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RESUMO

Mediante a insercao de novos genes por transgenia, os fatores intrinsecos as sementes, tais
como genotipo, fisiologia e composicdo quimica, podem ser modificados de maneira a serem
acentuados e sua interacdo com os fatores extrinsecos ser alterada, influenciando sobremaneira
na producdo e na qualidade das sementes. Assim, objetivou-se verificar se a proteina crylAc
afeta a qualidade de sementes de soja IPRO em comparacéo a cultivares de soja RR, avaliando-
se desempenho agrondmico, composic¢do quimica e fisiologia de sementes. Foram utilizadas
sementes de quatorze cultivares de soja transgénicas (RR e IPRO). Realizou-se a implantagédo
do campo de producdo de sementes em regido de clima classificado como Cwa, disposto em
blocos casualizados com 3 repeticdes. No capitulo 2, foram apresentadas as avaliacdes do
desempenho agronémico e eficiéncia fotossintética: nimero de legumes, nimero de nés por
planta, peso de 1000 sementes, produtividade, altura de plantas, altura de insercéo do primeiro
legume, indice de acamamento, leitura de clorofila a, b e total, razdo entre clorofila a/b,
determinacédo foliar dos nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, B, Zn, Fe e Mn. A capacidade
fotossintetica das cultivares IPRO pode ser afetada pela inser¢do do gene CrylAc refletindo
nos componentes de producdo: produtividade, nimero de vagens e nimero de nos. A utilizacao
de nutrientes ligados ao processo fotossintetético, N, Mg e Mn, pelo grupo de cultivares de soja
IPRO € menos eficiente em comparacdo ao grupo de cultivares RR. No capitulo 3 foram
realizadas as avaliacfes da composi¢do quimica das sementes produzidas através de andlise
centesimal. Maiores teores de proteina nas sementes proporcionam maior germinacao e vigor,
ao contrario de maiores teores de 6leo. H4 um menor incidéncia de danos por percevejos em
sementes com alta concentracdo proteica e maior ocorréncia em sementes com altas
concentracdes de carboidratos. No capitulo 4 foi avaliado a qualidade de sementes pelos testes
de germinacdo, emergéncia, envelhecimento acelerado, condutividade elétrica, tetrazdlio,
analises enzimaéticas visuais e quantificadas. Em relacdo as cultivares RR, a inser¢do do gene
CrylAc em cultivares IPRO apresenta indicios de afetar a qualidade fisioldgica das sementes.
Né&o ha diferencas entre os padrdes de expressdo enzimatica de cultivares RR e IPRO.

Palavras-Chave: Glycine max, Bacillus thurigiensis, tolerancia ao glifosato



ABSTRACT

Through the insertion of new genes by transgenics, the intrinsic factors, such as
genotype, physiology and chemical composition, can be modified in order to be accentuated
and their interaction with the extrinsic factors can be altered, greatly influencing the production
and quality of the seeds. Thus, the ain was to verify if the crylAc protein affects the quality of
IPRO soybean seeds in comparison to RR soybean cultivars, evaluating agronomic
performance, chemical composition and seed physiology. Seeds of fourteen transgenic soybean
(RR and IPRO) cultivars were used. The seed production field was implanted in a climate region
classified as Cwa, arranged in randomized blocks with 3 repetitions. Chapter 2, the evaluations
of agronomic performance and photosynthetic efficiency were presented: number of pods,
number of nodes per plant, weight of 1000 seeds, productivity, plant height, insertion height of
the first pods, lodging index, reading the chlorophyll a, b and total chlorophyll apparatus, ratio
of chlorophyll a/ b, foliar determination of nutrients N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, B, Zn, Fe and Mn.
The photosynthetic capacity of IPRO cultivars can be affected by the insertion of the CrylAc
gene, reflecting in the production components: productivity, number of pods and number of
nodes. The use of nutrients linked to the photosynthetic process, N, Mg and Mn, by the group
of soybean cultivars IPRO is less efficient compared to the group of RR cultivars. Chapter 3,
the chemical composition of the seeds produced through centesimal analysis was carried out.
Higher levels of protein in the seeds provide greater germination and vigor, in contrast to higher
levels of oil. There is a lower incidence of damage by bedbugs in seeds with a high protein
concentration and a higher occurrence in seeds with high concentrations of carbohydrates.
Chapter 4, seed quality was evaluated by germination, emergence, accelerated aging, electrical
conductivity, tetrazolium tests, visual enzymatic analyzes and quantified. Regarding RR
cultivars, the insertion of the CrylAc gene in IPRO cultivars shows signs of affecting the
physiological quality of seeds. There are no differences between the patterns of enzymatic
expression of RR and IPRO cultivars.

Keywords: Glycine max, Bacillus turigiensis, glyphosate tolerance.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O principal desafio da agricultura mundial, consiste no uso eficiente de métodos
sustentaveis para a adaptacdo da producéo agricola frente as mudancas climaticas, de modo a suprir
a crescente demanda por alimentos (SENTELHAS et al. 2015). Pelos estudos verifica-se que seré
necessario um crescimento de cerca de 70% na producdo mundial de alimentos, até o ano de 2050,
visando alimentar uma populacdo estimada em 9,55 bilhGes de pessoas (FAO, 2014).

No Brasil, dentre as principais atividades estd o agronegdcio que tem sido capaz de
responder ao aumento da demanda mundial por alimentos com sucessivos recordes de producao e
produtividade, capazes de atender a demanda interna e gerar crescentes excedentes exportaveis.
Dentre as culturas, a soja € a que mais se destaca nos quesitos citados.

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (2019) havera um incremento de 2,6%
na éarea total plantada com soja na safra 2019/2020, totalizando 36,8 milhdes de hectares, e 5,3%
na producdo em comparacdo com a safra 2018/2019, alcancando 121 milhdes de toneladas. Este
cenario de crescimento em producdo e area, que ocorre desde 1961, é possivel, ndo sé por
caracteristicas intrinsecas de fertilidade do solo e clima, mas também pela possibilidade de
mecanizacao, pre¢os competitivos, adocdo de politicas publicas levando em consideragdo 0s riscos
de zoneamento agroclimético, investimentos em pesquisa, melhoramento genético,
desenvolvimento de novas tecnologias e utilizacdo de sementes de qualidade (SENTELHAS et al.,
2015).

Atualmente a taxa de utilizacdo de sementes de soja é de 71%, segundo dados da safra
2017/2018. A producdo de sementes de soja na safra 2017/2018 foi de aproximadamente 3,1
milhdes de toneladas, 0,82 mil toneladas em Minas Gerais, 0 que representa um mercado com alto
potencial de exploracdo (SIGEF/MAPA, 2019).

A utilizacdo de sementes de qualidade aliada a aplicacdo da biotecnologia na agricultura,
por meio de cultivares geneticamente modificadas, tem atendido as demandas dos agricultores que
visam altas produtividades, adaptacGes a diversos ambientes, resisténcias e tolerancias a pragas e
doencas, além do melhoramento do valor nutricional dos alimentos. Para isso, operam estratégias

robustas de pesquisa e desenvolvimento que utilizam, em adicdo ao melhoramento genético
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convencional, ferramentas biotecnoldgicas avancadas como a selecdo genémica ampla e a
engenharia genética de precisdo, tambeém conhecida como edi¢do gendmica, para gerar novas
cultivares. Por meio dessas estratégias, milhares de gendtipos sdo avaliados anualmente e aqueles
selecionados sdo responsaveis pelos ganhos em produtividade (NEPOMUCENO, 2018). Das 2411
cultivares de soja registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 1819
cultivares, ou seja, 75% sdo referentes a cultivares geneticamente modificadas (RNC — Registro
Nacional de Cultivares, 2019). Cerca de 97% da soja plantada no pais é transgénica (ISAAA, 2020).

Dentre as cultivares de soja transgénicas mais utilizadas atualmente estéo as cultivares de
soja com tecnologia RR e IPRO. As cultivares RR possuem 0 gene cp4-epsps, oriundo de
Agrobacterium sp, que confere tolerancia ao herbicida Roundup®. As cultivares de soja IPRO,
denominadas MON 87701 x MON 89788, s&o resultantes do cruzamento, através do melhoramento
genético cléssico, dos parentais de soja geneticamente modificadas resistente a insetos, MON
87701 e tolerante a glifosato MON 89788. O evento MON 87701 possui o gene CrylAc, oriundo
de Bacillus thuringiensis e o evento MON 89788 possui 0 gene cp4 epsps, oriundo de
Agrobacterium sp.

No entanto, mesmo com a insercdo de genes que codificam para caracteristicas especificas
tais como a tolerancia a herbicidas e a resisténcia a insetos, foi observado em plantas e em outros
organismos que pode haver grande variagcdo nos niveis de expressao de um gene introduzido entre
eventos. Também pode haver diferencas nos padrbes espaciais ou temporais de expressao, por
exemplo, diferencas na expressdo de um transgene nos diferentes tecidos vegetais, que podem néo
corresponder aos padrdes esperados presentes na construcdo do gene introduzido, ou seja, 0 gene
podera se expressar com uma caracteristica distinta da qual foi esperada. Por esta razdo é comum
produzir centenas de milhares de eventos diferentes e rastrea-los para um unico evento que tenha
0s niveis e padrdes de expressdo de transgenes desejaveis para fins comerciais.

Por exemplo, somente um nimero reduzido de eventos foram testados para a expressao em
plantas, dos diversos eventos, com propriedades inseticidas, extraidos de Bacillus thuringiensis.
Dentre eles, estdo as proteinas Cryl 's, Cry3, VIP3A, Cry34, Cry35 e Cry2Ab, sendo que todas as
proteinas Cry, para atingir altos niveis de expressdo na planta e possuir o padrdo de transgene
desejavel, ou seja, acdo inseticida sobre determinado grupo de insetos, teve que ser direcionada

para o cloroplasto de modo a evitar efeitos fitotoxicos indesejaveis (GAO et al., 2013).
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Portanto, se caso o gene CrylAc, presente na soja IPRO, inserido na regido do cloroplasto
apresentar um mal funcionamento ou incompatibilidade, o efeito negativo ira se manifestar na
eficiéncia fotossintética da planta (GAO et al., 2013). De forma secundaria, esta manifestacéo ira
se refletir na composi¢cdo quimica e na qualidade das sementes produzidas pelas plantas.

Outro fator que se relaciona a inser¢do de novos genes em um organismo e gera
modificagdes no perfil metaboldmico da planta sdo os efeitos pleiotropicos, os quais sao
decorrentes da inser¢do ou da manipulacéo genética conduzida. Este efeito, que pode ser previsivel
ou ndo, acontece quando um Unico gene controla diversas caracteristicas do fen6tipo que muitas
vezes ndo estdo relacionadas.

Torna-se, portanto, um desafio identificar gendtipos que possuem um potencial genético
elevado para caracteristicas de qualidade fisiologica, visto a complexidade do controle genético
para essa caracteristica. Para tanto é imprescindivel a realizacdo de pesquisas voltadas ao estudos
dos genodtipos de cultivares de soja transgénicas, para verificar se a proteina crylAc afeta a
qualidade de sementes de soja IPRO em comparacdo a cultivares de soja RR, avaliando-se

desempenho agrondmico, composicao quimica e fisiologia de sementes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da soja e a transgenia

A soja é referenciada como uma commodity de relevancia social, econémica e comercial
diante do contexto desta cultura nos diferentes setores do agronegocio. Além de ser a principal
fonte de proteina vegetal destinada a alimentacdo animal e humana, a soja destaca-se também na
producdo de dleo e de ampla gama de produtos industrializados (GAZOLLA-NETO et al., 2015;
USDA, 2019).

Para suprir tal mercado, é necessario a producao de um elevado volume de grdos. Em 1968, a
producdo de grdos de soja era de 600 mil toneladas/safra. Hoje, a previsdo para a safra 2019/2020,
segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (2019) sera de aproximadamente 121
milhdes de toneladas.

Estes ganhos em produtividade sdo devidos aos investimentos em novas alternativas e
tecnologias para melhor aproveitamento da area agricola, reducdo do uso de insumos e
consequentemente do custo de produgdo (GAZOLLA-NETO E GADOTTI, 2014). As tecnologias
sdo veiculadas por meio das sementes que carregam 0s avancos do melhoramento genético e da
biotecnologia, agregando valor ao produto final através de caracteristicas desejaveis como a
adaptacdo a diferentes ambientes e tipos de estresse abidticos, resisténcia a pragas e doencas, altas
produtividades, além de atender as demandas dos produtores que visam menor custo e maior lucro
(FERREIRA et al., 2016; ROSSI, 2012).

O avango tecnoldgico proporcionado por eventos transgénicos tem alavancado grandes
vantagens durante o cultivo da soja, principalmente ganhos em produtividade. Cerca de 97% da
soja plantada no pais € transgénica (ISAAA, 2020). Das 2411 cultivares de soja registradas no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, 1819 cultivares, ou seja, 75% séo referentes
a cultivares geneticamente modificadas, com 11 eventos distintos registrados, tais como GTS-40-
3-2: Soja Geneticamente modificada tolerante ao herbicida glifosato (Soja Roudup Ready), com
747 cultivares registradas; BPS-CV127-9: Soja geneticamente modificada tolerante aos herbicidas
do grupo quimico das imidazolinonas (Soja CV127), com 11 cultivares registradas; MON87701 x

MONZ89788: Soja geneticamente modificada resistente a insetos e tolerante ao herbicida glifosato
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(Soja Intacta RR2PRO), com 897 cultivares registradas; A5547-127: Soja geneticamente
modificada tolerante ao herbicida glufosinato de aménio (Soja LL), com 17 cultivares registradas;
MON 87751: Soja geneticamente modificado resistente a insetos da ordem lepiddptera (Soja MON
87751), que embora tenha o evento registrado, ainda ndo possui cultivar disponivel; MON 87751,
MON 87708, MON87701, MON 89788: Soja geneticamente modificada resistente a insetos e
tolerante aos herbicidas dicamba e glifosato (Soja MON 87751 x MON 87708 x MON87701 x
MON 89788 / Soja Combinada 1) com 81 cultivares registradas; MON 87708, MON 89788: Soja
geneticamente modificada tolerante aos herbicidas dicamba e glifosato (Soja MON 87708 x MON
89788), com 6 cultivares registradas; FG72 e A5547-127: Soja geneticamente modificada tolerante
aos herbicidas glifosato, glufosinato de amonio e isoxaflutole (Soja FG72 x A5547-127), que
embora tenha o evento registrado, ainda ndo possui cultivar disponivel, DAS-44406-6: Soja
geneticamente modificada tolerante aos herbicidas 2,4-D, glifosato e glufosinato de amonio (Soja
DAS-44406-6), com 15 cultivares registradas; DAS-81419-2: Soja geneticamente modificada
resistente a insetos e tolerante ao glufosinato de aménio (Soja DAS-81419-2), com 3 cultivares
registradas; DAS-44406-6 x DAS-81419-2: Soja geneticamente modificada resistente a insetos e
tolerante aos herbicidas 2,4-D, glifosato e glufosinato de aménio (Soja Conkesta Enlist E3), com
42 cultivares registradas (RNC — Registro Nacional de Cultivares, 2019).

Atualmente, a maior parte da area cultivada de soja esta focada no cultivo da soja Roundup
Ready (RR) tolerante ao glifosato, cujo evento determinante ¢ MON 89788 (THE AMERICAN
SOYBEAN ASSOCIATION,2019). Trata-se de uma segunda geracdo de soja tolerante ao
herbicida glifosato recebeu a denominacdo MON 89788, em adicdo ao evento aprovado pela
CTNBio GTS 40-3-2. Este novo evento traz uma variante para a expressdo do gene cp4 epsps
através do uso do promotor do virus mosaico da escrofularia (figwort), ou simplesmente promotor
FMV, o que o difere do evento GTS 40-3-2. De forma distinta da modificagéo anterior, na qual se
empregou biobalistica, a transformacéo foi realizada por Agrobacterium tumefasciens em tecido
de soja convencional A3244 (PADGETTE et al., 1996). O organismo doador do gene cp4 epsps,
Agrobacterium sp., cepa CP4, é uma bactéria comum de solo e que teve este gene mutado
naturalmente. Esta mutacdo fez com que este gene codificasse para a producdo da enzima CP4
EPSPS tolerante ao glifosato. Esta enzima € estrutural e funcionalmente semelhante as enzimas

EPSPS enddgenas de plantas e microrganismos. A rapida ado¢éo global da soja Roundup Ready
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esta ligada a eficécia e eficiéncia de custo significativos no controle de plantas daninhas, que podem
causar prejuizos no indice de produtividade, qualidade do produto e rendimento da colheita bem
como aumento no consumo de herbicidas (MATAVELI et al., 2010).

Outra demanda do mercado a fim de reduzir os custos e facilitar 0 manejo das areas
implantadas com soja foi a resisténcia a insetos prejudiciais a cultura. Por meio da biotecnologia
agricola moderna, desenvolveu-se variedades de soja que contém o gene derivado de Bacillus
thuringiensis, crylAc, evento denominado MON 87701 (FERRE & VAN RIE, 2002; MIKLOS et
al., 2007). A expressdo da proteina CrylAc confere resisténcia a insetos. A soja MON 87701 foi
produzida pela metodologia de transformacdo mediada por Agrobacterium usando o plasmideo
PV-GMIR9, que é um vetor binario. O T-DNA | contém o cassete de expressdo do gene crylAc e
0 T-DNA Il contém o cassete de expressao do gene cp4 epsps, usado apenas como marcador de
selecdo. Apos a identificacdo das plantas modificadas com o gene CrylAc, o T-DNA Il foi
segregado por melhoramento classico gerando plantas que continham o cassete de expressdo do
gene crylAc e receberam o nome de soja MON 87701 (CTNBIO, 2010). O objetivo dessa
transformacéo foi de reduzir o uso de inseticidas para controlar lepidopteros praga em regides
tropicais e subtropicais, sobretudo contra o atague de Anticarsia gemmatalis, lagarta da soja e de
Pseudoplusia includens, a falsa medideira, como alvos primarios, e Crocidosema aporema, a broca
das axilas, e Rachiplusia nu, também conhecida como falsa medideira, como alvos secundarios,
porém importantes em lavouras da América do Sul (FERRE & VAN RIE, 2002; MIKLOS et al.,
2007).

O organismo doador do gene crylAc, Bacillus thuringiensis, tem sido empregado
comercialmente ha muitos anos em formulagdes derivadas de bactérias devido a atividade
inseticida. Além disso, formulagdes comerciais de B. thuringiensis contendo essas proteinas tém
sido utilizadas no Brasil e em outros paises para o controle de algumas pragas agricolas ha mais de
40 anos. As plantas transgénicas que expressam as proteinas inseticidas da bactéria B. thuringiensis
foram comercializadas pela primeira vez em 1996 e pelo menos 16 empresas se envolveram no
desenvolvimento de cultivares com genes Bt (ZHAO, et al.,2003). Em 24 anos 0s genes que
codificam as toxinas Bt tornaram-se importantes inseticidas de diversas culturas geneticamente
modificadas. Essas culturas permitiram um ganho econémico a produtores de todo 0 mundo bem

como a reducao do uso de outros inseticidas (ZHAO, et al.,2003).
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Os eventos MON 89788 e MON 87701 s&o eventos distintos, expressos em organelas
celulares diferentes, que conferem caracteristicas importantes para o0 melhoramento genético e
produtos multitrait. Mais recentemente, o evento MON 87701 foi piramidado ao MON 89788
dando origem a soja MON 87701 x MON 89788, que confere resisténcia a insetos e tolerancia a
herbicida. As cultivares de soja IPRO, denominadas MON 87701 x MON 89788, sdo resultantes
do cruzamento, atraves do melhoramento genético classico, dos parentais de soja geneticamente
modificadas MON 87701 e MON 89788. A soja MON 87701 x MON 89788 apresenta
caracteristicas das sojas parentais, ou seja, € resistente a insetos (expressdo da proteina CrylAc) e
apresenta tolerancia ao glifosato (expressao da proteina CP4 EPSPS) e sua utilizacdo tem sido cada
vez mais crescente por aliar duas caracteristicas de interesse comercial. Este fato se comprova pelo
namero de cultivares registradas que possuem este evento, 897 cultivares, que ultrapassa o evento
pioneiro GTS 40-3-2, com 737 cultivares registradas (RNC, 2020).

