Qualidade fisiologica e expressao enzimatica
de sementes de soja RR®
Physiological quality and enzymatic expression of RR® soybean seed
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RESUMO

O herbicida glifosato tem afetado os bioindicadores de qualidade do solo, aspectos morfofisioldgicos e nutricionais das
plantas de soja RR®. Contudo, ndo se sabe o impacto desses efeitos fisioldgicos na qualidade das sementes de soja RR®.
A expressao de enzimas esta relacionada a qualidade das sementes de soja por ocasidao dos gendtipos e ambientes de
producgao. Foi objectivo neste trabalho, avaliar a qualidade fisiologica e a atividade enzimatica de sementes de soja RR®
em dois ambientes de producdo em funcdo de doses do herbicida glifosato. As sementes foram produzidas na safra
2014/15 nos municipios de Lavras e Patos de Minas em esquema fatorial 3 x 6, sendo trés cultivares comercias de soja
RR® (CD 250, TMG 1174, V-MAX) e seis doses do herbicida glifosato (0, 960, 1920, 2880, 3840, 4800 g e.a. ha). As semen-
tes colhidas foram analisadas em laboratério quanto a expressao enzimatica, bem como o teor de dgua, germinagao
em areia, germinacao em papel, emergéncia de plantulas, indice de velocidade de emergéncia, condutividade elétrica,
envelhecimento acelerado e o vigor e viabilidade de sementes, adotando-se delineamento inteiramente casualizado.
A aplicacao de doses crescentes de glifosato até 4800 g e.a. ha'! nao influencia a qualidade fisioldgica de sementes de
soja. Nao houve efeito do aumento das doses de glifosato sobre a expressao enzimatica para esterase, alcool desidro-
genase, malato desidrogenase e catalase. A cultivar V-MAX RR apresentou percentagem de germinagao em areia 80%,
estando nos padrdes de comercializagdo de sementes no Brasil.

Palavras-chave: alcool desidrogenase, catalase, esterase, malato desidrogenase, Roudup Ready®, vigor de sementes.

ABSTRACT

The herbicide glyphosate affects soil quality bio indicators and morph physiological and nutritional aspects of RR®
soybean plants. However, to the best of our knowledge, the impact of these physiological effects on the quality of RR®
soybean seeds is not known. The expression of enzymes is related to quality of soybean seeds according to the genotype
and production environment. The aim of this study was to evaluate the physiological quality and the enzymatic activity
of RR®soybean in two production environments as a function of glyphosate doses. The seeds were produced in the
2014/15 crop in Lavras and Patos de Minas in a factorial 3 x 6, three soybean RR® cultivars a function (CD 250, TMG
1174, V-MAX) and six doses of the herbicide glyphosate (0, 960, 1920, 2880, 3840, 4.800 g e.a. ha). The harvested seeds
were analyzed in the laboratory and enzyme expression as well as water content, germination (in sand and in paper),
seedling emergence, emergence speed index, electrical conductivity, accelerated aging and vigor and seed viability.
A completely randomized design was adopted. The application of increasing doses of glyphosate up to 4.800 g a.e. ha!
do not affect the physiological quality of soybean seeds. There was no effect of increasing rates doses of glyphosate on
the enzymatic expression of esterase, alcohol dehydrogenase, malate dehydrogenase and catalase. Cultivar V-MAX RR
presented 80% of germination in sand with the seed marketing standards in Brazil.

Keywords: alcohol dehydrogenase, catalase, esterase, malato dehydrogenase, Roundup Ready?®, seed vigor.
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INTRODUCAO

A adogao da soja (Glycine max (L.) Merril) transgé-
nica Roundup Ready® tolerante ao herbicida glifo-
sato revolucionou o mercado mundial de soja; o
seu cultivo foi autorizado no Brasil ha aproxima-
damente onze anos, pela aprovagao da Nova Lei de
Biosseguranca (Gris et al., 2013). A utilizagao deste
herbicida aplicado em pds-emergéncia na cultura
da soja RR® tem representado uma boa alternativa
de controle de plantas daninhas pela eficiéncia e
viabilidade econdmica (Melhoranca Filho et al.,
2011).

O glifosato composto pertencente ao grupo
quimico dos derivados da glicina é um herbi-
cida de amplo espectro e nao-seletivo, utilizado
no controle de plantas daninhas anuais, bianuais
e perenes, arbustos de folhas largas e lenhosas.
O mecanismo de acao do glifosato é bastante
singular, pois é o unico herbicida capaz de inibir
especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiqui-
mato-3-fosfato-sintase (EPSPs), atuando na via de
sintese dos aminoacidos aromaticos (Mendelson,
1998) inibindo a sintese de trés aminoacidos essen-
ciais — triptofano, fenilalanina e tirosina. A soja
RR® contém a enzima EPSPs insensivel ao glifosato
(Santos et al., 2004).

