RESISTENTE AO HERBICIDA GLUFOSINATO DE AMONIO?
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RESUMO - O presente trabal ho teve como objetivo avaliar atécnicado bioteste,, em andlise de
rotina, paraadeteccdo de sementesde arroz (Oryza sativa L .) geneticamente modificado, resistente
ao herbicida glufosinato de aménio. Foram conduzidos dois ensaios baseados no teste de
germinacdo. No Ensaio 1 foi empregado substrato umedecido com herbicida e no Ensaio 2,
embebicdo da semente em solucéo contendo o herbicida. Foram utilizadas sementes de arroz da
cultivar BR-IRGA 410 e dalinhagem geneticamente modificadaABR 15, que contém o gene bar.
No Ensaio 1 utilizou-se concentractes de zero a 0,2% do principio ativo glufosinato de aménio e
naembebi¢do dasemente (Ensaio 2), de zero a2,0%. Foram medidos os comprimentos das plantul as
normais aos sete e quatorze dias. Conclui-se que a técnica do bioteste utilizando o substrato
umedecido com herbicidae a embebi¢do das sementes em solugéo aquosa do herbicida no teste
de germinagéo sdo eficientes na identificagdo de sementes de arroz resistente ao herbicida
glufosinato de aménio.

Termos paraindexacdo: Oryza sativa, sementes, identificacéo, transgénico, herbicida.

IDENTIFICATION OF GENETICALLY MODIFIED RICE SEEDS RESISTANT TO
AMMONIUM GLUPHOSINATE HERBICIDE

ABSTRACT - This research aimed to analyze the biotest technique as a routine procedure for
testing genetically modified rice (Oryza sativa L.) seedsthat areresistant to ammonium gluphosinate.
Two assays were conducted based on the germination test. In the first assay moist germination
paper with herbicidewas used and i n the second assay, the seedswereimbibed in herbicide solution.
The seeds used were BR-IRGA 410 and the genetically modified line ABR 15 which containsthe
gene bar. In the first assay, ammonium gluphosinate concentrations between 0,0 and 0,2% were
tested and in the second, the concentrations between 0,0 and 2,0%. Thelength of normal seedlings
was analyzed after 7 and 14 days. It was concluded that both biotest techniques are efficient to
identify in the germination test genetically modified seeds that are resistant to ammonium
gluphosinate.

Index terms; Oryza sativa, seeds, identification, transgenic, herbicide.
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IDENTIFICACAO DE SEMENTESDE ARROZ TRANSFORMADO GENETICAMENTE

INTRODUCAO

Anualmente, sdo cultivados cerca de 150 milhdes de
hectares de arroz no mundo e a produgéo atinge, aproxima-
damente, 550 milhdes de toneladas. Mais da metade dessa
producdo provém de lavouras com irrigacdo controlada, que
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ocupam 25% da area total cultivada. No Brasil, cercade 1,3
milhdes de hectares sdo cultivados anualmente em sistema
irrigado, sendo 950 mil, no Estado do Rio Grande do Sul.

O problema de maior relevancia nesta cultura é repre-
sentado pela elevada infestagdo por plantas daninhas, que
ocorre namaioriadas lavouras de arroz irrigado e, entre elas
principalmente, o arroz vermelho (Yokoyama et al., 1999).
Esta planta daninha pertence a mesma espécie de arroz culti-
vado, com caracteristicas morfol dgicas e fisiolégicas simila
res (Hoagland, 1978), por isso seu controle é considerado
dificil, sendo invidvel o uso de herbicidas seletivos ao arroz
(Cobucci & Noldin, 1999).
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Avancos na engenharia genética tém resultado na obten-
¢do de seletividade a determinados herbicidas de amplo es-
pectro, pela modificagdo genética das plantas. As plantas
transgénicas sdo produzidas em laboratdrio aplicando-se co-
nhecimentos de biologia celular e molecular. O seu estado
transgénico é revelado pela expressao do transgene inserido.
Ap6sandlisesiniciaisem |aboratorios, as plantastransgénicas
s80 avaliadas em casas de vegetacdo tendo como controle o
gendtipo original ndo transgénico. O testefinal paraumaplan-
ta transgénica é sua performance no campo, que permitira
verificar a estabilidade da caracteristica introduzida, bem
como avaliar outras caracteristicas agrondmicas pertinentes
(Brasileiro & Carneiro, 1998). A caracteristicamais utilizada
tem sido aresisténciaaherbicidasrepresentando 77% daarea
com transgénicos, seguida de resisténcia a insetos, Bt com
15% da area. Em arroz tem sido desenvolvidas cultivares ge-
neticamente modificadas resistente ao herbicida glufosinato
de aménio.

