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RESUMO

BONINI, Edicléia Aparecida, D.S. Universidade Estadual de Maringa. Fevereiro
de 2011. Analises bioquimicas de soja convencional e resistente ao glifosato
relacionadas ao contetdo de lignina e chiquimato. Professor Orientador: Dr.
Osvaldo Ferrarese Filho. Professora Conselheira: Dr* Maria de Lourdes Lucio
Ferrarese.

A presente tese € composta de quatro trabalhos descritos separadamente em
capitulos. O objetivo geral foi realizar um estudo comparativo entre cultivares de
soja RR (resistente ao glifosato) e respectivas parentais quanto ao a lignificacdo e
ao acumulo de chiquimato. No primeiro capitulo foram avaliados o contetdo de
chiguimato e os teores de lignina em plantas de soja transgénica e convencional
em dois estadios de desenvolvimento, submetidas ou ndo a pulverizagdo com o
herbicida glifosato. As andlises realizadas no estadio V3 indicaram acumulo de
chiguimato na cultivar convencional. A cultivar convencional por sua vez,
acumulou chiquimato apos a aplicacdo do herbicida, evidenciando sua
sensibilidade ao glifosato. No estadio R7 foi possivel observar o aumento da
lignificacdo nas plantas, tanto no caule quanto nas folhas. Nessas plantas, o
glifosato causou reducdo no peso seco e na lignificacdo da cultivar transgénica
(BRS 242 RR). O objetivo no segundo estudo foi avaliar os efeitos do glifosato
no acumulo de chiquimato e na atividade da enzima chiquimato desidrogenase
(SDH) nas folhas de soja, convencional e transgénica, submetidas a acdo do
herbicida glifosato. As avaliacbes se iniciaram imediatamente ap0s a
pulverizagédo, caracterizando o tempo zero, e se estenderam por cinco dias. Nas
folhas da cultivar convencional, tratada com glifosato, ocorreu crescente acimulo
de chigquimato e aumento na atividade da SDH, evidenciando que a agdo do
glifosato teve efeitos marcantes na via do chiquimato. N&o foi constatado
acumulo de chiquimato na cultivar resistente ao glifosato e, em geral, a atividade
da enzima ndo foi afetada pelo herbicida. O terceiro capitulo teve por objetivo
determinar os teores de lignina e a composicdo 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 diferenca nos
teores deste polimero nos tegumentos, em comparagdo 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 capitulo traz as analises
cromatogréficas de seis contrastes diferentes, sendo cada contraste formado por
uma cultivar transgénica e sua respectiva cultivar parental convencional,
submetidas ou ndo a embebicdo com solucdo de glifosato 0,6%. O acumulo de
chiquimato foi detectado apenas em cultivares convencionais, nas quais as
sementes foram previamente embebidas em solugdo de glifosato 0,6%. Os
resultados demonstraram que a deteccdo de chiquimato pelo método
cromatografico pode ser utilizado como um método rapido e preciso na

diferenciacdo de soja resistente ao glifosato de soja convencional.

Palavras-Chave: lignina, chiquimato, soja transgénica.



ABSTRACT

BONINI , Edicléia Aparecida, D.S. Universidade Estadual de Maringa; February
2011. Biochemical analysis of conventional and roundup ready soybean
related to lignin content and shikimate. Adviser: Dr. Osvaldo Ferrarese Filho.
Committee Member: Dr® 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. INTRODUCAO 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 atencdo dos pesquisadores por se destacar como planta de
grande retorno financeiro. A obtencdo de cultivares resistentes ao glifosato é
realizada desde a década de 1980 (SHAN et al., 1986; PADGETTE et al., 1995).

O advento da soja transgénica, 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 Biosseguranca. Com a
introducdo da sequéncia CP4 EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase)
no genoma de cultivares comerciais de soja, a qual confere tolerancia ao
ingrediente ativo glifosato, é produzida a proteina CP4 EPSPS, enzima que
participa da biossintese de aminoacidos aromaticos em plantas e microrganismos.
No caso de cultivares convencionais, a inibicdo dessa enzima pelo glifosato,
presente na via do chiquimato, causa deficiéncia na producdo de aminoacidos
essenciais e consequente morte das plantas, o que ndo ocorre nas cultivares de
soja modificadas geneticamente.

Segundo SHARMA (1986), o glifosato tambem pode inibir a lignificacéo
devido ao seu modo de acdo, blogueando a via do chiquimato. LIU et al. (1997),
em seu trabalho com plantulas de feijdo, encontraram que os teores de lignina
aumentam com o tempo de desenvolvimento o que ndo ocorre nas plantas
tratadas com glifosato. Deste modo, os efeitos toxicos do glifosato podem ser
atribuidos a (1) impossibilidade da planta de sintetizar os aminoacidos
aromaticos e, possivelmente, os acidos fendlicos e, mais adiante, a lignina; (2)
um dreno de energia resultante de ATP e fosfoenolpiruvato gasto no acimulo de
chiguimato e (3) toxicidade dos intermediarios acumulados na via do chiquimato
(FISHER et al., 1986).

Como o glifosato € um herbicida que interfere na via de sintese de
aminoacidos aromaticos e, por sua vez, na sintese de lignina, as determinacdes

deste polimero bem como o acumulo de chiquimato, em plantas de soja
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convencionais e transgénicas, poderdo estabelecer possiveis diferencas existentes
entre as duas cultivares. Essas observagdes poderéo indicar os efeitos causados
pelo herbicida glifosato na presenca e na auséncia do gene modificado.

O cultivo e o comércio de organismos geneticamente modificados vém
crescendo significativamente no mundo, em que pese o fato de que a utilizacdo
da biotecnologia na agricultura é vista de forma diferente nas distintas regides.
Variedades transformadas aprovadas em um pais e usadas comumente na
agricultura comercial sdo, as vezes, proibidas em outros paises (MUMM &
WALTERS, 2001). Isto significa que na comercializagdo de lotes de sementes
convencionais produzidos em paises onde as variedades geneticamente
modificadas (GM) sdo utilizadas, para paises onde as variedades transgénicas sao
proibidas ou controladas rigidamente, a presenca adventicia de sementes de
variedades GM ¢ inevitavel (LE BUANEC, 2003).

Técnicas de segregacdo, rastreabilidade e preservacdo de identidade dos
recursos genéticos e produtos alimentares assumiram carater estratégico em
nosso pais, importante fornecedor mundial de soja convencional (PESSANHA &
WILKINSON, 2003).

O ensaio in vivo € um metodo utilizado para diagnosticar possivel
resisténcia, avaliando o acumulo de chiquimato em tecido foliar, esta € uma
forma de deteccdo de forma répida da resisténcia ao glifosato, sabendo-se que
apos a aplicacédo desse produto, ocorre 0 acimulo do chiquimato pela inibicdo da
enzima EPSPS. Entre as desvantagens deste teste destaca-se a necessidade de
sementes ndo dormentes e a utilizacdo de méo-de-obra e materiais para analises
(VIDAL et al., 2006).

Os principais objetivos deste trabalho foram avaliar se alteracdo da EPSPS
se resume apenas a sua resisténcia ao glifosato ou se ela também interfere na via
da qual faz parte, na presenca ou auséncia do herbicida, ao longo do
desenvolvimento da planta de soja, incluindo a concentragdo de chiquimato, a
atividade da enzima EPSPS e a sintese de lignina. Além de desenvolver uma
técnica alternativa, rapida, sensivel e segura para diferenciar a soja resistente ao

glifosato da soja convencional visando, futuramente, assessorar Orgdos



interessados, especialmente empresas ligadas a producdo de sementes, nas suas

estratégias de controle.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A soja transgénica Roundup Read®

A soja transgénica RR (Roundup Ready®) foi desenvolvida pela
Companhia Monsanto (St. Louis, MO, EUA) na década de 1980, com o objetivo
de disponibilizar um material tolerante a acdo de herbicidas a base de glifosato.
Estes s&o comumente utilizados para dessecagdo de vegetagdo invasora em
culturas perenes ou em operacOes de pré-plantio das anuais, principalmente no
sistema de plantio direto, em que o solo ndo é revolvido e a semeadura se da
sobre palhada da cultura anterior ou das plantas espontaneas do terreno
(HEBERLE, 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 obtencdo do gene, foi usada a técnica de transformacédo por aceleracdo de
particulas metalicas recobertas com material genético, denominada biobalistica.
O inserto para transformacdo, contém uma parte do promotor do virus do
mosaico da couve-flor (CaMV 35S), seguido do peptideo de transito de
cloroplasto da epsps (CTP EPSPS) de petunia hibrida, a sequéncia codificadora
cpdepsps e parte do terminador de transcricdo nos da nopalina sintase de
Agrobacterium tumefaciens (PADGETTE et al., 1996; CONCEICAO;
MOREIRA; BINSFELD, 2006). Semelhantes construcdes foram empregadas,
posteriormente, na transformacdo de algoddo, milho, beterraba e canola
(DEISINGH & BADRIE, 2005).

A crescente necessidade de aumento de produtividade, com consequente
reducdo de custos, facilidade de manejo e menor efeito residual do novo evento
promoveu o rapido crescimento da area cultivada com soja RR no mundo. No
Brasil, essa cultura foi responsavel por 45,6% do total de area plantada e
aproximadamente, 42,71% do total da producdo de grdos na safra 2009/2010
(CONAB, 2010).



2.2. A via do chiquimato

A via do chiguimato consiste de uma sequiéncia de sete passos metabélicos
que terminam com a producdo de corismato, um precursor biossintético para
Varios compostos aromaticos. A organizacdo das sete enzimas é marcadamente
diferente nos trés reinos onde elas estdo presentes (reinos Fungi, Monera e
Plantae). Na maioria dos procariotos, 0s sete passos sdo realizados por enzimas
multifuncionais. Em fungos, os passos 2-6 sdo 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 responsavel pela sintese de aminoacidos
aromaticos essenciais, como fenilalanina e tirosina (BUCHANAM et al., 2000).
Estes aminoacidos, aléem de constituirem proteinas importantes para o0
desenvolvimento da planta, podem participar da via dos fenilpropanoides,
principal caminho para a sintese de compostos fendlicos, dentre estes 0s
monolignais, precursores da lignina (ANEXO A). A sintese desta molécula é um
processo complexo, o qual envolve indmeras etapas enzimaticas que compdem o
metabolismo secundario das plantas (STRACK, 1997).

A formacédo do chiquimato ocorre a partir do processo regenerativo do
carboidrato eritrose-4-fosfato, sintetizado durante a fotossintese, além do
fosfoenolpiruvato, derivado da glicolise. Ambos iniciam a via biossintética que,
por meio de reacdo de condensacdo e de varias outras reacdes transformadoras,
forma o chiquimato. Subsequentemente, esta mesma via culminard com a
formacdo de aminoacidos aromaticos e sintese de lignina (ABREU, 1994).

Dentre as etapas metabdlicas da via do chiquimato, a quarta reacéo
corresponde a reducdo, dependente de NADPH, do &cido desidrochiquimico
formando o chiquimato, catalisada pela enzima-chave chiquimato desidrogenase
(SDH) (EC 1.1.1.25) (SINGH & CHRISTENDAT, 2006). Reversivelmente, a
oxidacdo NADP*-dependente do produto da reagdo, o chiquimato, leva a

formacdo de derivados do &cido benzoéico, como os &cidos protocatecuico e
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galico. Nas plantas, a chiquimato desidrogenase responde aos diferentes estresses
ambientais como o0 ataque de insetos mastigadores ou lagartas, de
microrganismos, alteracdo na concentracdo de ions no solo e a deficiéncia de
nitrogénio (DIAZ et al., 2001).

O chiquimato acumulado pela exposicao ao glifosato pode ser usado como
substrato por esta enzima podendo causar alteracbes em sua atividade. Este
parametro, portanto, pode ser importante para desvendar as alteracdes
metabdlicas causadas pelo glifosato. Entretanto, poucos estudos tém 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 especifico para esse herbicida,
desenvolver-se rapidamente no interior da célula, ai permanecendo durante
algum tempo, ser relativamente fécil de extrair e analisar a baixo custo. Nesse
contexto, o chiquimato tem demonstrado ser um marcador seletivo para plantas
expostas a sub-doses de glifosato e (HARRING et al., 1998; SINGH &
SHANER, 1998;), sendo importante na identificacdo de plantas daninhas com
sintomas de resisténcia.

O acumulo de acido chiquimico em resposta a inibicdo da EPSPS pelo
herbicida glifosato € um teste rapido e preciso para quantificar danos em plantas
sensiveis a este herbicida. PLINE et al. (2002) analisaram o acumulo de
chiguimato em variedades de algoddo resistentes e sensiveis ao glifosato. Todos
os tecidos do algodoeiro suscetiveis acumularam chiquimato em resposta ao
tratamento com glifosato, enquanto que os tecidos de plantas resistentes ao

glifosato acumularam muito menos chiquimato.



2.3. Lignina

A lignina perfaz 15 a 30% da biomassa seca da parede celular, sendo o
segundo mais abundante polimero do planeta, ap6s 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
agua (BUCHANAM et al.,, 2000). A presenca de lignina nas plantas é
fundamental para as juncdes entre células vizinhas, expansao e enrijecimento dos
tecidos, provendo assim, uma forte barreira fisica contra a invasdo de
microrganismos (BOUDET, 2000). Levando em conta a quantidade de lignina na
raiz, pressupde-se que em maior quantidade ofereca a planta maior sustentacdo
no solo.

