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1 RESUMO 

 

O glyphosate é um herbicida de largo espectro de controle, não seletivo, e seu sítio de ação é a 

inibição da enzima 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSPs). Com a inibição da 

enzima, e o bloqueio da rota do ácido chiquímico pelo glyphosate, ocorre o acúmulo de alguns 

compostos como os ácidos chiquímico e quínico, além de outras alterações metabólicas e 

fisiológicas nas plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações metabólicas e 

fisiológicas de plantas de milho submetidas à aplicação de glyphosate isolado e em associação 

com fosfito. O experimento foi conduzido em casa-de-vegetação, no Núcleo de Pesquisas 

Avançadas em Matologia (NUPAM), pertencente à Faculdade de Ciências Agronômicas – 

FCA/UNESP. Foi utilizado o híbrido de milho Pioneer 30F53, em vasos contendo 5 litros de 

substrato e os tratamentos foram compostos da aplicação de: glyphosate (72 g e.a. ha
-1

); 

glyphosate (720 g e.a. ha
-1

); glyphosate (72 g e.a. ha
-1

) + fosfito (3 L p.c. ha
-1

); glyphosate 

(720 g e.a. ha
-1

) + fosfito (3 L p.c. ha
-1

); fosfito (3 L p.c. ha
-1

); e uma testemunha sem 

aplicação. Foram realizados dois experimentos, com os mesmos tratamentos, mas com 

avaliações distintas. No primeiro, foram realizadas cinco coletas de todas as folhas das plantas 

aos 2, 4, 6, 10 e 15 dias após a aplicação (DAA) dos tratamentos. No segundo experimento, foi 

realizada a medição do fluxo de transporte de elétrons (ETR) nas folhas jovens e maduras, 

avaliações visuais de intoxicação, medição da altura e quantificação da matéria seca ao final 

do experimento. As folhas coletadas foram secas e moídas e utilizadas para quantificação dos 

seguintes compostos: ácido chiquímico, ácido quínico, ácido desidrochiquímico, ácido 
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aminometilfosfônico (AMPA), glyphosate, fenilalanina, tirosina e triptofano. Foram também 

realizados testes de extração dos compostos para escolha da metodologia mais apropriada, e 

desenvolvimento dos métodos analíticos em LC-MS/MS. O método de extração dos 

compostos que se mostrou mais adequado foi a partir da massa seca das amostras e banho de 

ultrassom. O glyphosate e o AMPA foram detectados somente na maior dose aplicada, 

associada ou não ao fosfito, e foram observados para estes tratamentos as maiores 

concentrações de ácidos chiquímico, quínico e desidrochiquímico. O efeito do glyphosate 

sobre os teores de aminoácidos aromáticos foi apenas transitório, com redução desses 

compostos inicialmente e posterior aumento. A associação do fosfito de potássio com a menor 

dose do glyphosate testada aumentou a intoxicação das plantas de milho em relação à 

testemunha e à aplicação do glyphosate isoladamente na mesma dose. As plantas de milho 

sofreram decréscimo do fluxo de transporte de elétrons após a aplicação da maior dose de 

glyphosate associada ou não ao fosfito de potássio. 
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2 SUMMARY 

 

METABOLIC EFFECTS IN CORN AFTER APPLICATION OF GLYPHOSATE AND 

PHOSPHITE 

 

Botucatu, 2011, 97 p. Dissertação (Mestrado em Agronomia / Proteção de Plantas) – 

Faculdade de Ciências Agronômicas, Universidade Estadual Paulista. 

Author: GIOVANNA LARISSA GIMENES COTRICK GOMES 

Adviser: Dr. EDIVALDO DOMINGUES VELINI 

Co-adviser: Dra. MARIA LÚCIA BUENO TRINDADE 

 

The glyphosate is a broad spectrum herbicide, non-selective, and the site of action is the 

inhibition of the enzyme 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (EPSPs). The 

inhibition of the enzyme results in a reduction in the synthesis of aromatic amino acids 

(phenylalanine, tyrosine and tryptophan), and secondary compounds. The glyphosate block of 

the shikimic acid pathway and causes the accumulation of some compounds like shikimic acid 

and quinic acid, and other metabolic and physiological effects in plants. The objective of this 

study was to evaluate the metabolic and physiological effects in corn plants after application 

of glyphosate and phosphite. The experiment was carried out in greenhouse in the Faculty of 

Agronomic Sciences at São Paulo State University. It was used the corn Pioneer 30F53, 

planted in vases containing 5 liters of substrate. The treatments were: glyphosate (72 g a.e. ha
-
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1
), glyphosate (720 g a.e. ha

-1
), glyphosate (72 g a.e. ha

-1
) + phosphite (3 L ha

-1
), glyphosate 

(720 g a.e. ha
-1

) + phosphite (3 L ha
-1

), phosphite (3 L ha 
-1

) and an untreated control. Two 

experiments were carried out with the same treatments but with different evaluations. At first, 

it were realized five samples of all corn plant leaves at 2, 4, 6, 10 and 15 days after application 

(DAA). The second experiment was performed the evaluation of the electron transport rate 

(ETR) in young and mature leaves, visual evaluations of intoxication, height and weight of the 

plants. The leaves collected were dried, grated and used to quantify the compounds: shikimic 

acid, quinic acid, 3-dehydroshikimic acid, aminomethylphosphonic acid (AMPA), glyphosate, 

phenylalanine, tyrosine and tryptophan. Extraction tests of compounds were conducted to 

choose the most appropriate and were development of analytical methods in LC-MS/MS. The 

extraction of the compounds that proved most appropriate was using the dry mass of samples. 

Glyphosate and AMPA were detected only at the highest dose applied, with or without the 

phosphite, and these treatments were observed the higher concentrations of shikimic acid, 

quinic acid and 3-dehydroshikimic acid. The effect of glyphosate on aromatic amino acids 

levels was only transient. The association of potassium phosphite with the lower dose of 

glyphosate increased the toxicity of corn in comparison to the control and the glyphosate 

isolated. The corn plants had a decrease in the electron transport rate (ETR) after application 

of the highest dose of glyphosate associated or not with potassium phosphite. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

O milho possui uma grande importância tanto no cenário nacional, 

como no mundial, sendo um dos cereais mais cultivados e consumidos no mundo, além de ser 

matéria-prima para a produção de biocombustíveis. 

A interferência imposta pelas plantas daninhas na cultura do milho 

pode acarretar grandes prejuízos, principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento das 

plantas. O controle de plantas daninhas pela utilização de herbicidas (controle químico) é um 

dos mais utilizados no mundo, sendo realizado em grande escala na cultura do milho. 

O herbicida glyphosate é recomendado para aplicação em pré plantio 

da cultura do milho e em pós emergência das plantas daninhas, sendo não seletivo e de amplo 

espectro de controle. É absorvido pelas folhas e translocado preferencialmente via floema para 

as regiões meristemáticas das plantas. No solo, o glyphosate é rapidamente inativado, devido à 

adsorção pelos colóides, ou pela degradação microbiana, produzindo ácido 

aminometilfosfônico (AMPA) ou sarcosina. Há suspeitas de que o glyphosate seja também 

metabolizado pelas plantas, produzindo AMPA, glioxilato e sarcosina. 

O sítio de ação do glyphosate é a inibição da enzima 5-

enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSPs), que catalisa a reação de ligação do 

chiquimato-3-fosfato (S3P) com o fosfoenolpiruvato (PEP), para formar 5-

enolpiruvilchiquimato 3-fosfato. O glyphosate bloqueia então a via do ácido chiquímico, que é 

a principal rota de produção dos aminoácido aromáticos (fenilalanina, tirosina e triptofano), 
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afetando também o fluxo de carbono na planta, sendo que sob condições normais, 20% do 

carbono fixado pelas plantas são direcionados para esta rota (Haslam, 1993). Com a inibição 

da enzima EPSPs pelo glyphosate, é observado um grande acúmulo de ácido chiquímico nas 

plantas, representando um forte dreno de carbono, desta forma, reduzindo a fotossíntese. Os 

aminoácidos aromáticos são precursores de proteínas em plantas, mas também de muitos 

metabólitos secundários, como pigmentos, flavonóides, auxinas, fitoalexinas, lignina e 

taninos, sendo assim, as plantas submetidas ao glyphosate podem ter a síntese desses 

compostos também alterada. 

As plantas expostas de alguma maneira ao glyphosate, seja por 

aplicação do herbicida, ou pela deriva, podem sofrer uma série de alterações metabólicas, 

sendo que uma das mais proeminentes e estudadas é o acúmulo do ácido chiquímico (ou 

chiquimato) pelas plantas. São inúmeros os trabalhos que estudam o acúmulo deste composto 

em diversas espécies de plantas, decorrente da aplicação de diferentes doses do herbicida, 

podendo chegar até a 8% da matéria seca das plantas (Orcaray, 2010). Além do acúmulo do 

ácido chiquímico, alguns trabalhos têm demonstrado o acúmulo de ácidos hidroxibenzóicos, 

como o protocatecuico e o gálico, e do ácido quínico, que é um composto de estrutura 

semelhante ao ácido chiquímico, e precursor dos ácidos hidroxibenzóicos, mas pouco se sabe 

ainda sobre a dinâmica desses compostos na planta após a aplicação do glyphosate. 

Com o bloqueio da rota de biossíntese dos aminoácidos aromáticos 

pelo glyphosate, ocorre uma redução na formação dos mesmos, afetando os processos da 

planta que demandam proteínas ou enzimas. No entanto, nem sempre ocorre a redução no teor 

de aminoácidos, sendo que o menos sensível ao bloqueio da rota é o triptofano, seguido de 

fenilalanina e tirosina. Este fato pode ser em função da presença de sistemas controladores de 

rotas, que podem compensar, ao menos em partes, a menor síntese de alguns dos compostos 

intermediários, desta forma, nem sempre é possível concluir que produtos distantes do sítio de 

ação do glyphosate, terão a sua síntese bloqueada ou reduzida. 

Não estão ainda bem esclarecidos os efeitos metabólicos e fisiológicos 

das plantas após a inibição da EPSPs pelo glyphosate, sendo que a morte das plantas não está 

apenas relacionada com o bloqueio da rota de biossíntese dos aminoácidos aromáticos, mas 

também à falha na produção de um grande número de compostos secundários, ao 

desregulamento no fluxo de carbono na planta e à redução da síntese de proteínas. 
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Diversos autores relataram um possível efeito protetor do fertilizante 

foliar à base de fosfito de potássio, contra os efeitos fitotóxicos do glyphosate. No entanto, há 

controvérsias, com relatos de intoxicação de plantas de milho pela aplicação do fosfito, 

semelhantes àquelas causadas pelo glyphosate, pelo fato do herbicida apresentar um radical 

fosfito em sua fórmula estrutural. 

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar as alterações 

metabólicas e fisiológicas de plantas de milho submetidas à aplicação de glyphosate isolado e 

em associação com o fosfito de potássio. 
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4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

    4.1 A Cultura do Milho 

 

No agronegócio brasileiro, em termos de área explorada, a cultura do 

milho (Zea mays L.) é a segunda mais cultivada, atrás somente da cultura da soja. O Brasil é o 

quarto maior produtor mundial, com produção de 54 milhões de toneladas em 2009/2010, 

ficando atrás somente dos Estados Unidos, China e União Européia, com produção de 324, 

162, e 56 milhões de toneladas, respectivamente (Agrianual, 2010). 

Em função de seu potencial produtivo, composição química e valor 

nutritivo, o milho é um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no mundo, 

perdendo em volume apenas para o trigo e o arroz, fornecendo produtos largamente utilizados 

para a alimentação humana, animal e matéria-prima para a indústria (Dourado Neto e Fancelli, 

2000). Recentemente seu uso se ampliou com a produção de amido, álcool, adoçantes, óleos e 

agora surge também como fonte de biocombustíveis (Agrianual, 2010). 