No entanto, a piramidacao de genes pode refletir de forma negativa a certas caracteristicas
da cultura, tais como a qualidade das sementes produzidas que podem apresentar um baixo
potencial fisiolégico (PESKE et al., 2012; CARVALHO & NOVEMBRE, 2011). Esta
caracteristica tem sido levantada por produtores de sementes de soja MON 87701 x MON89788 a
qual recebeu através de transgenia o gene CrylAc, que confere a soja Roudup Ready, RR, a
resisténcia a insetos. No entanto, o bom desempenho da cultura no campo é dependente ndo s6 do
ambiente de cultivo como também do gendtipo do material, e, devido a este fato, torna-se tdo
complexo o entendimento a respeito dos genes que sdo expressos mediante a um estimulo externo
(NEPOMUCENO, 2018). Esta compreensdo € ainda mais dificultada quando se trata de genes
inseridos através de transgenia em regides especificas do genoma, pois sabe-se que a expressao
destes genes em plantas € influenciada pela sua posicdo cromossdmica. Por esse motivo, muitas
vezes, durante o processo de identificacdo e insercdo do gene de interesse € necessario filtrar um
grande nimero de eventos para identificar um evento caracterizado pela expressdo 6tima de um
gene de interesse introduzido (GAO et al.,2013).

Durante os testes para liberacdo comercial da soja MON 87701 x MON 89788, valores
médios das caracteristicas fenotipicas e agronémicas em duas safras consecutivas com as sojas
GM, a obtida por cruzamento e suas parentais mono modificadas, comparadas as sojas

convencionais, controle e referéncias comerciais, ndo diferiram significativamente, exceto para a
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altura de plantas de soja MON 89788. No entanto, esta diferenca manteve-se dentro do intervalo
de variacéo estabelecido para este parametro em referéncias comerciais plantadas sob as mesmas
condicdes. A diferenca foi atribuida a variabilidade genética entre cultivares de soja. E com isto
concluiram que inexistem efeitos adversos nas caracteristicas fenotipicas e agrondémicas da soja
com genes piramidados, MON 87701 x MON 89788, provenientes das modificacdes genéticas
individuais apds introducdo de genes de resisténcia a insetos e de tolerancia ao herbicida glifosato,
bem como da presenca dos dois fatores na mesma planta.

Os resultados da caracterizagdo molecular do evento piramidado MON 87701 x MON
89788, confirmam a insercdo de uma cdpia funcional do cassete que contém o gene crylAc em um
unico loco gendmico. A estabilidade deste loco foi avaliada em 5 geracGes de cruzamento no
genitor MON 87701, sendo que no evento piramidado ndo se observou qualquer alteracédo
fenotipica ou rearranjo. No Brasil, ensaios mostraram que os niveis médios da proteina inseticida
ndo variaram substancialmente entre o evento Unico e o piramidado considerando cada uma das
partes da planta avaliadas — forragem, tecidos de folha e gréos - e quatro locais de coleta, em duas
safras 07/2008 e 08/2009. Da mesma forma, a caracterizacdo molecular do evento piramidado
MON 87701 x MON 89788 confirmam a insercdo de uma cdpia do cassete funcional e intacto do
gene cp4 epsps em um unico loco gendmico, sendo que no evento piramidado ndo se observou
qualquer alteracdo fenotipica ou rearranjo. Também, os niveis médios da proteina exdgena nao
variaram substancialmente entre o evento Unico e o piramidado.

No entanto, foi observado em plantas e em outros organismos que pode haver grande
variacdo nos niveis de expressdo de um gene introduzido entre eventos. Também pode haver
diferencas nos padrdes espaciais ou temporais de expressao, por exemplo, diferengas na expressao
de um transgene nos diferentes tecidos vegetais, que podem ndo corresponder aos padrdes
esperados presentes na construcdo do gene introduzido, ou seja, 0 gene podera se expressar com
uma caracteristica distinta da qual foi esperada. Por esta razdo € comum produzir centenas de
milhares de eventos diferentes e rastrea-los para um unico evento que tenha os niveis e padrdes de
expressao de transgenes desejaveis para fins comerciais (GAO et al.,2013).

Somente um numero reduzido de eventos foram testados para a expressdo em plantas, dos
diversos eventos, com propriedades inseticidas, extraidos de Bacillus thuringiensis. Dentre eles,

estdo as proteinas Cryl's, Cry3, VIP3A, Cry34, Cry35 e Cry2Ab, sendo que estes, para atingir altos
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niveis de expressdo na planta e possuir o padrdo de transgene desejavel, ou seja, acao inseticida
sobre determinado grupo de insetos, teve que ser direcionada para o cloroplasto de modo a evitar
efeitos fitotoxicos indesejaveis.

Tendo em vista a complexidade de expressao de genes inseridos em plantas por meio de
transgenia e os efeitos provenientes destas tecnologias é imprescindivel o estudo detalhado de

cultivares que possuem genes piramidados devido ao alto potencial comercial.

2.2 Desempenho agronémico da cultura da soja

O desenvolvimento da planta de soja e a qualidade de sementes sdo altamente influenciados
por elementos climaticos provenientes da radiacdo solar, como fotoperiodo e temperatura. E devido
a estes fatores, a classificacdo quanto a maturidade ou ciclo de maturacdo é baseada na
adaptabilidade da cultivar de soja em utilizar efetivamente a estacdo de crescimento de uma
determinada regido (VAN ROEKEL et al., 2015).

No entanto, 0 bom desempenho da cultura no campo é dependente ndo s6 do ambiente de
cultivo como também do gendtipo do material, e, devido a este fator, torna-se tdo complexo o
entendimento a respeito dos genes que sdo expressos mediante a um estimulo externo. Esta
compreensdo € ainda mais dificultada quando se trata de genes inseridos através de transgenia em
regides especificas do genoma, pois sabe-se que a expressao destes genes em plantas € influenciada
pela sua posi¢do cromossomica. Por esse motivo, muitas vezes, durante o processo de identificagdo
e insercdo do gene de interesse é necessario filtrar um grande nimero de eventos para identificar
um evento caracterizado pela expressdo Otima de um gene de interesse introduzido
(NEPOMUCENDO, 2018).

Foi observado em plantas e em outros organismos que pode haver grande variagdo nos
niveis de expressdo de um gene introduzido entre eventos. Também pode haver diferencas nos
padrdes espaciais ou temporais de expressdo, por exemplo, diferengas na expressdo de um
transgene nos diferentes tecidos vegetais, que podem ndo corresponder aos padrdes esperados
presentes na construcdo do gene introduzido, ou seja, 0 gene podera se expressar com uma

caracteristica distinta da qual foi esperada. Por esta razdo é comum produzir centenas de milhares
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de eventos diferentes e rastrea-los para um unico evento que tenha os niveis e padrdes de expressao
de transgenes desejaveis para fins comerciais.

Somente um numero reduzido de eventos foram testados para a expressdo em plantas, dos
diversos eventos, com propriedades inseticidas, extraidos de Bacillus thuringiensis. Dentre eles,
estdo as proteinas Cryl 's, Cry3, VIP3A, Cry34, Cry35 e Cry2Ab, sendo que esta tltima, para atingir
altos niveis de expressdo na planta e possuir o padrdo de transgene desejavel, ou seja, acéo
inseticida sobre determinado grupo de insetos, teve que ser direcionada para o cloroplasto de modo
a evitar efeitos fitotdxicos indesejaveis (GAO et al., 2013).

Os cloroplastos sdo organelas responsaveis pelo armazenamento dos pigmentos vegetais,
tais como as clorofilas. A captura da energia luminosa utilizada na fotossintese é realizada por
clorofilas que sdo essenciais na conversdo da radiacdo luminosa em energia quimica na formacéo
de ATP e NADPH. Devido a isto, as clorofilas estdo relacionadas a eficiéncia fotossintética das
plantas, podendo ser estimada pela concentragdo do pigmento fotossintético, bem como ao
crescimento e a adaptabilidade a diferentes ambientes (SORDI, et al., 2017; RIGON, et al., 2012).

Portanto, se caso o gene Cry2Ab inserido na regido do cloroplasto apresentar um mal
funcionamento ou incompatibilidade, o efeito negativo ird se manifestar na eficiéncia fotossintética
da planta (GAO et al., 2013). Na cultura da soja, varios processos de formacdo da lavoura, tais
como a fotossintese, propriamente dita, elongacdo da haste principal, nimero de ramificacdes,
expansdo foliar, pegamento de flores e vagens, formacdo de sementes e fixacdo biologica de
nitrogénio, sao afetados pelas porcentagem de radiacdo ativa e eficiéncia energética do processo
fotossintético (CAMARA, 2016).

A fotossintese é o processo vital de transformacédo de energia luminosa em energia quimica
necessaria ao crescimento e desenvolvimento de plantas, diretamente relacionado a produtividade
e & qualidade de sementes. Isto porqué a maximizacdo da produtividade vem em decorréncia do
transporte de fotoassimilados para os 6rgéos reprodutivos e, a qualidade de sementes, da maior
eficiéncia na utilizacdo da radiagéo solar pelos drenos prioritarios das plantas na fase reprodutiva
(TAIZ et al., 2017).
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2.3 Composi¢do quimica de sementes

A qualidade de sementes é uma caracteristica que se alcanga por meio de uma producéao
bem realizada. Sabe-se que para produzir sementes de qualidade € necessario conhecer todas as
etapas de desenvolvimento de sementes de modo a aprimorar as tecnologias de producédo e
identificar as causas de comportamentos peculiares no desempenho de sementes.

Para tanto, o estudo da composicdo quimica das sementes é de extrema relevancia, pois
além de direcionar a producdo de acordo com o0s objetivos almejados, seja para a producéo de
alimentos, matéria prima industrial, farmacos, entre outros, nos permite alia-la a qualidade de
sementes.

A concentracdo de lipideos e proteinas em soja é um importante determinante no valor da
soja nos mercados domeéstico e global (ROTUNDO et al., 2009). Para atender as demandas dos
padrdes industriais, tem-se desenvolvido cultivares com elevado teor de proteina, no entanto,
estudos demonstram que um aumento na concentracdo proteica da soja esta associada a um menor
rendimento e a uma correlagcdo negativa na producdo de sementes de qualidade (BERMAN ET
AL., 2009). Portanto a descoberta de bases fisioldgicas para a variacdo genotipica na composicao
de sementes é fundamental para superar esta restri¢do pratica na melhoria do valor de mercado da
soja.

Quando se trata de cultivares melhoradas geneticamente através de engenharia genética,
cultivares transgénicas, a base genotipica se torna um grande ponto de gargalo na composicao das
sementes. Segundo os documentos apresentados para liberacdo das cultivares de soja transgénicas
mais plantadas no mundo, MON 89788 e MON 87701 x MON 89788, ndo h& diferencas
composicionais entre os materiais. Os resultados das analises composicionais em graos cultivados
no pais, indicaram que as sojas parentais MON 87701 e MON 89788, assim como a soja MON
87701 x MON 89788 sdo equivalentes em termos de composicéo de nutrientes e antinutrientes a
soja convencional e as referéncias comerciais, com intervalos de dados de composicdo compativeis
com a literatura e bancos de dados internacionais. As analises de bioinforméatica demonstraram que
as proteinas CRY1AC e CP4 EPSPS ndo compartilham similaridades estruturais e de seqliéncia

com toxinas conhecidas ou proteinas biologicamente ativas que causam efeitos adversos a salude
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humana ou animal. As proteinas CRY1AC e CP4 EPSPS representam, respectivamente 0.0012%
e 0.04% da composicédo total dos grdaos (CTNBIO, 2010). Trabalhos realizados posteriormente
comparando as sojas convencionais, MON 89788 e MON 87701, concluiram que ndo houve
diferengas na composicdo quimica das sementes das cultivares, e, que qualquer eventual diferenca
é devida a interacdo geno6tipo x ambiente (BERMAN et al., 2010). Porém em termos de elementos
quimicos, sementes de soja trangenica possuem uma maior fracdo dos elementos Cu, Fe, Mn, S e
Zn (MATAVELI et al., 2010).

Sabe-se que a qualidade fisioldgica de sementes é determinada pela composi¢do quimica
das sementes, pois a disponibilidade de nutrientes durante o processo de formacdo e a
disponibilidade de compostos de pronta utilizacdo para o embrido do individuo ja formado podem
afetar a germinacdo e os processos posteriores a este evento (DELARMELINO- FERRARES et
al., 2014). E, embora a composic¢do quimica de sementes seja controlada geneticamente, fatores
bidticos e abidticos podem influenciar positiva ou negativamente nos teores de 6leo e proteinas das
sementes, tais como maturidade, estacdo de crescimento, localizacdo geogréfica e praticas
agrondmicas, refletindo na qualidade fisioldgica de sementes bem como no rendimento final da
cultura (BELLALOUI et al., 2015).

A maior parte dos estudos atribuem os entraves discutidos, principalmente os relacionados
a concentracdo proteica das sementes, ao suprimento nutricional e assimilacdo fotossintética da
planta durante o processo de formacédo e enchimento das sementes (EGLI & BRUNING, 2007;
NAEVE et al., 2008; ROTUNDO et al., 2009). Enquanto outros discutem que as condi¢bes
climaticas, determinadas pela época de semeadura, como temperatura e disponibilidade de agua, e
a posicdo da vagem na planta sujeita a um maior ou menor sombreamento, agem na modificacao
da concentragdo de 6leo e proteina nas sementes (ALBRECHT et al., 2008; BARROS &
SEDYAMA et al. 2009; BELLALOUI & GILLEN, 2010; BRUNO et al., 2015; SALES et al.,
2016; FINOTO et al., 2017).

Entretanto, faltam estudos que relacionem o baixo rendimento e a baixa qualidade
fisiologica de sementes de soja a fatores externos que vao além das fases de formacao e enchimento
de sementes, tais como o ataque de insetos pragas no campo em decorréncia da composicao

quimica de sementes.
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2.4 Qualidade de sementes

A qualidade de sementes expressa 0 potencial de desempenho das sementes, apds a semeadura,
que so6 sera identificada se for considerada a interacdo dos atributos genéticos, fisicos, fisiologicos
e sanitarios (MARCOS FILHO, 2005).

Sementes de alta qualidade garantem a sustentabilidade dos sistemas de producao de sementes
e grdos. No entanto, esta qualidade elevada é dependente de uma pré-disposicao genética para esta
caracteristica (MORENO et al., 2019). Sabe-se que o processo deteriorativo é atribuido tanto ao
gendtipo quanto a efeitos ambientais durante as fases de desenvolvimento, colheita, processamento,
armazenamento e tratamento, assim como a qualidade fisiologica de sementes (GRIS et al., 2010).

Quando as sementes atingem sua maxima qualidade fisioldgica, ou seja, atingem o ponto de
maturidade fisioldgico e se desligam da planta mae, tem-se o maior acimulo de matéria seca, vigor
e germinacdo. No entanto, muitas situacGes desfavoraveis contribuem para a reducdo do
desempenho maximo das sementes durante as etapas de producdo de sementes (MORENO et al.,
2019). E ainda, vale ressaltar, que a intensidade dos danos é variavel com fatores genéticos
intrinsecos de cada cultivar. Carvalho et al. (2014) e Gris et al. (2010), ao estudarem a relacdo do
teor de lignina com a qualidade fisiologica de sementes, concluiram que a qualidade fisioldgica das
sementes depende de cada gendtipo.

Portanto, a qualidade fisiologica de sementes pode ser associada ao fator genético pois ha
grande variacao entre as cultivares, atentando que quanto maior a qualidade fisioldgica de sementes
maior o potencial de um estande uniforme e desejavel (CAMARGOS et al., 2016).

Nota-se, em diversos estudos, que as cultivares de soja IPRO possuem caracteristicas
inadequadas sob o ponto de vista de desempenho agronémico, tais como altura, numero de nos e
namero de vagens, embora sejam mais produtivas. Rossi et al.(2017) estudando o desempenho de
cultivares de soja RR e IPRO observou que a cultivar IPRO possui menor altura de plantas e menor
numero de racemos, porém com maior nimero de gréos, maior peso de gréos/planta e maior
produtividade. Moreno et al.(2019) pesquisando diversas cultivares de soja observaram uma menor

qualidade fisioldgica de sementes de soja IPRO.
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Estas situagdes implicam em um impasse sob 0 ponto de vista comercial pois as cultivares
altamente produtivas permanecem no mercado mesmo apresentando baixa qualidade de sementes.
A baixa qualidade das sementes aliada a fatores bidticos e abioticos que interagem entre si torna-
se uma limitacdo para a exploragdo de &reas destinadas a producao de sementes, uma vez que nestas
sementes a velocidade e a intensidade de deterioragdo sdo maiores mesmo ocorrendo a atividade
de mecanismos de reparo a fim de retardar o declinio do desempenho das sementes (GAZOLLA et
al., 2015; AVILA E ALBRENCHT, 2010).

Este processo de deterioracdo de sementes esta diretamente relacionado a atividade enzimatica.
Muitos dos processos deletérios impostos pelas plantas submetidas a condi¢des adversas, sdo
mediados por espécies reativas de oxigénio (ERO’s) geradas em diferentes compartimentos
celulares, como consequéncia tanto do mau funcionamento de vias metabdlicas como dos
processos fisioldgicos normais. O efeito sinalizador ou destrutivo das ERO’s depende de suas
concentragdes, locais de producdo e interacdo com compostos relacionados a outros tipos de
estresse na planta, assim como do estadio de desenvolvimento da mesma (GECHEYV et al., 2006).

Os compostos antioxidantes sdo substancias que atuam em altas concentra¢es em substratos
oxidaveis, inibindo ou atrasando significativamente a peroxidac&o lipidica e também influenciam
na qualidade fisioldgica das sementes. As sementes em geral s&o ricas em acidos graxos essenciais,
fibras e compostos fendlicos que exercem atividade antioxidante (HALLIWELL, 1995).

A destruicdo do maior nimero de radicais livres e atividades das ERO’s ocorre por meio da
oxidacdo e dos antioxidantes enddgenos (LORENZI; MATOS, 2002). Uma vez formadas, as
espécies reativas de oxigénio, atuam nos tecidos vegetais causando danos, tantos fisiol6gicos como
bioguimicos. As espécies reativas de oxigénio, como superoxido (O2"), peréxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (OH"), séo produzidas constantemente como subprodutos de Vérias vias
metabolicas localizadas em diferentes compartimentos celulares (APEL; HIRT, 2004). Em células
de plantas, as ERO's, principalmente a H,O> sdo geradas no citosol, cloroplastos, mitocondrias,
peroxissomas e espaco apoplastico. As espécies reativas de oxigénio ocorrem normalmente no
metabolismo celular, porém, quando acumuladas tornam-se téxicas (QUAN et al., 2008).

Enzimas removedoras de radicais livres também desempenham papel importante na qualidade
de sementes. A enzima superdxido dismutase (SOD) é a primeira enzima do grupo que atua na

linha de defesa contra formas reativas de oxigénio, uma vez que esta enzima anula a acdo dos
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superoxidos Oz, catalisando reacGes de transferéncia de dois elétrons para a producéo de peréxido
de hidrogénio (H202) (MCDONALD, 1999).

A remocao de radicais livres também é realizada pela catalase (CAT), uma enzima intracelular,
encontrada nos glioxisomas, com capacidade de transformar formas reativas de oxigénio em
formas inofensivas, bem como a decomposicdo do perdxido de hidrogénio (LEHNINGER, 2006).

