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RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de: desenvolver uma metodologia para o cultivo de plantas
transgénicas hemizigoticas para o gene CP4-EPSPS e csrl-2 que conferem tolerancia ao
glyphosate e ao imazapyr, respectivamente, em casa-de-vegetagao sob condi¢do de inverno;
promover selecdo de gametas contendo o gene CP4-EPSPS, durante a geracao Fy; e verificar a
possibilidade de selegdo de gametas com o gene CSrl-2 na geragao F; hemizigota. Os
cruzamentos entre gendtipos convencionais e transgénicos foram submetidos aos seguintes
tratamentos: a) plantas tolerantes ao glyphosate: Tratamento T1- testemunha sem aphcaqao do

glyphosate; T2-0,96 Kgla ha emV3 T3-1,92 Kgi.a. ha em V3; T4-0,96 Kg i.a. ha em V5
e T5-1,92 Kgi.a. ha em V5; b) plantas tolerantes ao imazapyr: Tl -sem aphcac;ao de imazapyr;
aplicagdes no estagio V3: T2- 6 25 gi.a. ha ; T3- 12 Sgia. ha ; T4- 25 gi.a. ha ; € aplicacdes

no estagio V5:T5-6,25 gi.a. ha ; T6-12,5 gi.a. ha ;e T7-25 gi.a. ha . As plantas da geragao F,
foram avaliadas para dlversas caracteristicas seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado, e em dois esquemas fatoriais, sendo eles: tratamentos x posi¢des na
planta (superior e inferior) e dose do herbicida x época de aplicagdo, com cinco repeti¢cdes. Para
plantas tolerantes ao glyphosate, dosagens maiores de herbicida aplicadas proximas a floragao
reduziram significativamente o numero de vagens e o numero de sementes nas duas posi¢oes
das plantas. As amostras de plantas da geracdo F,, derivadas das plantas F; dos diversos
tratamentos, foram avaliadas quanto a tolerancia ao glyphosate e foi verificado um aumento
significativo da proporcao de plantas vivas em todos os tratamentos envolvendo a aplica¢do do
herbicida. Nos programas de melhoramento que envolvam o gene CP4-EPSPS, o tratamento T3
¢ o que melhor atende aos objetivos, pois permite tanto a selecdo de gametas, como a produgao
regular de sementes nas plantas F;. Para os genotipos tolerantes ao imazapyr, a aplica¢ao de

6,25 g i.a. ha de imazapyr em V5 ¢ a melhor op¢do para identificar e selecionar plantas
hemizigotas em condigdes de inverno ¢ em casa-de-vegetacdo para o gene CSrl-2, sem que haja
reducdo na quantidade de sementes da geracao Fo.

Palavras —chave: Glycine Max. CP4-EPSPS. csrl-2. Selecdo de gametas.
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ABSTRACT

This study aimed to: develop a methodology for growing hemizygous F; transgenic plants for
the gene CP4-EPSPS and csrl1-2 that confer tolerance to glyphosate and imazapyr, respectively,
in the greenhouse under winter conditions, promoting gamete selection in the F; generation
containing the CP4-EPSPS gene, and to assess the possibility of gamete selection with the
csrl-2 gene on hemizygous F; generation. The crosses between conventional and transgenic
genotypes were subjected to the following treatments: a) glyphosate tolerant plants: Treatments

T1-control without glyphosate spraylng, T2-0.96 kg a.i. ha in the V3 stage T3-1.92 kg a.i. ha

in the V3 stage, T4-0.96 kg a.i. ha in the V5 stage and T5-1.92 kg a.i. ha in the VS5 stage; b)
Imazapyr tolerant plants T1-control w1thout imazapyr; spraying in stage V3: T2- 6 25 g a.l.

ha , T3- 125ga1ha T425ga1ha and spraying in stage V5: T5625ga1ha T6-12.5

g al. ha , and T7-25 g a.i ha . The F, plants were evaluated for various characteristics
according to a completely randomized design, with five replicates in two factorial
arrangements: treatment x plant position (upper and lower) and herbicide dose x spraying stage.
For glyphosate tolerant plants higher herbicide doses, applied nearby flowering, significantly
reduced the number of pods and number of seeds in both plant positions. Samples of the F
plants derived from F; plants of different treatments, were evaluated for tolerance to glyphosate
and there was a significant increase in the proportion of live plants in all treatments involving
any herbicide spraying. For breeding purposes with the CP4-EPSPS gene, the T3 is the best
option by allowing both an effective selection of gametes and regular seed production in F;
plants. For imallzapyr tolerant genotypes, the spraying of

6.25 g a.i. ha of imazapyr in stage V5 is the best option to identify and select hemizygous
csrl-2 plant in the greenhouse under winter conditions, without any reduction in the amount of
seeds for the F, generation.

Keywords Glycine max. CP4-EPSPS. csrl-2. Gametes selection.
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1 INTRODUCAO

Cada vez mais os agricultores e os programas de melhoramento buscam por
cultivares geneticamente modificada tolerante aos herbicidas devido ao grande dano que as
plantas daninhas causam a cultura. Dois eventos independentes de soja geneticamente
modificada, que contém os genes CP4-EPSPS e csrl-2 mutado, conferindo respectivamente
tolerancia aos herbicidas a base de glyphosate e do grupo quimico das imidazolinonas,
representam alternativas tecnoldgicas importantes aos agricultores. Com esta tecnologia, o
controle de plantas daninhas nas lavouras comerciais ¢ facilitado por permitir a aplicagdo do
produto em pds-emergéncia quando a cultura ainda estd em desenvolvimento.

Uma série de fatores foi relevante para se estabelecer o cultivo de plantas de

soja transgénicas no pais, dentre eles: liberacio dada pela CTNBio (Comissdo Técnica

Nacional de Biosseguranga) em 2005 para o plantio e comercializacao da soja Roundup Ready®
(RR); e o controle eficiente de plantas daninhas em area de infestacdo (NETO et al., 2009;
DELANNAY et al. 1995).

Para o desenvolvimento destas cultivares transgénicas, os programas de
melhoramento no inicio de suas atividades, apds as hibridagdes, as sementes F; sdo cultivadas
normalmente durante o inverno em condi¢des de casa-de-vegetagdo. Cruzamentos entre esses
organismos geneticamente modificados com cultivares convencionais, produzem plantas Fi
hemizigotas que devem produzir aproximadamente 50% de gametas contendo o gene de
interesse. Assim, em programas de retrocruzamentos para introgressao desses genes, ¢ esperado
que apenas 50% das plantas da geragdo F|RC; receberdo o gene de interesse apresentando a
tolerancia desejada. Os outros 50% nao tolerantes serdo perdidos, o que significa que o trabalho
empregado para obtencdo desses cruzamentos, anotacdes, colheita, trilha, semeadura e
avaliacdo dos Fi serdo perdidos.

Também na geracdo F,, derivada dessas plantas F; hemizigotas, é esperada
uma segregacao na propor¢ao de trés tolerantes (AA e Aa) para uma nao tolerante (aa), sob
auséncia de selecdo e considerando-se a mesma viabilidade de gametas com e sem o gene
inserido.

Nos programas de melhoramento genético com soja transgé€nica, existe a
possibilidade de sele¢do de gametas na geragdo Fy, por meio de herbicida a base de glyphosate

(WALKER et al., 2006), abrindo a possibilidade de incrementar a eficiéncia nessas atividades
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de retrocruzamentos ¢ de produgdo de sementes de plantas F;, normalmente executadas em
condi¢do de entresafra em casa-de-vegetacao.

Os herbicidas utilizados em po6s-emergéncia sobre os genotipos de soja
podem comprometer o desenvolvimento da planta e até o rendimento de graos, dependendo do
produto utilizado, da dosagem e do estddio fenoldgico em que se encontra a cultura no
momento da aplicagdo, desta forma, este estudo teve como objetivo:

1 - desenvolver metodologia para o cultivo das plantas hemizigdticas, que
contenham o gene CP4-EPSPS, em condi¢des de inverno e casa-de-vegetagdo, e promover a
selecdo de gametas de interesse, sem afetar significativamente a producdo de sementes;

2 - desenvolver metodologia para a selecao de plantas que contenham o gene
csrl-2, que confere tolerancia aos herbicidas do grupo das imidazolinonas, em condigdes de
inverno e em casa-de-vegetacao, sem prejudicar a producio de sementes;

3 - investigar a possibilidade de selecdo de gametas contendo o gene csrl-2

produzidos a partir de plantas F; hemizigotas.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Danos e Controle das Espécies Daninhas

Plantas daninhas sdo conceituadas como toda planta indesejada que se
encontra presente em uma cultura de interesse e competem por luz, umidade e nutriente. As
plantas daninhas instalam-se nas lavouras, crescem e se reproduzem juntamente com as plantas
de interesse. Elas apresentam determinada resisténcia a fatores abioticos como: seca, umidade e
baixa temperatura, além de possuir grande vigor vegetativo e reprodutivo (SAAD, 1981).

Dependendo da espécie da planta daninha, a produtividade pode ser reduzida
em até 90% (BLANCO, 1973). Silva et al. (2008) avaliaram em soja o numero de vagens por
planta em trés niveis de infestacdo de plantas daninhas (baixa, média e alta), observaram perdas
de produtividade em 58%, 71% e 78%, respectivamente. Merotto Jr. et al. (2002) verificaram
reducdo significativa de altura de planta e massa seca da soja, quando as plantas daninhas se

encontravam presentes na area experimental.
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Para Voll et al. (2002), a perda de produtividade causada pela competi¢ao de
plantas daninhas pode variar de 2% a 39% na cultura da soja. As diversas espécies daninhas
podem apresentar capacidade diferente de competicdo com a cultura. Estes autores analisando
quatro espécies: capim-marmelada, corda-de-viola, amendoim-bravo e fedegoso, observaram

uma reducao de produtividade de: 14%; 22%; 35% e 39%, respectivamente, na presenga de 10

2
plantas daninhas por m .

Estas perdas podem ser minimizadas através de alguns manejos, tais como:
mecanicos, bioldgicos e quimicos. Saad (1981) relata que a maior eficiéncia ¢ encontrada com
o manejo quimico, onde se utiliza herbicidas para controlar as plantas daninhas. Segundo
Warren (1967), quando a pratica mecanica nao € possivel de ser utilizada em épocas chuvosas,
o herbicida pode ser a tnica opg¢ao de controle, além de diminuir danos as raizes causados pelo
arranque manual ou com enxada. Segundo EMBRAPA (2007), o manejo mais utilizado na
cultura da soja € o quimico. Nele hd uma economia de mao de obra e maior rapidez no controle.
Dentro do controle quimico, uma alternativa ¢ a utilizagcdo das cultivares

transgénicas tolerantes aos herbicidas ndo seletivos, e através desta tecnologia, ¢ possivel o

controle com maior facilidade.

1.1.2 Soja Transgénica Tolerante aos Herbicidas

No melhoramento genético, a obtencdo de plantas tolerantes aos herbicidas
pode ser realizada de duas maneiras: por meio de cruzamentos tradicionais ou por técnicas de
biotecnologia. Na primeira situacdo, normalmente, buscam-se populacdes selvagens ou nao
domesticadas para compor os cruzamentos. Ja na segunda situagdo, podem-se utilizar técnicas
de transformagdo de plantas, mutagenicidade de sementes, meio de cultura de células e tecidos
ou fusdo de protoplasto (ALMEIDA; ULBRICH, 1999).

A primeira soja transgénica liberada para plantio comercial tem como
caracteristica a tolerancia ao herbicida glyphosate. Padgette et al. (1995) inseriram um gene
oriundo de Agrobacterium, denominado CP4-EPSPS, e formaram a linhagem 40-3-2. Esta
linha foi cruzada com 17 cultivares nio transgénicos ¢ foi observada na geracdo F, uma

segregacao constante de trés plantas tolerantes para uma planta suscetivel. Além disso, foi
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possivel identificar, por meio de analises moleculares, que esta linhagem carrega copia tnica do
gene.

Com esta mesma linhagem (40-3-2), Delannay et al. (1995) testaram a
produtividade das plantas quando tratadas com glyphosate. No ano de 1992 a linhagem foi
testada em 17 locais, no ano de 1993 em 23 locais e em 1994, um total de 18 locais, mas em
nenhum momento observou-se reducao da produtividade.