Entre os beneficios sociais obtidos pelo uso do
glifosato nos sistemas de produgao, inclui-se o
maior uso de cultivo conservacionista, reduzindo
a erosao do solo e carga de herbicidas, nutrientes
e sedimentos no ambiente (Christoffoleti, 2009).
O aumento do uso de herbicidas com base em
glifosato no agronegdcio brasileiro, principal-
mente na cultura da soja, estd relacionado com
a expansao da sementeira direta e a comerciali-
zagao de cultivares geneticamente modificadas
tolerantes a este herbicida (Malty et al, 2006).
O volume crescente de glifosato, consumido a
nivel mundial, contribuiu significativamente para
a selecao de plantas daninhas resistentes (Koger
e Reddy, 2005). Perante a diminuicao da eficacia
do herbicida em algumas taxones de plantas
daninhas, tem sido comum, entre produtores, o
aumento das doses recomendadas para a cultura.
Ressalta-se que nestas condigdes, o uso do glifo-
sato nao estd de acordo com o que foi aprovado,
designadamente o limite de residuos estabele-
cidos pelas entidades competentes.

Na literatura tém sido publicados varios traba-
lhos sobre os efeitos do glifosato na fisiologia da
cultura da soja tolerante ao herbicida. Para Bervald
(2006), um ntimero consideravel de pesquisas cien-
tificas evidenciam problemas de fitotoxicidade,
redugdo da produtividade e presencga de residuos
de herbicidas nas plantas e sementes, acarretando,
muitas vezes, perdas no valor comercial e de quali-
dade do produto. Segundo Cole e Cerdeira (1982),
o bloqueio da rota do chiquimato, decorrente da
acao do glifosato, leva a acumulagao de acido
chiquimico, com muitas implicacdes fisioldgicas.
Para Duke e Hoagland (1985) e Becerril et al. (1989)
podem resultar em sintese de dcido indol acético
e de outras hormonas vegetais, sintese de cloro-
fila, fitoalexinas e lignina, proteinas, alteragdo
na respiragao, transpiragao, permeabilidade de
membranas.

Trabalhos com o glifosato tém avaliado os bioin-
dicadores de qualidade do solo, aspectos morfofi-
siolégicos e nutricionais das plantas pulverizadas
com este herbicida. Zuffo et al. (2014) concluiram
que os bioindicadores de qualidade do solo (respi-
racao basal, carbono da biomassa microbiana,
quociente microbiano, quociente metabdlico) e, o
numero de nédulos de rizobio foram influenciados
pelo uso do glifosato. Zobiole et al. (2010) revelam
significativa diminui¢do nos parametros fotossin-
téticos (clorofila, taxa fotossintética, transpiracao)
com o uso de glifosato. Zobiole et al. (2009) e Petter
et al. (2016) dectetaram irregularidade nutricional e
menor biomassa nas plantas de soja tratadas com
glifosato. Contudo, pouco se sabe de forma conclu-
siva sobre o impacto desses efeitos fisioldgicos na
qualidade das sementes de soja RR®. Supde-se que
tais alteracdes morfofisioldgicas desempenhem
também papel na formagao, desenvolvimento e
consequentemente na qualidade fisiologica das
sementes.

Possiveis danos a qualidade das sementes de soja
RR®, pela aplicagdo de glifosato em pds-emer-
géncia, podem ser provenientes da ocorréncia de
alteragdes metabolico/fisiologicas, que causem ma
formagao das sementes ou danos, como as provo-
cadas pelo AMPA (acido aminometilfosfénico) que
poderiam levar a anormalidades na germinagao ou
desempenho da plantula (Reddy et al., 2004). Cabe
salientar, que o AMPA ¢é o principal metabolito
do glifosato. Albrecht e Avila (2010) observaram
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tendéncia linear decrescente na qualidade das
sementes com o incremento na dose de glifosato,
justificada pelo possivel efeito deletério de altas
doses deste herbicida.

No entanto, a consequéncia do aumento das
doses de glifosato, por parte dos produtores sobre
o comportamento de plantas transgénicas em
condigdes de campo e seu reflexo na qualidade de
sementes ainda necessita de informacdes. Desta
forma, a qualidade fisiologica de sementes de soja
RR®devem ser estudadas a fim de obter informa-
¢Oes necessdrias para a tomada de decisao desta
tecnologia. Perante estas consideragdes, objeti-
vou-se avaliar a qualidade fisioldgica e a atividade
de algumas enzimas em sementes de soja RR®
produzidas em dois locais de producao em fungao
de doses do herbicida glifosato.

MATERIAL E METODOS

As sementes foram produzidas em dois locais no
estado de Minas Gerais/Brasil, na safra 2014/15,
Lavras e Patos de Minas. O municipio de Lavras
esta situado a latitude de 21014’ S, longitude 45°00
W, altitude de 918 m, em solo classificado como
Latossolo Vermelho Distroférrico tipico. Ja o muni-
cipio de Patos de Minas, situado a latitude de
18929” S, longitude 46026’ W, altitude de 1074 m,
em um solo classificado como Latossolo Vermelho
Eutroéfico. A composigao quimica do solo, para os
dois locais é apresentada no Quadro 1.

