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RESUMO

A soja é uma cultura de grande interesse econdmico no agronegécio mundial, sendo que a
mais cultivada é a transgénica, tolerante ao herbicida ndo seletivo, glifosato. O glifosato
caracteriza-se por intervir na via de biossintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina,
triptofano e tirosina, inibindo a sintese de proteinas, levando as plantas sensiveis a
senescéncia e morte. O estudo aprofundado em nivel anatémico e citolégico é importante,
tendo em vista que pesquisas mostram o glifosato gerando efeito fitotoxico, afetando a
eficiéncia no uso da &gua, na fotossintese, no acimulo de biomassa, na sintese de aminoacidos
e compostos secundarios na soja. Este trabalho investiga o comportamento da soja transgénica
e convencional, germinadas em diferentes concentracfes de glifosato. Trés cultivares de soja
foram avaliadas, sendo: uma transgénica de primeira geragdo P98Y11; NS6906IPRO
transgénica de segunda geracdo; e uma convencional UFV-16. Os testes de germinacao,
comprimento de plantulas e distribuicdo de massa seca foram empregados para avaliar a
qualidade fisioldgica da soja, correlacionando com os possiveis efeitos do glifosato para esses
parametros. Em nivel citolégico, o ciclo celular foi estudado, avaliando-se o indice mitotico
(IM) e verificando a presenca de anormalidades em cada fase do ciclo. No ambito da botanica,
0 estudo se voltou para a anatomia interna das plantulas, avaliando alteracbes nas medidas
diametrais dos tecidos integrantes do eixo caule-radicular avaliados. Os resultados confirmam
a reducdo mais acentuada do indice mitético na UFV-16 esta relacionado com maior
comprometimento da germinacdo, comprimento das plantulas, mobilizacdo da massa seca,
adaptacdes anatdbmicas e ciclo celular. As cultivares P98Y11 e NS69061PRO, mesmo com a
isoforma da enzima EPSPS que atribui resisténcia ao herbicida, mostrou-se tolerante, mas nao
resistente, sendo acometida aos efeitos do glifosato, em menor intensidade, comprometendo a
qualidade fisioldgica, anatomia e ciclo celular

Palavra chave: Glycine max; soja transgénica; Qualidade fisioldgica; Indice mitético;

Anatomia.



ABSTRACT

Soybean is a crop of great economic interest in the world’s agribusiness, and the most
cultivated is transgenic, tolerant to the non-selective herbicide glyphosate. Glyphosate is
characterized by intervening in the biosynthesis pathway of aromatic amino acids
phenylalanine, tryptophan and tyrosine, inhibiting protein synthesis, leading plants sensitive
to senescence and death. In-depth study at the anatomical and cytological levels is important,
as research shows glyphosate generating a phytotoxic effect, affecting water use efficiency,
photosynthesis, biomass accumulation, amino acid synthesis and secondary compounds in
soybean. This work investigates the behavior of transgenic and conventional soybean
germinated in different glyphosate concentrations. Three soybean cultivars were evaluated:
one first-generation transgenic P98Y11; Second generation transgenic NS6906IPRO; and a
conventional UFV-16. Germination, seedling length and dry mass distribution tests were used
to evaluate the physiological quality of soybean, correlating with the possible effects of
glyphosate for these parameters. At the cytological level, the cell cycle was studied by
evaluating the mitotic index (MI) and checking for the presence of abnormalities in each
phase of the cycle. In the field of botany, the study turned to the internal anatomy of the
seedlings, evaluating changes in the diametrical measurements of the stem-root tissues
evaluated. The results confirm the most pronounced reduction of the UFV-16 mitotic index is
related to greater impairment of germination, seedling length, dry mass mobilization,
anatomical adaptations, and cell cycle. The cultivars P98Y11 and NS6906IPRO, even with
the EPSPS enzyme isoform that gives resistance to the herbicide, were tolerant but not
resistant, being affected to the effects of glyphosate to a lesser extent, compromising the

physiological quality, anatomy and cell cycle.

Keywords: Glycine max; transgenic soybean; Physiological quality; Mitotic index; Anatomy.
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1 INTRODUCAO

A introducéo de cultivares de soja (Glycine max) transgénicas, contribuiu para a cultura
da soja atingir sua atual produtividade. Estas cultivares sdo caracterizadas por sua tolerancia
ao herbicida glifosato, o que levou a uma mudanca nos produtos utilizados para 0 manejo das
plantas daninhas na cultura (PELAEZ et al., 2004; JAMES, 2016). O glifosato € um herbicida
ndo seletivo, sistémico de acdo total, e seu uso impede que a planta forme aminoéacidos
aromaticos, necessarios para a sintese de proteinas (Kruse et al., 2000; MARCHIOSI, 2008;
GOMES et al., 2017).

Neste contexto, o advento das cultivares geneticamente modificadas, especialmente
aquelas conhecidas por Herbicide Tolerant (HT), contribuiu para a soja atingir sua atual
condicdo no cenario mundial, considerando a adogdo massiva nos principais paises
produtores, entre eles os EUA e o Brasil (ISAAA, 2017). A tolerancia ao herbicida glifosato
pode ser considerada o evento biotecnologico de maior impacto na histéria recente do
melhoramento genético da soja. Este herbicida caracteriza-se por ser ndo seletivo, de amplo
espectro, de acdo sistémica e de aplicacdo na pos-emergéncia (SILVA et al., 2018), e 0 seu
alvo € a enzima 5-enol-piruvil-shiquimato-3-fosfato-sintase (DUKE, 2018).

Bioguimicamente, o glifosato impede as plantas de sintetizarem 0s aminoacidos
aromaticos derivados do corismato fenilalanina, tirosina e triptofano, fundamentais para a
sintese de proteinas (KRUSE et al., 2000). Obviamente, a acdo do herbicida acarreta a
senescéncia e morte dos individuos sensiveis ao glifosato. Do contrério, as plantas HT
toleram dosagens comerciais do herbicida e completam o seu ciclo normalmente, o que, em
principio, torna o controle das plantas daninhas uma prética flexivel e eficiente. A utilizacéo
do glifosato tem se mostrado satisfatoria no controle das plantas daninhas que sao dificeis de
controlar, sendo altamente seletivo, por ndo interferir no rendimento produtivo das cultivares
de soja tolerante ao glifosato (ALONSO et al., 2013).

O melhoramento genético de plantas transgénicas é fundamental para a obtencdo de
cultivares mais produtivas, adaptadas a diferentes agroecossistemas e resistentes a doencas
(FALEIRO E ANDRADE, 2009). Com o objetivo de melhorar as cultivares de soja RR,
tolerante a herbicidas a base de glifosato (Roundup Ready), é importante entender a interacdo
das cultivares com o glifosato em nivel celular, aperfeicoando o manejo da cultura.

Bioguimicamente, o glifosato impede as plantas de sintetizarem o0s aminoacidos
aromaticos derivados do corismato fenilalanina, tirosina e triptofano, fundamentais para a
sintese de proteinas (KRUSE et al., 2000). Obviamente, a a¢do do herbicida acarreta a

senescéncia e morte dos individuos sensiveis ao glifosato. Do contrério, as plantas HT
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toleram dosagens comerciais do herbicida e completam o seu ciclo normalmente, o que, em
principio, torna o controle das plantas daninhas uma pratica flexivel e eficiente. A utilizacéo
do glifosato tem se mostrado satisfatoria no controle das plantas daninhas que sdo dificeis de
controlar, sendo altamente seletivo, por ndo interferir no rendimento produtivo das cultivares
de soja tolerante ao glifosato (ALONSO et al., 2013).

Ha relatos de modificacBes das caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas em plantas
de soja submetidas ao glifosato (POLIZEL et al., 2011; GALMES et at., 2013). A acéo do
herbicida inibe o desenvolvimento de plantulas normais na cultivar convencional, provocando
déficit de aminoacidos aromaticos tendo, como consequéncia, a reducdo no seu vigor (Nagata
et al., 2000). Apesar da soja transgénica ser afetada negativamente pelo gene RR, reduzindo
sua qualidade fisiologica, a semente ¢ tolerante a subdoses do glifosato, sendo pouco afetada
pela aplicacdo do herbicida (MENAGATTI E BARROS, 2007; CARVALHO et al., 2012).

A diferenca de comportamento entre as cultivares transgénicas e convencionais,
expostas ao herbicida, pode ser utilizada na deteccdo e quantificagdo de genotipos de soja
contrastantes em teste de germinacdo (BEVILAQUA et al., 2000; TORRES et al., 2003;
FUNGUETTO ET AL., 2004; TILLMANN AND WEST , 2004; MIRANDA et al., 2005;
PEREIRA et al., 2009; HEINZ et al., 2011; PADUA et al., 2012; MELO et al., 2013). A
tolerancia ao herbicida esta relacionada, principalmente, as sementes transgénicas que
germinam em contato com solucdo de glifosato e apresentam um desenvolvimento normal,
enquanto sementes de soja ndo-transgénicas desenvolvem plantulas com anormalidades
(TORRES et al., 2003; FUNGUETTO et al., 2004; PEREIRA et al., 2009; HEINZ et al.,
2011). Nos trabalhos de Funguetto et al, 2004; Cunha, 2004, Tillmann e West, 2004; Miranda,
2004 e Bertagnolli, 2005, Heinz et al. (2011) a acdo do glifosato em plantulas de soja levou a
uma reducdo no comprimento, parte aérea e raiz, que apresentou engrossamento e inibicdo da
emissdo de raizes secundérias.