Estruturalmente, a lignina é um polimero fenolico altamente ramificado e
constituido de éalcoois fenilpropanoides (BOUDET, 2000). A polimerizagao
ocorre entre uma ou mais unidades precursoras, chamadas monoligndis: 0s
alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (ANEXO A). Uma vez
polimerizado, os residuos derivados de cada um destes precursores Ssdo
denominados, respectivamente, H (p-hidroxifenil), G (guaiacil) e S (siringil) e os
polimeros enriquecidos com estes respectivos residuos séo referidos como
ligninas tipos H, G ou S (DEAN, 1997).

O processo metabolico de deposicdo de lignina na parede celular é
necessario em todos os tecidos das plantas, e € uma etapa importante durante a
expansdo celular e o crescimento da raiz. Além de desempenhar papel importante
na absorcéo, transporte e secrecdo de substancias, é responsavel pela resisténcia
mecanica de vegetais e € uma das principais formas de defesa da planta
(FENGEL & WEGENER, 1984; BUCHANAN et al., 2000). Em geral, a parede
celular se torna lignificada quando ha um decréscimo da expansdo celular, mas
também quando esta sob estresse, seja ele bidtico ou abidtico, ou ainda quando as
células, principalmente do xilema, se diferenciam para uma especializacdo
particular (CHRISTENSEN et al., 1998).



Apesar de inumeros estudos realizados com relacdo a lignina, muitas
questdes relativas a sua estrutura quimica permanecem em debate (ANTEROLA
& LEWIS, 2002).

Esse polimero é derivado de unidades fenilpropenoides denominadas C¢Cs
ou, simplesmente, unidades C,, repetidas de forma irregular. Ela é uma mistura
racémica de heterobiopolimeros aromaticos composto principalmente, de trés
alcoois hidroxicinamilicos, diferindo no seu grau de metoxilacdo. Eles sdo
chamados de monolignois: alcool p-cumarilico &lcool coniferilico e alcool
sinapilico correspondendo aos monolignois H, G e S, respectivamente
(FREUDENBERG & NEISH, 1968; LI et al., 2008). O &lcool p-cumarilico ndo
possui metoxila, o coniferilico e o sinapilico possuem, respectivamente, um e
dois grupos por molécula. O grupo metoxilico € considerado um grupo funcional
caracteristico de ligninas e seus derivados, sendo de grande importancia sua
determinacdo (MORAIS, 1992).

Alguns autores t€ém reconhecido os termos ‘“core” e “ndo core” para
diferenciar tipos de lignina (JUNG & DEETZ, 1993; LAPIERRE, 1993). Lignina
core consiste de polimeros fenilpropenoides da parede celular, altamente
condensados e muito resistentes a degradacdo. Eles sdéo compostos de unidades
p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em proporc6es diferentes, de
acordo com sua origem. Lignina ndo core consiste de compostos fenolicos de
baixo peso molecular, liberados da parede celular por hidrolise, que é
representada por &cidos p-hidroxicindmico éster-ligados. Estes acidos podem
estar ligados a lignina core, aos polissacarideos ou a ambos, simultaneamente
(JUNG, 1989) e correspondem aos fenolicos extraidos. Com a maturacdo da
planta, reduz-se a concentracdo dos ésteres dos acidos fendlicos livres devido sua
polimerizacéo, assim, a concentracéo de lignina verdadeira (core) aumenta (VAN
SOEST, 1994). A lignina também pode estar quimicamente ligada a
hemicelulose por meio da xilose e arabinose (JUNG & VOGEL, 1992), porém
ndo ha evidéncia de ligacdo covalente com a celulose (CHESSON &
FORSBERG, 1988).



A avaliagdo in situ da lignina core é normalmente feita através do extrato
livre de parede celular, o qual pode ser obtido apds extracdo prévia com
solventes organicos para eliminar os componentes sollveis. Isto é importante
para minimizar os problemas de interferéncia entre a lignina core e outros
fendlicos soltveis (MORAIS et al., 1991).

2.4. Lignina e o dano mecanico

A semente de soja é muito sensivel ao dano mecénico, uma vez que as
partes vitais do eixo embrionario (radicula, hipocotilo e plumula) estdo situadas
sob um tegumento pouco espesso, que praticamente ndo Ihe oferece protecdo
(HENNING & FRANCA NETO, 1984). A susceptibilidade do tegumento da
semente ao dano mecanico constitui-se em carater importante para a qualidade de
sementes de soja, a qual estd intimamente relacionada com a variabilidade
genetica (CARBONELL, 1995).

Em algumas pesquisas, tem sido observado que o teor de lignina no
tegumento pode influenciar a qualidade fisiologica das sementes
(PANOBIANCO et al., 1999). Nos programas de melhoramento geneético, busca-
se a selecdo de genotipos com teores de lignina superiores a 5%, por
apresentarem maior resisténcia ao impacto mecanico do que cultivares com testa
impermeavel (ALVAREZ et al., 1997). Porém, ainda ndo estd devidamente
esclarecida a relacdo entre o teor de lignina e a qualidade fisiologica das
sementes de soja.

O tegumento da semente é proveniente dos integumentos do 6vulo, 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 superficie:
cuticula, epiderme (células palicadicas ou macroesclerideos), hipoderme (células
em ampulheta ou células pilares ou osteoesclerideos) 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 100um, e pode existir variagdo entre cultivares. Essa
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caracteristica é constante dentro de cada cultivar e é controlada geneticamente.
Na testa das sementes de soja, esta presente a lignina, polimero natural associado
a qualidade das sementes (LEWIS & YAMAMOTO, 1990).

ALVAREZ et al. (1997) e PANOBIANCO et al. (1999) observaram
relacdo direta entre a resisténcia das sementes a danos mecanicos e os teores de
lignina. Também foi observada grande variabilidade genética para a resisténcia a
dano mecanico (CARBONELL & KRZYZANOWSKI, 1995) e para o teor de
lignina (CARBONELL & KRZYZANOWSKI, 1995; ALVAREZ et al., 1997).

A lignificacdo do tegumento é uma caracteristica relevante, pois confere
resisténcia mecénica ao tecido e protege a parede celulésica do ataque de
microrganismos (TAVARES et al,, 1987). A lignina é o terceiro maior
componente da parede celular e o principal constituinte da substancia
intercelular, responsavel pela manutencéo da integridade e coesdo estrutural das
fibras vegetais (MENEZES et al., 2009).

2.5. Efeitos bioquimicos do glifosato nas plantas

O glifosato foi um dos primeiros herbicidas, comercialmente relevantes,
em que se caracterizou a a¢ao sobre uma Unica enzima ndo existente em animais.
Seu mecanismo de acdo é bem definido ja que inibe especificamente a enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS, EC. 2.5.1.19), que catalisa a
condensacdo do chiquimato-3-fosfato com fosfoenolpiruvato (STEINRUCKEN
& AMRHEIN, 1980). Esta etapa esta inserida na via do chiquimato, que precede
a via biossintética dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano) e derivados como acido indol-3-acético (AlA), vitaminas E, K e acido
félico, ubiquinonas, antocianinas, fitoalexinas, flavonoides, fenilpropenoides e
lignina.

A Companhia Monsanto iniciou a producdo de produtos quimicos com
atividade herbicida em 1952, continuando esta atividade até hoje. O glifosato [N-
(fosfonometil) glicina] foi primeiramente preparado pela Monsanto, em meados
de 1970. E um amino&cido branco, inodoro e cristalino de férmula empirica

C3HgNOs e massa molar de 169,08. A sua solubilidade na agua, a 25°C, é de
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1,157% e, a 100°C, cerca de 6% (FRANZ et al., 1997). E um herbicida
amplamente utilizado na agricultura para o controle de plantas daninhas (FRANZ
etal., 1997; GALLI & MONTEZUMA, 2005).

Vérias pesquisas indicam que o glifosato pode ser degradado por
microrganismos e plantas para produzir cido aminometilfosfonico (AMPA) e
sarcosina (ANEXO B), os quais podem se degradar, na agua, até didxido de
carbono e fosfato, embora uma lenta degradagdo do AMPA tenha sido relatada
em alguns casos (TALBOT et al., 1984). A degradacdo abidtica é também uma
importante via de dissipac¢ao do glifosato no ambiente. Por outro lado, ndo ocorre
a sua foto-degradacdo direta (RUEPPEL et al., 1977).

O glifosato é absorvido basicamente pela regido clorofilada das plantas, e
translocado preferencialmente pelo floema, para os tecidos meristematicos.
Depois que o alvo primério e afetado por um herbicida uma série de eventos
bioquimicos e fisiologicos ocorrem em sequéncia. Estes eventos séo
frequentemente interligados e relacionados entre si por vias metabolicas
complexas, tanto que ligar os eventos secundarios aos efeitos primarios as vezes
é bastante dificil (DEVINE; DUKE; FEDTKE, 1993).

O sitio de acéo do glifosato € a via do chiquimato. No entanto, o primeiro
sintoma observado € a clorose, especialmente nas folhas mais jovens. A relacao
desta com a inibicdo da sintese de aminoacidos aromaticos ndo é direta (COLE,
1985). Outro indicio da acdo indireta do glifosato ¢ 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 ndo deveria ocorrer devido a presenca do gene de resisténcia nessas
plantas. Alguns relatos indicam que plantas de soja, resistentes ao glifosato, sdo
menos eficientes na absorcdo de manganés (Mn) e, ainda, que o glifosato, nos
exsudados das raizes, altera a microflora da rizosfera e é toxico para organismos
redutores de Mn, que sdo importantes na manutencdo do Mn divalente para a
absorcéo radicular (YAMADA, 2005).

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

glifosato apresentam discreta clorose nos trifolios jovens quando submetidos a
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dose de 2.400 g e.a. ha™. Um dos principais fatores relacionados com a eficiéncia
fotossintética das plantas e, consequentemente, com 0 crescimento e
adaptabilidade a diferentes ambientes € a energia luminosa (ENGEL;
POGGIANNI, 1991). A restricdo de fotoassimilados pode afetar o crescimento
da planta e refletir em menor estatura e menor nimero de nés (MUNDSTOCK;
THOMAS, 2005).

Estudos realizados por SANTOS et al. (2007) revelaram discreto efeito
toxico do glifosato nas plantas de soja RR. Atingindo o florescimento, observou-
se recuperacdo das plantas. Entretanto, houve uma diminuicdo consideravel do
namero de nodulos radiculares produzidos na simbiose entre soja e rizobio. No
mesmo estudo foi possivel observar que a aplicacdo do glifosato diminuiu o teor
de nitrogénio (N) nas folhas, o que indica que sua aplicacdo, ainda que
recomendada para a cultura da soja esclareceria relatos de alguns agricultores
sobre o insatisfatorio desenvolvimento inicial de plantas de soja em cultivos sob
sistema de plantio direto. Semelhante ao observado para o N, o teor de célcio foi
reduzido nas folhas das plantas de soja RR, tratadas com glifosato. DUKE et al.
(1983) observaram diminui¢do no contetudo de calcio em plantas de soja tratadas
com glifosato. Esses autores verificaram que, na presenca do herbicida, o calcio
era transportado para raizes e hipocétilo; contudo, a partir de quatro dias da
aplicacdo, a translocacdo desse nutriente para as folhas de soja era fortemente
inibida pelo herbicida.

Alguns trabalhos tém relatado acimulo de chiquimato em plantas tratadas
com glifosato. SINGH & SHANER (1998) observaram que, na soja, 0
chiguimato acumula ap6s 24 horas da aplicacdo de uma dose subletal de
glifosato; apds 96 horas os niveis de glifosato foram menores do que aquele
constatado com 24 horas. HARRING et al. (1998) também relataram que o
acimulo de chiquimato foi proporcional a concentragdo de glifosato.
BUEHRING et al. (2007) relataram que, no milho, a exposicdo ao glifosato
resultou em acumulo de 297% dos teores de chiquimato, 7 dias apds a aplicacédo

e de 489%, 5 dias apos a aplicacdo, quando comparado com o controle.
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Além das alteracfes causadas nos conteudos de chiquimato, a exposicao
ao glifosato afeta 0 metabolismo de acidos fendlicos, elementos indispensaveis
nas estruturas anatémicas e morfologicas, das quais muitos constituem partes
integrantes das estruturas da parede celular, principalmente em polimeros como
lignina e suberinas (STRACK, 1997).

Grande especulagdo tem sido gerada com relagéo aos teores de lignina na
planta entre cultivares transgénicas (RR) e convencionais (COGHLAN, 1999;
KUIPER et al., 2001; NODARI & DESTRO, 2006). Ao obstruir a via do
chiquimato, pela inibicdo da EPSPS, o glifosato pode afetar ndo sé a producéao de
proteinas da soja, mas também a via metabolica geradora de lignina.

NODARI & DESTRO (2006), em estudo realizado em nove lavouras de
soja no Rio Grande do Sul, observaram que na presenca de secas e altas
temperaturas, as cultivares RR sofreram mais prejuizos que as convencionais. Os
autores observaram um grande numero de plantas com rachaduras no caule de
penetrancia elevada, sendo que uma quantidade significativa das mesmas
apresentava-se com caules dobrados ou quebrados, cerca de 50% a 70% das
plantas, possivelmente devido a superproducdo 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°C), problema também
detectado em lavouras de soja transgénica RR nos EUA, o que teria ocasionado,
em anos mais quentes, perdas por tombamento de até 40% (NODARI &
DESTRO, 2006) em consequéncia 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 alteracbes dos teores na planta sejam
devido ao fato dos precursores da molécula de lignina serem formados na via do
chiguimato, que € inibido pelo herbicida glifosato em plantas convencionais.
Desta forma, a sequéncia CP4 EPSPS, introduzida no genoma de cultivares
comerciais de soja, poderia estar apresentando efeito pleiotropico, modificando

assim os teores de lignina na planta.
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Além da acdo direta do glifosato na via de sintese de lignina, todos os
efeitos indiretos relatados também podem interferir na producdo dessa molécula
nas plantas de soja RR. N&o se deve ignorar, ainda, o fato de que ao se alterar a
atividade de uma uUnica enzima da via metabdlica pode-se modificar o nivel de
intermediarios dessa via, afetando a expressdo de outros genes em nivel de
transcricdo (BOERJAN et al., 2003).