As médias mensais de temperatura do ar e precipi-
tacdo pluviométrica, no periodo de condugao dos
ensaios, foram obtidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia — INMET (Figura 1).

Quadro 1 - Composi¢do quimica do solo (0-20 cm) de Lavras e de Patos de Minas-MG, para a safra 2014/15

Local pH Ca Mg Al HtAl SB_CIC P K MO v

oca HO  ------ cmol/dm™>------- -mol/dm*- - mg/dm3- -dagkg!- o
Lavras 59 47 13 00 29 63 92 72 118 2,6 68
Patosde Minas 58 1,5 08 0,0 36 26 62 469 80 2,6 42

H + Al: acidez potencial; SB: soma de bases; CTC: capacidade de troca catidnica a pH 7,0; MO: matéria orgénica; V: saturagdo por bases.
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Figura 1 - Médias mensais de precipitagdo pluvial e temperatura do ar, ocorridas em Patos de Minas-MG (PM) e Lavras-MG (L),
durante a realizagdo do ensaio na safra 2014/2015. Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).
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A instalacdo dos ensaios seguiu o sistema de
sementeira direta, com dessecagao previa da
area com 2 L/ha de glifosato. Em seguida, reali-
zou-se a adubacdo com semeadora, na quanti-
dade de 350 kg ha' do formulado de N-P,0.-K,O
(02-30-20). A sementeira foi manual realizada na
segunda quinzena de novembro de 2014. A inocu-
lacao foi realizada nos sulcos de sementeira com
Bradyrhizobium japonicum na proporcao de seis
vezes a dose recomendada para o tratamento via
sementes (2 mL kg' de semente). A densidade de
sementeira foi de 15 sementes por metro linear.

Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados
com trés repeti¢oes, dispostos em esquema fatorial
3 x 6, sendo trés cultivares soja RR® (CD 250, TMG
1174, V-MAX) e seis doses do herbicida glifosato
(0, 960, 1920, 2880, 3840, 4800 g e.a. ha'), utilizou-se
o produto comercial Roundup Ready® (480 e.a.
g/L), cuja a formulagao é concentrado soltivel. Para
a testemunha (auséncia de glifosato) o controle de
plantas daninhas foi realizado por meio monda
manual. A aplicacao do herbicida glifosato foi reali-
zada em pds-emergéncia da cultura, 25 dias apos a
emergéncia (DAE) utilizando-se um pulverizador
costal, mantido com pressao constante por CO,
comprimido, constituido de barra com 4 pontas de
pulverizacao do tipo XR 11002 VS, espacados de
0,5 m e pressao de trabalho de 206,84 KiloPascal.
As parcelas experimentais foram constituidas de
quatro fileiras com 50 m de comprimento, espa-
cadas em 0,50 m, sendo utilizadas como area ttil
apenas as duas fileiras centrais.

Para o controle de doengas foi realizada aplicagoes
preventivas de fungicidas. Os fungicidas utili-
zados foram piraclostrobina (250 g/L) do produto
comercial Comet® na dose de 0,5 L/ha, piraclostro-
bina (133 g/L) + epoxiconazol (50 g/L) na dose de
0,5 litros do produto comercial Opera® por hectare
e azoxistrobina (200 g/L) + ciproconazol (80 g/L)
na dose de 300 mL de produto comercial Priori
Xtra® por hectare, com volume de cada de 200 L/
ha. O controle de pragas foi realizado, quando
necessario, com a utilizacdo do inseticida, com
accao ovicida e larvicida, teflubenzurao (150 g/L)
na dose de 50 mL/ha do produto comercial
Nomolt®150, cujo volume de calda foi de 200 L/ha
e os inseticidas de contato cipermetrina (250 g/L)
do produto comercial Cipermetrina Nortox® 250
EC e clorpirifés (480 g/L) do produto comercial

Lorsban®480 BR na dosagem de 120 e 250 mL/ha,
respectivamente.

A colheita foi realizada manualmente quando as
plantas se encontravam em Ry — maturagao plena,
(Fehretal., 1971)eadebulhamecéanica com auxiliode
trilhadora Vencedora modelo Maqtron®. As amos-
tras das parcelas foram homogeneizadas e classifi-
cadas por peneira. Para as analises e determinagoes
foram utilizadas sementes retidas nas peneiras de
crivo circular 6,5 e 7 mm. Posteriormente, foram
realizadas as andlises no Laboratério de Analise
de Sementes da Universidade Federal de Lavras.
As avalia¢des foram realizadas utilizando o deli-
neamento inteiramente casualizado, com duas
subamostras de 50 sementes por repeticao, totali-
zando 300 sementes por tratamento.