Outras enzimas envolvidas no processo de respiracdo das sementes também podem estar
relacionadas a qualidade fisiologica de sementes. A enzima Esterase (EST) esta envolvida com o
rompimento lipidico durante o processo de germinacdo. Este processo € relevante no
desenvolvimento do eixo embrionério, especialmente em sementes ricas em lipideos como no caso
da soja (CARVALHO et al., 2014b).

A élcool desidrogenase (ADH) é uma enzima que estd relacionada com a respiracdo
anaerobica, promovendo reducdo do acetaldeido e etanol. O acetaldeido acelera a deterioragdo das
sementes, portanto, com 0 aumento da atividade da ADH as sementes ficam mais protegidas contra
a acdo deletéria deste composto (ZHANG et al., 2008). Convertido em CO2 e em um fragmento de
dois carbonos (CAMPBELL, 2000).

Estudo da expressdo enzimatica relacionada a qualidade de sementes podem auxiliar na
selecdo de gendtipos com sementes de alta qualidade fisiol6gica durante o desenvolvimento de
novas cultivares. Desde a domesticacdo das plantas, a sele¢do de caracteristicas de interesse tem
sido realizada principalmente por meio do fenotipo. Com o desenvolvimento de técnicas
biotecnoldgicas vislumbrou-se a possibilidade de selecdo diretamente do gendtipo, por meio de
técnicas moleculares. Algum sucesso foi obtido, no entanto, € importante aprimorar 0s
conhecimentos sobre os fatores que interferem na qualidade fisioldgica, buscando a integracao de
informacdes geradas em niveis proteico e funcional.

Neste contexto, faz-se necessaria a utilizacdo de técnicas moleculares para elucidar as causas
das diferencas na qualidade fisioldgica de sementes de soja RR e IPRO que as mesmas vém

apresentando.
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CAPITULO 2 - INSER(;AO DO GENE CRY1AC E MODIFICACOES NO
DESEMPENHO AGRONOMICO E NA EFICIENCIA FOTOSSINTETICA DE
CULTIVARES DE SOJA

RESUMO: A produtividade da cultura da soja e a producdo de sementes de qualidade é
reflexo do desempenho do gendtipo da planta frente as respostas aos estimulos externos tais como
a radiacdo solar e o uso eficiente dos fotoassimilados. Desta maneira, objetivou-se com esta
pesquisa, identificar se a eficiéncia fotossintética e 0 desempenho agronémico de cultivares de soja
IPRO ¢ afetada em funcdo da insercdo do gene crylAc, em relacdo a cultivares RR observando,
concomitantemente, se o ciclo de maturagéo das cultivares interfere neste aspecto. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados com 3 repeti¢cdes, sendo sete cultivares de soja
transgénicas RR e sete IPRO. Foram realizadas as seguintes avalia¢des: altura de plantas, altura de
inser¢do do primeiro legume, indice de acamamento, nimero de legumes, nimero de nos por
planta, peso de 1000 sementes, produtividade, leitura do aparelho ClorofiLOG de clorofila a, b e
total e a razdo entre clorofila a/b e determinacdo dos nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, B, Zn, Fe
e Mn. O nivel de melhoramento genético das cultivares IPRO é insipiente em relagdo as cultivares
RR. A capacidade fotossintetica das cultivares IPRO pode ser afetada pela inser¢do do gene
CrylAc refletindo nos componentes de producdo: produtividade, nUmero de vagens e nimero de
nos. A utilizacdo de nutrientes ligados ao processo fotossintetético, N, Mg e Mn, pelo grupo de
cultivares de soja IPRO é menos eficiente em comparagdo ao grupo de cultivares RR. As cultivares
mais indicadas, levando-se em consideracdo o ciclo de maturacdo para clima temperado umido
com inverno seco e verdo quente, dentre 0s gendtipos estudados, sdo cultivar 3 RR de ciclo precoce,
cultivar 2 RR de ciclo médio e cultivar 9 IPRO de ciclo tardio. As cultivares 1 e 6 de tecnologia
RR e ciclo médio e as cultivares 8 e 12 de tecnologia IPRO e ciclo tardio ndo sdo indicadas para o
plantio em clima Cwa. A eficiéncia fotossintética das cultivares de ciclo precoce e médio é maior
que a verificada nas cultivares de ciclo tardio.

Palavras chave: Glycine max, clorofila, ClorofiLOG, IPRO, Roudup Ready
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CRY1AC GENE INSERTION AND MODIFICATIONS IN AGRONOMIC
PERFORMANCE AND PHOTOSYNTHETIC EFFICIENCY OF SOYBEAN
CULTIVARS

ABSTRACT - The productivity of the soybean crop and the production of quality seeds is
a reflection of the plant's genotype performance in response environmental such as solar radiation
and the efficient use of photoassimilates. In this way, the objective of this research was to identify
whether the photosynthetic efficiency and the agronomic performance of IPRO soybean cultivars
is affected by the insertion of the crylAc gene, in relation to RR cultivars, observing,
simultaneously, if the cultivation maturation cycle interferes with this aspect. The experimental
design used was a randomized block with 3 replications, with seven transgenic soybean cultivars
RR and seven IPRO. The following evaluations were carried out: height of plants, height of
insertion of the first pods, lodging index, number of pods, number of nodes per plant, weight of
1000 seeds, productivity, reading of the Chlorophyll a, b total and a Chlorophyll device ratio
between chlorophyll a/ b and determination of nutrients N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, B, Zn, Fe and Mn.
The level of genetic improvement of IPRO cultivars is insipient in relation to RR cultivars. The
photosynthetic capacity of IPRO cultivars can be affected by the insertion of the CrylAc gene,
reflecting in the production components: productivity, number of pods and number of nodes. The
use of nutrients linked to the photosynthetic process, N, Mg and Mn, by the group of cultivars of
IPRO soybean is less efficient compared to the RR cultivar group. The most suitable cultivars,
taking into account the maturation cycle for humid temperate climate with dry winter and hot
summer, among the studied genotypes, are to cultivate 3 RR of early cycle, cultivate 2 RR of
medium cycle and cultivate 9 IPRO of cycle late. Cultivars 1 and 6 with RR technology and
medium cycle and cultivars 8 and 12 with IPRO technology and late cycle are not suitable for
planting in Cwa climate. The photosynthetic efficiency of early and medium cycle cultivars is
greater than that observed in late cycle cultivars.

Keywords: Glycine max, chlorophyll, Chlorofilog, IPRO, Roudup Ready
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1 INTRODUCAO

A producdo de soja estd pautada na utilizagdo de todos os recursos disponiveis de forma
sustentavel, ou seja, busca reunir as tecnologias disponiveis no mercado, tais como cultivares
geneticamente modificadas com genes piramidados e a construcdo da fertilidade do solo atraves da
rotacdo de culturas e plantio direto, a fim de reduzir o uso exacerbante de defensivos e 0s impactos
ambientais, bem como os custos de producéo, vislumbrando altas produtividades e qualidade final.

Atualmente, a maior parte da area cultivada de soja esta focada no cultivo da soja Roundup
Ready (RR) tolerante ao glifosato, cujo evento determinante ¢ MON 89788 (THE AMERICAN
SOYBEAN ASSOCIATION,2019). Trata-se de uma segunda geracdo de soja tolerante ao
herbicida glifosato que recebeu a denominacdo MON 89788, em adigcdo ao evento aprovado pela
CTNBio GTS 40-3-2. Este novo evento traz uma variante para a expressdo do gene cp4 epsps
através do uso do promotor do virus mosaico da escrofularia (figwort), ou simplesmente promotor
FMV, o que o difere do evento GTS 40-3-2. De forma distinta da modificacdo anterior, na qual se
empregou biobalistica, a transformacdo foi realizada por Agrobacterium tumefasciens em tecido
de soja convencional A3244 (PADGETTE et al., 1996). O organismo doador do gene cp4 epsps,
Agrobacterium sp., cepa CP4, é uma bactéria comum de solo e que teve este gene mutado
naturalmente. Esta mutacdo fez com que este gene codificasse para a producdo da enzima CP4
EPSPS tolerante ao glifosato. Esta enzima é estrutural e funcionalmente semelhante as enzimas
EPSPS enddgenas de plantas e microrganismos. A rapida adogdo global da soja Roundup Ready
esta ligada a eficacia e eficiéncia de custo significativos no controle de plantas daninhas, que podem
causar prejuizos no indice de produtividade, qualidade do produto e rendimento da colheita bem
como aumento no consumo de herbicidas (MATAVELI et al., 2010).

Outra demanda do mercado a fim de reduzir os custos e facilitar 0 manejo das areas
implantadas com soja foi a resisténcia a insetos prejudiciais a cultura. Por meio da biotecnologia
agricola moderna, desenvolveu-se variedades de soja que contém o gene derivado de Bacillus
thuringiensis, crylAc, evento denominado MON 87701 (FERRE & VAN RIE, 2002; MIKLOS et
al., 2007). A expressao da proteina CrylAc confere resisténcia a insetos. A soja MON 87701 foi
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produzida pela metodologia de transformacdo mediada por Agrobacterium usando o plasmideo
PV-GMIRY, que é um vetor binario (CTNBIO, 2010).

Os eventos MON 89788 e MON 87701 sdo eventos distintos, expressos em organelas
celulares diferentes, que conferem caracteristicas importantes para 0 melhoramento genético e
produtos multitrait. Mais recentemente, o evento MON 87701 foi piramidado ao MON 89788
dando origem a soja MON 87701 x MON 89788, que confere resisténcia a insetos e tolerancia a
herbicida. As cultivares de soja IPRO, denominadas MON 87701 x MON 89788, séo resultantes
do cruzamento, através do melhoramento genético classico, dos parentais de soja geneticamente
modificadas MON 87701 e MON 89788. A soja MON 87701 x MON 89788 apresenta
caracteristicas das sojas parentais, ou seja, € resistente a insetos (expressdo da proteina CrylAc) e
apresenta tolerancia ao glifosato (expressdo da proteina CP4 EPSPS) e sua utilizacéo tem sido cada
vez mais crescente por aliar duas caracteristicas de interesse comercial (GAO et al., 2013). Este
fato se comprova pelo nimero de cultivares registradas que possuem este evento, 897 cultivares,
que ultrapassa o evento pioneiro GTS 40-3-2, com 737 cultivares registradas (RNC, 2020).

No entanto, o bom desempenho da cultura no campo é dependente ndo s6 do genétipo do
material como também do ambiente de cultivo, e, devido a este fato, torna-se tdo complexo o
entendimento a respeito dos genes que sdo expressos mediante a um estimulo externo
(NEPOMUCENO, 2018). Esta compreensdo € ainda mais dificultada quando se trata de genes
inseridos através de transgenia em regides especificas do genoma, pois sabe-se que a expressdo
destes genes em plantas € influenciada pela sua posi¢cdo cromossémica. Por esse motivo, muitas
vezes, durante o processo de identificacdo e insercdo do gene de interesse é necessario filtrar um
grande nimero de eventos para identificar um evento caracterizado pela expressdo 6tima de um
gene de interesse introduzido (GAO et al.,2013).

Somente um numero reduzido de eventos foram testados para a expressdo em plantas, dos
diversos eventos, com propriedades inseticidas, extraidos de Bacillus thuringiensis. Dentre eles,
estdo as proteinas Cryl's, Cry3, VIP3A, Cry34, Cry35 e Cry2Ab, sendo que estas, para atingir altos
niveis de expressdo na planta e possuir o padrdo de transgene desejavel, ou seja, acéo inseticida
sobre determinado grupo de insetos, teve que ser direcionada para o cloroplasto de modo a evitar
efeitos fitotdxicos indesejaveis. Os cloroplastos sdo organelas responsaveis pelo armazenamento

dos pigmentos vegetais, tais como as clorofilas. A captura da energia luminosa utilizada na
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fotossintese é realizada por clorofilas que sdo essenciais na conversdo da radiagcdo luminosa em
energia quimica na formacédo de ATP e NADPH. Devido a isto, as clorofilas estdo relacionadas a
eficiéncia fotossintética e ao desempenho agronémico das plantas, podendo ser estimada pela
concentracdo do pigmento fotossintético, bem como ao crescimento e a adaptabilidade a diferentes
ambientes (SORDI, et al., 2017; RIGON, et al., 2012).

Portanto, se caso o gene inserido na regido do cloroplasto apresentar um mal funcionamento
ou incompatibilidade, o efeito negativo ird se manifestar na eficiéncia fotossintética da planta e
consequentemente no desempenho desta planta no campo. Na cultura da soja, varios processos de
formacdo da lavoura, tais como a fotossintese, propriamente dita, elongacdo da haste principal,
numero de ramificacGes, expanséo foliar, pegamento de flores e vagens, formacdo de sementes e
fixacdo bioldgica de nitrogénio, sdo afetados mediante a porcentagem de radiacdo ativa e eficiéncia
energética do processo fotossintético (CAMARA, 2016). Além disso, fatores como fotoperiodo,
temperatura, umidade, fertilidade do solo, época de semeadura, densidade de plantas, afetam
diretamente fatores intrinsecos a cada gendtipo tais como altura de plantas, insercdo do primeiro
legume, capacidade fotossintética e produtividade, essenciais ao desempenho da cultura (SILVA
etal., 2017).

Mediante a isto, torna-se imprescindivel o estudo do comportamento fotossintético e do
desempenho agronémico de cultivares transgénicas de soja. Portanto, objetivou-se com esta
pesquisa, identificar se a eficiéncia fotossintética e o0 desempenho agrondmico de cultivares de soja
IPRO ¢ afetada em funcdo da insercdo do gene crylAc, em relacdo a cultivares RR observando,

concomitantemente, se o ciclo de maturacdo das cultivares interfere neste aspecto.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no campo experimental do Departamento de Agricultura e as
analises e determinagdes foram realizadas no Laboratorio Central de Analise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

A cidade esté localizada na Regido Sul do estado de Minas Gerais, Brasil, Latitude 21° 14°S
e Longitude 40° 17°W e a 918,8 m de altitude. O clima de Lavras, segundo a classifica¢do climatica

de Koppen, é Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico) com inverno Seco e verdo chuvoso,
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subtropical, temperatura do més mais quente maior que 22°C (22,1°C em fevereiro). A precipitacao
anual normal é de 1.529,7 mm, sendo os maiores valores observados nos meses de dezembro (296
mm), janeiro (272 mm) e fevereiro (192 mm) (BRASIL, 1992; DANTAS et al., 2007). Para o
periodo do plantio a colheita foram registrados dados de precipitagdo total, temperatura média, e
umidade relativa apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Série Climatolégica de Lavras de novembro de 2016 a abril de

2017, com dados de precipitacdo total, temperatura méaxima média e umidade
relativa
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B Precipitacdo Total ® Temperatura mdxima média B Umidade relativa média

Fonte: INMET (2017)

O experimento foi conduzido no ano agricola 2016/17 em solo classificado como Latossolo
Vermelho Distroférrico tipico, com caracteristicas fisico quimicas segundo a Anélise de solo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Analise quimica e fisica do solo da area experimental, ano agricola 2016/17, UFLA,
Lavras-MG (Continua).

. . Resultados
Propriedades Quimicas 0-20 20-40
pH H.0 5,8 53
Ca**(cmolc/dm?) 3,69 1,89
Mg**(cmolc/dm?) 0,63 0,33
Al 0,10 2,20
H+Al cmolcdm™ 4.47 7,62
SB 4,44 2,32
T 454 4,52
T 8,91 9,94
K* 48,64 37,98
P mg.dm? 24,10 9,66
Zn ' 2,47 1,54

Fe 85,79 80,64
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Mn 13,45 13,34
Cu 0,68 0,76
B 0,17 0,18
S 11,58 27,64
V % 49,88 23,31
M 2,20 48,67
Prem mg L? 29,1 19,80
MO 3,11 2,63
Areia . 16
Silte dag.Kg™* 20
Argila 64

Fonte: Departamento de Ciéncia do Solo (2017)

A érea escolhida para o plantio foi de fertilidade construida por meio de sistema de plantio
direto. Utilizou-se adubacdo formulada N-P-K 02-20-18, segundo recomendacao adequada para a
cultura da soja no sulco de plantio (RIBEIRO,1999).

Foram utilizadas sementes de sete cultivares de soja transgénicas RR (1-7); e sete
transgénicas IPRO (8-14) (TABELA 2). As cultivares de soja RR possuem 0 gene cp4-epsps,
oriundo de Agrobacterium sp, que confere tolerancia ao herbicida Roundup®. As cultivares de soja
IPRO, denominadas MON 87701 x MON 89788, sdo resultantes do cruzamento, através do
melhoramento genético cléassico, dos parentais de soja geneticamente modificadas resistente a
insetos, MON 87701 e tolerante a glifosato MON 89788. O evento MON 87701 possui 0 gene
CrylAc, oriundo de Bacillus thuringiensis e o evento MON 89788 possui 0 gene cp4 epsps,
oriundo de Agrobacterium sp. Todas estas cultivares sdo recomendadas para regifes de
clima temperado Umido com inverno seco e verdo quente (Cwa), como é classificado o clima da

cidade de Lavras. As sementes foram cedidas pela empresa Syngenta e Dow Agroscience.

Tabela 2 — Caracterizagéo das cultivares segundo a tecnologia inserida, o grupo de maturagéo, a
classificacéo do ciclo e colheita, ano agricola 2016/17, UFLA, Lavras-MG.

Cultivar Tecnologia Grupode  Classificacdo Colheita (dias apds a
Maturacéao de ciclo semeadura)
1 RR 6,4 Médio 120
2 RR 6,3 Médio 120
3 RR 59 Precoce 110
4 RR 6,4 Médio 120
5 RR 7-8 Tardio 130
6 RR 6-7 Médio 120
7 RR 5-6 Precoce 110
8 IPRO 7,1 Tardio 130
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9 IPRO 7,3 Tardio 130
10 IPRO 6,3 Médio 120
11 IPRO 6,9 Médio 120
12 IPRO 7-8 Tardio 130
13 IPRO 6-7 Médio 120
14 IPRO 5-6 Precoce 110

Fonte: Do Autor (2020)

As sementes foram tratadas com Standak Top® (2 ml.Kg “sementes). Para a aplicagio do
produto nas sementes foram utilizados sacos plasticos de 1 Kg de capacidade com 500g de
sementes. ApOs 0 tratamento, as sementes foram dispostas a sombra, a uma temperatura de
aproximadamente 25°C por 20 minutos, para que houvesse a secagem do produto na superficie das
sementes. Logo ap6s a secagem e no ato do plantio, as sementes foram inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum, SEMIA 5079 e SEMIA 5080, utilizando-se inoculante turfoso Total
Nitro na proporc¢éo de 1.200.000 bactérias por semente.

A semeadura foi realizada manualmente, na segunda quinzena de novembro. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com 3 repeti¢cdes para cada uma
das 14 cultivares que compuseram os tratamentos. As parcelas experimentais foram constituidas
por 6 linhas de 5 metros de comprimento espacadas em 0,5 m, sendo as duas externas bordaduras
e as quatro linhas centrais Uteis, desconsiderando 0,5 m de cada extremidade, totalizando 15 m2 de
parcela, sendo 8 m2 parcela util.

O desbaste foi realizado 15 dias ap6s emergéncia das plantulas, mantendo-se 15 plantas por
metro. Os tratos culturais, aplicacfes de inseticidas e fungicidas, foram realizados uniformemente
em todas as parcelas de acordo com as necessidades e recomendacGes para a cultura. Para controle
de plantas invasoras foi utilizado o herbicida glifosato, com aplicagdo em bomba costal e utilizac&o
de chapéu de napoledo de modo a evitar a deriva (Roudup® 1 L.ha™).