No Brasil, a produção de milho tem-se caracterizado pela divisão da 

produção em duas épocas de plantio: primeira safra é realizada na época tradicional, durante o 

período chuvoso, que varia entre fim de agosto, na região Sul, até os meses de outubro ou 

novembro (Sudeste e Centro-Oeste), e no Nordeste esse período ocorre no começo do ano; e 

segunda safra ou “safrinha”, que se refere ao milho de sequeiro, plantado extemporaneamente, 
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em fevereiro ou março, quase sempre depois da soja precoce, predominantemente na região 

Centro-Oeste e nos estados do Paraná e São Paulo (Garcia et al., 2006). 

Apesar de estar entre os quatro maiores produtores mundiais, o Brasil 

não se destaca entre os países com maiores produtividades. No Brasil, em condições 

experimentais, há relatos de picos de produtividade próximos a 17 toneladas de grãos por 

hectare (Silva et al., 2006), no entanto, o que se observa, em geral, são produtividades baixas e 

irregulares, cerca de 4,3 t ha
-1

 de grãos (CONAB, 2010).  

As plantas de milho apresentam elevada capacidade em absorver e 

utilizar água e nutrientes, além de possuírem elevada capacidade de utilização de radiação 

solar. Todavia, a presença de plantas daninhas desde a fase inicial de desenvolvimento da 

cultura pode acarretar perdas, inclusive totais (Rajcan e Swanton, 2001). As perdas na cultura 

do milho variam de 13 a 85% em função da adoção ou não de alguma medida de controle das 

plantas daninhas (Carvalho et al., 2007). Por isso, o controle de plantas daninhas na cultura do 

milho assume notável importância quando se deseja alcançar o máximo potencial produtivo 

das plantas. Estima-se que as perdas devido à interferência das plantas daninhas em plantios 

de milho, tenham alcançado 6 milhões de tonelada na safra 2008/09 (Karam et al., 2009). 

No mundo, o método de controle de plantas daninhas mais utilizado na 

cultura do milho é o químico, possibilitando a obtenção de elevadas produtividades 

(Radosevich et al., 1997). Estima-se que os herbicidas sejam aplicados em mais de 65% da 

área cultivada com milho no Brasil, sendo assim, a alta taxa de utilização deste método de 

controle de plantas daninhas permite identificar problemas enfrentados pelos agricultores 

como resultado da aplicação dos herbicidas, estando estes relacionados à própria aplicação, ao 

meio ambiente, à saúde humana e ao surgimento de plantas resistentes (Karam e Oliveira, 

2007). 

Dentre os herbicidas registrados para o controle das plantas daninhas 

da cultura do milho, destaca-se o glyphosate, que é um herbicida aplicado em pré plantio da 

cultura e pós emergência das plantas daninhas, do grupo químico das glicinas substituídas, 

classificado como não seletivo e de ação sistêmica. Apresenta amplo espectro de ação, o que 

possibilita um excelente controle das plantas daninhas anuais e perenes, tanto dicotiledôneas 

como monocotiledôneas. Além do milho, o glyphosate encontra-se registrado no Brasil para 

uso nas seguintes culturas: algodão, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-açúcar, citros, 
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coco, eucalipto, feijão, fumo, maçã, mamão, nectarina, pêra, pêssego, pinus, seringueira, soja, 

trigo, uva e pastagens (Rodrigues e Almeida, 2005).  

 

 

    4.2 Rota do Ácido Chiquímico 

 

A via do ácido chiquímico, a principal rota comum de produção dos 

aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina e triptofano, constitui uma parte do metabolismo 

somente de plantas e microorganismos, não sendo encontrada em animais (Herrmann e 

Weaver, 1999). Em plantas, acredita-se que esta rota está confinada nos plastídeos (Herrmann, 

1995; Schmid e Amrhein, 1995; Mustafa e Verpoorte, 2005; Weber et al., 2005).  Segundo 

Herrmann (1995), os aminoácidos aromáticos não são somente utilizados para a produção de 

proteínas em plantas, mas também como precursores de um grande número de metabólitos 

secundários (pigmentos, flavonóides, auxinas, fitoalexinas, lignina e taninos). Além disso, 

rotas intermediárias podem servir como substrato para outras vias metabólicas, incluindo a 

biossíntese de ácido quínico e produtos derivados, como o ácido clorogênico (Herrmann e 

Weaver, 1999). Estima-se que, sob condições normais de desenvolvimento, 20% do carbono 

fixado pelas plantas pode ser direcionado para a rota do ácido chiquímico (Haslam, 1993). 

A rota do ácido chiquímico consiste em sete passos metabólicos 

(Figura 1), começando com a condensação de dois intermediários do metabolismo de 

carboidratos, o fosfoenolpiruvato (PEP), da glicólise, e eritrose 4-fosfato, da via pentose-

fosfato, para formar 3-deoxi-d-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP), sendo catalisada pela 

enzima homodimérica 3-deoxi-d-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS), que é 

ativada pelo triptofano, assim como pelo Mn
2+ 

(Buchanan et al., 2000). 

A segunda reação da via do ácido chiquímico é a eliminação do fosfato 

pela DAHP para gerar 3-desidroquinato (DHQ), que é catalisada pela DHQ sintase (DHQS), 

uma enzima monomérica com o peso molecular de 39,0, e sua atividade requer Co
2+ 

e NAD
+
 

como cofatores. O próximo passo é a desidratação do DHQ para 3-desidrochiquimato (DHS), 

catalizado pela DHQ desidratase, e em seguida a redução de DHS a chiquimato, catalisada 

pela chiquimato-desidrogenase (também conhecida como chiquimato NADP
+
 oxidoredutase) 

(Herrmann e Weaver, 1999). A atividade desta enzima aumentou cerca de 20% seis dias após 
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o ferimento mecânico de folhas de Capsicum annum L. (Diaz e Merino, 1997). Nos últimos 

dois passos descritos (terceiro e quarto) da rota, as enzimas que catalisam as reações são 

bifuncionais, e desempenham importante papel na regulação de metabólitos nos pontos de 

ramificação da rota para garantir a produção suficiente do composto desejado, e são 

encontradas no ponto de ramificação para a síntese de ácido quínico (Ding et al., 2007). Os 

compostos desidroquinato e desidrochiquimato podem ser direcionados para o metabolismo do 

ácido quínico (Bentley, 1990). 

No quinto passo da rota, a enzima chiquimato quinase catalisa a 

fosforilação de chiquimato para produzir chiquimato-3-fosfato (S3P). No próximo passo 

ocorre a entrada da segunda PEP, que é condensada com S3P para formar 5-

enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e fosfato inorgânico. Esta reação reversível é 

catalisada pela EPSPs, uma enzima monomérica de peso molecular 48,0 (Herrmann e Weaver, 

1999), e constitui o único alvo molecular do herbicida glyphosate (Steinrucken e Amrhein, 

1980). O glyphosate é competitivo com a PEP e não competitivo com o S3P, indicando que o 

mesmo se liga no complexo EPSPs-S3P (Buchanan et al., 2000). A última reação da rota é a 

eliminação do fosfato pela EPSP para formar corismato, e é catalisada pela corismato sintase 

(Balasubramanian et al., 1990; Hawkes et al., 1990). 

Todos os intermediários do tronco principal da via do ácido 

chiquímico são potenciais pontos de ramificação levando a outras vias metabólicas (Bentley, 

1990). O DHQ pode ser convertido a DHS ou a ácido quínico, um precursor do ácido 

clorogênico, um produto da condensação de ácido quínico (intermediário inicial da via do 

ácido chiquímico) e ácido caféico, intermediário final do metabolismo dos fenilpropanóides 

(Herrmann e Weaver, 1999). 

O ácido clorogênico protege a planta contra o ataque de fungos (Maher 

et al., 1994), e através do acúmulo de altos níveis, serve como protetor UV em diversas 

plantas. Segundo Herrmann e Weaver (1999), o ácido quínico também pode acumular-se em 

algumas plantas, e tem sido considerado um reservatório de carbono para a biossíntese de 

compostos aromáticos. Os ácidos quínico e chiquímico são compostos que ocorrem 

freqüentemente em concentrações relativamente altas em tecidos verdes e não verdes de 

plantas herbáceas (Yoshida et al., 1975) e angiospermas lenhosas (Boudet, 1973). 
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Figura 1. Esquema da rota do ácido chiquímico. Adaptado de Buchanan et al. (2000). 

 

O corismato, produto final da via do ácido chiquímico, e o primeiro 

ponto de divisão da rota, é o precursor dos três aminoácidos aromáticos e outros compostos 

aromáticos do metabolismo primário. Assim, os três aminoácidos aromáticos são precursores 

de uma grande variedade de metabólitos secundários de plantas (Dewick, 1998). Os 

intermediários da rota do chiquimato também servem como ponto de partida para a biossíntese 

de produtos secundários. Dessa forma, esta via é de eminente importância para a síntese de 
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muitos compostos de interesse comercial (Herrmann e Weaver, 1999), os quais também dão 

origem a diversos compostos envolvidos na regulação do crescimento ou na defesa de plantas, 

destacando-se os taninos condensados, antocianinas, vitamina E, ácido indolacético (AIA), 

ácido salicílico, flavonas, isoflavonas, fenilpropanóides e cumarinas, fundamentais para o 

crescimento e desenvolvimento vegetal (Velini et al., 2009). 

 

 

    4.3 Fosfitos 

 

O termo fosfito é comumente referido como um sal de ácido fosforoso 

e o termo fosfonato é utilizado para um éster de fosfito que contém uma ligação carbono-

fósforo (C-P) que é quimicamente distinto da ligação carbono-oxigênio-fósforo (C-O-P) 

encontrada no éster de fosfato (White e Metcalf, 2007).  

A utilização dos fosfitos na agricultura possui as seguintes vantagens: 

baixo custo relativo da matéria-prima, a prevenção e controle das doenças produzidas por 

fungos, melhoria do estado nutricional das plantas, sobretudo nos estádios de maior aumento 

da atividade metabólica quando a aplicação do produto representaria um fornecimento 

suplementar de nutrientes, devido à absorção mais rápida de fósforo pela planta em 

comparação com produtos à base de fosfato, equilíbrio nutricional das plantas, melhor 

amadurecimento, prolongamento do tempo de conservação e qualidade superior dos frutos na 

pós-colheita (Nojosa et al., 2005). 

Os fosfitos têm sido reconhecidos como excelentes fungicidas para o 

controle de muitas doenças importante causadas por Oomicetos, particularmente Phytophtora 

sp. (Fenn e Coffey, 1984; Forster et al., 1998; Jackson et al., 2000; Jee et al., 2002). No 

hospedeiro, o fosfito induz a biossíntese de etileno, aumento da respiração, ativação da 

fenilalanina amônia liase, lignificação e ativação do metabolismo das pentoses-fosfato 

(Reuveni e Reuveni, 1995). 

Os fosfitos são rapidamente absorvidos pelas plantas, deslocando-se 

através das membranas celulares, devido ao seu alto grau de solubilidade e mobilidade, 

possuindo caráter sistêmico, permitindo ser aplicado de diversas formas como pulverização 

foliar, pincelamento ou imersão (Meneghetti, 2009). 
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Alguns autores têm demonstrado um possível efeito do fosfito na 

redução da intoxicação de algumas culturas quando aplicado o herbicida glyphosate (Castro, 

2007; Ibrahim et al., 2010a; Ibrahim et al., 2010b). No entanto, Lucas et al. (1979), 

observaram severa intoxicação em plantas de milho quando tratadas com o fosfito, sendo que 

as injúrias foram muito semelhantes àquelas que o glyphosate causa nas plantas. Este fato 

pode ser explicado pelo trabalho de Mitchell e Adams (2004), que afirmaram que o glyphosate 

possui um grupo fosfito em sua fórmula estrutural (Figura 2), sendo assim, o mesmo poderia 

ter causado a injúria nas plantas. 