O glifosato afeta a massa de matéria seca das plantulas de soja, convencional e
transgénica, o que pode ser explicado pela interrupcdo do processo de mitose e ruptura dos
plastidios, como efeito indireto e secundario desse herbicida (BARTELS, 1985). De acordo
com EI-Ghamery ET AL.,2000, o glifosato possui efeitos mitodepressivos em Allium cepa,
podendo resultar na inibicdo do metabolismo do DNA e da sintese proteica, sendo sustentado
pela maior taxa de anomalias (EL-GHAMERY et al.,2000). Dentre as principais anomalias,
em cevada o herbicida induz falha de orientagdo na metéafase e surgimento de estruturas
fusiformes mitéticas, enquanto as células apoptdticas comprovam o seu efeito citotoxico
(TRUTA et al.,2011).
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Em estudo encontrado na literatura, observou-se que, de fato, o desenvolvimento das
plantulas estaria paralisado na presenca do herbicida, mas ndo em carater definitivo. Isto foi
verificado quando as plantulas obtidas do teste de germinagdo em substrato umedecido com
glifosato foram transferidas para o solo e ali recuperaram o seu desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo, produzindo, contudo, sementes em quantidades menores do que aquelas obtidas
sob tratamento controle (PEREIRA et al., 2018).

A utilizacdo do glifosato tem se mostrado satisfatorio no controle das plantas daninhas
que sdo dificeis de reprimir, sendo altamente seletivo, por ndo interferir no rendimento
produtivo das cultivares de soja resistente ao glifosato (ALONSO et al., 2013).

Contudo, uma preocupacao existente € que com o uso do glifosato em larga escala por
anos consecutivos, varios biotipos de plantas daninhas resistentes vém sendo selecionados em
areas agricolas (GAINES et al., 2012). O estudo aprofundado em nivel anatdmico, bem como
citologico, do comportamento de plantas transgénicas e convencionais submetidas ao uso de
glifosato em diversas condi¢cBes € de fundamental importancia para a ado¢do do manejo
correto dessa cultura (MELHORANCA FILHO et al. 2011).

Neste contexto, questiona-se sobre o comportamento das plantulas submetidas ao
tratamento com o glifosato quanto ao ciclo celular em suas zonas meristematicas, pois caso o
desenvolvimento esteja paralisado, possiveis efeitos sobre o indice mitético poderiam ser
observados, bem como anormalidades cromossomicas.

Esta pesquisa objetivou investigar o comportamento de duas cultivares de soja
transgénicas, de primeira e segunda geracdo, e uma convencional, submetidas a germinacéo
em substrato umedecido com glifosato. O estudo avaliou a qualidade fisiologica de sementes,
bem como, aspectos morfologicos, anatdmicos e referentes ao ciclo celular. Os resultados
podem auxiliar na obtencdo de uma melhor compreensdo do mecanismo de resisténcia ao
glifosato, caracteristica potencialmente utilizada como estratégia em programas de

melhoramento de plantas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Sojatransgénica

A soja (Glycine max) € a principal oleaginosa produzida e consumida no mundo, sendo
0 quarto produto mais utilizado no consumo humano e o mais importante em producéo e
comercializa¢do (FAO, 2013). No mercado mundial do agronegdcio, a produgdo de soja esta
entre as atividades econémicas que apresentaram maiores crescimentos, chegando a 336,699

milhdes de toneladas em uma area de 124,580 milhdes de hectares plantados (EMBRAPA,
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2018). A producdo do grdo é liderada pelos paises Estados Unidos, Brasil e Argentina,
responsaveis por aproximadamente 258 milhdes de toneladas (USDA, 2015).

A érea cultivada com soja no Brasil cresceu de forma expressiva, passando de 1,3
milhdo de hectare em 1970 para 35,822 milhdes de hectares em 2018 (CONAB, 2018). As
exportagdes totais brasileiras em 2014 somaram US$ 225.100 bilhGes encabecando a pauta de
exportacdes do agronegocio (USDA, 2015). A soja é a principal cultura agricola do Brasil em
termos de quantidade produzida e area plantada. Em 2019, a producdo de soja esta estimada
em 115,1 milhdes de toneladas, representando um decréscimo de 3,5 % em relacdo a safra
anterior, ainda assim, se consolidando como a segunda maior producdo de soja na série
histérica da Conab (Conab, 2019).

A introducdo de novas tecnologias, como a transgenia, contribuiu para tornar o Brasil
um dos maiores produtores de soja no mundo (Silva et al., 2011). Segundo dados do
International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Aplications (ISAAA), nos ultimos
20 anos, 2 bilhdes de hectares de culturas biotecnologicas tém sido cultivadas, colocando o
Brasil como segundo pais no ranking mundial de plantio transgénico (ISAAA, 2017).

A biotecnologia moderna contempla, a partir das analises dos acidos nucleicos (DNA
e RNA), genbmica, transcriptdmica, proteémica, a possibilidade de modificacbes genéticas
especificas de quaisquer espécies microbioldgicas, vegetais ou animais. De fato, a engenharia
genética ja demonstrou e prossegue demonstrando um papel extraordinario no
desenvolvimento de novos produtos animais, vegetais, fungicos e bacterianos (Ortiz, 2012).
Utilizando os conhecimentos provenientes da engenharia genética e gendmica, a obtencédo de
cultivares geneticamente modificadas marca o inicio de um novo patamar no melhoramento
de plantas, ndo alcancado por meio do melhoramento genético convencional (CARRER et al.,
2010; JAMES, 2013). As cultivares transgénicas ndo se limitam a resisténcia de
herbicida/inseto, tendo as caracteristicas de alto valor agregado como uma tendéncia,
possibilitando obter cultivares com amadurecimento mais rapido e altos niveis de nutrientes
(GERDES et al., 2014; RIBEIRO e MARIN, 2012).

O primeiro plantio com organismo geneticamente modificado (OGM) ocorreu em
1994, e em 2017 a area plantada com sementes transgénicas alcancou 189,8 milhdes de
hectares, fazendo com que os transgénicos pudessem ser considerados como a tecnologia
agricola mais rapidamente adotada na historia recente da agricultura (JAMES, 2018).

A soja transgénica, tecnologia Roundup Ready (RR®), consiste em um vegetal
geneticamente modificado, tendo como caracteristica a tolerancia ao glifosato, herbicida de

amplo espectro, ndo-seletivo, aplicado na p6s-emergéncia da lavoura. No desenvolvimento
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deste gendtipo, foi utilizado o gene cp4 epsps isolado a partir de uma bactéria comumente
encontrada no solo, a Agrobacterium sp., cepa CP4. A insercdo deste gene conferiu a planta a
resisténcia ao glifosato, principio ativo do herbicida Roundup® (KLEBA, 1998;
CREMONEZI, 2009; BERVALD et al., 2010).

A sequéncia de DNA isolada da Agrobacterium sp, codifica uma isoforma da enzima
EPSPS (5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintase), que atribui resisténcia da soja ao
herbicida, mantendo desinibida a via biossintética de aminoacidos arométicos (fenilalanina,
triptofano e tirosina) nas plantas. Naturalmente, a via do chiquimato ¢ inibida pelo glifosato
em vegetais ndo modificados, impossibilitando a enzima EPSPS de catalisar a condensacéo
do chiquimato 3-fosfato e fosfofenolpiruvato bloqueando, assim, a via para a formacao dos
aminoacidos aromaticos levando a morte (BOHM, 2010; GOMES et al., 2017). A diminuicéo
da sintese dos aminodcidos leva a diminui¢cdo da sintese proteica, inibicdo de compostos
secundarios e desregulacéo da via do chiquimato (MARCHIOSI, 2008).

A soja RR1, além de possuir resisténcia ao glifosato, apresenta beneficios como o
aumento de produtividade, reducdo no teor de impureza e umidade nos grdos colhidos
(BATISTA, 2011; PELAEZ et al., 2004). Uma preocupacdo que ndo deve ser negligenciada é
que, em virtude da resisténcia ao herbicida, Qaim & Traxler (2005) indicaram um aumento de
108% na quantidade total de herbicidas utilizada no cultivo da soja RR. Neste cenario, €
relevante a existéncia de estudos que explorem o efeito do glifosato ao nivel celular na soja
convencional e RR, tendo em vista que as quantidades de herbicida utilizadas vém
aumentando (BENBROOK, 2001; SWANSON et al. 2014; SILVA et al.,, 2017). O
conhecimento aprofundado dos efeitos do glifosato na soja complementa as diretrizes para um
manejo eficiente, auxiliando em inovacGes incrementais e dando suporte para o melhoramento
tradicional dirigido ao aumento da produtividade.

Além da tecnologia RR®, a necessidade de impedir a ocorréncia de insetos praga
levou ao desenvolvimento da tecnologia Intacta RR2®, desenvolvida especialmente para o
mercado brasileiro, a qual proporciona o controle contra as principais lagartas que atacam a
cultura da soja (DALLASTRA, 2013). De acordo com Silva (2013) a tecnologia leva a
expressdo de genes que codificam a proteina CrylAc, oriunda do Bacillus thuringiensis,
levando a solubilizacdo de cristais proteicos no intestino médio do inseto, paralisia e morte,

atingindo apenas o inseto-alvo.
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2.2 ldentificacdo de soja transgénica

A diferenciacdo entre soja transgénica e convencional pode ser obtida por inimeras
metodologias com diversos principios, mas poucas fornecem uma solucdo rapida, confiavel e
barata (FUNGUETTO et al., 2004). Os métodos de deteccdo empregados vao desde o0s
considerados simples, como o teste de tolerdncia a herbicidas denominados bioensaios, aos
mais especificos como o teste de Elisa, PCR e qPCR (CUNHA et al., 2005).

A técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido recomendada por 6rgédos
internacionais de regulamentacdo, pesquisa e comércio, devido a maior estabilidade destas
moléculas quando comparadas as proteinas (THOMSON, 2003; MIAW et al., 2014). Na PCR
convencional, aplicada as analises qualitativas, o DNA é extraido, purificado e amplificado
utilizando primers desenhados especificamente para o cassete génico do transgene. Esta é uma
técnica relativamente répida, barata e segura, utilizada nos testes de triagem de OGM, através
da qual a producgéo de fragmentos de amplificacdo especificos nos perfis de eletroforese da
amostra e do controle positivo, demonstra a provavel presenca de OGM (OLIVEIRA, 2010).

A PCR multiplex, utilizada em analises qualitativas e quantitativas, também € rapida e
confiavel, permitindo, detectar varias sequéncias de DNA simultaneamente. Essa técnica
viabiliza a obtencdo de um grande nimero de informagcfes em pouco tempo, ao combinar
diversos pares de iniciadores em uma mesma reacao, significando economia de reagentes e de
tempo em relacdo a PCR convencional. A PCR multiplex, entretanto, € mais trabalhosa por
demandar um trabalho de padronizacdo da reacdo, dado que a combinacdo de diferentes
iniciadores pode resultar na amplificacdo de sequéncias ndo alvo e formacéo de heterodimeros
(CONCEICAO et al., 2006).

A Nested PCR consiste em uma técnica qualitativa, tendo como principio a
amplificacdo de sequéncias especificas de DNA a partir de uma mistura complexa de DNA.
Na Nested PCR dois pares de iniciadores sdo usados para um anico locus; o primeiro par
amplifica o locus, como na PCR convencional e o segundo liga-se a uma regido mais interna
do produto da primeira, produzindo um fragmento mais curto do que o primeiro. A vantagem
da Nested PCR € que, se o fragmento amplificado ndo for o esperado, a probabilidade da
segunda regido ser amplificada pelo segundo conjunto de iniciadores é reduzida
(CONCEICAO et al., 2006).

A PCR em tempo real é utilizada tanto em analises qualitativas quanto em
quantitativas, sendo recomendada pelo Joint Research Center (JRC) para deteccdo e
quantificacdo de OGM em alimentos e racOes. A reacdo & monitorada, associando a

amplificagcdo do alvo que emite uma determinada quantidade de fluorescéncia ao final de cada
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ciclo, originada durante a hibridizacdo do DNA alvo com sondas marcadas com fluoréforos
especificos. A intensidade de sinal emitida é proporcional a quantidade do DNA alvo
amplificado e aumenta, exponencialmente, a cada ciclo de amplificagdo. A PCR em Tempo
Real tem como vantagens a reduzida probabilidade de contaminagdo, processamento
automatizado, monitoramento em tempo real e a ndo necessidade de analise pos-reacdo. As
desvantagens sdo o elevado custo do equipamento e as elevadas exigéncias técnicas e
cientificas requeridas para o correto manuseio e manutengdo do equipamento (PELT-
VERKUIL et al., 2008; GROHMANN, 2010).

Os bioensaios geralmente sdo testes rapidos e confidveis, consistindo na aplicacéo de
uma solugdo contendo glifosato comercial na pré-emergéncia de sementes de soja, avaliando
as caracteristicas morfologicas de plantulas, e permitindo a facil deteccdo de sua
susceptibilidade ao glifosato (CUNHA, 2005). A tolerancia ao herbicida é verificada de forma
pratica. Sementes de cultivares transgénicas germinam e se desenvolvem em plantulas
normais, enquanto que as sementes convencionais germinam, mas ndo desenvolvem plantulas
normais (TORRES et al., 2003; FUNGUETTO et al., 2004; PEREIRA et al., 2009; HEINZ et
al., 2011).

Nos trabalhos de FUNGUETTO et al. (2004), CUNHA et al. (2004), TILLMANN e
WEST (2004), MIRANDA et al. (2004), BERTAGNOLLI et al. (2005) e HEINZ et al (2011)
a acao do glifosato em plantulas de soja levou a redugcdo no comprimento, parte aérea e raiz,
na qual ainda se deu um engrossamento, acompanhado da inibicdo na emissdo de raizes
secundarias. A diferenca de comportamento entre as cultivares transgénicas e convencionais,
gue acontece com o uso do herbicida, permite a utilizacao do teste de germinacao na deteccéo
e quantificacdo de gendtipos de soja contrastantes (BEVILAQUA et al., 2000; TORRES et
al., 2003; FUNGUETTO et al., 2004; TILLMANN e WEST , 2004; MIRANDA et al., 2005;
PEREIRA et al., 2009; HEINZ et al., 2011; PADUA et al., 2012; MELO et al., 2013). Outras
metodologias de bioensaios, como a utilizacdo de substrato umedecido com solucao herbicida,
imersdo das sementes em solucdo herbicida, sistema hidropdnico com glifosato e palitos
embebidos em glifosato, sdo eficientes para identificar as cultivares de soja RR e, além disso,
permite classificd-las em grupos de sensibilidade aos sintomas causados pelo glifosato
(BERTAGNOLLI et al., 2006; MELO et al., 2013; SILVA et al.,2015). A qualidade
fisiolégica da semente de soja € comprometida negativamente por danos mecanicos, 0s quais
afetam a integridade fisica da semente, interferindo na germinacdo e emergéncia de plantulas
(KRZYZANOWSKI et al., 2018), podendo influenciar diretamente nos resultados dos
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bioensaios, 0 que evidencia a necessidade de uma avaliagdo ao nivel celular para que se possa

verificar a intensidade dos danos causados pelo glifosato em diferentes cultivares de soja.

2.3  Resisténcia ao glifosato

A formulacéo do glifosato, N-(fosfometil) glicina, foi produzida pela primeira vez em
1950, sendo utilizada como herbicida em 1971, requerida e patenteada pela Monsanto®
(AGUIAR et al., 2016). Em 1974 foi introduzida no mercado sob o nome comercial Round
up®, atualmente produzido e comercializado por mais de 50 empresas sob 0s mais diferentes
nomes, tornando-se do herbicida mais comercializado do mundo para o controle de plantas
invasoras em areas agricolas (RODRIGUES, 2016). A utilizacdo de glifosato na cultivar de
soja RR ¢ indicada no estadio de 20 a 30 dias ap6s a emergéncia, sendo que, realizar
aplicacOes antes deste periodo pode afetar o desenvolvimento das plantulas e elevar o risco de
fitotoxidade do herbicida na soja transgénica (BERVALD et al., 2010).

O glifosato é o herbicida mais amplamente utilizado em cultivos GM em todo o
mundo (SAMSEL E SENEFF, 2013). A liberacdo de mais culturas tolerantes ao glifosato tem
aumentado cada vez mais seu uso na agricultura, ocasionando no aumento da pressao de
selecdo, favorecendo o aumento de espécies tolerantes e de biotipos resistentes a este
herbicida (SWANSON et al. 2014; SILVA et al., 2017). No Brasil, o cultivo da soja RR®
contribuiu para aumentar em mais de 150% o consumo deste herbicida (ANVISA, 2005).
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na safra 2010/2011 o
consumo total de agrotdéxicos atingiu 936 mil toneladas e movimentou 8,5 bilhdes de dolares
no pais (Anvisa e UTFPR, 2012).

A utilizacdo do glifosato tem se mostrado satisfatoria no controle das plantas daninhas
de dificil controle, sendo altamente seletivo e nédo interferindo no rendimento produtivo dos
cultivares de soja tolerante ao glifosato (ALONSO et al., 2013). O uso do glifosato em larga
escala, e por anos consecutivos, tem levado a selecdo de varios biotipos de plantas daninhas
resistentes em areas agricolas, provocando mudancas nas frequéncias génicas ou alélicas e,
por consequéncia, na flora destas regides (MAXWELL & MORTIMER, 1994; GAINES et
al., 2012).

As populacdes de plantas daninhas submetidas ao glifosato podem adquirir resisténcia
a este herbicida por diversos mecanismos, tais como: a substituicdo de alguns aminoacidos
usados na sintese de proteinas produzindo proteinas mais tolerantes; a inibicdo da
translocacéo do glifosato nas plantas; diminui¢cdo do bombeamento do glifosato para o interior

de vacuolos prevenindo seu contato com o0s cloroplastos; o aumento significativo da
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producdo da enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato sintetase (EPSPS), e inibicdo da
enzima pela acdo do glifosato (CHRISTOFOLETI E LOPES, 2008).

Estudos sobre mecanismos de resisténcia mostram que qualquer substituicdo de um
aminoacido na posi¢cdo ou sequéncia codificadora da enzima EPSPs pode levar a uma
resisténcia ao glifosato (BRUNHARO et al., 2016). Outro mecanismo de resisténcia esta
relacionado a diferencas na absorcdo devido a alteragdes morfoldgicas nas folhas,
possibilitando a reducéo da entrada de herbicida na planta e diminuindo a susceptibilidade ao
glifosato (PROCOPIO et al., 2013). Os fatores que afetam na absorcao foliar sio: deposicéo e
composicao de ceras epicutilares; espacamento da cuticula; densidade do tricoma e estdmatos
(CRUZ-HIPOLITO et al., 2011). A escassez de trabalhos investigando os efeitos do glifosato
ao nivel celular em cultivares de soja transgénica e convencional, ndo condiz com a
importancia associada ao tema, tendo em vista uma melhor compreensdo do mecanismo de

resisténcias ao glifosato.