Em 1996, a Embrapa-Soja recebeu um genotipo do evento transgénico GTS
40-3-2 da Monsanto, posteriormente denominada STG BR-16. Com esta progénie, por meio de
cruzamentos ¢ retrocruzamentos, foi possivel obter linhagens tolerantes ao glyphosate e
adaptadas as condi¢des brasileiras. Estes gen6tipos encontram-se hoje em fase bastante
avancada, com diversas cultivares indicadas para as varias regides sojicolas (ARIAS, 2001).

Estudos comparativos com diferentes ciclos de maturacdo entre soja
convencional e transgénica também foram realizados no estado do Parana, e verificaram
comportamento semelhante de produtividade entre os dois grupos de genotipos avaliados
(LIMA et al., 2008).

Um outro evento transgénico desenvolvido, e que confere tolerdncia ao
herbicida do grupo quimico das imidazolinonas, ¢ a soja que contém o gene cSrl-2 mutante.

Para o desenvolvimento deste gendtipo, foi realizada uma parceria entre a
Basf, empresa detentora do gene, com a Embrapa, e ficou estabelecido que, a primeira
forneceria o gene, enquanto que a segunda seria responsavel por fixa-lo nas plantas de soja.
No ano de 1999, em Brasilia, iniciou-se o processo de transformagao e, em 2001, ja havia o
primeiro evento-elite utilizando uma técnica nacional (ERNESTO, 2007).

Na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Aragdo et al. (2000)
bombardearam microparticulas do gene mutante na regido do meristema apical da soja, e
obtiveram plantas com uma unica copia do gene Csrl-2, porém com niveis de resisténcia
diferente e concluiram que, provavelmente, isso ocorra como resultado do ponto de insercao do
gene dentro do genoma. Esta inser¢ao pode ocorrer em regides de alta ou baixa expressividade
do DNA. Em outro experimento, estes mesmos autores realizaram em nivel de campo, a
aplicagdo de imazapyr sobre 28 linhagens transgénicas e observaram desde plantas sem
nenhum sintoma de fitotoxicidade até plantas mortas. Plantas de soja contendo o transgene e
pulverizada com imazapyr podem apresentar escurecimento de nervuras, porém apos 10 dias,

estas podem se recuperar e voltar a se desenvolver normalmente.
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1.1.3 Acdo dos Herbicidas

Segundo Roman et al. (2007), as moléculas de herbicidas para entrar na
célula enfrentam trés principais estruturas: a cuticula, parede celular e membrana plasmatica.
Dentro das células os herbicidas ligam-se aos chamados “sitios de acao”, que sao locais
especificos de ligacdo e inibem algumas fung¢des vitais da planta. Porém, cada herbicida pode
ter uma atuacdo diferente dentro da planta, que chamam de mecanismos de acdo, entre eles:

inibidores de aminoacidos de cadeira ciclica e ramificada.

1.1.3.1 Glyphosate — inibidores de EPSPS

O glyphosate, cujo nome quimico N-(phosphonomethyl) glycine, ¢
formulado como um sal, soluvel em 4gua, porém nao em solventes organicos, ndo € volatil, e no

solo ¢ muito adsorvido as particulas de argila. O glyphosate funde a 200 °C ¢ apresenta uma

densidade aparente de 0,5 g/cms. Em temperaturas elevadas, como a 60 °C, por exemplo, possui
grande estabilidade. O glyphosate ¢ o herbicida mais utilizado no mundo. Isso se da pelas
propriedades de amplo espectro, ou seja, ndo-seletivo, sist€émico e pouco tdxico aos animais
(AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002). A molécula de glyphosate foi descoberta no ano de
1950 e desenvolvida por cientistas da Monsanto Company, com propriedade herbicida no inicio
da década de 70. Apods 30 anos, em mais de 119 paises, ja existiam 150 marcas desta molécula
sendo comercializada. No Brasil, ha aproximadamente 18 empresas nacionais ¢ multinacionais
que disponibilizam o produto (GALLI; MONTEZUMA, 2005).

Nas plantas, este herbicida inibe uma enzima denominada
5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato sintetase (EPSPS). Esta enzima pertence a uma rota
metabolica onde sintetiza os aminoacidos ciclicos, ou aromaticos: fenilalanina, tirosina e
triptofano. Como este herbicida altera o balango de carbono nas plantas, ele ¢ capaz de reduzir o
seu proprio movimento no floema, reduzindo a formagao de agucares, consequentemente, reduz
o fluxo no floema, ou seja, se os agucares ndo estdo sendo produzidos e transportados, o
transporte no floema ¢ diminuido, logo o herbicida ndo transloca na planta, ficando concentrado

nas folhas (ROMAN et al., 2007).
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Além dos aminodacidos, esta rota metabolica ¢ precursora de compostos como
vitaminas, hormonios, alcaldides, lignina, entre outros. Calcula-se que 20% do carbono fixado
pela fotossintese sdo oriundos desta rota metabodlica e 35% de toda a massa seca do vegetal é

representada por derivados da via shikimato (VIDAL; MEROTTO JUNIOR, 2001).

GLYPHOSATE

-
SHIKIMATO |

Aminoacido

i
— EPSPS aromatico

PEP | Substrato

| Enzima

Figura 1 — O glyphosate inibe a EPSPS, uma enzima chave na biossintese de aminoacidos aromaticos.
Fonte: Roman et al. (2007)

Estudos realizados com microarrays mostraram que, em plantas
convencionais quando tratadas com glyphosate, estas possuiam diferentes niveis de transcrigao.
Ap6s 1, 4 e 24 horas da aplicacdo, 3, 170 e 311 genes, respectivamente, foram identificados
sendo expressos. Ja em plantas tolerantes ao glyphosate, neste mesmo periodo apos a aplicagao,
os autores encontraram menor quantidade de genes, um total de dez, quatro e quatro genes,
respectivamente, verificando assim o efeito secundario do glyphosate dentro da planta (ZHU et

al., 2008).
1.1.3.2 Imazapyr — inibidores de ALS

O grupo de herbicidas das imidazolinonas, ao qual pertence o ingrediente

ativo imazapyr, ¢ conhecido por inibir a enzima acetolactato sintase (ALS), também
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denominada acetohidroxibutirato sintase (AHAS). Esta enzima faz parte do mecanismo de
sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada, valina, leucina e isoleucina (VIDAL;
MEROTTO JUNIOR, 2001).

Esta enzima participa da rota de sintese de duas reagdes: a condensagdo de
duas moléculas de piruvato gerando uma molécula de acetolactato e/ou a condensagdo de uma
molécula de piruvato com uma de acetobutirato para formar acetohidroxibutirato (Figura 2).
Essa dupla agdo resultou em dois nomes para a mesma enzima, a ALS (acetolactato sintase) e
AHAS (acetohidroxi &cido sintase). Estes herbicidas ligam-se a enzima e, além de reduzirem a
quantidade de aminoacidos de cadeia lateral, inibem a divisdo celular e, assim como nos
inibidores de EPSPS, diminuem a translocacao de assimilados no floema (ROMAN et al.,

2007).

Figura 2 — Herbicidas inibidores da acetolactato sintase (ALS).
Fonte: Roman et al. (2007).
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1.1.4 Plantas Tolerantes aos Herbicidas

Plantas daninhas tolerantes sdo aquelas que sobrevivem e geram
descendentes mesmo apds a aplicagdo de herbicida. Esta tolerancia esta correlacionada com a
variabilidade genética da espécie, enquanto que a resisténcia ¢ dada como a habilidade de uma
planta sobreviver e reproduzir apods tratada com uma dose de herbicida capaz de matar uma
planta do tipo selvagem. Atualmente existem 336 bidtipos resistentes a diferentes grupos de
herbicidas (HEAP, 2009).

Para Kissmann (1995), a resisténcia aos herbicidas ocorre pela selecao de um
bidtipo ja existente dentro da populacdo natural de plantas. A maior ou menor quantidade de
plantas resistentes dentro de uma populacdo estd relacionada com a frequéncia com que os
genes de resisténcia se encontram. A utilizagdo sequencial de herbicida com o mesmo
mecanismo de acao pode causar pressao de selecdo, fazendo com que os individuos tolerantes
sejam rapidamente predominantes em uma populacdo. Burnside (1992), Sammons et al. (2007)
e Lazaroto et al. (2008) citam que o uso inadequado de herbicida ¢ um dos principais
responsaveis pela sele¢do de individuos resistentes dentro da espécie.

Hé relatos na literatura de que, plantas tolerantes aos herbicidas inibidores da
enzima ALS se expressam com maior facilidade quando comparado a outros grupos de
herbicidas. Dados da Weed Science mostraram que, no Brasil, 21 espécies ja apresentam
resisténcia a diversos herbicidas. Deste total, nove espécies sdo resistentes aos inibidores de
ALS e cinco aos inibidores de EPSPS. Nos Estados Unidos, o pais que possui 0 maior nimero
de espécies resistentes no mundo (126), sdo encontradas 40 diferentes plantas com resisténcia
aos inibidores de ALS e nove aos inibidores de EPSPS (HEAP, 2009).

A causa para este elevado niimero de plantas resistentes aos inibidores de
ALS ¢ devida a sua ampla e repetida utilizagdo para o controle de plantas daninhas. Além disso,
o herbicida possui elevada atividade residual do solo e apresentar alta atividade sobre biotipos
sensiveis as taxas utilizadas (TRANEL; WRIGHT, 2002).

Beckie e Reboud (2009) avaliaram durante quatro anos plantas daninhas
tratadas com inibidores de ALS, misturas de formulagdes com diferentes mecanismos de agao e
areas com rotacao de herbicidas. Estes autores observaram que, as aplicagdes repetidas de
herbicidas com 0 mesmo mecanismo de acdo podem levar rapidamente ao desenvolvimento de

plantas resistentes, e que para tentar reduzir a evolugdo de plantas resistentes, as misturas de
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herbicidas com mecanismo de acdo diferente ¢ mais eficientes do que a rotagdo anual desses
herbicidas.

Outro estudo realizado com inibidores de ALS foi realizado por Volenberg et
al. (2001) para verificar a heranca da resisténcia de uma planta daninha. A gera¢ao F, foi obtida
pelo cruzamento entre individuos tolerantes e suscetiveis e foi observado na geragao F,, apds o
tratamento com imazethapyr, uma segregacao mendeliana de 1:2:1, sendo estes trés fendtipos
de plantas: tolerantes, intermediarias e suscetiveis, respectivamente, indicando que esta
caracteristica de resisténcia pode estar associada a um gene nuclear com dominancia
incompleta. Almeida e Ulbrich (1999) relatam que, para situagdes de dominancia completa, o
grupo das imidazolinonas, individuos com genotipos homozigotos apresentam uma maior

tolerancia quando comparado aos individuos em heterozigose.

1.1.5 Alteracdes Florais Devido ao Herbicida

A estrutura reprodutiva da flor de soja € composta por um androceu que
contém 10 estames coletivos, sendo nove fundidos e mais elevados, e um estame permanece
isolado. A parte feminina da flor ¢ composta por um pistilo simples, unicarpelado, e o nimero
de 6vulos presentes podem variar de um a quatro.

O desenvolvimento de flores ¢ a época em que ocorrera a floracdo serao
influenciados por diversos fatores ambientais, como por exemplo, o comprimento do dia, ou a
temperatura do ar. O periodo de floragdo em uma planta de soja pode durar em média trés a
cinco semanas. Estas plantas desenvolvem muito mais flores do que a quantidade de vagens que
sera formada, e as flores que ndo se desenvolverdo em vagens, serdo abortadas, podendo variar
entre 20% a 80% em uma unica planta (BOERMA; SPECHT, 2004).

As aplicagdes de glyphosate sobre plantas transgénicas que estdo em
desenvolvimento reprodutivo podem provocar modificacdes em sua estrutura. Pline et al.
(2001) verificaram que em algodao tolerante a herbicida, os capitulos e os botdes florais podem
acumular concentragdes superiores de glyphosate quando comparado a outros tecidos, sendo
observado nas raizes o acimulo de glyphosate 5,7 vezes menor do que nos botdes florais.