 

       

Figura 2. Fórmula estrutural do glyphosate e do fosfito de amônio. (Mitchell e Adams, 2004) 

 

 

    4.4 Glyphosate 

 

Atualmente, o glyphosate é um dos herbicidas mais utilizados na 

agricultura, graças ao controle eficaz que exerce sobre as plantas daninhas e à sua baixa 

toxicidade aguda. O glyphosate (N-(fosfonometil)glicina) (Figura 3) é um herbicida aplicado 

em pós emergência das plantas, que geralmente é inativado no solo pela adsorção com os 

colóides ou pela rápida degradação microbiana (Gimsing et al., 2004). É um herbicida de ação 

sistêmica em pós emergência, possui um largo espectro de controle de plantas daninhas, mas 

não é seletivo para as culturas (Franz et al., 1997), exceto para as culturas geneticamente 

modificadas, sendo absorvido pelas folhas e translocado para os tecidos meristemáticos das 

plantas preferencialmente via floema. Sua eficácia é dependente da retenção da molécula na 

superfície foliar, da penetração foliar, da translocação na planta até o sítio de ação e da 

inibição da enzima EPSPs (Kirkwood e Mckay, 1994). Caseley e Coupland (1985) indicam 

que o glyphosate segue a mesma rota dos produtos da fotossíntese (açúcares), indo das folhas 

Glyphosate Fosfito de Amônio 
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fotossinteticamente ativas em direção às partes das plantas que utilizam estes produtos, 

estabelecendo-se uma relação fonte-dreno. 

 

 

Figura 3. Fórmula estrutural do glyphosate. 

 

A síntese do glyphosate é realizada a partir de um hidrogênio amínico 

do aminoácido glicina, por um radical de éster fosfônico (N-fosfonometil glicina), sua fórmula 

molecular é C3H8NO5P, e massa molecular de 169,1 g mol
-1

. No ano de 1964 a molécula foi 

originalmente sintetizada como potencial agente quelante industrial, e o seu uso como 

herbicida foi descrito em 1971 (Luchini, 2009). Possui diferentes formulações, sendo 

fabricado como sal isopropilamina, formulação concentrado solúvel, com 360 gramas de 

equivalente ácido (e.a.); como sal de amônio, formulado em grânulos dispersíveis em água, 

com 720 g e.a. kg
-1

; ou sal potássico, formulação concentrado solúvel, com 500 g e.a. kg
-1

 

(Gazziero et al., 2009). 

O glyphosate é muito pouco solúvel em solventes orgânicos comuns, e 

bastante solúvel em água, tem um elevado coeficiente de adsorção ao solo (Kd=61 g cm
-3

), 

principalmente aos óxidos de alumínio e ferro,  meia vida em torno de 47 dias (Centeno, 2009) 

e coeficiente de partição octanol/água muito baixo (Kow=0.00033), por isso apresenta baixa 

mobilidade, com pouca tendência para lixiviação no solo (Linders et al., 1994). Apresenta-se 

como um produto altamente solúvel em água (11600 mg L
-1

 a 25°C), com baixa pressão de 

vapor (7.5X10
-8

 mm Hg) e ponto de fusão a 189,9°C (Franz et al., 1997).  

No momento em que o glyphosate atinge o solo, a tendência é que o 

mesmo seja sorvido rápida e fortemente à fração coloidal, através de ligações similares às do 

fosfato inorgânico. Quando o glyphosate encontra-se disponível na solução do solo, é 

degradado rapidamente pelos microorganismos a AMPA e CO2 (Regitano, 2009). Os grupos 

funcionais do glyphosate, como amina, carboxila e fosforados, podem simultaneamente 
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ligarem-se a íons metálicos formando quelatos, além de serem adsorvidos por óxidos de ferro, 

ocorrendo a rápida inativação como herbicida em contato com o solo (McBride, 1994). Muitos 

estudos tentam explicar os mecanismos de ligação do glyphosate com o solo, como a troca de 

ligantes com os óxidos de ferro e alumínio e as pontes de hidrogênio formadas entre o 

glyphosate e as substâncias húmicas do solo (Feng e Thompson, 1990; Miano et al., 1992; 

Prata et al., 2000). 

Diversos trabalhos relatam que o mecanismo de adsorção proposto 

para a interação glyphosate-solo é similar ao mecanismo de ligação do fosfato inorgânico, 

existindo uma competição entre o glyphosate e o fosfato pelos sítios de adsorção (McBride e 

Kung, 1989; Gimsing e Boggaard, 2002). Prata et al. (2003), estudando a adsorção e dessorção 

do glyphosate em solos com diferentes concentrações de fósforo, observaram que quanto 

maior a dose de fósforo presente no solo, maior é a extração do glyphosate adsorvido, e que a 

adsorção do glyphosate pelo solo se deve à formação de complexos com os metais dos óxidos, 

processo que também está relacionado à capacidade dos solos adsorver fosfato. Segundo Toni 

et al. (2006), a dessorção do glyphosate pelo fosfato nos solos depende de diversos fatores, 

como CTC, quantidades de argilas presentes, quantidade de fosfato e pH do solo, com isso 

pode haver uma diminuição na produtividade de certas plantas. 

O glyphosate pertence à classe de compostos conhecidos como ácidos 

fosfônicos, que contém uma ligação direta de carbono-fósforo (Kertesz et al., 1994), que é 

quimicamente estável, mas os microorganismos possuem habilidade enzimática de clivar a 

ligação e liberar fosfato inorgânico (Araújo, 2002). 

A rota preliminar de decomposição do glyphosate no ambiente é a 

degradação no solo (Franz et al., 1997), realizada por uma grande variedade de 

microorganismos, que usam o produto como fonte de energia e fósforo, através de duas rotas 

catabólicas (Figura 4), produzindo o ácido aminometilfosfônico (AMPA) como principal 

metabólito, ou pela clivagem da ligação C-P, por ação da enzima C-Pliase, produzindo 

sarcosina como metabólito intermediário na rota alternativa (Franz et al., 1997; Dick e Quinn, 

1995). Segundo Cox (1998), o AMPA é mais persistente no solo do que o glyphosate, pois a 

degradação do AMPA é mais lenta, possivelmente por ser adsorvido mais facilmente às 

partículas do solo. Gimsing et al. (2004) encontraram correlação positiva entre a mineralização 
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do glyphosate e o tamanho da população de Pseudomonas spp. nos solos estudados, sendo que 

esses microorganismos são os principais controladores da mineralização. 

Sprankle et al. (1975) sugerem algumas explicações para o rápido 

desaparecimento do glyphosate do ambiente, como a rápida degradação microbiana, a 

degradação química, a adsorção ao solo , ou vários destes fatores combinados. 

 

Glyphosate
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C-P Liase
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Metilamina

C-P Liase
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Metilamina
desidrogenase
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Figura 4. Rota de degradação microbiana do glyphosate no ambiente (Adaptado de Robyn 

Wirsema, Michael Burns e Doug Hershberger – Universidade de Minnesota). 
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         4.4.1 Modo de Ação do Glyphosate 

 

O modo de ação de um herbicida corresponde aos eventos que ocorrem 

desde o seu contato inicial com as plantas, a penetração (no apoplasto, reversível e sem gasto 

de energia), a absorção (para o simplasto, irreversível e com gasto energético), a 

movimentação na planta (entre órgãos, tecidos, células e organelas), o metabolismo e outras 

formas de inativação ou ativação, a interação com o sítio de ação até o desencadeamento de 

eventos que efetivamente levam as plantas à paralisação do crescimento ou à morte (Velini et 

al., 2009).  

A maioria dos herbicidas inibem uma proteína ou uma enzima nas 

plantas (Cole et al., 2000). Os herbicidas inibidores de aminoácidos inibem uma enzima da 

planta e consequentemente bloqueiam a biossíntese dos blocos de construção das proteínas, os 

aminoácidos (Tan et al., 2006). Os animais não sintetizam todos os aminoácidos necessários, 

mas obtém alguns aminoácidos de plantas ou bactérias, sendo assim, herbicidas que inibem a 

biossíntese de aminoácidos tem um menor impacto sobre animais do que os herbicidas com 

outros modos de ação (Reade e Cobb, 2002). 

O glyphosate é absorvido preferencialmente pelas folhas, 

principalmente pelo floema, sendo um processo bifásico, com uma rápida penetração inicial 

pela cutícula seguida por uma absorção simplástica lenta, influenciado pelas características da 

planta, condições ambientais, concentração do herbicida, surfatante utilizado e método de 

aplicação (Monquero et al., 2004; Caseley e Coupland, 1985; Franz et al., 1997). Segundo 

Townson e Butler (1990), com a redução do volume de aplicação e aumento da concentração 

do glyphosate na calda de pulverização, normalmente sua absorção é aumentada. 

A principal dificuldade para a absorção pela parte aérea é a existência 

de estruturas anatômicas, como o aparecimento de tecido suberificado nas regiões velhas e a 

deposição de cutina, formando a cutícula nas folhas, destinadas a impedir o dessecamento da 

planta, que impede a livre movimentação de gases e soluções (Rodrigues, 2009). Chachalis et 

al. (2001) afirmam que diferenças com relação ao grau de hidrofobicidade da cutícula devido à 

sua composição, podem refletir na absorção do glyphosate, resultando em menor eficiência do 

produto quando a cutícula é mais hidrofóbica. 
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Após a penetração do glyphosate através da cutícula e membrana 

plasmática dos tecidos fotossintetizantes, ocorre a translocação no simplasto, através dos 

tecidos vasculares, até o sítio de ação do herbicida (Satichivi et al., 2000), que é um processo 

essencial para a eficácia do herbicida (Wanamarta e Penner, 1989). O transporte do glyphosate 

pelo floema já foi demonstrado em várias espécies (Sprankle et al., 1975; Schultz e Burnside, 

1980; Schultz e Amrhein, 1984; Honegger et al., 1986). 

Além do transporte de longa distância, deve-se notar que a penetração 

do glyphosate nas células deve ocorrer em cada célula que possui a enzima alvo (Morin et al., 

1997). Em algumas espécies como Convolvulus arvensis (Honegger et al., 1986), Beta 

vulgaris (Gougler e Geiger, 1981), e Vicia faba (Ibaoui et al., 1986), o glyphosate é 

trasportado para dentro das células por absorção passiva não facilitada, mas dados cinéticos 

mais detalhados têm mostrado em V. faba, que o glyphosate pode ser absorvido por 

transportadores de fosfato da membrana plasmática (Denis e Delrot, 1993). Hetherington et al. 

(1998) verificaram que quando o glyphosate está em baixas concentrações no apoplasto, um 

mediador ativo é responsável por sua absorção, provavelmente um transportador de fosfato, já 

quando o produto se encontra em altas concentrações, o processo predominante é a difusão. 

A translocação do glyphosate pelo floema segue a mesma rota dos 

açúcares produzidos na fotossíntese, deslocando-se das folhas para as raízes ou frutos, onde 

serão utilizados na respiração, assimilação ou acumulação depois de sua conversão à 

substâncias como amido, por exemplo (Rodrigues, 2009). O movimento do herbicida na planta 

é então influenciado pela quantidade de açúcar translocada para cada uma dessas partes 

durante o ciclo de vida da planta (Monquero et al., 2004). Dessa forma, a translocação do 

glyphosate é facilitada por condições que favoreçam a fotossíntese na planta (Dellacioppa et 

al., 1986). 

