Bb 3,9Ba 14,7Bb  95,2ABa 85,2Aa  4,7BCb
0,06% 5,7CDb  7,8ABa 67,0Bb 81,0Ca 2,7Bb 10,2Aa  1,5Bb 4,3ABa 8,5Bb 89,4BCa 91,1Aa 10,5ABb
0,12% 44Db  73Ba  53,0Cb  77.0Ca  2,5Bb 12,9Aa 1.3Bb 44ABa  74Bb  850Ca 925Aa 14,9Ab

(DMédias seguidas por letras iguais, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
() Controle negativo: sementes sem tratamento prévio; controle positivo: sementes submersas em dgua por uma hora; 0,03, 0,06 e 0,12%: sementes
submetidas as concentragdes de 0,03, 0,06 e 0,12% do equivalente dcido do glifosato, por uma hora.
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variedades, na maioria das caracteristicas estudadas,
exceto para IVE, em que a dose de 0,06% do e.a.
mostrou-se mais adequada.

Nos segundo, terceiro e quarto bioensaios, observou-se
que o comprimento médio das plantulas (Tabela 2) foi uma
das principais caracteristicas, na distin¢ao entre tolerancia
e sensibilidade ao glifosato (Funguetto et al., 2004; Tillmann
& West, 2004; Cunha et al., 2005). Foi observado que, sob
tratamento com herbicida, o comprimento médio de
plantulas sensiveis diminuiu significativamente em relacao
ao controle, o que ndo ocorreu para a cultivar tolerante.

A porcentagem de plantulas normais mostrou-se
caracteristica fundamental na distin¢io das cultivares. A
presenca do glifosato ndo permitiu a formacao de plantulas
normais pela cultivar sensivel, observagdo também
relatada por Bevilaqua et al. (2000).

Como também verificado por outros autores (Torres
et al., 2003; Funguetto et al., 2004; Tillmann & West, 2004),
em presenca do herbicida, a cultivar tolerante apresentou
plantulas com raizes secunddrias em todos os tratamentos,
ao contrdrio do que se observou para a cultivar sensivel,
que ndo emitiu essas raizes em presenca do glifosato. No
bioensaio 3, o desenvolvimento de raizes secunddrias da
cultivar tolerante ndo foi prejudicado, aspecto fundamental
na caracterizacdo destes genétipos (Tabela 2). Com a
reducgdo no comprimento das plantulas da cultivar sensivel,
em presenca do herbicida, houve paralisacdo no
desenvolvimento da raiz priméria, e ndo houve emissao
de raizes secundarias.

No teste de germinacdo em caixa gerbox, nao foram
observadas diferencas entre as cultivares quanto a emissao
de raiz primdria, o que indica que sensibilidade e tolerancia
ao glifosato sdo caracteristicas que parecem nao estar
relacionadas a sua emissdo (Tabela 3). Com base nos
demais bioensaios, pode-se concluir que o herbicida afeta
o comprimento da raiz primdria, mas no a sua emissao.

Verificou-se diferenca, entre as cultivares, quanto a
emissao de raizes secunddrias. Em presenca do glifosato,
mesmo na menor concentra¢do, a emissdo dessas raizes
ocorreu somente nas plantulas da cultivar CD219RR.
Resultados semelhantes foram observados em outros
estudos (Torres et al., 2003; Funguetto et al., 2004;
Tillmann & West, 2004). Este resultado foi predominante
em todos os bioensaios de germinacio, tanto em papel
como em caixa gerbox (Tabelas 2 e 3).

O ndmero de sementes ndo germinadas, ao sétimo dia,
ndo discriminou as cultivares em relacdo a presenca ou
auséncia de tolerancia ao glifosato.

Apesar de ter apresentado resultados positivos para a
diferenciacdo das variedades, o teste de germinacio em caixa
gerbox ndo foi consistente, mas confirmou a inibicdo do
desenvolvimento de raizes secundrias, pela variedade sensivel,
como marcador morfoldgico de sensibilidade ao glifosato.

Nos trés bioensaios, em papel germiteste, foi
possivel identificar plantulas tolerantes e sensiveis ao
glifosato. Considerando-se a eficiéncia similar na
caracterizacdo das plantulas, o bioensaio com o
umedecimento do papel germiteste, com solucdo do

Tabela 2. Comprimento de plantulas, plantulas normais, plantulas anormais e plantulas com raizes secunddrias, das sementes
das cultivares de soja Elite e CD219RR, submetidas ao bioensaio de germinacao apds imersao em solucao de glifosato, ao teste
de germinacao em substrato umedecido com solucdo de glifosato, e ao bioensaio de germinacdo apds pré-embebi¢ao por
24 horas, em papel germiteste umedecido com solucio de glifosato(!.