Ye et al. (2001) ao trabalharem com plantas de tabaco que apresentavam

resisténcia ao glyphosate, analisando os tecidos dos oOrgdos vegetativos ¢ dos orgaos
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reprodutivos, observaram que o nivel de tolerancia aumenta conforme o aumento da quantidade
de proteina CP4 presente na estrutura. Em uma mesma linhagem, a tolerancia nos tecidos
reprodutivos foi consistentemente menor do que em tecidos vegetativos, 50 vezes menor em
ambos os ovarios e anteras imaturas, e 10 vezes menor em pétalas de flores, quando comparado
aos tecidos das folhas maduras.

Outro estudo comparando aplicag¢des de glyphosate em genotipos de algodao
que apresentavam tolerdncia e suscetibilidade ao herbicida, mostrou que as aplicagdes
realizadas antes da floracdo inibiram o alongamento dos filamentos de estames, fazendo com
que aumentasse em média 4,9 e 5,7 mm a distancia entre as anteras e o estigma, quando
comparado aos tratamentos que ndo receberam o herbicida. Outra alteragdo morfoldgica
observada foi a presenca de grandes vacuolos, numerosos graos de amido e bolsos de reticulo
endoplasmatico que continham poucos ribossomos no poélen. A aplicacdo do glyphosate
resultou em desenvolvimento de gametas macho-estéreis depositados sobre o estigma (PLINE

et al., 2002).

1.1.6 Efeitos do Uso de Herbicida em Programas de Melhoramento Genético em Soja

Nos programas de melhoramento do Brasil, as sementes hibridas F; sdo
cultivadas normalmente em casa-de-vegetacdo, entre os meses de maio e agosto, sob baixas
temperaturas e fotoperiodo curto, o que pode afetar o desenvolvimento fenoldgico da soja e
reduzir a produgdo de sementes. Segundo Motta (2000) e Borém (1999), em condi¢des de
campo, a antecipagdo ou o retardamento das semeaduras, causam diminui¢des significativas na
produtividade e na estatura das plantas em resposta ao fotoperiodo e a temperatura. Plantas F;
derivadas de cruzamentos para a introdug¢ao do gene CP4-EPSPS ou o gene csrl-2, que confere
tolerancia ao glyphosate e ao imazapyr, respectivamente, tem sido cultivadas sob essas

condi¢cdes em casa-de-vegetagao.

Neves et al. (1998) verificaram que, a aplicagdo de imazapyr a25e 50 g ha-1
no inicio da formagdo da vagem de soja, reduz a germinacdo das progénies por ela formada,
além de diminuir o comprimento do hipocotilo e da raiz das plantulas da geragdo F,. Estes
mesmos efeitos ndo foram verificados quando o herbicida foi aplicado no periodo de

florescimento (estadio R1).
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Estudos realizados por Walker et al. (2006) mostram que € possivel
selecionar gametas contendo o gene CP4-EPSPS a partir da aplica¢do do herbicida glyphosate
sobre as plantas hemizigotas, antes da floragao, aumentando a propor¢do de plantas tolerantes
na geracdo F,. Essa sele¢do ¢ desejavel tanto para a produgdo da geragdo F, como para a
realizacdo de retrocruzamentos, quando o objetivo for introgredir os transgenes. A aplicagao de
herbicidas em soja na condi¢ao de inverno pode agravar o estresse sobre as plantas F; e

prejudicar ainda mais a produg@o de sementes, objetivo principal do melhoramento.
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METHODOLOGY TO INCREASE THE RATIO OF SOYBEAN TOLERANT TO
GLYPHOSATE IN F, GENERATION

Abstract

This study aimed to develop a method for selecting gametes with CP4-EPSPS gene, which
confer tolerance to the herbicide glyphosate, from F; hemizygous plants growing under winter
conditions in the greenhouse, without significantly affect the seed production. The hybrids
obtained by crosses between glyphosate tolerant and conventional cultivars were submltted to

the following treatments: T1-control without apphcatlon of glyphosate, T2-0.96 kg a.i. ha at
-1
V3 stage of development T3-1.92 kg a.i. ha at V3 stage, T4-0.96 kg a.i. ha at V5 stage and

T5-1.92 kg a.i. ha at V5 stage. The F; plants were evaluated for a range of traits according to a
completely randomized design with five replications in two factorial arrangements: treatment x
plant position (upper and lower) and herbicide dose x spraying stage. Higher doses of herbicide
applied next to the flowering reduced significantly the number of pods and seeds in both
positions of plants. In all treatments (T2 to T5), the glyphosate applied before flowering on F,;
generation plants promoted the selection of CP4-EPSPS gametes. The treatment T3 is the best
option for breeding purposes by allowing the efficient selection of CP4-EPSPS gametes and
also the seed production in F; plants.

Keywords: Glycine max. CP4-EPSPS. Tolerance herbicide. Gametic selection.

2.1 INTRODUCTION

The Brazil is one of the 25 countries in the world where the cultivation of
soybean comprises conventional and transgenic cultivars. Results from the International
Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) showed that Brazil has the
third largest global transgenic area, with 15.8 million hectares, trailing only the United States
and Argentina. Among the transgenic crops in the world, the soybean occupies the largest area
with 65.8 million hectares, representing 53% of the total, and the event 40-3-2 tolerant to
glyphosate already got the approvals in most countries (James, 2008).

The GM soybean tolerant to glyphosate was obtained by inserting a gene
from the bacterial called CP4-EPSPS. The line, 40-3-2, have a cassette inserted into the plant
with a 35S promoter, obtained from the cauliflower mosaic virus, a peptide from hybrida
Petunia chloroplast, the CP4-EPSPS gene, coming from a strain of Agrobacterium sp. and a
fraction of nopaline synthase (NOS 3'), which comprises the region of the terminator, but is not

translated (Padgette et al., 1995).
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The glyphosate kills plants by inhibits the activity of
5-enolpyruvoyl-shikimate-3-phosphate synthase (EPSPS). This enzyme is part of a route that
produces the aromatic amino acids: phenylalanine, tyrosine and tryptophan. The EPSPS
enzyme is inhibited because it competes before with a substrate, the phosphoenolpyruvate
(PEP), where in the presence of glyphosate in connect with these, impedes the transformation of
shikimate in chorismate. The phytotoxicity isn’t given by the absence of three amino acids, but
occurs because deregulate the carbon cycle in the plants, and the accumulation shikimate, a
toxic compound, in intermediate metabolic pathway (Roman et al., 2007).

The transfer these tolerant genes for the other conventional cultivars is given
through breeding conventional cross. At the beginning of breeding programs with genetically
modified (GM) soybean in Brazil, just after the crosses, the F; seeds are usually cultivated in
the greenhouse under winter conditions during the months May to August, at low temperature
and short photoperiod, which can affect the soybean phenological development and reduce seed
production. Crosses between these GM with conventional cultivars produce F;s hemizygous
plants which are expected to produce about 50% of gametes containing the gene of interest in
the next generation. Thus, in backcross programs for introgression of these genes, it is expected
that only 50% of the F;RC, generation plants would have the gene of interest and showing
desired tolerance. The other 50% no tolerant soybean plants would be lost, meaning that all the
work evolving crossings, notations, harvest, planting and assessment of these F;s would be
discarded. Also in the F, generation derived from F; hemizygous plants, is expected a three
tolerant to one non-tolerant segregation ratio, without the selection and considering the same
gametic viability with and without the inserted gene.

The gamete selection already on the F, generation through the application of
glyphosate before flowering, increases the ratio of tolerant plants in the F, generation (Walker
et al., 2006), and opens the possibility of increase the efficiency of breeding programs in these
activities of backcross and seed production in F; plants, usually realized in greenhouse and in
off-season conditions.

This study aimed to develop a method for selecting gametes with CP4-EPSPS
gene, which confer tolerance to the herbicide glyphosate, from F, hemizygous plants growing

under winter conditions in the greenhouse, without significantly affect the seed production.
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2.2 MATERIALS AND METHODS
Description of experimental material

The progenies that constituted this experiment were developed from crosses
between the conventional cultivar BRS 133 (Embrapa Soybean) and three different transgenic
varieties with tolerance to glyphosate: BRS Valiosa RR, BRS 245 RR and BRS 255 RR.

Were chosen three different varieties to make up this experiment in order to
obtain an average single, thereby diluting the possible of a single genotype effects.

The obtaining of F; hemizygous plants were made on March 2008. In these
crosses, the BRS 133 cultivar was always used as a mother plant and consequently the gene
CP4-EPSPS can be used as marker in the F; generation. This cultivar is adapted and largely
used by brazilian farmers and has recessive alleles for flower color white, which also can be
used as a morphological marker when the other parental has purple flowers.

The F, generations were harvested on June 2008, and the seeds were
immediately induced to germinate under temperature around 25°C and controlled relative
humidity. Two days after, the seedlings were transplanted in pots, according a randomized
completely design with five replications, and the randomization executed after application of
the herbicide.

The plants were developed at a greenhouse with minimum and maximum
temperatures between 15° and 28°C, respectively, the fertilization and plant management were
done according with the technical recommendations for soybeans.

Hybrids received the following treatments: Treatment 1-no application of
-1 -1
glyphosate; Treatment 2-0.96 kg a.i. ha at V3 stage; Treatment 3-1.92 kg a.i. ha at V3 stage;

-1 -1
Treatment 4- 0.96 kg a.i. ha at V5 stage and Treatment 5- 1.92 kg a.i. ha at V5 stage.

The plants were treated with the Roundup Original herbicide, using a
formulated of soluble concentration of 480 g / L (360g / L acid equivalent) of isopropylamine

salt of glyphosate. The applications were done using a costal sprayer with a constant pressure
2
(40 Ibf pol ) maintained by carbon dioxide, coupled a bar with two nozzles spaced 50 cm, each

-1
one of them containing flat fan nozzles. The volume of spray was equivalent to 200 Lha .
With the objective of verifying the efficiency of application and dosage,

conventional susceptible plants were placed within the hemizygous plant population. After
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maturation, the F; plants were divided into two regions, upper and lower, taking as basis for the
division the number of nodes present in the main stem, whose pods and seeds were harvested
separately.

The F, plants that receiving the T1 treatment and not had morphological
markers (e.g. flower color), were submitted to molecular markers analyses (PCR) to assure that
they are true hybrids. In other treatments, the CP4-EPSPS gene itself served as a marker and

enabled that non-transgenic F; plants died after the herbicide application.
Evaluated character

The characteristics assessed in the F; generation were: Percentage of injury
assessed at 14 days after application of the herbicide, that range from 0% to 100%, in which 0%
(zero) corresponds to no symptoms and 100% of dead plants (INJ14); plant height in
centimeters (cm), obtained at the flowering, time measured from the ground level until insertion
of the last leaf (HPF); number of days between sowing and flowering, obtained by the complete
opening of the first flower (DF); number of nodes present in the main stem of the plant in the
period of flowering (NNO); number pods in the upper position of the plant (NPU); number of
pods in the lower position of the plants (NPL); total number of pods in the plant (NPt), number
of seeds in the upper position of the plants (NSy); number of seeds in the lower position of the
plants (NSp); total number of seeds in the plant (NSt); number of seeds per pod (NSP); plant
height in centimeters (cm), obtained at the maturation stage, the linear measurement from
ground level until the last pod insertion (HPM) and days to maturity, number of days between

sowing and harvesting dates (DM).
Conducting the experiment: Second Generation

In July, the F, plant generation, derived from F; plants with the different

treatments were sown in plastic pots containing 8 L of substrate, containing in average 15 to 20
-1
seeds. It was applied 1.92 kg ai ha glyphosate at the V2 stage. After two weeks, the number of

2
live and dead plants was assessed and the segregation pattern was analyzed by chi-square () )
test. At this stage of the test, the pots containing the F, generation were not randomized, once is

expected very little environmental influence on plant survival.
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Statistic and genetic analyses

Analysis of variance was applied for each trait assessed in the F; generation
and the means were compared by Tukey's test at 5% of probability to verify the hybrid
performance according the received treatment.

The analysis of variance was realized with fixed treatment effect, using the

following mathematical model:
Yij = + ti + eij, where:

Yij: observation of i-th treatment in the j-th repetition;
p: overall mean of treatments in the experiment;
ti: effect of i-th treatment i;

eij: experimental error associated with observation Yij.