O sítio de ação do glyphosate é a inibição da enzima EPSPs (5-

enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase, E.C. 2.5.1. 19) que catalisa a reação na qual 

chiquimato-3-fosfato (S3P) reage com fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-

enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e fósforo inorgânico (Pi) (Franz et al., 1997). Essa 

reação ocorre em duas etapas: a ligação da enzima EPSPs ao S3P, formando o complexo 

EPSPs-S3P, com posterior ligação da PEP neste complexo. A EPSPs é codificada no núcleo, e 
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a biossíntese dos aminoácidos aromáticos ocorre primariamente nos plastídeos (Vaughn e 

Duke, 1991; Reade e Cobb, 2002). 

A inibição da enzima EPSPs pela ação do glyphosate, afeta a rota 

metabólica do ácido chiquímico, a qual produz os três aminoácidos aromáticos fenilalanina, 

tirosina e triptofano. Além disso, essa rota é responsável pela formação dos compostos 

fenólicos, que podem representar até 35% da biomassa vegetal (Boudet et al., 1985). 

Com a inibição da enzima EPSPs, ocorre uma interferência na entrada 

de carbono na rota do chiquimato pelo aumento da atividade da enzima 3-deoxi-D-arabino-

heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS), que catalisa a condensação de eritrose-4-fosfato 

com PEP, considerada a enzima reguladora da rota (Devine et al., 1993). O aumento da 

atividade da DAHPS deve-se aos baixos níveis de arogenato, que é um inibidor alostérico da 

DAHP, e é um composto posterior à EPSP na rota. Com a redução da inibição pelo arogenato, 

a DAHPS continua atuando, o que provoca altos níveis de ácido chiquímico, já que a rota é 

interrompida pela inibição da EPSPs. Doses subletais de glyphosate causam um aumento na 

atividade da DAHPS in vivo (Pinto et al., 1988). In vitro este herbicida não tem efeito sobre a 

atividade da enzima. No entanto, pela inibição da EPSPs, o herbicida reduz a produção de 

corismato in vivo, iniciando assim um sinal que leva ao aumento do fluxo de carbono através 

da elevação da atividade da DAHPS (Herrmann e Weaver, 1999).  

Quando as plantas são mecanicamente feridas ou sofre o ataque de 

insetos ou microorganismos, a maior parte do aumento da demanda por corismato pode ser 

para o aumento da síntese de lignina, para reparar as lesões. Aparentemente, a DAHPS 

desempenha importante função no controle da biossíntese de lignina (Jones et al., 1995). 

A quantidade de ácido chiquímico acumulado pela desregulação da 

rota representa um forte dreno de carbono no ciclo de Calvin, pelo desvio de eritrose-4-fosfato 

que seria empregado na regeneração de ribulose bifosfato. Esse é um importante efeito da 

inibição causada pelo glyphosate, que reduz drasticamente a produção fotossintética (Geiger et 

al., 1986; Geiger et al., 1987; Serviates et al., 1987; Shieh et al., 1991). 

Acredita-se que existe uma estreita sobreposição dos sítios de ligação 

da PEP e do glyphosate na EPSPs (Franz et al., 1997; Dill, 2005). O glyphosate se liga ao 

complexo EPSPs-S3P no lugar da PEP, e sua afinidade com o mesmo é 75 vezes maior do que 

a do PEP e a velocidade de dissociação do glyphosate do sítio de ação é 2000 vezes menor do 
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que a do PEP (Ream et al., 1992). O glyphosate é competitivo com a PEP pela ligação com a 

EPSPs, mas não competitivo com o chiquimato-3-fosfato (Mousdale e Coggins, 1991; Vaughn 

e Duke, 1991, Franz et al., 1997, Dill, 2005). Reade e Cobb (2002) salientaram que o 

glyphosate não se liga ao sítio ativo da EPSPs, mas se liga a um possível sítio alostérico, 

resultando em alterações estruturais do sítio de ação, prevenindo a ligação da PEP. 

Dessa forma, ocorre a redução da biossíntese dos aminoácidos 

aromáticos (triptofano, fenilalanina e tirosina), proteínas e compostos secundários (Bentley, 

1990; Franz et al., 1997) e causa o acúmulo de ácido chiquímico e alguns ácidos 

hidroxibenzóicos em folhas e outros órgãos, tais como ácidos protocatecuico e gálico, que são 

formados a partir da DHS (Lydon e Duke, 1988; Becerril et al., 1989; Hernandez et al., 1999).  

Os sintomas típicos de intoxicação das plantas pelo herbicida 

glyphosate são a paralisação do crescimento, o amarelecimento dos meristemas e das folhas 

jovens, folhas com estrias ou avermelhadas com posterior necrose e morte das plantas (Karam 

e Oliveira, 2007). 

 

 

         4.4.2 Efeitos do Glyphosate no Metabolismo das Plantas 

 

Uma das principais alterações metabólicas causadas nas plantas 

decorrente da aplicação ou pela deriva do glyphosate nas plantas é o acúmulo do ácido 

chiquímico. Diversos autores puderam correlacionar a intoxicação das plantas pelo glyphosate 

com o acúmulo do ácido chiquímico (Reddy et al., 2010; Orcaray et al., 2010; Matallo et al., 

2009; Reddy et al., 2008; Buehring et al., 2007; Nandula et al., 2007; Petersen et al., 2007; 

María et al., 2006; Feng et al., 2004; Singh e Shaner, 1998; Harring et al., 1998).  

Mattallo et al. (2009), testando doses de glyphosate e monitorando o 

acúmulo de ácido chiquímico em plantas de Brachiaria decumbens, observaram um aumento 

no nível do composto, aos sete dias após os tratamentos, quando foi aplicada as doses de 360, 

720 e 1440 g e.a. ha
-1

 do glyphosate. No mesmo trabalho foram testadas diferentes 

concentrações de glyphosate (10, 20 e 30 mM) em raízes e brotos de soja (não resistente ao 

glyphosate), e verificou-se que o herbicida causa o acúmulo de ácido chiquímico em todos os 



22 

 

tratamentos e tecidos, com aumento dos efeitos em concentrações crescentes, atingindo cerca 

de 1% do peso seco dos tecidos. 

Em estudo realizado por Reddy et al. (2010), avaliando o acúmulo de 

chiquimato em híbridos de milho não resistentes ao glyphosate (Pioneer 31P41) com a 

aplicação de 105 g e.a. ha
-1

, 3 ou 6 dias após o plantio, observaram níveis elevados de ácido 

chiquímico, de 24 a 86% de aumento, independente do momento da aplicação. Mesmo aos 32 

dias após o tratamento, as plantas de milho submetidas à aplicação do glyphosate, 

apresentaram maiores concentrações de ácido chiquímico (8,1 ng ml
-1

) do que as plantas não 

tratadas (6,5 ng ml
-1

). 

Reddy et al. (2008) estudando o acúmulo de chiquimato em onze 

espécies de plantas após a aplicação do glyphosate, observaram altos níveis do composto em 

todas as plantas, com exceção da soja resistente ao glyphosate, e do milho resistente e 

suscetível ao glyphosate. Nas plantas não tratadas, níveis que variaram de 2 a 904 µg g
-1

 foram 

encontradas em Abutilon teophrasti e Lollium perenne L. ssp. Multiflorum, respectivamente. 

Já nas plantas tratadas com glyphosate, os níveis de ácido chiquímico encontrados variaram de 

53 µg g
-1

 nos tecidos de soja resistente ao herbicida a 16530 µg g
-1 

nos tecidos de caupi. 

Foram também detectados altos níveis de chiquimato em Brassica 

napus L., em estudo conduzido por Petersen et al. (2007). O experimento foi realizado com 

plântulas de B. napus expostas a solução contendo várias concentrações do herbicida 

glyphosate (0; 1; 5; 10; 20; 30 e 50 µM) e nove dias após o tratamento as plântulas foram 

removidas e armazenadas para posterior quantificação do ácido chiquímico. Para as plântulas 

não expostas, ou expostas a 1 µM de glyphosate, o ácido chiquímico não foi detectado. As 

plântulas submetidas à faixa de 10 a 50 µM de glyphosate tiveram uma resposta linear de 

acúmulo de ácido chiquímico, confirmando que o glyphosate pode ser absorvido pelas plantas 

via sistema radicular, mesmo em concentrações subletais, onde não havia nenhum sinal visual 

de intoxicação, ou redução do peso seco da parte aérea (Petersen et al., 2007). 

María et al. (2006) avaliaram os efeitos da aplicação de diversas 

concentrações de glyphosate (0; 1,25; 2,5; 5 e 10 mM) sobre folhas (jovens e maduras) e 

nódulos de Lupinus albus L. cv. Multolupa, e verificaram aumento nos níveis de ácido 

chiquímico em plantas tratadas com glyphosate em paralelo com as doses testadas e o tempo 

de exposição. Diferenças significativas nos níveis de chiquimato puderam ser observadas 1 dia 
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após a aplicação, mesmo na menor dose utilizada (1,25 mM), tanto nas folhas jovens como nas 

maduras. Pôde ser observado também, que o glyphosate foi rapidamente translocado das 

folhas para os nódulos (24 horas após a aplicação), sendo que este efeito foi evidente pelo 

grande acúmulo de ácido chiquímico nos nódulos nos tratamentos acima de 2,5 mM de 

glyphosate. 

Em estudo realizado por Orcaray et al. (2010), o principal composto 

acumulado após a aplicação de gyphosate em plantas de ervilha (Pisum sativum L. cv. Snap 

Sugar Boys), também foi o ácido chiquímico, representando até 8% da matéria seca das 

plantas no final do período do estudo, embora o acúmulo já era bastante evidente aos três dias 

após a aplicação do tratamento. Similarmente ao acúmulo do ácido chiquímico, os mesmos 

autores observaram um rápido acúmulo de dois ácidos hidroxibenzóicos (ácido protocatecuico 

e ácido gálico) aos três dias e um dia após o tratamento com glyphosate, respectivamente, 

sendo este também um efeito característico deste herbicida (Lydon e Duke, 1988; Becerril et 

al., 1989). O bloqueio da via do chiquimato no nível da EPSPs desregula o fluxo de carbono 

na rota (Jensen, 1986), causando uma entrada massiva de carbono que causa o acúmulo de 

compostos acima do ponto de inibição da EPSPs. 

As células de plantas superiores contém um composto de estrutura 

semelhante ao ácido chiquímico, chamada ácido quínico (Orcaray et al., 2010), que pode ser 

sintetizada na planta de duas formas: a partir da DHQ, catalisada pela DHQ desidrogenase, e a 

partir do ácido chiquímico (Bentley, 1990; Leuschner et al., 1995). Vários metabólitos, tais 

como ácidos protocatecuico e gálico, que são formados em ramos laterais da rota, acumulam 

após o tratamento com glyphosate. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito desse herbicida 

sobre o conteúdo de ácido quínico (Orcaray et al., 2010). 

O ácido quínico é um composto que ocorre relativamente em altas 

concentrações em tecidos verdes e não verdes de plantas herbáceas (Yoshida et al., 1975), em 

tecidos jovens de coníferas (Ossipov e Aleksandrova, 1982), e frutas (Albertini et al., 2006). 

Ossipov e Aleksandrova (1986) relataram aumento no fluxo de carbono no sentido da síntese 

de ácido quínico em acículas de pinheiro após a aplicação de glyphosate. 

Segundo Orcaray et al. (2010), o ácido quínico pode ser um composto 

reserva da via do ácido chiquímico, mas seu papel fisiológico ainda não está completamente 

esclarecido. Em estudo realizado pelos mesmos autores, foi observado acúmulo de ácido 
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quínico em folhas de ervilha tratadas com os herbicidas imazethapyr, chlorsulfuron e 

glyphosate, 2,4; 1,6 e 1,4 vezes, respectivamente, comparados com a testemunha, aos 15 dias 

após os tratamentos.  