Durante o desenvolvimento da cultura foi realizada a avaliacdo da eficiéncia fotossintética
dos materiais de forma indireta por meio da leitura de clorofila a,b, razdo entre clorofilaae b e
clorofila total do aparelho ClorofiLOG, modelo CFL 1030, segundo as recomendacgdes do
fabricante Falker, no estadio R1 de cada cultivar, obedecendo o ciclo de maturagdo de cada uma
(FALKER, 2008). A leitura foi realizada na folha central do trifélio do terco médio da planta, em
10 plantas de cada parcela.
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Logo apds a leitura, foi realizada amostragem foliar para determinagcdo dos teores de
nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, B, Zn, Fe e Mn, coletando-se o terceiro trifolio a partir do apice
das plantas, com o peciolo, em 20% das plantas das fileiras e acondicionados em caixas de isopor
com gelo para analise foliar. As determinacdes foram realizadas no Departamento de Ciéncias do
Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A colheita foi realizada manualmente em R8, de forma escalonada levando-se em
consideracdo o ciclo de cada cultivar (FEHR et al., 1971), (Tabela 2). Em ocasido da colheita,
foram retiradas 10 plantas aleatoriamente de cada parcela Gtil de modo a caracterizar as cultivares
avaliando-se o0s seguintes parametros: altura de plantas: em que foi tomada a distancia do colo da
planta até a extremidade da haste principal, em cm; altura de inser¢cdo do primeiro legume,
medindo-se a distancia do colo da planta até o né de insercdo do primeiro legume, em cm, indice
de acamamento: foi avaliado segundo Bernard et al. (1965), nota 1 todas plantas eretas, 2 algumas
plantas inclinadas ou ligeiramente acamadas, 3 todas as plantas moderadamente inclinadas ou 25-
50% acamadas, 4 todas as plantas severamente inclinadas ou 50-80% acamadas e 5 mais de 80%
acamadas; numero de legumes e niumero de nos por planta.

Assim como a colheita, a debulha também foi realizada manualmente. Apds a debulha foi
realizada a quantificacdo da producdo por area determinando a produtividade, em que as sementes
foram pesadas e 0s pesos obtidos foram corrigidos para 13% de umidade, com resultados expressos
em kilogramas por hectares (kg.ha?l); e o peso de 1000 sementes, calculado segundo
recomendacdes das Regras para Andlise de sementes. Para a determinacdo do teor de dgua das
sementes adotou-se 0 método de estufa a 105 + 3°C, durante 24 horas (BRASIL,2009).

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software RStudio, sendo aplicado
o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade para comparacéo de médias das cultivares
e 0 programa Sisvar para aplicacdo de Contrastes ortogonais para a comparagao entre os grupos de
cultivares RR e IPRO (RSTUDIO, 2015; FERREIRA, 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento foi constatada boa precisdo com coeficiente de variagdo menor que 10% e
significancia para a fonte de variacdo estudada, cultivares, para todos os parametros estudados.
Para os pardmetros indice de acamamento de plantas e umidade ndo foi detectada diferencas
significativas entre os materiais (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados médios da produtividade (Prod), altura de planta, insercdo do primeiro
legume (Ins. 1° Ig), nimero de vagens (n° vag), nimero de nés (n° nos) e peso de 1000
sementes (peso 1000) de cultivares de soja RR e IPRO, ano agricola 2016/17, UFLA,

Lavras - MG.
. . Prod Altura Ins1°lg NC°vag N°nds Peso
Cultivares Ciclo (kg.had) (cm) (cm) () ) 1000 (g)
1RR Médio  3345,71e 73,00d 18,33 ¢ 42 e 13¢c 1421 c
2RR Médio 3978,06c 8520b 14,20 f 42 e 13c  11,58¢g
3RR Precoce 4441,71b 73,86d 16,46 d 45d 20a 12,74 f
4RR Médio  3690,51d 78,73c 1540¢ 48 c 2la 12,85 f
5RR Tardio 4331,52b 85,80b 19,53 b 56 a l4c 13,36 ¢
6 RR Médio  3330,41le 77,33c 20,53 a 48 c 16 b 12,74 f

7RR Precoce 4015,14c 60,86 e 11,26 h 52b l4c 12,65 f

8 IPRO Tardio 3397,26e 71,66d 12,36 g 32h 13c¢ 12,50 f

9 IPRO Tardio 4787,10a 86,23 Db 14,16 f 49 ¢ l4c 14,97 b

10 IPRO Médio 3599,55d 97,11a 2091 a 359 12¢  1459¢c

11 IPRO Médio 3741,30d 75,14c 1751 c 39 f 12¢ 13,69 d

12 IPRO Tardio  3051,90f 7555¢ 18,11 ¢ 28 i 13¢  15,53a

13 IPRO Médio  3537,57d 74,40d 16,46 d 45d 19a 12,69 f

14 IPRO Precoce 3772,31d 75,60c 12,53 g 43d 13¢ 12,39 f

CV(%) 3,94 2,24 2,63 4,09 6,22 2,29
*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do autor (2020)

Quando compara-se 0s grupos de cultivares RR e IPRO com relagdo a produtividade,
observa-se um maior rendimento de gréos das cultivares RR com média de 3876,15 Kg.ha* contra
3698,14 Kg.ha! da IPRO, em que 4 cultivares RR obtiveram médias superiores as cultivares IPRO
(FIGURA 2). A produtividade das cultivares IPRO foi ligeiramente menor do que as das cultivares
RR, pelo fato da nova tecnologia ndo estar ainda incorporada as variedades de melhor desempenho.
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Figura 2 — Contraste ortogonal entre os grupos de cultivares RR e IPRO para o parametro
Produtividade, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras - MG.*Significancia a 1% de
probabilidade.

4000 ‘Estimativa; 178 8 ha

a

2000

Kgha :

1000

PROCDUTIVIDADE

Fonte: Do Autor (2020)

Este mesmo cenério foi observado a alguns anos quando as cultivares de soja convencionais
eram mais produtivas e com caracteres desejados em comparacdo as cultivares RR, langadas
recentemente na época e que ainda ndo haviam passado por um processo de melhoramento
acentuado, entre os anos de 1998 e 2005, principalmente no Brasil, em que a soja RR se sobressaiu
a convencional apos a aprovacdo da lei de Biosseguranca em marco de 2005, a qual autorizou a
producdo e comercializacdo de produtos geneticamente modificados e motivou as empresas
produtoras de sementes a investir no melhoramento genético das cultivares transgénicas (BRASIL,
2005).

Neste periodo, as variedades convencionais possuiam uma vantagem relativa de
desempenho de 100 a 200 kg/ha e a medida que os anos foram avangando e com eles as pesquisas
e incorporacdo de caracteres desejaveis ao bom desempenho da cultura no campo estas diferencas
passaram a ser minimas, ndo detectadas estatisticamente e até mesmo positivas para cultivares RR
(LIMA et al., 2008; LIMA et al., 2015; PELAEZ et al., 2004; NEVES et al., 2013). Em uma
amostragem de 365 campos de cultivo, nos EUA, a produtividade média observada da soja RR foi
de 2,96 t/ha, enquanto a da soja convencional foi de 3,07 t/ha, ou seja, 3,8% superior a variedade
RR (DUFFY, 1999). Em 2000, esse estudo foi retomado, tendo sido observados 172 campos de
cultivo, dos quais 108 (63% do total) utilizavam soja RR. A produtividade da soja RR foi de 2,9
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t/ha, enquanto a da soja convencional atingiu 3,0 t/ha, o que corresponde a um valor 3,7% superior
ao da GM. A diferenca de produtividade manteve-se, assim, praticamente a mesma (DUFFY,
2001).

No Brasil, analises comparativas realizadas sobre potenciais resultados econémicos entre o
cultivo de soja transgénica RR e soja convencional, em levantamentos realizados nas safras
2001/02 e 2003/04 nos estados do RS, PR, SP, MS, MT, GO e MG, representando um total de 4,95
milhGes de hectares, indicaram produtividades de 2.826 e 2.914 kg/ha, respectivamente, para soja
transgénica e convencional (DALL’AGNOL et al.,, 2007). Lima et al. (2015), comparando
cultivares de soja convencionais com RR essencialmente derivadas, observaram diferengas entre
as cultivares estudadas, pois a cultivar convencional M-SOY 6101, teve rendimento 31,9% superior
guando comparado com a essencialmente derivada M-SOY 7211 RR. Enquanto a cultivar
essencialmente derivada BRS Valiosa RR apresentou rendimento 28,5% superior em relacdo a
cultivar convencional BRS/MG46 Conquista. Fonseca et al. (2013), concluiram os genétipos RR
apresentaram valores superiores a genotipos convencionais para produtividade. Enquanto Lima et
al. (2008), avaliando linhagens de soja no Estado do Parand, ndo identificaram diferenca para o
desempenho produtivo entre linhagens de soja convencional e RR.

Além deste entrave, ao procurar avaliar o desempenho de duas tecnologias de
melhoramento genético, uma grande limitacdo a esse tipo de estudo é a dificuldade de comparagdes
baseadas em uma Unica safra, as quais tendem a dissimular o avango dessas tecnologias em longo
prazo. Para uma avaliagdo mais conclusiva, as comparacgdes de desempenho deveriam ser feitas de
forma a obter-se uma série temporal de dados de pelo menos 5 anos consecutivos. Comparacfes
estaticas (em uma safra) oferecem um retrato de curto prazo, enquanto comparagdes dindmicas
apresentam o desempenho de médio e longo prazos, resultante de um processo de adaptacao
tecnoldgica (desenvolvimento de cultivares), de aprendizagem e de inovagbes (DALL’AGNOL et
al.,2007).

O avanco do melhoramento pode ser comprovado quando se analisa as cultivares
separadamente, visto que a cultivar 9 IPRO obteve a maior produtividade dentre as cultivares
estudadas e as demais cultivares IPRO ficaram com médias iguais ou inferiores as cultivares RR
(TABELA 3).
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Quanto a produtividade, as cultivares 1 RR de ciclo médio, 6 RR de ciclo médio, 8 IPRO
de ciclo tardio e 12 IPRO de ciclo tardio obtiveram produtividade média inferior a produtividade
média do estado de Minas Gerais na safra 2016/2017, da qual se trata 0 experimento, 3480 Kg.ha"
L (TABELA 3). Este comportamento pode estar relacionado a uma baixa média de precipitagéo no
més de fevereiro em que as cultivares estavam iniciando a fase reprodutiva.

A planta de soja necessita de precipitaces adequadas tanto na fase vegetativa quanto na
reprodutiva, no entanto, a definicdo da produtividade se dard com medias de precipitaces
adequadas desde o inicio do florescimento R1 se estendendo até R6 (VAN ROEKEL et al., 2015).
Em R1 as plantas necessitam de cerca de 6,3 mm/dia de 4gua (OLIVEIRA & TAVARES, 2017).
Segundo os dados climatoldgicos de Lavras, em fevereiro a precipitacdo total foi de 64 mm o que
representa uma média de 2,29 mm/dia somente (INMET, 2018). Isto provocou uma baixa taxa de
fecundacédo e consequentemente menor rendimento destas cultivares especificamente, mostrando
uma maior sensibilidade destes genotipos a seca, 0s quais seriam inadequados para plantio na
regido.

As demais cultivares ficaram acima da média alcancando até 4787,10 Kg.ha. E
interessante observar que altas médias de produtividade na maior parte das cultivares, com ciclos
de maturacdo distintos, viabiliza um sistema de escalonamento de colheita, o que auxilia em um
planejamento mais adequado da colheita (REZENDE & CARVALHO, 2007). Dessa forma, nota-
se gue as cultivares mais indicadas dentro de cada ciclo de maturagdo sdo cultivar 3 RR de ciclo
precoce, cultivar 2 RR de ciclo médio e cultivar 9 IPRO de ciclo tardio, uma vez que apresentam
altas produtividades e parametros agrondémicos adequados ao plantio tais como altura, insercao do
primeiro legume, indice de acamamento, numero de vagens, numero de nés e peso de 1000
sementes, como observa-se nos resultados (TABELA 3).

Embora sejam inumeros os fatores que ditam um bom desempenho da cultura da soja a
nivel de campo, um dos parametros mais utilizados para indica¢do de uma cultivar e a sua insercao
no mercado € a produtividade ou rendimento de grdos (LEMOS et al., 2012). Vale salientar que
cultivares de diferentes grupos de maturacdo apresentam caracteristicas fisiologicas distintas que
determinam a resposta ao ambiente de produgéo e consequentemente a produtividade (SILVA et
al., 2016). Dentre as cultivares estudadas observa-se esta responsividade quando compara-se as

médias das cultivares de cada grupo de maturagdo. Aquelas classificadas como precoce para a
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regido de Lavras obtiveram média geral de 4076,39 kg.ha, enquanto que as classificadas como
ciclo médio e tardio apresentaram 3603,30 kg.ha™ e 3891,95 kg.ha' de média. Este resultado se
assemelha aos resultados encontrados por Soares et al. (2017) que ao comparar cultivares de
diferentes grupos de maturacdo concluiram que as cultivares com menor ciclo de maturagéo séo
mais produtivas em detrimentos as cultivares de maior ciclo.

Além da produtividade outros parametros agrondmicos devem ser considerados para um
bom desempenho da cultura no campo tais como os componentes de producdo, nimero de vagens
e nimero de nos, altura, inser¢cdo do primeiro legume, indice de acamamento e peso de mil
sementes. Se caso somente a produtividade for levada em consideracdo no momento da escolha
das cultivares em detrimento das demais caracteristicas agronémicas, poderdo surgir problemas
futuros tais como acamamento das cultivares excessivamente altas e a reducéo da altura de inser¢éao
do primeiro legume que acarretard em perdas no momento da colheita, uma vez que a produtividade
média é um dado pouco detalhado sobre o comportamento de cada gendtipo (ALLIPRANDINI et
al., 2009).

Os paradmetros namero de vagens e numero de nés, que sdo diretamente relacionados a
produtividade, indicam que 4 das cultivares RR, se sobressaem em relacéo as cultivares IPRO
oferecendo um maior embasamento aos contrastes ortogonais apresentados em que o grupo de
cultivares RR se sobressaiu em relacéo ao grupo IPRO com relagdo aos componentes de producéo
(FIGURA 3). Estes resultados podem estar relacionados ao nivel de melhoramento genético
distinto das cultivares, ou seja, as cultivares de soja RR ja passaram por muitas geraces de
melhoramento genético com o objetivo de aprimorar as caracteristicas agronémicas ligadas ao
maior rendimento da cultura em comparacgdo as cultivares IPRO, uma vez que a tecnologia foi
lancada a mais tempo no mercado. Embora este resultado torne as cultivares RR potencialmente
mais produtivas, pois além de poderem apresentar uma maior superficie fotossintetizante pela
diferenciacdo em ramos, possuem um maior numero de locais para o surgimento de gemas
reprodutivas, o que pode ser comprovado pelo nimero de vagens, que também € superior em
cultivares RR (MAUAD et al., 2010).
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Figura 3 — Contraste ortogonal entre os grupos de cultivares RR e IPRO para os parametros Numero
de Vagens e Nimero de Nés, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras - MG.*Significancia
a 1% de probabilidade.
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Fonte: Do Autor (2020)

Assim como para a produtividade, foi observado para o numero de vagens e para 0 numero
de nos que algumas cultivares do grupo IPRO se sobressairam as demais assim como os resultados
encontrados por Fonseca et al. (2013) em que as cultivares Bt estudadas apresentaram maiores
valores comparados a cultivares de soja ndo-Bt em dois ambientes distintos para os atributos
agrondmicos, altura da planta, altura da primeira vagem, niamero de vagens por planta e rendimento
de soja.

Os componentes de producgdo destacam-se pelo nimero de vagens por planta e pelo nimero
de ramos ou nos por apresentarem as maiores correlacdes com a producdo e produtividade
(ALMEIDA et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2012; VIANNA et al., 2013; PINCHINAT &
ADAMS, 1966). Sendo assim, tais caracteres fazem parte dos componentes de producao, ou seja,
guanto maior o valor destes, maior é o valor da produtividade de grdos do gendtipo, o que facilita
a selecéo de genotipos superiores, com maior eficiéncia.

O namero de nos relaciona-se diretamente com a competicéo que ocorre entre as plantas de
soja pelos fatores de crescimento do ambiente, em especial a luz, que determina 0 maior ou menor
namero de ramificacdes (TORRES et al., 2015). Cultivares de tecnologia RR apresentaram meédia

de 16 nos por planta em relacdo as cultivares de tecnologia IPRO com média de 14 nés por planta.
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Acredita-se que um aumento na quantidade de n6s poderia potencializar a produtividade devido hé
um maior nimero de insercao das estruturas reprodutivas (OHYAMA et al., 2013).

Estudos mostram que o ganho em produtividade em funcdo do nimero de nds sé seria
eficiente se ocorresse um incremento no pegamento de flores e vagens o que iria acarretar um maior
namero de vagens e sementes (SOARES et al.,2017). Isto porque o nimero de sementes e vagens
esta associado a atividade fotossintética ou a taxa de crescimento da cultura entre os estadios de
florescimento e enchimento de grdos (EGLI, 2010). Assim, a fotossintese e a disponibilidade de
agua nestas fases se torna mais importante na determinacdo do nimero final de vagens do que o
namero de nés das plantas (EGLI, 2013). Foi observado um maior nimero de nds e vagens em
cultivares RR em relacdo a cultivares IPRO, o que comprova a veracidade dos estudos citados
(TABELA 4).

No entanto, observa-se que 0s gendtipos que apresentaram maior nimero de vagens nao
possuem maior nimero de nos, embora possuam boa performance no rendimento de gréos. Silveira
et al. (2006), visando a selecionar gendtipos de soja para a regido de Jaboticabal (SP), verificaram
gue o nimero de vagens por planta variou de 95 a 36, obtidas pelas linhagens JB-940201 e JAB-
11, porém a produtividade de gréos foi de 2.800 kg ha-1 e 3.883 kg ha-1, respectivamente, sendo
a JAB-11 um dos genétipos com desempenho produtivo mais elevado e potencialmente til para o
cultivo na regido. O nimero de vagens das cultivares estudadas variou de 56 a 28 vagens por planta.
Da mesma forma como foi observado por Silveira et al. (2006), a cultivar com maior nimero de
vagens, 56 vagens/planta, cultivar 5, ndo foi a mais produtiva dentre as cultivares, produzindo
4331,52 kg.hat. A cultivar 9, com produtividade de 4787,10 kg.ha apresentou média de 49
vagens/planta.

Estes resultados sdo um reflexo do que ocorreu durante todo o ciclo fisiolégico da planta.
Se durante o ciclo, houver um aproveitamento eficaz de luz, agua e nutrientes, a planta
correspondera com altas taxas de crescimento e consequente direcionamento dos transportadores
de fotoassimilados para os 6rgédos reprodutivos, o que auxilia na maximizacdo da produtividade
(COMAS et al., 2013; SOARES, et al., 2017). Assim, ao passo que ocorre um estimulo das células
meristematicas que formam as estruturas reprodutivas os componentes de producdo, tais como

numero de vagens e nos, serdo definidos, interferindo nos resultados de produtividade.
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Outro carater importante € a altura da planta na maturidade, pois exerce grande efeito
indireto sobre a produtividade de graos da soja por meio do numero de vagens, podendo este ser
utilizado na selecdo indireta para produtividade de grdos (ALCANTARA NETO et al., 2018;
ALMEIDA; PELUZIO; AFFERRI, 2010).