A L-fosfinotricina (PPT), ou glufosinato, € um principio
ativo herbicidaque age como inibidor competitivo daenzima
glutamina sintetase, promovendo acimulo de aménio e a
mortede células. O genebar confereresisténciaaosherbicidas
gue apresentam principio ativo PPT e codifica a enzima
fosfinotricina-N-acetil transferase, promotora da acetilagdo
do PPT, utilizando como co-fator acetil-coenzima a, fazendo
com que o PPT percaaagdo inibidora (Dekeyser et a., 1989;
Wilmink & Dons, 1993). Plantas de arroz geneticamente
modificadas, carregando o genebar, quando pulverizadas com
PPT ou glufosinato de aménio, apresentaram resisténcia,
mesmo em doses superiores as letais para plantas ndo trans-
formadas (Datta et a., 1992). Em estudos de campo, Oard et
al. (1996) verificaram que o gene bar foi efetivo em conferir
resisténcia a esse herbicida em arroz..

A necessidade da deteccdo de plantas, sementes e deri-
vados da tecnologia do DNA recombinante tem aumentado
muito nos Ultimos anos, fruto ndo apenas de exigéncias co-
merciais, mas de todo o processo produtivo até a chegada ao
consumidor final.

Sendo assim, a aplicagdo da tecnologiado DNA recom-
binante podera ser de altaimportancia para o0 avango da pro-
ducéo arrozeira, rumo a sustentabilidade ambiental, agron6-
mica e mesmo econdmica, no controle do arroz vermel ho.

O controle da pureza genética em programas de semen-
tes, 0s aspectos legais envolvendo os transgénicos e a opgao
em ndo aceitar produtos geneticamente modificados, tem exi-
gido do setor de pesquisa o desenvol vimento de metodologias
eficientes para a deteccéo de transgénicos.
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Em resposta, tecnologistas de sementes tem procurado
desenvolver métodos paraidentificago dessas sementes. Uma
alternativa, eficiente e de baixo custo € a utilizagdo do bio-
teste para a detecgdo de sementes transgénicas.

Estudos realizados por Goggi e Stahr (1997) desenvol-
vidos pela lowa State University Seed Testing Laboratory e
aprovados pela Monsanto buscaram identificar o gene RR™
em sementes de soja através de bioteste. Da mesma forma,
Magalhées e colaboradores (2000) determinaram uma meto-
dologiaparaidentificaco e separacdo de sementes transgéni-
casdearroz, resistentes ao herbicidade agéo total glufosinato
de ambnio, capaz de permitir estudos de fluxo génico.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a técnica de
bioteste em andlise derotina, paraadeteccdo de sementes de
arroz geneticamente modificado, resistente ao herbicida
glufosinato de aménio.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Cul-
turade Tecidos Vegetais do Ingtituto de Biologia da Universida-
de Federal de Pelotas e no Laboratdrio de Culturade Tecidos da
Estacdo Experimenta Terras Baixas, pertencente ao Centro de
Pesquisas Agropecuarias de Clima Temperado (CPACT) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA).

Foram conduzidos dois estudos. No Ensaio 1 foi empre-
gado substrato umedecido com herbicida e no Ensaio 2,
embebicdo da semente em solugdo contendo o herbicida

Ensaio 1- Substrato umedecido com soluc&o do herbicida

Foram utilizadas sementes da cultivar parental ndo
transgénica BR IRGA 410 e da linhagem geneticamente mo-
dificada ABR15 que contém o gene bar, capaz de conferir
resisténcia ao herbicida Finale® (AVENTIS), possuidor do
principio ativo glufosinato de aménio, cedidas pela empresa
Aventis Seeds do Brasil Ltda.