To study two factors simultaneously were performed variance analysis in
factorial arrangement: treatment x plant position (5x2) and herbicide dose x spraying stage (2x2).
The variance analyses in factorial arrangements were realized using the

following mathematical model:
Yijk =m+ ai + Bj + (ap)ij + eijk, where:

Yijk: observation of treatment or herbicide dose i, plant position or spraying stage j in the
repetition k;

u: overall mean of the variable in the experiment;

ai: effect of i-th treatment (i= 1,2, ... ,5) or i-th herbicide dose (i= 1,2);

Bj: effect of j-th plant position (i= 1,2) or i-th spraying stage (i= 1,2);

(ap)ij : effect of interaction between the i-th level of a (treatment or herbicide dose) and j-th
level of B (plant position or spraying stage);

eijk: experimental error associated with observation Yijk.

2
The chi-square test (y ) was applied to accept or reject the segregation

patterns of live and dead plants in the F, generation according to the Mendelian patterns.
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2.3 RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the resume of the variance analysis for the several
characteristics in the F; generation. Similar CVs (%) were found by Kiihl and Arias (2008) for
the characters NPt, NSt and NSP evaluated at greenhouse.

Highly significant effect was observed for treatment for almost all
characteristics, except for plant height at flowering and number of nodes per plant (Table 1).
Apparently, there was little time for herbicide action causing reductions on the number of nodes
or plant height at flowering. The significance for treatment on the character HPM, which is
taken only at the end of the cycle, also shows that this effect must be due to the shortening of the

internodes.

Table 1 — Variance analysis with mean squares and significance level, estimates of means and
coefficient of variation CV (%) in the F; generation after treated with glyphosate at
different herbicide doses and spraying stage.

Mean Squares

Characteristics Means CV(%)

Treatment® Error*
Injury 14 days after application 1128.2 ** 23.206 12.3 39.21
Plant height at flowering 194.55 ns 112.97 48.7 21.83
Days to flowering 8.8469 ** 2.2867 49.2 3.08
Number of nodes in plant 1.9600 ns 1.1940 11.6 9.43
Number of pods in the upper 405.52 ** 17.148 11.8 35.06
Number of pods in the lower 788.02 ** 148.32 395 30.87
Number of pods total 1961.0 ** 185.04 51.3 26.54
Number of seeds in the upper 2532.7 ** 95.768 234 41.78
Number of seeds in the lower 8818.0 ** 783.99 79.4 35.26
Number of seeds total 19855 ** 1080.9 102.8 31.97
Number of seed per pod 2.3811 #* 0.0454 1.9 11.02
Plant height at maturity 841.95 ** 220.32 66.3 22.40
Days to maturity 1358.7 ** 33.750 114.2 5.09

ns and **: nonsignificant and significant at 1% probability, respectively. & For the characteristics INJ 14
degrees of freedom of treatment and error equal to 3 and 52, respectively, for the rest of the
characteristics, degrees of freedom of treatment and error equal to 4 and 75, respectively.

For analysis of INJ14 was considered only four treatments. Treatment 1 was
excluded from this analysis because there was no application of herbicides, so there is no

development of injury.
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Plants that received the herbicide in V3 and with dosage less, in mean, had
lower percentages of injuries, (3.6%) compared to V5 and with dosage larger (24.6%),
evaluated in the same period after the application of glyphosate (Table 2). The observed injuries
were related with shorter plant height, also wrinkle and chlorosis on leaves. Similar results were
found by Krausz and Young (2001), where five different doses of glyphosate were applied at
two growth stages of soybean (V4 and R1), these authors found that most of chlorosis in the
leaves when glyphosate was applied at R1, and this fact has intensified as they ratcheted up the
dosages. Reddy and Zablatowing (2003) performed applications of glyphosate in soybean using
various formulations of the product in the field. Observed that certain formulations may cause
injury to plants, but the soybeans have a potential to recover from the damage.

No treatment differs from the control for days of flowering. Similar means
among treatments possibly occurred due to the relative proximity between the application date
and the flowering date. Elmore et al. (2001), after application of glyphosate, found that
flowering was not affected by the herbicide, but he cites another study, conducted by the author
in 1997, when the flowering of soybean was delayed when treated with glyphosate. For DM, it
was observed that the treatments T1, T2 and T3 did not differ significantly among themselves,
and that T4 and TS5 differed from other treatments. There was a mean delay of 9 and 21 days in
the development of plants treated in V5 with the lowest and highest herbicide dose,

respectively, when compared to plants that received the herbicide at V3.
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Table 2 — General means for the treatments (TREA) to the percentage of injury 14 days after
application (INJ14), plant height during the flowering period (HPF, cm), days to
flowering (DF), number of nodes on main stem of the plant (NNO), number of pods
in the upper (NPU), number of pods on the lower (NPL), total number of pods in the
plant (NP1), number of seeds in the upper (NSy), number of seeds in the lower (NSy),
total number of seeds in the plant (NSt), for seed per pod (NSP); plant height at
maturity (HPM, cm) and days to maturity (DM) assessed in the F; generation after
treated with glyphosate at different herbicide doses and spraying stage.

TREA INJ14 HPF DF NNO NPy NPr  NPr NSy NS NSy NSP HPM DM

- 468a490ab112a152a381ab533a333a893ab 123a 23a 662ab 1092¢
36a 543a 481b 121a142a 4842 626a 305a 1069a 137a 22ab 757a 107.5c
83ab5092493ab117a149a 414a 564a291a834ab113ab 20b 709a 110.1c
126b478a491ab116a 90b 4233 513a124b 6960 82b 16c 634ab 116801
246c451a 504a 116a 33¢c 280b 313b 47b 409¢c 46c 14c 552b 13092
Dms 48 108 1.5 1.1 42 123 138 99 283 330 02 150 3.9

L e W O R

Means followed by the same letter in a column do not differ by Tukey’s test, at 5% of probablhty Treatments: T1
=no apphcatlon of glyphosate, T2 = 0.96 kg a.i. ha at the V3 stage, T3 =1.92 kg a.i. ha atthe V3 stage, T4 =0.96
kg a.i. ha at the V5 stage and T5 = 1.92 kg a.i. ha at the V5 stage.

Significant difference was observed for the trait HPM, but none of the
treatments differed from the control. Studies by Elmore et al. (2001) and Correia and Durigan
(2007), observed reduction in the plant height after glyphosate spraying.

In this test all the cultivars used to obtain the F, generation had determinate
growth habit. An apparent growth after flowering was observed for all treatments. For T1,
control without herbicide, the increase between flowering and maturity was 19.4 cm, while for
TS, this increase was smaller, on average 10.1 cm. Heatherly and Smith (2004) analyzed
patterns of the stem growth in soybean and found that same after the R1 development stage,
some cultivars of the maturity group V were able to increase 3.7 nodes and had an average
growth of 23 cm.

Regarding the traits NPU and NSy, T2 and T3 did not differ from the control,
while there was a considerable reduction of pods and seeds mainly in treatments T4 and T5. For
NPL, T2, T3 and T4 differed only from T5, and for NS, T5 differed and reduced in 54.2%
when compared to the control. Considering the whole plant, the treatment T5 reduced number
of pods and the treatments T4 and T5 reduced the number of seeds when compared with the
control. For NSP, the treatments T3, T4 and T5 differed from the T1 control, and in the
treatments where the application occurred in V5, there was bigger reduction in the number of

seeds per pod.
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The variance analysis in factorial arrangement (2 herbicide doses x 2 spraying
stage) summarized in the Table 3 did not include the treatment 1 or the control without

herbicide.

Table 3— Variance analysis in factorial arrangement (2x2) with the mean squares and
significance levels, estimates of average and coefficient of variation CV (%) for
treatment in the F; generation after treated with glyphosate at different herbicide
doses and spraying stage.

Mean Squares

Characteristics

Doses Stages DosexStg Error Means CWV(%)
GL 1 1 1 52
Injury 14 days after application 961.14 ** 2237.8 #%* 185.79 ** 23 206 12.3 390.2
Plant height at flowering 129.02 ns 522.16%* 2.1607ns 90.320 49.52 19.19
Davws to flowering 19.446 ** 15.018 ** 0.0179 ns 1.5288 49.23 2.51
Number of nodes in plant 0.4464 ns 0.8750ns 0.4464ns 0.8887 11.77 8.01

Number of pods in the upper 87.500 * 904 57 *%* 144 .64 ¥* 18.580 10.36 41.62
Number of pods in the lower 1575.2 #* 1330.90 ** 180.45 ns 135.09 40.02 29.14
Number of pods total 2405.2 *¥* 4626.4 ** 665.16 ns 180.47 50.38 26.67
Number of seeds in the upper 283.50ns 6343.1 ** 138.29ns 94371 19.18 50.65
Number of seeds in the lower 0542 2 %% 22280 ** 095161 ns 659.77 75.16 34.17

Number of seeds total 13115 ** 52399 ** 462.88 ns 1005.4 9434 33.61
Number of seeds per pod 0.5441 ** 4 4805 ** 0.0006ns 0.0404 1.78 11.31
Plant height at maturity 598.02ns 2730.0 ¥* 30446 ns 201.81 66.30 21.43
Days to maturity 977.79 *¥* 3150.0 ** 457,143 ** 30640 116.32 5.41

ns, * and **: nonsignificant, significant at 5% and 1% probability, respectively.

Significant differences between the highest and lowest dose of glyphosate
were observed for almost every character except HPF, NNO, NSy and HPM (Table 3 and 4).

The highest injury and greater cycle delay, observed through the traits DF and
DM, occurred with the highest dose of glyphosate. Treatments with the lower doses of
herbicide produced the highest number of pods and seeds per pod (Table 4). Some studies show
that high doses of herbicide, and possibly greater phytotoxicity in the plants, can cause reduced
productivity. Barros et al. (2005) working with different soybean cultivars and different
pre-emergence herbicides (imazaquin, and sulfentrazone diclosulan) found that depending of
the genotype and of the active product ingredient, are larger or smaller the reductions of
productivity, and that the largest decreases are observed when used twice the recommended
dose.

Checking the effect of spraying stage, it was observed that only NNO was not
significantly affected (Table 3). Among the traits affected by spraying stage, those applications
made next the planting developed lower injuries, shorter cycle and higher HPF and HPM.
Number of pods, seeds and seeds per pod in the lower or upper region of the plant, were higher

with the earlier application of the product. The interaction between herbicide doses x spraying
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stage was significant for INJ14, NPU and DM, indicating that there is a relationship between
the effects of two factors (Table 3). For these traits had interaction, all were of the simple type
and for both the first and second spraying stage, the dose 2 increased the injury and delayed the

harvesting of the F; plants (data not shown).

Table 4 — General means of herbicide doses and spraying stage for the characteristics of
injuries 14 days after application (INJ14), plant height during the flowering period
(HPF, cm), days to flowering (DF), number of nodes on main stem of the plant
(NNO) , number of pods in the upper (NPU), number of pods on the lower (NPL),
number of seeds in the upper (NSy), number of seeds in the lower (NSy), for seed per
pod (NSP), height the plant at maturity (HPM cm) and days to maturity (DM)
assessed in the F; generation after treated with glyphosate in different herbicide
doses and spraying stage.

Herbicide
Doses INJI4 HPF DF NNO NPy NPi NSy NS¢ NSP HPM DM
096 81a 51a 48.6a 11.9a 11.61a 45.32a 21.43a 88.21a 1.88a 069.6a 112.1a
192 164b 48a 498b 11.7a 9.12b 347b 1693a 62.1b 1.68b 63.0a 120.5b
Spraying
Stage INJ14 HPF DF NNO NPy NP NSy NS¢ NSP HPM DM
V3 6.0a 526a 487a 11.9a 14.57a 44.89a 29.82a 95.12a 2.06a 73.3a 108.8a
V5 18.6b 46.5b 497b 11.6a 6.14b 35.14b 854b 5521b 1.49b 593 b 123.8b
Dms 2.6 5.1 07 05 231 625 521 1378 0.11 76 3.4

Means followed by the same letter in a column don’t differ by Tukey’s test, at 5% of probability.

The variance analyses in a factorial arrangement (5x2), which considered the
relationship between the factor plant position (P), of pods and seeds in the plant with the
treatments effects (T) are summarized in Table 5. For both Number of pods and seeds, there
was significant effect for T, P and T x P interaction (Table 5). These results indicate that at least
two treatment means differed, as well as the two positions (upper and lower) in the plant. The
interaction T x P indicate that there was significant change in the relative position of means for
treatments in the two positions of the plant. As a consequence of these interactions, the effect of

treatment on these characters was evaluated independently for each plant position.
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Table 5 — Mean squares and degrees of freedom (df) to: treatment, plant position, interaction
treatment by plant position (MStp) and error, with their significance levels,
estimates of average and coefficient of variation CV (%) for the characters: number
of pods and number of seeds assessed in the F; generation after treated with

glyphosate.

