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RESUMO 

 

BONINI, Edicléia Aparecida, D.S. Universidade Estadual de Maringá. Fevereiro 

de 2011. Análises bioquímicas de soja convencional e resistente ao glifosato 

relacionadas ao conteúdo de lignina e chiquimato. Professor Orientador: Dr. 

Osvaldo Ferrarese Filho. Professora Conselheira: Dr
a
 Maria de Lourdes Lucio 

Ferrarese. 

 

A presente tese é composta de quatro trabalhos descritos separadamente em 

capítulos. O objetivo geral foi realizar um estudo comparativo entre cultivares de 

soja RR (resistente ao glifosato) e respectivas parentais quanto ao à lignificação e 

ao acúmulo de chiquimato. No primeiro capítulo foram avaliados o conteúdo de 

chiquimato e os teores de lignina em plantas de soja transgênica e convencional 

em dois estádios de desenvolvimento, submetidas ou não à pulverização com o 

herbicida glifosato. As análises realizadas no estádio V3 indicaram acúmulo de 

chiquimato na cultivar convencional. A cultivar convencional por sua vez, 

acumulou chiquimato após a aplicação do herbicida, evidenciando sua 

sensibilidade ao glifosato. No estádio R7 foi possível observar o aumento da 

lignificação nas plantas, tanto no caule quanto nas folhas. Nessas plantas, o 

glifosato causou redução no peso seco e na lignificação da cultivar transgênica 

(BRS 242 RR). O objetivo no segundo estudo foi avaliar os efeitos do glifosato 

no acúmulo de chiquimato e na atividade da enzima chiquimato desidrogenase 

(SDH) nas folhas de soja, convencional e transgênica, submetidas à ação do 

herbicida glifosato. As avaliações se iniciaram imediatamente após a 

pulverização, caracterizando o tempo zero, e se estenderam por cinco dias. Nas 

folhas da cultivar convencional, tratada com glifosato, ocorreu crescente acúmulo 

de chiquimato e aumento na atividade da SDH, evidenciando que a ação do 

glifosato teve efeitos marcantes na via do chiquimato. Não foi constatado 

acúmulo de chiquimato na cultivar resistente ao glifosato e, em geral, a atividade 

da enzima não foi afetada pelo herbicida. O terceiro capítulo teve por objetivo 

determinar os teores de lignina e a composição dos principais monolignois, no 

tegumento de sementes de soja RR e convencional, com o intuito de verificar se a 
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soja modificada geneticamente, resistente ao glifosato, apresenta diferença nos 

teores deste polímero nos tegumentos, em comparação com sua cultivar parental. 

Neste estudo, o teor de lignina no tegumento de sementes variou em apenas um 

dos seis contrastes avaliados. Por fim, o quarto capítulo traz as análises 

cromatográficas de seis contrastes diferentes, sendo cada contraste formado por 

uma cultivar transgênica e sua respectiva cultivar parental convencional, 

submetidas ou não a embebição com solução de glifosato 0,6%. O acúmulo de 

chiquimato foi detectado apenas em cultivares convencionais, nas quais as 

sementes foram previamente embebidas em solução de glifosato 0,6%. Os 

resultados demonstraram que a detecção de chiquimato pelo método 

cromatográfico pode ser utilizado como um método rápido e preciso na 

diferenciação de soja resistente ao glifosato de soja convencional.  

 

 

Palavras-Chave: lignina, chiquimato, soja transgênica.  



xi 

 

ABSTRACT 

 

BONINI , Edicléia Aparecida, D.S. Universidade Estadual de Maringá; February 

2011. Biochemical analysis of conventional and roundup ready soybean 

related to lignin content and shikimate. Adviser: Dr. Osvaldo Ferrarese Filho. 

Committee Member: Dr
a
 Maria de Lourdes Lucio Ferrarese. 

 

The present thesis is composed by four independent studies which were 

described as chapters. The general goal was to conduct a comparative study 

between GR soybean cultivars (resistant to glyphosate) and their parental 

cultivars with respect to the lignification and shikimate accumulation. In the first 

chapter, the contents of shikimate and lignin in plants of transgenic and 

conventional soybean at two stages of development, submitted or not to the 

herbicide glyphosate were evaluated. Analyses performed at V3 stage indicated 

an accumulation of shikimate in the conventional cultivar. In turn, the 

conventional cultivar accumulated shikimate after herbicide application, 

indicating sensitivity to the glyphosate. In the R7 stage was possible to note an 

increase of lignification in plants, both in stem and leaves. In these plants, 

glyphosate reduced dry weight and lignification of transgenic cultivars (BRS 242 

RR). The goal of the second study was to evaluate the effects of glyphosate on 

accumulation of shikimate and activity of shikimate dehydrogenase (SDH) in 

conventional and transgenic soybean leaves, submitted to the herbicide 

glyphosate. The analyses were done immediately after spraying (zero time) and 

up to five days. In leaves of the conventional cultivar, treated with glyphosate, 

was noted increases of shikimate accumulation and activity of SDH, indicating 

that the action of glyphosate had significant effects on shikimate pathway. 

Accumulation of shikimate was not observed in glyphosate-resistant cultivar and, 

in general, the enzyme activity was not affected by the herbicide. The third 

chapter aims to determine the lignin concentration and composition of the major 

monolignol in the seed coat of RR soybeans and conventional, in order to 

determine whether the genetically modified soybean resistant to glyphosate, 

shows variation in the levels of polymer in the seed coats, compared with its 

parental cultivar. In this study, the lignin content in the seed coat varied in only 
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one of six contrasts tested. Finally, the fourth chapter brings the chromatographic 

analysis of six different contrasts, each consisting of a contrast transgenic crops 

and their respective parent cultivar conventional or not subjected to soaking in 

0.6% solution of glyphosate. The accumulation of shikimate was detected only in 

conventional cultivars, in which the seeds were previously soaked in 0.6% 

solution of glyphosate. The results showed that the detection of shikimate by 

chromatographic method can be used as a quick and accurate in differentiating 

glyphosate-resistant soybeans for soy. 

 

Keywords: lignin, shikimate, genetically modified soybeans. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O desenvolvimento de cultivares resistentes a herbicidas surgiu como 

alternativa no controle de plantas daninhas no manejo da soja, cultura que 

tornou-se alvo de atenção dos pesquisadores por se destacar como planta de 

grande retorno financeiro. A obtenção de cultivares resistentes ao glifosato é 

realizada desde a década de 1980 (SHAN et al., 1986; PADGETTE et al., 1995).  

O advento da soja transgênica, tolerante ao herbicida Roundup Ready
®

 

(RR), revolucionou o mercado mundial de soja, sendo autorizado seu cultivo 

definitivo no Brasil, em 2005, com a nova Lei de Biossegurança. Com a 

introdução da sequência CP4 EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase) 

no genoma de cultivares comerciais de soja, a qual confere tolerância ao 

ingrediente ativo glifosato, é produzida a proteína CP4 EPSPS, enzima que 

participa da biossíntese de aminoácidos aromáticos em plantas e microrganismos. 

No caso de cultivares convencionais, a inibição dessa enzima pelo glifosato, 

presente na via do chiquimato, causa deficiência na produção de aminoácidos 

essenciais e consequente morte das plantas, o que não ocorre nas cultivares de 

soja modificadas geneticamente.  

Segundo SHARMA (1986), o glifosato também pode inibir a lignificação 

devido ao seu modo de ação, bloqueando a via do chiquimato. LIU et al. (1997), 

em seu trabalho com plântulas de feijão, encontraram que os teores de lignina 

aumentam com o tempo de desenvolvimento o que não ocorre nas plantas 

tratadas com glifosato. Deste modo, os efeitos tóxicos do glifosato podem ser 

atribuídos a (1) impossibilidade da planta de sintetizar os aminoácidos 

aromáticos e, possivelmente, os ácidos fenólicos e, mais adiante, a lignina; (2) 

um dreno de energia resultante de ATP e fosfoenolpiruvato gasto no acúmulo de 

chiquimato e (3) toxicidade dos intermediários acumulados na via do chiquimato 

(FISHER et al., 1986).  

Como o glifosato é um herbicida que interfere na via de síntese de 

aminoácidos aromáticos e, por sua vez, na síntese de lignina, as determinações 

deste polímero bem como o acúmulo de chiquimato, em plantas de soja 
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convencionais e transgênicas, poderão estabelecer possíveis diferenças existentes 

entre as duas cultivares. Essas observações poderão indicar os efeitos causados 

pelo herbicida glifosato na presença e na ausência do gene modificado. 

O cultivo e o comércio de organismos geneticamente modificados vêm 

crescendo significativamente no mundo, em que pese o fato de que a utilização 

da biotecnologia na agricultura é vista de forma diferente nas distintas regiões. 

Variedades transformadas aprovadas em um país e usadas comumente na 

agricultura comercial são, às vezes, proibidas em outros países (MUMM & 

WALTERS, 2001). Isto significa que na comercialização de lotes de sementes 

convencionais produzidos em países onde as variedades geneticamente 

modificadas (GM) são utilizadas, para países onde as variedades transgênicas são 

proibidas ou controladas rigidamente, a presença adventícia de sementes de 

variedades GM é inevitável (LE BUANEC, 2003).  

Técnicas de segregação, rastreabilidade e preservação de identidade dos 

recursos genéticos e produtos alimentares assumiram caráter estratégico em 

nosso país, importante fornecedor mundial de soja convencional (PESSANHA & 

WILKINSON, 2003).  

O ensaio in vivo é um método utilizado para diagnosticar possível 

resistência, avaliando o acúmulo de chiquimato em tecido foliar, esta é uma 

forma de detecção de forma rápida da resistência ao glifosato, sabendo-se que 

após a aplicação desse produto, ocorre o acúmulo do chiquimato pela inibição da 

enzima EPSPS. Entre as desvantagens deste teste destaca-se a necessidade de 

sementes não dormentes e a utilização de mão-de-obra e materiais para análises 

(VIDAL et al., 2006). 

Os principais objetivos deste trabalho foram avaliar se alteração da EPSPS 

se resume apenas à sua resistência ao glifosato ou se ela também interfere na via 

da qual faz parte, na presença ou ausência do herbicida, ao longo do 

desenvolvimento da planta de soja, incluindo a concentração de chiquimato, a 

atividade da enzima EPSPS e a síntese de lignina. Além de desenvolver uma 

técnica alternativa, rápida, sensível e segura para diferenciar a soja resistente ao 

glifosato da soja convencional visando, futuramente, assessorar órgãos 
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interessados, especialmente empresas ligadas à produção de sementes, nas suas 

estratégias de controle. 
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2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. A soja transgênica Roundup Read
® 

 

A soja transgênica RR (Roundup Ready
®
) foi desenvolvida pela 

Companhia Monsanto (St. Louis, MO, EUA) na década de 1980, com o objetivo 

de disponibilizar um material tolerante à ação de herbicidas à base de glifosato. 

Estes são comumente utilizados para dessecação de vegetação invasora em 

culturas perenes ou em operações de pré-plantio das anuais, principalmente no 

sistema de plantio direto, em que o solo não é revolvido e a semeadura se dá 

sobre palhada da cultura anterior ou das plantas espontâneas do terreno 

(HEBERLÊ, 2005).  

 O evento 40-3-2 da Monsanto recebeu o gene CP4 EPSPS, que codifica a 

enzima CP4 EPSPS, presente na bactéria do solo, Agrobacterium sp cepa CP4. 

Para obtenção do gene, foi usada a técnica de transformação por aceleração de 

partículas metálicas recobertas com material genético, denominada biobalística. 

O inserto para transformação, contém uma parte do promotor do vírus do 

mosaico da couve-flor (CaMV 35S), seguido do peptídeo de trânsito de 

cloroplasto da epsps (CTP EPSPS) de petúnia híbrida, a sequência codificadora 

cp4epsps e parte do terminador de transcrição nos da nopalina sintase de 

Agrobacterium tumefaciens (PADGETTE et al., 1996; CONCEIÇÃO; 

MOREIRA; BINSFELD, 2006). Semelhantes construções foram empregadas, 

posteriormente, na transformação de algodão, milho, beterraba e canola 

(DEISINGH & BADRIE, 2005). 

 A crescente necessidade de aumento de produtividade, com consequente 

redução de custos, facilidade de manejo e menor efeito residual do novo evento 

promoveu o rápido crescimento da área cultivada com soja RR no mundo. No 

Brasil, essa cultura foi responsável por 45,6% do total de área plantada e 

aproximadamente, 42,71% do total da produção de grãos na safra 2009/2010 

(CONAB, 2010).  
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2.2. A via do chiquimato 

A via do chiquimato consiste de uma seqüência de sete passos metabólicos 

que terminam com a produção de corismato, um precursor biossintético para 

vários compostos aromáticos. A organização das sete enzimas é marcadamente 

diferente nos três reinos onde elas estão presentes (reinos Fungi, Monera e 

Plantae). Na maioria dos procariotos, os sete passos são realizados por enzimas 

multifuncionais. Em fungos, os passos 2-6 são catalisados por um complexo 

multifuncional AROM e, em plantas, a enzima bifuncional diidroquinato 

desidratase-chiquimato desidrogenase catalisa os terceiro e quarto passos da via 

(SINGH & CHRISTENDAT, 2006).  

A via do chiquimato é responsável pela síntese de aminoácidos 

aromáticos essenciais, como fenilalanina e tirosina (BUCHANAM et al., 2000). 

Estes aminoácidos, além de constituírem proteínas importantes para o 

desenvolvimento da planta, podem participar da via dos fenilpropanoides, 

principal caminho para a síntese de compostos fenólicos, dentre estes os 

monolignóis, precursores da lignina (ANEXO A). A síntese desta molécula é um 

processo complexo, o qual envolve inúmeras etapas enzimáticas que compõem o 

metabolismo secundário das plantas (STRACK, 1997).  

A formação do chiquimato ocorre a partir do processo regenerativo do 

carboidrato eritrose-4-fosfato, sintetizado durante a fotossíntese, além do 

fosfoenolpiruvato, derivado da glicólise. Ambos iniciam a via biossintética que, 

por meio de reação de condensação e de várias outras reações transformadoras, 

forma o chiquimato. Subsequentemente, esta mesma via culminará com a 

formação de aminoácidos aromáticos e síntese de lignina (ABREU, 1994).     

Dentre as etapas metabólicas da via do chiquimato, a quarta reação 

corresponde à redução, dependente de NADPH, do ácido desidrochiquímico 

formando o chiquimato, catalisada pela enzima-chave chiquimato desidrogenase 

(SDH) (EC 1.1.1.25) (SINGH & CHRISTENDAT, 2006). Reversivelmente, a 

oxidação NADP
+
-dependente do produto da reação, o chiquimato, leva a 

formação de derivados do ácido benzóico, como os ácidos protocatecuico e 
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gálico. Nas plantas, a chiquimato desidrogenase responde aos diferentes estresses 

ambientais como o ataque de insetos mastigadores ou lagartas, de 

microrganismos, alteração na concentração de íons no solo e a deficiência de 

nitrogênio (DIAZ et al., 2001).  

