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Selecao de sementes de soja geneticamente
modificadas com o gene marcador bar por
meio do teste de germinacdo em solucéo de
glufosinato de amoénio

Genetically modified soybean seed selection with
bar as marker gene using ammonium glufosinate
resistance germination test

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi identificar eventos GMs promissores de forma
rapida e pratica, em substitui¢do as metodologias baseadas em pulverizagao aérea em casa
de vegetagdo e PCR convencional. Foram utilizadas oito linhagens GMs e suas respectivas
isolinhas convencionais. Foram realizados testes de germinag@o e comprimento de plantulas
em papel de germinag@o umedecido com solug@o do herbicida e condi¢do controle. Para
verificar a eficiéncia do método, foram realizados, ensaios em casa de vegetagdo, onde o
herbicida foi aplicado em plantas no estadio V,. Os resultados obtidos indicaram que as
linhagens GMs 21a4, 20a4, 5Hal0 e 1Ea2939 apresentaram fenétipo de resisténcia tanto no
teste de germinagdo e comprimento de plantulas, quanto em plantas em estagio V, Algumas
das linhagens GMs (2Hall, 2lal, 3Pa4 ¢ 1Eal5), mesmo sendo confirmada a presenga do
gene bar via PCR, foram sensiveis ao herbicida. As diferengas observadas no fenotipo de
resisténcia das diferentes linhagens GMs podem estar associadas as variagdes no nivel de
expressao do gene bar, que pode variar conforme a posi¢ao de inser¢do no genoma hospedeiro.
Pode-se concluir que a aplicacdo do teste de germinag@o e comprimento de plantulas em
papel se mostrou eficiente na selecdo de plantas resistentes ao herbicida, com resultados
confirmados pelos testes com plantas em estagio V, em casa de vegetagdo, mostrando-se
como uma metodologia rapida, de baixo custo, pratica e factivel de aplicagdo precoce,
acelerando a triagem de plantas promissoras em programas de melhoramento.

ABSTRACT: The objective of this work was to identify promising GM events in a fast
and practical manner, in replacement of methodologies based in aerial pulverization in
greenhouse and conventional PCR. Eight GM events and their respective conventional
isolines were used. Germination and seedling length tests were performed on a paper soaked
in an herbicide solution and in the control conditions. To compare the method efficiency,
greenhouse tests were carried out, in which the herbicide was applied to plants in the V,
stage. Results obtained indicated that events 2la4, 20a4, SHal0, and 1Ea2939 showed
resistance phenotype in both germination and seedling length tests, as well as in plants in
the V,developmental stage. Some GM events (2Hall, 2lal, 3Pa4 and 1Eal5), even with
the confirmation of gene bar, were sensible to herbicide. The differences observed in the
resistance phenotype of the different GM lineages may be associated with variations in the
level of expression of the bar gene, which may vary depending on the insertion position
in the host genome. It was possible to conclude that the use of germination and seedling
length tests in paper was efficient for selecting GM plants with confirmed results in tests
performed in greenhouse with adult plants, showing to be a fast, cheap, and practical
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€ methodology, applicable in an early stage, accelerating the screening of promising plants
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in breeding programs.
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1 Introducao

As primeiras plantas geneticamente modificadas (PGMs)
foram desenvolvidas a partir de 1983, quando um gene
codificante para resisténcia a um antibioético foi introduzido
em plantas de fumo. No entanto, a primeira aprovagdo para
uso comercial de PGMs s ocorreu em 1992, nos Estados
Unidos, com o tomate Flavr savr e, posteriormente, em
1994 com a soja Roundup ready. Desde entdo, por meio do
uso das ferramentas biotecnologicas, o desenvolvimento
de PGMs tornou-se mais rapido, viavel e acessivel para os
pesquisadores de muitas areas do conhecimento cientifico.