Tratamento” Comprimento de plantulas (cm) Plantulas normais (%) Plantulas anormais (%) Plantulas com raizes secundarias (%)
Elite CD219RR Elite CD219RR Elite CD219RR Elite CD219RR
Bioensaio de germinagdo apds imersdo em solucdo de glifosato
0,00% 18,9Aa 18,4Aa 74,0Aa 82,5Aa 17,5Ba 15,0Aa 93,0Aa 97,0Aa
0,03% 5,3Bb 17,8Aa 0,0Bb 71,0Aa 92,0Ab 20,0Aa 0,0Bb 92,5ABa
0,06% 4,8Bb 19,5Aa 0,0Bb 70,0Aa 87,0Ab 20,5Aa 0,0Bb 91,5ABa
0,12% 3,5Bb 19,3Aa 0,0Bb 67,0Aa 91,0Ab 23,0Aa 0,0Bb 89,0Ba
Bioensaio de germinagéo em substrato umedecido com solugdo de glifosato
0,00% 21,1Ab 25,4Aa 89,0Aa 91,0Aa 8,0Ba 8,0Ba 96,0Aa 97,5Aa
0,03% 4,2Bb 20,3Ba 0,0Bb 91,0Aa 91,0Aa 7,0Bb 0,0Bb 98,0Aa
0,06% 3,0Bb 8,9Ca 0,0Bb 77,5Ba 96,5Aa 16,0ABb 0,0Bb 97,5Aa
0,12% 2,2Bb 4,8Da 0,0Bb 70,0Ba 96,0Aa 26,5ABb 0,0Bb 95,0Aa
Bioensaio de germinagéo apds pré-embebigdo por 24 horas em papel germiteste umedecido com solugdo de glifosato
0,00% 11,2Ab 24,7Aa 86,0Aa 94,0Aa 12,0Ba 6,0Bb 99,0Aa 99,5Aa
0,30% 3,3Ab 14,2Ba 0,0Bb 81,0Aa 96,5Aa 14,5Ab 0,0Bb 96,0Aa
0,60% 2,7Ab 9,1Ca 0,0Bb 78,0Aa 90,0Aa 20,5Ab 0,0Bb 93,0Aa
1,20% 2,7Ab 7,0Da 0,0Bb 77,0Aa 93,5Aa 20,0Ab 0,0Bb 88,5Ba

(DPara cada um dos bioensaios, médias seguidas por letras iguais, maitsculas na coluna e mintsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. @Concentragio do equivalente acido do glifosato.
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herbicida, destacou-se dos demais, por ser mais
pratico e por fornecer melhor caracterizacdo na
inibi¢do do desenvolvimento de raizes secunddrias
somente pela variedade sensivel ao glifosato.

Quanto as concentracdes das solugdes, 0,03% de
e.a. foi eficiente para caracterizacdo das plantulas
quanto a tolerancia ao herbicida, resultado encontrado
também por Funguetto et al. (2004). Contudo, para
um trabalho de identificacdo de individuos tolerantes,
entre sementes geradas por uma cultivar sensivel,
julgou-se que a concentragdo 0,06% do e.a. seria mais
apropriada, para submeter as amostras, analisadas em
teste de germinacdo, a condi¢do de maior estresse, 0
que destacaria absolutamente plantulas tolerantes ao
herbicida. Este protocolo surgiu da constatacdo de
que, sob esta condicdo, nenhuma plantula sensivel
emitiu raizes secunddrias e nem ultrapassou os 5 cm
de comprimento total. Assim, plantula com
comprimento superior a 5 cm e dotada de radicula e
raizes secunddrias desenvolvidas foi considerada
normal (Cunha et al., 2005) e tolerante ao herbicida.

Na anédlise do fluxo génico em soja geneticamente
modificada, os porcentuais médios de taxas de
fecundagao cruzada diferiram para os dois locais e
foram superiores em Florestal, MG. Com base nos
resultados obtidos, € possivel que a distancia seja
capaz de isolar, em campo, as variedades de soja,
para prevenir o escape génico (Tabela 4). Florestal
estd em altitude maior que Vigosa, e a temperatura
média nesse Municipio (23,4°C) foi superior a de
Vicosa (23°C). E possivel que diferencas ambientais
tenham interferido na ocorréncia de fluxo génico, ja
que os insetos que sdo os polinizadores naturais da
soja sdo encontrados em maior abundincia em
temperaturas mais altas.