O chiquimato acumulado pela exposição ao glifosato pode ser usado como 

substrato por esta enzima podendo causar alterações em sua atividade. Este 

parâmetro, portanto, pode ser importante para desvendar as alterações 

metabólicas causadas pelo glifosato. Entretanto, poucos estudos têm sido 

realizados para determinar a atividade da chiquimato desidrogenase em plantas 

expostas ao glifosato. 

De acordo com ANDERSON et al. (2001), um bioindicador ideal para 

plantas expostas ao glifosato deve ser específico para esse herbicida, 

desenvolver-se rapidamente no interior da célula, aí permanecendo durante 

algum tempo, ser relativamente fácil de extrair e analisar a baixo custo. Nesse 

contexto, o chiquimato tem demonstrado ser um marcador seletivo para plantas 

expostas à sub-doses de glifosato e (HARRING et al., 1998; SINGH & 

SHANER, 1998;), sendo importante na identificação de plantas daninhas com 

sintomas de resistência.  

O acúmulo de ácido chiquímico em resposta a inibição da EPSPS pelo 

herbicida glifosato é um teste rápido e preciso para quantificar danos em plantas 

sensíveis a este herbicida. PLINE et al. (2002) analisaram o acúmulo de 

chiquimato em variedades de algodão resistentes e sensíveis ao glifosato. Todos 

os tecidos do algodoeiro suscetíveis acumularam chiquimato em resposta ao 

tratamento com glifosato, enquanto que os tecidos de plantas resistentes ao 

glifosato acumularam muito menos chiquimato. 
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2.3. Lignina  

A lignina perfaz 15 a 30% da biomassa seca da parede celular, sendo o 

segundo mais abundante polímero do planeta, após a celulose (APEZZATO-DA-

GLORIA & CARMELLO-GUERREIRO, 2003). 

Além de proporcionar rigidez aos tecidos condutivos das plantas 

vasculares, a lignina funciona como uma barreira contra a perda excessiva de 

água (BUCHANAM et al., 2000). A presença de lignina nas plantas é 

fundamental para as junções entre células vizinhas, expansão e enrijecimento dos 

tecidos, provendo assim, uma forte barreira física contra a invasão de 

microrganismos (BOUDET, 2000). Levando em conta a quantidade de lignina na 

raiz, pressupõe-se que em maior quantidade ofereça à planta maior sustentação 

no solo. 

Estruturalmente, a lignina é um polímero fenólico altamente ramificado e 

constituído de álcoois fenilpropanoides (BOUDET, 2000). A polimerização 

ocorre entre uma ou mais unidades precursoras, chamadas monolignóis: os 

álcoois p-cumarílico, coniferílico e sinapílico (ANEXO A). Uma vez 

polimerizado, os resíduos derivados de cada um destes precursores são 

denominados, respectivamente, H (p-hidroxifenil), G (guaiacil) e S (siringil) e os 

polímeros enriquecidos com estes respectivos resíduos são referidos como 

ligninas tipos H, G ou S (DEAN, 1997). 

O processo metabólico de deposição de lignina na parede celular é 

necessário em todos os tecidos das plantas, e é uma etapa importante durante a 

expansão celular e o crescimento da raiz. Além de desempenhar papel importante 

na absorção, transporte e secreção de substâncias, é responsável pela resistência 

mecânica de vegetais e é uma das principais formas de defesa da planta 

(FENGEL & WEGENER, 1984; BUCHANAN et al., 2000). Em geral, a parede 

celular se torna lignificada quando há um decréscimo da expansão celular, mas 

também quando está sob estresse, seja ele biótico ou abiótico, ou ainda quando as 

células, principalmente do xilema, se diferenciam para uma especialização 

particular (CHRISTENSEN et al., 1998). 
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Apesar de inúmeros estudos realizados com relação à lignina, muitas 

questões relativas à sua estrutura química permanecem em debate (ANTEROLA 

& LEWIS, 2002).  

Esse polímero é derivado de unidades fenilpropenoides denominadas C6C3 

ou, simplesmente, unidades C9, repetidas de forma irregular. Ela é uma mistura 

racêmica de heterobiopolímeros aromáticos composto principalmente, de três 

álcoois hidroxicinamílicos, diferindo no seu grau de metoxilação. Eles são 

chamados de monolignois: álcool p-cumarílico álcool coniferílico e álcool 

sinapílico correspondendo aos monolignois H, G e S, respectivamente 

(FREUDENBERG & NEISH, 1968; LI et al., 2008). O álcool p-cumarílico não 

possui metoxila, o coniferílico e o sinapílico possuem, respectivamente, um e 

dois grupos por molécula. O grupo metoxílico é considerado um grupo funcional 

característico de ligninas e seus derivados, sendo de grande importância sua 

determinação (MORAIS, 1992).  

Alguns autores têm reconhecido os termos “core” e “não core” para 

diferenciar tipos de lignina (JUNG & DEETZ, 1993; LAPIERRE, 1993). Lignina 

core consiste de polímeros fenilpropenoides da parede celular, altamente 

condensados e muito resistentes à degradação. Eles são compostos de unidades 

p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em proporções diferentes, de 

acordo com sua origem. Lignina não core consiste de compostos fenólicos de 

baixo peso molecular, liberados da parede celular por hidrólise, que é 

representada por ácidos p-hidroxicinâmico éster-ligados. Estes ácidos podem 

estar ligados à lignina core, aos polissacarídeos ou a ambos, simultaneamente 

(JUNG, 1989) e correspondem aos fenólicos extraídos. Com a maturação da 

planta, reduz-se a concentração dos ésteres dos ácidos fenólicos livres devido sua 

polimerização, assim, a concentração de lignina verdadeira (core) aumenta (VAN 

SOEST, 1994). A lignina também pode estar quimicamente ligada à 

hemicelulose por meio da xilose e arabinose (JUNG & VOGEL, 1992), porém 

não há evidência de ligação covalente com a celulose (CHESSON & 

FORSBERG, 1988).  
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A avaliação in situ da lignina core é normalmente feita através do extrato 

livre de parede celular, o qual pode ser obtido após extração prévia com 

solventes orgânicos para eliminar os componentes solúveis. Isto é importante 

para minimizar os problemas de interferência entre a lignina core e outros 

fenólicos solúveis (MORAIS et al., 1991).  

 

2.4. Lignina e o dano mecânico 

A semente de soja é muito sensível ao dano mecânico, uma vez que as 

partes vitais do eixo embrionário (radícula, hipocótilo e plúmula) estão situadas 

sob um tegumento pouco espesso, que praticamente não lhe oferece proteção 

(HENNING & FRANÇA NETO, 1984). A susceptibilidade do tegumento da 

semente ao dano mecânico constitui-se em caráter importante para a qualidade de 

sementes de soja, a qual está intimamente relacionada com a variabilidade 

genética (CARBONELL, 1995).  

Em algumas pesquisas, tem sido observado que o teor de lignina no 

tegumento pode influenciar a qualidade fisiológica das sementes 

(PANOBIANCO et al., 1999). Nos programas de melhoramento genético, busca-

se a seleção de genótipos com teores de lignina superiores a 5%, por 

apresentarem maior resistência ao impacto mecânico do que cultivares com testa 

impermeável (ALVAREZ et al., 1997). Porém, ainda não está devidamente 

esclarecida a relação entre o teor de lignina e a qualidade fisiológica das 

sementes de soja. 

O tegumento da semente é proveniente dos integumentos do óvulo, e o 

integumento externo, ou primina, origina a testa, enquanto o integumento 

interno, ou secundina, origina o tégmen. Em um corte transversal da testa de uma 

semente de soja, podem ser distinguidas quatro camadas a partir da superfície: 

cutícula, epiderme (células paliçádicas ou macroesclerídeos), hipoderme (células 

em ampulheta ou células pilares ou osteoesclerídeos) e células parenquimatosas 

(SWANSON et al., 1985). De acordo com CAVINESS & SIMPSON JUNIOR 

(1974), a espessura do conjunto das quatro camadas da testa da semente de soja 

pode variar de 70 a 100µm, e pode existir variação entre cultivares. Essa 
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característica é constante dentro de cada cultivar e é controlada geneticamente. 

Na testa das sementes de soja, está presente a lignina, polímero natural associado 

à qualidade das sementes (LEWIS & YAMAMOTO, 1990). 

ALVAREZ et al. (1997) e PANOBIANCO et al. (1999) observaram 

relação direta entre a resistência das sementes a danos mecânicos e os teores de 

lignina. Também foi observada grande variabilidade genética para a resistência a 

dano mecânico (CARBONELL & KRZYZANOWSKI, 1995) e para o teor de 

lignina (CARBONELL & KRZYZANOWSKI, 1995; ALVAREZ et al., 1997).  

A lignificação do tegumento é uma característica relevante, pois confere 

resistência mecânica ao tecido e protege a parede celulósica do ataque de 

microrganismos (TAVARES et al., 1987). A lignina é o terceiro maior 

componente da parede celular e o principal constituinte da substância 

intercelular, responsável pela manutenção da integridade e coesão estrutural das 

fibras vegetais (MENEZES et al., 2009). 

 

2.5. Efeitos bioquímicos do glifosato nas plantas 

O glifosato foi um dos primeiros herbicidas, comercialmente relevantes, 

em que se caracterizou a ação sobre uma única enzima não existente em animais. 

Seu mecanismo de ação é bem definido já que inibe especificamente a enzima 5- 

enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS, EC. 2.5.1.19), que catalisa a 

condensação do chiquimato-3-fosfato com fosfoenolpiruvato (STEINRUCKEN 

& AMRHEIN, 1980). Esta etapa está inserida na via do chiquimato, que precede 

a via biossintética dos aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e 

triptofano) e derivados como ácido indol-3-acético (AIA), vitaminas E, K e ácido 

fólico, ubiquinonas, antocianinas, fitoalexinas, flavonóides, fenilpropenoides e 

lignina. 

A Companhia Monsanto iniciou a produção de produtos químicos com 

atividade herbicida em 1952, continuando esta atividade até hoje. O glifosato [N-

(fosfonometil) glicina] foi primeiramente preparado pela Monsanto, em meados 

de 1970. É um aminoácido branco, inodoro e cristalino de fórmula empírica 

C3H8NO5 e massa molar de 169,08. A sua solubilidade na água, a 25ºC, é de 
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1,157% e, a 100ºC, cerca de 6% (FRANZ et al., 1997). É um herbicida 

amplamente utilizado na agricultura para o controle de plantas daninhas (FRANZ 

et al., 1997; GALLI & MONTEZUMA, 2005).  

Várias pesquisas indicam que o glifosato pode ser degradado por 

microrganismos e plantas para produzir ácido aminometilfosfônico (AMPA) e 

sarcosina (ANEXO B), os quais podem se degradar, na água, até dióxido de 

carbono e fosfato, embora uma lenta degradação do AMPA tenha sido relatada 

em alguns casos (TALBOT et al., 1984). A degradação abiótica é também uma 

importante via de dissipação do glifosato no ambiente. Por outro lado, não ocorre 

a sua foto-degradação direta (RUEPPEL et al., 1977). 

O glifosato é absorvido basicamente pela região clorofilada das plantas, e 

translocado preferencialmente pelo floema, para os tecidos meristemáticos. 

Depois que o alvo primário é afetado por um herbicida uma série de eventos 

bioquímicos e fisiológicos ocorrem em sequência. Estes eventos são 

frequentemente interligados e relacionados entre si por vias metabólicas 

complexas, tanto que ligar os eventos secundários aos efeitos primários às vezes 

é bastante difícil (DEVINE; DUKE; FEDTKE, 1993).  

 O sítio de ação do glifosato é a via do chiquimato. No entanto, o primeiro 

sintoma observado é a clorose, especialmente nas folhas mais jovens. A relação 

desta com a inibição da síntese de aminoácidos aromáticos não é direta (COLE, 

1985). Outro indício da ação indireta do glifosato é o fato de muitos estudos 

relatarem que o desenvolvimento inicial de algumas cultivares de soja de soja RR 

é prejudicado pelo herbicida (SANTOS et al., 2007; ZABLOTOWICZ; REDDY, 

2007), o que não deveria ocorrer devido a presença do gene de resistência nessas 

plantas. Alguns relatos indicam que plantas de soja, resistentes ao glifosato, são 

menos eficientes na absorção de manganês (Mn) e, ainda, que o glifosato, nos 

exsudados das raízes, altera a microflora da rizosfera e é tóxico para organismos 

redutores de Mn, que são importantes na manutenção do Mn divalente para a 

absorção radicular (YAMADA, 2005). 

Segundo MAROCHI (2002), alguns cultivares de soja resistentes ao 

glifosato apresentam discreta clorose nos trifólios jovens quando submetidos à 
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dose de 2.400 g e.a. ha
-1

. Um dos principais fatores relacionados com a eficiência 

fotossintética das plantas e, consequentemente, com o crescimento e 

adaptabilidade a diferentes ambientes é a energia luminosa (ENGEL; 

POGGIANNI, 1991). A restrição de fotoassimilados pode afetar o crescimento 

da planta e refletir em menor estatura e menor número de nós (MUNDSTOCK; 

THOMAS, 2005). 

 Estudos realizados por SANTOS et al. (2007) revelaram discreto efeito 

tóxico do glifosato nas plantas de soja RR. Atingindo o florescimento, observou-

se recuperação das plantas. Entretanto, houve uma diminuição considerável do 

número de nódulos radiculares produzidos na simbiose entre soja e rizóbio. No 

mesmo estudo foi possível observar que a aplicação do glifosato diminuiu o teor 

de nitrogênio (N) nas folhas, o que indica que sua aplicação, ainda que 

recomendada para a cultura da soja esclareceria relatos de alguns agricultores 

sobre o insatisfatório desenvolvimento inicial de plantas de soja em cultivos sob 

sistema de plantio direto. Semelhante ao observado para o N, o teor de cálcio foi 

reduzido nas folhas das plantas de soja RR, tratadas com glifosato. DUKE et al. 

(1983) observaram diminuição no conteúdo de cálcio em plantas de soja tratadas 

com glifosato. Esses autores verificaram que, na presença do herbicida, o cálcio 

era transportado para raízes e hipocótilo; contudo, a partir de quatro dias da 

aplicação, a translocação desse nutriente para as folhas de soja era fortemente 

inibida pelo herbicida. 

Alguns trabalhos têm relatado acúmulo de chiquimato em plantas tratadas 

com glifosato. SINGH & SHANER (1998) observaram que, na soja, o 

chiquimato acumula após 24 horas da aplicação de uma dose subletal de 

glifosato; após 96 horas os níveis de glifosato foram menores do que aquele 

constatado com 24 horas. HARRING et al. (1998) também relataram que o 

acúmulo de chiquimato foi proporcional a concentração de glifosato. 

BUEHRING et al. (2007) relataram que, no milho, a exposição ao glifosato 

resultou em acúmulo de 297% dos teores de chiquimato, 7 dias após a aplicação 

e de 489%, 5 dias após a aplicação, quando comparado com o controle. 
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Além das alterações causadas nos conteúdos de chiquimato, a exposição 

ao glifosato afeta o metabolismo de ácidos fenólicos, elementos indispensáveis 

nas estruturas anatômicas e morfológicas, das quais muitos constituem partes 

integrantes das estruturas da parede celular, principalmente em polímeros como 

lignina e suberinas (STRACK, 1997).  