A qualidade fisiologica foi avaliada mediante as
seguintes determinagdes:

Teor de agua — determinado pelo método da estufa
a 105°C + 3°C por 24-h (Brasil, 2009).

Germinacdo em areia — A sementeira foi realizada
em substrato, contendo areia em canteiro, umede-
cido a 60% da capacidade de campo. No oitavo
dia, segundo as Regras para Analises de Sementes
(Brasil, 2009), contou-se o numero de plantulas
normais.

Germinagdo em papel - o substrato para semen-
teira foi o papel do tipo “Germitest”, na forma de
rolo, umedecido com agua em 2,5 vezes o peso
do papel seco. Em seguida as sementes foram
colocadas numa camara de germinacao a 25 °C.
As avaliagdes foram efetuadas de acordo com as
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009),
aos 5 dias apos a sementeira, sendo os resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais.

Envelhecimento acelerado — Foram utilizadas
caixas plasticas tipo gerbox, adaptadas com tela
de aluminio suspensa. Em cada gerbox foram
adicionados 40 mL de agua e uma camada Unica
de sementes sobre toda a tela. Em seguida foram
mantidos em camara tipo BOD a 41 °C por
48-h (Marcos Filho, 1999). Apos este periodo, as
sementes foram submetidas ao teste de germi-
nagao, avaliadas conforme Brasil (2009).

Castro et al., Expressao enzimatica em sementes de soja RR® 225



Emergéncia sob condic¢bes controladas — A semen-
teira foi realizada em substrato, contendo solo + areia
na proporgao 2:1, em bandejas plasticas, umedecido a
60% da capacidade de campo. Apds a sementeira, as
bandejas foram mantidas em camara de crescimento
vegetal a temperatura de 25 °C, em regime alternado
de luz e escuro (12-h), com irriga¢des subsequentes
uniformes de acordo com a necessidade da cultura.
A partir da emergéncia da primeira plantula (cotilé-
done totalmente visivel) foram realizadas avaliacdes
diarias, contando-se o ntimero de plantulas emer-
gidas até a estabilizagdo, com contagem final aos
14 dias apds a sementeira. Foi considerada a porcen-
tagem final de emergéncia e o indice de velocidade de
emergeéncia (IVE), determinado pela féormula proposta
por Maguire (1962).

Condutividade elétrica — utilizou-se o método
de condutividade de massa, sendo colocadas 50
sementes/repeticdo, previamente pesadas, em
copos plasticos contendo 75 mL de agua deioni-
zada e, a seguir transferidos para camara tipo
BOD regulado a temperatura constante de 25 °C,
durante 24-h (Krzyzanowski et al., 1999). Decorrido
este periodo, os recipientes foram retirados do
germinador e suavemente agitados, e com auxilio
do condutivimetro (MS TECNOPON® — mCA150)
foi medida a condutividade elétrica da solugao.
Os valores médios obtidos foram expressos por
uS.cm.g! de sementes.

Teste de Tetrazolio — as sementes foram acondi-
cionadas em papel germitest umedecido e mantidas
por 16-ha 25 °C. Apds esse periodo, as sementes
foram colocadas em recipientes plasticos sendo
totalmente submersas na solucao de 0,075% de
sal de tetrazolio, permanecendo por trés horas a
temperatura de 40 °C numa camara de incubacao.
Apoés esse periodo, as sementes foram lavadas
em agua e, colocadas novamente nos recipientes
plasticos com agua. Em seguida, determinou-se
a viabilidade e o vigor, através da classificagao de
cada semente em uma das oito categorias descritas
por Franca Neto et al. (1998).

Perfis isoenzimaticos — As amostras foram moidas
em moinho refrigerado adicionando-se azoto
liquido e antioxidante polivinilpirrolidona (PVP) e
em seguida foram armazenadas a temperatura de
-86°C. Para a extragao das enzimas foram utilizados
100 mg da amostra de sementes moidas. Antes da
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extragao, procedeu-se a lavagem das amostras para
retirada do oleo. Para isto, utilizaram-se 600 pL da
solucao com 50% éter etilico + 50% agua, com homo-
geneizagao e vortex e repouso por 30 minutos em
gelo, o homogeneizado foi centrifugado na forca
centrifuga relativa de 10956 g por 30 min a 4 °C,
descartando-se o sobrenadante. Em seguida foram
adicionados 300 pl do tampao de extracao (este-
rase, alcool desidrogenase, malato desidrogenase:
Tris HCI 0,2M pH 8,0; catalase: Tris pH 8,9) e 0,1%
de p mercaptoetanol. O material foi colocado a 4° C
por 12-h e, depois centrifugado na forga centrifuga
relativa de 10956 g por 30 min a 4 °C. Foram apli-
cados 50 uL do sobrenadante no gel de corrida,
sistema descontinuo, gel separador poliacrila-
mida 7,5% e gel concentrador poliacrilamida 4,5%.
O sistema tampao gel/eletrodo utilizado foi tris-
-glicina pH 8,9. As corridas foram efetuadas a 140
V, por 5-h, a 4 °C. Apds a eletroforese os géis foram
revelados para as enzimas esterase (E.C.3.1.1.1),
alcool desidrogenase (EC.1.1.1.1), malato desidro-
genase (E.C.1.1.1.37), e catalase (1.11.1.6) (Alfenas,
2006). A avaliagdo dos perfis isoenzimaticos foi
realizada visualmente, utilizando-se a superficie
de um transiluminador, com base na intensidade,
presenca e auséncia de bandas.