A rota do ácido chiquímico, como já mencionado anteriormente, é 

responsável pela produção dos três aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e 

triptofano), fundamentais para a continuidade da síntese protéica nas plantas. Todas as 

enzimas demandam tais aminoácidos. Portanto, com a redução desses aminoácidos nas 

plantas, todos os processos que demandam a participação de proteínas/enzimas são 

diretamente afetados. No entanto, os resultados obtidos em experimento realizado por Petersen 

et al. (2007), não revelam um claro decréscimo no conteúdo desses aminoácidos em B. napus 

expostas a concentrações de glyphosate em comparação com as plantas testemunhas. Neste 

mesmo estudo, os autores verificaram um grande aumento no teor de fenilalanina, quando a 

planta foi exposta a concentrações de 1 a 10 µM de glyphosate, e um decréscimo no teor 

quando a planta foi submetida a concentrações superiores a 50 µM de glyphosate, sendo que a 

tirosina possui também uma tendência semelhante, onde um aumento no teor desses 

aminoácidos é observado em baixas exposições ao glyphosate (1 a 10 µM) seguido por uma 

redução, em exposição a maiores concentrações do herbicida (20 a 50 µM). Para o triptofano 

foi observada uma tendência de aumento, ao invés do esperado, que seria a redução (Petersen 

et al., 2007). Uma possível explicação seria que o triptofano é o aminoácido aromático menos 

sensível à inibição pelo glyphosate, em parte devido a diferenças na atividade da enzima pelo 

corismato (Amrhein et al., 1980). 

Forlani et al. (2000), analisaram o conteúdo de aminoácidos em células 

de Nicotiana plumbaginifolia quatro dias após a adição de 100µM de glyphosate em meio de 

cultura e verificaram redução na concentração de tirosina e fenilalanina, 59% e 77%, 

respectivamente, enquanto que o teor de triptofano reduziu somente 13%. Wang et al. (2001) 

investigaram o efeito do glyphosate no teor de aminoácidos aromáticos em plântulas de 

Cyperus rotundus e observaram que as concentrações de tirosina e fenilalanina, três dias após 

o tratamento, não diferiram significativamente da testemunha, e a concentração de triptofano 

foi significativamente maior em plântulas tratadas com glyphosate em comparação com a 

testemunha. 
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Velini et al. (2009) afirma que nem sempre é possível concluir que 

produtos distantes do sítio de ação do glyphosate (EPSPs) terão sua síntese bloqueada ou 

intensamente reduzida pela aplicação do herbicida, em função da presença de sistemas de 

controle da rota que podem compensar, ao menos em parte, a menor síntese de alguns dos 

compostos intermediários, portanto, quanto menor o número de reações que separam um 

determinado composto de interesse até o sítio de ação, maior a probabilidade de que as 

concentrações do mesmo sejam reduzidas como resultado da aplicação do herbicida. 

Alterações na atividade da enzima EPSPs e de outras enzimas 

envolvidas na produção de aminoácidos aromáticos e compostos fenólicos podem alterar, de 

modo significativo, as concentrações do IAA, um importante regulador vegetal. Dentre as suas 

várias funções nas plantas, o IAA é fundamental para a elongação celular, a dominância 

apical, o crescimento de caules e raízes (principalmente em termos de profundidade) e sistema 

vascular (Taiz e Zeiger, 2009). De acordo com Velini et al. (2009) a interferência na síntese de 

AIA ocorre quando se realiza a aplicação do glyphosate como maturador em cana-de-açúcar, 

com quebra da dominância apical (morte ou não da gema apical) e brotação das gemas 

laterais. 

O conjunto de compostos fenólicos pode ter efeitos importantes na 

absorção de luz, interferindo no processo fotossintético ou protegendo as plantas contra os 

efeitos da radiação ultravioleta. Gitz et al. (2004) observaram que os compostos fenólicos têm 

uma importante função como filtros de luz, com comprimentos de onda correspondentes ao 

UV-B. 

Os taninos são compostos polifenólicos com capacidade de afetar o 

crescimento de insetos e outros animais herbívoros, além de microorganismos, através da 

precipitação de enzimas e proteínas (Polya et al., 1995; Kawamoto et al., 1996; Mila et al., 

1996; Salminen et al., 2001; Hartzfeld et al., 2002; Salminen et al., 2002; Taiz e Zeiger, 2009). 

Os taninos condensados ou pró antocianidinas são formados pela polimerização de unidades 

de flavonóides. Já os taninos hidrolisáveis derivam do ácido gálico, correspondendo a 

polímeros de ácidos fenólicos e açúcares simples. A análise da síntese de taninos indica a 

dificuldade em inferir sobre o controle de rotas metabólicas em plantas. O bloqueio da enzima 

EPSPs resulta na acumulação de ácido chiquímico, um precursor dos taninos hidrolisáveis e 

reduz a disponibilidade de fenilalanina, precursor dos taninos condensados. Portanto, não há 
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como generalizar conclusões sobre efeitos do glyphosate para os taninos em geral. As duas 

sub-classes de compostos (hidrolisáveis e condensados) têm que ser tratadas separadamente 

(Velini et al., 2009). 

A síntese de antocianinas, flavonóides e isoflavonóides também está 

relacionada a esta rota. As antocianinas estão envolvidas na expressão de um grande número 

de cores importantes na relação com animais (incluindo insetos) benéficos ou prejudiciais às 

plantas. Os flavonóides são importantes para filtrar e evitar danos provocados por luz 

ultravioleta. Os isoflavonóides são compostos frequentemente encontrados em leguminosas e 

com importantes funções na proteção contra insetos e patógenos (Velini et al., 2009). 

A lignina é uma molécula fenólica altamente complexa e que só é 

menos abundante em plantas do que a celulose. A estrutura da lignina ainda não é 

completamente conhecida, mas sua presença é fundamental para a rigidez das células e 

tecidos, interferindo na qualidade da madeira e na resistência a estresses bióticos a abióticos 

(Raes et al., 2003; Taiz e Zeiger, 2009; Cabané et al., 2004). 

O ácido salicílico é outro composto fenólico de grande relevância. 

Tem sido bastante discutida a relação do glyphosate com a síntese deste composto, em função 

do mesmo induzir a resistência a patógenos. O ácido salicílico é o principal composto 

sinalizador envolvido no acionamento de genes de resistência a patógenos biotróficos. Quanto 

à sua síntese, predominam as informações indicando a via fenilalanina→ácido 

transcinâmico→ácido benzóico→ácido salicílico como a única ou predominante em plantas 

(Ward et al., 1991; Ryals et al., 1996; Popova et al., 1997; Buchanan et al., 2000; Gaille et al., 

2002; Ruuhola e Julkinen-Titto, 2003; Shah, 2003). Contudo, trabalhos recentes têm indicado 

também, a via corismato→isocorismato→ácido salicílico, com a participação da enzima 

isocorismato sintase (Tegelen et al., 1999; Shah, 2003; Wildermuth et al., 2001). Segundo 

Velini et al. (2009), a relação do glyphosate com a ocorrência de doenças com a síntese do 

ácido salicílico e fitoalexinas não é simples e demanda muito mais informações do que as 

disponíveis para ser compreendida.  

Foram citados exemplos de compostos e processos que podem estar 

associados à rota do ácido chiquímico com o objetivo de evidenciar a importância desta rota, 

em termos de crescimento e desenvolvimento vegetal. O bloqueio dos passos iniciais da rota 

pode modificar a produção de vários compostos fundamentais para a continuidade da vida das 
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plantas. Os intrincados sistemas de controle da rota, fundamentados nas concentrações de 

substratos e produtos de cada reação, podem direcionar à rota ainda mais carbono do que os 

cerca de 20% normalmente verificados em plantas na ausência do herbicida (Boudet et al., 

1985). Shultz et al. (1990) verificaram que após o tratamento com glyphosate, apenas o 

chiquimato e o chiquimato-3-fosfato podem representar até 16% do peso seco dos tecidos que 

atuam como drenos de fotoassimilados. 

Os eventos pós inibição da EPSPs pelo glyphosate, que levam as 

plantas à morte, não estão claramente estabelecidos. A sua ação resulta da inibição da rota do 

ácido chiquímico, mas não está correto dizer que o seu efeito decorre apenas do bloqueio da 

síntese dos aminoácidos aromáticos. Em geral, a suplementação com estes três aminoácidos 

não é suficiente para reverter os efeitos do glyphosate. A morte das plantas deve ser associada 

aos três efeitos mencionados: a falha na produção de um vasto conjunto de compostos que 

derivam da rota; ao desregulamento do fluxo de carbono e à redução da síntese protéica em 

função da redução das concentrações dos aminoácidos aromáticos (Velini et al., 2009). 

Alguns autores observaram que a aplicação do glyphosate em baixas 

doses, pode estimular o crescimento de plantas (Schanbenberger et al., 1999; Wagner et al., 

2003; Cedergreen et al., 2007; Godoy, 2007; Carbonari et al., 2007a; Carbonari et al., 2007b; 

Velini et al., 2008). O estímulo de crescimento de uma planta por baixas doses de um 

composto tóxico é denominado “hormesis”, e indicam um comportamento que provavelmente 

não é único, mas é pouco freqüente entre os herbicidas. Os trabalhos citados mostram que a 

faixa de doses em que o glyphosate não atua em plantas é bastante estreita podendo ser de 

apenas 0 a 1,8 g e.a. ha
-1

, em algumas espécies. Acima desta dose há uma segunda faixa de 

doses em que podem ocorrer estímulos de crescimento. Em uma terceira faixa de doses (em 

geral acima de 7,2 a 36 g e.a. ha
-1

) é que verificam-se os efeitos inibitórios sobre plantas. 

Não está claro como ocorre a regulação da rota do ácido chiquímico, 

afetada pela aplicação do glyphosate nas plantas, e se os sistemas de controle nas várias 

espécies de plantas e microorganismos são similares, no entanto, as poucas informações 

disponíveis indicam que não (Velini et al., 2009). Na Figura 5 está descrita a rota simplificada 

de formação dos aminoácidos aromáticos e compostos fenólicos a partir da via do ácido 

chiquímico. 
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Figura 5. Esquema da produção de aminoácidos aromáticos e compostos fenólicos. Sumário 

das informações apresentadas por: Taiz e Zeiger (2009); Rippert et al. (2004); 

Ossipov (2003); Tanner et al. (2003); Wildermuth et al. (2001); Buchanan et al. 

(2000); Guillet et al. (2000); Mauchi-Mani e Slusarenko (1996); Mousdale e 

Coggins (1991) Fonte: VELINI, E. D. 
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         4.4.3 Metabolismo do glyphosate pelas plantas 

 

O glyphosate apresenta degradação relativamente rápida no solo por 

processos microbianos (Franz et al., 1997; Laitinen et al., 2006). O produto da degradação do 

herbicida no solo e na água mais frequentemente encontrado é o ácido aminometilfosfônico 

(AMPA), como descrito anteriormente. Pouco se sabe sobre a(s) enzima(s) envolvidas na 

degradação do glyphosate a AMPA em plantas (Reddy et al., 2008). Suspeita-se que o 

glyphosate pode ser metabolizado pelas plantas por duas rotas semelhantes presentes em 

microorganismos (Franz et al., 1997). Uma delas envolve a clivagem da ligação C-N para 

produzir AMPA e a outra é a quebra da ligação C-P pela enzima C-Pliase para gerar a 

sarcosina. O AMPA é fitotóxico a algumas espécies de plantas, embora ele seja 

consideravelmente menos ativo do que o glyphosate (Franz et al., 1997; Hoagland, 1980). 