Grande especulação tem sido gerada com relação aos teores de lignina na 

planta entre cultivares transgênicas (RR) e convencionais (COGHLAN, 1999; 

KUIPER et al., 2001; NODARI & DESTRO, 2006). Ao obstruir a via do 

chiquimato, pela inibição da EPSPS, o glifosato pode afetar não só a produção de 

proteínas da soja, mas também a via metabólica geradora de lignina. 

NODARI & DESTRO (2006), em estudo realizado em nove lavouras de 

soja no Rio Grande do Sul, observaram que na presença de secas e altas 

temperaturas, as cultivares RR sofreram mais prejuízos que as convencionais. Os 

autores observaram um grande número de plantas com rachaduras no caule de 

penetrância elevada, sendo que uma quantidade significativa das mesmas 

apresentava-se com caules dobrados ou quebrados, cerca de 50% a 70% das 

plantas, possivelmente devido à superprodução de lignina nos materiais RR. 

Segundo COGHLAN (1999), os teores elevados de lignina depositados no 

caule das plantas de soja estariam ocasionando estas rachaduras devido ao 

enrijecimento das plantas sob altas temperaturas (45
o
C), problema também 

detectado em lavouras de soja transgênica RR nos EUA, o que teria ocasionado, 

em anos mais quentes, perdas por tombamento de até 40% (NODARI & 

DESTRO, 2006) em conseqüência de aproximadamente 20% a mais de lignina 

em materiais RR (KUIPER et al., 2001). 

Embora a causa exata do comportamento da lignina neste mecanismo 

ainda seja desconhecida, possivelmente as alterações dos teores na planta sejam 

devido ao fato dos precursores da molécula de lignina serem formados na via do 

chiquimato, que é inibido pelo herbicida glifosato em plantas convencionais. 

Desta forma, a sequência CP4 EPSPS, introduzida no genoma de cultivares 

comerciais de soja, poderia estar apresentando efeito pleiotrópico, modificando 

assim os teores de lignina na planta. 
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Além da ação direta do glifosato na via de síntese de lignina, todos os 

efeitos indiretos relatados também podem interferir na produção dessa molécula 

nas plantas de soja RR. Não se deve ignorar, ainda, o fato de que ao se alterar a 

atividade de uma única enzima da via metabólica pode-se modificar o nível de 

intermediários dessa via, afetando a expressão de outros genes em nível de 

transcrição (BOERJAN et al., 2003). 

 

2.6. Métodos de identificação de material transgênico 

Preocupações com os atributos intrínsecos e extrínsecos de qualidade nos 

alimentos têm crescido nas últimas décadas e a polêmica se tornou acirrada com 

a entrada dos alimentos transgênicos no mercado consumidor. Técnicas de 

segregação, rastreabilidade e preservação de identidade dos recursos genéticos e 

produtos alimentares assumiram caráter estratégico em nosso país, importante 

fornecedor mundial de soja convencional (PESSANHA & WILKINSON, 2003). 

Grande fonte de risco desse sistema de segregação consiste nos testes de 

detecção utilizados, já que nenhum deles possui absoluta exatidão 

(HUFFMANN, 2004). A produção mundial de sementes de espécies 

geneticamente modificadas (GM) atingiu proporções significativas, levando 

institutos de pesquisa, agências de inspeção e companhias de vários países a 

desenvolver estratégias e métodos para detecção de sementes de plantas GM. 

Entretanto, não há um método definitivo (CUNHA et al., 2005).  

O Quadro 1 sumariza os diferentes métodos empregados na identificação 

de sementes de soja resistentes ao glifosato. 
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Quadro 01. Métodos para a detecção e a quantificação de sementes de soja 

resistente ao glifosato 

 
Métodos Vantagens Desvantagens 

Substrato umedecido em 

solução com herbicida 

- menor trabalho para o 

analista 

- menor gasto de material 

- maior contato com o 

herbicida 

- afeta o  

desenvolvimento da 

planta GM 

Pré-embebição em 

solução com herbicida 

- menor contato com o 

herbicida 

- não afeta o 

desenvolvimento da planta 

GM 

- eficiente diferenciação das 

cultivares GM e não GM 

- maior trabalho para o 

analista 

- maior gasto de 

material 

- interferência da 

presença de sementes 

duras 

Imersão em solução com 

herbicida 

- menor contato com o 

herbicida 

- menor gasto de material 

- menor trabalho para o 

analista 

- afeta o 

desenvolvimento da 

planta GM 

- ruptura do tegumento 

- dificuldade de 

avaliação 

Spray de plântulas em 

laboratório 

 

------- 

- difícil condução e 

avaliação 

- não aplicável à rotina 

do laboratório 

Spray de plântulas em 

casa de vegetação 

- pode ser realizado pelo 

produtor 

- tempo para avaliação 

em torno de 30 dias 

Sistema hidropônico - não afeta o 

desenvolvimento da planta 

GM 

- sintomas bem evidentes 

- maior trabalho para o 

analista 

- equipamento 

específico 

Kit  

(ELISA) 

- fácil condução 

- aplicável à rotina do 

laboratório 

- resultado em 5 minutos 

- alto custo 

- resultado qualitativo 

PCR 

(Polymerase Chain 

Reaction) 

- sensível, preciso e 

confiável 

- equipamento 

específico 

- alto custo 

- difícil execução 

- requer pessoal 

especializado 

Método colorimétrico 

(peroxidase) 

- eficiente diferenciação das 

cultivares GM e não GM 

- fácil aplicação 

- baixo custo 

- resultado qualitativo 

- tempo para avaliação 

de 8 dias 

  Fonte: Tillmann e Miranda (2005) 
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Da análise do citado Quadro, constata-se que os métodos analíticos de 

detecção de sementes de espécies GM podem ser divididos entre os baseados em 

proteína, como o teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay) que 

detecta proteínas específicas presentes em sementes de plantas GM e os kits (tiras 

de fluxo lateral) que trabalham com anticorpos. Ambos só oferecem resultados 

qualitativos, e naqueles baseados no DNA a técnica mais empregada é o PCR 

(Polymerase Chain Reaction), que estuda o gene inserido no DNA do material, e 

pode ser utilizada para análises qualitativas (detecção e identificação) e 

quantitativas, através do PCR competitivo e do PCR em tempo real. 

Testes de resistência aos herbicidas, conduzidos em conjunto com o teste 

de germinação, denominado bioensaio, foram propostos por Miranda et al. 

(2005). Estes testes seguem metodologias de substrato umedecido, imersão das 

sementes em solução de herbicida, pré-embebição em substrato com herbicida, 

em sistema hidropônico e pulverização de plântulas em laboratório ou casa-de-

vegetação. Todavia, estes testes oferecem somente resultados qualitativos. 

Métodos quantitativos para detecção do chiquimato, em plantas tratadas 

com glifosato, estão sendo aperfeiçoados e utilizados na detecção de plantas 

sensíveis aos danos provocados por este herbicida, assim como para determinar a 

eficácia de diferentes formulações de glifosato. O princípio fundamental é o fato 

do chiquimato se acumular significativamente nos tecidos após a inibição da 

EPSP sintase pelo glifosato. Em plantas não-tratadas, o chiquimato não é 

facilmente detectado, pois rapidamente se converte em chiquimato 3-fosfato e, a 

seguir, em EPSP pela ação da EPSPS. Por outro lado, em plantas tratadas, 

quando a EPSPS está inibida pelo herbicida, ela se torna incapaz de catalisar a 

conversão de fosfoenolpiruvato (PEP) e chiquimato 3-fosfato em EPSP 

ocasionando, por conseguinte, acúmulo de chiquimato (ANEXO C). Portanto, o 

acúmulo deste composto é o resultado direto da inibição enzimática pelo 

glifosato, podendo ser quantificado e correlacionado com os danos teciduais 

induzidos pelo herbicida (LIDON & DUKE, 1988; SINGH et al., 1998; 

HARRING et al., 1998; DUKE et al., 2003; PLINE et al., 2002; SHANER et al., 

2005). 
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CAPÍTULO I 

 

LIGNIFICAÇÃO E ACÚMULO DE CHIQUIMATO EM PLANTAS DE 

SOJA CONVENCIONAL E TRANSGÊNICA RR APÓS APLICAÇÃO DO 

HERBICIDA GLIFOSATO 

 

 

resumo: Sintomas de fitotoxidade causados pelo glifosato em cultivares de soja 

transgênicas tem sido relatados por agricultores e pesquisadores da área. A 

inserção do gene de resistência a esse herbicida ocorre na via do chiquimato, 

responsável pela síntese de lignina. Estudos indicam que plantas suscetíveis ao 

glifosato acumulam chiquimato em seus tecidos.  Neste trabalho, objetivou-se 

avaliar o conteúdo de chiquimato e os teores de lignina em plantas de soja 

transgênica e convencional submetidas à pulverização com o herbicida glifosato. 

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetação e laboratório. Foi analisada a 

cultivar transgênica (BRS 242 RR) e sua respectiva cultivar parental (Embrapa 

48), cedidas pela Embrapa Soja (Londrina, PR). O delineamento experimental 

utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro repetições para cada tipo de 

avaliação. As pulverizações foram realizadas nos estádios de desenvolvimento 

V3, na dosagem de 2L/ha
-1

. Foram determinados os teores de lignina no caule e 

nas folhas e concentração de chiquimato nas folhas. As análises foram realizadas 

3 dias após aplicação do herbicida (DAA) e no estádio R7, onde também 

verificou-se a biomassa seca de raízes e parte aérea. Da análise dos resultados foi 

possível observar o aumento da lignificação nas plantas no estádio R7, tanto no 

caule quanto nas folhas. Nessas plantas, o glifosato causou redução no peso seco 

e na lignificação da cultivar transgênica (BRS 242 RR). A cultivar convencional 

por sua vez acumulou chiquimato após a aplicação do herbicida, evidenciando 

sua sensibilidade ao herbicida. 

 

Palavras-chave: lignina, chiquimato, glifosato, soja RR.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os sintomas macroscópicos da fitotoxidade ao glifosato são lentos. A 

morte de uma planta não transgênica, injuriada, ocorre vários dias após sua 

aplicação. Todavia, alguns aspectos bioquímicos podem ser verificados em 

poucas horas. Sem dúvida, o acúmulo do chiquimato é uma conseqüência 

fisiológica imediata da injúria causada pelo herbicida, o que pode se tornar útil 

na rápida detecção de tecidos vegetais afetados (FRANZ et al., 1997; DUKE et 

al., 2003; KREMER et al., 2005). Fato digno de nota são as constatações de 

SINGH & SHANER (1998) de que cultivares de soja transgênica, capazes de 

expressar suficientemente o gene CP4-EPSPS, não acumulam chiquimato quando 

tratadas com glifosato. 

A EPSP sintase atua na via do ácido chiquímico, responsável pela síntese 

de aminoácidos aromáticos essenciais, como a fenilalanina e a tirosina. Estes 

aminoácidos, além de constituírem proteínas importantes para o desenvolvimento 

da planta, participam da via dos fenilpropanoides, principal caminho para a 

síntese de compostos fenólicos, dentre eles os monolignóis, precursores da 

lignina. Assim, ao obstruir a via do ácido chiquímico, pela inibição da EPSP 

sintase, o glifosato pode afetar não só a produção de proteínas de soja 

convencional, mas também a via metabólica geradora de lignina. Já, para o caso 

da soja transgênica não existem informações neste contexto. 

Sob determinadas condições e formulações do sal de glifosato utilizado no 

controle das plantas daninhas, a soja resistente ao glifosato também pode sofrer 

injúrias ocasionadas pelo herbicida (REDDY & ZABLATOWING, 2003).  

Contudo, são escassos os trabalhos que relatam a ocorrência de reduções na 

produtividade de grãos de soja resistente ao glifosato, em decorrência da 

aplicação desse herbicida em pós-emergência na cultura. Resultados obtidos por 

esses autores indicaram injúrias às plantas de soja, com valores de 29 a 38%, dois 

dias após a aplicação; todavia, constataram recuperação total das plantas com o 

desenvolvimento da cultura. 
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Como o glifosato é um herbicida que interfere na via de síntese de 

aminoácidos aromáticos e, por sua vez, na síntese de lignina, as determinações 

deste polímero bem como o acúmulo de chiquimato, em plantas de soja 

convencionais e transgênicas, poderão estabelecer possíveis diferenças existentes 

entre as duas cultivares. Essas observações poderão indicar os efeitos causados 

pelo herbicida glifosato na presença e na ausência do gene modificado. 

A questão central deste trabalho foi avaliar se alteração da EPSPS se 

resume apenas à sua resistência ao glifosato ou se ela também interfere na via da 

qual faz parte, na presença ou ausência do herbicida, ao longo do 

desenvolvimento da planta de soja. Nesta linha de raciocínio, o presente trabalho 

teve como objetivo avaliar a lignificação e o teor de chiquimato no caule e na 

folhas dos cultivares Embrapa-58 (convencional parental) e BRS 242 RR 

(transgênica) após tratamento, ou não, com glifosato. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Material e condução experimental 

Os experimentos foram conduzidos no segundo semestre de 2008, em casa 

de vegetação e as análises foram realizadas no Laboratório de Bioquímica 

Vegetal, ambos pertencentes à Universidade Estadual de Maringá, em Maringá, 

Paraná.  

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de soja (Glycine max L. 

Merrill), produzidas na safra 2007/2008. Uma delas não modificada 

geneticamente (Embrapa 48) e outra, modificada geneticamente (BRS 242 RR), 

portadora do gene para a resistência ao herbicida glifosato, ambas registradas, 

protegidas e cedidas pela Embrapa Soja - Londrina, Paraná.  

O glifosato de uso comercial utilizado foi o herbicida Roundup Ready
®
, 

360 g L
-1

 do equivalente ácido (e.a.), 480 g L
-1

 de sal de isopropilamina N-

(fosfonometil) glicina (glyphosate) e 684 g L
-1

 de ingredientes inertes, adquirido 

junto a COCAMAR (Maringá, PR). O chiquimato, os sais de tampões, sais da 
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solução nutritiva e os demais reagentes foram adquiridos da Sigma
®
, Merck

®
, 

Reagen
®
 e Nuclear

®
. 

 

2.2. Sistema experimental  

Foram utilizados vasos plásticos com 5 L de capacidade. O solo utilizado 

para preenchimento dos vasos apresentava textura arenosa, com 920 g kg
-1

 de 

areia; 30 g kg
-1

 de argila; 7,36 g dm
-3

 de C e pH (H2O) = 6,2. Após o tratamento 

com fungicida Derosal Plus
®
 (carbendazim+Thiram), as sementes foram 

dispostas em número de dez sementes por vaso, a um centímetro de 

profundidade. Depois de uma semana foi realizado o desbaste. Os vasos foram 

irrigados diariamente de forma a manter o solo úmido, e mantidos livres de 

plantas daninhas por meio de capinas manuais.  

O tratamento foi realizado quando as plantas de soja apresentavam a 

segunda folha trifoliolada completamente desenvolvida (estádio V3 da escala de 

FEHR & CAVINESS, 1977), através da aplicação do herbicida comercial, na 

dose de 2 L ha
-1

, e volume de calda de 150 L ha
-1 

, com o auxílio de um 

pulverizador costal e pressão constante à base de CO2, equipado com pontas 

Teejet 110 02 – pressão de 30 lb pol
-2

, sendo que a altura da aplicação foi 50 cm 

acima da borda dos vasos. 