A analise de variancia conjunta foi realizada
adotando o modelo estatistico e o procedimento de
analise semelhante ao apresentado por Ramalho ef
al. (2012). As médias foram comparadas pelo teste
de Scott e Knott (1974) a 5% de probabilidade. A
analise estatistica foi realizada com o auxilio do
pacote estatistico SISVAR® (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da andlise conjunta detectaram-se dife-
rengas significativas (p<0,01) nas avalia¢does de
emergéncia de plantulas, indice de velocidade de
emergéncia, condutividade elétrica e envelheci-
mento acelerado para o factor cultivares (Quadro
2). Esse fato ja era esperado pois o genotipo
influencia a qualidade fisioloégica das sementes de
soja (Krueger ef al., 2013), uma vez que as culti-
vares distinguem-se quanto ao background gené-
tico, habito de crescimento, grupo de maturagao e
outros atributos, propiciando a existéncia de tais
variagoes (Felisberto et al. 2015; Soares et al. 2015).



Quadro 2 - Andlise de variancia conjunta e valores médios para os parametros de qualidade da semente de trés cultivares
de soja RR®, em relagdo aos factores dose de glifosato e local no ano agricola 2014/2015, MG, Brasil. — Teor de
agua (TA - %), germinacdo em areia (GA - %) e em papel (G - %), emergéncia de plantulas (EP - %), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), condutividade elétrica (CE — pS.cm.g1), envelhecimento acelerado (EA - %), e

vigor (VIG™ - %) e viabilidade (VIATZ - %)

prob > Fc
Fv GL TA GA G EP IVE CE EA  VIGrz VIArZ
Cultivares (C) 2 NS NS NS *k *ok *ok Hok NS NS
Dose (D) 5 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
LOCal (L) 1 NS kk % sk sk sk NS sk sk
CxD 10 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
CxL 2 NS Hk NS * NS NS NS NS NS
DxL 5 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
CxDxL 10 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Erro 72 - - - - - - - - -
Média Geral 9,0 790 73,0 92,0 87,9 473 50,0 79,0 82,0
CV (%) 11,1 9,2 8,0 7,3 13,6 15,9 17,0 5,4 3,8
F.V. Médias
Local!
Lavras 9,0a 77,0b 72,0b 84,0b 68,7b 44,1b 51,0a 78,0b 81,0b
Patos de Minas 9,1a 81,0a 750a 99,0a 107,1a 50,6a 49,0a 80,0a 83,0a
Doses (g e.a. ha™)
0 9,0 790 72,0 86,0 88,4 51,7 50,0 81,0 82,0
960 92 78,0 73,0 88,0 89,2 447 45,0 78,0 82,0
1920 89 790 72,0 87,0 90,2 48,2 50,0 79,0 81,0
2880 9,1 78,0 76,0 86,0 84,5 45,6 49,0 79,0 82,0
3840 9,2 80,0 74,0 88,0 85,0 49,2 51,0 79,0 83,0
4800 9,0 790 73,0 88,0 90,3 44,6 54,0 78,0 83,0
Cultivares?
CD 250 RR 9,0a 77,0a 74,0a 850b 86,6b 46,6b 440b 78,0a 8l,0a
TMG 1174 RR 88a 79,0a 74,0a 87,0b 78, 7¢ 57,1a 650a 80,0a 83,0a
V-MAXRR 92a 80,0a 72,0a 90,0a 984a 383c 410b 79,0a 820a

** Significativo a 1%, * Significativo a 5%, e (NS) Nao significativo de acordo com o teste de F. FV - fontes de variacdo; GL — grau de liberdade; CV - coeficiente de
variagao; Fc - F calculado. 2 teste F. 3 teste de Scott Knott (1974), a 5% de probabilidade. TZ - Tetrazélio

Para as doses de glifosato Roundup Ready® (480
e.a. g/L), observou-se que nao houve efeito signifi-
cativo nos caracteres avaliados, ou seja, o herbicida
glifosato, na formulacado estudada, nao influenciou
a qualidade fisiologica das sementes de soja RR®
(Quadro 2). Resultados semelhantes utilizando
(Roundup Ready®, 480 e.a. g/L) foram descritos por
Norsworthy (2004), o qual observou a auséncia de
efeitos negativos do glifosato sobre a produtivi-
dade e germinagao de sementes de soja. Contudo,
resultado divergentes utilizando o mesmo herbi-
cida foram verificados por Albrecht et al. (2008) e
Albrecht e Avila (2010), onde os autores relatam
influéncia negativa sobre a qualidade de sementes
de soja apds a aplicagdo do herbicida glifosato
(Roundup Ready®, 480 e.a. g/L) em pds emergéncia.