Embora o glyphosate seja minimamente metabolizado pelas plantas (Duke, 1988), o AMPA 

foi encontrado como metabólito principal em sementes de canola (Cessna et al., 2000), em 

trigo (Triticum aestivum L.) (Cessna et al., 1994), em campos de ervilha (Pisum sativum L.), 

cevada (Hordeum vulgare L.), linhaça (Linum usitatissimum L.) (Cessna et al., 2002), e soja 

resistente ao glyphosate tratadas com o herbicida (Duke et al., 2003). O AMPA também foi 

encontrado na folhagem de Agropyrum cristatum (L.) Gaertn. (Cessna et al., 1995). Resíduos 

de AMPA também foram detectados em folhas e sementes de soja resistente ao glyphosate, 

tratada com o herbicida na dose recomendada, indicando o metabolismo do glyphosate na soja 

transgênica (Arregui et al., 2003). 

A detecção do AMPA em folhas, raízes e sementes de várias culturas, 

inclusive a soja transgênica (resistente ao glyphosate), após a aplicação do glyphosate, sugere 

que a glyphosate oxidoredutase (GOX) ou um tipo de enzima semelhante, catalisa esta 

conversão (Reddy et al., 2008). O AMPA é tóxico a plantas de soja, embora menos do que o 

glyphosate; este modo de ação é aparentemente diferente do glyphosate, pois tanto a soja 

transgênica, como a convencional são igualmente sensíveis ao AMPA (Reddy et al., 2004). 

Algumas espécies de leguminosas são mais resistentes ao glyphosate do que outras, sendo que 

o baixo nível de resistência pode ser devido a diferenças na atividade da GOX (rápida 

detoxificação do glyphosate) (Reddy et al., 2004).  
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Como estratégia de desintoxicação, o gene gox foi isolado de 

Ochrobactrum anthropi, cepa LBAA (Hallas et al., 1988). Este gene gox codifica a enzima 

GOX, que tem a capacidade de degradar o glyphosate a glioxilato e AMPA (Barry et al., 

1992). Como resultado, a GOX catalisa o metabolismo do glyphosate, reduzindo o montante 

de glyphosate que pode atingir a enzima alvo EPSPs, e portanto, reduzir a possibilidade de 

injúria na planta pelo glyphosate (Tan et al., 2006). A GOX tem sido empregada na 

combinação com a EPSPs insensível ao glyphosate, pois o mecanismo de desintoxicação 

sozinho não é suficiente para conferir resistência a doses comerciais do glyphosate (Dill, 

2005).  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

    5.1 Experimentos em casa-de-vegetação 

 

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetação, no Núcleo 

de Pesquisas Avançadas em Matologia (NUPAM), pertencente à Faculdade de Ciências 

Agronômicas – FCA/UNESP campus de Botucatu/SP, durante os meses de agosto a dezembro 

de 2010. Foram realizados dois experimentos, o primeiro com o objetivo de quantificar 

compostos alterados nas plantas de milho após a aplicação do glyphosate e fosfito, e o 

segundo, avaliar visualmente os níveis de intoxicação das plantas, alterações na fotossíntese e 

acúmulo de matéria seca, ambos após a aplicação dos mesmos tratamentos. 

O milho utilizado nos experimentos foi o híbrido simples Pioneer 

30F53, cultivado em vasos contendo 5 litros do substrato Bioplant (material orgânico de 

origem vegetal e vermiculita expandida) com pH 5,7 (±0,5), previamente adubado com 04-14-

08 para que o desenvolvimento das plantas não fosse limitado pela deficiência nutricional. O 

plantio do milho foi realizado no dia 25 de agosto de 2010, onde foram semeadas 6 sementes 

por vaso. Aos 14 dias após a semeadura, foi realizado o desbaste das plantas, com o objetivo 

de se obter vasos com duas plantas de milho.  

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado 

(DIC), com seis tratamentos e quatro repetições. Os tratamentos testados estão apresentados na 

Tabela 1. 
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Tabela 1. Tratamentos utilizados nos experimentos. Botucatu/SP, 2010. 

 Produto Dose 

1 glyphosate 72 g e.a. ha
-1 

2 glyphosate + fosfito de potássio 72 g e.a. ha
-1

+ 3 L p.c. ha
-1 

3 glyphosate 720 g e.a. ha
-1

 

4 glyphosate + fosfito de potássio 720 g e.a. ha
-1

+ 3 L p.c. ha
-1

 

5 fosfito de potássio 3 L p.c. ha
-1

 

6 Testemunha ------------------ 

 

No momento em que as plantas encontravam-se com sete folhas 

totalmente expandidas (estádio V7), aos 57 dias após a semeadura, foi realizada a aplicação 

dos tratamentos. Para pulverização dos tratamentos descritos na Tabela 1 foi utilizado um 

pulverizador estacionário (Figura 6), pertencente ao NUPAM, constituído por estrutura 

metálica (barra de pulverização), com 2,0 metros de largura, que desloca-se por uma área útil 

de 6,0 m
2
 no sentido do seu comprimento. A barra é tracionada por um conjunto de motor 

elétrico e modulador de freqüência, tornando possível o controle da velocidade de trabalho da 

barra. A barra foi equipada com quatro pontas XR 11002 VS, espaçadas em 0,5 m entre si, e 

dispostas a 0,5 m de altura em relação às plantas de milho. A pressão de trabalho utilizada 

pelo equipamento foi de 2,0 kgf cm
-2

, com velocidade de 3,6 km h
-1

 e consumo de calda de 

200 L ha
-1

. Os produtos comerciais utilizados para o preparo das caldas de pulverização foram 

o Roundup Original (360 g e.a. L
-1

) e o fosfito de potássio Fosway, com 30% de P2O5 e 20% 

de K2O. 

 

Figura 6. Pulverizador estacionário utilizado e parcelas experimentais. Botucatu/SP, 2010. 
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No primeiro experimento, foram realizadas cinco coletas das plantas 

de milho, aos 2, 4, 6, 10 e 15 dias após a aplicação dos tratamentos (DAA). O momento das 

coletas foi padronizado no período da tarde, pois os níveis dos compostos nas plantas podem 

sofrer alterações no decorrer do dia, como observado em testes preliminares. Para cada 

período de coleta, foram cortadas todas as folhas de quatro plantas por tratamento (repetições), 

conforme Figura 7.  

 

 

Figura 7. Esquema de coleta das folhas de cada planta (A e B); colmo após a coleta das folhas 

(C); e acondicionamento das folhas em saco de papel (D). Botucatu/SP, 2010. 

 

As folhas das plantas coletadas foram lavadas duas vezes com três 

litros de água em um recipiente plástico (Figura 8), para total remoção dos resíduos do 

glyphosate e fosfito, que permaneceram sobre a cutícula das folhas de milho. Após a lavagem, 

as folhas foram acondicionadas em sacos de papel para secagem em estufa de circulação 

forçada de ar, a 45°C (para que não ocorresse a degradação dos compostos), por um período 

de 72 horas, até que o material vegetal estivesse totalmente seco. 
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Figura 8. Esquema de lavagem das folhas de milho. Botucatu/SP, 2010. 

 

Após a secagem das amostras, as mesmas foram moídas em moinho de 

rotor vertical com facas móveis e fixas (Marconi MA-340) com velocidade fixa de 1750 rpm e 

peneira de 10 mesh e acondicionadas em sacos de papel para posterior extração e análise dos 

compostos (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Moinho Marconi (MA-340) utilizado para moer as amostras (A); material vegetal 

sendo colocado no funil de adição de amostras (B); amostra moída sendo coletada 

(C). Botucatu/SP, 2010. 

 

No segundo experimento, as plantas foram submetidas aos mesmos 

tratamentos já citados. Foram realizadas avaliações do fluxo de transporte de elétrons (ETR) 

no fotossistema II após uma hora da aplicação dos tratamentos, e 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 e 15 

DAA. O aparelho utilizado nessa avaliação foi um fluorômetro portátil (Multi-Mode 

Chlorophyll Fluorometer OS5p – Opti Sciences), com leituras realizadas em seis pontos de 
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duas folhas por planta, uma folha madura e uma jovem, e o protocolo utilizado foi oYield 

(Figura 10).  

 

 

Figura 10. Detalhe da leitura do ETR em folhas de milho, com o fluorômetro portátil (OS5p). 

Botucatu/SP, 2010. 

 

Foram também realizadas avaliações visuais de intoxicação das 

mesmas plantas aos 2, 4, 6, 10 e 15 DAA, segundo escala percentual de notas, onde “0” 

corresponde a nenhuma injúria e “100” significa a morte das plantas, conforme Sociedade 

Brasileira da Ciência das Plantas Daninhas (1995). No final do experimento, foi realizada a 

medida da altura das plantas, do solo até a inserção da última folha totalmente expandida. As 

folhas e o colmo de cada uma das plantas foram coletados e acondicionados em sacos de 

papel, e secos em estufa de circulação forçada de ar a 60°C, durante sete dias. Posteriormente, 

o material seco foi pesado em balança de precisão (0,001g) para determinação da biomassa em 

cada um dos tratamentos. 

 

    5.2 Metodologia analítica dos compostos 

 

Para garantir que um novo método analítico seja capaz de gerar 

informações confiáveis e interpretáveis, ele deve ser submetido a uma série de estudos 

experimentais denominados validação. Os parâmetros geralmente envolvidos no procedimento 

de validação de um método analítico são: curva analítica, linearidade, limite de detecção e 
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quantificação, precisão (repetibilidade e precisão intermediária) e exatidão (Sanco, 2007; 

Ribani et al., 2007; Lanças, 2004). O método analítico desenvolvido no Laboratório de 

Cromatografia do NUPAM mostrou-se eficiente para quantificação dos seguintes compostos: 

glyphosate, ácido chiquímico (ou chiquimato), ácido quínico, ácido aminometilfosfônico 

(AMPA), ácido desidrochiquímico, e para os três aminoácidos aromáticos: fenilalanina, 

tirosina e triptofano. Os padrões analíticos dos compostos testados apresentaram grau de 

pureza superior a 98%. 

Para a realização das análises foi utilizado um sistema LC-MS/MS 

(Figura 11), composto por um Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (HPLC), Shimadzu, 

modelo Proeminence UFLC, que combina análise ultra-rápida e excelente performance de 

separação, com alta confiabilidade de resultados; equipado com duas bombas LC-20AD, auto-

injetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20A5, sistema controlador CBM-20A (permite a 

operação totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle da temperatura da 

coluna). Acoplado ao HPLC está o espectrômetro de massas 3200 Q TRAP (Applied 

Biosystems), híbrido triplo quadrupolo, onde Q1 e Q3 são utilizados como filtros de massa e 

Q2 é uma célula de colisão onde as moléculas intactas e fragmentos de Q1 são quebrados em 

fragmentos de massas menores.  

O modo utilizado nas análises foi o triplo quadrupolo, sendo que Q3 é 

definido para detectar apenas uma massa especial, que é um fragmento conhecido (filho) da 

molécula intacta (pai) de massa conhecida filtrada por Q1. Este é o modo quantitativo padrão 

utilizado para metabólito alvo, tendo como principais vantagens alta sensibilidade e 

reprodutibilidade, baixo ruído e medição simultânea de até 100 compostos (Queiroga, 2009). 
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Figura 11. Cromatógrafo Líquido (Proeminence UFLC) acoplado ao espectrômetro de massas 

(3200 Q TRAP) – LC-MS/MS. Botucatu/SP, 2010. 

 

Para otimizar as condições do espectrômetro de massas foram 

realizadas infusões, ou seja, injeções diretas no espectrômetro de massas, com solução 

analítica padrão de 1 mg L
-1 

de cada composto individualmente. A partir das infusões, foi 

escolhido o modo de ionização da fonte (ESI – Ionização por eletrospray), que produz íons do 

analito na fase líquida antes de entrarem no espectrômetro de massas. O modo de ionização 

negativo foi utilizado para os seguintes compostos: ácido chiquímico, ácido quínico, ácido 

desidrochiquímico, glyphosate e AMPA. Para os três aminoácidos aromáticos (fenilalanina, 

tirosina e triptofano), foi utilizado o modo de ionização positivo.  