Foram estabelecidos dois sistemas experimentais. Num primeiro ensaio, 

as avaliações foram realizadas três DAA, utilizando-se para as análises as folhas 

(2º trifólio) e o caule das plantas. No segundo ensaio, as análises foram 

realizadas após as plantas atingirem sua maturidade fisiológica, no estádio R7, já 

no final do ciclo. Nos dois ensaios foram determinados os teores de lignina do 

caule e das folhas, e o conteúdo foliar de ácido chiquímico. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo 

realizadas quatro repetições para cada tipo de avaliação. Os tratamentos foram 

dispostos em esquema fatorial, 2x2. Para cada ensaio foi utilizado uma 

testemunha, onde se pulverizou água, sem a adição dos tratamentos em estudo. 

2.3.  Biomassa seca da parte aérea e das raízes das plantas de soja 
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Após atingirem o estádio de maturidade fisiológica,  as plantas foram 

cortadas rente ao solo e as raízes foram cuidadosamente retiradas do solo.  Após 

lavagem com água corrente, parte aérea e raízes foram acondicionadas em sacos 

de papel e levadas para secar em estufa com circulação forçada de ar a 65 – 70 

°C. Após secagem do material por período suficiente para que o peso se 

mantivesse constante, foram tomados os pesos da matéria seca por pesagem em 

balança de precisão.  

 

2.4. Determinação do teor de lignina 

A extração da lignina foi efetuada, em gral de porcelana, triturando 0,3 g 

de matéria seca, proveniente dos caules e das folhas, em 7 mL de tampão fosfato 

de sódio e potássio (50 mM, pH 7,0) e transferindo o material para um tubo de 

centrífuga de 15 mL (FERRARESE et al., 2002). Cada tubo constituía uma 

repetição. Em seguida foi efetuada a centrifugação, a 1.500 g, por 4 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e o material restante submetido a mais duas 

centrifugações com 7,0 mL da mesma solução tampão. O material foi 

ressuspendido em 7,0 mL de Triton X-100 (dissolvido a 1% no tampão fosfato) e 

centrifugado, por duas vezes consecutivas, eliminando-se o sobrenadante. O 

precipitado foi ressuspendido com 7 mL de solução de NaCl 1 M (preparado no 

tampão) e centrifugado. O sobrenadante foi eliminado, repetindo a operação por 

mais uma vez. O precipitado restante foi ressuspendido com 7,0 mL de água 

destilada e centrifugado por 4 minutos a 1.500 g, desprezando-se o sobrenadante. 

Em seguida, o precipitado obtido anteriormente foi ressuspendido com 7,0 mL de 

acetona e centrifugado por 4 minutos a 1.500 g, por duas vezes consecutivas, 

sendo o sobrenadante eliminado. O precipitado foi acondicionado em estufa, a 

60ºC, durante 24 horas, e resfriado em dessecador a vácuo. O precipitado obtido 

representa a parede celular, isenta de proteínas (CHEN et al., 2000). Foi 

acondicionado em tubos de centrífuga com rosca, 0,150 g do material obtido, 

juntamente com a mistura reativa de 1,2 mL de ácido tioglicólico e 6 mL de HCl 

2 M, sendo aquecido por 4 horas a 95ºC, em banho-maria. Após a reação, o 

material foi centrifugado a 1.500 g, durante 15 minutos. O precipitado foi lavado 
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três vezes com água destilada e o produto da reação, o ácido lignotioglicólico 

(LTGA), foi extraído com 7,0 mL de NaOH 0,5 M, a 30ºC, por 18 horas, em 

banho maria com agitação de 115 oscilações  min
-1

. A mistura resultante foi 

centrifugada a 1.500 g, durante 10 minutos, e o sobrenadante guardado. O 

precipitado obtido anteriormente foi lavado novamente com 3,0 mL de NaOH 0,5 

M, centrifugado e o sobrenadante adicionado ao anterior. O sobrenadante obtido 

foi acidificado com 1,8 mL de HCl concentrado e acondicionado em freezer, por 

uma noite, para precipitar o LTGA. O material foi centrifugado e o precipitado 

lavado por duas vezes com água destilada, eliminando-se o sobrenadante. O 

LTGA obtido foi acondicionado em estufa, a 60ºC, durante 24 horas sendo, em 

seguida, armazenado em dessecador a vácuo, até análise. A determinação do 

LTGA foi efetuada em espectrofotômetro a 280 nm, contra branco apropriado.  

 

2.5. Extração do chiquimato 

 O tecido vegetal proveniente das folhas foi macerado em gral com HCl 

0,25 N (1:3 peso/volume) conforme metodologia descrita por LA ROSSA & 

SCHLOSS (1984), seguindo as modificações contida em BONINI et al. (2009). 

A amostra foi centrifugada a 1.200 g, por 10 minutos, e o sobrenadante separado 

para as análises. 

 O chiquimato foi quantificado por espectrofotometria (SINGH & 

SHANER, 1998). Alíquotas de 50 µL da amostra foram adicionadas em 0,5 mL 

de ácido periódico a 1% para oxidação do chiquimato. Após três horas a reação 

foi interrompida pela adição de 0,5 mL de NaOH 1N e 0,3 mL de glicina 0,1 M. 

As amostras foram homogeneizadas e analisadas imediatamente em 

espectrofotômetro, a 380 nm. A concentração de chiquimato foi expressa em µg 

g
-1

 matéria fresca. Uma curva padrão baseada nas áreas dos picos foi efetuada 

usando conhecidas concentrações (2 a 10 µg mL
-1

) de chiquimato. 

 

2.6. Análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo 

realizadas quatro repetições para cada tipo de avaliação. Os tratamentos foram 
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dispostos em esquema fatorial, 2x2. Em seguida, procedeu-se à análise de 

variância dos dados e as médias foram comparadas pelo teste de F (p<0,05). A 

análise dos dados foi realizada com auxílio do programa SISVAR, da 

Universidade Federal de Lavras – MG. 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Efeitos do glifosato na lignificação e no peso seco das plantas  

Como pode ser observado na Tabela 1, para as duas cultivares o 

tratamento com glifosato não causou diferenças significativas, pelo Teste F a 5% 

de probabilidade, em relação aos teores de lignina do caule, tanto no controle, 

quanto no tratamento, aos 3 DAA. No entanto, ocorreu diferença significativa 

entre as duas cultivares, sendo que a cultivar transgênica apresentou decréscimo 

no teor de lignina, em relação a cultivar convencional. Essa diferença foi 

observada na ausência e na presença do glifosato, sendo que nos dois casos o 

decréscimo foi de aproximadamente 24%.  

 

Tabela 1 - Teor de lignina (mg LTGA g parede
-1

) do caule das  cultivares Embrapa 48 e BRS 

242 RR, no estádio V3, submetidas ou não ao tratamento com glifosato 
 

 Controle Tratamento 

Embrapa 48 16,75 Aa 16,89 Aa 

BRS 242 RR 12,72 Bb 12,90 Bb 

CV 7,57   
1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 

difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade.  

 

  

 

A mesma análise realizada no final do ciclo (R7), revelou resultados 

diferentes daqueles obtidos logo após a aplicação do glifosato. 

Como pode ser observado na tabela 2, o conteúdo de lignina aumentou 

em todas as variáveis analisadas, porém não houve diferença entre as médias da 
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cultivar convencional em relação a cultivar transgênica. No entanto, houve uma 

significativa redução (34%) no teor de lignina na cultivar RR que recebeu a 

aplicação do glifosato. Não foi possível avaliar a cultivar convencional, 

submetida ao tratamento com glifosato, pois as plantas morreram devido à 

suscetibilidade ao herbicida.  

 
 
 

Tabela 2 - Teor de lignina (mg LTGA g parede
-1

) do caule das  cultivares Embrapa 48 e BRS 

242 RR, no estádio R7, submetidas ou não ao tratamento com glifosato 

 
 Controle Tratamento 

Embrapa 48 50,339 a NA 

BRS 242 RR 51,882 Aa 32,46 B 

CV 5,38   
1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 
difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade.  

NA: não avaliado 

 

 

A redução da lignificação tem sido reportada nas plantas submetidas à 

ação do glifosato, devido seu modo de ação, como discutido anteriormente. 

Dados obtidos por MARCHIOSI et al. (2009) demonstram consistência com a 

hipótese de que o glifosato pode inibir a síntese de lignina devido à diminuição 

de derivados da via dos fenilpropenóides. No controle, o teor de lignina da 

cultivar transgênica aumentou em 75% com o tempo de desenvolvimento, e na 

presença do glifosato esse aumento foi 15% menor (tabela 1 e 2). 

 No presente trabalho, o teor de lignina foi também determinado nas folhas 

das plantas de soja. Como é possível observar na Tabela 3, a concentração de 

lignina não sofreu alterações decorrentes da aplicação do glifosato em nenhuma 

dos cultivares avaliadas. É possível que isto tenha sido decorrente da reduzida 

lignificação deste tecido e, ainda, ao curto período de tempo entre a aplicação e a 

realização das análises.  

Os experimentos realizados com um intervalo de tempo maior após o 

tratamento indicaram redução no teor de lignina nas folhas da cultivar BRS 242 
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RR (Tabela 4). Esse decréscimo foi de, aproximadamente, 28% e demonstrou 

comportamento similar ao observado no caule dessas mesmas cultivares. 

 

 
Tabela 3 - Teor de lignina (mg LTGA g parede

-1
) das folhas das  cultivares Embrapa 48 e BRS      

242 RR, no estádio V3, submetidas ou não ao tratamento com glifosato 

 

 Controle Tratamento 

Embrapa 48 1,568 Aa 1,541 Aa 

BRS 242 RR 1,625 Aa 1,648 Aa 

CV 4,68   
1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 

difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade. 
 

 

Tabela 4 - Teor de lignina (mg LTGA g parede
-1

) das folhas das  cultivares Embrapa 48 e BRS 

242 RR, no estádio R7, submetidas ou não ao tratamento com glifosato 

 
 Controle Tratamento 

Embrapa 48 2,140 a NA 

BRS 242 RR 2,832 Aa 2,027 B 

CV 13,95    
1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 

difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade.  
NA: não avaliado 

  

 Além de afetar a lignificação, o glifosato causou sintomas, embora 

discretos, de clorose na cultivar transgênica, logo após a sua aplicação. Contudo, 

esses sintomas não podem ser comparados àqueles ocorridos na cultivar 

convencional, que não apresenta o gene de resistência. Ao contrário da sua 

parental geneticamente modificada, os danos causados pelo herbicida se 

acentuaram com o passar do tempo e à senescência total das plantas 15 DAA.  

 Embora a causa exata do comportamento da lignina neste mecanismo 

ainda seja desconhecida (COGHLAN, 1999), possivelmente as alterações dos 

teores na planta sejam devido ao fato dos precursores da molécula de lignina 

serem formados na via do chiquimato, que é inibido pelo herbicida glifosato em 

plantas convencionais. 
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O glifosato pode ser parcialmente metabolizado a AMPA (ácido 

aminometilfosfônico) em plantas de soja RR, o qual tem sido detectado em 

drenos metabólicos, incluindo sementes e folhas (ARREGUI et al, 2003; DUKE 

et al, 2003). Este metabolito é conhecido por seu efeito fitotóxico em plantas de 

soja transgênica, resultando em redução de clorofila e biomassa (REDDY et al., 

2004), podendo ser o responsável pelos danos observados nas plantas RR. 

Além do teor de lignina, a cultivar transgênica apresentou redução no 

peso seco de raízes e da parte aérea (Tabela 5 e 6). A biomassa seca das raízes 

teve um decréscimo de aproximadamente 16%, já na parte aérea essa diminuição 

chegou a 27%. 

 
 

Tabela 5 – Biomassa seca de raízes (g planta
-1
) de plantas de soja, no estádio R7, submetidas ou 

não ao tratamento com glifosato 

 

Cultivar Controle Tratamento 

Embrapa 48 7,68 a NA 

BRS 242 RR 8,24 Aa 6,88 B 

CV 8,8   
1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 

difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade.  

NA: não avaliado 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
Tabela 6 – Biomassa seca da parte aérea (g planta

-1
) de plantas de soja, no estádio R7, 

submetidas ou não ao tratamento com glifosato 

 

Cultivar Controle Tratamento 

Embrapa 48 13,54 a NA 

BRS 242 RR 12,62 Aa 9,12 B 

CV 10,49   
1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 

difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade.  

NA: não avaliado 
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A importância da lignificação está associada principalmente ao suporte 

mecânico dos órgãos das plantas (BOUDET et al., 2003), permitindo um 

crescimento e desenvolvimento adequado do vegetal. A ação do glifosato no 

processo de lignificação pode estar relacionada com a alteração no 

desenvolvimento dessas plantas, levando à redução da biomassa seca.  

 

3.2. Efeitos do glifosato no conteúdo de chiquimato 

Para a detecção do chiquimato, presente nas folhas de plantas de soja, foi 

aplicada a técnica de espectrofotometria óptica.   

A quantificação espectrofotométrica de chiquimato nas folhas de soja 

convencional (Embrapa 48) e resistente ao herbicida (BRS 242 RR), 3 DAA do 

herbicida glifosato, pode ser observado na Tabela 6. Controles, sem aplicação de 

glifosato, foram feitos para as devidas comparações. Os resultados indicam que 

as quantidades acumuladas de chiquimato nas folhas de soja convencional foram 

maiores, quando comparadas com a soja transgênica, após aplicação do glifosato. 

O chiquimato acumulou significativamente (p<0,05) na cultivar Embrapa 48 

após o tratamento, alcançando uma concentração cinco vezes maior que o 

controle. Esse resultado indica a sensibilidade da planta ao glifosato, o qual 

interrompeu a atividade da enzima EPSPS, causando o acúmulo de seu substrato.  

Como é notório, a inserção do gene de resistência ao glifosato permite que 

a via do chiquimato não sofra a ação do herbicida devido à alta atividade da 

EPSPS e sua baixa afinidade ao mesmo, resultando na rápida utilização do 

chiquimato (DELANNAY et al., 1995). CAKMAK et al. (2009) relataram que a 

aplicação de doses crescentes de glifosato em plantas não modificadas 

geneticamente causou um aumento significativo nas concentrações de 

chiquimato, sendo esse aumento mais evidente  nas partes jovens das plantas 

Apesar de sido bem menor do que o esperado, os experimentos indicaram 

pequeno acúmulo de chiquimato na soja transgênica. Isto remete às reações 

químicas envolvidas na técnica utilizada. É possível que o periodato, no meio de 
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reação, oxide outros ácidos fenólicos presentes nos tecidos, interferindo nos 

resultados obtidos nestas condições experimentais.  

 

 
 

Tabela 7 - Conteúdo de chiquimato (µg g folha
-1

) das folhas dos cultivares Embrapa 48 e BRS 

242 RR, no estádio V3, submetidas ou não ao tratamento com glifosato 

 

 Controle Tratamento 

Embrapa 48 247,83 Ab 1203,49 Aa 

BRS 242 RR 

CV 8,73 

274,23 Ab   406,21 aB 

1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 
difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade.  