Mean Squares df Number of pods Number of seeds
Mean squares to treatment 4 080.48 ** 0027.4 ¥*
Mean squares to plant position 1 30553 ** 125328 **
Mean squares to interaction (MSt) 4 213.97 * 14234 %
Mean squares to error 150 82.735 439.88
Means 25.63 51.41
CV(%) 35.49 40.79

* and **: significant at 5% and 1% probability, respectively.

In Table 6, independent of position (upper and lower), the treatments T2 and
T3 were not different from the control T1, indicating that the treatments when performed
earlier, in higher or less dose, not had the number of pods and seeds affected.

Analyzing the upper region, for number of pods and number of seeds, the
treatments T4 and TS5 differed from the control T1. Considering the lower region, for the NP,
none of the treatments differed from T1, while for NS, only T5 showed significant reduction on
seed yielding. Thus, it was found that the bigger effects on the number of pods and seeds
occurred in the upper half of the plant.

The genotypes always produced the highest number of pods and seeds, on
average, in the lower half of the plants. These results are also observed in T1, so part of this
difference is a consequence of the plant structure. Similar results were found by Kiihl and Arias
(2008) with assessments in three different plant positions, and found that the number of pods
and seeds are naturally less in upper region of the plants, and the proportion varies with the

genotype and with the type of plant architecture.

Table 6 — General means of the treatments to the number of pods and number of seeds assessed
in the F; generation after treated with glyphosate.

Treatment Number of pods Number of seeds

Upper Lower Mean Upper Lower Mean
1 152 a 38.1 ab 26.7 a 333 a 89.3 ab 61.3 a
2 142 a 48 4 a 313 a 30.5a 106.9 a 68.7 a
3 149 a 414 a 282 a 29.1a 83.4 ab 56.3 a
4 9.0 b 42.3 a 25.6a 12.4b 69.6 b 41.0b
5 3.3 ¢ 28.0b 15.6b 4.7 b 40.9 ¢ 228 ¢
DMS 4.2 12.3 6.4 9.9 28.3 14.8
Means 11.8 B 39.5 A 23.4B T79.4 A

Means followed by the same miniscule letter in the column and uppercase on the line, do not differ by
Tukey’s test at 5% probability. DMS between positions equal to 2.8 and 6.6 for number of pods and
number of seeds, respectively.
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The observed segregation ratio of live and dead plants in the F, generation
derived from T1 (control), fitted a Mendelian segregation pattern of a single dominant gene
(Table 7). Significant deviations for all remaining treatments with herbicide (T2 to TS5), confirm
that the application of glyphosate on the F, plants promoted the selection of gametes with the
gene CP4-EPSPS. Walker et al. (2006) conducted similar studies with glyphosate-tolerant
soybeans and found that the segregation proportion of the F, generation was dependent on the
application held in F;. Plants treated with glyphosate at 15 and three days before flowering,
were lethal to the majority of the male and / or female gametes, causing an almost total

elimination of the herbicide susceptible plants in the F, generation.

2
Table 7 — Valores of the . test the hypothesis of 3 Live Plants: 1 Dead Plant, assessed in the F,
generation, calculating the probability with 1 degree of freedom.

Plants Observed Plants Expected

Treatment Live Dead Live Dead Total 16 Probability
T1 2199 702 2175.8 7253 2901 0.9938 ns 0.3188
T2 1645 219 1398.0 466.0 1864 174.56 ** 0.0001
T3 1479 55 1150.5 3835 1534 375.18 ** 0.0001
T4 1123 6 846.8 2823 1129 360.50 ** 0.0001
T5 597 5 451.5 150.5 602 187.55 ** 0.0001

The observed ratio of dead plants in the F, generation derived from F; plants
untreated (T1) was 24%, which decreased to 11.7% for T2, 3.6% for T3 and less than 1% for T4
and T5.

Combining the agronomic results and the segregation analisys, it was
observed that T2 and T3 are sufficient to promote the selection of desirable gametes without,
however, reduce NP and NS, when compared to the T1 control treatment. Between T2 and T3,
the treatment T3 is more appropriate to the objectives of the breeding program, since it
promotes a more stringent gamete selection containing the CP4-EPSPS gene in F; plant.
Treatments T4 and T5 promote a more severe selection of desirable gametes but causing

significant reduction in number of pods and number of seeds in relation to T1.
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CONCLUSION

The selection of gametes containing the gene CP4-EPSPS in Fiplants grown in
winter conditions at greenhouse is efficient through of the application of 1.92 kg a.i. ha’ glyphosate
at the V3 development stage of soybean without compromising the seeds production for future

generations.
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METODOLOGIA PARA CULTIVAR PLANTAS DE SOJA HEMIZIGOTAS PARA O
GENE csr1-2 QUE CONFERE TOLERANCIA AO HERBICIDA IMAZAPYR

Resumo

O objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia para o cultivo de plantas F,
hemizigoticas, que contenham o gene CSrl-2, que confere tolerancia ao grupo quimico das
imidazolinonas, em casa-de-vegetacdo sob condi¢des de inverno, sem afetar significativamente
a producdo de sementes; e investigar a possibilidade de selecao de gametas, a partir de plantas
F, hemizigotas, contendo este gene. Os hibridos obtidos nos cruzamentos entre genotipos
convencionais e transgénicos foram submetidos aos seguintes tratamentos T1 = sem aplicagdo

de imazapyr; aphcac;oes realizadas no estagio V3: T2 = 6,25 g i.a. ha T3 12,5 ¢gi.a. ha ; T4
-1
=25gi.a. ha ;€ aphca(;oes realizadas no estadgio V5: T5 =6,25 gi.a. ha ; T6=12,5gia. ha ;

e T7=25gia. ha . As plantas da geracdo F; foram avaliadas para diversas caracteristicas
seguindo o delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, em dois
esquemas fatoriais: tratamentos x posi¢des (superior e inferior) e doses x épocas. A melhor
op¢ao para que nao haja a redugdo da quantidade de sementes na geracao F,, e identificar e
selecionar plantas hemizigotas que contenham o gene CSrl-2, em casa-de-vegetaqﬁo, sob

condi¢des de inverno, ¢ a aplicagdo do herbicida realizada em V5 com 6,25 g i.a. ha . Nao foi
possivel indicar uma metodologia eficiente para selecionar gametas a partir de plantas F,
hemizigotas, sob condigdes de inverno, sem que ocorram perdas no potencial produtivo.

Palavras-chave: Glycine max. Imidazolinonas. Tolerancia a herbicida. Selecdo de gametas.

Abstract

The objective of this work was to develop a method for growing hemizygous F,; plants containing
the csrl-2 gene, which confers tolerance to the imidazolinone chemical group, in the greenhouse
under winter conditions without significantly affect the seed production, and investigate the
possibility of gamete selection from hemizygous F; plants containing this gene. The hybrids
obtained in crosses between genetically modified genotypes and conventional genotypes were
developed to the followmg treatments T1 =no apphcatlon of imazapyr, applications at V3 stage:

T2 = 6 25 gai ha , I3 = 12 Sgai ha T4 25 gai ha , and applications at V5 stage: T5=6.25¢g

ai ha , T6=12.5gai ha , T7=25gai ha The F; plants were assessed for various characteristics
according a completely randomlzed design with five replicates in two factorial arrangements:
treatment x plant position (upper and lower) and herbicide dose x spraying stage. The best option to
avoid any seed yielding reduction in the F, generation and identify and select plants that contain
hemizygous csrl-2 gene, in thle greenhouse under winter conditions, is the application of herbicide

at V5 stage with 6.25 g ai ha . It was not possible to indicate an effective methodology to select
gametes from hemizygous F; plants containing the csrl-2 gene, under winter conditions without
losses on yield potential.

Keywords: Glycine max. Herbicide tolerance. Imidazolinone. Gametic selection.
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3.1 INTRODUCAO

Para facilitar o controle de plantas daninhas nas lavouras comerciais de soja,
um evento independente de soja geneticamente modificada, que contém o gene csrl-2, foi
desenvolvido para conferir tolerancia aos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas,
apresentando mais uma alternativa tecnologica importante aos agricultores. Devido ao grande
dano causado pelas plantas daninhas, cada vez mais os agricultores e os programas de
melhoramento buscam por variedades que contenham estas tecnologias.

Este gene mutado, cuja patente pertence a empresa alemd BASF, foi
encontrado na espécie Arabidopsis thaliana, que continha uma mutagdo de ponto, onde o
nucleotideo de guanina foi substituido por uma adenina. Esta mutacdo altera o aminoacido
serina para asparagina, obtendo assim, plantas tolerantes as moléculas do grupo das
imidazolinonas (SATHASIVAN et al., 1990).

A Basf, empresa detentora do gene firmou uma parceria com a Embrapa e
estabeleceu que esta ficasse responsavel por fixa-lo nas plantas de soja, enquanto que a primeira
forneceria o gene. No ano de 1999, em Brasilia, iniciou-se o processo de transformagdo e, em
2001, j& havia o primeiro evento-elite utilizando uma técnica nacional (ERNESTO, 2007).

Aragdo et al. (2000) obtiveram um cassete de expressdao, que continham o
gene CSrl-2 e bombardearam os plasmideos em embrides de soja com a regido apical voltada
para cima e obtiveram plantas transgénicas com diversos niveis de expressdo, criando um
sistema de transformag¢@o unico no mundo, que emprega a sele¢do de células meristematicas.
Em analise de progénie, 35 plantas da geragao F; foram autofecundadas e verificaram que, com
a excecdo de quatro linhagens, todas as plantas transferiram o transgene para a geragao F, numa
proporcao Mendeliana (3:1).

Com base nos estudos realizados por Walker et al. (2006), os autores
mostram que € possivel selecionar gametas contendo o gene CP4-EPSPS a partir da aplicacao
do herbicida glyphosate sobre as plantas hemizigotas, aumentando a propor¢ao de plantas
tolerantes na geracdo F,. Essa sele¢do ¢ desejavel tanto para a produgdo da geragdo F, como
para a realizagdo de retrocruzamentos quando o objetivo for introgredir o gene CP4-EPSPS nas
cultivares adaptadas. A aplicagdo de herbicidas em soja na condig@o de inverno pode agravar o
estresse sobre as plantas F; e afetar ainda mais a produgdo de sementes, objetivo principal do

melhoramento.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a
selecdo de plantas que contenham o gene cSrl-2, que confere tolerancia aos herbicidas do grupo
das imidazolinonas, em casa-de-vegetacdo sob condi¢des de inverno, sem prejudicar a
produgdo de sementes; e investigar a possibilidade de sele¢do de gametas contento o gene

csrl-2 produzidos a partir de plantas F; hemizigotas.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Origem do material genético

Na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram selecionadas nove
plantas derivadas de um mesmo evento de transformagao via biobalistica. Essas plantas foram
colhidas e trilhadas separadamente e uma amostra de 50 sementes de cada uma foi enviada ao
programa de melhoramento da Embrapa Soja, em setembro de 2001. Esses genotipos foram
semeados em casa-de-vegetagdo para teste de suas progénies. Todas as progénies apresentaram
plantas atipicas, segregando para sintomas como nanismo, atraso no desenvolvimento e
encarquilhamento das folhas, independente da aplicagdo do herbicida do grupo das
imidazolinonas. Nos tratamentos onde o herbicida foi aplicado, as plantas ndo demonstraram o
nivel de expressdao do gene de tolerancia que se desejava. Pelas analises de southern blot,
verificou-se a presenca de multiplas copias do gene csrl-2 nas plantas transformadas, o que
poderia explicar o baixo nivel de expressao do gene.

