PROCESSO DE HIBRIDACAO ARTIFICIAL EM SOJA ATRAVES DO FLUXO
GENICO DE VARIEDADES CONVENCIONAIS, E RR2 BT TRANSGENICA E
ANALISE DO F1.
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RESUMO:

O melhoramento de plantas é um processo que permite o desenvolvimento de novas
variedades competitivas no mercado. Na soja, a hibridacdo € totalmente necesséria, pois
pela planta ser autbgama € necessario combinar variedades através de cruzamentos
antes da fase de antese, onde as anteras irdo liberar pélen sobre o estigma da mesma flor
onde ocorrera auto fecundacdo. Este trabalho avaliou o fluxo génico em soja de
variedades convencionais das cultivares; 15CA00120, 15CA00125, 15CA00132,
15CA00144, doadores de pdlen, (fémeas), sensiveis ao glifosato Zapp QI 620.00 g/L
(62% m/v) (herbicida), e cultivares transgénico (RR2 BT),15CA50012, 15CA50022,
15CA50034, 15CA50046, receptores de polen (machos), que sdo resistentes ao glifosato
e que possuem a bactéria Bacillus thuringiensis.Todas as progénies foram semeadas e
transplantadas no seu estado vegetativo-reprodutivo. Foi realizada a taxa de fecundacédo
cruzada nas cultivares, sendo obtido um ndmero de (F;), sementes resultantes dos
cruzamentos, as quais (F1), foram plantadas e submetidas ao teste de resisténcia a
aplicacdo do defensivo quimico glifosato. Por fim, avaliaram-se as cultivares Fi,
resultado dos cruzamentos, que se tornaram resistentes, 15CA5001, 15CA5006,
15CA5011, 15CA5012, 15CA5013, 15CA5014 e 15CA5015, sendo estes materiais com
100% de eficécia.
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INTRODUCAO

Glycine Max (L.) Merr, a soja pertence a familia Fabaceae, advinda
originalmente da China, expandiu seu cultivo para América do Norte, Europa e América
do Sul. Do século XIX, data a primeira referéncia registrada de semeadura de soja no
Brasil, no ano de 1882. Na década de 60 no século XX, a utiliza¢do da cultura comegou
adquirir uma grande importancia econémica no pais, iniciada na regido Sul, (URBEN e
SOUZA, 1993), descrevem o aumento da producdo e a rapida expansdo de area de
cultivo, desde o Sul do pais até o Cerrado, o que leva o pais para o segundo maior
produtor de soja do mundo, atras apenas dos Estados Unidos, porem com grande

capacidade de expanséo.
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A elevada producdo de soja, na regido Centro-oeste esta relacionada as
condigBes climéticas, expansdo da é&rea cultivada, e aos avangos tecnoldgicos.
Atualmente s&o cultivados aproximadamente 12 milhdes de ha (CONAB, 2012).

A hibridacdo em soja promove o desenvolvimento de novas variedades, cuja
importancia esta associada ao fluxo génico, ou seja, uma troca de alelos em individuos
ou populages, para se obter novas variedades favoraveis ao produtor, gerando menos
gastos em aplicagfes de defensivos e combate a pragas a qual a soja é afetada. Ao
considerar a escala evolutiva, o fluxo génico é responsavel por unir as populacdes
dentro das espécies, introduzirem variabilidade dentro das populagdes, e também pela
criacdo de novas espécies. No entanto, é prioridade o conhecimento da transferéncia de
gene, o que compromete a morfologia da flor, tipos de pubescencia e altura das mesmas,
dessa forma, ha uma orientacdo das empresas produtoras de sementes geneticamente
modificadas, quanto a legislacdo no manejo integrado adequado (SCHUSTER, 2013).

Os transgénicos representam uma nova era para a agricultura pelo potencial
fornecimento de alimentos para o planeta. O sucesso em um programa de melhoramento
depende fundamentalmente da existéncia de uma variabilidade genética que permite um
melhor processo seletivo e poderd resultar em ganhos significativos (SCHUSTER,
2013).

Nesse contexto, o programa de hibridacéo artificial, que requer o melhoramento
genético, visa ter um bom enriquecimento na descoberta de novas variedades e
comportamentos que estas apresentam no combate a pragas e a resisténcia ao glifosato,
essas caracteristicas podem resultar em melhor desempenho do manejo das areas de
plantio, possibilitando um menor custo, com baixas perdas de producdo e, em
decorréncia disso, a favorecer um aumento de producédo e resultando em uma lavoura
estavel (SCHUSTER, 2007).

E importante ressaltar o conhecimento da hibridizacao, pois nos mostra a relagdo
da influéncia entre a expressdo de outros caracteres, e em um programa de
melhoramento genético visa um carater principal, e busca uma melhor expressao de
caracteres simultaneamente, envolvendo as analises qualitativas e quantitativas (DE
ALMEIDA LOPES et al, 2002).

Nesse programa de hibridagao, as modificacdes podem ocorrer na magnitude em
sentidos variados, isso depende das estratégias adotadas. Sendo assim o melhorista

condiciona atribui¢cBes importantes como identificacdo e critérios de selecdo os quais



promovem alteracdes, no sentido desejado, em caracteristicas do interesse de um
programa de melhoramento (DOS REIS et al, 2004).

Ao longo do tempo, os insetos tém sido os maiores causadores de danos no que
diz a respeito a producao de alimentos, sendo a ordem de 20 a 30% da producéo
mundial e estima-se que 67.000 espécies de insetos acometem prejuizos nas plantacoes
nas regides tropicais, sendo as mais pobres do mundo, as que mais sofrem com grande
impacto de insetos e pragas (HERRERA E ESTRELLA, 1999).