Durante os testes para liberagdo comercial da soja MON 87701 x MON 89788, valores
médios das caracteristicas fenotipicas e agronémicas em duas safras consecutivas com as sojas
GM, a obtida por cruzamento e suas parentais mono modificadas, comparadas as sojas
convencionais, controle e referéncias comerciais, ndo diferiram significativamente, exceto para a
altura de plantas de soja MON 89788. No entanto, esta diferenca manteve-se dentro do intervalo
de variacdo estabelecido para este parametro em referéncias comerciais plantadas sob as mesmas
condicdes. A diferenca foi atribuida a variabilidade genética entre cultivares de soja, assim como
pode-se observar para as cultivares em questdo. E com isto concluiram que inexistem efeitos
adversos nas caracteristicas fenotipicas e agrondmicas da soja com genes piramidados, MON
87701 x MON 89788, provenientes das modificacdes genéticas individuais apds introducdo de
genes de resisténcia a insetos e de tolerancia ao herbicida glifosato, bem como da presenca dos dois
fatores na mesma planta.

Apesar de ser caracteristica do genotipo, o parametro altura de plantas sofre influéncia
ambiental principalmente da época de semeadura, fertilidade e umidade do solo. Quando semeada
na época recomendada tende a ter sistema radicular mais profundo, aumentando sua tolerancia a
seca, e uma altura menor, entre 60 e 120 cm, considerada adequada a colheita mecanica, assim
como os resultados encontrados neste estudo, cuja média geral da altura de plantas foi 77,89 cm
(PITOL & BROCH, 2012; GUIMARAES et al., 2008). O ciclo também influencia na altura
segundo alguns estudos que comprovam que cultivares de ciclo mais longo possuem maior altura
em virtude de um periodo maior para desenvolvimento e crescimento vegetativo (MOTTA et al.,
2000; LEMOS et al., 2011). Observa-se que os valores médios da altura de cultivares de cada ciclo
corrobora com estes estudos, pois as cultivares precoces apresentaram altura média de 70,11 cm
enguanto que as cultivares de ciclo médio e tardio apresentaram altura média de 80,13 cm e 79,81
cm (TABELA 3).

A altura também é influenciada pelo tamanho das sementes. Sementes menores, embora

possuam atuacdo no aumento do rendimento da semeadura, originam plantas com menor altura e
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menor produtividade segundo Padua et al. (2010). Esta caracteristica foi observada quando plantas
mais baixas produziram sementes com menor peso de 1000 sementes neste trabalho a exemplo da
cultivar 7 a qual com altura de 60,86, a menor dentre as cultivares, produziu sementes com 126,59
no peso de 1000 sementes.

Da mesma forma que os fatores ambientais interferem na altura de plantas, interferem
também na insercdo da primeira vagem, que embora possa ocorrer em grande variabilidade,
obtendo-se valores com grande amplitude, é um parametro essencial no que diz respeito a colheita
mecanizada. Para que a altura de insercdo da primeira vagem nao confira perdas a colheita, ¢ ideal
que esta esteja inserida a pelo menos 10 cm do solo (PADUA et al., 2014). Porém, para a maioria
das lavouras de soja, a altura de insercdo da vagem mais satisfatoria esta em torno de 15 cm, embora
as colhedoras mais modernas possam efetuar a colheita com plantas apresentando altura de inser¢éao
em torno de 10 cm (HEIFFIG & CAMARA, 2006). Segundo as analises, todas as cultivares
estudadas estdo aptas a serem colhidas mecanicamente, tanto pela altura das plantas quanto pelo
insercdo do primeiro legume, uma vez que esta foi acima de 11,26 cm.

Nas regides com altitudes superiores a 800 m ndo ha grandes limitacbes de porte de planta.
Por outro lado, aumentam os problemas de acamamento. Nesse caso, semeaduras no inicio ou no
final da época indicada para cada cultivar resultam em menor acamamento (CARVALHO E
REZENDE, 2007). Embora a cidade de Lavras esteja situada a 918 metros de altitude, ndo houve
significancia do fator acamamento, as cultivares apresentaram notas 1, plantas totalmente eretas e
2, plantas levemente tombadas. Este resultado pode estar ligado ao fato do plantio ter sido realizado
ao final do periodo indicado a semeadura das cultivares para o clima Cwa, ou seja, na Ultima
semana de novembro, e a tolerancia das cultivares estudadas ao acamamento.

Alguns autores associam 0s componentes de producdo ao ciclo de maturagdo ou ciclo
reprodutivo pois acreditam que cultivares de diferentes grupos de maturagdo apresentam
caracteristicas fisiologicas distintas que determinam a resposta ao ambiente de producdo e
consequentemente a produtividade (SOARES et al., 2017). Neste estudo, quando se observa 0s
resultados das cultivares classificadas como de ciclo precoce, médio e tardio nota-se que as
cultivares de ciclo tardio apresentaram médias inferiores as demais nas variaveis produtividade,

numero de nos e vagens, assim como Soares et al. (2017) (TABELA 3).
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Estes resultados contrapGem-se a premissa de que um maior periodo de producdo de
fotoassimilados resulte em um maior potencial produtivo, proposta por Van Roekel et al. (2015).
Além disso, percebe-se, com estes valores, que o potencial fisioldgico das plantas de soja ndo é
induzido pela quantidade de luz ou maior exposicdo a ela em funcdo do maior ou menor ciclo
vegetativo e reprodutivo e sim pela qualidade da luz e resposta da planta aos estimulos da radiacéo,
nutricdo e disponibilidade de agua. Isto &, o potencial fisiologico da planta de soja é dependente do
gendtipo e € induzido pela porcentagem de radiacdo ativa e eficiéncia do processo fotossintético
nas diversas fases de desenvolvimento da planta, desde a elongacéo da haste principal e expansao
foliar ao nimero de nos, ramos, pegamento de flores e vagens e formacao de sementes (CAMARA,
2016).

Tais explicacdes podem ser comprovadas com os dados de capacidade fotossintética das
plantas através dos teores de clorofila a, b e total, da razéo entre as clorofilas a e b, e dos teores de
nutrientes das plantas.

N&o houve diferencas significativas quando se analisou separadamente as clorofilas a e b,
cujas médias gerais dos indices de clorofila Falker foram 351,19 e 141,99. No entanto, a analise da
clorofila total e da razéo entre as clorofilas a e b mostrou uma diferenca significativa entre as
cultivares, o que nos permite relacionar os dados obtidos através da leitura do clorofilémetro, que
oferece o teor relativo de clorofila de forma rapida e ndo destrutiva, com a eficiéncia fotossintética
das plantas, seu crescimento e adaptabilidade a diferentes ambientes (SORDI, et al., 2017). De
acordo com os resultados, as cultivares 1 e 4 possuem um maior teor de clorofila total que esta
diretamente correlacionado as propriedades de fluorescéncia das moléculas de clorofila (TABELA
4). Isto significa que a eficiéncia na captura de energia de excitacdo pelos centros de reacdo dos
fotossistemas pode representar a eficiéncia quantica dos transportadores de elétrons através do
fotossistema sendo um fator valido para danos inibitérios (CORREA & ALVES, 2010). Esta
eficiéncia, uma vez prejudicada, seja pela acdo de genes ou por estimulos externos, reduz o

aproveitamento de fotoassimilados pelas clorofilas e carotenoides.
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Tabela 4. Resultados médios da eficiéncia fotossintética: clorofila total (Clor. total) e Razédo
clorofila a/b (Razdo Clor. a/b) de cultivares de soja RR e IPRO, ano agricola
2016/17,UFLA, Lavras - MG.

Tecnologia Cultivares Clor, Total

Razao Clor. a/b

RR 1 530,23 a 253 ¢
RR 2 486,80 ¢ 2,67b
RR 3 475,36 2,49 ¢
RR 4 530,6 a 2,40 ¢
RR 5 486,36 245¢
RR 6 491,23 ¢ 2,62 b
RR 7 472,90 ¢ 2,88

IPRO 8 503,63 b 2,38¢

IPRO 9 515,03 b 2,39¢

IPRO 10 475,60 2,61b

IPRO 11 487,50 ¢ 2,53 ¢

IPRO 12 484,90 2,66 b

IPRO 13 502,96 b 2,44.¢

IPRO 14 480,83 2,62 b

CV(%) 2,20 13,78

*As médias seguidas da mesma letra mintscula nas colunas
nado diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5%
de probabilidade.Fonte: Do Autor (2020)

Acredita-se que o baixo teor de clorofila das cultivares IPRO em relacdo as cultivares RR,

segundo o contraste realizado para os grupos de cultivares RR e IPRO, apresentados na figura 4, é

devido a insercdo do gene Cry 1Ac derivado de Bacillus thurigiensis cuja expressao confere

resisténcia a certos lepdopteros (BERMAN et al., 2009). No entanto alguns trabalhos néo

detectaram esta diferenca, ao estudarem a eficiéncia fotossintética de plantas de soja Bt e ndo Bt,

Fonseca et. al. (2013) concluiram que a tecnologia Bt ndo influenciou o teor de clorofila. Haja vista

que o fator cultivar pode influenciar o teor de clorofila da planta, pois as folhas de uma dada cultivar

tendem a ter certas caracteristicas, como espessura, conteldo de pigmento e estrutura interna,

fungdes morfoldgicas que podem influenciar nas propriedades espectrais das folhas (MINOTTI et

al., 1994).
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Figura 4 - Contraste ortogonal entre os grupos de cultivares RR e IPRO para os parametros Teor
de clorofila total (A) e Razéo entre a clorofila a e b (B), ano agricola 2016/17,UFLA,
Lavras - MG.*Significancia a 1% de probabilidade.
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Fonte: Do Autor (2020)

O gene foi inserido, segundo a patente, em uma regido do cloroplasto, estrutura celular na
qual sdo encontrados os pigmentos responsaveis pela absorcdo da energia luminosa (GAO et al.,
2013). Este fato pode causar diferencas potenciais tanto na eficiéncia fotossintética quanto
nutricionais das plantas. Quanto a eficiéncia fotossintética, pode-se observar nos resultados obtidos
neste trabalho um menor desempenho das cultivares IPRO, cuja média de clorofila total e razéo
clorofila a/b das cultivares RR ¢é de 496,91 e 2,58 e das cultivares IPRO 492,92 e 2,52 (FIGURAS
4 E 5). Embora a diferenca seja minima, a eficiéncia de absorcdo luminosa é comprometida, visto
que apenas 1,3% da radiacdo incidente na Terra € utilizada pelas plantas para a fotossintese e que,
por ser uma planta C3, a soja é menos eficiente na utilizacdo da radiagdo em comparacdo a plantas
C4 (CASAROLI et al., 2007).

E importante salientar que a baixa eficiéncia fotossintética reflete nas caracteristicas
agronémicas da planta, principalmente aquelas relacionadas aos componentes de producdo:
produtividade, nimero de vagens e numero de nés (FIGURA 2 E 3). E que embora a capacidade
produtiva de uma planta dependa de sua constituicdo genética, a externalizacdo desse trago
agrondémico esta ligado as condi¢bes do ambiente do cultivo (ROCHA et al., 2012; AMORIM et
al., 2011). Foi observado pelos resultados que as adversidades climaticas tais como irregularidades
na distribuicdo de chuvas e oscilagfes de temperatura comprometem o desenvolvimento da cultura
que juntamente com fatores genotipicos culminam na expressao do fenotipo. Por isso é necessario

analisar as possibilidades que a regido impde no momento da escolha da cultivar bem como o
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objetivo do produtor em relagdo a safra como, por exemplo, desocupacdo da area, evitar periodos
de estiagem no momento da producdo, logistica operacional com relacdo ao escalonamento de
colheita tanto na producéo de grdos quanto na producdo de sementes, ao escoamento da producéo
e a armazenabilidade dos graos e sementes.

As diferencas nutricionais também sdo manifestadas no teor de clorofila. As clorofilas
possuem uma estrutura de anel tipo porfirina com um ion de magnésio coordenado no centro e uma
longa cauda de hidrocarbonetos hidrofobicos que as ancora nas membranas fotossintéticas (TAIZ
etal., 2017).

Cerca de 70% do nitrogénio, parte componente do anel tipo porfirina presente nas clorofilas,
é incorporado nas enzimas do cloroplasto relacionadas a fotossintese. Se este nitrogénio nédo é
sintetizado na formacéo das clorofilas, a fotossintese, a producéo e transporte de fotoassimilados,
as taxas de crescimento de folhas e raizes e a formacéo de raizes sera influenciada negativamente
(SCHLICHTING et al., 2015; BARBIERI JUNIOR et al., 2012). Este fato pode ser observado pela
analise dos niveis de N das cultivares IPRO, em que 6 das 7 cultivares IPRO estudadas possuem

indices de N mais elevados em suas folhas em relacdo as cultivares RR (TABELA 5).

Tabela 5 - Resultados da Andlise Foliar de cultivares de soja RR e IPRO, ano agricola
2016/17,UFLA, Lavras — MG.

P K Ca Mg S Mn Zn B Cu Fe
9/Kg | mg/Kg

1 364 22 233 152 12 24 38,7 381 46,1 52 16272
2 393 24 224 188 15 25 354 416 341 44 2164
3 386 23 235 16 12 23 30 44 30,2 4,7 1299
4 388 26 231 122 09 25 29,2 412 353 46 157
5 401 22 236 121 11 24 377 386 323 36 1896
6

7

8

9

Cultivares

10,3 19 268 13 14 23 27,7 342 33 35 1547
372 22 218 185 11 22 271 361 355 38 1782
43 29 188 16,2 18 26 329 413 24 41 2378
41 28 21 168 16 25 353 523 261 45 18272
10 415 29 195 2 20 26 349 429 408 4,4 1536
11 433 28 212 166 16 26 339 36 121,3 41 1515
12 396 26 193 175 20 25 421 51 594 53 163,6
13 278 2,7 220 165 15 24 359 444 898 4,7 176,6
14 40,3 24 228 135 12 24 335 426 344 40 2051
Fonte: Departamento de Ciéncia do solo (2017)
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Figura 5 - Resultado da Analise Foliar para macro e micronutrientes de cultivares de soja RR e
IPRO, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras — MG.
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Embora haja maior teor de N no grupo de cultivares RR, a eficiéncia fotossintética é menor,
ou seja, este composto esta sendo transportado para o cloroplasto porém néo esta havendo a sintese
em clorofila. Este fato pode estar ligado a presenca do gene que confere a resisténcia a insetos, o
qual pode estar tanto direcionando a sintese do N para a formacéo de outros compostos das folhas,
tais como proteinas estruturais e enzimas, quanto reduzindo a translocacéo deste nutriente e dos
demais, o que explica também a menor produtividade e desempenho de algumas cultivares IPRO,
que ainda ndo passaram por um refinamento de caracteristicas no melhoramento genético, ja que
alguns autores relatam a interdependéncia entre os compostos nitrogenados, a clorofila e o
desempenho produtivo da cultura (FIGURA 5) (SOUZA et al., 2015).

O mesmo comportamento do nitrogénio foi notado para o magnésio (Figura 5). Segundo
Taiz et al. (2017), a concentracdo de nutrientes de uma amostra é dependente do balanco entre a
absorcéo e a diluicdo do nutriente ao longo do crescimento vegetal o que ira influenciar na
produtividade e desempenho da planta no campo. No caso das plantas cujo gene CrylAc foi
inserido, este balanco esta comprometido devido a possiveis distdrbios fisiologicos da planta.

O manganés também desempenha importante papel na fotossintese das plantas, mais
precisamente na sintese de clorofila e na cadeia de transporte de elétrons (DECHEN;
NCHTIGALL, 2006). O fato das cultivares IPRO apresentarem um maior teor de Mn nas folhas
indica uma menor translocagdo via floema deste composto nestas plantas devido a alteragdes

genéticas (LOCKER et al., 2010), porém, pode também estar condicionado a uma menor
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concentracdo deste nutriente em geno6tipos de soja RR, como sugerem alguns autores que indagam
a possibilidade do glifosato formar compostos insoliveis com 0 manganés reduzindo a absorcao e
disponibilidade deste composto, bem como um aumento da oxidacdo do Mn na presenca do
glifosato (FIGURA 5)(BERNARDS et al., 2005; BARRETT; MCBRIDE, 2005).

4 CONCLUSOES

O nivel de melhoramento genético das cultivares IPRO ¢ insipiente em relacdo as cultivares
RR.

A capacidade fotossintetica das cultivares IPRO pode ser afetada pela insercdo do gene
CrylAc refletindo nos componentes de producdo: produtividade, nimero de vagens e nimero de
nos.

A utilizacdo de nutrientes ligados ao processo fotossintetético, N, Mg e Mn, pelo grupo de
cultivares de soja IPRO é menos eficiente em comparagdo ao grupo de cultivares RR.

As cultivares mais indicadas, levando-se em consideracdo o ciclo de maturacdo para
clima temperado Umido com inverno seco e verdo quente, dentre os gendétipos estudados, sdo
cultivar 3 RR de ciclo precoce, cultivar 2 RR de ciclo médio e cultivar 9 IPRO de ciclo tardio.

As cultivares 1 e 6 de tecnologia RR e ciclo médio e as cultivares 8 e 12 de tecnologia IPRO
e ciclo tardio néo séo indicadas para o plantio em clima Cwa.

A eficiéncia fotossintética das cultivares de ciclo precoce e médio é maior que a verificada

nas cultivares de ciclo tardio.
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CAPITULO 3 - COMPOSICAO QUIMICA, ATRATIVIDADE A INSETOS, PRODUCAO
E QUALIDADE DE SEMENTES DE SOJA DE DIFERENTES CULTIVARES
TRANSGENICAS.

RESUMO - A composic¢do quimica de sementes é um fator genético que sofre influéncia
de diversos fatores ambientais. Além dos fatores ambientais, a inser¢cdo de genes através de
transgenia pode causar modificacdes na composi¢cdo quimica das sementes e tornad-las mais
atrativas ao ataque de insetos que se alimentam das sementes. Objetivou-se avaliar a correlacéo
entre a composicao quimica de sementes de soja RR e IPRO e a porcentagem de danos causados
por percevejos nas sementes diante do rendimento final da cultura e da qualidade fisiologica das
sementes. Utilizou-se o delineamento experimental de blocos casualizados com 3 repeticdes para
cada uma das 14 cultivares que compuseram os tratamentos, sendo 7 RR e 7 IPRO. Apos a colheita
determinou-se a produtividade, a viabilidade das sementes, pelo teste de germinacéo, e o vigor,
pelo teste de tetrazdlio. A composicdo quimica das sementes foi determinada pela andlise
centesimal das sementes, na qual foram medidos umidade, extrato etéreo, proteinas, carboidratos
(fibras + fracdo glicidica) e minerais (cinzas). Para a quantificagdo das sementes atacadas por
percevejos foi realizado o teste de tetrazdlio. Maiores teores de proteina nas sementes
proporcionam maior germinagéo e vigor, ao contrario de maiores teores de 6leo. H4 uma menor
incidéncia de danos por percevejos em sementes com alta concentragéo proteica e maior ocorréncia
em sementes com altas concentra¢cdes de carboidratos. Cultivares IPRO sdo mais susceptiveis a
incidéncia de percevejos quando comparadas a cultivares RR.

Palavras Chave: Glycine max, IPRO, Roundup Ready, tetrazélio.
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CHEMICAL COMPOSITION, ATTRACTIVENESS TO INSECTS, PRODUCTION AND
QUALITY OF SOYBEAN SEEDS FROM DIFFERENT TRANSGENIC CULTIVARS

ABSTRACT - The chemical composition of seeds is a genetic factor that is influenced by
several environmental factors. In addition to environmental factors, the insertion of genes through
transgenics can cause changes in the chemical composition of the seeds and make them more
attractive to attack by insects that feed on the seeds. The objective of this study was to evaluate the
correlation between the chemical composition of RR and IPRO soybean seeds and the percentage
of damage caused by bedbugs in the seeds given the final yield of the crop and the physiological
quality of the seeds. A randomized block design with 3 replications was used for each of the 14
cultivars that composed the treatments, 7 RR and 7 IPRO. After the harvest, the productivity, the
viability of the seeds were determined, through the germination test, and the vigor, through the
tetrazolium test. The chemical composition of the seeds was determined through the centesimal
analysis of the seeds, in which moisture, ether extract, proteins, carbohydrates (fibers + glycidic
fraction) and minerals (ash) were measured. For the quantification of seeds attacked by bedbugs,
the tetrazolium test was performed. Higher levels of protein in the seeds provide greater
germination and vigor, in contrast to higher levels of oil. There is a lower incidence of damage by
bedbugs in seeds with a high protein concentration and a higher occurrence in seeds with high
concentrations of carbohydrates. IPRO cultivars are more susceptible to the incidence of bedbugs
when compared to RR cultivars.