Assim, com o objetivo de obter plantas de soja contendo copia Unica do gene
csrl-2 e livre dos sintomas indesejaveis ja descritos, foram realizados, durante o més de
outubro de 2001, cruzamentos entre plantas dos nove eventos com variedades adaptadas de
soja. As sementes F; desses cruzamentos foram colhidas em dezembro de 2001 e
imediatamente semeadas em casa-de-vegetacdo. Todas as plantas F; foram normais e ndo
apresentaram as mesmas irregularidades dos eventos originais, indicando que os defeitos sao
recessivos, conforme esperado. A geracdo F, desses cruzamentos foi cultivada em
casa-de-vegetagdo, a partir de maio de 2002. Foi pulverizado o herbicida sobre a populacao de
plantas para verificar a segregacao para o gene CSrl-2. Houve segregacao independente do gene
csrl-2 emrelagdo ao nanismo e demais sintomas detectados nos eventos originais. De setembro
de 2002 até julho de 2005, foram avaliadas, em casa-de-vegetacdo, progénies de plantas

individuais das geragdes Fs, Fa, Fs e Fg, dos cruzamentos entre o evento Conquista-AHAS com
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variedades convencionais como Conquista, BRS 137 e a linhagem BR97-7066. Plantas
derivadas de progénies uniformes para a tolerancia ao herbicida foram submetidas ao teste de
southern blot, confirmando a presenca de copia Unica do gene csrl-2 nesses eventos. Essa
selecdo com copia unica do gene csrl-2, designada evento elite, participou do processo de
regulamentagdo para liberagdo comercial junto a Comissdo Técnica de Biosseguranga
-CTNBio.

Em dezembro de 2009, a CTNBio emitiu um parecer técnico liberando o
evento BPS-CV127-9 no meio ambiente, para fins comerciais, consumo e atividades

relacionadas a este (CTNBio, 2010).
Descricéo e obtencdo dos materiais

Quatro progénies participaram deste experimento, dentre elas, uma cultivar
convencional BRS 133 (Embrapa Soja) e trés diferentes parentais transgénicos que
apresentavam tolerancia ao herbicida imazapyr.

A BRS 133 ¢ uma cultivar que foi obtida pelo cruzamento FT Abyara x
(Unidao x BR-1T). Ela apresenta resisténcia as doencas: cancro da haste, mancha “olho de ra”,
mosaico comum da soja e ao virus da necrose da haste. A coloragdo da flor ¢ branca, com hilo e
pubescéncia marrom. Possui habito de crescimento determinado e ciclo semiprecose (Almeida
et al., 1999).

As linhagens transgénicas tolerantes aos herbicidas do grupo quimico das
imidazolinonas sao:

a) E08-3398 — Genoétipos na geragdo F8, obtido pelo cruzamento de

3
CLO08-700/6 x [Conquista x (BRI98-641)], sendo que a linhagem CLO08-700/6 corresponde a
fonte do gene csrl-2 que foi introduzido na cultivar convencional MG/BR 46 (Conquista).

Apresenta maturagao tardia, coloracao de flor roxa e hilo preto.

2
b) EO08-3331 -Obtido pelo cruzamento de BRSI133 x (BRS230 x
CLO08-700/6). Encontra-se segregando na geracdo F3 e possui maturagdo semi-precose,

coloragao de flor branca ¢ hilo marrom,;

3
c) E08-3307 — Progénie Fi, derivada do cruzamento (BRS 184 x

CLO08-700/6), apresenta maturagdo semi-precose, coloragao de flor roxa e hilo preto.
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A cultivar BRS 133 foi escolhida para participar dos cruzamentos sempre
como genitor feminino. Por ela apresentar uma coloragdo de flor branca, com alelos recessivos
para a caracteristica, viabilizou o uso da técnica de marcador morfoldgico nas linhagens
parentais de coloracdo de flor roxa. Nos cruzamentos da linhagem E08-3331, em que ndo
possibilitavam o uso da técnica com marcador morfoldgico para checar os cruzamentos, foram
realizadas analises moleculares nas plantas do tratamento T1, uma vez que nos outros
tratamentos, as possiveis plantas autofecundadas, ou seja, ndo trangénicas, morreram apods a
aplicacao dos herbicidas. Para a extragdo de DNA, foram coletadas folhas jovens no estadio
vegetativo V2 e armazenadas em nitrogénio liquido, sendo realizada com base no protocolo
descrito por Keim et al. (1988).

Em fevereiro de 2008, os parentais foram semeados em vasos na
casa-de-vegetacdo e no més de margo, realizaram-se 0s cruzamentos.

A geragdo F; foi colhida em junho de 2008 e, em seguida, realizou o plantio
em vasos individuais na casa-de-vegetacdo, seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, sendo a casualizagdo realizada ap6s a aplicacao
dos herbicidas. Os controles fitossanitarios foram realizados de acordo com as recomendagdes
técnicas indicadas para o cultivo da soja.

Os tratamentos foram: T1-sem aplicagdo de imazapyr; aplica¢des realizadas
-1 -1 -1
no estagio V3: T2-6,25 gi.a. ha ; T3-12,5 gi.a. ha ; T4-25 gi.a. ha ; e aplicacdes realizadas

-1 -1 -1
no estagio V5: T5- 6,25 gi.a. ha ; T6- 12,5 gi.a.ha ;e T7-25¢gi.a. ha .

A aplicagdo de imazapyr foi realizada com um produto comercial contendo
250 g/L de equivalente &cido do 2-(4-isopropyl-4-methyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl) nicotinic

acid (IMAZAPIR). As aplicacdes foram realizadas com um pulverizador costal com pressao

2
constante de 40 1bf/pol , mantida por gas carbdnico, acoplado com uma barra de dois bicos

espacados a 50 cm, que continham pontas de pulverizagao do tipo leque. O volume da calda foi

equivalente a 200 L ha_l. No preparo da calda adicionou-se um espalhante adesivo, cujo nome
técnico Aterbane, possui concentragao de 0,3%, com propriedades umectantes, emulsificantes e
penetrantes.
A eficiéncia da aplicagdo e da dosagem foi testada com a presenca de alguns
vasos com plantas suscetiveis ao herbicida espalhados entre as progénies hemizigotas.
Durante a colheita, cada progénie F; foi dividida ao meio separando-as em

duas regides: superior e inferior, representando as duas posi¢des avaliadas nas plantas.
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Os caracteres avaliados nos hibridos Fi:

Altura de planta em centimetros (cm), obtida no periodo do florescimento,
pela medida linear do nivel do solo até a inser¢ao do ultimo trifélio (APF); nimero de dias entre
a semeadura e o inicio do florescimento considerando a abertura completa da primeira flor
(DF); contagem do nuimero de nos presentes na haste principal da planta no periodo do
florescimento (NNO); numero de vagens presente na regido superior das plantas (NVs);
numero de vagens presente na regido inferior das plantas (NVi); nimero total de vagens na
planta (NVt); nimero de sementes presente na regido superior das plantas (Nss); numero de
sementes presente na regido inferior das plantas (NSi); nimero total de sementes na plantas
(NSt); relagdo sementes por vagens (SpV); altura de planta em centimetros (cm), obtido no
periodo da maturagdo, pela medida linear do nivel do solo até a inser¢do da ultima vagem
(APM); dias para a maturacao da planta. Numero de dias entre a data de semeadura ¢ a de

colheita (DM).
Conducdo do experimento: Segunda Geracao

Todas as sementes F,, obtidas na geracdo F;, foram semeadas em vasos

plasticos contendo 8 litros de substrato e com aproximadamente 15 sementes por vaso. No

-1
momento em que a planta atingiu o estddio fenologico V2, foi aplicado 100 g i.a. ha de

imazapyr. Trés semanas apds a aplicagdo, avaliou-se o numero de plantas vivas e mortas em

2
cada tratamento para as andlises de segregagao com o teste de Qui-Quadrado (y ).
Suscetibilidade dos gametas masculinos

Para verificar a intensidade de selecdo provocada pelo herbicida imazapyr,
apenas sobre os gametas masculinos, realizou-se retrocruzamentos da geragdo F, tratada, as
quais forneceram poélen para o parental convencional BRS 133. Estas plantas, no periodo da
floracdo, foram separadas das demais, ndo participando das avaliagdes realizadas sobre as
demais plantas F.

As sementes obtidas foram para ensaio, seguindo o mesmo principio da

geracao F,. Contabilizou-se o nimero de plantas vivas e plantas mortas para analise estatistica.
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Andlises estatistico — Genéticas

Realizaram-se andlises de varidncia e testes de comparacdes de médias nas
progénies da geracdo F,. Na andlise de variancia individual considerou-se efeito de tratamento

fixo, seguindo o modelo matematico abaixo:
Yij = p + ti+ eij, onde:

Yii: observagdo do i-€simo tratamento na repetigdo j;
u: média geral dos tratamentos no experimento;
ti: efeito do i-ésimo tratamento;

eij: erro experimental associado a observagao Yii.

Duas outras andlises de varidncia foram realizadas, porém considerando
esquema fatorial avaliando: 7 tratamentos x 2 posi¢des € 3 doses x 2 épocas. Utilizou-se o

seguinte modelo matematico:
Yijk=m + ait+ Bj + (af)ij + eijk, onde:

Yijk: observagdo do i-ésimo tratamento ou dose, j-€Sim0 posicdo ou época, na K-€simo
repeticao;

u: média geral da variavel do experimento;

ai: efeito do i-€simo tratamento ou dose;

Bj: efeito do j-ésimo posigdo ou épocas;

afij: efeito da interag@o entre o i-€simo nivel de a ¢ 0 j-ésimo nivel de f3;

eijk: erro experimental associado a observagao Yijk.

Na segunda geragdo, para aceitar ou rejeitar os padrdes mendelianos de

2
segregacdo das plantas vivas e mortas esperadas, realizou-se o teste de Qui-Quadrado ( ), onde

as frequéncias observadas foram obtidas diretamente pela contagem dos dados da amostra.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo representadas as analises de varidncias para tratamentos.
Os valores dos coeficientes de variagdo CV (%) foram semelhantes aos observados no
experimento realizado por Kiihl e Arias (2008) em casa-de-vegetacdo, com soja tolerante ao
herbicida imazapyr. Neste ensaio observou-se porcentagens iguais a 28,33%, 30,81% ¢ 9,86%
com estimativas iguais a 31,7%, 32,8% e 10,9% para as caracteristicas nimero de vagens,
sementes e relagdo semente por vagem, respectivamente.

Pelo resumo da andlise de variancia (Tabela 1), observou-se que houve efeito
significativo de tratamento para quase todas as caracteristicas avaliadas na geracao F;, exceto
DF e NNO. Para os demais caracteres que apresentaram diferengas significativas, pelo menos
duas médias de tratamentos diferiram entre si. O nimero de nds em soja pode ser influenciado
pela estrutura genética que compde o genotipo, e pelas condigdes ambientais no inicio de seu
desenvolvimento, como por exemplo, disponibilidade hidrica e temperatura do ar. Mundstock e
Thomas (2005), realizando experimentos de disponibilidades hidricas em plantas de soja,
observaram redugdes significativas tanto para NNO como o numero de ndés produtivos na
planta, a medida que se reduziu a quantidade de agua no experimento. Embora
0 NNO em soja sofra influéncia externa do ambiente, a aplicagdo do imazapyr, nao interferiu

nesta caracteristica a ponto de reduzir NNO nas doses utilizadas.

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia com os quadrados médios e niveis de significancia;
estimativas de medias e coeficiente de variacao CV(%) para os caracteres avaliados
na geracao F; apos tratado com o imazapyr em diferentes doses e epocas.

Caracteristicas Quadrados Medio

Tratamento Erro Médias CV(%)
GL G 130
Altura de planta no florescimento 12128 % 456,76 81.2 26.33
Dias para o florescimento 5,0468 ns 7.5679 37,5 7.34
Numero de nds da planta 1,1184 ns 0.6570 10,9 7,42
Numero de vagens superior 764,48 ** 33,531 16.2 35.69
Numero de vagens inferior 12033 ** 116,90 31.8 33.96
Numero de vagens total 3181.,9 *=* 24097 48.1 28.33
Numero de sementes superior 4162,9 ** 151,01 30,7 40,07
Numero de sementes inferior 5002 8 #* 443,31 57.4 36.68
Numero de sementes total 17695 ** 736,33 88.1 30.81
Relagido semente por vagem 0,9576 ** 0.0303 1.80 9.86
Altura da planta na maturacio 2114.4 ** 495,48 90,1 2472
Dias para a maturacio 085.46 ** 34.636 105.4 5,59

ns, * e *¥*: nao significativo, significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.
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Nas comparagdes de médias (Tabela 2), para as caracteristicas APF ¢ APM,
apenas o tratamento T7 diferiu de T1. Entre estes dois tratamentos observou-se uma redugdo
média de 23,5 e 31,2 cm para APF e APM, respectivamente. Plantas convencionais quando
tratadas com herbicidas inibidores de AHAS tem sua mitose cessada. Roe et al. (1997) citam
que em poucas horas apos a aplica¢do de herbicidas inibidores das imidazolinonas, a mitose e
sintese de DNA diminuem. Os herbicidas agem nos tecidos meristematicos, e dentro da célula,
a inibi¢do pode ocorrer no periodo entre o intervalo mitdtico (G2) e a metafase da mitose. Este
efeito pode ser revertido, por exemplo, com a aplicacdo de aminoacidos exogenos de valina,
leucina e isoleucina.