As condições cromatográficas utilizadas para quantificação dos 

compostos no modo de ionização negativo e positivo estão apresentadas nas Tabelas 2 e 3, 

respectivamente. 
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Tabela 2. Condições cromatográficas utilizadas para quantificação dos compostos no modo de 

ionização negativo. Botucatu/SP, 2010. 

Coluna Analítica Gemini 5 µ C18 110 Å (150mm x 4,6mm) 

Fase móvel 
Fase A (FA) = 5 mM acetato de amônio em água 

Fase B (FB) = 5 mM acetato de amônio em metanol 

Gradiente 

0 – 1 minuto = 30%FB e 70% FA 

1 – 2,5 minutos = 50% FB e 50%FA 

2,5 – 5 minutos = 50% FB e 50% FA 

5 – 6,5 minutos = 75%FB e 25% FA 

6,5 – 8,5 minutos = 75%FB e 25% FA 

8,5 – 10 minutos = 90% FB e 10% FA 

10 – 15 minutos = 90% FB e 10% FA 

15 – 18 minutos = 30% FB e 70% FA 

Fluxo 0,500 ml min
-1 

 

Tabela 3. Condições cromatográficas utilizadas para quantificação dos compostos no modo de 

ionização positivo. Botucatu/SP, 2010. 

Coluna Analítica Synergi 2,5 µ Fusion RP 110 Å 

Fase móvel 
Fase A (FA) = 5 mM acetato de amônio em água 

Fase B (FB) = 5 mM acetato de amônio em metanol 

Gradiente 

0 – 2 minutos = 10%FB e 90% FA 

2 – 4 minutos = 40% FB e 60%FA 

4 – 9 minutos = 95% FB e 5% FA 

9 – 12 minutos = 95%FB e 5% FA 

12 – 15 minutos = 10%FB e 90% FA 

8,5 – 10 minutos = 90% FB e 10% FA 

10 – 15 minutos = 90% FB e 10% FA 

Fluxo 0,250 ml min
-1 

Para uma identificação inequívoca que permita a quantificação do 

composto, é necessário monitorar mais do que um íon. A utilização do LC-MS/MS possibilita 
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o controle do íon molecular e de transições iônicas provenientes da fragmentação do mesmo, 

garantindo a sensibilidade e a especificidade necessárias para a quantificação dos analitos, em 

concentrações, por vezes vestigiais, presentes em matrizes de elevada complexidade 

(Queiroga, 2009). A massa molecular e os fragmentos gerados a partir de cada molécula estão 

apresentados na Tabela 4. O fragmento utilizado para quantificação de cada um dos compostos 

foi sempre o primeiro apresentado na Tabela 4, para cada composto. 

A detecção e separação dos compostos foram realizadas em duas 

corridas, uma para o modo negativo (18 minutos), e outra para o modo positivo (15 minutos). 

Cada composto possui um tempo de retenção na coluna cromatográfica, sendo eles: ácido 

chiquímico (3,301 minutos); ácido quínico (3,256 minutos); ácido desidrochiquímico (3,311 

minutos); glyphosate (3,102 minutos), AMPA (3,219 minutos); fenilalanina (0,917 minutos); 

tirosina (0,799 minuto); e triptofano (1,006 minutos). As Figuras 12 a 14 apresentam exemplos 

de cromatogramas de padrões analíticos (500 µg L
-1

) de alguns compostos, nas condições 

descritas anteriormente. 
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Tabela 4. Massa molecular e íons secundários dos compostos analisados. Botucatu/SP, 2010. 

Composto Massa Molecular Íons Secundários (Fragmentos) 

Ácido chiquímico 174,15 
93.000 

111.000 

Ácido quínico 192,17 

84.900 

93.900 

59.100 

Ácido desidrochiquímico 172,14 

126.900 

109.000 

126.400 

Glyphosate 169,08 

63.100 

150.000 

78.900 

AMPA 111,04 

62.900 

78.900 

80.800 

Fenilalanina 165,19 

120.100 

103.100 

77.100 

Tirosina 181,19 

91.100 

136.100 

123.100 

Triptofano 204,23 

188.200 

146.100 

118.100 
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XIC of -MRM (40 pairs): 173.008/93.000 Da  from Sample 5 (Pa- 5) of Giovana 2-12-10.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 1419.5 cps.
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XIC of -MRM (40 pairs): 173.008/93.000 Da  from Sample 43 (Pa- 5) of Giovana 2-12-10.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 1401.3 cps.
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Figura 12. Cromatogramas do ácido chiquímico e o fragmento gerado na concentração de 500 

µg L
-1

. Botucatu/SP, 2010. 

 
XIC of -MRM (40 pairs): 191.037/84.900 Da  from Sample 43 (Pa- 5) of Giovana 2-12-10.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 1.4e4 cps.
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XIC of -MRM (40 pairs): 191.037/84.900 Da  from Sample 43 (Pa- 5) of Giovana 2-12-10.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 1.4e4 cps.

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0
Time, min

0.0

1000.0

2000.0

3000.0

4000.0

5000.0

6000.0

7000.0

8000.0

9000.0

1.0e4

1.1e4

1.2e4

1.3e4

1.4e4

In
te

n
s

it
y

, 
c

p
s

3.18

 

Figura 13. Cromatogramas do ácido quínico e os fragmentos gerados na concentração de 500 

µg L
-1

. Botucatu/SP, 2010. 
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XIC of -MRM (40 pairs): 170.983/126.900 Da  from Sample 43 (Pa- 5) of Giovana 2-12-10.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 2.2e4 cps.
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XIC of -MRM (40 pairs): 170.983/126.900 Da  from Sample 43 (Pa- 5) of Giovana 2-12-10.wiff (Turbo Spray) Max. 2.7e4 cps.
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Figura 14. Cromatogramas do ácido desidrochiquímico e os fragmentos gerados na 

concentração de 500 µg L
-1

. Botucatu/SP, 2010. 

 

A curva analítica é a ferramenta de quantificação mais frequentemente 

utilizada e consiste na determinação da resposta de determinado instrumento às várias 

concentrações da substância em estudo (Feinberg, 2007). Segundo Gonçalves (2007), para a 

maioria das técnicas analíticas cromatográficas, uma relação linear de primeira ordem é 

observada entre a resposta do detector (y) e a concentração (x) do analito em estudo, podendo 

ser representada pela equação da regressão linear descrita abaixo, que deve também ter um 

alto coeficiente de correlação (r > 0,9999).  

y = ax+b 

Onde b é a intersecção da curva analítica e a é a inclinação da reta. As 

curvas analíticas para os compostos foram construídas nas faixas de concentração descritas na 

Tabela 5. O modelo linear utilizado nas equações mostrou-se bastante adequado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ácido desidrochiquímico 

fragmentos 
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Tabela 5. Curvas analíticas e faixas de concentração para cada composto analisado. 

Botucatu/SP, 2010. 

Composto 
Equação da reta 

(y=ax+b) 
r

2 
Intervalo linear 

(µg L
-1

) 

Ácido chiquímico y=218x+3,23.10
3 

0,9972 50-3200 

Ácido quínico y= 3,65.10
3
x+456 0,9846 25-400 

Ácido 

desidrochiquímico 
y=2,67.10

3
x+2,74.10

4
 0,9619 25-400 

Glyphosate y=429x+2,3.10
4 

0,9924 25-3200 

AMPA y=80x+1,64.10
3 

0,9860 25-3200 

Fenilalanina y=529x+8,39.10
3 

0,9992 20-1250 

Tirosina y=117x+1,46.10
3 

0,9958 20-1250 

Triptofano y=176x+971 0,9926 20-350 

 

 

    5.3 Extração dos compostos 

 

Para desenvolver o método de extração dos compostos da amostra, foi 

realizado um teste, com híbridos de milho Pioneer 30F53, cultivado nas mesmas condições 

descritas anteriormente para o experimento. As plantas de milho foram submetidas à aplicação 

do herbicida glyphosate na dose de 720 g e.a. ha
-1

, no pulverizador já descrito. Um dia após a 

aplicação (DAA) foi realizada a coleta das plantas. Metade do material coletado foi seco em 

estufa de circulação forçada de ar a 45°C, durante 72 horas, e a outra metade foi congelada 

fresca, em freezer a -80°C. Após 72 horas, as amostras secas foram moídas em moinho, e as 

frescas, em almofariz com nitrogênio líquido. 

Após as amostras serem moídas, pesou-se cerca de 100 mg da amostra 

seca e 200 mg da amostra fresca em balança Shimadzu (AY220) com 0,0001g de precisão, 

que foram acondicionadas em tubos “falcon” de 15 mL de capacidade. Foram realizados testes 

de extração para ambos os tipos de amostra (fresca e seca), as quais estão apresentadas nas 

Tabelas 6 e 7, respectivamente. 



44 

 

 

Tabela 6. Metodologias de extração dos compostos a partir do material vegetal fresco. 

Botucatu/SP, 2010. 

 Extrações 

1 10 mL de metanol e água (1:1) + homogeneização em turrax por 5 minutos  

2 10 mL de água destilada a 60°C + homogeneização em turrax por 5 minutos 

3 10 mL de água (pH 2,5) + homogeneização em turrax por 5 minutos 

4 10 mL de água destilada + homogeneização em turrax por 5 minutos 

 

 

Tabela 7. Metodologias de extração dos compostos a partir do material vegetal seco. 

Botucatu/SP, 2010. 

 Extrações 

1 10 mL de metanol e água (1:1) + 30 minutos de banho de ultrassom  

2 10 mL de água (pH 2,5) + 30 minutos de banho de ultrassom 

3 10 mL de água destilada a 60°C + 30 minutos de banho de ultrassom 

4 10 mL de água destilada + 30 minutos de banho de ultrassom 

 

Após a realização dos métodos de extração dos compostos, todas as 

amostras foram submetidas à centrifugação a 4000 rpm, durante 10 minutos a 20°C (centrífuga 

Rotanta 460R). O sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro Millex HV (Millipore) 0,45 

µm, com membrana durapore 13 mm, e acondicionados em vial âmbar 9mm (Flow Supply), 

com 2 mL de capacidade, para posterior quantificação por LC-MS/MS. 

Com base nos resultados obtidos no teste de extração dos compostos, 

foi selecionado o segundo a partir da matéria seca (Tabela 7) como método de extração padrão 

para todas as amostras do experimento descrito no primeiro item.  

Após as amostras passarem pelos processos de secagem e moagem, foi 

realizada a pesagem de cerca de 100 mg da mesma e acondicionada em tubo “falcon” com 15 

mL de capacidade. Foi adicionado no tubo contendo a amostra, 10 mL de água acidificada a 
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pH 2,5, com pipeta automática Gilson. Os tubos foram agitados para que a amostra seca fosse 

misturada com a água. 

Os tubos foram submetidos a banho de ultra-som (Cristófoli 

Biossegurança) com freqüência ultra-sônica de 42 KHz, durante 30 minutos. Na sequência, 

foram centrifugados e o sobrenadante coletado, filtrado e acondicionado em vial, como já 

descrito. Na Figura 15 estão apresentados os passos da metodologia de extração utilizada. 

 

 

 

Figura 15. Sequência do processo de extração dos compostos a partir das amostras secas. 