2.4  Efeito anatbmico-morfoldgico do glifosato

Com base em estudos encontrados na literatura, o glifosato causa anormalidades em
plantulas de soja convencionais, tais como estrias longitudinais, amarelecimento gradativo do
hipocotilo, inibicdo do desenvolvimento da raiz primaria e da emissao de raizes secundarias
afinadas, de modo proporcional ao aumento da concentracdo de solucdo do herbicida
(BERTAGNOLLLI et al., 2006). Ainda utilizando o teste de germinacdo em laboratério com
sementes convencionais e transgénicas, Pereira et al. (2018) mostraram que a soja sensivel ao
herbicida consegue completar o ciclo ap6s germinar em ambiente contendo 0,06% de
glifosato, desde que seja transferida para um novo ambiente, livre do herbicida. Sob
tratamento com o herbicida, o desenvolvimento das plantulas € paralisado, mas acaba sendo
retomado caso as plantulas sejam removidas do contato com o glifosato. O estudo
aprofundado em nivel anatdmico do comportamento de plantas transgénicas e convencionais,
submetidas ao herbicida, é de fundamental importancia para compreensdo de como se da a
paralizacdo do crescimento em nivel anatdmico e celular.

Como ja citado, a acdo do glifosato inibe o desenvolvimento de plantulas normais na
cultivar convencional, pois as mesmas apresentam o comprometimento das raizes secundarias
pelo fato do glifosato provocar o déficit de aminoacidos aromaticos e compostos fenolicos
secundarios, reduzindo, consequentemente, o vigor que esta relacionado diretamente com a
produtividade, enquanto que, nas cultivares transgénicas, sdo pouco afetadas e consideradas
normais (NAGATA et al., 2000).
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A qualidade fisiologica de sementes de soja é, em grande parte, influenciada pelo
genoétipo que, ao ser expresso, revela as caracteristicas anatdmicas particulares de cada
cultivar. Fatores ambientais afetam diretamente a qualidade fisiolégica da semente e,
consequentemente, a sua anatomia e desenvolvimento. A literatura relata modificagdes das
caracteristicas anatdbmicas causadas pelo uso do glifosato, sendo consequéncia de um processo
adaptativo especifico que regula o seu metabolismo com a finalidade de atingir novamente a
homeostase (POLIZEL et al., 2011; GALMES et at., 2013).

Uma pesquisa apresentou os efeitos dos herbicidas em plantas de tubérculos de batata,
mostrando reducdo no crescimento e na produtividade, comprometendo a qualidade dos
tubérculos, o que levou a alteragGes anatbmicas nos tecidos analisados, o cértex e a periderme
(DIAS et al., 2017). Em outro estudo, foram apresentados os efeitos morfoanatomicos foliar
de seis clones de Eucalyptus grandis submetidos ao glifosato, sendo constatadas injarias a
partir do mesofilo da epiderme, oriundas de plasmolise, hipertrofia, colapso celular,
hiperplasia e formacé&o de tecido de cicatrizacdo. O herbicida levou ao colapso do parénquima
lacunoso adjacente, ocasionando o rompimento da parede periclinal externa da epiderme e,
concomitantemente, o colapso de tecidos mais internos nos quais se verifica a formacao do
tecido de cicatrizacdo observado no mesofilo, e a plasmolise de quase todos os tecidos, exceto
o xilema, que permaneceu intacto (TUFFI SANTOS et al., 2008). Tais modificacdes estdo
relacionadas a mudancas na arquitetura das plantas, diminuicdo ou aumento do nimero de
folhas, diminuicdo ou aumento da expansdo foliar, alteracdo da relacdo xilema/floema,
reducdo ou aumento dos diametros dos vasos do xilema, didmetros das células
parenquimaticas, aumento do tecido vascular e espessura da parede celular (POLIZEL et al.,
2011; GALMES et at., 2013).

Estudos com soja também mostram mudancgas anatdmicas quando submetidas ao
estresse. Uma pesquisa avaliou a soja plantada em solo contaminado com petréleo,
respondendo a esse estresse com reducdo no sistema radicular, reduzindo, consequentemente,
0 crescimento da parte aérea e afetando a producdo de biomassa (TAIZ & ZEIGER, 2009;
AGUIAR et al., 2012). Além disso, foram constatadas variacGes na densidade estomatica,
devido a reducdo da area foliar, relacionada a uma menor disponibilidade hidrica (AGUIAR
etal., 2012).

2.5  Efeito citogenético do glifosato
Plantulas de soja convencional e transgénica podem ser afetadas pelo aumento das

doses de glifosato, levando a interrupgdo do processo de mitose e ruptura dos plastidios, como
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efeito indireto e secundario desse herbicida (BARTELS, 1985). Estudos mostram que 0
glifosato, mesmo aplicado em concentracBes variaveis, apresenta efeito de fitotoxicidade
sobre a cultura da soja, estando diretamente relacionado com baixas produtividades da soja
transgénica e convencional, apontando que ha relacdo direta de interferéncia do glifosato no
metabolismo da planta (LIMA 2007; FOLONI 2015). De acordo com a pesquisa de SANTOS
et al. (2007), soja RR ¢é afetada pelo glifosato, principalmente, nos estadios iniciais,
prejudicando o seu desenvolvimento, o que leva a conclusdo de que estes efeitos prejudiciais
podem estar ligados ao aumento da dose aplicada.

Os efeitos tdxicos do glifosato em células podem ser avaliadas em plantas modelo, tais
como, Allium cepa L. (Amaryllidaceae), os quais foram investigados avaliando-se a
porcentagem de germinagdo, comprimento de raiz, peso de plantulas, frequéncia de
micronucleos, aberragcdes cromossdmicas e indice mitotico como indicadores de toxicidade.
Neste estudo, verificou-se que o glifosato tem acdo mitodepressiva, levando a uma reducdo do
indice mitotico, agravado com o aumento da dosagem de glifosato, indicando efeitos toxicos
significativos nas células da raiz de A. cepa, alterando suas caracteristicas fisiologicas,
anatdmicas e bioquimicas (CAVUSOGLU ET AL., 2011).

As ferramentas citogenéticas possibilitam compreender as modificacdes genéticas de
plantas submetidas ao glifosato, o que é fundamental para a caracterizacdo de materiais
utilizados em programas de melhoramento. Nesse sentido, uma pesquisa avaliou os efeitos
genotoxicos promovidos pelo glifosato em Hordeum vulgare. O herbicida aumentou o
numero de distarbios da metafase, modificando o fuso mitotico, e influenciou negativamente
0 crescimento das plantulas. 1sso mostra que o herbicida Roundup pode apresentar um
potencial genotoxico relativamente alto, ratificado pela ocorréncia de taxas notavelmente
aumentadas de aberracGes cromossdmicas e outros distirbios mitdticos em meristemas
provenientes da ponta de raiz (TRUTA et al., 2011). A aplicacdo do herbicida atrazina na
concentracdo 3.75 g/l em Allium cepa levou a efeitos mitodepressivos, podendo resultar na
inibicdo do DNA e da sintese proteica, sendo sustentado pela maior taxa de aberracdo entre
adenina e timina (EL-GHAMERY et al.,2000). O herbicida induziu a falha de orientacdo da
placa equatorial das anafases e tel6fases, surgimento de estruturas fusiformes mitdticas,
enguanto as células apoptéticas comprovaram o seu efeito citotoxico (TRUTA et al.,2011).

Os estudos citogenéticos sdo importantes pelo fato de explicar a estrutura e o
comportamento dos cromossomos, que garantem a funcao de conservar a informagdo genética

que é transmitida. Dessa maneira, o estudo dos efeitos citogenéticos provocados por herbicida
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em soja se mostra importante na avaliacdo dos efeitos citotoxicos do glifosato em diferentes

concentragoes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Gendtipos

Para este estudo foram selecionadas trés cultivares: UFV-16, P98Y 11 e NS6906IPRO,
tendo como caracteristicas fundamentais para os fins desta pesquisa o fato de serem
convencional, transgénica de primeira geracdo e transgénica de segunda geracéo,
respectivamente. A cultivar, NS69061PRO, apresenta também resisténcia a insetos, fato pelo
qual pode ser referenciada como RR2. A cultivar P98Y 11 transgéncia de primeira geragéo,
indicada como RR1, e a UFV-16 como convencional. Inicialmente, as amostras de trabalho
foram caracterizadas, avaliando o teor de &gua das amostras de trabalho foi obtido com
medidor de umidade digital automatico GAC2100 da marca DICKEY -john, e 0 peso de 1000
sementes foram avaliados de acordo com as Regras para Anélise de Sementes (Brasil, 2009).

Uma vez caracterizadas as cultivares, todas as sementes foram tratadas com Standak
Top (Fipronil), anteriormente aos experimentos, de acordo com a dilui¢do recomendada pelo
fabricante BASF, no intuito de prevenir efeitos ndo controlados por fungo durante os

experimentos e oferecendo protecdo do potencial genético das sementes de soja.

3.2  Teste de germinacéo

O teste de germinacdo foi conduzido utilizando-se quatro repeti¢cGes por tratamento,
sendo cada parcela experimental constituida por 50 sementes distribuidas sobre duas folhas de
papel de germinacdo cobertas por uma terceira folha, possibilitando a confeccdo de um rolo
como substrato para a germinacao (Brasil, 2009).

Os tratamentos analisados neste ensaio foram adaptados do teste de germinacédo.
Enquanto no tratamento controle as folhas de papel de germinacdo foram umedecidas com
agua destilada, na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel seco, nos demais tratamentos o
umedecimento foi realizado com solugdes do herbicida a 0,06 e 0,12 % do equivalente acido
do herbicida (Pereira et al., 2009).
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Uma vez confeccionados os rolos para o teste de germinagdo, estes foram
acondicionados em sacos plasticos e conduzidos em posi¢do vertical para a camara de
germinacao, do tipo BOD, a 25°C.