2.6. Métodos de identificacdo de material transgénico

Preocupacbes com o0s atributos intrinsecos e extrinsecos de qualidade nos
alimentos tém crescido nas ultimas décadas e a polémica se tornou acirrada com
a entrada dos alimentos transgénicos no mercado consumidor. Técnicas de
segregacdo, rastreabilidade e preservacédo de identidade dos recursos genéticos e
produtos alimentares assumiram carater estratégico em nosso pais, importante
fornecedor mundial de soja convencional (PESSANHA & WILKINSON, 2003).
Grande fonte de risco desse sistema de segregacdo consiste nos testes de
deteccdo utilizados, j& que nenhum deles possui absoluta exatiddo
(HUFFMANN, 2004). A producdo mundial de sementes de espécies
geneticamente modificadas (GM) atingiu proporcdes significativas, levando
institutos de pesquisa, agéncias de inspecdo e companhias de varios paises a
desenvolver estratégias e métodos para deteccdo de sementes de plantas GM.
Entretanto, ndo hd um método definitivo (CUNHA et al., 2005).

O Quadro 1 sumariza os diferentes métodos empregados na identificacdo

de sementes de soja resistentes ao glifosato.
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Quadro 01. Métodos para a deteccdo e a quantificacdo de sementes de soja
resistente ao glifosato

Meétodos

Vantagens

Desvantagens

Substrato umedecido em
solugdo com herbicida

- menor trabalho para o
analista
- menor gasto de material

- maior contato com o
herbicida

- afetao
desenvolvimento da
planta GM

Pré-embebicdo em
solucdo com herbicida

- menor contato com o
herbicida

- ndo afeta o
desenvolvimento da planta
GM

- eficiente diferenciacéo das
cultivares GM e ndo GM

- maior trabalho para o
analista

- maior gasto de
material

- interferéncia da
presenca de sementes
duras

Imersdo em solugdo com | - menor contato com o - afeta o
herbicida herbicida desenvolvimento da
- menor gasto de material planta GM
- menor trabalho para o - ruptura do tegumento
analista - dificuldade de
avaliacdo
Spray de plantulas em - dificil conducéo e
laboratério | ------- avaliacdo

- ndo aplicavel a rotina
do laboratorio

Spray de plantulas em
casa de vegetacao

- pode ser realizado pelo
produtor

- tempo para avaliagédo
em torno de 30 dias

Sistema hidropénico

- ndo afeta o
desenvolvimento da planta
GM

- maior trabalho para o
analista
- equipamento

- sintomas bem evidentes especifico

Kit - facil conducéo - alto custo

(ELISA) - aplicavel a rotina do - resultado qualitativo
laboratorio
- resultado em 5 minutos

PCR - sensivel, preciso e - equipamento

(Polymerase Chain
Reaction)

confiavel

especifico

- alto custo

- dificil execucdo
- requer pessoal
especializado

Método colorimétrico
(peroxidase)

- eficiente diferenciacdo das
cultivares GM e ndo GM

- facil aplicacdo

- baixo custo

- resultado qualitativo
- tempo para avaliacdo
de 8 dias

Fonte: Tillmann e Miranda (2005)
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Da analise do citado Quadro, constata-se que os métodos analiticos de
deteccdo de sementes de espécies GM podem ser divididos entre os baseados em
proteina, como o teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay) que
detecta proteinas especificas presentes em sementes de plantas GM e os kits (tiras
de fluxo lateral) que trabalham com anticorpos. Ambos sé oferecem resultados
qualitativos, e nagueles baseados no DNA a técnica mais empregada € o PCR
(Polymerase Chain Reaction), que estuda o gene inserido no DNA do material, e
pode ser utilizada para analises qualitativas (deteccdo e identificacdo) e
quantitativas, através do PCR competitivo e do PCR em tempo real.

Testes de resisténcia aos herbicidas, conduzidos em conjunto com o teste
de germinacdo, denominado bioensaio, foram propostos por Miranda et al.
(2005). Estes testes seguem metodologias de substrato umedecido, imerséo das
sementes em solucdo de herbicida, pré-embebicdo em substrato com herbicida,
em sistema hidroponico e pulverizacdo de plantulas em laboratério ou casa-de-
vegetacdo. Todavia, estes testes oferecem somente resultados qualitativos.

Métodos quantitativos para deteccdo do chiquimato, em plantas tratadas
com glifosato, estdo sendo aperfeicoados e utilizados na deteccdo de plantas
sensiveis aos danos provocados por este herbicida, assim como para determinar a
eficacia de diferentes formulagdes de glifosato. O principio fundamental € o fato
do chiguimato se acumular significativamente nos tecidos ap0s a inibicdo da
EPSP sintase pelo glifosato. Em plantas ndo-tratadas, o chiquimato ndo é
facilmente detectado, pois rapidamente se converte em chiquimato 3-fosfato e, a
seguir, em EPSP pela acdo da EPSPS. Por outro lado, em plantas tratadas,
quando a EPSPS esté inibida pelo herbicida, ela se torna incapaz de catalisar a
conversdo de fosfoenolpiruvato (PEP) e chiquimato 3-fosfato em EPSP
ocasionando, por conseguinte, acimulo de chiquimato (ANEXO C). Portanto, o
acimulo deste composto é o resultado direto da inibicdo enzimatica 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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CAPITULO I

LIGNIFICACAO E ACUMULO DE CHIQUIMATO EM PLANTAS DE
SOJA CONVENCIONAL E TRANSGENICA RR APOS APLICACAO DO
HERBICIDA GLIFOSATO

resumo: Sintomas de fitotoxidade causados pelo glifosato em cultivares de soja
transgénicas tem sido relatados por agricultores e pesquisadores da area. A
inser¢do do gene de resisténcia a esse herbicida ocorre na via do chiquimato,
responsavel pela sintese de lignina. Estudos indicam que plantas suscetiveis ao
glifosato acumulam chiquimato em seus tecidos. Neste trabalho, objetivou-se
avaliar o conteudo de chiquimato e os teores de lignina em plantas de soja
transgénica e convencional submetidas a pulverizagdo com o herbicida glifosato.
Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetagéo e laboratorio. Foi analisada a
cultivar transgénica (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 repeti¢cGes para cada tipo de
avaliacdo. As pulverizacdes foram realizadas nos estadios de desenvolvimento
V3, na dosagem de 2L/ha™*. Foram determinados os teores de lignina no caule e
nas folhas e concentracdo de chiquimato nas folhas. As analises foram realizadas
3 dias apés aplicacdo do herbicida (DAA) e no estadio R7, onde também
verificou-se a biomassa seca de raizes e parte aérea. Da andlise dos resultados foi
possivel observar o aumento da lignificacdo nas plantas no estadio R7, tanto no
caule quanto nas folhas. Nessas plantas, o glifosato causou reducdo no peso seco
e na lignificacdo da cultivar transgénica (BRS 242 RR). A cultivar convencional
por sua vez acumulou chiquimato apés a aplicacdo do herbicida, evidenciando

sua sensibilidade ao herbicida.

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

Os sintomas macroscopicos da fitotoxidade ao glifosato sdo lentos. A
morte de uma planta ndo transgénica, injuriada, ocorre varios dias apés sua
aplicacdo. Todavia, alguns aspectos bioquimicos podem ser verificados em
poucas horas. Sem ddvida, o acimulo do chiquimato é uma conseqiiéncia
fisioldgica imediata da injdria causada pelo herbicida, o que pode se tornar Uutil
na rapida deteccdo de tecidos vegetais afetados (FRANZ et al., 1997; DUKE et
al., 2003; KREMER et al., 2005). Fato digno de nota séo as constatagdes de
SINGH & SHANER (1998) de que cultivares de soja transgénica, capazes de
expressar suficientemente o gene CP4-EPSPS, ndo acumulam chiquimato quando
tratadas com glifosato.

A EPSP sintase atua na via do acido chiquimico, responsavel pela sintese
de aminoacidos aromaticos essenciais, como a fenilalanina e a tirosina. Estes
aminoacidos, além de constituirem proteinas importantes para o desenvolvimento
da planta, participam da via dos fenilpropanoides, principal caminho para a
sintese de compostos fenolicos, dentre eles os monoligndis, precursores da
lignina. Assim, ao obstruir a via do acido chiquimico, pela inibicdo da EPSP
sintase, o glifosato pode afetar ndo s6 a producdo de proteinas de soja
convencional, mas também a via metabdlica geradora de lignina. Ja, para o caso
da soja transgénica nao existem informacGes neste contexto.

Sob determinadas condicdes e formulacdes do sal de glifosato utilizado no
controle das plantas daninhas, a soja resistente ao glifosato também pode sofrer
injarias ocasionadas pelo herbicida (REDDY & ZABLATOWING, 2003).
Contudo, sdo escassos 0s trabalhos que relatam a ocorréncia de redugbes na
produtividade de grdos de soja resistente ao glifosato, em decorréncia da
aplicacdo desse herbicida em pos-emergéncia na cultura. Resultados obtidos por
esses autores indicaram injurias as plantas de soja, com valores de 29 a 38%, dois
dias apds a aplicacdo; todavia, constataram recuperacao total das plantas com o

desenvolvimento da cultura.
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Como o glifosato é um herbicida que interfere na via de sintese de
aminoacidos aromaticos e, por sua vez, na sintese de lignina, as determinacfes
deste polimero bem como o acumulo de chiquimato, em plantas de soja
convencionais e transgénicas, poderdo estabelecer possiveis diferencas existentes
entre as duas cultivares. Essas observagdes poderédo indicar os efeitos causados
pelo herbicida glifosato na presenca e na auséncia do gene modificado.

A questdo central deste trabalho foi avaliar se alteracdo da EPSPS se
resume apenas a sua resisténcia ao glifosato ou se ela também interfere na via da
qual faz parte, na presenca ou auséncia do herbicida, ao longo do
desenvolvimento da planta de soja. Nesta linha de raciocinio, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a lignificagcdo e o teor de chiquimato no caule e na
folhas dos cultivares Embrapa-58 (convencional parental) e BRS 242 RR

(transgénica) apos tratamento, ou ndo, com glifosato.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material e conducéo experimental

Os experimentos foram conduzidos no segundo semestre de 2008, em casa
de vegetacdo e as analises foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica
Vegetal, ambos pertencentes a Universidade Estadual de Maringa, em Maringa,
Parand.

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de soja (Glycine max L.
Merrill), produzidas na safra 2007/2008. Uma delas ndo modificada
geneticamente (Embrapa 48) e outra, modificada geneticamente (BRS 242 RR),
portadora do gene para a resisténcia ao herbicida glifosato, ambas registradas,
protegidas e cedidas pela Embrapa Soja - Londrina, Parana.

O glifosato de uso comercial utilizado foi o herbicida Roundup Ready®,
360 g L™ do equivalente 4cido (e.a.), 480 g L™ de sal de isopropilamina N-
(fosfonometil) glicina (glyphosate) e 684 g L™ de ingredientes inertes, adquirido

junto a COCAMAR (Maringa, PR). O chiquimato, os sais de tampdes, sais da
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solugdo nutritiva e os demais reagentes foram adquiridos da Sigma®, Merck®,

Reagen® e Nuclear®.

2.2. Sistema experimental

Foram utilizados vasos plasticos com 5 L de capacidade. O solo utilizado
para preenchimento dos vasos apresentava textura arenosa, com 920 g kg™ de
areia; 30 g kg™ de argila; 7,36 g dm™ de C e pH (H,0) = 6,2. Apds 0 tratamento
com fungicida Derosal Plus® (carbendazim+Thiram), as sementes foram
dispostas em numero de dez sementes por vaso, a um centimetro de
profundidade. Depois de uma semana foi realizado o desbaste. Os vasos foram
irrigados diariamente de forma a manter o solo Umido, 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 (estadio V3 da escala de
FEHR & CAVINESS, 1977), atraves da aplicacdo do herbicida comercial, na
dose de 2 L ha™, e volume de calda de 150 L ha™, com o auxilio de um
pulverizador costal e pressdo constante a base de CO,, equipado com pontas
Teejet 110 02 — pressdo de 30 Ib pol?, sendo que a altura da aplicacéo foi 50 cm
acima da borda dos vasos.

Foram estabelecidos dois sistemas experimentais. Num primeiro ensaio,
as avaliacOes foram realizadas trés DAA, utilizando-se para as analises as folhas
(2° trifolio) e o caule das plantas. No segundo ensaio, as analises foram
realizadas apés as plantas atingirem sua maturidade fisioldgica, no estadio R7, ja
no final do ciclo. Nos dois ensaios foram determinados os teores de lignina do
caule e das folhas, e o conteudo foliar de &cido chiquimico.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo
realizadas quatro repeticOes para cada tipo de avaliacdo. Os tratamentos foram
dispostos em esquema fatorial, 2x2. Para cada ensaio foi utilizado uma
testemunha, onde se pulverizou agua, sem a adi¢éo dos tratamentos em estudo.

2.3. Biomassa seca da parte aérea e das raizes das plantas de soja
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Apos atingirem o estadio de maturidade fisiologica, as plantas foram
cortadas rente ao solo e as raizes foram cuidadosamente retiradas do solo. Apés
lavagem com &gua corrente, parte aérea e raizes foram acondicionadas em sacos
de papel e levadas para secar em estufa com circulagdo forgada de ar a 65 — 70
°C. Apobs secagem do material por periodo suficiente para que 0 peso se
mantivesse constante, foram tomados os pesos da matéria seca por pesagem em

balanca de preciséo.