As sementes da cultivar e da linhagem foram submeti-
das a0 teste de germinagdo, de acordo com as Regras para
Andlise de Sementes - RAS (Brasil, 1992), com excegdo do
nimero de sementes, que foi de 100, dividido em duas
subamostras iguais. O substrato utilizado foi papel toaha
umedecido com solugdes aquosas do principio ativo do
herbicida glufosinato de aménio (4-hidroxi(metil) fosfinol-
DL-holodaninasa de amonio) (formulagdo comercial 200g/1),
nas concentragdes. 0,0; 0,04; 0,16; e 0,2%. O substrato foi
umedecido com a solucéo em quantidade equivalente a 2,5
vezes 0 peso do papel seco.



IDENTIFICACAO DE GENOTIPOS DE ARROZ GENETICAMENTE MODIFICADOS 89

Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos para
impedir o contato entre rolos contendo diferentes concentra-
coes. A extremidade superior permaneceu aberta para facili-
tar a ventilag&o.

O germinador foi regulado a temperatura constante de
25°C e as avaliacOes foram realizadas aos sete e quatorze
dias, com contagem e medi¢do dos comprimentos da parte
aérea, sistema radicular e total das plantulas normais. N&o
houve descarte das plantulas normais aos sete dias, para
verificagdo do desenvolvimento das pléntulas, na segunda
avaliacdo.

As médias do nimero de plantulas normais foram ex-
pressas em percentagem e dos comprimentos das partes aé-
rea, radicular e total, em centimetros.

Ensaio 2- Embebic¢éo da semente em solucdo do herbicida

Foram utilizadas sementes da linhagem geneticamente
modificado ABR 15 e da cultivar parental BR-IRGA 410.

Conforme o fabricante do herbicidaFinale(AVENTIS),
aabsorcdo do glufosinato de amdnio € lenta e requer de qua-
tro a seis horas, sem a ocorréncia de chuvas, apos a aplica
¢do, para adegquado controle de plantas daninhas. Desta for-
ma, a metodologia foi baseada nesta informacao e também,
levando em conta que o periodo de seis horas ocorre na fase
1 do processo de germinacdo, onde verifica-se rapida absor-
¢ao de &gua. Ensaios preliminares com sementes das diferen-
tes cultivares apontaram tendéncia de estabilizagéo da
embebicéo apds esse periodo.

As sementes foram submetidas a embebicdo por seis
horas, a temperatura de 20°C, em copos plasticos contendo
solugéo de H,0O e herbicida nas concentragtes: 0,0; 0,2; 0,4,
0,6; 1,0 e 2,0%, do principio ativo herbicida glufosinato de
amdnio (formulacéo comercial 200g/1).

Transcorrido o periodo de embebicdo, as sementes fo-
ram retiradas da solucéo e foi conduzido o teste de germina-
cado em rolo de papel, atemperatura de 25°C, conforme Bra-
sil (1992), com excegdo do nimero de sementes, que foi de
100, dividido em duas subamostras iguais. O substrato utili-
zadofoi papel toalhaumedecido com &guadestiladaem quan-
tidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco.

As avaliacOes foram realizadas aos sete e quatorze dias,
com contagem e medicdo dos comprimentos da parte aérea,
sistema radicular e total das plantulas normais. Nao houve
descarte das plantul as normais aos sete dias, para verificagdo
do desenvolvimento das pléntulas na segunda avaliagéo.
Procedimento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esqguemafatorial A x B (cultivares x concen-
tragdes do herbicida), com quatro repeticdes estatisticas utili-
zando-se duas subamostras de |aboratério. Os dados de ger-
minagdo e primeira contagem foram transformados em arco-
seno. As médias observadas nos testes de germinacéo parao
fator cultivar, foram comparadas pelo teste de Tukey no ni-
vel de 5% de probabilidade e as observadas parao fator con-
centracdo do herbicidaforam submetidas aandlise de regres-
s80 polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio 1- Substrato umedecido com solucéo do herbicida

Os dados médios de germinag&o, comprimento da par-
te aérea, do sistemaradicular e total das plantulas, apresen-
tados nas Tabelas 1 e 2, ndo foram submetidos a andlise de
regressdo polinomial, tendo em vista que as diferentes con-
centragdes do herbicida inibiram a germinagdo da cultivar
BR-IRGA 410.

TABELA 1. Dados médios da primeira contagem da germinacdo (%), comprimentos (cm) da parte aérea, do sistema
radicular etotal dasplantulasde arroz, linhagem geneticamente modificada ABR 15 e cultivar parental BR-
IRGA 410, ap6s semeadura em rolo umedecido com solucéo de diferentes concentragdes do herbicida.