Keywords: Glycine max, IPRO, Roundup Ready, tetrazolium.
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1 INTRODUCAO

A representatividade da cultura da soja na producdo de alimentos e energia renovavel, a
torna indispensavel para o abastecimento da agricultura mundial (SENTELHAS et al., 2015). Os
altos teores de 0Oleo e proteina somados aos niveis de produtividade de grdos, nos mais diversos
ambientes, faz da soja uma das espécies mais importantes do mundo (PATIL et al.; 2017). A
concentracdo de proteina e lipideos na soja tem se tornado um fator determinante do valor da soja
nos mercados domestico e global, isto porque, o direcionamento dos programas de melhoramento
genético tem sido feito com base na crescente demanda por cultivares a serem utilizadas na
alimentacdo humana, com altos padrdes industriais e alta palatabilidade, buscando teores elevados
de metionina e cisteina, e reduzindo fatores antinutricionais tais como as lipoxigenases
(ROTUNDO et al., 2009; SANTOS et al., 2018, MAHMOUD et al., 2016).

No entanto, estudos comprovam que um alto teor de proteina na composicao da soja esta
associado a um menor rendimento da cultura e a uma correlagdo negativa com a producdo de
sementes, em que um aumento na concentracdo de proteina das sementes pode implicar na reducéo
de cerca de 50% do numero de sementes por planta e na baixa qualidade fisioldgica das sementes
produzidas (ROTUNDO, et al., 2009; FINOTO, et al., 2017).

Sabe-se que a qualidade fisioldgica de sementes é determinada pela composicéo quimica
das sementes, pois a disponibilidade de nutrientes durante o processo de formacdo e a
disponibilidade de compostos de pronta utilizacdo pelo embrido do individuo ja formado podem
afetar a germinacdo e os processos posteriores a este evento (DELARMELINO- FERRARES et
al., 2014). E, embora a composic¢do quimica de sementes seja controlada geneticamente, fatores
bioticos e abioticos podem influenciar positiva ou negativamente nos teores de 6leo e proteinas das
sementes, tais como maturidade, estacdo de crescimento, localizacdo geografica e praticas
agrondmicas, refletindo na qualidade fisioldgica de sementes bem como no rendimento final da
cultura (BELLALOUI et al., 2015).

A maior parte dos estudos atribuem os entraves discutidos, principalmente os relacionados
a concentracdo proteica das sementes, ao suprimento nutricional e assimilagdo fotossintética da
planta durante o processo de formacgéo e enchimento das sementes (EGLI & BRUNING, 2007,
NAEVE et al., 2008; ROTUNDO et al., 2009). Enquanto outros discutem que as condi¢fes
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climéticas, determinadas pela época de semeadura, como temperatura e disponibilidade de agua, e
a posicdo da vagem na planta sujeita a um maior ou menor sombreamento, agem na modificacdo
da concentracdo de 6leo e proteina nas sementes (ALBRECHT et al., 2008; BARROS &
SEDYAMA, 2009; BELLALOUI & GILLEN, 2010; BRUNO et al., 2015; SALES et al., 2016;
FINOTO et al., 2017).

Entretanto, faltam estudos que relacionem o baixo rendimento e a baixa qualidade
fisioldgica de sementes de soja a fatores externos que vao além das fases de formacéo e enchimento
de sementes, tais como o ataque de insetos pragas no campo em decorréncia da composi¢éo
quimica de sementes de cultivares de soja melhoradas por meio da transgenia.

Atualmente, a maior parte da area cultivada de soja esta focada no cultivo da soja Roundup
Ready (RR) tolerante ao glifosato, cujo evento determinante ¢ MON 89788 (THE AMERICAN
SOYBEAN ASSOCIATION,2019). A répida adoc¢éo global da soja Roundup Ready esté ligada a
eficacia e eficiéncia de custo significativos no controle de plantas daninhas. Por meio da
biotecnologia agricola moderna, desenvolveu-se variedades de soja que contém o crylAc, gene
derivado de Bacillus thuringiensis, evento denominado MON 87701 (FERRE & VAN RIE, 2002;
MIKLOS et al., 2007). A expressdo da proteina CrylAc confere resisténcia a insetos. Ambos 0s
eventos conferem caracteristicas importantes para 0 melhoremento genético e produtos multitrait.
Mais recentemente, o evento MON 87701 foi piramidado ao MON 89788 dando origem a soja
MON 87701 x MON 89788 (RR2IPRO), que confere resisténcia a insetos e tolerancia a herbicida.

A hipdtese é que, devido a inser¢do do gene de interesse que confere tal resisténcia a
insetos, houve uma diferenciacdo na composicdo quimica das sementes e consequente aumento da
palatabilidade em cultivares de soja que causa uma maior atratividade de insetos que se alimentam
das sementes, principalmente percevejos (BELORTE et al., 2003).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a correlacdo entre a composi¢do quimica de
sementes de soja RR e IPRO e a porcentagem de danos causados por percevejos nas sementes

diante do rendimento final da cultura e da qualidade fisiol6gica das sementes.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, cuja producdo de
sementes foi realizada no campo experimental da universidade e as demais analises foram
realizadas no Laboratorio Central de Sementes do Departamento de Agricultura e no Laboratorio
de Analises Bromatoldgicas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, em Lavras, MG.

A cidade esté localizada na Regido Sul do estado de Minas Gerais, Brasil, Latitude 21° 14°S
e Longitude 40° 17°W e a 918,8 m de altitude. O clima de Lavras, segundo a classificagao climatica
de Kdppen, é Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico) com inverno seco e verdo chuvoso,
subtropical, temperatura do més mais quente maior que 22°C (22,1°C em fevereiro). A precipitacao
anual normal é de 1.529,7 mm, sendo os maiores valores observados nos meses de dezembro (296
mm), janeiro (272 mm) e fevereiro (192 mm) (BRASIL, 1992; DANTAS et al., 2007). Para o
periodo do plantio a colheita foram registrados dados de precipitacdo total, temperatura média, e
umidade relativa apresentados na Figura 1.

Figura 1: Série Climatoldgica de Lavras de novembro de 2016 a abril de 2017, com dados de
precipitacdo total, temperatura maxima média e umidade relativa.
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Fonte: INMET (2017)

O experimento foi conduzido no ano agricola 2016/17 em solo classificado como Latossolo
Vermelho Distroférrico tipico, com caracteristicas fisico quimicas segundo a Analise de solo
apresentados na Tabela 1. A area escolhida para o plantio foi de fertilidade construida por meio de
sistema de plantio direto. Utilizou-se adubagéo formulada N-P-K 02-20-18, segundo recomendacéo

adequada para a cultura da soja no sulco de plantio (RIBEIRO,1999).
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Tabela 1 - Analise quimica e fisica do solo da area experimental, ano agricola 2016/17, UFLA,

Lavras-MG.
. - Resultados
Propriedades Quimicas 020 50-40
pH H.0 58 5,3
Ca**(cmolc/dmd) 3,69 1,89
Mg**(cmolc/dm?3) 0,63 0,33
Al 0,10 2,20
H+AI cmolcdm® 4,47 7,62
SB 4,44 2,32
T 4,54 4,52
T 8,91 9,94
K* 48,64 37,98
P 24,10 9,66
Zn 2,47 1,54
Fe mg.dm 85,79 80,64
Mn ' 13,45 13,34
Cu 0,68 0,76
B 0,17 0,18
S 11,58 27,64
\% o 49,88 23,31
M ° 2,20 48,67
Prem mg L* 29,1 19,80
MO 3,11 2,63
Areia 16
Silte dag Kg™* 20
Argila 64

Fonte: Departamento de Ciéncia do Solo (2017)

Foram utilizadas sementes de sete cultivares de soja transgénicas RR (1-7); e sete
transgénicas IPRO (8-14) (Tabela 2). As cultivares de soja RR possuem o gene cp4-epsps, oriundo
de Agrobacterium sp, que confere tolerancia ao herbicida Roundup®. As cultivares de soja IPRO,
denominadas MON 87701 x MON 89788, s&o resultantes do cruzamento, através do melhoramento
genético classico, dos parentais de soja geneticamente modificadas resistente a insetos, MON
87701 e tolerante a glifosato MON 89788. O evento MON 87701 possui o gene CrylAc, oriundo
de Bacillus thuringiensis e o evento MON 89788 possui 0 gene cp4 epsps, oriundo de
Agrobacterium sp. Todas estas cultivares sdo recomendadas para regides de clima temperado
umido com inverno seco e verdo quente (Cwa), como ¢é classificado o clima da cidade de Lavras.

As sementes foram cedidas pela empresa Syngenta e Dow Agroscience.
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Tabela 2 — Caracterizagdo das cultivares segundo a tecnologia inserida, 0 grupo de maturacéo, a
classificacdo do ciclo e colheita, ano agricola 2016/17, UFLA, Lavras-MG.

Cultivar Tecnologia Grupode  Classificacdo de Colheita (dias apds a
Maturagéo ciclo semeadura)
1 RR 6,4 Médio 120
2 RR 6,3 Médio 120
3 RR 5,9 Precoce 110
4 RR 6,4 Médio 120
5 RR 7-8 Tardio 130
6 RR 6-7 Médio 120
7 RR 5-6 Precoce 110
8 IPRO 7,1 Tardio 130
9 IPRO 7,3 Tardio 130
10 IPRO 6,3 Médio 120
11 IPRO 6,9 Médio 120
12 IPRO 7-8 Tardio 130
13 IPRO 6-7 Médio 120
14 IPRO 5-6 Precoce 110

Fonte: Do Autor (2020)

As sementes foram tratadas com Standak Top® (2 ml.Kg “sementes). Para a aplicagio do
produto nas sementes foram utilizados sacos plasticos de 1 Kg de capacidade com 500g de
sementes. ApOs o tratamento, as sementes foram dispostas a sombra, a uma temperatura de
aproximadamente 25°C por 20 minutos, para que houvesse a secagem do produto na superficie das
sementes. Logo ap6s a secagem as sementes foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum,
SEMIA 5079 e SEMIA 5080, utilizando-se inoculante turfoso Total Nitro na proporcdo de
1.200.000 bactérias por semente.

A semeadura foi realizada manualmente, na segunda quinzena de novembro. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com 3 repeti¢des para cada uma
das 14 cultivares que compuseram os tratamentos. As parcelas experimentais foram constituidas
por 6 linhas de 5 metros de comprimento espacadas em 0,5 m, sendo as duas externas bordaduras
e as quatro linhas centrais Gteis, desconsiderando 0,5 m de cada extremidade, totalizando 15 m2 de
parcela, sendo 8 m2 parcela dtil.

O desbaste foi realizado 15 dias apds emergéncia das plantulas, mantendo-se 15 plantas por
metro. Os tratos culturais, aplicacGes de inseticidas e fungicidas, foram realizados uniformemente

em todas as parcelas de acordo com as necessidades e recomendaces para a cultura. Para controle
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de plantas invasoras foi utilizado o herbicida glifosato, com aplicagdo em bomba costal e utilizacéo
de chapéu de napoledo de modo a evitar a deriva (Roudup® 1 L.ha™).

A colheita foi realizada manualmente em R8, de forma escalonada levando-se em
consideracdo o ciclo de cada cultivar (FEHR et al., 1971), (Tabela 2). Assim como a colheita, a
debulha também foi realizada manualmente. Apds a debulha foi realizada a quantificacdo da
producdo por area determinando a produtividade, em que as sementes foram pesadas e 0s pesos
obtidos foram corrigidos para 13% de umidade, com resultados expressos em kilogramas por
hectares (kg.ha?).

Para a anélise centesimal, a qual determina umidade, extrato etéreo, proteinas, fibras, cinzas
e fracdo glicidica, foram retiradas amostras de sementes de cada cultivar, seguindo os parametros
técnicos da amostragem de sementes.

As sementes foram moidas em moinho refrigerado, com nitrogénio liquido e PVP
(polivinilpirrolidona), e armazenadas a -86°C até 0 momento das analises.

A umidade das amostras foi determinada pelo método gravimétrico, no qual 10 g de amostra
foram pesadas em capsula previamente seca e tarada que foi submetida, antecipadamente, a estufa
a 105°C por cerca de 3 h, acondicionada hum dessecador hermético por cerca de 30 minutos e, em
seguida, pesada. A capsula com a amostra foi levada a estufa a 105°C, até peso constante. O teor
de umidade da amostra foi calculado de acordo com a formula: Umidade (%) = {[(c&psula +
amostra integral) - (capsula + amostra seca)] / amostra integral} x 100.

A fracdo lipidica ou extrato etéreo foi determinada pelo método de Soxhlet. Foram pesados
cerca de 3 g de amostra seca em cartucho celul6sico vedado com algod&o para evitar a perda de
amostra, quando da adi¢cdo do éter. O cartucho contendo a amostra seca foi acondicionada em
reboiler previamente seco e tarado. Adicionou-se éter ao reboiler até submergir a amostra contida
no cartucho. Logo em seguida acoplou-se o reboiler ao bloco aquecedor do aparelho de "Soxhlet",
acionando-se a temperatura de 35°C e deixando em refluxo por cerca de 2 horas. O reboiler com o
extrato etéreo foi levado para a estufa a 105°C até peso constante. O calculo do teor de extrato
etéreo da amostra foi realizado de acordo com a formula: Extrato etéreo (%) = {[(reboiler + extrato
etéreo) - (reboiler)] / amostra seca} x 100.

A fracdo proteica foi determinada segundo o método de "Kjeldahl" que se fundamenta em

trés etapas basicas: Digestdo; Destilacdo e Titulacdo. Para tanto, foram pesadas 100 mg de matéria
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seca e desengordurada (amostra remanescente da determinacdo de extrato etéreo, presente no
cartucho), envolvendo a amostra em papel manteiga a qual foi transferida para o tubo de digestéo
contendo 600 mg de K2SO4, 300 mg de CuSO4 e 5 mL de H2SO4. O tubo foi levado ao bloco
digestor, em que elevou-se a temperatura de 50 em 50°C, até atingir a temperatura de 400°C, para
que a amostra se tornasse incolor. Acoplou-se o tubo com a amostra digerida ao aparelho de
Kjelhdal. De forma a evitar a perda da amonia destilada por volatilizacdo, adaptou-se um
erlenmeyer com 10 mL de acido borico (HsBOs3) a saida de condensado, de modo que a ponta do
condensador ficasse imersa no &cido borico. Foram adicionados 15 mL de NaOH ao reservatorio
apropriado, vertendo lentamente dentro do tubo previamente acoplado. Foram coletados 75 mL de
condensado no erlenmeyer que foi levado para a titulagdo com HCI até viragem de cor (verde para
vermelho). O teor de nitrogénio da amostra foi calculado atraves da formula Nitrogénio (%) = (V
X N x 14 x 100) / A (N = normalidade da solucdo de HCI = 0,02N; V = volume gasto de HCI 0,02
N na titulacdo; A = peso da amostra em mg), transformando para proteina, através do fator 5,71
especifico para soja: Proteina (%) = % Nitrogénio x 5,71.

A gquantidade de cinzas de cada amostra foi determinada pesando-se 2 g de matéria seca e
desengordurada em cadinho previamente seco em mufla a 550°C e tarado. Logo em seguida
incinerou-se a amostra com auxilio do bico de bunsen até que se cessou a emanacdo de fumaca. O
cadinho com a amostra foi conduzido para a mufla a 550°C, por um periodo suficiente para queima
de toda matéria organica, ou seja, até a visualizacdo da auséncia de pontos de carvao na amostra.
Realizou-se a pesagem da amostra e realizou-se o célculo através da formula: Cinza (%) =
{[(Cadinho + cinza) - cadinho] / tomada de ensaio} x 100.

Os carboidratos foram determinados por diferenca do total, consistindo da fracéo glicidica
e de fibras: Carboidratos = 100 - (umidade + extrato etéreo + proteinas + cinzas).

Para a determinacdo da porcentagem de danos por percevejos foi realizado o teste de
tetrazolio em que foram utilizadas 200 sementes, em 4 subamostras de 50 sementes para cada
parcela experimental. As sementes foram pré-umedecidas entre papel imido por 16h a 25°C. Para
a coloracdo foi utilizada a solucédo de sal 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazélio a 0,075%,
onde a semente permaneceu embebida por 3h a 40°C, na auséncia de luz. Ao final do periodo de
coloracgdo, a solucdo foi descartada e as sementes foram lavadas em &gua corrente e mantidas

submersas até o final da avaliagéo para evitar o ressecamento. O resultado do teste de tetrazolio foi
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obtido pela porcentagem média de sementes atacadas por percevejo e sementes vigorosas seguindo
a classificacdo proposta por Franca Neto et al. (1998).

O teste de germinacdo foi efetuado com duas repeti¢coes de 50 sementes por repeticdo de
campo (bloco). A semeadura foi realizada em papel toalha, marca Germitest, na forma de rolo,
umedecido com &gua na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel. A seguir, as sementes foram
colocadas para germinar em aparelho previamente regulado a temperatura de 25° C. As avalia¢fes
foram realizadas aos 5 dias ap6s a semeadura, seguindo as prescri¢des contidas nas Regras para
Anélises de Sementes (BRASIL, 2009), considerando o numero de plantulas normais. Os
resultados foram expressos em porcentagem.

Foi realizada a andlise estatistica através do softwere Sisvar, utilizou-se o Deliamento
Inteiramente Casualizado, com 3 repeticdes e comparacdo entre médias de cultivares pelo teste de
Scott-Knott, com probabilidade de 5% e aplicacdo de Contrastes ortogonais para a comparagao
entre as tecnologias RR e IPRO (FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a composicdo centesimal das sementes de soja das 14 cultivares
estudadas sdo apresentadas na Tabela 3. O teor de umidade das sementes das cultivares ndo
diferiram entre si, 0 que demonstra maior confiabilidade no momento de se discutir as demais
diferengas na composi¢do das sementes uma vez que todas foram colhidas no mesmo ponto de
maturidade fisiologica. Estudos comprovam que a heterogeneidade nos padrdes de senescéncia das
cultivares no momento da colheita explicam diferencas na quantidade de compostos quimicos
disponiveis nas sementes, mostrando, portanto que as diferencas encontradas neste estudo nao se
baseiam nesta premissa (ROTUNDO et al.,2009).

Tabela 3 - Resultados médios de umidade (U%), proteina (PTN%), lipideos (LIP%), carboidratos
(CHO%) e minerais (MINERAIS%) obtidos através de analise centesimal de sementes de
cultivares de soja RR e IPRO, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras - MG.(Continua)

CULTIVARES U(%) PTN (%) LIP(%) CHO (%) MINERAIS(%)

1RR 9,47 a 37,50 ¢ 25,00 a 21,46 ¢ 6,55¢
2RR 9,61a 39,35a 25,22a 17,36 f 8,43 a
3RR 9,92 a 39,17 a 2155¢ 24,79 ¢ 454 ¢
4RR 9,42 a 34,76d 23,22b  26,80b 577d

SRR 9,33 a 37,22c  1877e 29,77a 489e
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6RR 9,47 a 38,53b 20,50d 23,08d 84la

7RR 9,40 a 39,19a 17,50f 28,00b 5,88d
8IPRO 9,23 a 39,21a 20,00d 24,01c 7,53Db
9IPRO 9,42 a 36,11d 20,66d 303la 4,47¢
10IPRO 9,42 a 39,65a 19,00e 23,35d 8,56 a
11IPRO 9,71a 36,86c 2066d 2797b 4,78
121PRO 9,14 a 3743c 2188c 2522c 6,30 c
131PRO 9,52 a 3792b 15149 30,78a 6,62 c
141PRO 9,47 a 36,43 ¢ 185¢e 28,18b 7,40b
CV(%) 2,29 1,28 2,66 3,51 5,93

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do Autor (2020)

Observa-se que houve diferencas significativas para os teores de proteinas, lipideos,
carboidratos e minerais quando se comparou as cultivares, germinacdo e vigor das sementes
(TABELAS 3 e 4).