 

 

Entretanto, no estádio R7 (Tabela 7), o teor de chiquimato na soja RR se 

manteve constante, após a aplicação do glifosato, sugerindo que o aumento 

observado na primeira avaliação se deve realmente à concentração de 

chiquimato, descartando possíveis interferências.  

 

Tabela 8 - Conteúdo de chiquimato (µg g folha
-1

) das folhas dos cultivares Embrapa 48 e BRS 
242 RR, no estádio R7, submetidas ou não ao tratamento com glifosato 

 
 Controle Tratamento 

Embrapa 48 208,706 b NA 

BRS 242 RR 

CV 9,54 

216,911 Ab  298,307 A 

1 Médias seguidas da mesma letra maiúscula, na linha, ou da mesma letra minúscula, na coluna, não 

difere entre si de acordo com o teste F,  a 5% de probabilidade.  
NA: não avaliado  
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4. CONCLUSÕES 

 

  Os teores de lignina do caule e das folhas aumentaram, 

significativamente, nas plantas avaliadas no estádio R7, indicando que o 

processo de lignificação está diretamente relacionado com o 

desenvolvimento da planta.   

 Ocorreu uma resposta diferencial para a lignificação do caule entre as 

cultivares estudadas no estádio V3, sendo menor na cultivar transgênica. 

Isto sugere que a modificação genética presente nessa cultivar pode 

interferir no processo de lignificação de tecidos jovens.  

 O glifosato causou redução dos teores de lignina do caule e das folhas no 

final do ciclo de desenvolvimento das plantas, as quais apresentaram ainda 

diminuição de biomassa seca em suas raízes e na parte aérea. Este fato 

pressupõe que a cultivar transgênica sofreu injúrias decorrentes de 

possíveis efeitos secundários causados pelo herbicida ou pela ação 

fitotóxica de seu metabólito (AMPA). 

 A cultivar convencional acumulou chiquimato após a aplicação do 

herbicida, confirmando sua sensibilidade ao glifosato. 
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CAPÍTULO II 

 

CHIQUIMATO E CHIQUIMATO DESIDROGENASE NAS FOLHAS DE 

SOJA CONVENCIONAL E TRANSGÊNICA, SUBMETIDAS AO 

GLIFOSATO 

  

resumo: A soja, espécie de grande importância econômica, foi uma das 

primeiras plantas cultivadas a ser alvo da transgenia, tecnologia que facilita a 

introdução pontual de genes de interesse em um determinado genótipo. Uma das 

primeiras aplicações práticas dessa tecnologia foi a introdução em seu genoma do 

gene que codifica a CP4 EPSPS de Agrobacterium sp., conferindo-lhe tolerância 

ao glifosato e alta eficiência catalítica. Glifosato é um herbicida que controla uma 

gama enorme de plantas daninhas, inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-

fosfato sintase (EPSPS) que catalisa a condensação do chiquimato com 

fosfoenolpiruvato, etapa da via do chiquimato. O efeito bioquímico mais 

evidente da ação do glifosato é o acúmulo de chiquimato em cultivares de soja 

convencional, o que não ocorre nas cultivares transgênicas. Com isto há 

possibilidade deste metabólito ser utilizado como substrato pela enzima 

chiquimato desidrogenase (SDH). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os 

efeitos do glifosato no acúmulo de chiquimato e na atividade da (SDH) nas 

folhas de soja, convencional e transgênica, submetidas à ação do herbicida 

glifosato. Para isto, foi aplicada a técnica espectrofotométrica na quantificação de 

chiquimato e atividade da SDH em folhas de soja convencional e transgênica, 

submetidas ao tratamento com glifosato. O ensaio experimental foi conduzido em 

casa de vegetação e as avaliações realizadas no laboratório. As avaliações se 

iniciaram imediatamente após a pulverização, caracterizando o tempo zero, e se 

estenderam por cinco dias, sendo utilizadas as folhas do 2º e 3º trifólio para as 

análises. Foram efetuados controles, com aspersão somente de água. Nas folhas 

da cultivar convencional, tratada com glifosato, ocorreu crescente acúmulo de 

chiquimato e aumento na atividade da SDH, evidenciando que a ação do 

glifosato teve efeitos marcantes na via do chiquimato. Não foi constatado 
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acúmulo de chiquimato na cultivar resistente ao glifosato e, em geral, a atividade 

da enzima não foi afetada pelo herbicida.  

 

Palavras-chave: chiquimato, soja transgênica, chiquimato desidrogenase. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O glifosato [(N-fosfonometil) glicina], um herbicida altamente eficaz e de 

amplo espectro, tem um único modo de ação nas plantas, sendo essencialmente 

ativo em praticamente todas as plantas anuais e perenes. Ele age pela inibição 

específica da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que 

catalisa um passo essencial na via biossintética dos aminoácidos aromáticos. 

EPSPS catalisa a reação entre chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato para 

produzir 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) e fosfato inorgânico.  

EPSP é um precursor para a formação de corismato, a molécula base na 

biossíntese de todos os aminoácidos aromáticos. Desta forma, a inibição da EPSP 

sintase reduz a biossíntese dos aminoácidos aromáticos (triptofano, tirosina e 

fenilalanina), que leva a vários distúrbios metabólicos, incluindo diminuição da 

síntese protéica, inibição da formação de compostos secundários e desregulação 

da via do chiquimato.  

Quando o glifosato inibe a EPSPS, chiquimato, o substrato desfosforilado 

da enzima, acumula-se em folhas, flores e raízes (BRESNAHAN et al., 2003). O 

acúmulo de chiquimato e de alguns derivados de benzoato tem sido considerado 

como efeito primário do glifosato nas plantas suscetíveis. A desregulação da via 

do chiquimato pode ser acompanhada por um distúrbio metabólico geral que 

inclui a via dos fenilpropenóides, outra importante rota metabólica, devido a sua 

participação na síntese de compostos fenólicos e uma ampla variedade de 

produtos secundários, incluindo lignina (HERMANN et al., 1999).  

Devido ao fato de o glifosato ser um herbicida de amplo espectro, ele não 

discrimina espécies cultivadas de plantas indesejáveis. Isto limita o seu uso em 

certas aplicações na agricultura, o que tem estimulado a busca por culturas 

resistente. A soja (Glycine max L. Merril) resistente ao glifosato (GR), 

comercialmente conhecida como soja RR (Roundup® Ready), não é afetada pelo 

herbicida devido a expressão de uma EPSPS glifosato resistente que possui alta 

atividade catalítica na presença do glifosato (ARAÚJO et al., 2003).  
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A expressão da EPSPS glifosato resistente, mantém os níveis normais dos 

aminoácidos aromáticos na soja RR, quando submetida ao herbicida. Isto 

também previne os distúrbios metabólicos causados pela inibição da via do 

chiquimato. Com base nisso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos 

do glifosato nas vias do chiquimato (acúmulo de chiquimato e atividade da 

chiquimato desidrogenase) nas folhas de plantas de soja susceptível e resistente 

ao glifosato, em diferentes períodos após sua aplicação. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Material e condução experimental 

Em todos os experimentos foram utilizadas sementes de duas cultivares de 

soja (Glycine max), sendo uma não modificada geneticamente (BRS 133) e outra, 

parental, modificada geneticamente (BRS 245 RR), portadora do gene para a 

tolerância ao herbicida glifosato, ambas registradas, protegidas e cedidas pela 

Embrapa Soja - Londrina, Paraná.  

O glifosato de uso comercial utilizado foi adquirido junto a Cocamar de 

Maringá, no Paraná. O chiquimato, os sais de tampões e os demais reagentes 

foram adquiridos da Vetec
®
 e da Sigma

®
. 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Bioquímica Vegetal, do 

Departamento de Bioquímica, e na casa de vegetação do Departamento de 

Agronomia, da Universidade Estadual de Maringá, Paraná.  

Para execução dos experimentos foram utilizados vasos plásticos com 5 L 

de capacidade. O solo utilizado para preenchimento dos vasos foi de textura 

arenosa, com 920 g kg
-1

 de areia; 30 g kg
-1

 de argila; 7,36 g dm
-3

 de C e pH 

(H2O) = 6,2. Após o tratamento com fungicida Derosal Plus
®
 (Carbendazim + 

Thiram) foram semeadas dez sementes por vaso a uma profundidade de 1 cm. Os 

vasos foram mantidos em bancadas durante todo o período de atividade 

experimental, com irrigação diária até o encerramento das avaliações. Depois de 

uma semana foi efetuado o desbaste, deixando seis plantas por vaso. Quatro 
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semanas após a semeadura foi aplicado o herbicida, em plantas BRS 133 e BRS 

245 RR, na dose de 2 L ha
-1

, e volume de calda de 150 L ha
-1

, correspondente a 

uma concentração de 14,2 mM do equivalente ácido, com o auxílio de um 

pulverizador costal e pressão constante à base de CO2, equipado com pontas Tjet 

110 02 – pressão de 30 lb pol
-2

, sendo que a altura da aplicação foi 50 cm acima 

da borda dos vasos. As avaliações se iniciaram imediatamente após a 

pulverização, caracterizando o tempo zero, e se estenderam por sete dias, sendo 

utilizado as folhas do 2º e 3º trifólio para as análises. Foram efetuados controles, 

com as variedades BRS 133 e BRS 245 RR, com aspersão somente de água. 

 

2.2. Extração do chiquimato 

 As folhas foram maceradas em graal com HCl 0,25 N (1:3 peso/volume) 

conforme descrição contida em LA ROSSA E SCHOLOSS (1984), modificada 

por BONINI et al. (2009). As amostras foram centrifugadas a 1200 g, por 10 

minutos, e o sobrenadante separado para as análises. 

 

2.3. Quantificação espectrofotométrica do chiquimato 

O chiquimato foi quantificado por espectrofotometria, de acordo com a 

metodologia descrita por HENRY et al. (2007). As amostras foram diluídas de 2 

a 40 vezes em água.  Alíquotas de 50 µl da amostra diluída foram adicionadas em 

0,5 mL de ácido periódico a 1% para oxidação do chiquimato, e a 1,3 mL de 

água, caracterizando-se o branco.  Após três horas a reação foi interrompida pela 

adição de 0,5 mL de NaOH 1N e 0,3 mL de glicina 0,1 M para a formação do 

ácido trans-2-penteno-1,5- dialdeído-3-carboxílico. As amostras foram 

homogeneizadas e analisadas imediatamente em espectrofotômetro UV/Vis 

(Sanyo SP7), a 380 nm. A concentração de chiquimato foi expressa em µg g
-1

 

matéria fresca. Uma curva padrão foi efetuada utilizando conhecidas 

concentrações (2 a 10 µg mL
-1

) de chiquimato. 
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2.4. Determinação da atividade da chiquimato desidrogenase 

Para avaliar a atividade da enzima, 0,5g de folhas foram maceradas com 

0,1 g de polivinilpirrolidona (PVP) em 2 mL de tampão fosfato de potássio 0,1 

M, pH 7.4, contendo 2 mM de L-cisteína, 2 mM de EDTA, 8 mM de 2-

mercaptoethanol. Todos os passos foram realizados a 4ºC. O ensaio 

espectrofotométrico para medida da atividade enzimática foi efetuado em meio 

de reação contendo 4 mM de chiquimato e 1 mM de NADP
+
 em 0,1 M de 

tampão Tris-HCl, pH 9,0. A reação foi iniciada com a adição do NADP
+ 

e 

acompanhada pela redução a 340 nm, durante 5 minutos (DIAZ et al.. 1997). A 

atividade da chiquimato desidrogenase foi calculada usando o coeficiente de 

extinção de 6,22 x 10
3
 M

-1
cm

-1
 para NADPH, o produto da reação. Os resultados 

foram expressos em µmol de NADPH min
-1

 g
-1

 matéria fresca. 

 

2.5. Análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo 

realizadas quatro repetições para cada tipo de avaliação. Em seguida os dados 

foram submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas pelo teste 

Tukey com P<0,05. A análise dos dados foi realizada com auxílio do programa 

GraphPad Prisma 5. 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A concentração de chiquimato foi calculada com base em análise de 

padrões. A Figura 1 representa a curva padrão do chiquimato obtida pela técnica 

espectrofotométrica. Linearidade (R
2
 = 0,995) na curva foi observada para 

concentrações até 10 µg de chiquimato mL
-1

 de meio de reação.      
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Figura 1. Curva padrão do chiquimato por espectrofotometria. 

 

Os resultados contidos na Figura 2 revelam que a quantidade acumulada 

de chiquimato nas folhas de soja convencional (BRS 133) foi elevada quando 

comparada com seu respectivo controle. Esse acúmulo começou a ser 

significativo 24 horas após o tratamento, com um aumento de 1,8 vezes (188%). 

Porém, foi a partir de 48 horas após a aplicação do herbicida que se observou as 

maiores concentrações de chiquimato na cultivar convencional, sendo 3,68 

(369%) vezes maiores que seu controle, mantendo uma concentração semelhante 

72 horas e 96 horas após aplicação. No quinto dia, esse aumento chegou a 5,6 

vezes (542%) maiores que o observado no controle. O mesmo não foi observado 

com a soja transgênica (BRS 245 RR), uma vez que as concentrações de 

chiquimato encontrada nos tratamentos, mesmo quando a análise estatística 

indicou diferenças significativas, não chegou a aumentar nem uma vez em 

relação aos respectivos controles (figura 3). 
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Figura 2 - Determinação espectrofotométrica de chiquimato nas folhas 

de soja convencional (BRS 133) tratadas ou não com glifosato. Valores 

médios seguidos por * nas colunas são significativos de acordo o teste 

de Tukey (P < 0,05) para os respectivos controles. 
 
 
 

 
 

        

 
 

Figura 3- Determinação espectrofotométrica de chiquimato nas folhas 

de soja transgênica (BRS 245 RR) tratadas ou não com glifosato. 

Valores médios seguidos por * nas colunas são significativos de acordo 

o teste de Tukey (P < 0,05) para os respectivos controles. 
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A figura 4 relaciona a concentração de chiquimato nas cultivares 

convencional (BRS 133) e transgênica (BRS 245 RR), submetidas ao tratamento 

com glifosato. Observa-se, nitidamente, o acúmulo do chiquimato somente na 

cultivar convencional. Esse acúmulo é detectado vinte e quatro horas após 

aplicação do herbicida. Desse período até o final do primeiro dia, a concentração 

de chiquimato aumentou linearmente. Entre o primeiro e segundo dia ocorreu 

elevação maior (mais que o dobro) se estabilizando entre o terceiro e quarto dia. 

No último dia, a concentração de chiquimato atingiu o valor máximo de todo o 

período experimental.  

 

 

 

Figura 4 – Concentração de chiquimato nas folhas de 

soja convencional (BRS 133) e transgênica (BRS 245 

RR), tratadas com glifosato.  

 

 

Alguns trabalhos têm relatado acúmulo de chiquimato em plantas tratadas 

com glifosato. SINGH & SHANER (1998) observaram que, na soja, o 

chiquimato acumula após 24 horas da aplicação de uma dose subletal de glifosato 

e, após 96 horas os níveis de glifosato foram menores do que aquele constatado 

com 24 horas.  BUEHRING et al. (2007) relataram que, no milho, a exposição ao 

glifosato resultou em acúmulo de 489% dos teores de chiquimato 5 dias após a 
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aplicação e de 297% 7 dias após a aplicação, quando comparado com o controle. 