Bacillus thuringiensis € uma bactéria de gram-positiva sendo entomopatogénica,
aerobica ou também facultativamente anaerobica, essa bactéria é normalmente
encontrada no solo e pode manter-se em laténcia e na forma de end6sporos, durante a
fase de esporulacdo. A bactéria, por ela mesma, sintetiza proteinas acumulando-se na
periferia dos esporos em forma de cristais em um dos polos da célula. A préatica do
emprego de plantas geneticamente modificadas BT, nos permite uma grande reducéo
aos danos causados nas lavouras por insetos e pragas e reducdo no uso de pesticidas
quimicos. Isso visa um aumento da producdo de alimentos de alta qualidade, tendo
baixos custos aos produtos e consumidores, o qual também reduz o impacto ambiental
(BOBROWSKI, et al, 2003).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a transferéncia dos genes RR2
BT através da hibridacdo artificial, em cultivares convencional, onde a progénie F; se
torna resistente a aplicacdo do glifosato Zapp QI 620.00 g/L (62% m/v) (herbicida) e, a
partir das variedades resultantes dos cruzamentos, verificar se a um possivel
melhoramento em que a planta demonstra ser tolerante a produtos quimicos e combater
pragas e doencas e Reduzindo principalmente os impacto ambientais devido a grandes

aplicacdes de defensivos quimicos.

MATERIAIS E METODOS

O procedimento foi realizado no més dezembro no ano de 2015, em casa de
vegetacdo e no campo. Todas as variedades pertencem a empresa Syngenta Seeds
LTDA, no Centro de Pesquisa de Cascavel-PR. As cultivares possuiam caracteristicas
diferentes entre si conforme seu desenvolvimento, como cor de hilo, cor da flor,

pubescencia, altura da planta e variedades mais precoces e tardias.



A partir disso, foram efetuados plantios escalonados dessas cultivares em trés
épocas, nos dias 13, 20 e 27 de dezembro de 2015. O plantio foi efetuado em bandejas
de isopor conforme na figura 1 e transplantado, contendo duas plantas por vaso apos
germinacdo. Todas as amostras foram armazenadas em casa de vegetacao com irrigacdo
diaria em um horario escalonado das 08: h as 08 h 20 min e das 15: h as 15 h 20 min,

em um sistema de gotejo.

Figura 1 — Plantio do F; em bandejas de isopor com substrato.

Emasculacéo

Inicialmente, com o auxilio de uma pinga de ponta fina, foram retiradas todas as
outras flores abertas e os bot6es florais menos desenvolvidos de cada racemo. Deixando
apenas 0 mais apto ao cruzamento. O suporte do botdo floral selecionado se deu com o
polegar e o indicador, mas sem pressiona-lo. Em seguida, cada sépala foi presa com a
pin¢a, sendo removida com movimentos para baixo e/ou para os lados, repetiu-se o
procedimento com todas as sépalas, deixando a corola totalmente exposta. As anteras
foram removidas com a pinca, restando apenas o estigma. As amostras receberam
etiquetas de plastico para a identificacdo de cada cruzamento e lupa com aumento de 10

VEZes.
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Figura 2 — emasculagdo

Polinizacdo

Ap0s o término da emasculacdo, o estigma ficou totalmente exposto para receber
o0 polen (figura 3). Nesta operacdo procedeu-se a remocdo dos estames da flor masculina
e a deposicdo do pdlen no estigma da flor emasculada. Os estames foram retirados com
a pinca fechada, introduzindo na parte posterior da flor e separando as duas quilhas.

Os estames expostos foram removidos, juntamente com o pistilo e pincelados

delicadamente sobre o estigma da flor emasculada, depositando o pdlen sobre ele.

Figura 3 — Polinizacéo.



Procedimentos

Foram separados quatro cultivares convencionais de variedades diferentes e
sensiveis ao glifosato, sendo estas: 15C00120, 15C00125, 15C00132, 15C00144, que
foram cruzadas com as outras quantias de variedades diferentes nas cultivares
transgénicos RR2 BT: 15CA50012, 15CA50022, 15CA50034, 15CA50046, resistentes
ao glifosato e que possuiam a bactéria Bacillus Thuringiensis, produtora de proteinas e
cristais toxicos a muitas espécies de insetos.

Baseado nas técnicas de hibridacéo, o fluxo génico nas variedades convencionais
foram os machos doadores de polen, e as variedades transgénicas RR2 BT foram os
receptores de polen, ou seja, as fémeas. No periodo de germinacdo e desenvolvimento
da planta, a soja possui estagio de periodo reprodutivo (R1; R2), que apresenta a forma
ideal a realizar o cruzamento. Apds um periodo de 10 al4 dias, as plantas atingiram o
estagio de formacdo das sementes (R4; R5), quando foi realizado o processo de limpeza
das vagens, ficando apenas as vagens que estavam identificadas com a etiqueta de
plastico presa ao racimo principal da planta.

Chegando ao estagio (R8; R9), foi conduzida a colheita do F;. Baseando-se nas
formas morfologicas da vagem, identificaram-se as vagens corretas, de acordo com a
cicatriz no local onde foram retiradas as sépalas, na fase de florescimento.

No decorrer do processo, as vagens resultantes dos cruzamentos foram colhidas
e passaram por uma debulha. A semente debulhada foi novamente plantada como
linhagens de F; em bandejas de isopor contendo substrato, ap6s a germinacdo e
desenvolvimento das plantas, no estagio vegetativo (v3), segunda folha trifoliada
completamente desenvolvida.

Essas plantas passaram por um teste de resisténcia ao ser aplicado o produto
quimico glifosato Zapp QI 620.00 g/L (62% m/v) (herbicida), que é utilizado no
combate as plantas daninhas. As plantas resistentes foram retiradas das bandejas e
transplantadas em vasos contendo terra e adubo para seu desenvolvimento.

Chegando ao estagio (R1), foram adicionadas lagartas da soja em cada planta germinada
como: Anticarsia Gemmatalis, na densidade de 5 insetos/m?, assim as linhagens foram
avaliadas em funcdo da sua resisténcia ao glifosato e a presenca da bactéria, Bacillus

Thuringiensis.