Por meio da biotecnologia, inserindo/deletando/editando
genes de interesse, varias caracteristicas podem ser modificadas,
a fim de melhorar o desempenho das culturas no campo ou
melhorando caracteristicas nutricionais para a alimentagao
humana ¢ animal. Entre caracteristicas que melhoram o
desempenho das cultivares no campo esta a resposta a estresses
abioticos —salinidade, alagamento, alta temperaturas, seca — e
bidticos — insetos-praga e doengas — (Dita et al., 2006; Narula
& Arora, 2017).

As técnicas de transformagdo genética sdao essenciais no
processo de obtengdo de PGMs. Independente da escolha da
metodologia, sempre que um gene de interesse ¢ inserido
em um genoma hospedeiro, juntamente ¢ utilizado um gene
marcador ou de selegcdo que permite a facil selecao fenotipica
das plantas transformadas. Esse marcador selecionavel tem
como fungdo conferir uma caracteristica adequada a sele¢do
artificial e indicar o sucesso da inser¢ao do transgene. O
gene bar, que codifica a enzima fosfinotricina-N-acetil,
transferase de Streptomyces hygroscopicus (Thompson
et al., 1987), € um dos mais utilizados como marcador de
selec¢do no processo de transformagdo genética e espécies-
modelo como Arabidopsis thaliana, mas também em
espécies cultivadas como cana-de-agucar (Wang et al.,
2017), mamoeiro (Souza Junior et al., 2001), arroz (Lilge
et al., 2003; Fartyal et al., 2018), milho (Everman et al.,
2009) e soja (Lietal.,2017). Essa enzima inativa a a¢do do
herbicida nao seletivo glufosinato de amoénio, conferindo
resisténcia as cultivares que contém esse gene (Nakamura
et al., 2010; Brunharo et al., 2014).

Eventos de soja que contém o gene bar como agente de
sele¢do devem apresentar resisténcia ao glufosinato de amonio
(Lietal., 2017) e esta carateristica pode auxiliar na selecdo de
linhagens positivas. A maioria dos procedimentos de selecdo
de eventos/linhagens resistentes ao herbicida ocorre em
condigdes de campo, em etapas mais avangadas do processo
de melhoramento. No entanto, métodos de avaliagdo precoce
para selegdo de linhagens positivas podem permitir a redugio
de tempo e custo em todas as etapas de um programa de
melhoramento, além de ser uma alternativa mais barata que
a utiliza¢do de metodologias como a Reacdo da Polimerase
em Cadeia (PCR).

Alguns autores ja vém adotando metodologias de
selegdo precoce de sementes contendo resisténcia a outros
herbicidas, como ¢ o caso do glifosato. Um método utilizado
para determinar a presenca de sementes adventicias — que
representam sementes de outras cultivares que ndo a de
interesse — em lotes de sementes de soja, a fim de detectar a

presenca de sementes transgénicas em lotes convencionais
ou vice-versa, foi estabelecido por Cunha et al. (2005),
utilizando amostras de sementes de soja GM resistente e
sensivel ao glifosato submetidas a bioensaios (pré-embebidas,
umedecidas em substrato, imersas em solucdo contendo
glifosato e pulverizagdo de plantulas). Os resultados desse
estudo mostraram que os bioensaios sao métodos eficientes
na deteccdo de sementes de soja GM resistente ao glifosato.
Ainda em soja, Miranda et al. (2005) observaram que o método
de bioensaios, com substrato umedecido e pré-embebicao,
foi capaz de detectar e quantificar a presenga de sementes de
soja GM resistentes ao glifosato, permitindo mais de 90%
de acertos. Cabe destacar aqui que, em todos os casos acima
descritos, os testes foram baseados na utilizagdo de eventos
GMs comerciais, com o objetivo de verificar a qualidade
genética dos lotes de sementes de soja.

Neste trabalho, visamos adaptar essa metodologia dos
bioensaios em sementes de soja para identificar, entre as
linhagens GMs desenvolvidas em nosso laboratorio, os
eventos mais promissores quanto a expressao do fenotipo de
resisténcia ao herbicida glufosinato de amonio. A utilizagdo
de um método precoce, realizado ainda em sementes, vem a
ser uma alternativa aos métodos de selecdo por pulverizagdo
aérea, permitindo a identifica¢@o prévia dos melhores eventos,
reduzindo tempo e custo nas demais etapas do processo de
melhoramento genético.