2.4. Determinacéo do teor de lignina

A extracdo 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 tampéo fosfato
de sodio e potassio (50 mM, pH 7,0) e transferindo o material para um tubo de
centrifuga de 15 mL (FERRARESE et al., 2002). Cada tubo constituia uma
repeticdo. Em seguida foi efetuada a centrifugacdo, a 1.500 g, por 4 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o material restante submetido a mais duas
centrifugacbes com 7,0 mL da mesma solucdo tampdo. O material foi
ressuspendido em 7,0 mL de Triton X-100 (dissolvido a 1% no tampéo fosfato) e
centrifugado, por duas vezes consecutivas, eliminando-se o sobrenadante. O
precipitado foi ressuspendido com 7 mL de solucdo de NaCl 1 M (preparado no
tampdo) e centrifugado. O sobrenadante foi eliminado, repetindo a operacdo por
mais uma vez. O precipitado restante foi ressuspendido com 7,0 mL de agua
destilada e centrifugado por 4 minutos a 1.500 g, desprezando-se o sobrenadante.
Em sequida, 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
60°C, durante 24 horas, e resfriado em dessecador a vacuo. O precipitado obtido
representa a parede celular, isenta de proteinas (CHEN et al., 2000). Foi
acondicionado em tubos de centrifuga com rosca, 0,150 g do material obtido,
juntamente com a mistura reativa de 1,2 mL de acido tioglicélico e 6 mL de HCI
2 M, sendo aquecido por 4 horas a 95°C, em banho-maria. Apds a reacgédo, o

material foi centrifugado a 1.500 g, durante 15 minutos. O precipitado foi lavado
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trés vezes com &gua destilada e o produto da reacdo, o acido lignotioglicolico
(LTGA), foi extraido com 7,0 mL de NaOH 0,5 M, a 30°C, por 18 horas, em
banho maria com agitacdo de 115 oscilagdes - min™. A mistura resultante foi
centrifugada a 1.500 g, durante 10 minutos, e o0 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 HCI concentrado e acondicionado em freezer, por
uma noite, para precipitar o LTGA. O material foi centrifugado e o precipitado
lavado por duas vezes com agua destilada, eliminando-se o sobrenadante. O
LTGA obtido foi acondicionado em estufa, a 60°C, durante 24 horas sendo, em
seguida, armazenado em dessecador a vacuo, até andlise. A determinagdo do

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

2.5. Extracéo do chiquimato

O tecido vegetal proveniente das folhas foi macerado em gral com HCI
0,25 N (1:3 peso/volume) conforme metodologia descrita por LA ROSSA &
SCHLOSS (1984), seguindo as modificacdes contida em BONINI et al. (2009).
A amostra foi centrifugada a 1.200 g, por 10 minutos, e o sobrenadante separado
para as analises.

O chiquimato foi quantificado por espectrofotometria (SINGH &
SHANER, 1998). Aliquotas de 50 pL da amostra foram adicionadas em 0,5 mL
de acido periodico a 1% para oxidacdo do chiquimato. Apos trés horas a reagédo
foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de NaOH 1N e 0,3 mL de glicina 0,1 M.
As amostras foram homogeneizadas e analisadas imediatamente em
espectrofotdmetro, a 380 nm. A concentracdo de chiquimato foi expressa em ug
g™ matéria fresca. Uma curva padrdo baseada nas areas dos picos foi efetuada

usando conhecidas concentracdes (2 a 10 pg mL™) de chiquimato.

2.6. Analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo

realizadas quatro repeticOes para cada tipo de avaliacdo. Os tratamentos foram
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dispostos em esquema fatorial, 2x2. Em seguida, procedeu-se a analise de
variancia dos dados e as médias foram comparadas pelo teste de F (p<0,05). A
analise dos dados foi realizada com auxilio do programa SISVAR, da

Universidade Federal de Lavras — MG.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Como pode ser observado na Tabela 1, para as duas cultivares o
tratamento com glifosato ndo causou diferencas significativas, pelo Teste F a 5%
de probabilidade, em relacdo aos teores de lignina do caule, tanto no controle,
quanto no tratamento, aos 3 DAA. No entanto, ocorreu diferenga significativa
entre as duas cultivares, sendo que a cultivar transgénica apresentou decréscimo
no teor de lignina, em relacdo a cultivar convencional. Essa diferenca foi
observada na auséncia e na presenca do glifosato, sendo que nos dois casos 0

decréscimo foi de aproximadamente 24%.

Tabela 1 - Teor de lignina (mg LTGA g parede™) do caule das cultivares Embrapa 48 e BRS
242 RR, no estadio V3, submetidas ou ndo ao tratamento com glifosato

Controle Tratamento
Embrapa 48 16,75 Aa 16,89 Aa
BRS 242 RR 12,72 Bb 12,90 Bb

CvVv 7,57

I Médias seguidas da mesma letra maiGscula, na linha, ou da mesma letra minGscula, na coluna, ndo
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.

A mesma andlise realizada no final do ciclo (R7), revelou resultados
diferentes daqueles obtidos logo apos a aplicacdo do glifosato.

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

em todas as varidveis analisadas, porém ndo houve diferenca entre as médias da
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cultivar convencional em relagdo a cultivar transgénica. No entanto, houve uma
significativa reducdo (34%) no teor de lignina na cultivar RR que recebeu a
aplicacdo do glifosato. N&o foi possivel avaliar a cultivar convencional,
submetida ao tratamento com glifosato, pois as plantas morreram devido a

suscetibilidade ao herbicida.

Tabela 2 - Teor de lignina (mg LTGA g parede™) do caule das cultivares Embrapa 48 e BRS
242 RR, no estadio R7, submetidas ou ndo ao tratamento com glifosato

Controle Tratamento
Embrapa 48 50,339 a NA
BRS 242 RR 51,882 Aa 32,46 B

CVv 5,38

T Médias seguidas da mesma letra maiuscula, na linha, ou da mesma letra mindscula, na coluna, n&o
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.
NA: ndo avaliado

A reducéo da lignificacdo tem sido reportada nas plantas submetidas a
acdo do glifosato, devido seu modo de acdo, como discutido anteriormente.
Dados obtidos por MARCHIOSI et al. (2009) demonstram consisténcia com a
hipdtese de que o glifosato pode inibir a sintese de lignina devido a diminuicéo
de derivados da via dos fenilpropenoides. No controle, o teor de lignina da
cultivar transgénica aumentou em 75% com o tempo de desenvolvimento, e na
presenca 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 € possivel observar na Tabela 3, a concentracdo de
lignina ndo sofreu alteragcOes decorrentes da aplicacdo do glifosato em nenhuma
dos cultivares avaliadas. E possivel que isto tenha sido decorrente da reduzida
lignificacdo deste tecido e, ainda, ao curto periodo de tempo entre a aplicacédo e a
realizacao das analises.

Os experimentos realizados com um intervalo de tempo maior apds o

tratamento indicaram reducdo 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™) das folhas das cultivares Embrapa 48 e BRS
242 RR, no estadio V3, submetidas ou ndo 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

T Médias seguidas da mesma letra maiuscula, na linha, ou da mesma letra mindscula, na coluna, n&o
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.

Tabela 4 - Teor de lignina (mg LTGA g parede™) das folhas das cultivares Embrapa 48 e BRS
242 RR, no estadio R7, submetidas ou ndo ao tratamento com glifosato

Controle Tratamento
Embrapa 48 2,140 a NA
BRS 242 RR 2,832 Aa 2,027 B

CV 13,95

! Médias seguidas da mesma letra maiGscula, na linha, ou da mesma letra minGscula, na coluna, nao
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.
NA: ndo avaliado

Além de afetar a lignificacdo, o glifosato causou sintomas, embora
discretos, de clorose na cultivar transgénica, logo apos a sua aplicacdo. Contudo,
esses sintomas ndo podem ser comparados aqueles ocorridos na cultivar
convencional, que ndo apresenta o0 gene de resisténcia. Ao contrario da sua
parental geneticamente modificada, os danos causados pelo herbicida se
acentuaram com o passar do tempo e a senescéncia total das plantas 15 DAA.

Embora a causa exata do comportamento da lignina neste mecanismo
ainda seja desconhecida (COGHLAN, 1999), possivelmente as alteragdes dos
teores na planta sejam devido ao fato dos precursores da molécula de lignina
serem formados na via do chiquimato, que € inibido pelo herbicida glifosato em

plantas convencionais.
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O glifosato pode ser parcialmente metabolizado a AMPA (acido
aminometilfosfonico) em plantas de soja RR, o qual tem sido detectado em
drenos metabdlicos, incluindo sementes e folhas (ARREGUI et al, 2003; DUKE
et al, 2003). Este metabolito é conhecido por seu efeito fitotoxico em plantas de
soja transgénica, resultando em reducdo de clorofila e biomassa (REDDY et al.,
2004), podendo ser o responsavel pelos danos observados nas plantas RR.

Além do teor de lignina, a cultivar transgénica apresentou reducdo no
peso seco de raizes e da parte aérea (Tabela 5 e 6). A biomassa seca das raizes
teve um decréscimo de aproximadamente 16%, ja na parte aérea essa diminuicao

chegou a 27%.

Tabela 5 — Biomassa seca de raizes (g planta™) de plantas de soja, no estadio R7, submetidas ou
ndo ao tratamento com glifosato

Cultivar Controle Tratamento
Embrapa 48 7,68 a NA

BRS 242 RR 8,24 Aa 6,88 B

CcVv 8.8

! Médias seguidas da mesma letra maitscula, na linha, ou da mesma letra mindscula, na coluna, n&o
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.
NA: ndo avaliado

Tabela 6 — Biomassa seca da parte aérea (g planta™) de plantas de soja, no estadio R7,
submetidas ou ndo ao tratamento com glifosato

Cultivar Controle Tratamento
Embrapa 48 13,54 a NA

BRS 242 RR 12,62 Aa 9,12B

CV 10,49

! Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, ou da mesma letra minuscula, na coluna, ndo
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.
NA: ndo avaliado
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A importancia da lignificacdo estd associada principalmente ao suporte
mecanico dos o6rgdos das plantas (BOUDET et al., 2003), permitindo um
crescimento e desenvolvimento adequado do vegetal. A agdo do glifosato no
processo de lignificacdo pode estar relacionada com a alteragdo no

desenvolvimento dessas plantas, levando a reducao da biomassa seca.

3.2. Efeitos do glifosato no contetdo de chiquimato

Para a deteccdo do chiquimato, presente nas folhas de plantas de soja, foi
aplicada a técnica de espectrofotometria Optica.

A quantificacdo 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 aplicacdo de
glifosato, foram feitos para as devidas comparagdes. Os resultados indicam que
as quantidades acumuladas de chiquimato nas folhas de soja convencional foram
maiores, quando comparadas com a soja transgénica, apos aplicacdo do glifosato.
O chiquimato acumulou significativamente (p<0,05) na cultivar Embrapa 48
apos o tratamento, alcancando uma concentracdo cinco vezes maior que 0
controle. Esse resultado indica a sensibilidade da planta ao glifosato, o qual
interrompeu a atividade da enzima EPSPS, causando o acimulo de seu substrato.

Como ¢é notorio, a insercdo do gene de resisténcia ao glifosato permite que
a via do chiguimato ndo sofra a acdo do herbicida devido a alta atividade da
EPSPS e sua baixa afinidade ao mesmo, resultando na rapida utilizacdo do
chiquimato (DELANNAY et al., 1995). CAKMAK et al. (2009) relataram que a
aplicacdo de doses crescentes de glifosato em plantas ndo modificadas
geneticamente causou um aumento significativo nas concentragdes de
chiquimato, sendo esse aumento mais evidente nas partes jovens das plantas

Apesar de sido bem menor do que o esperado, 0s experimentos indicaram
pequeno acumulo de chiquimato na soja transgénica. Isto remete as reacdes

quimicas envolvidas na técnica utilizada. E possivel que o periodato, no meio de
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reacdo, oxide outros &cidos fenolicos presentes nos tecidos, interferindo nos

resultados obtidos nestas condigdes experimentais.

Tabela 7 - Contetdo de chiquimato (ug g folha™) das folhas dos cultivares Embrapa 48 e BRS
242 RR, no estadio V3, submetidas ou ndo ao tratamento com glifosato

Controle Tratamento
Embrapa 48 247,83 Ab 1203,49 Aa
BRS 242 RR 274,23 Ab 406,21 aB

Cv 73

T Médias seguidas da mesma letra maiuscula, na linha, ou da mesma letra mindscula, na coluna, n&o
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.

Entretanto, no estadio R7 (Tabela 7), o teor de chiquimato na soja RR se
manteve constante, ap6s a aplicagdo do glifosato, sugerindo que o aumento
observado na primeira avaliagdo se deve realmente a concentragdo de

chiquimato, descartando possiveis interferéncias.

Tabela 8 - Contetido de chiquimato (ug g folha™) das folhas dos cultivares Embrapa 48 e BRS
242 RR, no estadio R7, submetidas ou ndo ao tratamento com glifosato

Controle Tratamento
Embrapa 48 208,706 b NA
BRS 242 RR 216,911 Ab 298,307 A

Cv 9,54

! Médias seguidas da mesma letra maiGscula, na linha, ou da mesma letra minGscula, na coluna, ndo
difere entre si de acordo com o teste F, a 5% de probabilidade.
NA: ndo avaliado
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4. CONCLUSOES

Os teores de lignina do caule e das folhas aumentaram,
significativamente, nas plantas avaliadas no estadio R7, indicando que o
processo de lignificacdo estd diretamente relacionado com o
desenvolvimento da planta.

Ocorreu uma resposta diferencial para a lignificagdo do caule entre as
cultivares estudadas no estadio V3, sendo menor na cultivar transgénica.
Isto sugere que a modificacdo genética presente nessa cultivar pode
interferir no processo de lignificagdo de tecidos jovens.