A equiparacdo da composi¢do quimica das sementes com a germinacdo e o vigor é
importante pois a germinagdo e o vigor sdo fatores de producdo enquanto que a composicao
quimica € um fator de comercializagdo e consumo, portanto, o progresso continuo no sentido de
satisfazer o mercado com cultivares de alto rendimento ndo pode sacrificar a eficiéncia reprodutiva
(BELLALOUI et al., 2017, ROTUNDO, et al., 2009).

Tabela 4 - Resultados médios da qualidade de sementes: germinacdo (G%) e vigor (V%) pelo teste
de tetrazolio de cultivares de soja RR e IPRO, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras -

MG.

Cultivares G(%) V(%)
1RR 65 e 59 d
2RR 94 a 89 a
3RR 89b 88 a
4RR 88 b 83hb
5RR 70d 65 d
6RR 84c 85h
7RR 96 a 92 a

8IPRO 85¢ 88 a
9IPRO 82c 82b
10IPRO 80c 73¢
11IPRO 73d 75¢
12IPRO 56 f 63 d
13IPRO 86 b 84b
14IPRO 93 a 90 a
CV(%) 3,94 3,32

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna nédo
diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de
5% de probabilidade. Fonte: Do Autor (2020)
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A concentracgdo de proteinas nas sementes das cultivares estudadas variou de 39,65 a 34,76
%, teores abaixo do que sdo encontrados na literatura, 0s quais variam de 38 a 42% (BELLALLOUI
et al., 2015; FINOTO et al., 2017). As sementes com maiores teores de proteina foram das
cultivares 2, 3, 7, 8, 10. Nota-se, que a maioria destas cultivares também apresentaram maior
germinacao e maior vigor pelo teste de tetrazélio (TABELA 4). Um alto teor de proteina melhora
o valor nutricional e a qualidade de sementes de soja e otimiza o desenvolvimento de plantulas no
campo (BELLALLOUI et al., 2015). Os teores de Gleo e proteinas possuem relacdo direta com a
composi¢do quimica e a qualidade das sementes. Estudos apontam que maior quantidade de
proteina possibilitam um maior teor de metionina e cisteina que refletem na redugdo de fatores
antinutricionais e consequentemente na qualidade das sementes, pois a maior parte dos
componentes antinutricionais da soja sdo compostos de facil oxidagdo (MAHMOUD et al.,2016).

Quando analisa-se os teores de 6leo, observa-se que as sementes com maiores teores de
lipideos foram das cultivares 1 e 2 e que a cultivar 1 também retratou uma baixa germinacéao e
vigor, o que comprova o gue foi dito anteriormente. Este fato pode ser explicado pela reducéo da
estabilidade oxidativa em funcdo da maior concentracdo de 6leos nas sementes desta cultivar, o
que causa decréscimos a qualidade e ao periodo de armazenamento das sementes (PATIL et al.,
2017). O alto teor de 6leo também implica em uma menor aceitagdo ao consumo humano devido a
alta acdo de enzimas lipoxigenases que agem na oxidacédo de lipideos e conferem o “beany flavor”
ou “grassy flavor” aos graos (OFFICE OF BIOTECHNOLOGY, 2013). Em sementes, o alto teor
desta enzima causa reducédo na qualidade fisiologica das mesmas.

A composicdo quimica das sementes pode influenciar na qualidade das sementes e na
quantidade e disponibilidade de compostos passiveis de serem utilizados pelo embrido, afetando a
germinacdo de forma direta (DELARMELINO-FERRARES et al., 2014). Observa-se uma
analogia positiva entre a concentragdo de proteinas e a germinacdo de sementes em que as
cultivares com valores superiores de proteina apresentaram germinacdo acima de 80%. As
sementes com menores concentragdes de lipidios em sua composicdo foram das cultivares 7 e 13
que também obtiveram germinacdo e vigor acima de 80%. Alguns autores indagam que o
desenvolvimento de cultivares de soja com altos teores proteicos tem sido dificultada pela

correlagé@o negativa entre o teor de proteina e a producéo de sementes (ROTUNDO et al., 2009).
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Esta correlacdo ndo estd condicionada a qualidade das sementes e sim a produtividade de tais
cultivares que néo se sobressaem as cultivares com menores teores de proteinas.

De acordo com alguns estudos, a reducéo da produtividade de cultivares de soja com altas
concentragfes de proteinas em sua composicao esté ligada a danos causados por percevejos que
iniciam a colonizacgdo das plantas logo apos a floracdo, se reproduzem no processo de formacao
das vagens (R3), e aumentam a populacao no inicio do enchimento das sementes (R5), periodo em
gue a soja esta mais susceptivel. Com isto ha uma menor producéo e menor potencial germinativo
das sementes produzidas devido aos danos causados pelo inseto e pelo ataque de patdgenos nos
ferimentos (BELORTE et al., 2003). Nota-se, pois, que as cultivares com teor de proteina
expressivo, tais como as cultivares 2 e 7, possuem uma menor incidéncia de percevejos (TABELA
5).

Tabela 5 - Resultados médios de sementes atacadas por percevejo pelo teste de tetrazélio de
cultivares de soja RR e IPRO, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras - MG.

CULTIVARES INCIDENCIA DE DANOS POR PERCEVEJOS

(%)
1RR 35,424
2RR 20,54 b
3RR 31,35¢
4RR 29,29 ¢
5RR 4727
6RR 37,244
7RR 11,67a
8IPRO 34,24 d
9IPRO 36,80 d
10IPRO 47,38 ¢
11IPRO 37,854
12IPRO 61,39 f
13IPRO 34,44 d
14IPRO 18,01 b

CV(%) 5,27

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do
Autor (2020)

Todavia, ao analisar os teores de carboidratos, as sementes com maiores concentragdes
foram das cultivares 5, 9, 13 nas quais apresentaram maior incidéncia de percevejo, com 34 a 47
% de sementes lesionadas. Observa-se ainda que cultivares IPRO possuem menor concentracao de
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lipideos, maior concentracdo de carboidratos e maior susceptibilidade ao ataque de percevejos com

relacdo as cultivares de tecnologia RR com diferenca de 13,51% (FIGURA 2).

Figura 2 — Contrastes ortogonais para incidéncia de percevejos (%) pelo teste de tetrazélio de
sementes de soja com tecnologia RR e IPRO, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras -
MG.*Significancia & 1% de probabilidade.

40 4 *Estimativa;13,51%

30 A
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20 4
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T
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Fonte: Do Autor (2020)

Além disso, ndo houve diferencas significativas entre as tecnologias para os teores de
proteinas e minerais (FIGURA 3). Desta forma, considera-se que a varia¢do esta na concentracdo
de 6leos e carboidratos e ndo na concentracdo de proteinas, como afirmaram alguns autores que ao
estudarem a composi¢do quimica de sementes de soja concluiram que o teor de 6leo e proteinas
nas sementes sdo inversamente proporcionais (ARSLANOGLU et al., 2011).

Segundo alguns autores, a concentracdo de 6leo e proteina varia segundo o genétipo, o
ambiente, principalmente a temperatura, a posicdo da vagem nas plantas, o ciclo e até a exposi¢do
a situacdes de estresse (BRUNO et al., 2015; BELLALOUI & GILLEN, 2010; ALBRECHT et
al.,2008; BARROS & SEDYAMA, 2009; SING et al., 2016). Ao analisar o grafico com os dados
climatolégicos de Lavras durante o periodo de producéo das sementes, nota-se que a temperatura
maxima ocorreu em janeiro, atingindo 30,31°C (FIGURA 1). Sabendo-se que a soja tolera
temperaturas de até 35°C, portanto, descarta-se a possibilidade do aumento do teor de éleo em
funcdo deste pardmetro (SALEM et al.,2007).
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Figura 3 — Contrastes ortogonais para 0s componentes quimicos: proteina (PTN%), lipideos
(LIP%), carboidratos (CHO%) e minerais (MINERAIS%) obtidos através de anélise
centesimal de sementes de soja com tecnologia RR e IPRO, ano agricola
2016/17,UFLA, Lavras - MG.*Significancia a 1% de probabilidade.
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Fonte: Do Autor (2020)

4 CONCLUSOES

Maiores teores de proteina nas sementes proporcionam maior germinacao e vigor, ao
contrario de maiores teores de 6leo.

Ha um menor incidéncia de danos por percevejos em sementes com alta concentracéo
proteica e maior ocorréncia em sementes com altas concentra¢des de carboidratos.

Cultivares IPRO sdo mais susceptiveis a incidéncia de percevejos quando comparadas a

cultivares RR.
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CAPITULO 4 - RELACAO EVENTOS TRANSGENICOS (RR E IPRO) E A
QUALIDADE FISIOLOGICA E EXPRESSAO ENZIMATICA DE SEMENTES DE SOJA

RESUMO: O incentivo & adocdo de cultivares transgénicas com genes piramidados baseia-se
na facilidade de manejo da cultura, reducéo do custo de producéo e aumento de produtividade. No
entanto, efeito da insercdo de um gene em uma cultivar pode acarretar diversas modificagdes na
planta, previstas ou ndo, em alguns casos, principalmente quando se trata de sementes. Objetivou-
se comparar o potencial fisioldgico de sementes de soja RR e IPRO e a relagdo com a expressao
enzimatica nas sementes. Foram utilizadas sementes de sete cultivares RR e sete cultivares IPRO,
produzidas no campo experimental da Universidade Federal de Lavras em delineamento de blocos
casualizados, com 3 blocos. A avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes foi realizada por
meio dos testes de germinagéo, emergéncia de plantulas, envelhecimento acelerado, condutividade
elétrica e atividade enzimatica das enzimas ADH, SOD, CAT e EST. Em relacdo as cultivares RR,
a insercdo do gene CrylAc em cultivares IPRO apresenta indicios de afetar a qualidade fisioldgica
das sementes. N&o héa diferencas entre os padrdes de expressao enzimatica de cultivares RR e IPRO.
As sementes das cultivares 7 e 14 possuem maior viabilidade e vigor que as sementes das demais
cultivares estudadas.

Palavras chave: Bacillus thuringiensis, crylAc, atividade enzimatica, piramidacdo de
genes.
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TRANSGENIC EVENT (RR AND IPRO) RELATIONSHIP AND
PHYSIOLOGICAL QUALITY AND ENZYMATIC EXPRESSION OF SOYBEAN SEEDS

ABSTRACT: The incentive for the adoption of transgenic cultivars with pyramid genes is
based on the ease of management of the crop, reduction of the production cost and increase of
productivity. However, the effect of inserting a gene in a cultivar can lead to several changes in the
plant, predicted or not, in some cases, especially when it comes to seeds. The objective was to
compare the physiological potential of RR and IPRO soybean seeds and the relationship with the
enzymatic expression in the seeds. Seeds of seven RR cultivars and seven IPRO cultivars were
used, produced in the experimental field of the Federal University of Lavras in a randomized block
design with 3 blocks. The evaluation of the physiological quality of seeds was carried out by means
of germination tests, seedling emergence, accelerated aging, electrical conductivity and enzymatic
activity of the enzymes ADH, SOD, CAT and EST. Regarding RR cultivars, the insertion of the
CrylAc gene in IPRO cultivars shows signs of affecting the physiological quality of seeds. There
are no differences between the patterns of enzymatic expression of RR and IPRO cultivars. The
seeds of cultivars 7 and 14 have greater viability and vigor than the seeds of the other cultivars
studied.

Keywords: Bacillus thuringiensis, crylAc, enzymatic activity, gene pyramidation.
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1 INTRODUCAO

A soja é referenciada como uma commodity de relevancia social, econébmica e comercial
diante do contexto desta cultura nos diferentes setores do agronegdcio. Para assumir este papel
mercadoldgico é necessario a producdo de um elevado volume de grdos. Em 1968, a producéo de
gréos de soja era de 600 mil toneladas/safra. Hoje, a previsdo para a safra 2019/2020, segundo
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (2019) sera de aproximadamente 121 milhdes de
toneladas.

Estes ganhos em produtividade sdo devidos aos investimentos em novas alternativas e
tecnologias para melhor aproveitamento da area agricola, redugdo do uso de insumos e
consequentemente do custo de producdo (GAZOLLA-NETO E GADOTTI, 2014). As tecnologias
sdo veiculadas por meio das sementes que carregam os avangos do melhoramento genético e da
biotecnologia, agregando valor ao produto final através de caracteristicas desejaveis como a
adaptacao a diferentes ambientes e tipos de estresses abioticos, resisténcia a pragas e doengas, altas
produtividades, além de atender as demandas dos produtores que visam menor custo e maior lucro
(FERREIRA et al., 2016; ROSSI, 2012).

O avango tecnoldgico proporcionado por eventos transgénicos tem alavancado grandes
vantagens durante o cultivo da soja, principalmente ganhos em produtividade. Cerca de 97% da
soja plantada no pais é transgénica (ISAAA, 2019). Das 2411 cultivares de soja registradas no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 1819 cultivares, ou seja, 75% sdo referentes
a cultivares geneticamente modificadas, com 11 eventos distintos registrados (RNC — Registro
Nacional de Cultivares, 2019).

Atualmente, a maior parte da area cultivada de soja estd focada no cultivo da soja Roundup
Ready (RR) tolerante ao glifosato, que reduziu sobremaneira os custos no controle de plantas
daninhas durante o cultivo, cujo evento determinante € MON 89788 (MATAVELLI et al., 2010;
THE AMERICAN SOYBEAN ASSOCIATION,2019). Trata-se de uma segunda geragédo de soja
tolerante ao herbicida glifosato que recebeu a denominacdo MON 89788, em adi¢cdo ao evento
aprovado pela CTNBio GTS 40-3-2.

Outra demanda do mercado a fim de reduzir os custos e facilitar 0 manejo das areas

implantadas com soja foi a resisténcia a insetos prejudiciais a cultura. Por meio da biotecnologia
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agricola moderna, desenvolveu-se variedades de soja que contém o gene derivado de Bacillus
thuringiensis, crylAc, evento denominado MON 87701 (FERRE & VAN RIE, 2002; MIKLOS et
al., 2007).

Os eventos MON 89788 e MON 87701 s&o eventos distintos, expressos em organelas
celulares diferentes, que conferem caracteristicas importantes para 0 melhoramento genético e
produtos multitrait. Mais recentemente, o evento MON 87701 foi piramidado ao MON 89788
dando origem a soja MON 87701 x MON 89788, que confere resisténcia a insetos e tolerancia a
herbicida. As cultivares de soja IPRO, denominadas MON 87701 x MON 89788, sdo resultantes
do cruzamento, através do melhoramento genético classico, dos parentais de soja geneticamente
modificadas MON 87701 e MON 89788. A soja MON 87701 x MON 89788 apresenta
caracteristicas das sojas parentais, ou seja, € resistente a insetos (expressdo da proteina CrylAc) e
apresenta tolerancia ao glifosato (expressdo da proteina CP4 EPSPS) e sua utilizacdo tem sido cada
vez mais crescente por aliar duas caracteristicas de interesse comercial (GAO et al., 2013). Este
fato se comprova pelo nimero de cultivares registradas que possuem este evento, 897 cultivares,
que ultrapassa o evento pioneiro GTS 40-3-2, com 737 cultivares registradas (RNC, 2020).

No entanto, a piramidacdo de genes pode refletir de forma negativa a certas caracteristicas da
cultura, tais como a qualidade das sementes produzidas que podem apresentar um baixo potencial
fisiolégico (PESKE et al., 2012; CARVALHO & NOVEMBRE, 2011). Moreno et al.(2019)
pesquisando diversas cultivares de soja observaram uma menor qualidade fisiol6gica de sementes
de soja IPRO. Esta caracteristica tem sido levantada por produtores de sementes de soja IPRO que
indagam se a baixa qualidade das sementes é proveniente da insercdo do gene CrylAc ou pelo
refinamento do melhoramento genético o qual, para as cultivares em questdo, se ocupou em
caracteristicas intrinsecas ao cultivo, como a produtividade e se eximiu da producdo de sementes
de alta performance. Sob o ponto de vista comercial gera-se um impasse, pois as cultivares
altamente produtivas permanecem no mercado mesmo apresentando baixa qualidade de sementes.

Diante desta fatalidade, a identificacdo das relagdes entre o potencial fisiologico € 0
desempenho das sementes constitui prioridade para o setor produtivo € um desafio permanente para
0s pesquisadores. Neste sentido, objetivou-se comparar o potencial fisiologico de sementes de soja

RR e IPRO e a relagdo com a expressdo enzimatica nas sementes.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio Central de Analise de Sementes do Departamento
de Agricultura, da Universidade Federal de Lavras, em Lavras/MG. A cidade esta localizada na
Regido Sul de Minas Gerais, Latitude 21° 14’S e Longitude 40° 17°W e a 918,8 m de altitude. Os
dados relativos precipitacdo pluviométrica, temperatura maxima média, e umidade relativa

registrados no periodo de producédo das sementes sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Serie Climatologica de Lavras de novembro de 2016 a abril de 2017, com dados de
precipitacao total, temperatura maxima média e umidade relativa.
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Fonte: INMET (2017)

O experimento foi conduzido no ano agricola 2016/17 em solo classificado como Latossolo
Vermelho Distroférrico tipico, com caracteristicas fisico quimicas segundo a Analise de solo
(TABELA 1). A area escolhida para o plantio foi de fertilidade construida por meio de sistema de
plantio direto. Utilizou-se adubacdo formulada 02-20-18, segundo recomendacdo adequada para a
cultura da soja no sulco de plantio.
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Tabela 1 - Andlise quimica e fisica do solo da area experimental, ano agricola 2016/17, UFLA,
Lavras-MG.

. - Resultados

Propriedades Quimicas 020 50-40
pH H,0 58 53
Ca**(cmolc/dmd) 3,69 1,89
Mg**(cmolc/dm?3) 0,63 0,33
Al 0,10 2,20
H+AI cmolcdm® 4,47 7,62
SB 4,44 2,32
T 4,54 4,52
T 8,91 9,94
K* 48,64 37,98
P 24,10 9,66
Zn 2,47 1,54
Fe mg.dm 85,79 80,64
Mn ' 13,45 13,34
Cu 0,68 0,76
B 0,17 0,18
S 11,58 27,64
Vv o 49,88 23,31
M ° 2,20 48,67
Prem mg L* 29,1 19,80
MO 3,11 2,63

Areia 16

Silte dag Kg™* 20

Argila 64

Fonte: Departamento de Ciéncia do Solo(2020)

Foram utilizadas sementes de sete cultivares de soja transgénicas (RR) resistentes ao
herbicida glifosato (1-7); e sete transgénicas (IPRO) resistentes ao glifosato e com o gene crylAc
(8-14) (Tabela 2). Todas estas cultivares sdo recomendadas a cidade de Lavras. As sementes foram

cedidas pela empresa Syngenta e Dow Agroscience.