As avaliacbes foram realizadas no quinto e oitavo dias ap6s a semeadura (Brasil,
2009), fornecendo os dados referentes a primeira contagem e contagem final da germinacéo,
respectivamente. As plantulas foram classificadas como normais, apresentando raiz
secundaria, ou anormais, sem emissao de raiz secundaria, e as sementes ndo germinadas
computadas a parte.

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 cultivares x 3 dosagens do herbicida, com quatro repeticbes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade.

3.3  Teste de comprimento de plantula

O teste de comprimento de plantula foi conduzido conforme procedimentos descritos
por Pereira et al. (2009). Para os fins deste ensaio, 0s mesmos principios de montagem dos
rolos no teste de germinacdo foram aplicados, incluindo: i) o umedecimento das folhas de
papel com agua destilada e solugdes do herbicida a 0,06 ou 0,12 %; ii) a confec¢éo do rolo de
germinacdo; e, iii) o acondicionamento em sacola plastica. A diferenca para o teste de
germinacdo, entretanto, ficou no ndmero de sementes colocadas em cada parcela
experimental. Neste caso, foram 10 sementes regularmente espacadas entre si, posicionadas
longitudinalmente no terco superior da folha, a aproximadamente 3 cm da borda e com os
hilos direcionados para baixo, considerando o rolo na vertical.

Uma vez confeccionados, os rolos foram acomodados verticalmente no germinador,
tipo BOD por sete dias, a 25°C. Ao final deste periodo, foram tomadas medidas em
centimetros, referentes aos comprimentos do hipocétilo e radicula, e consequentemente,
comprimento total de plantula, desde a ponta da raiz até a insercdo dos cotilédones
(Krzyzanowski et al., 1999), utilizando para esta finalidade régua milimetrada.

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 cultivares x 3 dosagens do herbicida, com 10 repeticbes. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de

probabilidade.
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3.4  Distribuicdo da massa seca

Este teste foi conduzido em conjunto com o teste de comprimento de plantulas
(Pereira et al., 2015). Ao final da avaliagdo do comprimento das plantulas, cotilédones,
hipocétilos e radiculas foram separados, utilizando um estilete para esta finalidade.
Adicionalmente, sementes ndo germinadas e plantulas infectadas, que ndo foram medidas no
teste de comprimento de plantulas, foram descartados. Assim, para cada parcela experimental
foram formados trés grupos de materiais biol6gicos para a secagem e posterior pesagem:
Hipocotilos, radiculas, cotilédones.

Para a acomodacdo dos materiais bioldgicos, utilizou-se de envelopes de papel, o0s
quais foram devidamente etiquetados e enumerados, antes de serem acondicionados em estufa
com temperatura regulada a 81°C pelo periodo minimo de 24 horas. Passado este periodo,
cada parcela foi pesada em balanca de preciséo de 0,01 g, para a obtengdo dos pesos de massa
seca do hipocatilo, radicula e cotilédones.

Para fins de comparacdo, os pesos dos cotilédones, hipocotilos e radiculas em
miligramas foram divididos pelo numero de plantulas analisadas em cada parcela
experimental, fornecendo os valores médios por plantula. Somando estes valores, tém-se uma
estimativa da massa seca total e, a partir desta, 0 quanto de massa seca foi mobilizada dos
cotilédones para o hipocotilo e radicula, bem como o quanto de massa seca persistiu sem ser
mobilizada nos cotilédones. Desta forma, estimou-se a mobilizacdo de reservas nas plantulas
de soja submetidas a diferentes doses de glifosato.

O delineamento experimental neste ensaio foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, 3 cultivares x 3 doses do glifosato, com 10 repeticdes. Sobre os dados coletados,
realizou-se analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de

probabilidade.

3.5  Avaliacao do ciclo celular

Inicialmente, um conjunto de 20 sementes foi submetido a germinacdo, conforme o
teste de germinacdo previamente descrito, inclusive no que se refere ao umedecimento do
substrato com as solucGes do herbicida. Trés dias apos a semeadura, 10 raizes foram obtidas
de cada tratamento avaliado (cultivar x dose do glifosato).

Imediatamente apds a coleta, as raizes foram fixadas em Carnoy (3 etanol: 1 acido
acético) por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente, com posterior substituicdo por um novo
fixador Carnoy por mais 24 horas a temperatura ambiente, seguido de armazenamento em

freezer (-20°C) até o momento de uso.
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Para o preparo das laminas, as regibes meristematicas foram submetidas a digestéo
enzimética em pectinase: celulase (100U:200U, pH 4.8) por aproximadamente 80 minutos, a
37°C. Subsequentemente, as laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento em
acido acético 45% e coradas em Giemsa 10% por 30 minutos (GUERRA; SOUZA, 2002).
Apbs a secagem, as laminas foram montadas em Enttelan®. Para cada tratamento foram
confeccionadas cinco laminas e contadas 2500 células. Para a avaliagdo das laminas utilizou-
se de microscopio de luz (Carl Zeiss, Axio Lab Al), acoplado a cdmera AxioCam ERc 5s,
observando e computando-se células em interfase, préfase, metafase, anafase e teléfase, com
o objetivo final de se calcular o indice Mitético (IM). As ocorréncias de alteragdes
cromossdmicas também foram quantificadas (presenca de nucleos lobulados ou fragmentados,
pontes em anafase e telofase, fuso tripolar, cromossomos ndo orientados na metafase, C-
metafases e micronucleos). Para obtencdo do indice mitotico (IM), utilizou-se da formula:

IM (%) = (n° de células em diviséo / Total de células presentes nos campos) x 100.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial, 3
cultivares x 3 doses do glifosato, 5 repeticdes com 500 células contadas. As médias foram

analisadas quanto a variancia e comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

3.6  Avaliacdo anatbmica

Inicialmente, um conjunto de 35 sementes foi submetido a germinacgdo, exatamente
conforme o teste de germinacdo previamente descrito, inclusive no que se refere ao
umedecimento do substrato com as solugdes do herbicida. Aos sete dias apos a semeadura, as
plantulas foram obtidas dos rolos da germinacao.

Para as analises foram coletadas amostras de caule e raiz de 20 plantulas de cada
tratamento (Cultivar x Dose do herbicida). Imediatamente apos a coleta, as amostras foram
fixadas em FAA 70% (formaldeido, &cido acético e alcool etilico), por 48 horas, e
posteriormente conservadas em alcool etilico 70% (JOHANSEN, 1940).

Amostras do caule e raiz foram preparadas para o emblocamento em resina. O material
foi submetido a desidratacdo em série etilica (alcool etilico 70%, éalcool etilico 80%,
alcool etilico comercial 92,8% e alcool etilico P.A), sendo mantido por 2 horas em cada
concentracdo. As amostras foram colocadas em solucdo de pré-infiltracdo (resina base e
etanol 95%, na proporcao 1:1), durante duas horas em vécuo, permanecendo em resina base
(solucdo de infiltracdo) por 48 horas. Apos este processo, 0 material foi transferido para
moldes de polietileno contendo solugéo de polimerizagdo (resina base/endurecedor 15:1) e

desemblocados no dia seguinte. Secc¢des transversais foram obtidas, com auxilio de um
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micrétomo semi-automatico, realizando cortes de 6 um de espessura. O material foi corado
com azul de toluidina 0,05% e as laminas montadas em verniz vitral incolor 500®. (DE
MENEZES et al., 2018)

As fotomicrografias e as medidas dos tecidos vegetais foram obtidas em microscépio
binocular Olympus cx41, com camera de video Digital Moticam 2500 com 5,0 megapixels e
processada utilizando-se o programa de captura de imagem ImageJ.

O experimento foi analisado com base no delineamento inteiramente casualizado, com
em esquema fatorial, 3 cultivares x 3 doses do glifosato, contendo 5 repeticdes de 3 plantulas
cada. As médias obtidas, ap6s analise de variancia, foram comparadas pelo teste Tukey a 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Teste de germinagao

Inicialmente, as amostras de trabalho foram caracterizadas quanto ao teor de agua (%)
e peso de 1000 sementes em gramas (g), obtendo-se 9,7 % e 1949 na P98Y11, 10,8 % e 1319
na cultivar NS69061PRO e 11,5 % e 146g na UFV-16.

Os dados relativos as porcentagens de plantulas normais, anormais e de sementes nao
germinadas de cada tratamento avaliado encontram-se apresentados na Tabela 1. Iniciando
pela porcentagem de sementes ndo germinadas ou sementes mortas, foi possivel notar que
esta caracteristica ndo foi afetada pela presenca do herbicida, uma vez que, independente da

cultivar e da dose do herbicida, ndo se observou interacdo neste sentido.

Tabela 1. Porcentagens médias de plantulas normais, anormais e de sementes mortas/ndo
germinadas, em cada tratamento (cultivar x dose) submetido ao teste de germinacao.

CULTIVAR/DOSE Plantula normal Plantula anormal Semente morta
UFV-16 Dose 0 95 Ad 04 B¢ 14
UFV-16 Dose 0,06 08P 99 Aa 14
UFV-16 Dose 0,12 08P 99 Aa 14
PO8Y 11 Dose 0 79 AP 15 Bb 6 A2
PO8Y 11 Dose 0,06 77 "8 19 Bb 41
PO8Y 11 Dose 0,12 40 B2 50 AP 10 A@
NS6906IPRO Dose 0 76 A° 20 B2 41
NS69061PRO Dose 0,06 77 "8 18 BP 5 Ad
NS69061PRO Dose 0,12 43 B2 50 AP 7 Aa

Letras mailsculas comparam dose dentro de cada cultivar e as letras mindsculas comparam as cultivares dentro
da mesma dose. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem de acordo com o teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Em relagdo as porcentagens de plantulas normais e anormais foi possivel observar
interacOes entre os tratamentos (Tabela 1). Considerando a cultivar UFV-16, convencional
sensivel ao herbicida, observou-se que a partir da dose 0,06 % do herbicida, a taxa de
plantulas normais zerou (Figura 1). Em contra partida, a taxa de plantulas anormais
apresentou um aumento. Para as cultivares geneticamente modificadas, P98Y11 (RR1) e
NS6906IPRO (RR2), os comportamentos foram diferentes daqueles observados para a
cultivar UFV-16. A dosagem de 0,06 % do herbicida ndo reduziu significativamente as taxas
de normalidade e anormalidade, diferente da dose 0,12 % prococando um aumento das
anormalidades. Este resultado é condizente com a toleréncia ao herbicida como verificado em
outros estudos avaliando cultivares diferentes (CUNHA et al., 2005; PEREIRA et al., 2009;
BERVALD et al., 2010; PEREIRA et al., 2018).