Pelotas, 2000.

c Avaliacoes
(((;SC Germinagdo Comp. Parte aérea Comp. Radicular Comp. Total

ABR 15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410 ABR15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410
0 75aB 85aA 3,82aA 2,95aB 8,35aA 6,21aB 12,17aA 9,16aB
0,04 64 bA 0 bB 316 b A 0,00 bB 2,76 b A 0,00 bB 592 b A 0,00 bB
0,16 6 CA 0bB 125 cA 0,00 bB 075 cA 000 bB 200 cA 0,00 bB
0,2 0 dA 0bA 0,00 dA 000 bA 000 cA 000 bA 0,00 dA 000 bA
cv 9,0 22,2 20,2 18,5

Médias seguidas da mesma letra mintscula nas colunas e maiuscula nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 2. Dados médios de germinagéo (%), comprimento (cm) da parte aérea, do sistema radicular e total das
plantulas de arroz, linhagem geneticamente modificada ABR 15 e cultivar parental BR-IRGA 410, apés
semeadur a em rolo umedecido com solucgéo de difer entes concentracgdes do her bicida. Pelotas, 2000.

Avaliagdes

CEOO/SC Germinacdo Comp. Parte aérea Comp. Radicular Comp. Tota

ABR15 BR-IRGA 410 ABR15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410
0 75aB 90aA 4,13aA 3,63aA 8,19aA 5,75aB 12,32aA 9,38aB
0,04 80aA 0 bB 4,35aA 0,00 bB 3,60 b A 0,00 bB 795 b A 0,00 bB
0,16 11 bA 0 bB 3,35aA 0,00 bB 1,40 cA 0,00 b B 475 CcA 0,00 b B
0,2 0 cA 0 bA 000 bA 000 bA 0,00 dA 000 bA 0,00 dA 000 bA
cv 9,6 30,6 18,5 15,2

M édias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e maitscula nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A qualidade fisiol6gica das sementes da cultivar BR-
IRGA 410 foi superior adas sementes dalinhagem ABR 15,
conforme verificado na primeira e na segunda contagens do
teste de germinagdo. Mas, 0 mesmo ndo ocorreu em relagdo
aos comprimentos da parte aérea, radicular e total das
plantulas. Assim, é possivel verificar que o vigor do lote da
linhagem ABR 15 foi superior em relagdo ao da cultivar BR-
IRGA 410 nestes paréametros, onde foi levado em conta, uni-
camente, 0 comportamento das plantulas normais.

Por outro lado, verificou-se que a menor concentragdo
utilizada do produto foi capaz de paralisar o processo de ger-
minacdo no inicio da fase visivel, das sementes da cultivar
BR-IRGA 410. No entanto, 0 genétipo transformado conten-
do o genebar foi capaz de suportar concentractes até 0,16%,
sendo que nesta o poder germinativo foi fortemente afetado,
reduzindo de 75 para 6%, e na concentracdo 0,2%, inibido.

As sementes da linhagem ABR 15, contém o gene bar,
capaz de codificar aenzimafosfinotricina-N-acetil transferase
e promover a acetilacdo do PPT utilizando como co-fator
acetil-coenzima a, o que faz o glufosinato perder a acéo
inibidora (Dekeyser et d., 1989; Wilmink & Dons, 1993).
Desta forma, as sementes dessa linhagem transformada ge-
neticamente suportam concentragdes do principio ativo
glufosinato de amonio, |etais a gendtipos ndo geneticamente
modificados.

Existe diferenca significativa entre os lotes dos dois
gendtipos testados, para todas as avaliacOes realizadas, ja
constatada na primeira contagem do teste de germinacéo.
Verifica-se na Tabela 1, que a semente de arroz da linhagem
ABR 15 quando submetida a concentracdo de 0,04% teve
reduzido o seu poder germinativo, assim como o comprimen-
to das estruturas das plantulas em relagdo as sementes ndo
tratadas (concentragdo 0,0) e no lote da cultivar BR-IRGA
410, o processo de germinagdo foi totalmente inibido. Entre-

Revista Brasileira de Sementes, vol. 25, n° 1, p.87-94, 2003

tanto, na segunda contagem, aos 14 dias (Tabela 2), observa-
se nas sementes do arroz transformado geneticamente que o
percentual germinativo e o comprimento da parte aérea au-
mentaram na concentracdo de 0,04%, embora ndo tenham
diferido significativamente das sementes néo tratadas. Toda
via, os comprimentos radicular e total das pléantulas foram
inferiores em relagdo a testemunha, resultados também evi-
denciados na primeira avaliagcéo. Da mesma forma, nas con-
centracOes superiores a 0,04% houve redugdo significativa
nos valores de germinag&o , inclusive causando a inibicdo
total do processo germinativo, na concentracéo 0,20%.