Delineamento experimental

O experimento utilizado foi o delineamento inteiramente casualisado, montado
em esquema fatorial 2x4, sendo que os dois fatores foram as variedades de fémeas e de
machos por 4 niveis, que sdo as variedades, conforme descrito na Tabela 1. Os
cruzamentos foram definidos de modo em que todas as variedades de fémeas fossem
cruzadas com todas as variedades de machos. Dessa forma, os tratamentos sé&o
expressos pelos cruzamentos, totalizando 16 tratamentos (4 machos x 4 fémeas) e 25
repeticdes por tratamento. As plantas, machos e fémeas que foram alocadas em cada

tratamento, definidas aleatoriamente.

Tabela 1-Tratamentos aplicados

F. Fémeas convencionais Machos RR2 BT
15CA5001 15CA00120 15CA50012
15CA5002 15CA00120 15CA50022
15CA5003 15CA00120 15CA50034
15CA5004 15CA00120 15CA50046
15CA5005 15CA00125 15CA50012
15CA5006 15CA00125 15CA50022
15CA5007 15CA00125 15CA50034
15CA5008 15CA00125 15CA50046
15CA5009 15CA00132 15CA50012
15CA5010 15CA00132 15CA50022
15CA5011 15CA00132 15CA50034
15CA5012 15CA00132 15CA50046
15CA5013 15CA00144 15CA50012
15CA5014 15CA00144 15CA50022
15CA5015 15CA00144 15CA50034
15CA5016 15CA00144 15CA50046

RESULTADOS E DISCUSSOES

A etapa de cruzamento foi avaliada em funcdo do nimero de flores efetivamente
fecundadas e do nimero de sementes produzidas. Os resultados dos cruzamentos foi

apresentados na Figura 4. Observa-se que 0s cruzamentos que obtiveram maior sucesso,



tanto em relacdo a fecundacdo, como em relacdo a producdo de sementes, foram o0s
cruzamentos: 15CA5010, obtendo-se 13 vagens com flores fecundadas e 17 sementes
hibridas, seguidos de 15CA5009, 15CA5004 e 15CA5013, com 10, 11 e 8 vagens, e 15,
14 e 14 sementes hibridas produzidas respectivamente. O cruzamento que obteve uma
menor fecundacéo de flor e producdo de semente hibrida foi o cruzamento 15CA5014,

obtendo 1vagem fecundada, e 2 sementes hibridas.
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Figura 4-Numero de plantas com flores efetivamente fecundadas com relagdo ao nimero de F;, sementes
hibridas produzidas.

Na Figura 5 (a), o maior numero de cruzamentos bem-sucedidos para as
variedades fémeas transgénicas 15CA50012 = 10 cruzamentos fecundados e para
15CA50022 = 13 cruzamentos pegos, foram obtidos com o cultivar convencionais
machol5CA00132. Para os machos do cultivar 15CA00125 obteve-se o maior
numero de pegas com as fémeas de 15CA50034 = 07 cruzamentos pegos e para as
fémeas de 15CA50046 = 11 cruzamentos pegos, com 0s machos de 15CA00120. Os
resultados obtidos para a producdo de sementes apresentam a mesma distribuigéo de

frequiéncia dos cruzamentos pegos (c).

Com relacdo as fémeas (b), os melhores resultados de polinizacbes bem-
sucedidas foram observados para os machos das cultivares convencionais 15CA00120
com 14 sementes hibridas F; e 15CA00125 com 11 sementes hibridas F; para as fémeas
do cultivar 15CA50046. Para os machos de 15CA00132 e 15CA00144 foram
observados os melhores resultados com as fémeas de 15CA50022 com 17 sementes

hibridas F, e 15CA50012 com 14 sementes hibridas Fi, respectivamente. O resultado



obtido para a producdo de sementes apresenta distribuicdo de frequéncia semelhante a

distribuicdo dos resultados dos cruzamentos pegos (d).
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Figura 5 - Distribuicdo de freqiiéncia de cruzamentos pegos por variedade de macho (a) e por variedade
de fémea (b) e da producdo de sementes hibridas por variedade de macho (c) e por variedade de fémea (d)

Os dados absolutos para avaliagdo das caracteristicas de F; com relagdo a
sensibilidade ao glifosato podem ser observados na Figura 6.

As plantas emitem sintomas ap6s aplicacdo do glifosato sob um efeito de
amarelecimento dos meristemas, ocorrendo a necrose e morte das mesmas, por dias ou
semanas. Estes herbicidas vdo sendo usados de forma néo seletiva, nesse caso com 0s

adventos de organismos que sdo geneticamente modificados, ou seja, por intervengéo



humana. Eles passam por uma opcdo de enriquecer o controle de ervas daninhas das

culturas de soja, ou entre outras, que acometem a lavoura (BOREM e ALUIZIO 1999).
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Figura 7- Caracteristicas de F; em resisténcia pés aplicacdo do glifosato e resisténcia a lagarta.

A resisténcia das plantas com relacdo a aplicacdo do glifosato e a lagarta da soja
A. gemmatalis, foi obtida a partir do cruzamento 15CA5010, onde os valores obtidos
foram de 15 plantas apresentando transgenia e 13 plantas com resisténcia a lagarta, € 0
cruzamento 15CA5014 obteve outro melhor resultado, obtendo valores de 2 plantas F,

com resisténcia a lagartas e transgenia.

Nesse caso, a soja BT € a que expressa a proteina Cry 1 Ac de B.thuringiensis,
aprovada no Brasil, (BERNARDI et al. 2012), diz que a soja pode expressar uma
concentracdo suficiente a qual pode causar morte instantanea de heterozigotos de A.

gemmatalis, (lagarta da soja).

Na Figura 8 s@o apresentados os resultados das caracteristicas de F; expressas

em % em relagcdo ao numero de plantas por tratamento.
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Figura 8 - Caracteristicas de F; expressas em percentual em relagdo ao nimero de sementes plantadas

Verifica-se que os cruzamentos 15CA5001, 15CA5006, 15CA5011, 15CA5012,
15CA5013, 15CA5014 e 15CA5015, obtiveram desempenho com relacdo a transgenia,

obtendo 100% das caracteristicas de F; expressas na planta.