2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Soja,
nos Laboratorios de Biotecnologia Vegetal e Fisiologia de
Sementes e em casa de vegetacdo. Foram utilizadas oito
linhagens transformadas com diferentes genes de interesse
(2Hall, 21al, 21a4, 20a4, 3Pa4, 5Hal0, 1Ea2939 e 1Eal5)
e suas respectivas isolinhas convencionais (BRS 184, BR
16, BRS 283 e IAC 100). Todas as linhagens GMs foram
desenvolvidas no Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Soja, transformadas com diferentes constru¢des
génicas para tolerancia a seca, utilizando o gene bar como
gene marcador para identificagdo das plantas transformadas.
A caracterizagdo detalhada do desenvolvimento dos genodtipos
e a confirmagdo da transformacao via PCR foram descritas
em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa
(Barbosa et al., 2013; Leite et al., 2014; Marinho et al.,
2016; Honna et al., 2016). As linhagens 2Hall ¢ SHal0O
foram transformadas com um gene que codifica para uma
enzima-chave na via biossintética do acido abscisico
(ABA); as linhagens 2Ial e 2Ia4 foram transformadas com
um gene que codifica para um agucar; as linhagens 20a4 e
3Pa4 foram transformadas com um gene que codifica para
um fator de transcrigdo ABA-independente; e as linhagens
1Ea2939 e 1Eal5 foram transformadas com um gene que
codifica para um fator de transcri¢do da via de resposta a
seca ABA dependente.

As sementes de todas as linhagens foram produzidas em
ambiente controlado, em casa de vegetacdo, apresentando
elevado potencial fisiolégico. Ainda, todas as sementes
utilizadas foram submetidas a testes pilotos de germinagao em
papel umedecido segundo as regras de analises de sementes
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para verificar se todas as sementes apresentavam qualidade
fisiologica semelhante, eliminando esta variavel da analise.
Em casa de vegetagdo, a temperatura foi mantida a 28+2°C,
com registros de temperatura e umidade relativa do ar a
cada 5 min por meio de termohigrégrafo (Hobo U14-002,
Onset®). A manutencdo da capacidade de campo a 100% foi
obtida pela irrigagdo 1 vez ao dia com volume fixo de agua
suficiente para saturar a mistura presente nos vasos.

Os testes de germinacdo foram realizados de acordo
com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009) e
o comprimento de plantulas avaliado no quinto dia apos a
instala¢do do teste. O delinecamento experimental foi em
blocos casualizados (DBC) utilizando quatro repeti¢cdes
de 25 sementes cada, totalizando 100 sementes para cada
linhagem avaliada. No tratamento com herbicida glufosinato
de amonio, o papel de germinagao foi umedecido com solugdo
de herbicida na concentragdo de 0,2 g L' em quantidade
de 2,5 vezes a massa seca do papel, definida com base em
ensaios preliminares. O ingrediente ativo (i.a.) glufosinato
de amonio utilizado no ensaio foi obtido a partir do produto
comercial Finale® original de formulagéo contendo 200 g L!
de glufosinato-sal de amonio (20% m.v) € 910 g L' (91% m.v)
de outros produtos. O calculo para obtengao da concentragdo
0,2 g L' (tratado) foi obtido a partir dos 20% do ingrediente
ativo do produto. No tratamento-controle, as folhas de papel
Germitest® foram umedecidas com agua em quantidade de
2,5 vezes a massa seca do papel. As amostras foram mantidas
em camara de germinagdo com temperatura de 25°C.