HARRING et al., (1998) também relataram que o acúmulo de chiquimato foi 

proporcional à concentração de glifosato.  

Dentre as etapas metabólicas da via do chiquimato, a quarta reação 

corresponde à redução, dependente de NADPH, do ácido desidrochiquímico 

formando o chiquimato, catalisada pela enzima-chave chiquimato desidrogenase. 

Reversivelmente, a oxidação NADP
+
-dependente do produto da reação, o 

chiquimato, leva a formação do ácido dehidrochiquímico (SINGH & 

CHRISTENDAT, 2006). 

Com a inibição da EPSP sintase pelo glifosato e, decorrente acúmulo de 

chiquimato, este composto pode ser usado como substrato pela enzima 

chiquimato desidrogenase, podendo causar alterações em sua atividade. Este fato 

indica que o metabólito chiquimato tem sido reversivelmente convertido a 

dehidrochiquimato, pela ação da SDH (DIAZ et al., 1997).  

Ainda que o chiquimato tenha se acumulado nas folhas de soja 

convencional (BRS 133) nas primeiras horas após o tratamento com glifosato, a 

enzima chiquimato desidrogenase apresentou aumento significativo em sua 

atividade somente a partir do terceiro dia, sendo este de 1,98 vezes (97,8%) em 

comparação ao seu controle. No quarto e quinto dias, o aumento foi de 2,4 vezes 

(144%) e 2,5 vezes (149,7%), respectivamente (Figura 5).  
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Figura 5 – Atividade da enzima chiquimato desidrogenase (µmol de 
NADPH min

-1
 g

-1
 matéria fresca) de folhas de soja convencional (BRS 

133) tratadas ou não com glifosato. Valores médios seguidos por * nas 

colunas são significativos de acordo o teste de Tukey (P < 0,05) para os 

respectivos controles. 

 

Nas folhas de soja transgênica, em geral, o glifosato não apresentou efeito 

significativo (p>0,05) na atividade da enzima. Um pequeno aumento foi 

detectado seis horas após a aplicação, o que também ocorreu após vinte e quatro 

horas (Figura 6). 
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Figura 6 – Atividade da enzima chiquimato desidrogenase (µmol de NADPH 
min

-1
 g

-1
 matéria fresca) de folhas de soja transgênica (BRS 245 RR), tratadas 

ou não com glifosato. Valores médios seguidos por * nas colunas são 

significativos de acordo o teste de Tukey (P < 0,05) para os respectivos 

controles. 

 

 

A Figura 7 ilustra a atividade da chiquimato desidrogenase nas cultivares 

convencional (BRS 133) e transgênica (BRS 245 RR) submetidas ao tratamento 

com glifosato.  O aumento na atividade da enzima da cultivar BRS 133 tratada 

com o herbicida ficou evidente após 24 horas do tratamento. Mas, esse aumento 

intensifica-se somente após o terceiro dia, atingindo o máximo da atividade 

enzimática no quarto dia do experimento. Observa-se que a análise comparativa 

acusou uma diferença significativa (P<0,05) na atividade da enzima, presente na 

cultivar convencional (BRS 133), tratada com o herbicida após 24 horas. O 

mesmo se repetiu nas análises subseqüentes até o último dia de experimento.  
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Figura 7 – Atividade da enzima chiquimato desidrogenase (µmol de 
NADPH min

-1
 g

-1
 matéria fresca) de folhas de soja convencional (BRS 

133) e transgênica (BRS 245 RR), tratadas com glifosato.  

 

MARCHIOSI et al. (2009) estudando a ação do glifosato na via do 

chiquimato de raízes de soja convencional (BRS 133) e transgênica (BRS 245 

RR), observaram que na concentração de 1mM de glifosato o acúmulo de 

chiquimato na cultivar convencional foi 27,8 vezes maior em comparação ao seu 

controle. De acordo com esses autores, esse fato pode ser o responsável pelo 

aumento na atividade da SDH que correspondeu a 60% em comparação ao 

controle. Já, na cultivar transgênica nenhuma alteração significativa para o 

metabolismo das plantas foi verificada.  
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4. CONCLUSÕES 

 

 O aumento de NADPH quando as folhas de soja convencional foram 

submetidas ao glifosato, demonstrou que a enzima chiquimato 

desidrogenase (SDH) catalisa a reação reversível do chiquimato a 

disidrochiquimato, tendo como coenzima a NADP
+
.  

 O herbicida inibiu a EPSP sintase o que levou ao acúmulo de 

chiquimato, substrato para a reação reversível da SDH.  

 Nas folhas de soja convencional (BRS 133) submetidas à ação do 

glifosato, a via do chiquimato teve efeitos marcantes, com acúmulo de 

chiquimato e aumento na atividade da chiquimato desidrogenase. 
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CAPÍTULO III 

 

TEORES DE LIGNINA NOS TEGUMENTOS DE CULTIVARES DE 

SOJA (Glycine max L. Merrill) TRANSGÊNICAS RESISTENTES AO 

GLIFOSATO E RESPECTIVAS CULTIVARES PARENTAIS 

 

resumo: Nas últimas safras foi observada forte e crescente adesão dos 

agricultores brasileiros à soja transgênica RR. Grande parte das características do 

tegumento da semente de soja está associada a problemas específicos 

apresentados nas sementes, como a suscetibilidade aos danos mecânicos, 

longevidade e potencial de deterioração, que podem ser associados ao teor de 

lignina. Neste trabalho, objetivou-se determinar os teores de lignina e a 

composição dos principais monolignois, no tegumento de sementes de soja RR e 

convencional, com o intuito de verificar se a soja modificada geneticamente, 

resistente ao glifosato, apresenta diferença nos teores deste polímero nos 

tegumentos, em comparação com sua cultivar parental. Para esse propósito, 

foram constituídos seis grupos, cada um deles contendo uma cultivar RR e sua 

respectiva cultivar parental. Após análise fisiológica das sementes, os tegumentos 

das sementes foram retirados manualmente, secos em estufa a 80 C, por 24 

horas. Após esse período, procedeu-se a determinação dos teores de lignina e dos 

monolignois. Foi realizado estudo de contrastes para comparar cultivares RR e as 

respectivas parentais. Com exceção do teor de lignina no tegumento de sementes 

para o contraste BRS 133 vs BRS 245RR, não foram observadas diferenças entre 

os materiais RR e convencional tendo, neste caso, a cv BRS 245RR apresentado 

resultados superiores aos da convencional.  

 

Palavras-chaves: lignina, monolignois, dano mecânico, soja transgênica.  
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1. INTRODUÇÃO 

   

No Brasil, em torno de 55% do volume total de sementes produzidas é de 

soja (Glycine max L. Merrill), assumindo papel importante no agronegócio como 

a principal fonte de divisas para o País (MIYAMOTO, 2008). Nessa produção, é 

preciso considerar a de plantas transgênicas RR (Roundup  Ready), com 

tolerância ao herbicida glifosato, aprovada no Brasil, em 2005, pela Lei de 

Biossegurança, e que de acordo com dados do CIB (2009), na safra de 2008/09, 

representou 63,9% da área semeada com soja. 

A soja RR codifica uma variante da enzima EPSPS (5-

enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase) que possui baixa afinidade pelo 

glifosato, conferindo à planta resistência a este herbicida, isto é, a atividade da 

enzima se mantém independente da presença, ou não, do glifosato (SHAN et al, 

1986; PADGETTE et al., 1995; HARRISON et al., 1996).  A enzima EPSPS 

participa da via metabólica do chiquimato, responsável pela síntese de 

aminoácidos aromáticos essenciais, como a fenilalanina e a tirosina. Esses 

aminoácidos, além de constituírem proteínas importantes para o desenvolvimento 

da planta, participam da via dos fenilpropenóides, principal rota para a síntese de 

compostos fenólicos, dentre eles os monolignóis, precursores da lignina. Ao 

obstruir a via do chiquimato, pela inibição da EPSPS, o glifosato pode afetar não 

só a produção de proteínas da soja, mas também a via metabólica geradora de 

lignina. 

A lignina é sintetizada na via dos fenilpropenóides, uma das mais 

importantes nas plantas, pois está envolvida na síntese de vários produtos 

secundários. A via tem início com a fenilalanina amônia liase (PAL, EC 4.3.1.5), que 

desamina a L-fenilalanina em ácido t-cinâmico. O segundo passo é a 

hidroxilação do ácido t-cinâmico pela cinamato 4-hidroxilase (C4H, E.C. 

1.14.13.11), gerando ácido p-cumárico (primeiro fenilpropenóide na forma ácida 

livre). A seguir, ocorre hidroxilação na posição 3 do p-cumarato pela p-cumarato 

3-hidroxilase (C3H), produzindo cafeato, ferulato, 5-hidroxiferulato e sinapato, 

respectivamente. As formas ácidas livres dos fenilpropenóides são ligadas a uma 
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coenzima A pela 4-cumarato: coenzima A ligase (4-CL), reduzidas à forma 

aldeídica pela cinamoil-CoA redutase (CCR) e, em seguida, reduzidas à forma 

álcoolica pela ação da cinamil álcool desidrogenase (CAD) (BOERJAN et al., 

2003). Finalmente os álcoois são transportados do citosol para o apoplasto, sendo 

que a forma glicosídica é considerada a de transporte e armazenamento 

(ESCAMILLA-TREVINO et al., 2006), e são polimerizados em lignina na 

parede celular, pela ação de enzimas oxidativas como peroxidases (POD) e 

lacases (BUCHANAN et al., 2000). O polímero de lignina é uma mistura 

racêmica de três álcoois hidroxicinamílicos: p-cumaril (H), coniferil (G) e sinapil 

(S), denominados monolignois, tendo como precursores os ácidos 

hidroxicinâmicos (LI et al., 2008). 

O conteúdo considerado adequado de lignina pode variar de acordo com 

a espécie em questão e do tecido vegetal analisado. No eucalipto (Eucalyptus sp), 

o elevado teor de lignina nos tecidos do caule é prejudicial à obtenção de polpa 

de celulose e papel (ENDT et al., 2000). Em forrageiras, o elevado teor de 

lignina na parte aérea determina baixa digestabilidade, caracterizando pastagens 

de má qualidade (LACERDA, 2001). Levando em conta a quantidade de lignina 

na raiz, pressupõe-se que alta quantidade de lignina ofereça à planta maior 

sustentação no solo. No entanto, em excesso, pode levar à redução do 

crescimento do órgão. No tegumento de soja, foi verificada correlação positiva 

entre o conteúdo de lignina e os mecanismos de resistência aos danos mecânicos, 

em que o maior conteúdo deste polímero no tegumento ofereceu maior 

resistência ao dano mecânico, e, portanto, maior vigor para as sementes 

(CAPELETI et al., 2005).  

Alguns autores têm mencionado respostas diferenciais quanto aos teores 

de lignina na planta entre materiais RR e convencionais, atribuindo este fato ao 

excesso de lignificação ocorrido em cultivares transgênicas RR (COGHLAN, 

2006). No entanto, a pesquisa nessa área é bastante restrita, sendo estas 

afirmações não baseadas em estudos comparativos dentro do mesmo genótipo. 

Neste sentido, tem sido levantada a hipótese de que cultivares de soja 

geneticamente modificada para resistência ao herbicida glifosato contém maiores 
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valores de lignina na planta, quando comparadas aos de outras cultivares 

convencionais. Esta suspeita se baseia no fato de a alteração ter sido realizada na 

via metabólica do chiquimato, o mesmo utilizado pela planta para produção de 

lignina. No entanto, a pesquisa nessa área é incipiente, existindo poucos relatos 

que contrastem cultivares convencionais e suas respectivas versões RR, 

essencialmente derivada. Assim sendo, torna-se importante estudos também em 

sementes, uma vez que o acúmulo de lignina pode estar associado à qualidade 

fisiológica das mesmas. 

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo determinar os 

teores de lignina e a composição dos monolignois nos tegumentos de sementes 

de cultivares de soja RR e suas respectivas cultivares parentais convencionais, 

com o intuito de verificar possíveis alterações causadas pela modificação 

genética que resulta na resistência ao herbicida glifosato. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Sistema experimental 

Foram analisadas 12 cultivares, cedidas pela Embrapa Soja (Londrina-Pr) 

e Embrapa Cerrados (DF), compreendendo seis cultivares convencionais e suas 

versões transgênicas RR (Tabela1). Inicialmente as sementes foram submetidas a 

teste de germinação, segundo as prescrições contidas nas Regras para Análise de 

Sementes (BRASIL, 1992), a fim de verificar a qualidade do material utilizado 

no estudo (ANEXO D). 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Bioquímica 

Vegetal, da Universidade Estadual de Maringá (Maringá-Pr). Os reagentes 

utilizados nos experimentos foram adquiridos da Sigma
®
, Merck

®
, Reagen

®
 e 

Nuclear
®
. 
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Tabela 1 – Relação das cultivares avaliadas, todas registradas, protegidas e cedidas pela        

EMBRAPA Soja - Londrina, Paraná 

 

Cultivar Convencional Cultivar transgênica 

BRS 133 BRS 245 RR 

BRS 137 BRS 255 RR 

Embrapa 48 BRS 242 RR 

Emgopa 313 Emgopa 313 RR 

Emgopa 315 Emgopa 315 RR 

Emgopa 316 Emgopa 316 RR 

 

 

2.2. Obtenção do tegumento das sementes 

 Para cada amostra 200 sementes de cada material genético foram imersas 

em água por 12 horas. Após esse período, os tegumentos foram retirados das 

sementes e colocados para secar em estufa a 80
o
C por 16 horas. A seguir, o 

material foi esfriado em dessecador a vácuo, as amostras foram trituradas, 

pesadas, e avaliadas por duas metodologias diferentes quanto ao teor de lignina. 

 

2.3. Quantificação da lignina e composição dos monolignois 

Tegumento seco (0,3 g), foi homogeneizado em 50 mM tampão fosfato 

pH 7,0 (7 ml) e transferido para um tubo de centrífuga (Ferrarese et al., 2002). O 

precipitado foi centrifugado (1.400g, 6 min), lavado e centrifugado 

sucessivamente como segue: mais 2 vezes com 50 mM tampão fosfato pH 7,0 (7 

ml); 3 vezes com 1% (v/v) Triton
®
 X-100 em tampão pH 7,0 (7 ml); 2 vezes com 

1 M NaCl em tampão pH 7,0 (7 ml); 2 vezes com água destilada (7 ml) e 2 vezes 

com acetona (5 ml). O material foi seco em estufa (80°C, 24 h) e a massa foi 

definida como a fração da parede celular livre de proteínas. A seguir, esse 

material foi usado para a determinação do teor total de lignina pelo método da 

lignina solúvel em brometo de acetila (MORRISON, 1972). Uma porção (20 mg) 

do material foi acondicionada em tubo de centrífuga e 500 µl de acetilbromida 

25% foram acrescentados. As amostras foram aquecidas a 70ºC, 30 min, 

transferidas para banho de gelo e a reação foi interrompida com adição de 0,9 ml 
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de NaOH 2 M. A seguir, foram adicionados 0,1 ml de hidroxilamina-HCl 7,5 M 

e 2 ml de ácido acético gelado. As amostras foram centrifugadas (1.000g, 5 min), 

o sobrenadante diluído e usado para a realização das leituras em 

espectrofotômetro a 280 nm. A concentração de lignina foi determinada de 

acordo com uma curva padrão e foi expressa em mg lignina g
-1

 de parede celular. 