Em verificacdo de amostras de sementes com transgenia contendo sementes de
cultivares convencional, erros de falso-negativo e falso-positivo podem ocorrer,discute-
se que ambos podem surgir de interpretacdes equivocadas, porque as amostras de

plantas transgénicas apresentam plantas anormais. (PEREIRA, et al, 2009).

Jé& para a resisténcia a lagarta, o cruzamento 15CA5014 obteve 100% de defesa
contra essa praga. Isso mostra que o cruzamento que obteve melhor resultado em
relacdo as aplicacdes, foi 0 material 15CA5014, sendo mais viadvel sua utilizacdo. No
entanto, o tratamento 15CA5010 obteve um dos melhores resultados em relacdo ao
namero de sementes obtidas de F; com 17 sementes hibridas, ocasionando 2 mortes de
plantas e 88% em relacdo a confirmacdo de transgenia com 15 sementes, em relacdo a
resisténcia ao ataque de lagartas, ocasionou 2 impactos por planta, restando 76% com
13 plantas resistentes, quando avaliado em fungdo do numero total de plantas, em

percentual.

A distribuicao de fregliéncias de plantas transgénicas e de plantas resistentes as

lagartas pode ser observada na Figura 9.
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Figura 9 - Distribuicdo de frequéncias de plantas transgénicas por variedade de macho (a) e por
variedade de fémea (b) e de plantas resistentes as lagartas por variedade de macho (c) e por variedade de
fémea (d)

CONCLUSAO

Através de um programa de hibridacdo artificial, pode-se concluir que 0s
cruzamentos feitos manualmente podem, sim, gerar lucros para quem utiliza essa
leguminosa para a agricultura, pois o cruzamento que obteve maior numero de F; foi o
material, 15CA5010, resultado da interagdo entre o cruzamento 15CA00132 (macho)
com a 15CA5022 (fémea) com 17 sementes hibridas. Ja na aplicacdo do defensivo
quimico glifosato, Zapp QI 620.00 g/L (62% m/v) (herbicida), os materiais F; foram
mais suscetiveis. Na pés aplicacdo deste, foi 15CA5001, 15CA5006, 15CA5011,
15CA5012, 15CA5013, 15CA5014 e 15CA5015, sendo estas com 100% de eficécia,
sem morte de plantas. J& na avaliagdo da Anticarsia Gemmatalis, (lagarta da soja),
ocorreu pouco impacto, ocasionando poucas mortes de plantas. J4 o material 15CA5014

trouxe o melhor resultado, pois ndo sofreu nenhum impacto. Esses materiais foram os



que apresentaram melhor estabilidade fisioldgica, e que também possivelmente sdo
materiais que podem ser lancados para 0 mercado e com isso 0 agricultor pode ter sua
lavoura estavel e diminuindo a aplicagdo de defensivos quimicos os quais tornam um

grande impactos ambiental .

Percebe-se, também, que os procedimentos realizados a temperaturas entre 20 e
23 °C, no periodo das 10 as 12h, o que aumenta as chances de fertilizacdo dos

Ccruzamentos.
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ANEXD & - TERMO DE COMPROMISSO DO PROFESSOR ORIENTADOR
DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO
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rofessor (a) do Curso de Gradua¢do em Cicncias Biologicas desta Instituicdo. declaro,
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para os devidos fins, estar de acordo em assumir a orienta¢do do Trabalho de Conclusao
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ANENO B - TERMO DE COMPROMISSO DO ALUNO ORIENTADO DO
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO.

Eu. L@va Ao du )/\m\()\
Carteira de identidade numero 36220 4223, - (o aluno regularmente matriculado no
curso de graduagdo de Ciéncias Biologicas da Faculdade Assis Gurgacz — FAG. sob
registro académico nimero20A348.33 (o declaro estar ciente das regras definidas
pelo colegiado do curso de Ciéncias Biologicas para o processo de realizagao do
trabalho de conclusdo de curso. cumprindo, assim os créditos da disciplina: Trabalho de
Conclusao de Curso.

Declaro ainda que me comprometo a cumprir rigorosamente os prazos definidos
para entrega das diversas etapas do trabalho. bem como a estar em todos 0s encontros
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ANEXOE- DECLARACAO DE REVISAO ORTOGRAFICA E GRAMATICAL
DO TCC

Eu. Nelvi Malokowsky Algeri, RG 38706098, CPF 58817751987,¢-mail
nelvi_ma@hotmail.com, telefone (45)99426383, declaro para os devidos fins que
realizei a corre¢do ortografica e gramatical do artigo intitulado PROCESSO DE
HIBRIDACAO ARTIFICIAL EM SOJA ATRAVES DO FLUXO GENICO DE
VARIEDADES CONVENCIONAIS, E RR2 BT TRANSGENICA E ANALISE DO
F1, de autoria de Laércio Jose de Lima, académico regularmente matriculado no Curso

de Ciéncias Biologicas Bacharel da Faculdade Assis Gurgacz.

Por ser verdade, firmo o presente documento.

Cascavel, 29 de outubro de 2015.
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ANEXO F - DECLARACAO DE INESISTENCIA DE PLAGIO

Laércio Jose de lima

PROCESSO DE HIBRIDACAO ARTIFICIAL EM SOJA ATRAVES DO FLUXO
GENICO DE VARIEDADES CONVENCIONAIS, E RR2 BT TRANSGENICA E
ANALISE DO F1.