Tabela 2 — Caracterizagédo das cultivares segundo a tecnologia inserida, o grupo de maturacéo, a
classificacdo do ciclo e colheita, ano agricola 2016/17, UFLA, Lavras-MG.(Continua)

Cultivar Tecnologia  Grupode  Classificacdo de Colheita (dias apds a
Maturagéo ciclo semeadura)
1 RR 6,4 Médio 120
2 RR 6,3 Médio 120
3 RR 59 Precoce 110
4 RR 6,4 Médio 120
5 RR 7-8 Tardio 130
6 RR 6-7 Médio 120
7 RR 5-6 Precoce 110
8 IPRO 7,1 Tardio 130
9 IPRO 7,3 Tardio 130
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10 IPRO 6,3 Médio 120
11 IPRO 6,9 Médio 120
12 IPRO 7-8 Tardio 130
13 IPRO 6-7 Médio 120
14 IPRO 5-6 Precoce 110

Fonte: Do Autor (2020)

As sementes foram tratadas com Standak Top® (2 ml.Kg sementes) e inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum, SEMIA 5079 e SEMIA 5080, utilizando-se inoculante turfoso Total
Nitro na proporcao de 1.200.000 bactérias por semente. A semeadura foi realizada manualmente,
na segunda quinzena de novembro. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados com 3 repetigdes para cada uma das 14 cultivares que compuseram 0s tratamentos.
As parcelas experimentais foram constituidas por 6 linhas de 5 metros de comprimento espacadas
em 0,5 m, sendo as duas externas bordaduras e as quatro linhas centrais Gteis, desconsiderando 0,5
m de cada extremidade, totalizando 17,5 m2 de parcela, sendo 10m? parcela Gtil. O desbaste foi
realizado 15 dias ap6s emergéncia das plantulas, mantendo-se 15 plantas por metro. Os tratos
culturais, aplicacBes de inseticidas e fungicidas, foram realizados uniformemente em todas as
parcelas de acordo com as necessidades e recomendacdes para a cultura. Para controle de plantas
invasoras foi utilizado o herbicida glifosato, com aplicagdo em bomba costal e utilizacdo de chapéu
de napoledo de modo a evitar a deriva (Roudup® 1 L.ha).

A colheita foi realizada manualmente em R9, (Ritchie et al., 1996), de forma escalonada
levando-se em consideracdo o ciclo de cada cultivar (TABELA 2). A debulha também foi realizada
manualmente.

Para a avaliacdo da qualidade das sementes das diferentes cultivares foi determinado o grau
de umidade das sementes, avaliado por meio do método de estufa a 105+3°C durante 24 horas. Foi
realizado o Teste de germinagdo, no qual foram utilizadas 4 repeticdes de 50 sementes por cultivar,
por bloco, semeadas em duas folhas de papel tipo gemitest e cobertas por uma folha, umedecidas
com agua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco; os rolos montados
foram mantidos em germinador a 25°C e as avaliacGes foram efetuadas com cinco dias apos a
semeadura baseado nas Regras para Andalise de Sementes, com resultados expressos em
porcentagem (BRASIL, 2009).
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O vigor foi avaliado pelos testes de emergéncia de plantulas, envelhecimento acelerado
econdutividade elétrica.

No teste de emergéncia, a semeadura foi realizada em bandejas plasticas contendo como
substrato, solo + areia na propor¢do 2:1. Foram semeadas quatro repeticdes de 50 sementes. Apos
a semeadura, as bandejas foram mantidas em camara de crescimento vegetal a temperatura de 25°C,
em regime alternado de luz e escuro (12 horas). A contagem do numero de plantas emergidas foi
realizada aos 14 dias apds a semeadura. Os resultados foram expressos em porcentagem de
plantulas.

No teste de envelhecimento acelerado, amostras de 250 sementes foram acondicionadas
sobre telas metalicas em caixas plasticas tipo "gerbox" contendo 40 mL de agua destilada. Essas
caixas foram mantidas em incubadora, a 42°C por 48 horas, em camara tipo BOD (MARCOS
FILHO, 1999). Em seguida, procedeu-se o teste de germina¢do com quatro subamostras de 50
sementes. A avaliacdo ocorreu aos cinco dias apds a semeadura. Os resultados foram expressos em
porcentagem média de plantulas normais para cada tratamento (BRASIL, 2009).

Para o teste de condutividade elétrica, foram utilizadas quatro repeticGes de 50 sementes
por repeticdo de campo (bloco). As sementes foram pesadas e em seguida, colocadas em copos
plasticos descartaveis com 75 mL de agua deionizada. Ap6s 24 horas de embebicdo a uma
temperatura de 25°C, a condutividade elétrica foi determinada com auxilio de um condutivimetro
com resultados expressos em uS.cm™.g?, de acordo com o método descrito por Vieira (1994).

Também foi avaliado a atividade enzimatica sendo utilizadas 50 sementes de cada cultivar
as quais foram maceradas em moinho refrigerado com nitrogénio liquido e o antioxidante PVVP
(Polivinilpirrolidona) e armazenadas a temperatura de -86°C. Subamostras de 100 mg do material
macerado, foram acrescidas de 300pl de éter etilico e 300ul de agua, homogeneizadas em agitador
vortex, permanecendo em repouso por 30 minutos em gelo antes de serem centrifugadas em MPW-
350R (MPW Med. Instruments, Varsovia, Polonia) a 18.000 g por 30 minutos, a 4°C
(CARVALHO et al., 2014).

Apos a centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 300ul do tampdo de
extracdo (Tris HC1 0,2M pH 8,0) e 0,1% de B-mercaptoetanol. O material foi colocado em geladeira
por 12 horas e depois centrifugado a 18000 rpm por 30 minutos a 4°C. A eletroforese em géis de

poliacrilamida NATIVA-PAGE foi desenvolvida em sistema descontinuo (7,5% gel de separacdo
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e 4,5% gel de concentragdo). O sistema tampé&o gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9.
Para proceder a corrida eletroforética foram aplicados na canaleta do gel 50uL do sobrenadante e
a corrida realizada a 4°C, a 150V, por 6 horas. Ao término da corrida, os géis foram revelados para
as enzimas SOD (Superoxido dismutase), CAT (Catalase), EST (Esterase), ADH (Alcool
desidrogenase (ALFENAS et al.,
2006).A avaliagdo dos perfis enzimaticos foi realizada de acordo com a presenca ou
auséncia de bandas e a intensidade delas. Além a utilizacdo do softwere Image J para a
quantificacdo das bandas em pixels.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado avaliando-se
separadamente as cultivares e as tecnologias. Os dados foram submetidos a analise de variancia
pelo software R-Studio, a 5% de probabilidade pelo teste de F. As médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. O programa Sisvar foi utilizado para aplicacdo de
Contrastes ortogonais (RSTUDIO, 2015; FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram observadas diferengas significativas para o grau de umidade das sementes, 0
qual variou de 9,73 a 11,72, estes valores semelhantes caracterizam a uniformidade de colheita
dando subsidios para a padronizacdo das avaliagdes e obtencdo de resultados consistentes
(MARCOS-FILHO et al., 1987). Os demais testes de qualidade detectaram diferencas entre as
cultivares estudadas (TABELA 3).

Tabela 3 - Resultados médios da qualidade de sementes: germinagdo (G%), emergéncia (E%)
envelhecimento acelerado (EA%) e condutividade elétrica (CE) de cultivares de soja
RR e IPRO, ano agricola 2016/17,UFLA, Lavras - MG. (Continua)

-1
CULTIVARES  G(%) E(%) EAe) P (gf)cm
1IRR 65 e 96 a 69 d 66,57 b
2RR 94 a 93 b 85b 52,41a
3RR 89 b 95 b 86 b 54,95 a
4RR 88 b 96 a 88a 71,33 ¢
5RR 70d 88 c 4le 85,36
6RR 84c 93 b 82b 79,09 d
7RR 96 a 98 a 93a 79,17 a
8IPRO 85¢ 91b 81b 8181e

9IPRO 82¢c 85¢ 72d 53,21a
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10IPRO 80c 83¢c 74c 65,79 b
11IPRO 73d 86 ¢ 72d 73,63 ¢
12IPRO 56 76 d 31f 109,0 f
13IPRO 65 ¢ 86 ¢ 83b 76,42 ¢
14IPRO 93a 99a 92a 67,02 b
CV(%) 3,48 3,12 4,56 5,32

*Medias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo
Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do
Autor (2020)

Pelo padrdo exigido pelo controle de qualidade externo, realizado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, as cultivares 1, 11, 12 e 13 ndo poderiam ser
comercializadas, pois a germinacao das sementes ficou abaixo de 80% (TABELA 3, FIGURA 2)
(BRASIL, 2003). Os maiores valores de porcentagem de germinacdo foram encontrados para as
cultivares 2, 7 e 14, variando de 93 a 96% de sementes germinadas. Estas sdo as unicas cultivares

cuja porcentagem de germinagdo minima esta pautada em 90% (FIGURA 2).

Figura 2 - Grafico de dispersdo para os testes fisiolégicos de cultivares de soja RR e IPRO, ano
agricola 2016/17,UFLA, Lavras — MG.
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As cultivares 7 RR e 14 IPRO apresentaram maiores médias de germinacdo enquanto , as
cultivares 5 RR e 12 IPRO apresentaram as menores medias de germina¢do. O mesmo ocorreu
quando avaliou-se o vigor das sementes por meio dos testes de envelhecimento acelerado e
emergéncia de plantulas. Estes resultados podem estar ligados ao nivel de melhoramento destas
cultivares para a caracteristica de qualidade de sementes. A alguns anos, estas caracteristicas
também distinguiam as cultivares de soja convencionais e as cultivares RR, as quais ndo haviam
passado por um processo de melhoramento acentuado, entre os anos de 1998 e 2005,
principalmente no Brasil, que somente ap6s a aprovagdo da lei de Biosseguranga em margo de
2005, a qual autorizou a producdo e comercializagdo de produtos geneticamente modificados,
motivou as empresas produtoras de sementes a investir no melhoramento genético das cultivares
transgénicas (BRASIL, 2005).

Nota-se que 4 das cultivares IPRO apresentaram baixa germina¢do. Com este resultado, a
média de germinacgdo das cultivares RR foi superior a média de germinacédo das cultivares IPRO
(FIGURA 3).

Figura 3 - Contraste ortogonal e Resultados médios da qualidade de sementes:germinacdo (G%),
emergéncia (E%) envelhecimento acelerado (EA%) de tecnologias de soja RR e IPRO,
ano agricola 2016/17, UFLA, Lavras - MG. *Significancia a 1% de probabilidade.
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Carvalho et al. (2012) comparando a soja convencional com sua versdo transgénica RR
verificaram 0 mesmo comportamento pelo teste de germinacdo em que, mesmo ndo havendo
diferenca significativa para o inicio da germinacdo entre os dois materiais, a soja convencional
apresentou germinacao e vigor superior em relacdo a sua versao transgénica.

Pelos testes de vigor as mesmas cultivares que apresentaram alta viabilidade pelo teste de
germinacdo se sobressairam (FIGURA 1). O teste de emergéncia retrata um melhor desempenho
das cultivares, em que 8 das cultivares estudadas apresentaram média de plantulas emergidas acima
de 90% (TABELA 1). Vale salientar que 7 delas s@o pertencentes ao grupo de tecnologia RR, que
obteve média de 94% de plantulas emergidas em relacdo a 86% as de tecnologia IPRO (FIGURA
4), demonstrando uma maior superioridade das cultivares RR em relacdo as cultivares IPRO.
Observou-se que o teste de emergéncia de plantulas para as sementes das cultivares RR e IPRO
apresentou médias superiores as observadas no teste de germinacdo (TABELA 1). Resultados
semelhantes foram obtidos por Carvalho et al. (2012) e Braccini et al. (1994), que também
observaram valores significativamente superiores de viabilidade das sementes de diferentes
gendtipos de soja, no teste de emergéncia de plantula em relacdo aos obtidos no de germinacao.
Esse resultado pode estar relacionado a infeccdo das sementes por Phomopsis spp. (FRANCA
NETO et. al 1992), visto que a presenca do fungo, na maioria dos casos, ocorre apenas no
tegumento das sementes de soja, causando variagdes nos resultados obtidos entre os testes de
germinacao e o conduzido na areia.

O teste de envelhecimento acelerado € um teste utilizado para avaliar a qualidade fisioldgica
de sementes de soja, altamente empregado pelo controle de qualidade interno das empresas
produtoras de sementes uma vez que fornece um parametro de qualidade fisiol6gica mais sensivel
que o teste de germinacgdo e é capaz de identificar genotipos com alta qualidade fisioldgica de
sementes (MORENO et al., 2019). Pelo teste de envelhecimento acelerado somente as cultivares 7
e 14 apresentaram médias de sementes germinadas acima de 90% isto aconteceu porque sementes
de baixa qualidade deterioram-se mais rapidamente do que as mais vigorosas, apresentando queda
acentuada de sua viabilidade, apds serem submetidas ao envelhecimento acelerado (MARCOS
FILHO, 1999). Aquelas sementes que apresentaram bom desempenho pelo teste de germinacdo e
no entanto estavam com o sistema de membranas desestruturado, apresentaram reducdo na

germinacdo ap0s serem expostas a niveis elevados de temperatura e umidade relativa do ar,
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considerados os fatores ambientais preponderantes na intensidade e velocidade de deterioracéo,
como € o caso das cultivares com germinacao acima de 80% e que ap6s o envelhecimento ficaram
abaixo desta faixa (FIGURA 1). Pelos resultados, verifica-se que este teste ndo foi capaz de
diferenciar as cultivares com relacédo as tecnologias (TABELA 2).

O teste de condutividade elétrica confirma a desintegridade das membranas das sementes
com altos valores de exsudatos para aquelas de baixo desempenho nos testes anteriores e nos revela
um menor desempenho de cultivares IPRO em relacdo a cultivares RR (TABELA 4). Os valores
de condutividade elétrica variaram de 52,41 pS cm™ g para a cultivar 2 a 109 uS cm™ g™ para a
cultivar 12 a qual, dentre as cultivares, foi a que apresentou maior condutividade elétrica e
demonstrou baixos indices de vigor (FIGURA 3). Os valores padrbes de condutividade, segundo
Vieira & Krzyzanowski (1999), devem estar na faixa de 70-80 pS.cm-1.g-1 para lotes de sementes
de soja de alto vigor, porém com forte tendéncia a apresentarem médio vigor. Verifica-se que 3 das
14 cultivares estudadas, 5, 8 e 12, fogem deste limiar e séo caracterizadas como de baixo vigor
pelos testes fisiologicos (FIGURA 4). E importante ressaltar que cada cultivar possui
caracteristicas proprias em seu sistema de membranas o que causa esta grande variagcdo no teste de

condutividade elétrica que se torna mais eficiente na comparacao de lotes de uma mesma cultivar.

Figura 4. Grafico de dispersdo de condutividade elétrica de cultivares de soja RR e IPRO, ano
agricola 2016/17, UFLA, Lavras — MG.
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Fonte: Do Autor (2020)

Como foi observado, as cultivares apresentaram variabilidade quanto a qualidade
fisioldgica de sementes quando submetidas aos testes de vigor e germinacdo. Houve também
diferentes padrdes de expressdo de enzimas em sementes das cultivares avaliadas e grande

correlacdo com os resultados dos testes fisioldgicos.
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Houve uma maior expressdo da enzima ADH em cultivares RR em comparacdo as
cultivares IPRO (FIGURA 5). Um maior teor de alcool desidrogenase nas células das sementes
indica uma menor concentracdo de acetaldeido, produto resultante da respiracdo anaerobica das
células que causa maior deterioracdo (MORENO et al., 2019).

Isto indica que uma maior expressdo da enzima ADH reflete em uma maior prote¢do contra
a deterioracdo e consequentemente maior vigor, como foi comprovado pelos testes fisiologicos em
que as cultivares 7 e 14 obtiveram a maior porcentagem de sementes germinadas bem como maior
vigor pelos testes de envelhecimento acelerado e emergéncia de plantulas (FIGURA 2). Estes
resultados corroboram com os resultados encontrados por Carvalho et al. (2014) que constataram
maiores expressdes de ADH em sementes de cultivares com qualidade fisioldgica superior. As
cultivares 1,2,4,7 e 14 com maior expressdo de ADH apresentaram médias superiores nos testes de

emergéncia e envelhecimento acelerado (TABELA 3).

Figura 5 — Padrdo enzimatico da Alcool desidrogenase de cultivares RR e IPRO. A) Analise visual
da ADH; B) Andlise quantitativa da ADH.
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Para a enzima esterase, no geral houve uma maior expressao em sementes de cultivares que
apresentaram baixa germinacao, sendo as cultivares 11, 1 e 13 com os maiores indices de expressao

da enzima (FIGURA 6). E uma enzima que possui uma relacdo inversa a qualidade de sementes.

Figura 6 — Padrdo enzimatico da esterase de cultivares RR e IPRO. A) Analise visual da esterase;
B) Anélise quantitativa da esterase.
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Trata-se de uma enzima deteriorativa a qual age na hidrélise de ésteres, promovendo a
desestabilizacdo da bicamada lipidica acentuando o processo de deterioracao (Vieira et al., 2013).
Desta forma, pode-se associa-la a uma menor qualidade de sementes. Resultados semelhantes
foram encontrados por Ferreira et al. (2015) que ao submeter sementes de milho com 45% de

umidade ao processo de secagem notaram uma reducdo na qualidade fisioldgica das sementes e
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consequente aumento da expressdo de esterase. Em sementes com alto grau de deterioracdo a
expressao desta enzima passa a decair, tornando-se quase nulo como € o caso da cultivar 12 que
pelos testes fisiologicos demonstrou baixissima qualidade fisiologica e uma alta dessestrturacdo de
membranas uma vez que a leitura do teste de condutividade elétrica demonstrou um alto valor de
condutividade do exsudato.

Vieira et al. (2013) ao estudar o armazenamento de sementes de soja, verificaram a reducgéo
da qualidade fisiologica das sementes ao longo do armazenamento e diminuicdo da atividade da
esterase a partir do sexto més, tendo ocorrido o desaparecimento das bandas aos nove e doze meses
de armazenamento.

As enzimas superdxido dismutase e catalase (FIGURAS 7 E 8) constituem eficientes
mecanismos de desintoxicacdo, atuando na remocao e reducdo de radicais livres, ou seja, possuem
acdo antioxidante atuando nas espécies reativas do oxigénio que causam danos celulares
(MOLLER et al., 2007; DEUNER et al., 2011).

A SOD ¢ a primeira enzima do grupo a trabalhar, atuando na linha de defesa contra formas
reativas de oxigénio, uma vez que esta enzima anula a acdo dos superdxidos (O2-), catalisando
reacOes de transferéncia de dois elétrons para produzir peroxido de hidrogénio (H202)
(MCDONALD, 1999).
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Figura 7 — Padrdo enzimatico da Superoxido dismutase de cultivares RR e IPRO. A) Analise visual
da SOD; B) Anélise quantitativa da SOD.
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Figura 8 — Padrdo enzimatico da catalase de cultivares RR e IPRO. A) Analise visual da catalase;
B) Anélise quantitativa da catalase.
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A catalase, por sua vez age na remoc¢do do perdxido de hidrogénio produzido, altamente
toxico as sementes. Diante disso, para 0 mecanismo estar de acordo e em étima funcionalidade,
esses duas enzimas devem paossuir comiortamentos semeikantes, ja ue uma finaliza o trabalho da
outra. A atividade da CAT apresentou resultado coerente com a SOD, uma vez que a atividade de
ambas foi maior em sementes de maior viabilidade e vigor, como é o caso das cultivares 2, 4, 7 e

14 (FIGURAS 6 E 7). Ferreira et al. (2015) também verificaram tal coeréncia em seu trabalho.
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4 CONCLUSOES

Em relacdo as cultivares RR, a insercéo do gene CrylAc em cultivares IPRO apresenta indicios
de afetar a qualidade fisioldgica das sementes.

N&o hé& diferencas entre os padrdes de expressao enzimatica de cultivares RR e IPRO

As sementes das cultivares 7 e 14 possuem maior viabilidade e vigor que as sementes das

demais cultivares estudadas.
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