Os resultados do teste de germinagdo foram comparados
com testes realizados em casa de vegetacdo com plantas no
estagio V, (Fehr e Caviness, 1977). O experimento em casa de
vegetagao foi realizado com sementes germinadas em papel
de germinagao em camara de crescimento a 25°C £ 1 ¢ 100%
de umidade relativa do ar. O delineamento estatistico foi em
blocos casualizados (DBC), com quatro blocos contendo
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50 plantas de cada evento GM e suas respectivas isolinhas
convencionais (padrdes ndo transformados), de acordo com o
manual de regras de analise de sementes (Brasil, 2009). Apo6s
5 dias, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos
de 0,5 L forrados com 1 lamina de papel filtro e contendo
600 g da mistura substrato:areia (1:1 volume/volume), sendo
o substrato constituido pela mistura terra:areia:composto
organico (3:2:2).

Quando as plantas atingiram o estadio vegetativo V.
foi realizada a pulverizac¢do foliar do herbicida (Finale®)
na concentragdo de 200 g L' (20%) de glufosinato de
amoénio como principio ativo. Sete dias apds a aplicagao,
a contagem de plantas mortas e vivas foi realizada. Para a
analise estatistica dos dados fez-se uso da ANOVA seguida
do teste de Tukey (p>0,05) realizada pelo software SASM-
Agri (Canteri et al., 2001).

3 Resultados e Discussao

Os dados de porcentagem de germinagdo mostraram
linhagens sensiveis e resistentes ao herbicida (Figura 1). Nas
linhagens GMs 2Ia4, 20a4 e 5Hal0 foi confirmado o fen6tipo
de resisténcia ao herbicida, embora o percentual de germinagao
no tratamento com herbicida tenha sido um pouco inferior ao
controle (Figura 1). Ja o evento GM 1Ea2939 ndo apresentou
diminui¢do na germinagdo na presenc¢a do glufosinato de amonio.

Os eventos GMs 2Hall, 2Ia4 3Pa4 ¢ 1Eal5 mostraram-
se sensiveis ao tratamento com o herbicida. Nesses eventos,
embora a presenga do gene bar tenha sido confirmada, o nivel
de expressao pode ndo ter sido suficiente para a manifestag@o
do fenotipo de resisténcia ao herbicida. No tratamento-controle,
todos os materiais GMs apresentaram altas taxas de germinagao,
0 que comprova o alto vigor inicial das sementes utilizadas
no experimento.

TH"

u Controle ® Tratado

Figura 1. Porcentagem de germinacao (%) das linhagens GMs e em suas respectivas isolinhas convencionais. Letras comparam os tratamentos nas
concentragdes de 0 ¢ 0,2 g L' de glufosinato de aménio pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Figure 1. Germination percentage (%) of GM lineages and their conventional respective isolines. Letters compare treatments at concentrations of 0

and 0.2 g L' ammonium glufosinate by the Tukey test at 5% significance.
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Embora a confirmagao da presenca do gene bar tenha sido
positiva em todas as linhagens GMs, observa-se que ocorrem
diferencas no fendtipo de resisténcia entre os diferentes
gendtipos GMs. Essas diferengas podem estar associadas a
variagdes no nivel de expressdo desse gene, que pode variar
de acordo com o local de insercdo do genoma hospedeiro. O
método de transformag@o genética utilizado na obtengdo das
linhagens GMs testadas neste estudo foi o de Agrobacterium.
Por essa metodologia, a transferéncia do gene para o genoma da
planta ocorre de forma aleatdria. Estudos prévios ja relataram
que a posicao de insergdo do gene no genoma tem correlagdo
com a expressao do fenotipo (Pawlowski e Somers, 1996). O
fato de o gene ser inserido de forma aleatoria no genoma pode
influenciar no fenotipo da planta uma vez que existem regides
com diferentes niveis de compactagdo, expressao e tipo de
atividade (intron, exon). Uma mesma construgao inserida em
locais diferentes pode ser expressa de forma diferente e assim
apresentar fendtipos diferentes.