Eu Laércio Jose de lima, aluno(a) da Graduagdo de Ciéncias Biologicas, da
Faculdade Assis Gurgacz, declaro, para os devidos fins, que o Trabalho de Conclusdo
de Curso apresentado em anexo, requisito necessario a obten¢éo do grau de Bacharel
Ciéncias Biologicas, encontra-se plenamente em conformidade com os critérios
técnicos. académicos e cientificos de originalidade. Declaro ainda que, com excegéo
das citagdes diretas e indiretas claramente indicadas e referenciadas, este trabalho foi
escrito por mim e portanto ndo contém plagio, fato este que pode ser comprovado pelo
relatorio do DOCXWEB que se encontra junto a este documento. Eu estou consciente
que a utilizagio de material de terceiros incluindo uso de parafrase sem a devida
indicagiio das fontes serd considerado plégio, e estaré sujeito a processo administrativos

da FAG - Faculdade Assis Gurgacz e sangdes legais.
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ANEXO G - AUTORIZACAO PARA ENCAMINHAMENTO DO TCC PARA
DEFESA

Eu, Professor (a) Karin kristina Pereira Bockler, docente do curso de Ciéncias
Bioldgicas, orientador do académico Laércio Jose de lima, na elaboragéo do
Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) intitulado: Processo de hibridagio artificial
em soja através do fluxo génico de variedades convencionais, e rr2 bt transgénica e
anélise do f1, declaro estar de acordo com o envio do trabalho sob minha

orientagdo para avaliagdo da banca e defesa publica.

Cascavel 31 de outubro de 20116.
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ANEXO H -SOLICITACAO DE COMPOSICAO DE BANCA DE DEFESA DE
TCC

Eu, académico (a) Laércio Jose de lima, juntamente com meu professor(a)
orientador(a) Karin Kristina Pereira Bockler, docente do curso de Ciéncias
Biologicas, viemos por meio deste solicitar a composigao da banca de defesa
publica do Trabalho de Conclus&o de curso intitulado PROCESSO DE
HIBRIDACAO ARTIFICIAL EM SOJA ATRAVES DO FLUXO GENICO DE
VARIEDADES CONVENCIONAIS, E RR2 BT TRANSGENICA E ANALISE DO Fl1

, com os professores citados abaixo:

Karin Kristina Pereira Bockler Orientador
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ANEXO I -AUTORIZACAO PARA ENCAMINHAMENTO DO TCC PARA

¢ PUBLICACAO (opcional)

Eu. Professor (a) Karin Kristina Pereira Bockler, docente do curso de Ciéncias
Biologicas, orientador do académico Laércio Jose de lima, na elaboragéo do
Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) intitulado: PROCESSO DE
HIBRIDACAO ARTIFICIAL EM SOJA ATRAVES DO FLUXO GENICO DE
VARIEDADES CONVENCIONAIS, E RR2 BT TRANSGENICA E ANALISE DO
F1.

declaro estar de acordo com o envio do trabalho sob minha orientagao

para publicagdo no (a)

Cascavel 31 de outubro de 2016.
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ANEXO G - AUTORIZACAO PARA ENCAMINHAMENTO DO TCC PARA
DEFESA

Eu, Professor (a) Karin kristina Pereira Bockler, docente do curso de Ciéncias
Bioldgicas, orientador do académico Laércio Jose de lima, na elaboragéo do
Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) intitulado: Processo de hibridagao artificial
em soja através do fluxo génico de variedades convencionais, e 12 bt transgénica e
= anélise do f1, declaro estar de acordo com o envio do trabalho sob minha

orientagdo para avaliagdo da banca e defesa publica.

Cascavel 31 de outubro de 20116.
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RESUMO:

O melhoramento de plantas € um processo que permite o desenvolvimento
de novas variedades competitivas no mercado. Na soja, a hibridagao é
totalmente necessaria, pois pela planta ser autdgama é necessario combinar
variedades através de cruzamentos antes da fase de antese, onde as anteras
irdo liberar pélen sobre o estigma da mesma flor onde ocorrera auto-
fecundacao. Este trabalho vai avaliar o fluxo génico em soja de variedades
convencionais das cultivares; 15C00120, 15C00125, 15C00132,
15C00144,doadores de pdlen, (fémeas),sensiveis ao glifosato Zapp QI 620.00
g/L (62% m/v) (herbicida), e cultivares transgénico (RR2 BT),15C50012,
15C50022, 15C50034, 15C50046, receptores de pdlen (machos), que sao
resistentes ao glifosato e que possuem a bactéria Bacillus thuringiensis.Todas
as progénies foram semeadas e transplantadas noseu estado vegetativo-
reprodutivo. Foirealizada ataxa de fecundacéo cruzada nas
cultivares,sendoobtido um nimero de (F1), sementes resultantes dos
cruzamentos, as quais(F1), foram plantadas e submetidas ao teste de
resisténcia a aplicacdo do defensivo quimico glifosato. Por fim, avaliaram-se
as cultivares F1, resultado dos cruzamentos, que se tornaram resistentes,
15ca5001, 15ca5006, 15ca5011, 15ca5012, 15ca5013, 15ca5014 e 15ca5015,
sendo estes materiais com 100% de eficacia.

PALAVRAS-CHAVE:
Hibridizacdo. Progénies. Tolerancia. F1.
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INTRODUCAO

Os transgénicos representam uma nova era para a agricultura pelo
potencial fornecimento de alimentos para o planeta. O sucesso em um
programa de melhoramento depende fundamentalmente da existéncia de
uma variabilidade genética que permite um melhor processo seletivo e podera
resultar em ganhos significativos. (SCHUSTER2013).

(Glycine Max (L.) Merr,), a soja pertence a familia Fabaceae, advinda
originalmente da China, expandiu seu cultivo para América do Norte, Europa e
Ameérica do Sul. Do século XIX, data a primeira referéncia registrada de
semeadura de soja no Brasil, no ano de 1882. Na década de 60 no século XX,
a utilizacao da cultura comegou a adquirir uma grande importancia
econdmica no pais, iniciada na regido Sul. Urben, Filho e Souza (1993),
descrevem o0 aumento da producdo e arapida expansado de area de cultivo,
desde o Sul do pais até o Cerrado, o que leva o pais para o segundo maior
produtor de soja do mundo, atras apenas dos Estados Unidos, porém com
grande capacidade de expanséo.