O efeito do local de produgao na expressao da quali-
dade fisiologica das sementes é frequentemente

destacado na literatura (Schnebly e Fehr, 1993;
Krueger et al,, 2013), e corrobora com os relatos
evidenciados no presente trabalho. Neste estudo
também foi observado interagao significativa entre
cultivares e locais de produgdo, evidenciando
assim que as cultivares apresentaram desempenho
ndo consistente. Estes resultados confirmam os
relatos apresentados por Avila et al. (2003); Lima
et al. (2008) e Gomes et al. (2012) para a qualidade
fisioloégica nos locais avaliados. Interagdes signifi-
cativas entre cultivares e locais, tém sido frequen-
temente relatadas na literatura para a qualidade
fisiologica de sementes (Lima et al., 2008; Padua et
al., 2010; Krueger et al., 2013). De fato isso ocorreu,
pois os dois locais eram distintos no que se referem
as caracteristicas de altitude, latitude e longitude, e
apresentaram variagoes de precipitacdo e tempera-
tura durante a producao das sementes em campo
(Figura 1), sendo estes fatores essenciais para a
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produgao de sementes. Para os locais de producao,
fica evidente que o ambiente de Patos de Minas
propiciou maior qualidade fisioldgica de sementes
avaliadas pelos testes de germinagdo (em areia e
em papel), emergéncia de plantulas, indice de
velocidade de emergéncia, condutividade elétrica,
vigor e viabilidade. Para o indice de velocidade
de emergéncia, por exemplo, o ambiente de Patos
de Minas apresentou indice de 36% superior as
sementes produzidas em Lavras, demonstrando
maior vigor das sementes de soja RR® produzidas
naquele ambiente. Este fato pode estar relacio-
nado com as condi¢des climaticas observadas em
Lavras, sobretudo no momento da colheita. No
municipio de Lavras, apesar de menor volume de
precipitagao no momento da colheita a sua duragao
no tempo foi maior que a em Patos de Minas, retar-
dando a colheita naquele ambiente e propiciando
um microclima favoravel a ocorréncia de pato-
genos, comprometendo assim a qualidade fisio-
logica de sementes. Adicionalmente, verificou-se
que o solo de Patos de Minas continha maiores
teores de fosforo (Quadro 1). Segundo Casonatto
et al. (2014) em solos com maiores disponibilidade
de fésforo e tratos com menores doses de glifosato
culminam em menores sintomas de fitointoxicacao
nas plantas de soja RR®.

As médias referentes as cultivares, envolvendo todos
os testes de qualidade apresentados no Quadro 2,
permitem inferir que a cultivar V-MAX RR apre-
sentou desempenho significativamente superior
para os testes de emergéncia de plantulas e indice
de velocidade de emergéncia. No entanto, quando
avaliado o vigor das sementes por meio do teste de
envelhecimento acelerado a cultivar TMG 1174 RR
apresentou melhores resultados. Para a porcentagem
de germinagao em areia, a cultivar V-MAX RR foi a
unica a obter porcentagem de germinagao dentro das
normas exigida para a comercializagdo de sementes
no Brasil, que é de 80%, estabelecidos pela Instrucao
Normativa n. 45 (Brasil, 2013). Elevadas taxas de
germinacdo culminam com o estabelecimento da
populagao de plantas requeridas pela cultivar, no
qual é um aspecto fundamental que contribui para
que sejam alcangados niveis altos de produtividade
(Krzyzanowski, 2004). Por outro lado, sementes com
germina¢ao média ou baixa resultam em plantulas
fracas com pouca ou nenhuma possibilidade de se
estabelecerem competitivamente no campo (Franca
Neto et al. 2010).
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Para a emergéncia, obtiveram-se estimativas de
maior magnitude quando comparados com a germi-
nagdo obtida em laboratério. A cultivar V-MAX
RR obteve maior emergéncia de plantulas (90%)
diferindo significativamente as demais cultivares.
A superioridade do teste de emergéncia em relacao
ao teste de germinagdo ja foi observada anterior-
mente por Henning e Franca Neto (1980) e Bizzetto
e Homechin (1997). O indice de velocidade de emer-
géncia (IVE) variou entre as cultivares, sendo signi-
ficativamente superior para plantulas da cultivar
V-MAX RR. O indice de velocidade de emergéncia
estd associado ao vigor de sementes de soja, pois
sementes com maior IVE tendem a apresentar
melhor desempenho e, consequentemente maior
velocidade de emergéncia no campo de cultivo,
resistindo melhor a estresses que possam ocorrer
durante a emergéncia (Dan et al., 2010). Salienta-se
também que sementes com maior IVE originam
plantas que rapidamente cobrem o solo das entre-
linhas, o que controla a maior parte das ervas dani-
nhas (Franga Neto et al., 2010).