Resultados similares com niveis variados de resisténcia
ao glufosinato também foram observados em arroz. Cui et al.
(2016) registraram que 73% das plantas positivas para o gene bar
cresceram normalmente sem clorose ou descoloragdo, indicando
que o gene conferiu resisténcia ao glufosinato de amoénio as
plantas GMs. Segundo Carbonari et al. (2016), a presenga do gene
bar,usado como marcador, garante um bom nivel de resisténcia
ao herbicida, embora esteja abaixo do nivel de resisténcia de
cultivares transformados geneticamente exclusivamente para
este propdsito, como as comercialmente liberadas.

Considerando-se as cultivares isolinhas no tratamento com
solucao de herbicida, a maioria das cultivares convencionais de
soja (BRS 184, BRS 283 ¢ BR 16) se mostraram sensiveis ao
tratamento com glufosinato, com auséncia na germinagdo — a
excegdo do cultivar IAC 100, que apresentou certa resisténcia
natural ao herbicida (Figura 1). A cultivar IAC 100 ¢ isolinha
convencional da linhagem GM 5Hal0; sendo assim, ndo ¢ possivel
concluir se a resisténcia ao glufosinato observada para o evento
GM 5Hal0 provém da inser¢do e expressao do gene bar ou se
¢ resultado dessa resisténcia natural do genotipo convencional.
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Quanto ao parametro comprimento das plantulas, a linhagem
1Ea2939 mostrou maior comprimento na presenga do herbicida
(Figura 2).

Plantulas das linhagens GMs 21a4, 20a4 e 5Hal0 apresentaram
crescimento em torno de 2,5 cm (Figura 2), enquanto plantulas
da linhagem 1Ea2939 apresentaram o comprimento em torno
de 7,0 cm (Figura 2 ¢ 3).

Em muitas culturas economicamente importantes, como
a soja, a condi¢do inicial de germinacdo ¢ crucial para as
proximas etapas de desenvolvimento e consequentemente para
a produtividade final, uma vez que um baixo estande inicial de
plantas favorece o desenvolvimento de plantas daninhas e pode
resultar em plantas muito ramificadas e de altura reduzida, o que
também eleva as perdas no momento da colheita (Vazquez et al.,
2008). Em trigo, um estudo mostrou que embrides germinados
em altas concentra¢des de glufosinato de aménio apresentaram
plantulas menores e tiveram o desenvolvimento e crescimento
atrasados, refletindo em parametros de produtividade menores
(Ay et al., 2012). Assim, a resisténcia inicial de linhagens de
soja GMs que contenham o gene bar como gene marcador
pela germinag@o e comprimento de plantulas na presenga do
herbicida, pode facilitar a selegdo de linhagens mais promissoras
para programas de melhoramento genético.

As linhagens com maior sobrevivéncia foram 2la4, 20a4,
5Hal0 e 1Ea2939, confirmando a resisténcia ao herbicida
conferida pelo gene marcador bar (Figura 5). Estes resultados
corroboraram o teste de germinac¢ao e comprimento de plantulas.

Para as plantas da linhagem GM 5Hal0, a sobrevivéncia
registrada foi de 75% quando comparada a sua isolinha IAC
100. Ja para os eventos 2Ia4 e 20a4, mais de 50% das plantas
sobreviveram e, para a linha 1Ea2939, 100% das plantas
sobreviveram. Todos estes dados mostram-se significativamente
diferentes de suas respectivas isolinhas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia (Figura 5). Todas as plantas
provenientes das outras linhagens GMs e de suas isolinhas
convencionais morreram ap6s a aplicagdo da dose de campo
em casa de vegetagdo, corroborando os dados obtidos para as
sementes em papel de germinagdo embebido com herbicida.

i Controle ® Tratado

Figura 2. Comprimento de plantula (cm) das linhagens GMs e em suas respectivas isolinhas convencionais. Letras comparam os tratamentos nas
concentragdes de 0 ¢ 0,2 g L' de glufosinato de amonio. Teste de Tukey a 5% de significancia.