A elevada producdo de soja, naregido Centro-oeste estarelacionada as
condi¢des climéticas, expansdo da area cultivada, e aos avan¢os
tecnoldgicos. Atualmente sdo cultivados aproximadamente 12 milhdes de
ha (CONAB, 2012).

Em 2015, a plantacdo das areas foi de 30,7% de toneladas, bem maior do

que de acordo com o crescimento de 7,2% da estimativa da safra de 2014
(IBGE, 2014).

A hibridacédo em soja promove o0 desenvolvimento de novas variedades ,
cuja importancia estad associada ao fluxo génico, ou seja, uma troca de alelos
em individuos ou populagfes, para se obter novas variedades favoraveis ao
produtor, gerando menos gastos em aplicacdes de defensivos e combate a
pragas a qual a soja é afetada. Ao considerar a escala evolutiva, o fluxo
génico é responsavel por unir as populagdes dentro das espécies,
introduzirem variabilidade dentro das populacdes, e também pela criagao de
novas espécies. No entanto, é prioridade o conhecimento da transferéncia de
gene, o que compromete a morfologia da flor, tipos de pubescencia e altura das
mesmas, dessa forma, ha uma orientacdo das empresas produtoras de
sementes geneticamente modificadas, quanto a legislagao no manejo
integrado adequado (SCHUSTER, 2013).

Nesse contexto, o programa de hibridacao artificial, que requer o
melhoramento genético, visa ter um bom enriquecimento na descoberta de
novas variedades e comportamentos que estas apresentam no combate a
pragas e a resisténcia ao glifosato, essas caracteristicas podem resultar em
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melhor desempenho do manejo das areas de plantio, possibilitando um menor
custo, com baixas perdas de producéo e, em decorréncia disso, a favorecer
um aumento de producao e resultando em uma lavoura estavel. (SCHUSTER,
2007).

E importante ressaltar o seu conhecimento, pois nos mostra arelacdo da
influéncia entre a expressdo de outros caracteres, e em um programa de
melhoramento genético visa um carater principal, e busca uma melhor
expressao de caracteres simultaneamente, envolvendo as analises
gualitativas e quantitativas (ALMEIDA et al, 2002).

Nesse programa, as modificagcdes podem ocorrer na magnitude em sentidos
variados, isso depende das estratégias adotadas. Sendo assim o melhorista
condiciona atribuicdes importantes como identificacéo e critérios de selecéo
0S quais promovem alteracdes, no sentido desejado, em caracteristicas do
interesse de um programa de melhoramento (DOS REIS et al, 2004).

Ao longo do tempo, os insetos tém sido os maiores causadores de danos no
que diz arespeito a producédo de alimentos, sendo a ordem de 20 a 30% da
producao mundial e estima-se que 67.000 espécies de insetos acometem
prejuizos nas plantagdes nas regides tropicais, sendo as mais pobres do
mundo, as que mais sofrem com grande impacto de insetos e pragas
(HERRERA-ESTRELLA, 1999).

Bacillus thuringiensis € uma bactéria de gram-positiva sendo
entomopatogénica, aerdbica ou também facultativamente anaerdbica, essa
bactéria € normalmente encontrada no solo e pode manter-se em laténcia e na
forma de enddsporos, durante a fase de esporulagao. A bactéria, por ela
mesma, sintetiza proteinas acumulando-se na periferia dos esporos em
forma de cristais em um dos poélos da célula. A pratica do emprego de
plantas geneticamente modificadas BT, nos permite uma grande redugao aos
danos causados nas lavouras por insetos e pragas e redu¢do no uso de
pesticidas quimicos. Isso visa um aumento da producédo de alimentos de
alta qualidade, tendo baixos custos aos produtos e consumidores, o qual
também reduz o impacto ambiental. (BOBROWSKI, et al, 2003).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar atransferéncia dos genes
RR2 BT através da hibridagao artificial, em cultivares convencional, onde a
progénie F1 se torna resistente a aplicagdao do glifosato Zapp QI 620.00 g/L
(62% m/v) (herbicida) e, a partir das variedades resultantes dos cruzamentos,
verificou-se um possivel melhoramento em que a planta demonstra ser
tolerante a produtos quimicos e combater pragas e doencas.

MATERIAIS E METODOS

O procedimento foi realizado no més dezembro no ano de 2015, em casa de
vegetacdo e no campo. Todas as variedades pertencem a empresa
Syngenta Seeds LTDA, no Centro de Pesquisa de Cascavel-PR. As cultivares
possuiam caracteristicas diferentes entre si conforme seu desenvolvimento,
como cor de hilo, cor da flor, pubescencia, altura da planta e variedades mais
precoces e tardias.

A partir disso, foram efetuados plantios escalonados dessas cultivares em trés
épocas, nos dias 13, 20 e 27 de dezembro de 2015. O plantio foi efetuado em
bandejas de isopor e transplantado, contendo duas plantas por vaso apds
germinacao. Todas as amostras foram armazenadas em casa de vegetacao
com irrigacdo didria em um horario escalonado das 08:00h as 08:20h e das
15:00h as 15:20h, em um sistema de gotejo.
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Emasculagao

Inicialmente, com o auxilio de uma pinga de ponta fina, foram retiradas todas
as outras flores abertas e os botdes florais menos desenvolvidos de cada
racemo.Deixando apenas o mais apto ao cruzamento.

O suporte do botao floral selecionado se deu com o polegar e o indicador,
mas sem pressiona-lo. Em seguida, cada sépala foi presa com a pinga, sendo
removida com movimentos para baixo e/ou para os lados, repetiu-se o
procedimento com todas as sépalas, deixando a corola totalmente exposta. As
anteras foram removidas com a pinga, restando apenas o estigma.

As amostras receberam etiquetas de plastico para a identificagdo de cada
cruzamento e lupa com aumento de 10 vezes.

Polinizagao

Apds o término da emasculagao, o estigma ficou totalmente exposto para
receber o pélen. Nesta operacdo procedeu-se a remogao dos estames da flor
masculina e a deposicdo do pdélen no estigma da flor emasculada. Os
estames foram retirados com a pinga fechada, introduzindo na parte posterior
da flor e separando as duas quilhas.