O glifosato causou reducgéo dos teores de lignina do caule e das folhas no
final do ciclo de desenvolvimento das plantas, as quais apresentaram ainda
diminuicdo de biomassa seca em suas raizes e na parte aérea. Este fato
pressupde que a cultivar transgénica sofreu injurias decorrentes de
possiveis efeitos secundarios causados pelo herbicida ou pela acgéo
fitotoxica de seu metabdlito (AMPA).

A cultivar convencional acumulou chiquimato apds a aplicacdo do

herbicida, confirmando sua sensibilidade ao glifosato.
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CAPITULO II

CHIQUIMATO E CHIQUIMATO DESIDROGENASE NAS FOLHAS DE
SOJA CONVENCIONAL E TRANSGENICA, SUBMETIDAS AO
GLIFOSATO

resumo: A soja, espécie de grande importancia econ6mica, foi uma das
primeiras plantas cultivadas a ser alvo da transgenia, tecnologia que facilita a
introducdo pontual de genes de interesse em um determinado genotipo. Uma das
primeiras aplicacdes préaticas dessa tecnologia foi a introdugcdo em seu genoma do
gene que codifica a CP4 EPSPS de Agrobacterium sp., conferindo-lhe tolerancia
ao glifosato e alta eficiéncia catalitica. Glifosato € um herbicida que controla uma
gama enorme de plantas daninhas, inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS) que catalisa a condensacdo do chiquimato com
fosfoenolpiruvato, etapa da via do chiquimato. O efeito bioquimico mais
evidente da acdo do glifosato € o acumulo de chiquimato em cultivares de soja
convencional, o que ndo ocorre nas cultivares transgénicas. Com isto ha
possibilidade deste metabdlito ser utilizado como substrato pela enzima
chiguimato desidrogenase (SDH). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos do glifosato no acumulo de chiquimato e na atividade da (SDH) nas
folhas de soja, convencional e transgénica, submetidas a acdo do herbicida
glifosato. Para isto, foi aplicada a técnica espectrofotométrica na quantificacéo de
chiguimato e atividade da SDH em folhas de soja convencional e transgénica,
submetidas ao tratamento com glifosato. O ensaio experimental foi conduzido em
casa de vegetacdo e as avaliacOes realizadas no laboratorio. As avaliacbes se
iniciaram imediatamente ap0s a pulverizacdo, caracterizando o tempo zero, e se
estenderam por cinco dias, sendo utilizadas as folhas do 2° e 3° trif6lio para as
analises. Foram efetuados controles, com aspersdo somente de dgua. Nas folhas
da cultivar convencional, tratada com glifosato, ocorreu crescente acimulo de
chiquimato e aumento na atividade da SDH, evidenciando que a acdo do

glifosato teve efeitos marcantes na via do chiquimato. N&o foi constatado
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acumulo de chiquimato na cultivar resistente ao glifosato e, em geral, a atividade

da enzima ndo foi afetada pelo herbicida.

Palavras-chave: chiquimato, soja transgénica, chiquimato desidrogenase.
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1. INTRODUCAO

O glifosato [(N-fosfonometil) glicina], um herbicida altamente eficaz e de
amplo espectro, tem um unico modo de agdo nas plantas, sendo essencialmente
ativo em praticamente todas as plantas anuais e perenes. Ele age pela inibi¢éo
especifica da enzima 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que
catalisa um passo essencial na via biossintética dos aminoacidos aromaticos.
EPSPS catalisa a reagdo entre chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato para
produzir 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) e fosfato inorganico.

EPSP é um precursor para a formacdo de corismato, a molécula base na
biossintese de todos os aminoacidos aromaticos. Desta forma, a inibicdo da EPSP
sintase reduz a biossintese dos aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e
fenilalanina), que leva a varios distdrbios metabolicos, incluindo diminuicdo da
sintese protéica, inibicdo da formacdo de compostos secundarios e desregulacéo
da via do chiquimato.

Quando o glifosato inibe a EPSPS, chiquimato, o substrato desfosforilado
da enzima, acumula-se em folhas, flores e raizes (BRESNAHAN et al., 2003). O
acumulo de chiquimato e de alguns derivados de benzoato tem sido considerado
como efeito primario do glifosato nas plantas suscetiveis. A desregulacdo da via
do chiguimato pode ser acompanhada por um disturbio metabédlico geral que
inclui a via dos fenilpropendides, outra importante rota metabdlica, devido a sua
participacdo na sintese de compostos fendlicos e uma ampla variedade de
produtos secundarios, incluindo lignina (HERMANN et al., 1999).

Devido ao fato de o glifosato ser um herbicida de amplo espectro, ele ndo
discrimina espécies cultivadas de plantas indesejaveis. Isto limita 0 seu uso em
certas aplicagGes 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), ndo ¢ afetada pelo
herbicida devido a expressdo de uma EPSPS glifosato resistente que possui alta
atividade catalitica na presenca do glifosato (ARAUJO et al., 2003).
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A expressdo da EPSPS glifosato resistente, mantém os niveis normais dos
aminoacidos aromaticos na soja RR, quando submetida ao herbicida. Isto
também previne os distirbios metabdlicos causados pela inibicdo da via do
chiquimato. Com base nisso, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos
do glifosato nas vias do chiquimato (acumulo de chiquimato e atividade da
chigquimato desidrogenase) nas folhas de plantas de soja susceptivel e resistente

ao glifosato, em diferentes periodos apds sua aplicacéo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material e conducéo experimental

Em todos os experimentos foram utilizadas sementes de duas cultivares de
soja (Glycine max), sendo uma ndo modificada geneticamente (BRS 133) e outra,
parental, modificada geneticamente (BRS 245 RR), portadora do gene para a
tolerancia ao herbicida glifosato, ambas registradas, protegidas e cedidas pela
Embrapa Soja - Londrina, Parana.

O glifosato de uso comercial utilizado foi adquirido junto a Cocamar de
Maringa, no Parana. O chiquimato, os sais de tampfes e 0s demais reagentes
foram adquiridos da Vetec® e da Sigma®.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Bioquimica Vegetal, do
Departamento de Bioquimica, e na casa de vegetacdo do Departamento de
Agronomia, da Universidade Estadual de Maringa, Parana.

Para execucdo dos experimentos foram utilizados vasos plasticos com 5 L
de capacidade. O solo utilizado para preenchimento dos vasos foi de textura
arenosa, com 920 g kg™ de areia; 30 g kg™ de argila; 7,36 g dm™® de C e pH
(H,0) = 6,2. Apés 0 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 periodo de atividade
experimental, com irrigacdo diaria até o encerramento das avaliacdes. Depois de

uma semana foi efetuado o desbaste, deixando seis plantas por vaso. Quatro
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semanas apds a semeadura foi aplicado o herbicida, em plantas BRS 133 e BRS
245 RR, na dose de 2 L ha™, e volume de calda de 150 L ha™, correspondente a
uma concentracdo de 14,2 mM do equivalente &cido, com o auxilio de um
pulverizador costal e pressao constante a base de CO,, equipado com pontas Tjet
110 02 — pressdo de 30 Ib pol?, sendo que a altura da aplicagdo foi 50 cm acima
da borda dos vasos. As avaliagbes se iniciaram imediatamente apds a
pulverizacdo, caracterizando o tempo zero, e se estenderam por sete dias, sendo
utilizado as folhas do 2° e 3° trifdlio para as analises. Foram efetuados controles,

com as variedades BRS 133 e BRS 245 RR, com aspersao somente de agua.

2.2. Extracéo do chiquimato

As folhas foram maceradas em graal com HCI 0,25 N (1:3 peso/volume)
conforme descricdo 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 analises.

2.3. Quantificacdo espectrofotométrica do chiquimato

O chiquimato foi quantificado por espectrofotometria, de acordo com a
metodologia descrita por HENRY et al. (2007). As amostras foram diluidas de 2
a 40 vezes em agua. Aliquotas de 50 ul da amostra diluida foram adicionadas em
0,5 mL de &cido periodico a 1% para oxidacdo do chiquimato, e a 1,3 mL de
agua, caracterizando-se o branco. ApGs trés horas a reacdo foi interrompida pela
adicdo de 0,5 mL de NaOH 1N e 0,3 mL de glicina 0,1 M para a formacgédo do
acido trans-2-penteno-1,5- dialdeido-3-carboxilico. As amostras foram
homogeneizadas e analisadas imediatamente em espectrofotdmetro UV/Vis
(Sanyo SP7), a 380 nm. A concentracdo de chiquimato foi expressa em pg g™
matéria fresca. Uma curva padrdo foi efetuada utilizando conhecidas

concentracBes (2 a 10 pg mL™) de chiquimato.
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2.4. Determinacdo da atividade da chiquimato desidrogenase

Para avaliar a atividade da enzima, 0,59 de folhas foram maceradas com
0,1 g de polivinilpirrolidona (PVP) em 2 mL de tampdo fosfato de potassio 0,1
M, pH 7.4, contendo 2 mM de L-cisteina, 2 mM de EDTA, 8 mM de 2-
mercaptoethanol. Todos os passos foram realizados a 4°C. O ensaio
espectrofotométrico para medida da atividade enzimatica foi efetuado em meio
de reacdo contendo 4 mM de chiquimato e 1 mM de NADP* em 0,1 M de
tampdo Tris-HCI, pH 9,0. A reacdo foi iniciada com a adicdo do NADP" e
acompanhada pela reducdo a 340 nm, durante 5 minutos (DIAZ et al.. 1997). A
atividade da chiquimato desidrogenase foi calculada usando o coeficiente de
extincdo de 6,22 x 10° M™.cm™ para NADPH, o produto da reacéo. Os resultados

foram expressos em umol de NADPH min™ g* matéria fresca.

2.5. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo
realizadas quatro repeticdes para cada tipo de avaliacdo. Em seguida os dados
foram submetidos a anélise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
Tukey com P<0,05. A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa
GraphPad Prisma 5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de chiquimato foi calculada com base em analise de
padrdes. A Figura 1 representa a curva padrdo do chiquimato obtida pela técnica
espectrofotométrica. Linearidade (R* = 0,995) na curva foi observada para

concentracdes até 10 pg de chiquimato mL™ de meio de reacéo.
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Figura 1. Curva padrédo 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 acumulo comecou a ser
significativo 24 horas ap0s o tratamento, com um aumento de 1,8 vezes (188%).
Porém, foi a partir de 48 horas ap0s a aplicacdo do herbicida que se observou as
maiores concentracbes de chiquimato na cultivar convencional, sendo 3,68
(369%) vezes maiores que seu controle, mantendo uma concentracdo semelhante
72 horas e 96 horas ap6s aplicacdo. No quinto dia, esse aumento chegou a 5,6
vezes (542%) maiores que o observado no controle. O mesmo néo foi observado
com a soja transgénica (BRS 245 RR), uma vez que as concentracfes de
chiguimato encontrada nos tratamentos, mesmo quando a andlise estatistica
indicou diferencas significativas, ndo chegou a aumentar nem uma vez em

relacdo aos respectivos controles (figura 3).
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Figura 2 - Determinagdo espectrofotométrica de chiquimato nas folhas
de soja convencional (BRS 133) tratadas ou ndo com glifosato. Valores
médios seguidos por * nas colunas sdo significativos de acordo o teste
de Tukey (P < 0,05) para os respectivos controles.
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Figura 3- Determinacdo espectrofotométrica de chiquimato nas folhas
de soja transgénica (BRS 245 RR) tratadas ou ndo com glifosato.
Valores médios seguidos por * nas colunas sao significativos de acordo
o teste de Tukey (P < 0,05) para os respectivos controles.
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A figura 4 relaciona a concentracdo de chiquimato nas cultivares
convencional (BRS 133) e transgénica (BRS 245 RR), submetidas ao tratamento
com glifosato. Observa-se, nitidamente, o acumulo do chiquimato somente na
cultivar convencional. Esse acumulo é detectado vinte e quatro horas apés
aplicacdo do herbicida. Desse periodo até o final do primeiro dia, a concentracao
de chiquimato aumentou linearmente. Entre o primeiro e segundo dia ocorreu
elevagdo maior (mais que o dobro) se estabilizando entre o terceiro e quarto dia.
No ultimo dia, a concentracdo de chiquimato atingiu o valor maximo de todo o

periodo experimental.

2000
==&==BRS 133 tratamento

1800
1600 —<— BRS 245RR tratamento /

1400 /
1200
1000 s
800 /
600 Vi

400 @"‘E@"W

200

ug chiguimato g! matéria fresca

0 6 12 24 48 72 96 120
tempo (HAA)

Figura 4 - Concentracdo de chiquimato nas folhas de
soja convencional (BRS 133) e transgénica (BRS 245
RR), tratadas com glifosato.

Alguns trabalhos tém relatado acimulo de chiquimato em plantas tratadas
com glifosato. SINGH & SHANER (1998) observaram que, na soja, 0
chiguimato acumula apds 24 horas da aplicacdo de uma dose subletal de glifosato
e, apos 96 horas os niveis de glifosato foram menores do que aquele constatado
com 24 horas. BUEHRING et al. (2007) relataram que, no milho, a exposi¢do ao

glifosato resultou em acumulo de 489% dos teores de chiquimato 5 dias apds a
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aplicacdo e de 297% 7 dias ap0s a aplicacdo, quando comparado com o controle.
HARRING et al., (1998) também relataram que o acUmulo de chiquimato foi
proporcional a concentracdo de glifosato.