De modo geral, o fato de alguns tratamentos com o herbicida afetarem drasticamente a
taxa de germinacdo de cultivares convencionais, mas, ndao de cultivares geneticamente
modificadas, ja foi apresentado por outros autores, estudando diversos gendtipos
(FUNGUETTO et al., 2004; TILLMANN AND WEST, 2004; MIRANDA et al., 2005;
PEREIRA et al, 2009; HEINZ et al., 2011; MELO et al., 2013). As respostas das cultivares

transgénicas foram similares e diferiram da cultivar convencional (Figura 1).

(A)P98y11 (B) NS6906IPRO (C)UFV-16

801 _ 1001 s —s

\ [
| \ 751
60 y s04 . / /

20+ 204 ¥ H{ 1 27 /

D-
0 . . " 04 . . . r ; .
0,00% 0,06%  0,12% 0,00% 0,06% 0,12% 0,00% 0,06% 0,12%
Dose Dose Dose
Cond NG -+ PA PN

Figura 1 - Interacéo entre condicdo das sementes de soja em diferentes dosagens de glifosato. COND:
CondicOes; NG: Nao germinadas; PA: Plantulas anormais; PN: Plantulas normais.
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Comparando as cultivares entre si no tratamento controle, notou-se que a cultivar
UFV-16 apresentou porcentagem de plantulas normais maior que as cultivares RR (Tabela 1).
Sobre este cenario, duas hipdteses sdo lancadas na literatura. A primeira se refere a diferenca
entre as cultivares em termos de qualidade fisiologica do préprio lote de sementes. A segunda
se baseia no proéprio fato da inser¢do do transgene de tolerancia ao herbicida (Carvalho et al.
2012), que por sua vez, afetaria negativamente esta caracteristica da soja, em funcéo de sua
influéncia no uso da &gua, fotossintese e acimulo de biomassa (MANEGATTI E BARROS,
2007; ALBRECHT & AVILA, 2010; ZOBIOLE et al., 2010; CARVALHO et al., 2012).

No caso deste estudo, a explicacdo mais plausivel é de que os materiais tenham
apresentado qualidades fisioldgicas distintas antes dos experimentos, tendo em vista que sao
genotipos distintos. A inexisténcia de versdes alternativas (transgénica e convencional) para
cada genotipo estudado aumenta a variabilidade genética entre as cultivares avaliadas, assim,
comprometendo inferéncias quanto aos efeitos da transgenia. Estudos posteriores poderdo se
ocupar deste questionamento.

A suscetibilidade da UFV-16 ao glifosato, evidenciada pela acentuada reducdo na
emissao de radiculas normais apos tratamento com o herbicida (Figura 2), indica a ocorréncia
da inibicdo da via do chiquimato, prejudicando a formacdo do aminoacido aromatico
triptofano, cofator importante para o enraizamento. Este aminoacido é convertido em AIA
(acido indolacético), através de varias rotas metabolicas, sendo importante para o inicio do
desenvolvimento e estabelecimento do eixo raiz-parte aérea das plantas (TAIZ e ZEIGER,
2004). Nas cultivares transgénicas, que codificam uma isoforma da enzima EPSPS (5-
enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintase), sdo mantidas, entre outras, as vias de biossintese de
triptofano que auxilia no enraizamento (DUTRA et al., 2002). Por isso, P98Y1l e
NS69061PRO sofreram reducdo menos intensa de plantulas normais, corroborando com sua

tolerancia ao herbicida.



33

_ 4

~a

v

4
P

=
3
b
A

Figura 2 - Padrdes morfologicos das plantulas de soja. UFV-16 submetido a dose 0 (A), 0,06% (B) e
0,12% (C) de glifosato. NS69061PRO submetida a dose 0 (D), 0,06% (E) e 0,12% (F).

4.2 Teste de comprimento de plantula

Os resultados encontrados demonstraram que o efeito negativo do glifosato sobre o
comprimento das plantulas esté relacionado com a concentracao do herbicida (Tabela 2). No
que se refere ao comprimento do hipocétilo, as reducbes foram progressivas em funcao das
doses do herbicida para as trés cultivares (Tabela 2). No entanto, para a cultivar convencional,
tais reducdes foram mais proeminentes ao apresentar as menores medidas comparado com as
cultivares RR. Esta observacdo € coerente com o resultado encontrado na literatura
(PEREIRA et al., 2009).

O comportamento das cultivares no que se refere ao comprimento da radicula
apresentou-se de forma distinta daquela observada para o hipocotilo. Todas as cultivares
apresentaram similarmente reducdo no comprimento da radicula em fun¢do do contato com o
herbicida na dose 0,06%, mantendo esta condi¢cdo na dose 0,12%. No que diz respeito ao
comprimento total de plantulas, o efeito de reducdo foi mais contundente para a cultivar

convencional na dose 0,06%.
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Tabela 2. Comprimentos médios em centimetros do hipocétilo, radicula e plantula nos
tratamentos (cultivar x dose).

CULTIVAR/DOSE Hipocétilo Radicula Plantula
UFV-16 Dose 0 9,724 14,55 A 24,34 7
UFV-16 Dose 0,06 2,55 BP 1,88 B2 4,43 B
UFV-16 Dose 0,12 1,37 1,75 B 3,13 B
P98Y11 Dose 0 8,41 % 19,25 A4 27,66 A2
P98Y11 Dose 0,06 5,71 B2 2,14 B2 7,85 B2
P98Y11 Dose 0,12 3,33°¢ 2,15 688 5,49 <@
NS69061PRO Dose 0 9,47 Ae 14,981 A 24,45 AP
NS6906IPRO Dose 0,06 6,06 2 2,419 B2 8,48 B2
NS6906IPRO Dose 0,12 3,37 ¢ 1,53 B2 4,91 ©@

Letras mailsculas comparam as doses dentro de cada cultivar e as letras minidsculas comparam as cultivares
dentro da mesma dose. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem de acordo com o teste Tukey a 5% de
probabilidade.

De modo geral, sob tratamento com glifosato, as plantulas de todas as cultivares
sofreram reducdo em relacdo ao seu comprimento. As cultivares P98Y11 e NS69061PRO
apresentaram o maior comprimento na dose 0 reduzindo significativamente nas doses 0,06% e
0,12% (Tabela 2). Para a cultivar UFV-16, convencional, a dose 0,06% foi suficiente para
reduzir drasticamente o seu desenvolvimento em tamanho de plantula, o que persistiu na dose
0,12% (Tabela 2). Resultados semelhantes foram apresentados por TILLMANN E WEST
(2004), FUNGUETTO et al. (2004) e BERTAGNOLLI, (2005) que verificaram reducdo do
comprimento total de plantulas de soja convencional tratadas com glifosato na concentragédo
de 360g.L-1. BERTAGNOLLI (2005) e PEREIRA et al. (2009) observaram o decréscimo no
tamanho das plantulas de soja resistentes ao glifosato proporcionalmente ao aumento da
concentracdo da solucdo herbicida. A medida do hipocotilo de todas as cultivares
apresentaram reducdo significativa com o aumento da concentracdo de glifosato, menor
tamanho na dose 0,12%, seguido da dose 0,06% e O correspondendo ao maior comprimento.
Os comprimentos das raizes de todas as cultivares tiveram o mesmo comportamento,
reduzindo significativamente sob tratamento com 0,06% de glifosato, mas mantendo este
tamanho na dose 0,12%. FUNGUETTO et al, (2004), TILLMANN e WEST, (2004)
MIRANDA, (2004) e BERTAGNOLLLI, (2005), utilizando bioensaios observaram que a acédo
do glifosato reduz o comprimento das plantulas, parte aérea e raiz, além de inibir a emissao de
raizes secundarias das cultivares transgénicas e convencionais.

A acentuada reducdo do comprimento da plantula indica um comprometimento na via
do chiquimato, logo, por consequéncia, da producdo dos aminodcidos aromaticos como o

triptofano, relacionado ao desenvolvimento das raizes das plantulas. Segundo Lima (1998), o
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triptofano influencia de forma positiva o numero de raizes das plantulas. A reducéo acentuada
no comprimento da raiz na cultivar convencional corrobora com a sucetibilidade da via do
chiquimato ao glifosato, diferentemente do que se observa nas cultivares transgénicas. A
reducdo na sintese de aminodcidos, como fenilalanina e tirosina, pode também afetar as

respostas de defesa da planta.