Em DM a testemunha T1 nao diferiu de T2, T3 e T5. O atraso da maturagao
das plantas hemizigdticas ocorreu com aplicagdes mais tardias e com maiores dosagens de
herbicida. Entre os dois extremos (tratamentos T1 e T7), observou-se que houve em média, uma

diferenga de 21 dias entre as datas de colheita (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias gerais dos tratamentos para as caracteristicas altura de planta no periodo
de florescimento (APF, cm); dias para a floragdo (DF); nimero de nds na haste
principal da planta (NNO); nimero de vagens na regido superior (NVs); nimero
de vagens na regido inferior (NVi); nimero de vagens totais (NVt); numero de
sementes na regido superior (NSs); numero de sementes na regido inferior (NSi);
nimero de sementes totais (NSt); relagdo semente por vagem (SpV); altura da
planta na maturagdo (APM, cm) e dias para a maturacdo (DM), avaliadas na
geracdo F; apos tratado com o imazapyr em diferentes doses e épocas.

Trat APF DF NNO NVs NVi NVt NSs NSi NSt spVv. APM DM

1 87.6a 37.2a10.7a 25.0a 32.0ab 57.0a 53,1a 658a 1189a 2.1a 102.0a 98.3d
86.5a 36.4all.1a 189bc 40.1a 59.1a 37.8b 76,1a 113,8ab 1.9ab 989a 99.5d
85.2a 37.7a1l.3a 164bed 37.2a 53,5a 31.1 be 69,4 a 100,5ab 1.9 bc 95,5a 103,5¢d
76.2ab 37.8a1l.1a 13,6cd 379a 51,5a239cd653a 892b 1.7 cd 82,9ab 105,6be
80.6ab 37.7a 10.,7a 19.8ab 34,5a 54,3a355bc 59,6a 95,1ab 1,7c¢ 87.0ab 102.6cd
83.6ab 37.9a109a 11.5d 239bc 3550 189de 383b 572¢ 1.6de 88.1ab 110.8b
641b 375a107a 58e¢ 179c¢ 23.7b 85¢ 26.6b 351c¢ 14¢ 70.8b 1193a
Dms 20,7 27 08 5.6 10,5 132 119 204 262 02 215 5.7
Medias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Tratamentos: T1 = sem aplicacao de imazapyr; T2 = 6,25 g i.a. ha-1 no estadio V3; T3 = 12,5 gi.a. ha-1 no estadio

V3; T4 = 25 gi.a. ha-1 no estadio V3; T5 = 6,25 g i.a. ha-1 no estadio V5; T6 = 12,5 g i.a. ha-1 no estadio V5; e
T7=25 gi.a. ha-1 no estadio V5.

e L= LW T LRy SV

Para NVs, o tratamento T5 foi o unico que ndo diferiu significativamente da
testemunha T1. Em relagcdo aos demais tratamentos, todos apresentaram redugao no nimero de

vagens. Ja em NSs, todos os tratamentos diferiram de T1. Na parte inferior das plantas a
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reducdo de vagens e sementes foi menos acentuada quando comparada a regido superior
(Tabela 2). Este fato ja era esperado pelo mecanismo de agdo que o imazapyr apresenta dentro
da planta, e pelo modo como se inicia a morte celular. O herbicida ¢ absorvido pelas folhas e
translocado ao meristema apical das plantas. Nesta regido observa-se um escurecimento e
posteriormente a morte celular do tecido. Segundo Roman et al. (2007) os herbicidas inibidores
de AHAS podem ser absorvidos pelas folhas ou pelas raizes da planta e sdo translocados tanto
pelos vasos do xilema como pelos vasos do floema. A movimentacdo ¢ facilitada na planta
devido a sua lipofilicidade intermediaria e ao comportamento de acido fraco que o produto
possul.

Na parte inferior das plantas a redu¢do de niimero de vagens e sementes
ocorreu com menor intensidade, observou-se que para NVi o Unico tratamento que diferiu
estatisticamente da testemunha foi T7. J& em NSi, T6 e T7 foram os que diferiram de T1. Ao
considerar a planta inteira, para a quantidade de vagens, T1 diferiu de T6 e T7 e para o nimero
de sementes, a testemunha diferiu de T4, T6 e T7 (Tabela 2).

No resumo da andlise de varidncia em esquema fatorial de dose por época de
aplicacao (Tabela 3), as plantas do tratamento T1 foram retiradas da analise pois ndo receberam
aplicagdo de imazapyr. O efeito de dose foi altamente significativo para quase todos os
caracteres exceto DF e NNO, ja o efeito de época isoladamente foi significativo para todos os
caracteres, exceto para APF e DF. Nas caracteristicas que apresentaram significancia, pelo
menos duas doses ou duas €épocas diferiram entre si. J& na interagdo doses x épocas, foram
observados efeitos significativos para os caracteres: NVs, NVi, NVt, NSt e DM. Em fungao da
dose de aplicagao foram observadas interagdes do tipo simples para todas as caracteristicas, nao

havendo mudanca na classificacdo das médias. As aplicagdes realizadas em V5 e com a menor

-1
dose (6,25¢g i.a. ha ) produziram maiores quantidades de vagens na regido superior, enquanto

que, as aplicagdes realizadas mais precocemente (V3) e com as maiores dosagens (12,5¢e¢ 25 g

-1
i.a. ha ), foram observados maiores NVs (dados nao mostrados).
Ao considerar efeito de dose individualmente, dentre as trés dosagens

escolhidas para serem utilizadas nos ensaios, a dose 1 ¢ 2 ndo diferiram entre si quando se

-1
avaliou APF e APM, sendo a dose 3 (25gi.a. ha ) a que causou maior redu¢do na altura durante

todo o ciclo da planta (Tabela 3 ¢ 4).

A presenga de maiores dosagens de herbicida causou atrasos na colheita dos

materiais, reduzindo em média 11,4 dias o DM entre a minima e maxima dose.



56

Tabela 3 — Resumo da analise fatorial 3x2 com os respectivos quadrados médios e niveis de
significincia; estimativas de média e coeficiente de variagdo CV (%) para os
caracteres avaliados na geragao F; apos tratado com o imazapyr em diferentes doses

e épocas.
L Quadrados Méedio

Caracteristicas n n .

Dose Epoca DosexEpoca Erro Médias CV(%)
GL 2 1 2 108
Altura de planta no florescimento 2291.3 ** 1028,1 ns 260,99 ns 437,90 79.9  26.2
Dias para o florescimento 54564 ns 59993 ns 5,8222ns 7.6473 375  7.37
Numero de nés da planta 0.6524 ns 44409 ** 0,0316ns 0.6201 11,0 7.19
Numero de vagens superior 851.70 ** 417,08 ** 169,36 ** 32,066 14,5 39,17
Numero de vagens inferior 835,54 ** 46444 ** 451,88 * 129,56 31.8 35,79
Numero de vagens total 3352,5 %% 78451 ¥** 11674 ** 200,53 46,3 30,61

Numero de sementes superior 3714.8 #* 28123 %% 419.15ns 136,44 26,1 44,68
Numero de sementes inferior 4278,0 ** 23185 ** 1128.6ns 476,97 557 39,20

Numero de sementes total 15951 *% 42148 ** 2914,7* 770,77 81.9 3392
Relacdo semente por vagem 0,5972 #* 1,8552 %% (0,0411ns 0.0326 1,70 10,59
Altura da planta na maturacio 28006 ** 2989.1 * 74987ns 44559 87,6 24,09
Dias para a maturacio 11522 #% 1740,3 ** 246,50 ** 36,461 106,8 5,65

ns, * e **: ndo significativo, significativo a 5% e a 1% de probabilidade, respectivamente.

Em todos os componentes de rendimento (NVs, NVi, NVt, NSs, NSi, NSt e
SpV), observou-se diferenca significativa entre as trés dosagens. A medida que aumentou a
concentragdo de herbicida na solucao, reduziu-se significativamente a quantidade de vagens e
sementes na planta. Na posicao inferior, ndo houve diferenca entre as doses 2 e 3 para o nimero
de vagens (NVi) e sementes (NSi) (Tabela 4).

Ao considerar o efeito de época de aplicagdo individualmente, observou-se
que, para os caracteres APF e DF, ndo houve diferenga quando aplicado o herbicida no estadio
fenoldgico V3 ou V5. Para as demais caracteristicas avaliadas, as duas diferentes épocas de
aplicacdo interferiram nos resultados (Tabela 4).

Houve redu¢do no NNO e na APM nas aplicagdes mais tardias do herbicida.
Para APM, quando comparado com a testemunha, as aplicagdes realizadas em V3 e V5
causaram aparentemente uma reducao média de 9,1 e 19,3 cm, respectivamente (Tabela 2 e 4).
Resultados diferentes foram encontrados por Young et al. (2003) avaliando altura de planta em
diferentes épocas de aplicagdo de herbicida. Os autores avaliaram a influencia de: glyphosate,
acifluorfen e imazethapyr (este ultimo pertencente ao mesmo grupo quimico do imazapyr)

aplicado em duas épocas diferentes (V2-V3 e V5-V6), e verificaram que as maiores reducdes
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de altura ocorreram nas plantas que receberam as aplicagdes mais cedo (V2-V3) e com o uso

dos herbicidas imazethapyr e acifluorfen.

-1
Tabela 4 — Médias gerais de doses, em g i.a. ha , e épocas para as caracteristicas altura de

planta no periodo de florescimento (APF, cm); dias para a floracdo (DF); nimero de
nds na haste principal da planta (NNO); niimero de vagens na regido superior
(NVs); numero de vagens na regido inferior (NVi); nimero de vagens total (NVt);
nimero de sementes na regido superior (NSs); nimero de sementes na regido
inferior (NSi); nimero de sementes total (NSt); relagdo semente por vagem (SpV);
altura da planta na maturacido (APM, cm) e dias para a maturacdo (DM), avaliadas
na geragdo F; apds tratado com o imazapyr em diferentes doses e épocas.

Doses APF DF NNO NVs NVi NVt NSs NSi NSt SpV APM DM
6,25 833a37.1a109a 194a 37.1a 56,5a 36,5a 67.2a 103,7a 1.8a 92,5a 101,2¢c
125 844a378a 11.1a 140b 30,5b 445b 25,0b 539b 789b 1,7b 91,8 a 107.1b
250 70,0b37.6a 109a 9.6¢ 27.6b 37.2b 160¢c 453b 613¢c 1,6¢c 76,7b 112.6a
DMS 115 15 04 3.1 6.2 7.8 64 120 152 01 116 3.3

Epocas APF DF NNO NVs NVi NVt NSs NSi NSt SpV APM DM
V3 83,0a373a112a 16,3a 383a 547a 31,1a 70.3a 101,3a 1.8a 929a 102.8b
V5 77,02 37.7a 10.8b 12.7b 257b 384b 21.5b 422b 63.7b 1.6 b 82,7b 110.5a
DMS 78 1.0 03 21 42 53 43 81 103 01 78 2,2

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Houve um aumento significativo da media do carater DM nas aplicag¢des
realizadas em V5. Em média a diferenca entre as datas de colheita foi de 7,7 dias quando
comparadas as duas épocas de aplicacdo (Tabela 4).

As médias para nimero de vagens, sementes ¢ a relagdo semente por vagem,
independente da regido da planta, foram menores quanto mais tardiamente foi aplicado o
herbicida. As plantas de soja tolerantes ao imazapyr e que receberam o produto no inicio de seu
desenvolvimento, tem maiores chances de metabolizar o herbicida e se recuperarem, causando
desta forma, menores prejuizos na produgao de vagens e sementes (Tabela 4).