Dentre as etapas metabdlicas da via do chiquimato, a quarta reacdo
corresponde a reducdo, dependente de NADPH, do &cido desidrochiquimico
formando o chiguimato, catalisada pela enzima-chave chiquimato desidrogenase.
Reversivelmente, a oxidacdo NADP*-dependente do produto da reagdo, o
chiquimato, leva a formacdo do acido dehidrochiquimico (SINGH &
CHRISTENDAT, 2006).

Com a inibicdo da EPSP sintase pelo glifosato e, decorrente acumulo de
chigquimato, este composto pode ser usado como substrato pela enzima
chiguimato desidrogenase, podendo causar alteragfes em sua atividade. Este fato
indica que o metabolito chiquimato tem sido reversivelmente convertido a
dehidrochiquimato, pela acdo da SDH (DIAZ et al., 1997).

Ainda que o chiquimato tenha se acumulado nas folhas de soja
convencional (BRS 133) nas primeiras horas apés 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
comparacgdo 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).

52



1800 A

OBRS 133 contole

1600 A
© mBRS 133 tratamento
21400
Q
= *
"5 1200 1 ¥
O *
T 1000 -
=
o 800 - *
= *
() .
2 600
pd
© 400 A
£
-

200 A

0 T T T r r T
0 6 12 24 48 72 96 120
tempo (HAA)

Figura 5 — Atividade da enzima chiquimato desidrogenase (umol de
NADPH min™® g™ matéria fresca) de folhas de soja convencional (BRS
133) tratadas ou ndo com glifosato. Valores médios seguidos por * nas
colunas sdo significativos de acordo o teste de Tukey (P < 0,05) para os
respectivos controles.

Nas folhas de soja transgénica, em geral, o glifosato ndo apresentou efeito

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

detectado seis horas ap0s a aplicacdo, o que também ocorreu ap0s vinte e quatro

horas (Figura 6).
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Figura 6 — Atividade da enzima chiquimato desidrogenase (umol de NADPH
min™ g™ matéria fresca) de folhas de soja transgénica (BRS 245 RR), tratadas
ou ndo com glifosato. Valores médios seguidos por * nas colunas sdo
significativos de acordo o teste de Tukey (P < 0,05) para o0s respectivos
controles.

A Figura 7 ilustra a atividade da chiquimato desidrogenase nas cultivares
convencional (BRS 133) e transgénica (BRS 245 RR) submetidas ao tratamento
com glifosato. O aumento na atividade da enzima da cultivar BRS 133 tratada
com o herbicida ficou evidente apds 24 horas do tratamento. Mas, esse aumento
intensifica-se somente ap0s o terceiro dia, atingindo o méximo da atividade
enzimatica no quarto dia do experimento. Observa-se que a analise comparativa
acusou uma diferenca significativa (P<0,05) na atividade da enzima, presente na
cultivar convencional (BRS 133), tratada com o herbicida ap6s 24 horas. O

mesmo se repetiu nas analises subseqientes até o Gltimo dia de experimento.
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Figura 7 — Atividade da enzima chiquimato desidrogenase (umol de
NADPH min™ g™ matéria fresca) de folhas de soja convencional (BRS
133) e transgénica (BRS 245 RR), tratadas com glifosato.

MARCHIOSI et al. (2009) estudando a acdo do glifosato na via do
chiquimato de raizes de soja convencional (BRS 133) e transgénica (BRS 245
RR), observaram que na concentracdo de 1mM de glifosato o acUmulo de
chiguimato na cultivar convencional foi 27,8 vezes maior em comparagdo ao seu
controle. De acordo com esses autores, esse fato pode ser o responsavel pelo
aumento na atividade da SDH que correspondeu a 60% em comparacdo ao
controle. J&, na cultivar transgénica nenhuma alteracdo significativa para o

metabolismo das plantas foi verificada.
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4. CONCLUSOES

O aumento de NADPH quando as folhas de soja convencional foram
submetidas ao glifosato, demonstrou que a enzima chiguimato
desidrogenase (SDH) catalisa a reacdo reversivel do chiquimato a

disidrochiquimato, tendo como coenzima a NADP™,

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

chiquimato, substrato para a reacdo reversivel da SDH.

Nas folhas de soja convencional (BRS 133) submetidas a acdo do
glifosato, a via do chiquimato teve efeitos marcantes, com acumulo de

chiguimato e aumento na atividade da chiquimato desidrogenase.
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CAPITULO Il

TEORES DE LIGNINA NOS TEGUMENTOS DE CULTIVARES DE
SOJA (Glycine max L. Merrill) TRANSGENICAS RESISTENTES AO
GLIFOSATO E RESPECTIVAS CULTIVARES PARENTAIS

resumo: Nas Ultimas safras foi observada forte e crescente adesdo dos
agricultores brasileiros a soja transgénica RR. Grande parte das caracteristicas do
tegumento da semente de soja estd associada a problemas especificos
apresentados nas sementes, como a suscetibilidade aos danos mecénicos,
longevidade e potencial de deterioragdo, que podem ser associados ao teor de
lignina. Neste trabalho, objetivou-se determinar os teores de lignina e a
composicdo 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 diferenca nos teores deste polimero nos
tegumentos, em comparagdo com sua cultivar parental. Para esse propdsito,
foram constituidos seis grupos, cada um deles contendo uma cultivar RR e sua
respectiva cultivar parental. Apds analise fisiologica das sementes, 0s tegumentos
das sementes foram retirados manualmente, secos em estufa a 80°C, por 24
horas. Apds esse periodo, procedeu-se a determinacao dos teores de lignina e dos
monolignois. Foi realizado estudo de contrastes para comparar cultivares RR e as
respectivas parentais. Com excecao do teor de lignina no tegumento de sementes
para o contraste BRS 133 vs BRS 245RR, ndo foram observadas diferencas entre
0s materiais RR e convencional tendo, neste caso, a cv BRS 245RR apresentado

resultados superiores aos da convencional.

Palavras-chaves: lignina, monolignois, dano mecéanico, soja transgénica.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, em torno de 55% do volume total de sementes produzidas € de
soja (Glycine max L. Merrill), assumindo papel importante no agronegécio como
a principal fonte de divisas para o Pais (MIYAMOTO, 2008). Nessa producéo, €
preciso considerar a de plantas transgénicas RR (Roundup® Ready), com
tolerancia ao herbicida glifosato, aprovada no Brasil, em 2005, pela Lei de
Biosseguranca, e que de acordo com dados do CIB (2009), na safra de 2008/09,
representou 63,9% da &rea semeada com soja.

A soja RR codifica uma variante da enzima EPSPS (5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase) que possui baixa afinidade pelo
glifosato, conferindo a planta resisténcia a este herbicida, isto é, a atividade da
enzima se mantém independente da presenca, ou ndo, do glifosato (SHAN et al,
1986; PADGETTE et al., 1995; HARRISON et al., 1996). A enzima EPSPS
participa da via metabolica do chiquimato, responsavel pela sintese de
aminoacidos aromaticos essenciais, como a fenilalanina e a tirosina. Esses
aminoacidos, além de constituirem proteinas importantes para o desenvolvimento
da planta, participam da via dos fenilpropenoides, principal rota para a sintese de
compostos fenolicos, dentre eles os monolignois, precursores da lignina. Ao
obstruir a via do chiquimato, pela inibicdo da EPSPS, o glifosato pode afetar ndo
SO a producdo de proteinas da soja, mas também a via metabdlica geradora de
lignina.

A lignina é sintetizada na via dos fenilpropendides, uma das mais
importantes nas plantas, pois estd envolvida na sintese de varios produtos
secundarios. A via tem inicio com a fenilalanina aménia liase (PAL, EC 4.3.1.5), que
desamina a L-fenilalanina em 4&cido t-cindmico. O segundo passo € a
hidroxilacdo do acido t-cindmico pela cinamato 4-hidroxilase (C4H, E.C.
1.14.13.11), gerando acido p-cumarico (primeiro fenilpropendide na forma &cida
livre). A seguir, ocorre hidroxilagcdo na posi¢cdo 3 do p-cumarato pela p-cumarato
3-hidroxilase (C3H), produzindo cafeato, ferulato, 5-hidroxiferulato e sinapato,

respectivamente. As formas acidas livres dos fenilpropendides séo ligadas a uma
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coenzima A pela 4-cumarato: coenzima A ligase (4-CL), reduzidas a forma
aldeidica pela cinamoil-CoA redutase (CCR) e, em seguida, reduzidas a forma
alcoolica pela acdo da cinamil alcool desidrogenase (CAD) (BOERJAN et al.,
2003). Finalmente os alcoois sdo transportados do citosol para o apoplasto, sendo
que a forma glicosidica é considerada a de transporte e armazenamento
(ESCAMILLA-TREVINO et al., 2006), e sé&o polimerizados em lignina na
parede celular, pela acdo de enzimas oxidativas como peroxidases (POD) e
lacases (BUCHANAN et al., 2000). O polimero de lignina € uma mistura
racémica de trés alcoois hidroxicinamilicos: p-cumaril (H), coniferil (G) e sinapil
(S), denominados monolignois, tendo como precursores 0s &cidos
hidroxicinamicos (LI et al., 2008).

O conteudo considerado adequado de lignina pode variar de acordo com
a espécie em questdo e do tecido vegetal analisado. No eucalipto (Eucalyptus sp),
0 elevado teor de lignina nos tecidos do caule é prejudicial & obtencdo 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 mé qualidade (LACERDA, 2001). Levando em conta a quantidade de lignina
na raiz, pressupde-se que alta quantidade de lignina ofereca a planta maior
sustentacdo no solo. No entanto, em excesso, pode levar a reducdo do
crescimento do orgdo. No tegumento de soja, foi verificada correlacdo positiva
entre o conteudo de lignina e 0s mecanismos de resisténcia aos danos mecanicos,
em que o0 maior conteudo deste polimero no tegumento ofereceu maior
resisténcia ao dano mecanico, e, portanto, maior vigor para as sementes
(CAPELETI et al., 2005).

Alguns autores tém mencionado respostas diferenciais quanto aos teores
de lignina na planta entre materiais RR e convencionais, atribuindo este fato ao
excesso de lignificacdo ocorrido em cultivares transgénicas RR (COGHLAN,
2006). No entanto, a pesquisa nessa area € bastante restrita, sendo estas
afirmac6es ndo baseadas em estudos comparativos dentro do mesmo genétipo.

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

geneticamente modificada para resisténcia 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 alteragéo ter sido realizada na
via metabdlica do chiquimato, o mesmo utilizado pela planta para producéo de
lignina. No entanto, a pesquisa nessa area é incipiente, existindo poucos relatos
que contrastem cultivares convencionais e suas respectivas versdes RR,
essencialmente derivada. Assim sendo, torna-se importante estudos também em
sementes, uma vez que o acimulo de lignina pode estar associado a qualidade
fisiologica das mesmas.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo determinar os
teores de lignina e a composi¢do dos monolignois nos tegumentos de sementes
de cultivares de soja RR e suas respectivas cultivares parentais convencionais,
com o intuito de verificar possiveis alteracfes causadas pela modificacdo

genetica que resulta na resisténcia ao herbicida glifosato.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Sistema experimental
Foram analisadas 12 cultivares, cedidas pela Embrapa Soja (Londrina-Pr)
e Embrapa Cerrados (DF), compreendendo seis cultivares convencionais e suas
versdes transgénicas RR (Tabelal). Inicialmente as sementes foram submetidas a
teste de germinacdo, segundo as prescri¢des contidas nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 1992), a fim de verificar a qualidade do material utilizado
no estudo (ANEXO D).
Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bioguimica
Vegetal, da Universidade Estadual de Maringd (Maringa-Pr). Os reagentes
utilizados nos experimentos foram adquiridos da Sigma®, Merck®, Reagen® e

Nuclear®.
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Tabela 1 — Relagdo das cultivares avaliadas, todas registradas, protegidas e cedidas pela
EMBRAPA Soja - Londrina, Parana

Cultivar Convencional Cultivar transgénica
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.  Obtengao do tegumento das sementes

Para cada amostra 200 sementes de cada material genético foram imersas
em agua por 12 horas. Apos esse periodo, os tegumentos foram retirados das
sementes e colocados para secar em estufa a 80°C por 16 horas. A seguir, 0
material foi esfriado em dessecador a vacuo, as amostras foram trituradas,

pesadas, e avaliadas por duas metodologias diferentes quanto ao teor de lignina.

2.3.  Quantificacdo da lignina e composi¢do dos monolignois

Tegumento seco (0,3 g), foi homogeneizado em 50 mM tampédo fosfato
pH 7,0 (7 ml) e transferido para um tubo de centrifuga (Ferrarese et al., 2002). O
precipitado foi centrifugado (1.400g, 6 min), lavado e centrifugado
sucessivamente como segue: mais 2 vezes com 50 mM tampdo fosfato pH 7,0 (7
ml); 3 vezes com 1% (v/v) Triton® X-100 em tamp&o pH 7,0 (7 ml); 2 vezes com
1 M NaCl em tampé&o pH 7,0 (7 ml); 2 vezes com agua 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 fracdo da parede celular livre de proteinas. A seguir, esse
material foi usado para a determinacdo do teor total de lignina pelo método da
lignina soltvel em brometo de acetila (MORRISON, 1972). Uma porc¢éo (20 mg)
do material foi acondicionada em tubo de centrifuga e 500 pl de acetilboromida
25% foram acrescentados. As amostras foram aquecidas a 70°C, 30 min,

transferidas para banho de gelo e a reacao foi interrompida com adic¢éo de 0,9 ml
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de NaOH 2 M. A seguir, foram adicionados 0,1 ml de hidroxilamina-HCI 7,5 M
e 2 ml de acido acético gelado. As amostras foram centrifugadas (1.000g, 5 min),
0 sobrenadante diluido e usado para a realizacdo das leituras em
espectrofotdbmetro a 280 nm. A concentracdo de lignina foi determinada de
acordo com uma curva padrdo e foi expressa em mg lignina g de parede celular.