Para determinar a composição monomérica da lignina foi usada a 

oxidação com nitrobenzeno (DEAN, 1997). Uma fração da parede celular livre 

de proteínas (50 mg) foi colocada em uma ampola Pyrex
®
 contendo 1 ml de 

NaOH 2 M e 100 µl de nitrobenzeno. A ampola foi selada e aquecida a 170°C 

por 2,5 h, com agitação na metade do tempo de reação. Após oxidação, a amostra 

foi resfriada, lavada duas vezes com clorofórmio, acidificada com 350 µl de HCl 

5 M e extraída duas vezes com clorofórmio. Os extratos orgânicos foram 

combinados, secos e ressuspendidos em metanol. Todas as amostras foram 

filtradas em filtro de 0,45 μm e analisadas por HPLC, como descrito 

anteriormente. A fase móvel foi metanol/ácido acético 4% em água (20/80, v/v), 

com fluxo de 1,2 ml min
-1

 para corrida isocrática de 20 min. As quantificações de 

p-hidroxibenzaldeído, vanilina e siringaldeído foram realizadas a 290 nm 

utilizando os padrões correspondentes. Os resultados foram expressos como μg 

monômero mg
-1

 de parede celular. 

 

2.4. Análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo 

realizadas quatro repetições para cada tipo de avaliação. Os dados foram 

submetidos à análise de variância, e as médias entre cultivares transgênicas e 

respectivas parentais foram comparadas pelo teste F com a opção “contrast” do 

programa SAS, a 5% de probabilidade. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A comparação entre as cultivares RR e respectivas parentais indicou 

diferença significativa (teste F a 5% de probabilidade) em apenas um grupo 

analisado, como mostra a Tabela 2. 

A cultivar convencional que compõe o contraste 1 apresentou menor 

conteúdo de lignina no tegumento em relação com a cultivar transgênica, 

indicando uma redução de 24%. Já, nos demais contrastes, as cultivares não 

apresentaram diferenças significativas no conteúdo de lignina no tegumento das 

sementes.  

 
 

Tabela 2 – Valores médios do teor de lignina  e dos monômeros (H+G+S) no tegumento de soja 

transgênica resistente ao glifosato (RR) e suas respectivas parentais 
  

Cultivares Lignina 

(mg lignina g
-1

 parede 

celular) 

H + G + S 

(µg mg
-1

 de parede 

celular) 

Contraste 1   
BRS133 54,12ª 0,13

 a
 

BRS 245RR 71,80
b
 0,26

 b
 

Contraste 2   
BRS 137 67,46

a
 0,32

a
 

BRS 255RR 63,85
a
 0,31

a
 

Contraste 3   
Embrapa 48 67,72

 a
 0,26

a
 

BRS 242RR 66,74
 a
 0,28

a
 

Contraste 4   
Emgopa 313 67,65

 a
 0,34

a
 

Emgopa 313RR 71,13
 a
 0,46

b
 

Contraste 5   
Emgopa 315 68,11

 a
 0,28

a
 

Emgopa 315RR 70,35
 a
 0,21

b
 

Contraste 6   
Emgopa 316 53,22

 a
 0,21

a
 

Emgopa 316RR 53,61
 a
 0,25

a
 

Médias seguidas da mesma letra, dentro de contrastes, não diferem significativamente pelo teste F, 

respectivamente, a 5% de probabilidade.  

 

 



66 

 

Alguns trabalhos tratam do aumento da lignificação em plantas 

transgênicas de soja que passaram por um período de estresse fisiológico. 

NODARI & DESTRO (2006), em estudo realizado em nove lavouras de soja no 

Rio Grande do Sul, observaram que na presença de secas e altas temperaturas, as 

cultivares RR sofreram mais prejuízos que as convencionais. Os autores 

observaram um grande número de plantas com rachaduras no caule de 

penetrância elevada, sendo que uma quantidade significativa das mesmas 

apresentava-se com caules dobrados ou quebrados (cerca de 50% a 70% das 

plantas), possivelmente devido à superprodução de lignina nos materiais RR. 

Segundo COGHLAN (1999), os teores elevados de lignina depositados no caule 

das plantas de soja estariam ocasionando estas rachaduras devido ao 

enrijecimento das plantas sob altas temperaturas (45
o
C), problema também 

detectado em lavouras de soja transgênica RR nos EUA, o que teria ocasionado, 

em anos mais quentes, perdas por tombamento de até 40% (NODARI & 

DESTRO, 2006) em conseqüência de um aumento de 20% a mais de lignina em 

materiais RR (KUIPER et al., 2001). 

  Ao investigar o teor de lignina no tegumento de sementes de cinco 

diferentes contrastes formados por soja convencional e transgênica RR, GRIS, et 

al. (2010) encontraram diferenças significativas (p< 0,05) apenas no contraste 

Jataí vs Silvânia RR, no qual a cultivar transgênica apresentou uma lignificação 

27% maior que cultivar convencional. 

O comportamento diferenciado em relação ao conteúdo de lignina 

encontrado nos resultados não foi observado em todos os contrastes. Este fato 

pode indicar possíveis interferências na identificação dessa molécula, ou ainda, 

deve ser levado em conta que em virtude do fato das linhagens RR serem obtidas 

por métodos de retrocruzamentos, elas não são 100% isogênicas com suas 

parentais, e é possível alguma variabilidade genética capaz de interferir na 

característica.  

Outro fator que não se pode descartar é a complexidade estrutural da 

molécula de lignina (ANEXO E), fato este que dificulta sua quantificação em 

diferentes tecidos. Isto ocorre porque a maioria das técnicas usadas para este fim 
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envolve leituras na faixa do ultravioleta, mais especificamente em comprimento 

de onda de 280 nm. É sabido que nesta faixa espectral, proteínas e compostos 

aromáticos absorvem energia e, portanto, a presença destas substâncias pode 

interferir na quantificação da lignina. Diante disto, é importante destacar que 

vários autores têm divulgado seus resultados recorrendo à clássica técnica de 

determinação gravimétrica da lignina (FERREIRA, 2003). Entretanto, a 

metodologia para determinação do teor de lignina utilizada neste trabalho foi 

desenvolvida com o intuito de eliminar interferências presentes em outras 

técnicas. Ela se baseia em uma estratégia utilizada para retirar as proteínas 

interferentes, permitindo uma análise mais precisa da lignina. 

Os resultados obtidos até o momento indicam comportamento 

diferenciado dos materiais RR quanto ao teor de lignina presente no tegumento 

das sementes de soja, apenas no contraste BRS 133 vs BRS 245RR. Entretanto, 

estes dados ainda não são suficientes para afirmar que a sequência CP4 EPSPS, 

introduzida no genoma de cultivares comerciais de soja, possa ser responsável 

por esta alteração. Não obstante, devido ao fato de que na soja RR a inserção do 

gene de resistência ao glifosato ocorre na mesma via de síntese da molécula de 

lignina, possíveis alterações podem ocorrer na formação desse polímero. Por 

isso, após analisar o conteúdo de lignina, o próximo objetivo do trabalho foi 

quantificar sua composição monomérica, para verificar se o processo de 

lignificação sofre alguma alteração nas cultivares de soja transgênicas.  

Assim como ocorreu na lignificação, o contraste BRS 133 vs BRS 245RR 

(Tabela 01)  indicou diferença significativamente quanto a composição dos 

monolignois (H+G+S), os quais apresentaram um aumento de aproximadamente 

50% na cultivar transgênica. Houve um acréscimo significativo nos monômeros 

H e G (Tabela 02), sendo a produção do monômero H a mais alterada (66% 

maior). No contraste Emgopa 313 vs Emgopa 313RR a cultivar transgênica 

também apresentou uma maior quantidade dos monômeros (H+G+S), no entanto 

diferentemente do contraste anterior, a incorporação dos monômeros H, G e S foi 

significativa, com um aumento de aproximadamente 25, 23 e 24%. O Contraste 

Emgopa 315 vs Emgopa 315RR indicou um comportamento diferenciado entre 
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as cultivares, onde a cultivar transgênica teve uma redução significativa na 

incorporação do monômero G (33% menor). 
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Tabela 02. Valores médios da composição monomérica de lignina no tegumento de soja transgênica resistente ao glifosato (RR) e suas 

respectivas parentais 

 Monômero (µg x mg
-1

 de parede celular) % 

Cultivar H G S H+G+S H:G:S 

BRS133 0,02 ± 0,003
a
 0,1 ± 0,014

a
 0,01 ± 0,003

 a
 0,13 ± 0,018

a
 16 : 73 : 11 

BRS 245RR 0,06 ± 0,004
b
 0,17 ± 0,004

 b
 0,02 ± 0,002

 a
 0,26 ± 0,01

 b
 25 : 67 : 8 

      

BRS 137 0,08 ± 0,004
 a
 0,18 ± 0,001

a
 0,04±0,003

a
 0,32 ± 0,019

a
 26 : 59 : 15 

BRS 255RR 0,06 ± 0,005
a
 0,22 ± 0,01

a
 0,03 ± 0,004

a
 0,31 ± 0,017

a
 19 : 70 : 9 

      

Embrapa 48 0,08 ± 0,006
a
 0,15 ± 0,002

a
 0,02 ± 0,002

a
 0,26 ± 0,009

a
 31 : 60 : 9 

BRS 242RR 0,07 ± 0,005
 a
 0,17 ± 0,001

a
 0,03 ± 0,007

a
 0,28 ± 0,02

a
 29 : 61 : 10 

      

Emgopa 313 0,06 ± 0,004
a
 0,23 ± 0,014

a
 0,06 ± 0,005

a
 0,34 ± 0,023

a
 16 : 67 : 17 

Emgopa 313RR 0,08 ± 0,004
b
 0,3 ± 0,025

b
 0,08 ± 0,008

b
 0,46 ± 0,038

b
 18 : 65 : 17 

      

Emgopa 315 0,05 ± 0,004
a
 0,18 ± 0,01

a
 0,04 ± 0,028

a
 0,28 ± 0,01

a
 20 : 66 : 14 

Emgopa 315RR 0,06 ± 0,005
a
 0,12 ± 0,002

b
 0,03 ± 0,002

a
 0,21 ± 0,01

b
 24 : 58 : 18 

      

Emgopa 316 0,06 ± 0,004
a
 0,13 ± 0,007

a
 0,03 ± 0,003

a
 0,22 ± 0,014

a
 27 : 58 : 15 

Emgopa 316RR 0,07 ± 0,004
a
 0,14 ± 0,006

a
 0,04 ± 0,002

a
 0,25 ± 0,015

a
 28 : 59 : 13 

 

Médias seguidas da mesma letra, dentro de contrastes, não diferem significativamente pelo teste F, respectivamente, a 5% de probabilidade.  
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4. CONCLUSÕES 

 

 O teor de lignina no tegumento de sementes variou somente entre as 

cultivares BRS 133 e BRS 245RR.  

 

 Quanto à composição dos monolignois, três contrastes apresentaram 

diferenças significativas, sendo que em dois deles as cultivares 

transgênicas BRS 245RR e EMGOPA 313 RR indicaram maior 

incorporação das formas H, G e S.  

 

 Os resultados obtidos até o momento indicam comportamento 

diferenciado de alguns materiais RR quanto ao teor de lignina presente no 

tegumento das sementes de soja. Entretanto, estes dados ainda não são 

suficientes para afirmar que a sequência CP4 EPSPS, introduzida no 

genoma de cultivares comerciais de soja, possa ser responsável por esta 

alteração. 
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CAPÍTULO IV 

 

PROCESSO PARA DIFERENCIAR SOJA CONVENCIONAL DE SOJA 

RESISTENTE AO GLIFOSATO POR DETERMINAÇÃO 

CROMATOCRÁFICA DO CHIQUIMATO 

 

resumo: O presente trabalho estabelece um processo, sensível e confiável, em 

que se aplica cromatografia líquida de alta eficiência para detectar chiquimato em 

sementes de soja, visando discriminar variedades convencionais daquelas 

geneticamente modificadas, resistentes ao glifosato. O mecanismo de ação do 

glifosato é bem definido, pois se trata do único herbicida que inibe 

especificamente a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP 

sintase, E.C. 2.5.1.19), que catalisa a condensação do chiquimato com 

fosfoenolpiruvato. O trabalho está pautado no fato do chiquimato se acumular 

significativamente nos tecidos vegetais de soja convencional, após a inibição da 

EPSP sintase pelo glifosato. Em plantas não submetidas ao glifosato, o 

chiquimato não é facilmente detectado, pois rapidamente se converte em 

chiquimato 3-fosfato e, a seguir, em 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato, pela ação 

da EPSP sintase. Por outro lado, em plantas não geneticamente modificadas 

submetidas ao glifosato, a metabolização do chiquimato é prejudicada, resultando 

em seu acúmulo. Este metabólito pode ser detectado em quantidades 

extremamente baixas (na faixa de g), por cromatografia líquida de alta 

eficiência. Foram analisados seis contrastes diferentes, sendo cada contraste 

formado por uma cultivar transgênica e sua respectiva cultivar parental 

convencional, submetidas ou não a embebição com solução de glifosato 0,6%. 

As análises cromatográficas indicaram o acúmulo de chiquimato apenas em 

cultivares convencionais, nas quais as sementes foram previamente embebidas 

em solução de glifosato 0,6%. Os resultados demonstraram que a detecção de 

chiquimato pelo método cromatográfico nas radículas de sementes, germinadas 

após pré-embebição com glifosato, pode ser utilizado como um método rápido e 

preciso na diferenciação de soja resistente ao glifosato de soja convencional.  
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Palavras-Chave: Glycine max, chiquimato, transgenia, soja RR,  HPLC. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cultura da soja (Glycine max L. Merril.) ocupa atualmente, no Brasil, 

aproximadamente 58% da área plantada, sendo a espécie com maior extensão de 

cultivo (IBGE, 2009), tendo relevante importância econômica no país. O cultivo 

de lavouras de soja geneticamente modificada (GM) está em expansão no Brasil 

e já foram concedidos certificados de proteção para diversas cultivares de soja 

tolerantes ao herbicida Roundup Ready (RR) no país. 

 O cultivo e o comércio de organismos geneticamente modificados vêm 

crescendo significativamente no mundo, em que pese o fato de que a utilização 

da biotecnologia na agricultura é vista de forma diferente nas distintas regiões. 

Variedades transformadas aprovadas em um país e usadas comumente na 

agricultura comercial são, às vezes, proibidas em outros países (MUMM & 

WALTERS, 2001). Isto significa que na comercialização de lotes de sementes 

convencionais, produzidos em países onde as variedades geneticamente 

modificadas (GM) são utilizadas, para países onde as variedades transgênicas são 

proibidas ou controladas rigidamente, a presença adventícia de sementes de 

variedades GM é inevitável (LE BUANEC, 2003).  