Em relacdo ao desenvolvimento das plantulas nos
gendtipos avaliados, pode-se afirmar que o herbicida afeta o
desenvolvimento do sistema radicular de maneira mais pro-
nunciada que a parte aérea. Este fato jafoi evidenciado com
determinados herbicidas em outras espécies. Bingham et al.
(1995) verificaram inibicéo do crescimento radicular na ger-
minacdo de sementes de Brassica napus, pela agéo do
herbicida metazachlor.

Conforme os resultados obtidos, aos sete dias ap0s a se-
meadura, ja se pode identificar com precisdo, a presenca ou
ndo de sementes de arroz transgénico, umavez que 0 proces-
SO germinativo de sementes das plantas ndo transformadas
apresentou desenvolvimento severamente inibido (Figura 1).
Sepersistir qualquer davida, ou houver anecessidade de ava-
liar o desenvolvimento, o teste pode ser conduzido até 14
dias. Esta metodologia, baseada no teste de germinagéo, esta
de acordo com Pfeilstetter et a. (2000) que desenvolveu pro-
tocolo para Brassica napus, transformada para resisténcia ao
herbicida glufosinato de aménio, utilizando 0,005% do in-
grediente ativo na solucéo e avaliacéo realizada aos 10 dias.
Em soja, Bevilaguaet al. (2000) identificaram sementestrans-
formadas resistentes ao glifosato utilizando concentragdes de
280 a560mg/I de glifosato e avaliagdes realizadas no oitavo
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FIG. 1. Plantulasdearroz linhagem geneticamente modificada ABR 15 e cultivar parental BR-IRGA
410, aos 7 dias ap6s semeadura em rolo com solugdes de 0,0 e 0,04% do principio ativo do
herbicida glufosinato de aménio. Pelotas, 2000.

dia. Segundo Nedel (1998), ja foram desenvolvidas
metodologias para testar a pureza genética de gendtipos re-
sistentes a herbicidas, como milho resistente aimidazolinonas,
onde é utilizado 4,6 ppm do principio ativo imazethapyr para
umedecer o substrato, com avaliagdo realizada cinco a seis
dias apds e em milho hibrido resistente ao glufosinato de
amonio, utilizando 638 ppm do principio aivo do herbicida
com avaliacdo no quinto ou sexto dia.

De maneira geral, constata-se que a metodologia é sim-
ples, eficiente e de baixo custo, sendo uma alternativa paraa
identificacdo de sementes de arroz geneticamente modifica-
das, resistentes & herbicidas.

Ensaio 2- Embebicdo da semente em solucgdo do herbicida

Os dados médios de germinagdo, comprimento da
parte aérea, do sistemaradicular etotal das plantulas, apre-
sentados nas Tabelas 3 e 4, ndo foram submetidos a andli-
se de regressdo polinomial, tendo em vista que concentra-
¢Oes superiores a 0,2% inibiram a germinacdo das semen-
tesda cultivar BR-IRGA 410.

A germinacdo das sementes de arroz do lote da culti-
var BR-IRGA 410, apds embebicdo em &gua por seis ho-
ras (testemunha) teve comportamento semelhante as que
ndo tiveram esse periodo de embebicdo (Ensaio 1). Se-
mentes dalinhagem ABR 15 apresentaram reducéo na ger-

TABELA 3. Dados médios da primeira contagem da germinacdo (% ), comprimentos (cm) da parte aérea, do sistema
radicular e total das plantulas de arroz, linhagem geneticamente modificada ABR 15 e cultivar parental BR
IRGA 410, apés embebicdo das sementes em solugdo com diferentes concentracdes do herbicida. Pelotas,