Para sementes de soja com alto vigor, os valores
ideais para condutividade elétrica seriam até 70-80
uS cmt g! (Vieira e Krzyzanowski, 1999). Neste
sentido a cultivar TMG 1174 RR obteve valores
significativamente superiores as cultivares CD
250 RR e V-MAX RR, com valores abaixo daqueles
considerados ideais. Tal resposta, pode ser expli-
cada pela diferente capacidade dos genes inse-
ridos nas cultivares RR®em expressar tolerancia ao
herbicida glifosato, que segundo Lacerda e Matallo
(2008) podem ou nao ocorrer de forma homogénea
entre cultivares e, até mesmo, dentro da mesma
cultivar, além de outros fatores inerentes a gené-
tica de cada cultivar. E importante ressaltar que a
degradacgao das membranas celulares se constitui,
hipoteticamente, no primeiro evento do processo
de deterioragao (Delouche e Baskin, 1973). Testes
como o de condutividade elétrica que avaliam a
integridade das membranas sdo, teoricamente,
mais sensiveis para estimar o vigor das sementes,
o que, possivelmente, segundo Lacerda e Matallo
(2008), explicaria as alteragdes nos valores de
condutividade.

No teste de envelhecimento acelerado, pela analise
das médias de cada cultivar observa-se que as culti-
vares V- MAXRR e CD 250 RR apresentam sensi-
bilidade as condic¢oes de alta umidade relativa do ar



e temperatura significativamente superior a cultivar
TMG 1174 RR. O envelhecimento acelerado consiste
na simulacdo de fatores ambientais adversos,
temperatura e umidade relativa elevada, os quais
estdo relacionados com a deteriora¢ao das sementes
(Marcos Filho, 1999; Torres e Marcos Filho, 2001).
Sob essas condi¢des, sementes com baixa qualidade
fisiolégica deterioram-se mais rapidamente do que
sementes mais vigorosas, estabelecendo diferengas
no potencial fisiologico (Guedes et al., 2011). Assim,
lotes de sementes de alto vigor devem manter a sua
viabilidade quando submetidos a tais condicOes,
enquanto que os de baixo vigor terdo sua viabili-
dade reduzida (AOSA, 1983).

Com relagao ao perfil izoenzimatico da esterase
(E.C.3.1.1.1), verifica-se diferenca na expressao da
enzima para as cultivares, onde maior expressao
desta enzima foi observada em sementes da
cultivar V-MAX RR (Figura 2).

De acordo com Ferreira (2015), maior incremento
na expressao da enzima esterase, pode estar rela-
cionado a maiores valores de germinagao, pois
a esterase esta envolvida no desdobramento de
lipidos, durante o processo de germinagado das

sementes, fato este que € observado nos testes de
qualidade fisiologica onde a cultivar V-MAX RR
apresentou os melhores resultados. Esse processo
é relevante para a retomada do crescimento do eixo
embriondrio, principalmente em sementes ricas
em lipidos, como € o caso da soja (Veiga et al., 2010).
Mavaieie (2014) também constatou que a esterase
é eficiente na detecg@o das variagdes na qualidade
fisiolégica de sementes de soja. Para as doses de
glifosato estudadas e ambientes de produgao nao
foram observadas alteragdes na expressao para a
esterase.

Em todas as cultivares foi observada a expressao
da enzima malato desidrogenase (E.C.1.1.1.37),
porém sementes da cultivar CD 250 RR, produ-
zidas em Lavras (Figura 3), apresentaram maior
expressao nas trés maiores doses avaliadas. No
entanto, como este resultado ndo se repetiu para
o ambiente de Patos de Minas ndo € possivel
afirmar que tal alteracdo é proveniente das doses
de glifosato aplicadas. Pesquisas que relacionem
o aumento das doses de glifosato e a atividade
enzimatica em sementes de soja sdo escassas.
Contudo, ha trabalhos que avaliaram o efeito do
glifosato na nodulagao do tremoco (Lupinus albus

Figura 2 - Perfil isoenzimatico de esterase de sementes transgénicas de soja RR® das cultivares CD 250 RR, V-MAX RR e TMG
1174 produzidas nos municipios de Lavras (A) e Patos de Minas (B), sob diferentes doses de aplicacdo de glifosato

(0, 960; 1920, 2880, 3840, 4800 g e.a. ha).
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L. e na expressao e actividade da enzima malato
desidrogenase (Maria et al., 2007), onde os autores
verificaram que tal enzima ¢ inibida na presenca
de glifosato mesmo em doses muito inferiores as
utilizadas no campo. A maior expressao desta
enzima na cultivar CD 250 RR, corrobora com os
resultados fisioldgicos e de vigor nos quais apre-
sentou resultados inferiores, para o ambiente de
Lavras, uma vez que maior expressao de malato
desidrogenase indica maior atividade respiratdria
e possivelmente o avango do processo de deterio-
racao (Ferreira, 2015).