Grande fonte de risco desse sistema de segregação consiste nos testes de 

detecção utilizados porque nenhum deles apresenta absoluta exatidão 

(HUFFMANN, 2004). A produção mundial de sementes de espécies GM atingiu 

proporções significativas, levando institutos de pesquisa, agências de inspeção e 

companhias de vários países a desenvolver estratégias e métodos para detecção 

de sementes de plantas GM. Embora diversas pesquisas tenham sido conduzidas 

com o objetivo de detectar variedades GM não há um método padronizado 

(CUNHA et al., 2005).  

 O glifosato é o ingrediente ativo do herbicida que inibe a enzima 5-

enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintetase (EPSP sintetase ou EPSPS) e impede 

que a planta sintetize aminoácidos essenciais para a síntese de proteínas e 

também alguns metabólitos secundários (KRUSE et al.,2000). 
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Nas plantas os sintomas macroscópicos da fitotoxidade ao glifosato são 

lentos. A morte de uma planta não transgênica, injuriada, ocorre vários dias após 

sua aplicação. Todavia, alguns aspectos bioquímicos podem ser verificados em 

poucas horas. BONINI et al. (2009) indicam o acúmulo de chiquimato em folhas, 

raízes e radículas de cultivares de soja convencional após exposição ao glifosato. 

Sem dúvida, o acúmulo do chiquimato é uma conseqüência fisiológica imediata 

da injúria causada pelo herbicida, o que pode se tornar útil na rápida detecção de 

tecidos vegetais afetados (DUKE et al., 2003; KREMER et al., 2005). Sabendo 

que o acúmulo do chiquimato é o resultado direto da inibição enzimática pelo 

glifosato, sua quantificação pode ser correlacionada com a inserção do gene de 

resistência ao herbicida, como é o caso da soja RR.  

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver uma 

técnica alternativa, rápida, sensível e segura para diferenciar a soja resistente ao 

glifosato da soja convencional visando, futuramente, assessorar órgãos 

interessados, especialmente empresas ligadas à produção de sementes, nas suas 

estratégias de controle. Para isto foi aplicada a técnica cromatográfica para a 

quantificação de chiquimato em radículas de soja convencional e transgênica, 

submetidas ao tratamento com o herbicida glifosato de uso comercial.   

 

 

2. MATERIAL E CONDUÇÃO EXPERIMENTAL 

 

2.1. Sistema experimental 

Foram analisadas 12 cultivares, cedidas pela Embrapa Soja (Londrina-Pr) 

e CTPA - Centro Tecnológico para Pesquisas Agropecuárias (GO), 

compreendendo seis cultivares convencionais e suas versões transgênicas RR 

(Tabela1).  
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Tabela 1 – Relação das cultivares avaliadas: 
Cultivar convencional Cultivar transgênica 

BRS 133 BRS 245 RR 

BRS 137 BRS 255 RR 

Embrapa 48 BRS 242 RR 

Emgopa 313 Emgopa 313 RR 

Emgopa 315 Emgopa 315 RR 

Emgopa 316 Emgopa 316 RR 

 

Os demais materiais utilizados nos experimentos, assim como, os sais dos 

tampões, polivinilpolipirrolidona (PVPP) e demais reagentes e materiais como, 

papel Germitest CEL-060, foram adquiridos de fontes confiáveis e seguras 

(Sigma
®
, Merck

®
, Reagen

®
, Nuclear

®
 e JT Baker

®
). O glifosato de uso comercial 

utilizado apresentava em sua formulação 360 g L
-1

 do equivalente ácido (e.a.), 

480 g L
-1

 de sal de isopropilamina N-(fosfonometil) glicina (Glyphosate) 

(C3H8NO5P) e 684 g L
-1

 de ingredientes inertes, sendo adquirido junto a Cocamar 

de Maringá, Paraná. 

Todos os experimentos foram realizados em condições apropriadas e 

conduzidos no Laboratório de Bioquímica Vegetal (Bloco I-89), do 

Departamento de Bioquímica da Universidade Estadual de Maringá, Paraná. 

 

2.1. Germinação das sementes 

As sementes foram imersas em 300 ml de solução de herbicida comercial 

(Roundup Ready
 ®

 0,6% - sal de isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina 480 

g L
-1

; equivalente ácido de glifosato 360 g L
-1

; ingredientes inertes 692 g L
-1

) no 

caso do tratamento, durante 4 horas. As variáveis tempo e concentração foram 

determinados através de curva de embebição determinada em prévios 

experimentos realizados no Laboratório de Bioquímica Vegetal. Já, no caso do 

controle, as condições foram as mesmas, porém as sementes foram embebidas 

em água.  

Após o período de imersão (4 h), as sementes foram acondicionadas entre 

duas folhas de papel Germitest CEL-060, umedecidas com água, enroladas 
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(foram confeccionados em média 4 rolos, de cada cultivar, contendo 25 sementes 

cada um), acondicionadas em tubos de PVC contendo um pequeno filme de água 

para manutenção da umidade e postas a germinar em câmara escura (Tecnal TE 

400, Brasil), a 25ºC e 80% de umidade relativa, durante 24 horas. Após esse 

período, realizou-se a extração do chiquimato a partir das radículas retiradas das 

plântulas. 

 

2.2. Extração do chiquimato 

 Após a obtenção do material básico foi realizada a extração do 

chiquimato. O tecido vegetal foi macerado em gral com HCl 0,25 N (1:3 

peso/volume) conforme descrição contida em BONINI et al. (2010). As amostras 

foram centrifugadas a 1200g por 10 minutos e o sobrenadante separado para as 

análises. 

Para a identificação e quantificação do chiquimato o material foi analisado 

por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), técnica de separação 

fundamentada na distribuição dos componentes de uma mistura de duas fases 

imiscíveis, a fase móvel, líquida e a fase estacionária, contida em uma coluna. As 

separações são alcançadas por partição, adsorção, troca iônica, exclusão por 

tamanho ou interações esterioquímicas, dependendo do tipo de fase estácionária 

utilizada. 

As amostras obtidas anteriormente foram diluídas (50 – 100 vezes) em 

fase móvel (solução aquosa de H3PO4 3,5mM) e filtradas por meio de seringa 

adaptada a um filtro com membrana de difluoreto de polivinilideno, de 

porosidade 0,45 m. A seguir, e com o auxílio de seringa apropriada, a amostra 

foi injetada em um cromatógrafo constituído de uma bomba de alta pressão, um 

injetor e um detector UV-Vis. A eluição foi efetuada, em condição isocrática, 

durante 10 minutos e o chiquimato identificado a 220 nm. Chiquimato, nas 

amostras, foi identificado pela comparação do seu tempo de retenção com aquele 

de um padrão, a 3,5µg/mL, preparado e injetado nas mesmas condições descritas 

para as amostras. 

A quantidade de chiquimato nas amostras foi determinada de acordo com 
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a fórmula: Chiquimato (µg g
-1

) = F x (Área da amostra / Área do padrão) x 

Diluição, onde: Área da amostra e Área do padrão são as áreas calculadas, e 

fornecidas pelo cromatógrafo, referentes à amostra e ao padrão, eluídos pela fase 

móvel; Diluição representa o número de vezes em que a amostra é diluída (50 – 

100 vezes) na fase móvel e F (= 10,5µg g
-1

) é o fator de cálculo obtido pela 

relação entre a concentração do padrão (3,5µg/mL) e o extrato do tecido vegetal 

(0,5 g de matéria fresca extraída em 1,5 mL de HCl 0,25N), de acordo com a 

fórmula: F = 3,5µg mL
-1

 x 1,5mL  0,5g. Todos os resultados foram expressos 

em µg de chiquimato g
-1

 tecido vegetal fresco. 

 

2.3.  Análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo 

realizadas quatro repetições. Por se tratar de uma metodologia qualitativa, os 

resultados foram analisados através de teste média.  

 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Um padrão de ácido chiquímico 20 µM foi injetado a cada dia antes do 

início das análises em HPLC e o tempo de retenção do cromatograma padrão foi 

utilizado para identificação do chiquimato nas amostras analisadas.  

A Figura 01 representa os perfis cromatográficos obtidos com um padrão 

de chiquimato e amostras de chiquimato extraídas de radículas de soja 

convencional (BRS 133) e transgênica (BRS 245RR). Pode-se constatar que a 

soja convencional tratada com 0,6% do equivalente ácido (e.a) do herbicida 

comercial acumulou chiquimato, o que não ocorreu na cultivar transgênica.  
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Figura 1. Cromatogramas representativos mostrando o padrão de chiquimato 20 M (tempo 
de retenção, Rt = 5,68 min); chiquimato (Rt = 5,70 min) acumulado nas radículas de soja 

convencional (BRS-133) tratadas com o herbicida comercial e a ausência de chiquimato nas 

radículas de soja resistente ao glifosato (BRS-245RR), tratadas com 0,6% do equivalente 
ácido (e.a.) do herbicida glifosato. 

 

 

DUKE et al. (2002) avaliaram a eficiência da técnica cromatográfica 

comparada com a técnica espectrofotométrica em estudos com algodão (Gossypium 

hirsutim L.) resistente, ou suscetível, ao glifosato. Tanto a espectrofotometria  

quanto a cromatografia por HPLC demonstraram o acúmulo de chiquimato em 

plantas convencionais, tratadas com glifosato, no entanto, a técnica 

espectrofotométrica detectou 73% de chiquimato, após aplicação do herbicida, ao 

passo que a cromatografia detectou 100% do composto. A eficácia desses 

métodos também foi comprovada por BONINI et al. (2010) e MARCHIOSI et al. 

(2009) que identificaram o acúmulo de chiquimato em diferentes tecidos de 

plantas de soja convencional, tratadas com glifosato. Por seu lado, em todos os 

estudos citados, os resultados obtidos deixam claro que a técnica cromatográfica 

quantifica efetivamente o chiquimato presente nas amostras, sem a interferência 

encontrada nos resultados de análises espectrofotométricas, evidenciando uma 

maior confiabilidade ao método empregado no presente trabalho. 
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Visando estabelecer um protocolo confiável foram utilizadas várias 

comparações entre sementes de soja convencionais e transgênicas, os resultados 

podem ser vistos na Tabela 2. 

De fato, o chiquimato acumulou significativamente nas radículas das 

cultivares convencional (> 952,4 µg g
-1

) após tratamentos com glifosato. O 

mesmo não ocorreu com os tecidos de soja transgênica, onde o chiquimato não 

foi detectado. Como se sabe, a inserção do gene de tolerância ao glifosato 

permite que a via do chiquimato não sofra a ação do herbicida devido à alta 

atividade da EPSP sintase e sua baixa afinidade ao mesmo, resultando na rápida 

utilização do chiquimato na via metabólica (DELANNAY et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 2 – Teores de chiquimato em radículas de soja convencional e resistente ao 

glifosato, tratadas com herbicida comercial (0,6%). 

Cultivar Chiquimato  

(µg chiquimato g
-1

 matéria fresca) 

BRS 137 1.238,1 ± 52,5 

BRS 255RR nd 

BRS 133 1.197,2 ± 20,3 

BRS 245RR nd 

EMGOPA 316 1.107,6 ± 19,4 

EMGOPA 316RR nd 

EMGOPA 313 1.030,8 ± 24,3 

EMGOPA 313RR nd 

EMGOPA 315 1.020,5 ± 72,7 

EMGOPA 315RR nd 

EMBRAPA 58 952,4 ± 32,5 
BRS 242RR nd 

Médias (N = 4 ± erro padrão da média) 
nd = não detectado 
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A Figura 2 traz o cromatograma obtido em análises realizadas a partir de 

radículas das cultivares BRS 137 e BRS 255RR (embebidas em solução de 

glifosato), juntamente com o padrão de chiquimato 20µM. As análises realizadas 

a partir de sementes embebidas apenas em água não indicaram o acúmulo de 

chiquimato em nenhuma das cultivares, como demonstrado na figura 03. Esses 

perfis cromatográficos foram constatados em todos os contrates avaliados. O 

chiquimato foi detectado em elevada concentração nas cultivares que não 

possuem o gene de resistência ao glifosato, enquanto que nas cultivares RR ele 

não foi detectado, permitindo diferenciar com clareza as cultivares convencionais 

das cultivares transgênicas.  

 

 

 

Figura 02. Cromatogramas representativos mostrando o padrão de chiquimato 20 M 

(1); chiquimato presente na cultivar BRS 137 (2) e a ausência de chiquimato nas 
radículas da cultivar BRS 255RR (3), ambas tratadas com 0,6% do equivalente ácido 

(e.a.) do herbicida glifosato. 

 

1 

2 3 
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Figura 03. Cromatogramas representativos mostrando o padrão de chiquimato 

20 M (1) e a ausência de chiquimato nas radículas das cultivares BRS 137 (2) 
BRS 255RR (3), ambas embebidas em água.  

 

 

4. CONCLUSÕES 

 

 A identificação do chiquimato através da técnica cromatográfica permite 

diferenciar soja convencional de resistente ao glifosato.  

 A diferenciação entre cultivares de soja convencional e geneticamente 

modificada por meio de análises rápidas, torna o presente trabalho 

adequado para rastreabilidade da soja.  

 A técnica apresentada permite análises qualitativas quanto à presença de 

soja RR e poderá contribuir no processo de certificação de sementes.  
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ANEXO A 

 

PARTE DA VIA METABÓLICA DO CHIQUIMATO E 

FENILPROPENÓIDES. 

BIOSSÍNTESE DE LIGNINA (EM NEGRITO, MONOLIGNOIS) 

 

 

 

 

 

 



89 

 

ANEXO B 

PRINCIPAIS PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO DO GLIFOSATO 

NO SOLO. 
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ANEXO C 

VIAS DO CHIQUIMATO E DOS FENILPROPANOIDES E A AÇÃO DO 

GLIFOSATO NAS PLANTAS. A INIBIÇÃO DA EPSP SINTASE PELO 

GLIFOSATO AFETA A BIOSSÍNTESE DE AMINOÁCIDOS 

AROMÁTICOS E O CRESCIMENTO DAS PLANTAS SUSCETÍVEIS. 
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ANEXO D 

 

PORCENTAGEM DE PLÂNTULAS NORMAIS OBTIDA NA 

PRIMEIRA CONTAGEM E NA CONTAGEM FINAL DO 

TESTE DE GERMINAÇÃO DAS CULTIVARES UTILIZADAS 

NO TRABALHO. 

 
Cultivar Germ.(1a contagem) %  

 
Germ. (contagem final) 

% 

BRS133 74 82 

BRS 245RR 77 83 

BRS 137 79 85 

BRS 255RR 72 80 

Embrapa 48 65 71 

BRS 242RR 74 82 

Emgopa 313 55 60 

Emgopa 313RR 65 71 

Emgopa 315 57 60 

Emgopa 315RR 63 69 

Emgopa 316 58 66 

Emgopa 316RR 61 69 
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ANEXO E 

 

ESTRUTURA QUÍMICA DETALHADA DE UMA MOLÉCULA DE 

LIGNINA. AS UNIDADES DE FENILPROPENÓIDES NÃO SE 

ENCONTRAM LIGADAS DE FORMA SIMPLES E DE UMA ÚNICA 

MANEIRA (TAIZ; ZEIGER, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 