Os estames expostos foram removidos, juntamente com o pistilo e pincelados
delicadamente sobre o estigma da flor emasculada, depositando o pdlen
sobre ele.

Procedimentos

Foi separado quatro cultivares convencionais de variedades diferentes e
sensiveis ao glifosato, sendo estas: 15C00120, 15C00125, 15C00132,
15C00144, que foram cruzadas com a mesma quantidade de variedades
diferentes nas cultivares transgénicos RR2 BT: 15CA50012, 15ca50022,
15ca50034, 15ca50046, resistentes ao glifosato e que possuiam a bactéria
Bacillus Thuringiensis,produtora de proteinas e cristais tdéxicos a muitas
espécies de insetos.

Baseado nas técnicas de hibridacdo, o fluxo génico nas variedades
convencionais foram os machos doadores de pdlen, e as variedades
transgénicas RR2 BT foram os receptores de pdlen, ou seja, as fémeas.

No periodo de germinacédo e desenvolvimento da planta, a soja possui
estagio de periodo reprodutivo (R1; R2), que apresenta a forma ideal a realizar
o cruzamento. ApOs um periodo de 10 al4 dias, as plantas atingiram o
estagio de formacao das sementes (R4; R5), quando foi realizado o
processo de limpeza das vagens, ficando apenas as vagens que estavam
identificadas com a etiqueta de plastico presa ao racimo principal da planta.
Chegando ao estagio (R8; R9), foi conduzida a colheita do F1. Baseando-se
nas formas morfolégicas da vagem,identificou-se as vagens corretas, de
acordo com a cicatriz no local onde foram retiradas as sépalas, na fase de
florescimento.

No decorrer do processo, as vagens resultantes dos cruzamentos foram
colhidas e passaram por uma debulha. A semente debulhada foi novamente
plantada como linhagens de F1 em bandejas de isopor contendo substrato,
apos a germinacdo e desenvolvimento das plantas, no estagio vegetativo
(v3), segunda folhatrifoliada completamente desenvolvida.

Essas plantas passaram por um teste de resisténcia ao ser aplicado o
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produto quimico glifosato Zapp QI 620.00 g/L (62% m/v)(herbicida), que é
utilizado no combate as plantas daninhas. As plantas resistentes foram
retiradas das bandejas e transplantadas em vasos contendo terra e adubo
para seu desenvolvimento.

Chegando ao estagio (R1), foram adicionadas lagartas da soja em cada planta
germinada como: Anticarsia Gemmatalis, na densidade de 5 insetos/m?2, assim
as linhagens foram avaliadas em funcado da sua resisténcia ao glifosato e a
presenca da bactéria, Bacillus Thuringiensis.

Delineamento experimental

O experimento utilizado foi o delineamento inteiramente casualisado,
montado em esquema fatorial 2x4, sendo que os dois fatores foram as
variedades de fémeas e de machos por 4 niveis, que sao as variedades,
conforme descrito na Tabela 1. Os cruzamentos foram definidos de modo
em que todas as variedades de fémeas fossem cruzadas com todas as
variedades de machos. Dessa forma, os tratamentos sdo expressos pelos
cruzamentos, totalizando 16 tratamentos (4 machos x 4 fémeas) e 25
repeticdes por tratamento. As plantas, machos e fémeas que foram alocadas
em cada tratamento, definidas aleatoriamente.

Tabela 1-Tratamentos aplicados
F1 Fémeas convencionais Machos RR2 BT
15ca5001 15¢ca00120 15ca50012
15ca5002 15¢ca00120 15ca50022
15ca5003 15¢ca00120 15ca50034
15ca5004 15ca00120 15ca50046
a

15ca5005 15ca00125 15ca50012
15ca5006 15ca00125 15¢ca50022
15ca5007 15ca00125 15ca50034
15ca5008 15ca00125 15ca50046
a

15ca5009 15ca00132 15ca50012
15ca5010 15ca00132 15ca50022
15ca5011 15¢ca00132 15ca50034
15ca5012 15ca00132 15ca50046
a

15ca5013 15ca00144 15ca50012
15ca5014 15ca00144 15ca50022
15ca5015 15ca00144 15ca50034
15ca5016 15ca00144 15ca50046

RESULTADOS E DISCUSSOES

A etapa de cruzamento foi avaliada em funcé&o do numero de flores
efetivamente fecundadas e do nimero de sementes produzidas. Os resultados
dos cruzamentos serao apresentados na Figura 1. Observa-se que 0s
cruzamentos que obtiveram maior sucesso, tanto em relacdo a fecundacao,
como em relacao a producao de sementes, foram os cruzamentos: 15ca5010,
obtendo-se 13 vagens com flores fecundadas e 17 sementes hibridas,
seguidos de 15ca5009, 15ca5004 e 15ca5013, com 10, 11 e 8 vagens, e 15,
14 e 14 sementes hibridas produzidas respectivamente. O cruzamento que
obteve uma menor fecundacao de flor e producdo de semente hibrida foi o
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cruzamento 15ca5014, obtendo 1vagemfecundada, e 2 sementes hibridas.

Figura 1-NUmero de plantas com flores efetivamente fecundadas com relagao
ao numero de F1, sementes hibridas produzidas.

Na Figura 2(a), o maior niamero de cruzamentos bem-sucedidos para as
variedades fémeas transgénicas 15ca50012 = 10 cruzamentos pegos e para
15ca50022 = 13 cruzamentos pegos, foram obtidos com o cultivar
convencionais macho15ca00132. Para os machos do cultivar15ca00125 obteve-
se 0 maior numero de pegas com as fémeas de 15ca50034 = 07
cruzamentos pegos e para as fémeas de 15ca50046 = 11 cruzamentos pegos,
com os machos de 15ca00120. Os resultados obtidos para a producdo de
sementes apresentam a mesma distribui¢cdo de freqtiéncia dos cruzamentos
pegos (c).