2000.
Avaliaghes

((:(%C Germinagdo Comp. parte aérea Comp. radicular Comp. total

ABR 15 BR-IRGA 410 ABR15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410
0 6caB 85aA 208 bcB 3,03aA 6,19 cB 12,65aA 827 «cdB 15,68aA
0,2 6taA 36 bB 3,50aA 1,10 b B 9,53aA 1,44 b B 13,03aA 254 bB
04 6laA 0 c¢cB 3,17aA 000 cB 732 bA 000 cB 1049 bA 000 cB
0,6 6caA 0 c¢cB 244 b A 000 cB 709 bc A 000 cB 953 bcA 000 cB
1,0 38 bA 0 c¢cB 203 bcA 000 cB 602 cA 000 cB 8,04 dA 000 cB
2,0 32 bA 0 c¢cB 166 cA 000 <cB 3,94 dA 000 cB 5,59 eA 000 cB
Ccv 111 16,4 11,7 10,7

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e meiGscula nas linhas, ndo diferem entre si pelo testede Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 4. Dados médios de germinacgédo (%), comprimentos (cm) da parte aérea, do sistema radicular e total das
plantulas de arroz linhagem geneticamente modificada ABR 15 e cultivar parental BR-IRGA 410, apés
embebicéo das sementes em solucéo de difer entes concentracdes do herbicida. Pelotas, 2000.

Avaliacdes

Conc — - "

@) Germinagdo Comp. parte aérea Comp. radicular Comp. total

ABR 15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410 ABR 15 BR-IRGA 410

0 70abB  90aA 1,96 dB 3,8%A 593 c¢B 1157aA 7,88 e B 1545aA
0,2 74aA 42 bB 6,25aA 1,12 bB 10,47aA 158 bB 16,72aA 2,70 bB
0,4 76aA 0 c¢cB 5,97aA 000 cB 9,67ab A 000 cB 15,64ab A 000 cB
0,6 80aA 0 c¢cB 527 b A 000 cB 884 bA 000 cB 1411 bc AA 000 <c¢cB
10 75aA 0 cB 397 CcA 000 <cB 832 bA 000 <cB 12,29 dA 000 c¢B
2,0 59 b A 0 cB 411 cA 000 cB 9,48ab A 000 cB 1359 cdA 000 cB
cv 8,6 114 12,6 10,3

M édias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e maitscula nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

minagao em cinco pontos percentuais, quando submetida a
embebicdo. Esta reducdo nos valores também foi verificada
no comprimento das partes aérea, sistema radicular e total
das plantulas.

Alguns valores de comprimento das estruturas de
plantulas aos 14 dias foram menores em relacdo aprimeira
contagem, fato atribuido as medicdes terem sido realizadas
em todas as plantulas normais no teste de germinacéo, onde
algumas consideradas na segunda contagem tiveram compri-
mento menor, baixando a média geral.

As sementes de arroz da linhagem ABR 15, embora
tivessem qualidade fisiologica inicial menor em relacdo ada
cultivar BR-IRGA 410, apresentaram-se mais resistentes em
todas as concentragfes do herbicida. Inclusive, o desenvolvi-
mento das estruturas das pléantul as foram estimulados de for-
masignificativa, nasconcentracbesdo herbicidade 0,2 e 0,4%.
O herbicida somente afetou 0 poder germinativo na maior
concentracgdo (2%). Por outro lado, sementes do genétipo BR-
IRGA 410 tiveram seu poder germinativo reduzido para me-
nos da metade do valor inicial, na menor concentragcdo, no
entanto, 0,4% foi suficiente para ainibicéo total da germina-
¢&o. E possivel verificar que a concentragso do herbicida ne-
cessariaparainterromper 0 processo germinativo nas semen-
tesdacultivar BR IRGA 410 foi 10 vezes maior ao proceder
a embebicdo da semente ao invés de umedecer o substrato.
Verifica-se na Tabela 3 que os va ores de germinagdo obser-
vados na primeira contagem da germinacdo em sementes da
linhagem ABR 15 expostas nas concentragdes 0,0; 0,2; 0,4; e
0,6 % nao tiveram variacdes significativas a nivel de 5% de
probabilidade. Na Tabela 4, constata-se redugdo na germina-
¢80 na concentracdo mais elevada do herbicida.
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Observa-se que a linhagem ABR 15 diferiu em todas as
avaliagBes da cultivar BR-IRGA 410. Desta forma, a identi-
ficac8o da semente transformada ficou facilitada, sendo pos-
sivel inclusive, na primeira contagem do teste de germina-
¢do, identificar a semente que possui 0 gene de resisténciaao
herbicida (Figura 2). Na germinacéo (Tabela 4), os resulta-
dos em termos de inibicdo da germinagdo ndo variaram em
relacdo a primeira contagem (Tabela 3). Esta metodologia
possui principios semelhantes aos utilizados em soja, segun-
do Nedel (1998), onde as sementes sd0 colocadas em papel
germitest previamente umedecido com solucéo de 1 ppm do
ingrediente ativo clorosulforon, permanecendo por 15 horas.
A seguir, apos lavagem em agua corrente e semeadura em
rolo de papel umedecido com agua, sdo colocadas em
germinador e a avaliag8o realizada no sétimo dia. Assim, o
procedimento envolvendo aimersdo das sementes na solugdo
contendo o herbicida, possui as vantagens de ser conduzido
com menor tempo de embebi¢do dasemente (seishoras) eevitar
o contato direto do laboratoristacom o herbicida, o que aconte-
ce ao colocar a semente no papel umedecido com a solucéo.