A malato desidrogenase ¢ uma enzima ativada
principalmente durante o processo de respiragao
celular, regenerando uma molécula de oxalacetato
a partir da oxidacdo de uma molécula de malato,
mantendo ativo o fluxo oxidativo durante o ciclo
do acido citrico (ciclo de Krebs), caracteristico de
uma das etapas do processo respiratério aerobico.
Durante a germinagdo de sementes, essa enzima
também atua no processo de gliconeogénese,
responsavel pela geragao desacarose a partir de tria-
cilglicerdis presentes no interior dos oleossomos,
nos tecidos de reserva da semente (Costa et al., 2008).

Sobre a avaliagdo da enzima alcool desidrogenase,
foi verificado que houve maior expressdo pela
cultivar CD 250 RR principalmente no ambiente de
produgao localizado em Patos de Minas (Figura 4).

O aumento da expressao da alcool desidrogenase
(EC.1.1.1.1) sugere uma respiragao anaerobica. Essa
enzima € relevante, pois converte o acetaldeido
em etanol, um composto com menor toxicidade,
e reduz a velocidade do processo de deterioragao
(Veiga et al., 2010). Portanto, com maior expressao
da enzima alcool desidrogenase, as sementes ficam
menos susceptiveis a agdo deletéria do acetaldeido.
Baldoni (2013) e Carvalho et al. (2014) também
constataram maiores expressdes da alcool desidro-
genase em sementes de cultivares de soja que apre-
sentaram melhor qualidade fisioldgica.

Em relacdo a expressdao da enzima catalase, foi
constatado que as sementes colhidas no municipio
de Lavras apresentaram maior atividade enzima-
tica, enfatizando que a cultivar TMG 1174 RR apre-
sentou uma resposta mais consistente quanto sua
qualidade fisiolégica nos diferentes tratamentos
(Figura 5). Para o municipio de Patos de Minas,

Figura 3 - Perfil isoenzimatico da malato desidrogenase esterase de sementes transgénicas de soja RR® das cultivares CD 250
RR, V-MAX RR e TMG 1174 produzidas nos municipios de Lavras (A) e Patos de Minas (B), sob diferentes doses de
aplicagdo de glifosato (0, 960; 1920, 2880, 3840, 4800 g e.a. ha?).
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Figura 4 - Perfil isoenzimatico da alcool desidrogenase esterase de sementes transgénicas de soja RR® das cultivares CD 250
RR, V-MAX RR e TMG 1174 produzidas nos municipios de Lavras (A) e Patos de Minas (B), sob diferentes doses de
aplicacdo de glifosato (0, 960; 1920, 2880, 3840, 4800 g e.a. ha?).
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Figura 5 - Perfil isoenzimatico de catalase de sementes transgénicas de soja RR® das cultivares CD 250 RR, V-MAX RR e TMG
1174 produzidas nos municipios de Lavras (A) e Patos de Minas (B), sob diferentes doses de aplicacdo de glifosato
(0, 960; 1920, 2880, 3840, 4800 g e.a. ha?).
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essa mesma cultivar também apresentou maior
expressao, mas em menor intensidade comparado
com as sementes produzidas em Lavras.

A catalase é uma enzima intracelular, encontrada
nos glioxissomos das células vegetais. Ela atua na
desintoxicagao celular, transformando espécies
reativas de oxigénio em substancias nado reativas
e na decomposicao do peroxido de hidrogénio por
reacgao de dismutagao (Lehninger, 2006).

Em sementes deterioradas, tem sido obser-
vada menor atividade dessa enzima com menor
eficiéncia dos sistemas removedores de radi-
cais livres. Segundo Jeng e Sung (1994), quando
a semente esta em condi¢des de envelhecimento,
ocorre maior peroxidacao dos lipidios e reducao na
atividade das enzimas removedoras de perdxidos
como a catalase (1.11.1.6).

Os metabolismos dos herbicidas nas plantas
ocorrem em quatro fases: transformacdo, conju-
gacdo, compartimentalizacdo e metabolizagao
dos compostos (Cole et al., 1994). De acordo com
Yamada e Abdalla (2007) a capacidade do glifosato
em formar quelatos com os fons na planta pode ser
variavel entre diferentes cultivares.

Nesse sentido, houve incremento enzimatico da
malato desidrogenase, catalase e alcool desidroge-
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