Pelo resumo da anélise fatorial (7 tratamentos x 2 posi¢des) observou-se que,
para as duas caracteristicas, componentes do rendimento de graos, houve efeito altamente
significativo de tratamento, posi¢do e interagdo entre tratamentos e posi¢des, indicando que
pelo menos dois tratamentos e as duas posicoes, diferem entre si. A interagao significativa

mostra que a resposta para tratamento depende da posicao da planta avaliada (Tabela 5).
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Tabela 5 — Quadrados médios e graus de liberdade (GL) para: tratamento (QMt), posigdo
(QMp), interacdo tratamento por posicdo e erro, com 0s respectivos niveis de
significancias; estimativas de médias e coeficiente de variagdo CV(%) para os
caracteres: numero de vagens (NV) e niimero de sementes (NS), avaliadas na
geragdo F; depois de tratado com o imazapyr.

Quadrados médio GL Numero de vagens Numero de sementes
QMt 6 1590,9%* 8847 4%*
QMp 1 16698 *%* 48906%*
QMtxp 6 376,87 1308,3%*
QMe 260 75,214 207.16

Meédia 24.0 44,0

CV(%) 36.09 39.15

**: significativo a 1% de probabilidade.

Na Tabela 6, analisando individualmente cada posi¢do, verificou-se que na
regido superior da planta houve reducdo no numero de vagens em quase todos os tratamentos,
exceto para T5. Ja para numero de sementes superior, todos os tratamentos reduziram a
quantidade de sementes quando comparado a testemunha. Na regido inferior esta diferenca foi
menos evidente, quase todos os tratamentos ndo diferiram de T1, exceto em T7 para nimero de

vagens; e T6 e T7 para niimero de sementes.

Tabela 6 — Médias gerais dos tratamentos para as caracteristicas nimero de vagens e nimero
de sementes, avaliadas na geracdo F; apos tratado com o imazapyr.

Tratamentos . Numero d'.e vagens . ‘.I\.'lim:ro de ?‘semem:s .

Superior Inferior Meédias Superior  Inferior Meédias
1 25.0a 32,0 ab 28,5a 53,.1a 65.8 a 50.5a
2 18,9 be 40,1 a 295a 378b 76,1 a 56,9 ab
3 16.4 bed 37.2a 26.8a 31.1 be 69.4 a 50,3 abe
4 13,6 cd 37.9a 258a 239¢cd 653 a 44.6 ¢
5 19,8 ab 345a 27.1a 35,5 be 59.6 a 47.5 be
0 11,5d 23.9 be 17.7b 18,9 de 38.3b 28.6d
7 58¢ 179¢ 11.9b 85e 26.6b 17.6d
DMS 5.6 10.5 5.9 11,9 20,4 11,7
Meédias 16.2B 31.8A 30,7B 574 A

Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DMS entre posigdes iguais a 2,1 e 4,1 para numero de vagens e numero de sementes,
respectivamente.

Kiihl e Arias (2008) avaliaram o numero de vagens e sementes em trés
posi¢des da planta (superior, médio e inferior) em 12 gendétipos distintos de soja tolerantes ao

herbicida imazapyr. Verificaram que dependendo do gendtipo, existem diferentes distribui¢cdes
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de numeros de vagens e sementes nas trés posi¢des da planta. Observaram também que, quando
semeados no periodo de inverno, estas diferencas entre as trés posigdes se acentuam quando
comparado a semeadura realizada no verao.

Em média, observou-se diferenca significativa entre as posigdes superiores €
inferiores para os caracteres nimeros de vagens e nimero de sementes. Esta diferenga ocorreu
em todos os tratamentos, inclusive nas plantas que nao receberam o herbicida. Em média a
diferenca entre as duas regides foi de 15,6 e 26,7 para nimeros de vagens e numero de
sementes, respectivamente (Tabela 6).

Para nimeros de vagens, em média, os tratamentos T6 e T7 diferiram da
testemunha reduzindo significativamente a producao de vagens. Para nimeros de sementes,
observou-se que os tratamentos T4, TS5, T6 e T7 diferiram estatisticamente de T1.

Neste sentido os tratamentos T4, T6 e T7 ndo atenderam aos objetivos do
programa de melhoramento, em que se deseja identificar em casa-de-vegetacao, e no periodo de
inverno, plantas hemizigoéticas de interesse agrondmico € que possuam o gene CSr1-2, sem que
haja a redu¢do do nimero de sementes na geragao posterior (F,). Na geracao F», € necessario ter
uma grande quantidade de sementes, pois o avanco das geragdes ndo ocorre mais em
casa-de-vegetacao e sim no campo. O sucesso na exploragdo da variabilidade genética gerada a
partir de cada cruzamento depende da disponibilidade de uma populagao minima de plantas na

geracao Fo.

Foi avaliada pelo teste de Xz a segregacdo da geracdo F, (Tabela 7). O
tratamento T2 foi o Unico que ndo segregou na propor¢do mendeliana de 3:1, porém ao
contrario do previsto, com maiores plantas mortas do que o esperado.

Para o restante dos tratamentos, mesmo com uma probabilidade ndo
significativa, parece que ha uma tendéncia de maior nimero de plantas mortas (inclusive na
testemunha T1) quando comparado com o nimero esperado, exceto para T5. A maior
propor¢ao de plantas mortas com efeito significativo para T2, pode ser um indicativo de que os
gametas sem o gene CSrl-2 sob baixa pressao de sele¢do estdo com maior valor adaptativo para
esta condi¢dao de inverno, deixando maior propor¢ao de descendentes. Estes resultados ainda
devem ser investigados a fim de verificar se eles se repetem apenas no inverno ou também no
verao.

T2, T3 e T4 sdo tratamentos com diferentes doses, mas todos aplicados no
estagio fenoldgico V3, pode-se concluir que para as condigdes ambientais de casa-de-vegetagcao

e nessas doses utilizadas o tempo entre a aplicacdo e o inicio da fase reprodutiva foi suficiente
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para que o herbicida ndo exercesse nenhum efeito seletivo sobre os gametas formados nessas
plantas F; hemizigotas. Também para T5, onde foi aplicada a dose mais baixa de imazapyr no
estadio V5 da soja, ndo houve efeito significativo sobre a propor¢ao média esperada de gametas
masculinos e femininos produzidos a partir da planta F; hemizigota, embora o numero de

plantas mortas tenha sido menor que o esperado.

2
Tabela 7 — Valores de ¢ testando a hipotese de 3 Plantas Vivas: 1 Planta Morta, avaliadas na
geracdo F», calculado a probabilidade com 1 grau de liberdade.

Plantas Obs. Plantas Esp. .
Tratamentos ) ] Total 1261 Probabilidade
WVivas  Mortas Vivas  Mortas
T1 379 141 390,0 1300 520 1.2410 ns 0.2653
T2 258 111 276,8 92.3 369 5.0813 * 0.0242
T3 364 142 379.5 126,5 506 2.5323 ns 0.1115
T4 139 59 148.5 49.5 198  2.4310ns 0.1190
T5 212 61 204.8 68.3 273 1.0269 ns 0.3109

ns e *: ndo significativo e significativo a 5% de probabilidade, respectivamente.

2
Na Tabela 8, foram apresentados os resultados obtidos com o teste de ¥ em

retrocruzamentos. Nos tratamentos T3, T4 e T6 ndo foi possivel obter polen viavel para os
cruzamentos. Acredita-se que as maiores injurias, ocasionadas provavelmente pela baixa
temperatura no inverno, associado as maiores dosagens de herbicida, possa ter afetado a
viabilidade do pdlen para cruzamento nestes tratamentos. Segundo Pinto (2009), as baixas
temperaturas podem sim retardar o florescimento, deixando as plantas com aspecto de
macho-estéreis ou até mesmo leva-las a esterilidade.

Dentre os demais cruzamentos que foram realizados (T2, TS5 e T7), os
tratamentos T2 e TS5 apresentaram maior viabilidade de pélen no inverno, permitindo assim,
obter maior quantidade de plantas para serem avaliadas na geragao de retrocruzamentos.
Observou-se que o tratamento T2 ndo diferenciou da segregacdo mendeliana 1:1, ocorrendo um
pouco mais de plantas mortas do que o esperado, dados semelhantes a este, porém
significativos, foram observados na geracdo F, com o T2 (Tabela 7).

Nos tratamentos TS5 e T7 verificou-se desvio significativo do padrdao de
segregacdo e a ocorréncia de sele¢cdo de gametas, encontrando menores valores de plantas
mortas do que o esperado. Apesar da amostragem em T7 ter sido pequena devido as

dificuldades de se obter polens viaveis para cruzamento, dentre as 11 plantas avaliadas, todas
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possuam o gene CSr1-2 e sobreviveram. Estes resultados indicam uma possivel sele¢do contra
os gametas machos que ndo continham o gene csrl-2.

Trabalho semelhante, testando a viabilidade do gameta masculino, foi
realizado por Walker et al. (2006) em soja hemizigota tolerante ao glyphosate. Verificaram que
a aplica¢ao de glyphosate antes do florescimento foi toxico aos polens ndo transgénicos. Os
autores sugerem que o transgene CP4-EPSPS presente no gameta masculino, ja pode estar
sendo expresso no desenvolvimento dos microporos, em um nivel suficiente para protegé-los.

Delannay et al. (1995) citam que na flor da soja os gametas femininos sio
mais bem protegidos do que os gametas masculinos devido a prépria estrutura que os
envolvem. Assim, os gametas femininos que ndo possuem o seguimento transgénico, ou seja,
0s gametas suscetiveis ao herbicida, possivelmente receberdo menos ou nenhuma interferéncia

do produto aplicado.

2
Tabela 8 — Valores de y testando a hipotese de 1 Planta Viva : 1 Planta Morta, avaliadas na
geracdo de retrocruzamento, calculado a probabilidade com 1 grau de liberdade.

Plantas Obs. Plantas Esp. . .
Tratamentos ) , Total Y an Probabilidade
Vivas Mortas Vivas Mortas
T2 43 51 47.0 47.0 94  0,6809 ns 0,4093
TS 56 37 46.5 46.5 93 3.8817 * 0,0488
T7 11 0 5.5 5,5 11 11.000 ** 0,0009

ns, * e **: ndo significativo, significativo a 1% e a 5% de probabilidade, respectivamente.

Com os resultados obtidos at¢ o momento, o tratamento T5 parece ser a
melhor opg¢do para selecionar plantas que contenham o gene csrl-2, sem reduzir
significativamente a produgdo de sementes e, consequentemente, obter um maior numero de
plantas na geracao F,. Contudo, seria necessaria a repeticdo do ensaio e, unindo a experiéncia ja
adquirida, aliada as dosagens determinadas neste trabalho, obter plantas com polens viaveis,
utilizando doses de herbicidas que promovam a selecdo de gametas, sem contudo, reduzir a

quantidade de vagens e sementes.
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CONCLUSOES

Aplicagdo de imazapyr em V5 com 6,25 g i.a. ha-1 ¢ uma opg¢ao para
identificar e selecionar plantas hemizigotas que contenham o gene csrl-2, em condi¢des de
inverno e em casa-de-vegetacdo, sem reduzir a quantidade de sementes na geragao F».

Nao foi possivel desenvolver uma metodologia eficiente para selecionar
gametas em F», a partir de plantas hemizigotas, cultivadas no inverno e em casa-de-vegetacao,

contendo o gene cSrl-2, sem interferir na quantidade de sementes produzidas.
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CONCLUSOES GERAIS

1-A selegdo de gametas contendo o gene CP4-EPSPS em plantas Fy,

cultivadas em condi¢des de inverno e em casa de vegetagao, ¢ eficiente através da aplicacao de

-1
1,92 kg ai ha de glyphosate no estadio de desenvolvimento V3 da soja, sem que comprometa a

producao de sementes para as futuras geragdes.

2-Aplicagdo de imazapyr em V5 com 6,25 g i.a. ha-1 ¢ uma opgao para
identificar e selecionar plantas hemizigotas que contenham o gene csrl-2, em condi¢des de
inverno e em casa-de-vegetacao, sem reduzir a quantidade de sementes na geragao F».

3-Nao foi possivel desenvolver uma metodologia eficiente para selecionar
gametas em F», a partir de plantas hemizigotas, cultivadas no inverno e em casa-de-vegetacao,

contendo o gene cSrl-2, sem interferir na quantidade de sementes produzidas.
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