Por meio dos resultados observados para o comprimen-
to de plantulas, na primeira e na segunda avaliacdo, obser-
VOUu-se maiores val ores quando as sementes dalinhagem ABR
15foram submetidas a solucdo a 0,2%, mostrando assim que
houve estimul o do herbicidano processo de germinagéo. Pro-
vavelmente, isto se deve ao fato da linhagem possuir o gene
de resisténcia, assim 0 amonio presente na composicéo do
herbicida, vai atuar como nutriente paraa plantula. Entretan-
to, paraacultivar BR-IRGA 410, talvez, tenhaocorrido acéo
fitotoxica na semente, observando-se reducdo significativa
nesses valores.
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FIG. 2. Plantulasdearrozlinhagem geneticamente modificadaABR 15 ecultivar parental BR-IRGA
410, aos 7 dias ap6s embebicao das sementes em solucgéo de 0,0 € 0,4% do principio ativo do
herbicida glufosinato de aménio. Pelotas, 2000.

Constatou-se a eficiéncia dos dois métodos (Ensaios 1 e
2) naidentificacdo de sementes de arroz transgénico, resis-
tente ao herbicidacom principio ativo glufosinato de aménio.
Nos dois estudos foi verificado que essa identificagdo foi
possivel no sétimo dia, correspondente a primeira contagem
do teste de germinacéo.

Ao utilizar-se o papel substrato umedecido com o
herbicida(Ensaio 1), aconcentracéo de 0,04% foi amais ade-
guada, permitindo identificar as sementes portadoras do gene
bar. Ao realizar a pré-embebicéo das sementes com o
herbicida (Ensaio 2) foi constatado que a partir de 0,4% do
principio ativo é possivel aidentificacdo, de forma eficiente,
das sementes que possuem o gene deresisténciaao herbicida.

Pela comparac&o dos dois métodos observou-se que no
processo envolvendo a pré-embebicgdo das sementes (Ensaio
2) necessita-se de maior concentracgo do herbicida em rela-
¢&0 a0 umedecimento do substrato com a solugéo (Ensaio 1).
As metodol ogias desenvolvidas sdo econdmicas, ndo exigem
equi pamento sofisticado e treinamento especifico de pessoal,
apresentando possibilidade de padronizagdo e adoc&o imedi-
ata pelos laboratérios. Mas, deve-se salientar que 0 método
de identificacdo € aplicavel somente as sementes de arroz
transgénico resistente ao glufosinato de amoénio. Para plantas
de arroz modificadas para outras caracteristicas, métodos es-
pecificos devem ser desenvolvidos. Também vale ressaltar
gue estas metodol ogias apresentam o inconveniente de iden-

tificar apenas sementes vidveis, ndo sendo obtidos resultados
com sementes mortas.

CONCLUSAO

A técnicade bioteste utilizando substrato umedecido com
herbicida e a embebicéo das sementes em solugdo aquosa do
herbicida no teste de germinacéo, é eficiente naidentificacéo
de sementes de arroz resistente ao herbicida glufosinato de
amonio.
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