Figure 2. Seedling length (cm) of GM lineages and their respective conventional isolines. Letters compare treatments at concentrations of 0 and 0.2

g L' of ammonium glufosinate. Tukey Test at 5% significance.
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Figura 3. Efeitos do glufosinato de amoénio na germinagdo das sementes das linhagens GMs e em suas respectivas isolinhas convencionais. Em
A, a cultivar convencional BRS 184 e as linhagens GMs 2lal e 2la4 e. Em B, linhagens GMs 1Ea2939 e 1Eal5 e a cultivar convencional BR 16.
Sementes sob concentragdes de 0,0 (controle) e 0,2 g L' do herbicida glufosinato de amonio a 0,2% (concentragéo do composto ativo) por cinco dias.
A inibi¢do da germinagdo e do crescimento das plantulas foi bastante acentuado nas cultivares convencionais de soja e, mesmo a cultivar IAC 100,
que apresentou certa resisténcia natural ao herbicida no teste de germinagéo, teve comprimento de plantulas consideravelmente reduzido (Figura 4).

Figure 3. Ammonium glufosinate effects on GM lineage seed germination and their respective conventional isolines. In A, the conventional cultivar BRS
184 and the GM lineages 2lal and 2Ia4 e. In B, the GM lineages 1Ea2939 and 1Eal$5 and the conventional cultivar BR 16. Seeds under concentrations
of 0.0 (control) and 0.2 g L' of the herbicide ammonium glufosinate at 0.2% (concentration of the active compound) for five days. The inhibition
of seedling germination and growth was greatly accentuated in conventional soybean cultivars and even the cultivar IAC 100, which featured some
natural resistance to the herbicide on the germination test, had a considerably reduced seedling length (Figure 4).
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Figura 4. Efeitos do glufosinato de amoénio na germinacdo das sementes das linhagens GMs e em suas respectivas isolinhas convencionais. Em A,
linhagens GMs 3Pa4 e 20a4 e cultivares convencionais BRS 184 ¢ BRS 283. Em B, linhagens GMs 2Hall e 5SHall e cultivares convencionais BRS
184 ¢ IAC 100. Sementes sob concentragdes de 0,0 (controle) e 0,2 g L' do herbicida glufosinato de amonio a 0,2% (concentragdo do composto
ativo) por cinco dias.

Figure 4. Ammonium glufosinate effects on GM lineage seed germination and their respective conventional isolines. In A, GM lineages 3Pa4 and
20a4 and conventional cultivars BRS 184 and BRS 283. In B, GM lineages 2Hall and SHall and conventional cultivars BRS 184 and IAC 100. Seeds
under concentrations of 0.0 (control) and 0.2 g L' of the herbicide ammonium glufosinate at 0.2% (concentration of the active compound) for five days.
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Figura 5. Porcentagem da sobrevivéncia em casa de vegetagdo (CV) das linhagens GMs e em suas respectivas isolinhas convencionais. Letras
comparam os tratamentos nas concentragdes de 0 e 0,2 g L' de glufosinato de aménio. Teste de Tukey a 5% de significancia.

Figure 5. Percentage of survival in greenhouse (CV) of GM and their respective isolines. Letters compare treatments at concentrations of 0 and 0.2

g L' of ammonium glufosinate. Tukey Test at 5% significance.

E importante ressaltar que o método de selegiio via herbicida
em sementes pode ser mais informativo que a PCR convencional,
uma vez que, além de mostrar a presenca do transgene, ele é
capaz de mostrar se o gene de fato esta exercendo sua fungdo
fenotipica de resisténcia. A PCR por si s6 ¢ capaz de mostrar a
presencga ou auséncia do transgene; porém, o teste de resisténcia
ainda deve ser realizado, tornando a técnica dependente de um
teste de selecdo posterior para averiguar a presenca do fenotipo.

4 Conclusoes

O teste de germinagdo e de comprimento de plantulas
em substrato de papel umedecido com solucdo do herbicida
glufosinato de amonio mostrou-se eficiente, rapido e pratico; por
isso, pode ser indicado para a sele¢do precoce de plantas GMs
de soja que contenham o gene bar como marcador de selecdo.
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