Com relacao as fémeas (b), os melhores resultados de polinizacdes bem-
sucedidas foram observados para 0s machos das cultivares convencionais
15ca00120 com 14 sementes hibridas F1 e 15ca00125 com 11 sementes
hibridas F1 para as fémeas do cultivar 15ca50046. Para os machos de
15ca00132 e 15ca00144 foram observados os melhores resultados com as
fémeas de 15ca50022 com 17 sementes hibridas F1 e 15ca50012 com 14
sementes hibridas F1, respectivamente. O resultado obtido para a produgao
de sementes apresenta distribuicdo de freqiiéncia semelhante a
distribuicdo dos resultados dos cruzamentos pegos (d).

(@) (b)
(c) (d)

Figura 2 - Distribuicdo de freqiéncia de cruzamentos pegos por variedade de
macho (a) e por variedade de fémea (b) e da producdo de sementes hibridas
por variedade de macho (c) e por variedade de fémea (d)

Os dados absolutos para avalia¢cdo das caracteristicas de F1 com relagdo a
sensibilidade ao glifosato podem ser observados na Figura 3.

As plantas emitem sintomas apos aplicacao do glifosato sob um efeito de
amarelecimento dos meristemas, ocorrendo a necrose e morte das mesmas,
por dias ou semanas. Estes herbicidas vao sendo usados de forma nao seletiva,
nesse caso com os adventos de organismos que sao geneticamente
modificados, ou seja, por intervengdao humana. Eles passam por uma opgao de
enriquecer o controle de ervas daninhas das culturas de soja, ou entre outras,
que acometem a lavoura (BOREM e ALUIZIO 1999).

Figura 3 - Caracteristicas de F1 em resisténcia pos aplicacdo do glifosato e
resisténcia a lagarta.

A resisténcia das plantas com relagcdo a aplicagao do glifosato e a lagarta da
sojaA. gemmatalis, foi obtida a partir do cruzamento 15ca5010, onde os
valores obtidos foram de 15 plantas apresentando transgenia e 13 plantas
com resisténcia a lagarta, e o cruzamento 15ca5014 obteve outro melhor
resultado, obtendo valores de 2 plantas F1, com resisténcia a lagartas e
transgenia.

Nesse caso, a soja BT é a que expressa a proteina Cry 1 Ac de B.thuringiensis,
aprovada no Brasil, (BERNARDI ET AL. 2012) nos diz que a soja pode expressar
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uma concentragao suficiente a qual pode causar morte instantanea de
heterozigotos de A. gemmatalis, (lagarta da soja).

Na Figura 4 sdo apresentados os resultados das caracteristicas de F1
expressas em % em relagao ao numero de plantas por tratamento.

Figura 4 - Caracteristicas de F1 expressas em percentual em relagcdo ao
numero de sementes plantadas

Verifica-se que os cruzamentos 15ca5001, 15ca5006, 15ca5011, 15ca5012,
15ca5013, 15ca5014 e 15ca5015, obtiveram desempenho com relagao a
transgenia, obtendo 100% das caracteristicas de F1 expressas na planta.

Em verificacdo de amostras de sementes com transgenia contendo sementes
de cultivares convencional, erros de falso-negativo e falso-positivo podem
ocorrer. Discute-se que ambos podem surgir de interpretacdes equivocadas,
porque as amostras de plantas transgénicas apresentam plantas
anormais.(PEREIRA, et al, 2009).

Ja para a resisténcia a lagarta, o cruzamento 15ca5014 obteve 100% de defesa
contra essa praga. Isso mostra que o cruzamento que obteve melhor resultado
em relacao as aplicagdes, foi o material 15ca5014, sendo mais viavel sua
utilizac&do. No entanto, o tratamento 15ca5010 obteve um dos melhores
resultados em relacdo ao niumero de sementes obtidas de F1 com 17
sementes hibridas, ocasionando 2 mortes de plantas e 88% em relagao a
confirmacgdo de transgenia com 15 sementes, em relagcdo a resisténcia ao
ataque de lagartas, ocasionou 2 impactos por planta, restando 76% com 13
plantas resistentes, quando avaliado em funcdo do nimero total de plantas, em
percentual.

A distribuicdo de freqiiéncias de plantas transgénicas e de plantas resistentes
as lagartas pode ser observada na Figura 5.

(@ (b)
(c) (d)

Figura 5 - Distribuicdo de freqliéncias de plantas transgénicas por variedade
de macho (a)e por variedade de fémea (b) e de plantas resistentes as lagartas
por variedade de macho (c) e por variedade de fémea (d)

CONCLUSAO

Através de um programa de hibridacdo artificial, pode-se concluir que os
cruzamentos feitos manualmente podem sim, gerar lucros para quem utiliza
essa leguminosa para a agricultura, pois o cruzamento que obteve maior
numero de F1 foi o material, 15ca5010, resultado da interacao entre o
cruzamento 15ca00132 (macho) com a 15ca5022 (fémea) com 17 sementes
hibridas. Ja na aplicacao do defensivo quimico glifosato, Zapp QI 620.00 g/L
(62% m/v) (herbicida), os materiais F1 foram mais suscetiveis. Na pos
aplicacao deste, foi 15ca5001, 15ca5006, 15ca5011, 15ca5012, 15ca5013,
15ca5014 e 15ca5015, sendo estas com 100% de eficacia, sem morte de
plantas. J& na avaliagdo da Anticarsia Gemmatalis, (lagarta da soja), ocorreu
pouco impacto, ocasionando poucas mortes de plantas. Ja o material
15ca5014 trouxe o melhor resultado, pois ndo sofreu nenhum impacto.
Esses materiais foram os que apresentaram melhor estabilidade
fisiolégica. Isso comprova que 0o operador obteve sucesso no trabalho.
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Percebe-se, também, que os procedimentos realizados a temperaturas
entre 20 e 23 °C, no periodo das 10:00h as 12:00h, o0 que aumenta as
chances de fertilizagcdo dos cruzamentos.
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