Para determinar a composicdo monomérica da lignina foi usada a
oxidagdo com nitrobenzeno (DEAN, 1997). Uma fracdo da parede celular livre
de proteinas (50 mg) foi colocada em uma ampola Pyrex® contendo 1 ml de
NaOH 2 M e 100 pul de nitrobenzeno. A ampola foi selada e aquecida a 170°C
por 2,5 h, com agitacdo na metade do tempo de reacdo. Apds oxidacdo, a amostra
foi resfriada, lavada duas vezes com cloroférmio, acidificada com 350 pl de HCI
5 M e extraida duas vezes com cloroformio. Os extratos organicos foram
combinados, secos e ressuspendidos em metanol. Todas as amostras foram
filtradas em filtro de 0,45 um e analisadas por HPLC, como descrito
anteriormente. A fase movel foi metanol/acido acético 4% em agua (20/80, v/v),
com fluxo de 1,2 ml min™ para corrida isocratica de 20 min. As quantificacdes de
p-hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido foram realizadas a 290 nm
utilizando os padrdes correspondentes. Os resultados foram expressos como pg

mondmero mg™ de parede celular.

2.4. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo
realizadas quatro repeticfes para cada tipo de avaliagdo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias entre cultivares transgénicas e
respectivas parentais foram comparadas pelo teste F com a opcao “contrast” do

programa SAS, a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparacdo entre as cultivares RR e respectivas parentais indicou
diferenca significativa (teste F a 5% de probabilidade) em apenas um grupo
analisado, como mostra a Tabela 2.

A cultivar convencional que compde 0 contraste 1 apresentou menor
conteudo de lignina no tegumento em relacdo com a cultivar transgénica,
indicando uma reducdo de 24%. J4, nos demais contrastes, as cultivares nédo
apresentaram diferencas significativas no contetudo de lignina no tegumento das

sementes.

Tabela 2 — Valores médios do teor de lignina e dos mondémeros (H+G+S) no tegumento de soja
transgénica resistente ao glifosato (RR) e suas respectivas parentais

Cultivares Lignina H+G+S
(mg lignina g* parede (Mg mg™ de parede
celular) celular)

Contraste 1

BRS133 54,122 0,13°

BRS 245RR 71,80° 0,26°

Contraste 2

BRS 137 67,46 0,32

BRS 255RR 63,85° 0,31°

Contraste 3

Embrapa 48 67,72° 0,26°

BRS 242RR 66,742 0,28

Contraste 4

Emgopa 313 67,65% 0,34°

Emgopa 313RR 71,132 0,46°

Contraste 5

Emgopa 315 68,11° 0,28°

Emgopa 315RR 70,352 0,21°

Contraste 6

Emgopa 316 53,22% 0,21°

Emgopa 316RR 53,61° 0,25°

Médias seguidas da mesma letra, dentro de contrastes, ndo diferem significativamente pelo teste F,
respectivamente, a 5% de probabilidade.
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Alguns trabalhos tratam do aumento da lignificacdo em plantas
transgénicas de soja que passaram por um periodo de estresse fisiologico.
NODARI & DESTRO (2006), em estudo realizado em nove lavouras de soja no
Rio Grande do Sul, observaram que na presenca de secas e altas temperaturas, as
cultivares RR sofreram mais prejuizos que as convencionais. Os autores
observaram um grande nimero de plantas com rachaduras no caule de
penetrancia elevada, sendo que uma quantidade significativa das mesmas
apresentava-se com caules dobrados ou quebrados (cerca de 50% a 70% das
plantas), possivelmente devido a superproducdo 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°C), problema também
detectado em lavouras de soja transgénica RR nos EUA, o0 que teria ocasionado,
em anos mais quentes, perdas por tombamento de até 40% (NODARI &
DESTRO, 2006) em consequéncia 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 transgénica RR, GRIS, et
al. (2010) encontraram diferencas significativas (p< 0,05) apenas no contraste
Jatai vs Silvania RR, no qual a cultivar transgénica apresentou uma lignificacédo
27% maior que cultivar convencional.

O comportamento diferenciado em relacdo ao contetdo de lignina
encontrado nos resultados ndo foi observado em todos os contrastes. Este fato
pode indicar possiveis interferéncias na identificacdo dessa molécula, ou ainda,
deve ser levado em conta que em virtude do fato das linhagens RR serem obtidas
por métodos de retrocruzamentos, elas ndo sdo 100% isogénicas com suas
parentais, e € possivel alguma variabilidade genética capaz de interferir na
caracteristica.

Outro fator que ndo se pode descartar € a complexidade estrutural da
molécula de lignina (ANEXO E), fato este que dificulta sua quantificacdo em

diferentes tecidos. Isto ocorre porque a maioria das técnicas usadas para este fim

66



envolve leituras na faixa do ultravioleta, mais especificamente em comprimento
de onda de 280 nm. E sabido que nesta faixa espectral, proteinas e compostos
aromaticos absorvem energia e, portanto, a presenca destas substancias pode
interferir na quantificacdo da lignina. Diante disto, é importante destacar que
varios autores tém divulgado seus resultados recorrendo a classica técnica de
determinacdo gravimétrica da lignina (FERREIRA, 2003). Entretanto, a
metodologia para determinacdo do teor de lignina utilizada neste trabalho foi
desenvolvida com o intuito de eliminar interferéncias presentes em outras
técnicas. Ela se baseia em uma estratégia utilizada para retirar as proteinas
interferentes, permitindo uma analise mais precisa da lignina.

Os resultados obtidos at¢é 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 nédo séo suficientes para afirmar que a sequéncia CP4 EPSPS,
introduzida no genoma de cultivares comerciais de soja, possa ser responsavel
por esta alteragdo. Nao obstante, devido ao fato de que na soja RR a insercdo do
gene de resisténcia ao glifosato ocorre na mesma via de sintese da molécula de
lignina, possiveis alteracbes podem ocorrer na formacdo desse polimero. Por
isso, apos analisar o conteudo de lignina, o préximo objetivo do trabalho foi
quantificar sua composicdo monomérica, para verificar se 0 processo de
lignificacdo sofre alguma alteracdo nas cultivares de soja transgénicas.

Assim como ocorreu na lignificacdo, o contraste BRS 133 vs BRS 245RR
(Tabela 01) indicou diferenga significativamente quanto a composi¢cdo dos
monolignois (H+G+S), 0s quais apresentaram um aumento de aproximadamente
50% na cultivar transgénica. Houve um acréscimo significativo nos monémeros
H e G (Tabela 02), sendo a producdo do mondémero H a mais alterada (66%
maior). No contraste Emgopa 313 vs Emgopa 313RR a cultivar transgénica
também apresentou uma maior quantidade dos monémeros (H+G+S), no entanto
diferentemente do contraste anterior, a incorporacdo dos mondémeros 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 transgénica teve uma reducdo significativa na

incorporacdo do monémero G (33% menor).
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Tabela 02. Valores médios da composicdo monomérica de lignina no tegumento de soja transgénica resistente ao glifosato (RR) e suas
respectivas parentais

Mondmero (ug x mg™ de parede celular) %

Cultivar H G S H+G+S H:G:S
BRS133 0,02 + 0,003 0,1+ 0,014 0,01 +0,003% 0,13 +0,018° 16 :73:11
BRS 245RR 0,06 + 0,004° 0,17 £ 0,004° 0,02 +0,002° 0,26 +0,01° 25:67:8
BRS 137 0,08 + 0,004 ° 0,18 + 0,0012 0,04+0,003? 0,32 + 0,019 26 :59: 15
BRS 255RR 0,06 + 0,005 0,22 + 0,012 0,03 + 0,004 0,31 +0,0172 19:70:9
Embrapa 48 0,08 + 0,006 0,15 + 0,002 0,02 + 0,002 0,26 + 0,009 31:60:9
BRS 242RR 0,07 £ 0,0052 0,17 + 0,0012 0,03 + 0,0072 0,28 + 0,02 29:61:10
Emgopa 313 0,06 + 0,004 0,23 +0,014° 0,06 + 0,005 0,34 + 0,023 16 : 67 : 17
Emgopa 313RR 0,08 + 0,004° 0,3 +0,025° 0,08 + 0,008" 0,46 + 0,038" 18:65: 17
Emgopa 315 0,05 + 0,004 0,18 + 0,012 0,04 + 0,028 0,28 + 0,012 20:66: 14
Emgopa 315RR 0,06 + 0,005 0,12 + 0,002° 0,03 + 0,002 0,21 +0,01° 24 :58:18
Emgopa 316 0,06 + 0,004 0,13 + 0,0072 0,03 + 0,003 0,22 + 0,014 27 :58: 15
Emgopa 316RR 0,07 + 0,004 0,14 + 0,006 0,04 + 0,002 0,25 + 0,015 28:59:13

Médias seguidas da mesma letra, dentro de contrastes, ndo diferem significativamente pelo teste F, respectivamente, a 5% de probabilidade.
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4. CONCLUSOES

O teor de lignina no tegumento de sementes variou somente entre as
cultivares BRS 133 e BRS 245RR.

Quanto a composi¢do dos monolignois, trés contrastes apresentaram
diferengas significativas, sendo que em dois deles as cultivares
transgénicas BRS 245RR e EMGOPA 313 RR indicaram maior

incorporacéo 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 ndo séo
suficientes para afirmar que a sequéncia CP4 EPSPS, introduzida no
genoma de cultivares comerciais de soja, possa ser responsavel por esta
alteracéo.
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CAPITULO IV

PROCESSO PARA DIFERENCIAR SOJA CONVENCIONAL DE SOJA
RESISTENTE AO GLIFOSATO POR DETERMINACAO
CROMATOCRAFICA DO CHIQUIMATO

resumo: O presente trabalho estabelece um processo, sensivel e confiavel, em
que se aplica cromatografia liquida de alta eficiéncia para detectar chiquimato em
sementes de soja, visando discriminar variedades convencionais daquelas
geneticamente modificadas, resistentes ao glifosato. O mecanismo de acdo do
glifosato é bem definido, pois se trata do Unico herbicida que inibe
especificamente a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP
sintase, E.C. 2.5.1.19), que catalisa a condensacdo do chiquimato com
fosfoenolpiruvato. O trabalho esta pautado no fato do chiquimato se acumular
significativamente nos tecidos vegetais de soja convencional, apés a inibicdo da
EPSP sintase pelo glifosato. Em plantas ndo submetidas ao glifosato, o
chiquimato ndo é facilmente detectado, pois rapidamente se converte em
chiquimato 3-fosfato e, a seguir, em 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato, pela acéo
da EPSP sintase. Por outro lado, em plantas ndo geneticamente modificadas
submetidas ao glifosato, a metabolizacdo do chiquimato é prejudicada, resultando
em seu acumulo. Este metabolito pode ser detectado em quantidades
extremamente baixas (na faixa de pg), por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Foram analisados seis contrastes diferentes, sendo cada contraste
formado por uma cultivar transgénica e sua respectiva cultivar parental
convencional, submetidas ou ndo a embebi¢do com solugdo de glifosato 0,6%.
As analises cromatograficas indicaram o acumulo de chiquimato apenas em
cultivares convencionais, nas quais as sementes foram previamente embebidas
em solucdo de glifosato 0,6%. Os resultados demonstraram que a deteccdo de
chiguimato pelo método cromatografico nas radiculas de sementes, germinadas
apos pre-embebicdo com glifosato, pode ser utilizado como um método rapido e

preciso na diferenciacdo 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. INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max L. Merril.) ocupa atualmente, no Brasil,
aproximadamente 58% da area plantada, sendo a espécie com maior extensao de
cultivo (IBGE, 2009), tendo relevante importancia econémica no pais. O cultivo
de lavouras de soja geneticamente modificada (GM) estd em expansdo no Brasil
e ja foram concedidos certificados de protecdo para diversas cultivares de soja
tolerantes ao herbicida Roundup Ready (RR) no pais.

O cultivo e o comércio de organismos geneticamente modificados vém
crescendo significativamente no mundo, em que pese o fato de que a utilizacao
da biotecnologia na agricultura é vista de forma diferente nas distintas regides.
Variedades transformadas aprovadas em um pais e usadas comumente na
agricultura comercial sdo, as vezes, proibidas em outros paises (MUMM &
WALTERS, 2001). Isto significa que na comercializagdo de lotes de sementes
convencionais, produzidos em paises onde as variedades geneticamente
modificadas (GM) sdo utilizadas, para paises onde as variedades transgénicas séo
proibidas ou controladas rigidamente, a presenca adventicia de sementes de
variedades GM ¢ inevitavel (LE BUANEC, 2003).

Grande fonte de risco desse sistema de segregacdo consiste nos testes de
deteccdo utilizados porque nenhum deles apresenta absoluta exatiddo
(HUFFMANN, 2004). A producdo mundial de sementes de espécies GM atingiu
proporcdes significativas, levando institutos de pesquisa, agéncias de inspecao e
companhias de varios paises a desenvolver estratégias e metodos para detecgédo
de sementes de plantas GM. Embora diversas pesquisas tenham sido conduzidas
com o objetivo de detectar variedades GM ndo hd 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 aminoacidos essenciais para a sintese de proteinas e

também alguns metabdlitos secundarios (KRUSE et al.,2000).
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Nas plantas os sintomas macroscopicos da fitotoxidade ao glifosato sédo
lentos. A morte de uma planta ndo transgénica, injuriada, ocorre varios dias apds
sua aplicacdo. Todavia, alguns aspectos bioquimicos podem ser verificados em
poucas horas. BONINI et al. (2009) indicam o acumulo de chiquimato em folhas,
raizes e radiculas de cultivares de soja convencional apds exposicdo ao glifosato.
Sem duvida, o acumulo do chiguimato é uma consequéncia fisioldgica imediata
da injuria causada pelo herbicida, o que pode se tornar Util na rapida detec¢édo de
tecidos vegetais afetados (DUKE et al., 2003; KREMER et al., 2005). Sabendo
que o acumulo do chiquimato é o resultado direto da inibicdo enzimatica pelo
glifosato, sua quantificacdo pode ser correlacionada com a inser¢do do gene de
resisténcia ao herbicida, como é o caso da soja RR.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver uma
técnica alternativa, rapida, sensivel e segura para diferenciar a soja resistente ao
glifosato da soja convencional visando, futuramente, assessorar 0rgéos
interessados, especialmente empresas ligadas a producdo de sementes, nas suas
estratégias de controle. Para isto foi aplicada a técnica cromatografica para a
quantificacdo de chiquimato em radiculas de soja convencional e transgénica,

submetidas ao tratamento com o herbicida glifosato de uso comercial.