4.3 Distribuicdo da massa seca

As medidas que foram tomadas relativamente as massas secas do hipocatilo, radicula e
cotiledones possibilitaram a realizacdo de inferéncias sobre o progresso do desenvolvimento
das plantulas em termos de acimulo de massa seca durante o periodo de germinacao.
Enquanto as pléntulas ndo realizam fotossintese, seu desenvolvimento depende da
mobilizacdo de reservas dos cotilédones para as partes aérea e radicular. No caso da
germinacdo em substrato umedecido com o glifosato, ficou evidente que plantulas das
cultivares RR reduzem a velocidade desse progresso, enquanto plantulas da cultivar
convencional paralisam seu desenvolvimento logo apds emissdo da raiz priméaria. Em outras
palavras, o herbicida afeta tanto as plantulas sensiveis quanto aquelas que séo tolerantes, mas,

de forma menos intensa nestas Gltimas (Figura 3). Este resultado corrobora com aqueles que

foram observados no

teste de comprimento
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Figura 3. Distribuicdo da massa seca em cotilédone, hipocétilo e radicula de soja submetidas a
germinacgdo em solucdo com diferentes dosagens de glifosato.
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Iniciando com a cultivar convencional, UFV-16, é possivel observar significativa
reducdo no peso de massa seca do hipocotilo nos tratamentos 0,06 e 0,12 % do herbicida,
mesmo comportamento constatado para as cultivares geneticamente modificadas (Tabela 3). E
possivel notar que para a cultivar P98Y11, o peso de massa seca do hipocétilo no tratamento
com glifosato na concentracdo de 0,12 % foi similar aquela do tratamento controle. No caso
da cultivar NS6906IPRO, foi observada reducdo no acimulo de massa seca nos tratamentos
com glifosato, relativamente ao tratamento controle, assim como também foi observado para a
cultivar convencional, UFV-16. No entanto, a massa seca acumulada no hipocoétilo desta
cultivar foi sistematicamente menor do que nas cultivares geneticamente modificadas.

O acumulo de massa seca na raiz apresentou comportamento semelhante entre todas as
cultivares, corroborando os resultados obtidos no teste de comprimento de plantulas. O
acumulo de massa seca na radicula reduziu de forma semelhante no tratamento com o
glifosato, demonstrando que a radicula é o 6rgdo da planta potencialmente mais prejudicado
do que o hipocotilo. No caso da cultivar NS69061PRO, também se observou reducdo do
acumulo de massa seca nas radiculas sob tratamento com o glifosato, mas, considerando 0s
trés genotipos, observou-se que a NS6906IPRO foi menos prejudicada do que as demais,
acumulando mais matéria seca nas radiculas (Tabela 3). Estas informacdes podem ser
corroboradas pela observacao do peso de massa seca encontrado nos cotilédones. Observa-se
que em todas as cultivares ha mais reserva ndo mobilizada quando as plantulas estdo sob
tratamento com o herbicida. Contudo, no caso do tratamento 0,12 % do equivalente acido do

herbicida, restou mais reserva a ser mobilizada na cultivar convencional (Tabela 3).

Tabela 3. Peso de massa seca de plantulas de soja submetidas a germinagdo em solu¢do com
diferentes dosagens de glifosato.

CULTIVAR/DOSE Hipocotilo Radicula Cotilédone
UFV-16 Dose 0 30,76 A 12,44 A2 56,79 B°
UFV-16 Dose 0,06 14,32 B° 3,36 B 82,314
UFV-16 Dose 0,12 16,5 B° 3,118 80,38 *°
P98Y11 Dose 0 23,24 A 10,08 A 66,67
P98Y 11 Dose 0,06 17,88 B° 2,69 B 79,41 %
P98Y 11 Dose 0,12 26,41 "2 2,58 B 70,99 B°
NS69061PRO Dose 0 32,46 " 10,23 A 57,3 B
NS69061PRO Dose 0,06 26,83 B2 6,15 B2 67 A°
NS69061PRO Dose 0,12 25,89 B 6,32 5 67,78 %

Letras maitsculas comparam dose dentro de cada cultivar e as letras mindsculas comparam as cultivares dentro
da mesma dose. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem de acordo com o teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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Conforme observado na Tabela 3 e Figura 2, as maiores porcentagens de massa seca
podem ser observadas nos cotilédones da cultivar convencional nos tratamentos 0,06 e 0,12
%, correspondendo a 82 e 80 %, respectivamente. Tomados juntos estes valores e 0s
comportamentos, é plausivel refletir que, de fato, a velocidade no desenvolvimento das
plantulas é alterada sob tratamento com o herbicida, tendo a cultivar convencional respostas
distintas daquelas observadas nas cultivares RR. De acordo com Dvoranen et al. (2007) e
Silvat et al. (2018) o glifosato reduz a qualidade das sementes, justificando a diminui¢do da
massa seca. Estudo realizado por Pereira et al. (2018) demonstrou que, apesar das pléntulas da
cultivar convencional recuperarem o seu desenvolvimento vegetativo apds o tratamento com o
herbicida durante a etapa de germinacéo, esta recuperacdo ndo é completa, afetando inclusive

a producdo de sementes.

4.4 Analise do ciclo celular

Todos os genotipos apresentaram reducdo do indice mitético quando submetidos ao
tratamento com o herbicida (Tabela 4). No entanto, a cultivar convencional apresentou 0s
menores valores entre as cultivares avaliadas. Ainda no tratamento controle, a cultivar UFV-
16 apresentou indice mitotico baixo comparativamente as cultivares tolerantes ao herbicida
(Tabela 4). Quando as sementes de cultivares convencionais de soja sdo submetidas ao teste
de germinacdo em substrato umedecido com o glifosato, as plantulas germinam emitindo sua
raiz primaria, mas, logo cessam o seu desenvolvimento (Pereira et al., 2009; Pereira et al.,
2018).

Tabela 4. Frequéncia de anormalidades (%), numero de células em divisdo e indice
mitoético (IM) de cultivares de soja submetidas a germinacdo em solucdo com diferentes
dosagens de glifosato.

CULTIVAR/DOSE Interfase  Profase Metafase Anéafase Tel6fase IM Total

UFV-16 Dose 0 0(2113) 0(213) 0,85(118) 3,33(30) 0(24) 1548"~
UFV-16 Dose 0,06 0(2357) 0(55)  6,67(45) 3,33(30) 0(9) 5728
UFV-16 Dose 0,12 0(2836) 6,2(64) 21,05(19) 9,09(11) 0(11)  456°
P98Y11 Dose 0 0(1800) 0(334) 3,21(218) 1,16(86) 0(54) 28,007
P98Y11 Dose 0,06 0(2261) 4,8(67) 14,85(85) 517(52) O0(14)  9,56°
P98Y11 Dose 0,12 0(2281) 16,5(109) 38,10(42) 882(34) 0(18) 8,76°

NS6906IPRO Dose 0 0(1698)  0(405)  3,9(226) 39(129) 0(28) 32,08"
NS6906IPRO Dose 0,06 0(2131)  4,8(90) 14,8 (110) 52(101) 0(43) 14,76°

NS6906IPRO Dose 0,12 0(2273) 9,9(131) 3755(48) 5,9(17) 0(13) 9,08 ©
Para cada cultivar letras maitsculas iguais na coluna ndo difere entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey.
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Dados da literatura demonstram que alguns herbicidas, como trifluralina, induzem
ruptura ou quebra de cromossomos, causando eliminagdes, adigdes e rearranjos dos
cromossomos em Allium cepa (ATEEQ et al., 2002; BOLLE et al., 2004; FERNANDES et
al., 2007). Outros herbicidas, atrazina e glifosato, ttm o potencial de interferir diretamente no
ciclo celular das plantas causando aberracdes cromossomicas induzidas pela formacdo de
micronucleos e aberra¢fes mitoticas (LINCK, 1979; SRIVASTAVA; MISHRA, 2009).

A reducdo do indice mitotico causado pelo glifosato pode justificar os efeitos
relacionados ao comprometimento do desenvolvimento de plantulas, afetando negativamente
a qualidade fisiologica das sementes e a mobilizacdo de reserva, reduzindo também o
comprimento de plantula e estruturas internas. Segundo Lopes et al. (2016), a avaliagédo
citogenética pode ser usada para avaliar indiretamente o sistema de reparo do DNA, que é
muito importante para o entendimento da perda da qualidade fisiologica de sementes. A
aplicacdo de glifosato nas doses 0,06 e 0,12 % elevou substancialmente a quantidade de
anormalidades citogenéticas em todas as cultivares (Tabela 4), com a observacdo de
cromossomo ndo orientado (Figura 4C), c-metafases (Figura 4D) e pontes em anafases
(Figura 4 E). A toxicidade de outros herbicidas como Fusilade e Sencor também ja foi
avaliada no ciclo celular de soja (SOLIMAN et al., 2017). Assim como no presente estudo, as
maiores taxas de anormalidades foram observadas em metafase. Além disso, o herbicida

Fusilade apresentou acdo mitodepressiva enquanto Sencor apresentou efeito mitopromotor.
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Figura 4 — Avalia¢do do ciclo celular. (A) campo de avaliagdo (B) metafase com cromossomo c
orientado (C) C-metéfase (D) Metafase com cromossomos aderentes (E) Anéfase com ponte.
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O aumento na frequéncia de células com anormalidades anémalos pode indicar que o
sistema de controle do ciclo celular torna-se menos eficiente na presenca de glifosato. Bolle et
al. (2004), Liman et al. (2015) e Silveira et al. (2016) mostraram que, além da reducdo do
indice mitdtico, a genotoxicidade de herbicidas causa danos ao DNA e aumento no nimero de
cromossomos anormais. No entanto, vale ressaltar que nenhuma anormalidade foi observada
em teldfase, o que pode indicar possiveis apoptoses ou mecanismos de reparo da célula

durante a divisao.