Tabela 3. Plantulas com emissao de raiz primaria, plantulas com
emissdo de raizes secunddrias, e sementes nao germinadas,
das sementes das cultivares Elite e CD219RR, submetidas ao
teste de germinacdo em caixa gergox com substrato umedecido
com solugéo de glifosato(,

Tratamento® Emissédo de Emissao de raizes ~ Sementes ndo
raiz primaria (%) secundarias (%)  germinadas (%)
Elite  CD219RR  Elite CD219RR Elite CD219RR
0,00% 96Aa 97,5Aa 92,5Aa 96,5Aa 11,5Ba 2,0Ab
0,18% 94ABa  94,0ABa 0,0Bb 90,5Ba  11,5Ba 3,0Ab
0,36% 93ABa  95,0ABa 0,0Bb 87,0Ba 13,0Ba 2,0Ab
0,54% 91Ba 91,5Ba 0,0Bb 56,0Ca 20,5Aa 2,0Ab

(DMédias seguidas por letras iguais, maitsculas na coluna e mindsculas na
linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
()Concentragdo do equivalente dcido do glifosato.
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De forma similar ao verificado em alguns estudos
(Boerma & Moradshahi, 1975; Ahrent & Caviness,
1994; Abud et al., 2003; Ray et al., 2003), aos 8 m de
distancia da fonte de pdlen, ndo foram detectados
eventos de fecundacdo cruzada em nenhuma das
localidades. Aos 4 m de distancia da fonte de pdlen,
observou-se a ocorréncia de hibridacdo em Florestal,
mas ndo em Vigosa. Abud et al. (2003) ndo observaram
disseminacdo de pdlen transgénico a partir dos 6,5 m.
Outros autores também citaram ocorréncia de
fecundacao cruzada aos 4 m de distancia da fonte de
pélen (Boerma & Moradshahi, 1975; Ahrent &
Caviness, 1994; Ray et al., 2003).

O fato de a fecundacdo cruzada ter ocorrido num
local e nd3o no outro, aos 4 m de distancia da fonte,
sugere que a fecundacgio cruzada foi influenciada pelo
meio ambiente e que este é relevante para as taxas de
fecundacdo cruzada, encontradas em outros trabalhos
(Cutler, 1934; Caviness, 1966; Rubis, 1970; Sediyama
et al., 1970; Ahrent & Caviness, 1994; Abud et al., 2003).

A medida que a distancia da variedade sensivel
para a variedade tolerante foi diminuindo, observou-
se aumento na taxa de fecundacdo cruzada. A 2 m
de distancia da fonte, nos dois locais, foram
observados casos de hibridacdo. A 1 m de distancia,
as taxas de fecundacdo cruzada foram de 0,80 e
0,08%, em Florestal e Vigosa, respectivamente.
Maiores taxas de fecundacdo cruzada foram
observadas em Florestal do que em Vicosa, o que
foi confirmado a 0,5 m de distancia da fonte de pdlen,
onde foram observadas 1,27 e 0,80% de hibridacao
para Florestal e Vigosa, respectivamente.

Para as duas localidades, o maior nimero de
eventos foi observado na menor distancia entre doador
e receptor de pdlen, como constatado também por
Caviness (1966), Abud et al. (2003) e Ray et al. (2003).

A andlise de regressao linear com platd estimou, para
as duas localidades, as distincias até onde o efeito de
polinizacdo cruzada ocorreu (Figura 1). Para Florestal,

Tabela 4. Porcentagem média de fecundacdo cruzada, nas
diferentes fileiras da cultivar sensivel CD211RR.

Fileira CD211 (distancia da Localidades

fonte de polen - CD219RR) Vigosa Florestal
1(0,5m) 0,25 1,27
2(1m) 0,08 0,80
4(2m) 0,08 0,25
8 (4m) 0,00 0,33
16 (8 m) 0,00 0,00

r=-0,7276 r=-0,8053
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Figura 1. Regressdo linear, com platd, dos dados de
polinizacdo cruzada obtidos para as localidades de Vicosa e
Florestal. D: distancia em metros.

a taxa de fecundacdo cruzada aproximou-se de zero,
a distancia de 2,27 m da fonte. A partir desse ponto, a
taxa de hibridacdo natural teria se estabilizado em
0,0412%. Para Vicosa, a distancia encontrada foi de
1,17 m, a partir da qual a taxa de hibridacdo natural
seria de 0,0275%, isto é, praticamente zero.

Conclusoes

1. O bioensaio de germinacdo, em papel germiteste
umedecido com solucdo do herbicida a concentracdo de
0,06% do glifosato, € o melhor método de deteccdo de
semente de soja geneticamente modificada tolerante ao
glifosato.

2. As maiores taxas de hibridacdo natural (1,27%
em Florestal, 0,25% em Vicosa) ocorrem a 0,5 m de
distancia entre doador e receptor de pdlen.

3. A taxa de fecundagdo cruzada aproximou-se de
zero as distancias de 2,26 e 1,16 m da fonte, para
Florestal e Vigosa, respectivamente.
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