2. MATERIAL E CONDUCAO EXPERIMENTAL

2.1. Sistema experimental
Foram analisadas 12 cultivares, cedidas pela Embrapa Soja (Londrina-Pr)
e CTPA - Centro Tecnologico para Pesquisas Agropecuarias (GO),
compreendendo seis cultivares convencionais e suas versdes transgénicas RR
(Tabelal).
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Tabela 1 — Relacdo das cultivares avaliadas:

Cultivar convencional Cultivar transgénica
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, 0s sais dos
tampdes, polivinilpolipirrolidona (PVPP) e demais reagentes e materiais como,
papel Germitest CEL-060, foram adquiridos de fontes confidveis e seguras
(Sigma®, Merck®, Reagen®, Nuclear® e JT Baker®). O glifosato de uso comercial
utilizado apresentava em sua formulacdo 360 g L™ do equivalente 4cido (e.a.),
480 g L™ de sal de isopropilamina N-(fosfonometil) glicina (Glyphosate)
(C3sHgNOsP) e 684 g L™ de ingredientes inertes, sendo adquirido junto a Cocamar
de Maringé, Parana.

Todos os experimentos foram realizados em condigdes apropriadas e
conduzidos no Laboratério de Bioquimica Vegetal (Bloco 1-89), do

Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de Maringa, Parana.

2.1. Germinacédo das sementes

As sementes foram imersas em 300 ml de solugédo de herbicida comercial
(Roundup Ready ® 0,6% - sal de isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina 480
g L™ equivalente &cido de glifosato 360 g L™; ingredientes inertes 692 g L™) no
caso do tratamento, durante 4 horas. As variaveis tempo e concentracdo foram
determinados através de curva de embebicdo determinada em prévios
experimentos realizados no Laboratorio de Bioquimica Vegetal. J4, no caso do
controle, as condi¢cdes foram as mesmas, porém as sementes foram embebidas
em agua.

Apos o periodo de imersdo (4 h), as sementes foram acondicionadas entre

duas folhas de papel Germitest CEL-060, umedecidas com &gua, 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 dgua
para manutencdo da umidade e postas a germinar em camara escura (Tecnal TE
400, Brasil), a 25°C e 80% de umidade relativa, durante 24 horas. Apds esse
periodo, realizou-se a extracdo do chiquimato a partir das radiculas retiradas das

plantulas.

2.2. Extragéo do chiquimato

Apbés a obtencdo do material bésico foi realizada a extracdo do
chiquimato. O tecido vegetal foi macerado em gral com HCI 0,25 N (1:3
peso/volume) conforme descri¢cdo contida em BONINI et al. (2010). As amostras
foram centrifugadas a 1200g por 10 minutos e o sobrenadante separado para as
analises.

Para a identificagdo e quantificacdo do chiquimato o material foi analisado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), técnica de separagédo
fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura de duas fases
imisciveis, a fase movel, liquida e a fase estacionaria, contida em uma coluna. As
separacOes sdo alcancadas por particdo, adsorcdo, troca idnica, exclusdo por
tamanho ou interagdes esterioquimicas, dependendo do tipo de fase estacionaria
utilizada.

As amostras obtidas anteriormente foram diluidas (50 — 100 vezes) em
fase modvel (solucdo aquosa de HsPO,4 3,5mM) e filtradas por meio de seringa
adaptada a um filtro com membrana de difluoreto de polivinilideno, de
porosidade 0,45um. A seguir, e com o auxilio de seringa apropriada, a amostra
foi injetada em um cromatografo constituido de uma bomba de alta pressdo, um
injetor e um detector UV-Vis. A eluicdo foi efetuada, em condi¢do isocratica,
durante 10 minutos e o chiquimato identificado a 220 nm. Chiquimato, nas
amostras, foi identificado pela comparacdo do seu tempo de retencdo com aquele
de um padrao, a 3,5ug/mL, preparado e injetado nas mesmas condicOes descritas
para as amostras.

A quantidade de chiquimato nas amostras foi determinada de acordo com
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a formula: Chiquimato (ug g™*) = F x (Area da amostra / Area do padrdo) x
Diluicdo, onde: Area da amostra e Area do padrio sdo as areas calculadas, e
fornecidas pelo cromatdgrafo, referentes a amostra e ao padrdo, eluidos pela fase
movel; Diluicdo representa 0 nimero de vezes em que a amostra é diluida (50 —
100 vezes) na fase mével e F (= 10,5ug g™) é o fator de calculo obtido pela
relacdo entre a concentragdo do padrdo (3,5ug/mL) e o extrato do tecido vegetal
(0,5 g de matéria fresca extraida em 1,5 mL de HCI 0,25N), de acordo com a
formula: F = 3,5ug mL™ x 1,5mL + 0,5g. Todos os resultados foram expressos

em pg de chiquimato g™ tecido vegetal fresco.

2.3.  Analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo
realizadas quatro repetices. Por se tratar de uma metodologia qualitativa, os

resultados foram analisados através de teste média.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um padréo de acido chiquimico 20 uM foi injetado a cada dia antes do
inicio das analises em HPLC e o tempo de retencdo do cromatograma padréo foi
utilizado para identificacdo do chiquimato nas amostras analisadas.

A Figura 01 representa os perfis cromatograficos obtidos com um padrao
de chiguimato e amostras de chiquimato extraidas de radiculas de soja
convencional (BRS 133) e transgénica (BRS 245RR). Pode-se constatar que a
soja convencional tratada com 0,6% do equivalente acido (e.a) do herbicida

comercial acumulou chiquimato, o que ndo ocorreu na cultivar transgénica.
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Figura 1. Cromatogramas representativos mostrando o padrdo de chiquimato 20 pM (tempo
de retencdo, Rt = 5,68 min); chiquimato (Rt = 5,70 min) acumulado nas radiculas de soja
convencional (BRS-133) tratadas com o herbicida comercial e a auséncia de chiquimato nas
radiculas de soja resistente ao glifosato (BRS-245RR), tratadas com 0,6% do equivalente
acido (e.a.) do herbicida glifosato.

DUKE et al. (2002) avaliaram a eficiéncia da técnica cromatografica
comparada com a técnica espectrofotométrica em estudos com algoddo (Gossypium

hirsutim L.) resistente, ou suscetivel, ao glifosato. Tanto a espectrofotometria

quanto a cromatografia por HPLC demonstraram o acumulo de chiquimato em
plantas convencionais, tratadas com glifosato, no entanto, a tecnica
espectrofotométrica detectou 73% de chiquimato, apos aplicacdo do herbicida, ao
passo gque a cromatografia detectou 100% do composto. A eficacia desses
métodos também foi comprovada por BONINI et al. (2010) e MARCHIOSI et al.
(2009) que identificaram o acumulo 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 cromatografica
quantifica efetivamente o chiquimato presente nas amostras, sem a interferéncia
encontrada nos resultados de analises espectrofotométricas, evidenciando uma

maior confiabilidade ao método empregado no presente trabalho.
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Visando estabelecer um protocolo confiavel foram utilizadas varias
comparagOes entre sementes de soja convencionais e transgénicas, os resultados
podem ser vistos na Tabela 2.

De fato, o chiquimato acumulou significativamente nas radiculas das
cultivares convencional (> 952,4 pg g*) apés tratamentos com glifosato. O
mesmo ndo ocorreu com os tecidos de soja transgénica, onde o chiquimato nao
foi detectado. Como se sabe, a insercdo do gene de tolerancia ao glifosato
permite que a via do chiquimato ndo sofra a acdo do herbicida devido & alta
atividade da EPSP sintase e sua baixa afinidade ao mesmo, resultando na rapida
utilizacdo do chiquimato na via metabdlica (DELANNAY et al., 1995).

Tabela 2 — Teores de chiquimato em radiculas de soja convencional e resistente ao
glifosato, tratadas com herbicida comercial (0,6%).

Cultivar Chiquimato
(Kg chiquimato g™ 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 padrdo da média)
nd = ndo detectado
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A Figura 2 traz o cromatograma obtido em analises realizadas a partir de
radiculas das cultivares BRS 137 e BRS 255RR (embebidas em solucdo de
glifosato), juntamente com o padréo de chiquimato 20puM. As analises realizadas
a partir de sementes embebidas apenas em agua ndo indicaram o acumulo de
chigquimato em nenhuma das cultivares, como demonstrado na figura 03. Esses
perfis cromatograficos foram constatados em todos os contrates avaliados. O
chiquimato foi detectado em elevada concentracdo nas cultivares que nao
possuem 0 gene de resisténcia ao glifosato, enquanto que nas cultivares RR ele
néo foi detectado, permitindo diferenciar com clareza as cultivares convencionais

das cultivares transgénicas.
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Figura 02. Cromatogramas representativos mostrando o padrdo de chiquimato 20 pM
(1); chiquimato presente na cultivar BRS 137 (2) e a auséncia de chiquimato nas
radiculas da cultivar BRS 255RR (3), ambas tratadas com 0,6% do equivalente acido
(e.a.) do herbicida glifosato.
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Figura 03. Cromatogramas representativos mostrando o padrdo de chiquimato

20 pM (1) e a auséncia de chiquimato nas radiculas das cultivares BRS 137 (2)
BRS 255RR (3), ambas embebidas em agua.

4. CONCLUSOES

e A identificacdo do chiquimato através da técnica cromatografica permite
diferenciar soja convencional de resistente ao glifosato.

e A diferenciacdo entre cultivares de soja convencional e geneticamente
modificada por meio de anélises rapidas, torna o presente trabalho
adequado para rastreabilidade da soja.

e A técnica apresentada permite analises qualitativas quanto a presenca de

soja RR e podera contribuir no processo de certificacdo de sementes.
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ANEXO A

PARTE DA VIA METABOLICA DO CHIQUIMATO E
FENILPROPENOIDES.

BIOSSINTESE DE LIGNINA (EM NEGRITO, MONOLIGNOIS)

Fosfoenolpiruvato + eritrose 4-P

Chiquimato

'

Chiquimato 3-P
l EPSP sintase

5 enolpiruvatochiquimato 3P

'

Fenilalanina — acido cindmico — acido p-cumarico — — alcool p-cumarilico

acido caféico

'

acido ferdlico — — alcool coniferilico ——» LIGNINA

v

acido 5 hidroxiferulico

;

acido sinaptico - — — — — alcool sinapilico
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ANEXO B

PRINCIPAIS PRODUTOS DE DEGRADACAO DO GLIFOSATO

NO SOLO.
o) 0
[ I
COOH—CHz —NH—CH: —P—0H  COOH—CHz2 —NH——CH: —P—0H
Glifosato oH Glifosato OH
c-P
Liase
I
COOH——CHz —NH——CHs NHz—CH2——P——OH
Sarcosina SH
Acido

aminometilfosfdnico
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ANEXO C

VIAS DO CHIQUIMATO E DOS FENILPROPANOIDES E A ACAO DO

GLIFOSATO NAS PLANTAS. A INIBICAO DA EPSP SINTASE PELO

GLIFOSATO AFETA A BIOSSINTESE DE AMINOACIDOS

AROMATICOS E O CRESCIMENTO DAS PLANTAS SUSCETIVEIS.

Eritrose 4-fosfato + fosfoenolpiruvato (PEP)

.

Hepiuloss‘imgto-?-fosiato, 3
desoxiarabionose

Desidroquimato

| |

Desidrochiquimato

NADPH

NADP + H*
< H
Chiquimato + PEp

Chiquimato-3-fosfato

GLIFOSATO == * EPSP Sintase

5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato

\ Corismato
Tirosina, Triptofano a— :
1

(@pam e it mimianinr B oo 0. S «

: ialani
o Fenilalanina

Ubiquinona s, antocianinas,
Fitoalixinas, flavondides

Acido p-cumarico ' ‘I Acido caféico Pl Acido fenilico

E ] 4
L 2 B 4
L ) 4

ﬂ Chiquimato desidrogenase

J

Alcoois hidroxicinamilicos e LIGNIN A

MO QOEZMIYOoxnVr—=mm
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ANEXO D

PORCENTAGEM DE PLANTULAS NORMAIS OBTIDA NA
PRIMEIRA CONTAGEM E NA CONTAGEM FINAL DO
TESTE DE GERMINACAO DAS CULTIVARES UTILIZADAS
NO TRABALHO.

Cultivar Germ.(1% 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




ANEXO E

ESTRUTURA QUIMICA DETALHADA DE UMA MOLECULA DE
LIGNINA. AS UNIDADES DE FENILPROPENOIDES NAO SE
ENCONTRAM LIGADAS DE FORMA SIMPLES E DE UMA UNICA

MANEIRA (TAIZ; ZEIGER, 1998).

HEC-EIH

N
|

CH Il

|
HC
|

HC

HO—

|
| Llaini
ghin
L P wyeo Oy Hé—\f;ﬂ'\
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H,C0 Ho
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