4.5 Estudo anatdémico

As medidas relacionadas ao didmetro da raiz, cortex, feixe vascular e medula (Figura
5) aumentaram nas doses 0,06 e 0,12 % de herbicida, enquanto que para a epiderme, este
aumento se deu apenas na dose 0,12 % (Tabela 5). Para a cultivar NS6906IPRO foi observado
aumento nas medidas do diametro da raiz, cortex e medula nas doses 0,06 e 0,12% de
herbicida, diferentemente da epiderme e feixe vascular que aumentaram suas medidas apenas
na dose 0,06% (Tabela 5). No caso da UFV-16, a epiderme ndo sofreu alteracbes nas
diferentes doses de glifosato, diferente do didmetro da raiz e do cortex, que engrossaram o seu
comprimento na dose 0,06 %, sendo que o feixe vascular aumentou acentuadamente nas doses
0,06 e 0,12 % de herbicida, assim como a medula (Tabela 5). Segundo Giiveng et al. (2010) e
Makbul et al. (2011) soja submetida a estresse abiotico, como contaminacdo por petroleo,
sofre alteracGes no didmetro do vaso em raiz, no caule e na folha, bem como na largura do
cortex e feixe vascular, quando comparado com as que ndo foram estressadas.

A partir da submissdo das sementes ao teste de germinacdo em substrato umedecido
com solucdo do herbicida, as plantulas tendem a ter o diametro do eixo hipocotilo-radicular
modificado (PEREIRA et al., 2009). Ha trabalhos relatando o incremento em espessura no
caso de cultivares convencionais, gerando o questionamento se este resultado resultaria do
aumento no namero de células e de quais tipos. Sabe-se que cultivares tolerantes ao herbicida
apresentam maior crescimento das raizes comparando com aquelas que sdo sensiveis
(ZONETTI et al.,, 2011). Em diferentes estudos foram relatados tanto a perda em
comprimento quanto o aumento em espessura das raizes de plantulas de cultivares sensiveis,

como consequéncia do tratamento com o glifosato (PEREIRA et al., 2009).
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Figura 5 - Seccdo transversal do hipocoétilo da cultivar UFV-16. Esquerda plantula submetida a 0,12%
de glifosato. Direita plantula na dose 0% de herbicida. EP = Epiderme; CO = Cortex, FV = Feixe

vascular, ME = Medula.

Dentre as modificacGes encontradas na raiz, todas as estruturas engrossaram, exceto a

epiderme da cultivar UFV-16. A epiderme tem a funcdo de revestir os 6rgdos da planta, sendo

uma barreira seletiva controlando a entrada e saida de moléculas na planta protegendo-a, desta

forma, contra substancias toxicas e perda excessiva de agua (STERN E JUDD, 2001). A

auséncia de resposta da epiderme da UFV-16 submetida a doses de glifosato, indica um

comprometimento no mecanismo de protecdo ao herbicida, justificando a sua maior

suscetibilidade e danos causados nas plantulas.

Tabela 5. Medidas (um) da estrutura interna da raiz de diferentes cultivares de soja
submetidas a germinacdo em substrato umedecido com diferentes dosagens de glifosato.

CULTIVAR/DOSE Diametro Total Epiderme Cortex  Feixe Vascular ~ Medula
UFV-16/Dose 0 934,138 8 16,403” 266,792 ° 107,782°¢ 161,071°¢
UFV-16/Dose 0,06 2205,635# 20,8234  547,923% 144,704 B 605,456 *
UFV-16/Dose 0,12 2025,180 # 17,512# 503,051 239,716 4 466,172 B
P98Y11/Dose 0 1002,965 © 15,0828 252,160 °€ 92,266 © 247,043 €
P98Y11/Dose 0,06 1991,342 B 16,903% 508,957 B 155,895 B 508,843 B
P98Y11/Dose 0,12 2946,164 * 27,936" 721,345 222,357 4 618,390 #
NS6906IPRO/Dose 0 946,408 © 14,0268 223,056 ¢ 96,612 B 233,923 ¢
NS69061PRO/Dose 0,06 1829,403 ® 22,499* 503,036 ° 144,510 # 390,393 ®
NS6906IPRO/Dose 0,12 2428,993 A 24,598* 689,602 148,690 # 605,129 #

Para cada cultivar letras maiusculas iguais na coluna, ndo difere entre si a 5% de probabilidade pelo teste

Tukey.
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Quando os cortes transversais foram realizados em nivel do hipocotilo, a cultivar
P98Y11 mostrou que a medula e epiderme ndo apresentaram diferencas significativas nas
doses de glifosato, enquanto o didmetro do hipocoétilo, a epiderme e o cértex sofreram um
aumento gradual em suas medidas proporcionalmente ao aumento da dose do herbicida
(Tabela 6). A cultivar NS6906IPRO apresentou um engrossamento significativo em quase
todas as estruturas anatdmicas avaliadas, ocorrendo no hipocotilo, epiderme, cortex e feixe
vascular na dose 0,12 %, exceto na medula, que ndo foi afetada nas doses de glifosato. A
cultivar convencional, UFV-16, sofreu modificacbes nas medidas da epiderme, cortex,
diametro do hipocotilo e feixe vascular, apresentando um aumento no tamanho das estruturas
quando submetidas ao glifosato e, em contrapartida, a medula na dose 0,06 % apresentou uma
reducéo significativa em sua medida (Tabela 6).

A absorcéo de glifosato e sua translocacdo provocam modificacdes anatbmicas devido
a toxicidade ocasionada pela formacdo de metabolitos toxicos. As cultivares apresentaram
modificacbes anatdmicas semelhantes no hipocotilo, a excecdo da medula na UFV-16,
reduzindo sua medida com a aplicacéo de glifosato (Figura 5). A medula esta relacionada com
o transporte de moléculas e sustentacdo, e a sua reducdo na UFV-16 pode levar a dificuldades
na vascularizagdo prejudicando o desenvolvimento das plantulas (FLETCHER & DALE,
1974; MCCALL, 1934).

Tabela 6. Medidas (um) da estrutura interna do hipocétilo de cultivares de soja submetidas

a germinacgdo em substrato umedecido com diferentes dosagens de glifosato.

Cultivar/Dose Diametro Total Epiderme Cortex  Feixe Vascular ~ Medula
UFV-16 Dose 0 2436,370 B 26,3158  417,555° 183,284 A8 1018,040 #
UFV-16 Dose 0,06 2212,752 B 38,546 "  417,898°B 165,158 B 744,726 B
UFV-16 Dose 0,12 2778,579 4 29,606"8 588,502 4 203,424 A 843,104 B
P98Y11 Dose 0 2100,505 B 28,187  334,522° 190,690 B 788,328 A
P98Y11 Dose 0,06 2273,912A8 31,714~ 380,845 " 202,561 B 785,965 A
P98Y11 Dose 0,12 2408,704 A 29,093  448331% 223,383 4 733,510 A
NS69061PRO Dose 0 2217,858 B 30,383 344,968 ° 190,187 B 898,117 A

NS69061PRO Dose 0,06 2226,393 ° 26,781°%  362,040° 188,071 8 830,028 #
NS6906IPRO Dose 0,12 3981,943 4 41,250" 978,317 4 256,949 A 833,464 "

Para cada cultivar letras maiusculas iguais na coluna, ndo difere entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey.

As modificacBes anatébmicas foram constatadas em todas as cultivares, tendo as
cultivares transgénicas comportamentos semelhantes entre si, e ambas, diferentemente da

cultivar convencional. O fato pode ser justificado pela auséncia do gene que atribuiu
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resisténcia ao glifosato, modificando a intensidade dos efeitos do glifosato sobre as estruturas

da epiderme, cortex, feixe vascular e medula da raiz e hipocotilo.

5 CONCLUSOES

O glifosato compromete o desenvolvimento incial da plantula de soja, evidenciado
pelos testes de germinacdo, comprimento das plantulas, massa seca, mobilizacdo da massa
seca, adaptacdes anatdémicas e ciclo celular, ocorrendo em diferentes proporc¢des entre as
cultivares. Nesse sentido, concluimos:

e No teste de germinacéo, plantulas da cultivar UFV-16 sdo mais afetadas pelo glifosato,
por terem um acentuado aumento no nimero de plantulas anormais, diferentemente do que foi
observado para as plantulas tolerantes ao herbicida.

e O teste de comprimento de plantulas, evidencia a maior sucetibilidade da cultivar
convencional ao glifosato, a qual mostrou reducdo mais aguda em suas medidas quando
comparada com as cultivares transgénicas.

e A distribuicdo de massa seca € alterada sob tratamento com o herbicida, sendo a
cultivar convencional mais prejudicada ao apresentar maior acimulo de massa no cotilédone,
comportamento visto em menor intensidade nas cultivares transgénicas.

e Ha uma reducdo e ndo paralisacdo do indice mitético. Em todas as cultivares ocorre
um aumento das anomalias em funcdo do aumento da dose de glifosato. A UFV-16 €
suscetivel ao herbicida, apresentando os menores indices mitoticos ao ser submetida ao
glifosato, diferentemente das transgénicas HT que conseguiram sustentar maiores valores.

e As modificacbes anatdbmicas ocorrem em todas as cultivares, tendo as cultivares
trangenicas comportamentos semelhantes entre si, e ambas, diferentemente das mudancas
encontradas nas estruturas internas da cultivar convencional.

A reducdo mais acentuada do indice mit6tico na UFV-16 esta relacionado com maior
comprometimento da germinacdo, comprimento das plantulas, mobilizacdo da massa seca,
adaptacdes anatdbmicas e ciclo celular. As cultivares P98Y11 e NS6906IPRO, mesmo com a
isoforma da enzima EPSPS que atribui resisténcia ao herbicida, mostrou-se tolerante, mas nao
resistente, sendo acometida aos efeitos do glifosato, em menor intensidade, comprometendo a

qualidade fisioldgica, anatomia e ciclo celular.
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