Botucatu/SP, 2010. 
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    5.4 Análise dos Resultados 

 

Para os resultados das concentrações dos compostos avaliados (µg g
-1

) 

e taxa de transporte de elétrons (ETR) nos diferentes períodos, foi estabelecido o intervalo de 

confiança pelo teste t a 10% de probabilidade. Para determinar o intervalo de confiança, foi 

utilizada a seguinte equação: 

 

IC = (t x desvpad) / raiz nr, onde: 

 

IC = intervalo de confiança; 

t = valor de t tabelado, ao nível de 10% de probabilidade; 

desvpad = desvio padrão; 

raiz nr = raiz quadrada do número de repetições. 

 

Foi realizada também uma análise de correlação entre os diferentes 

compostos avaliados. Os resultados de biomassa, altura e intoxicação das plantas de milho 

foram submetidos à análise de variância pelo teste “F” a 10% de probabilidade e as médias 

foram comparadas pelo teste t a 10% de probabilidade. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

    6.1 Extrações dos compostos 

 

Nas Figuras 16 e 17 estão apresentados os dados da concentração dos 

compostos avaliados no trabalho, em diferentes metodologias de extração, a partir do material 

vegetal fresco e seco, respectivamente. Para as extrações a partir da matéria fresca foi utilizado 

o turrax para homogeneização da amostra, rompimento das células e conseqüente 

extravasamento das substâncias para o solvente utilizado. Não foi utilizado o banho de 

ultrassom neste caso, pois o próprio turrax já possui esse sistema para romper as células. 

Independente do solvente e do procedimento adotado, a utilização da matéria fresca não se 

mostrou mais apropriada, pois o teor de água entre as amostras pode variar muito, sub ou 

superestimando os valores encontrados, além do teor de água da própria planta variar no 

decorrer do experimento devido à intoxicação da mesma pelo herbicida glyphosate. Os três 

aminoácidos aromáticos foram pouco extraídos a partir do material fresco, justificando 

também a não adoção deste método de extração (Figura 16). 
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Figura 16. Concentração dos compostos (µg g
-1

) na massa fresca de plantas de milho em 

diferentes extrações. Botucatu/SP, 2010. A barra de erros corresponde ao 

intervalo de confiança a 10%. 

 

A extração dos compostos a partir das amostras previamente secas é 

largamente utilizada, pois se evita grandes variações experimentais (Rocha et al., 2006), 

mantendo as amostras uniformes, sem variações no teor de umidade, sendo assim, mais 

facilmente padronizadas. Em trabalho realizado por Matallo et al. (2009), a extração do ácido 

chiquímico foi realizada a partir de amostras secas e moídas, com adição de água acidificada 

(pH 2,5) e submetidas ao forno microondas. Assim como observado pelos autores, a extração 

com utilização de água acidificada foi adequada não só para o ácido chiquímico, mas também 

para os outros compostos testados, com modificações, sendo que as amostras não foram 

submetidas ao forno microondas, mas ao banho de ultrassom durante 30 minutos. Não foram 

testadas extrações com o auxílio do turrax para massa seca, pois a secagem das amostras e o 

banho de ultrassom já rompem as células do tecido vegetal.  
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Os compostos desidrochiquímico e AMPA não foram detectados nas 

amostras, pois as mesmas foram coletadas um dia após a aplicação do glyphosate e 

provavelmente não havendo o tempo necessário para o acúmulo desses compostos nas plantas.  

Dessa forma, a extração dos compostos a partir da matéria seca, com a 

utilização de água acidificada e banho de ultrassom foi o procedimento adotado como padrão, 

uma vez que apresentou os melhores resultados para a extração dos aminoácidos aromáticos, 

tirosina, fenilalanina e triptofano, e resultados semelhantes às demais metodologias de 

extração para os outros compostos avaliados (Figura 17). 
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Figura 17. Concentração dos compostos (µg g
-1

) na massa seca de plantas de milho em 

diferentes extrações. Botucatu/SP, 2010. Barra de erros corresponde ao intervalo 

de confiança a 10%. 
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    6.2 Experimentos em casa-de-vegetação 

 

Nas Tabelas 8 a 12 estão apresentados os dados referentes aos níveis 

dos compostos glyphosate, AMPA, ácido chiquímico, ácido quínico e ácido 

desidrochiquímico, encontrados nas plantas de milho submetidas à aplicação de glyphosate e 

fosfito de potássio em associação ou isolados. 

Foram detectados níveis de glyphosate no tecido das plantas de milho 

somente nos tratamentos com a dose de 720 g ha
-1

, em associação ou não com o fosfito 

(Tabela 8). Não foram observadas diferenças significativas nos níveis de glyphosate entre as 

plantas nos tratamentos com e sem fosfito. Observa-se um decréscimo no nível de glyphosate 

nas plantas, com o aumento dos dias após a aplicação dos tratamentos, indicando uma possível 

degradação do produto na planta. Segundo Mannervik e Danielson (1988) existem enzimas 

com capacidade de metabolizar herbicidas nas plantas, sendo que uma das mais consideradas é 

a glutationa S-transferase (GST), que catalisa a conjugação de glutationa (GSH) a uma 

variedade de substratos hidrofóbicos e eletrofílicos, geralmente citotóxicos, produzindo 

conjugados solúveis em água, reduzindo a toxicidade do produto (Cole, 1994; Kreuz et al., 

1996). Cataneo et al. (2003) avaliaram o comportamento da GST como agente de degradação 

do herbicida glyphosate em milho, e concluíram que a enzima atua na degradação do 

glyphosate em plântulas de milho, quando aplicado em baixas concentrações. 

Quando foi aplicada a dose de 72 g ha
-1

 de glyphosate, isolada ou 

associada com o fosfito, não foi detectado o herbicida no tecido das plantas (Tabela 8). Os 

níveis de glyphosate avaliados referem-se somente ao produto que a planta absorveu, ou seja, 

que está disponível para se ligar ao sítio de ação e bloquear a rota do ácido chiquímico, pois as 

folhas foram lavadas antes de serem submetidas à secagem, retirando-se o resíduo que estava 

sobre a cutícula das mesmas. 

Os níveis de ácido aminometilfosfônico (AMPA) presentes nas 

folhas das plantas de milho estão apresentados na Tabela 9. Somente nas plantas que 

receberam a dose de 720 g ha
-1

 de glyphosate é que foi observada a presença de AMPA, que é 

o principal metabólito do glyphosate, mas ainda pouco se sabe sobre a degradação do 

glyphosate a AMPA em plantas.  
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A detecção do AMPA em folhas, caules e sementes de várias 

culturas, incluindo a soja resistente ao glyphosate, após a aplicação do mesmo, sugere que a 

glyphosate oxidoredutase (GOX) ou um tipo de enzima similar, catalise esta reação. (Reddy et 

al., 2008; Reddy et al., 2004; Duke et al., 2003; Arregui et al., 2003). Reddy et al. (2004) 

detectaram 8 µg de AMPA por grama de tecido de soja resistente ao glyphosate, sete dias após 

a aplicação do mesmo em uma dose de 6,72 kg ha
-1

. 

Em trabalho realizado por Reddy et al. (2008), foram encontrados 

níveis diversos de glyphosate e AMPA em 11 espécies de plantas (milho e soja, resistentes e 

suscetíveis ao glyphosate, Senna occidentalis, Vigna unguiculata, Sesbania exaltata, Conyza 

canadensis, Desmanthus illinoensis, Lolium perenne L. ssp. multiflorum, Pueraria lobata, 

Senna obtusifolia e Abutilon theophrasti) com sensibilidade variável ao herbicida. O AMPA 

foi detectado em todas as espécies leguminosas, com exceção da Sesbania exaltata, e a 

concentração do metabólito nas plantas estudadas variou de 119 ng g
-1

 nos tecidos de soja 

transgênica a 4675 ng g
-1

 em Vigna unguiculata. Neste estudo não foi observada uma 

correlação entre glyphosate e AMPA, sugerindo que a GOX possa ser responsável por esta 

conversão. Outra rota possível de degradação do glyphosate a AMPA foi sugerida por Barret e 

McBride (2005), através de uma degradação oxidativa (abiótica) envolvendo a clivagem da 

ligação C-P e C-N na presença de óxido de manganês. 

É possível também que os níveis de AMPA encontrados nas folhas 

de milho submetidas à maior dose de glyphosate testada, ocorram pela absorção do metabólito 

presente na superfície das folhas, decorrente da degradação microbiana do glyphosate, 

hipótese levantada por Reddy et al. (2008).  

Na Figura 18 pode ser observada a correlação dos níveis de 

glyphosate e AMPA nos tecidos das plantas de milho. Verifica-se uma correlação 

relativamente baixa entre os níveis dos dois compostos, ou seja, nas amostras em que foram 

encontradas maiores concentrações do glyphosate, não necessariamente foram encontradas as 

maiores doses do seu principal metabólito, o AMPA.  
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Figura 18. Correlação entre os níveis de glyphosate e AMPA nas folhas de milho. 

Botucatu/SP, 2010. 

 

Na Tabela 10 estão apresentados os dados referentes à concentração de 

ácido chiquímico nas plantas de milho submetidas à aplicação de glyphosate e fosfito. Os 

níveis de ácido chiquímico encontrados nas plantas testemunhas nos períodos avaliados 

variaram de 10 a 59 µg g
-1

, e os tratamentos somente com glyphosate na dose de 72 g ha
-1

 e 

com fosfito isolado apresentaram valores semelhantes ao da testemunha, independente do 

período avaliado. 

 

y = 0,0263x + 0,0756 

r
2
 = 0,3811 

r = 0,6214 
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Os níveis de ácido chiquímico após a aplicação da dose de 72g ha
-1

 

de glyphosate associada ao fosfito foram superiores ao da testemunha até os 6 DAA, com 

redução da concentração do composto nos tecidos aos 10 e 15 DAA, não diferindo 

estatisticamente da testemunha nesses períodos. A associação do fosfito com a menor dose do 

glyphosate causou maior acúmulo de ácido chiquímico nos tecidos das plantas de milho em 

comparação com a mesma dose do herbicida aplicado isoladamente. Comportamento 

semelhante ao observado neste trabalho foi também obtido por Gravena et al. (2008), com a 

ocorrência de acúmulo de ácido chiquímico em folhas jovens e adultas de limão cravo após a 

aplicação do glyphosate, com altas concentrações logo aos 2 DAA, e posteriormente os 

valores decresceram, indicando um efeito transitório do herbicida. 

Altos níveis de ácido chiquímico foram detectados em plantas de 

milho após a aplicação do glyphosate na dose de 720 g ha
-1

 isolado ou em associação com o 

fosfito de potássio. Para o glyphosate isolado observa-se uma leve queda nos níveis de ácido 

chiquímico a partir de 10 DAA e para o tratamento associado com o fosfito observa-se 

aumento da concentração do composto aos 10 e15 DAA. Nas folhas cloróticas (com sintomas 

severos de intoxicação) foram observados níveis muito inferiores de ácido chiquímico em 

comparação com as folhas verdes da mesma planta, pois com a degradação da folha, 

possivelmente os compostos também foram degradados. Vários autores demonstraram que os 

níveis de ácido chiquímico após a aplicação do glyphosate podem mudar com o tempo, como 

tem sido observado em folhas jovens de Abutilon teophrastii (Becerril et al., 1989), em grãos 

de trigo (Bresnahan et al., 2003) e folhas de buva (Mueller et al., 2003). 

Reddy et al. (2008) encontraram níveis de ácido chiquímico em onze 

espécies de plantas não tratadas com glyphosate que variaram de 2 a 904 µg g
-1

 de tecido. Nas 

mesmas plantas tratadas com o glyphosate foram observados altos níveis de chiquimato, com 

exceção da soja resistente ao glyphosate e do milho resistente e suscetível ao herbicida. Os 

valores variaram de 53 µg g
-1

 em soja resistente ao glyphosate a 16530 µg g
-1

 em tecidos de 

caupi. Nandula et al. (2007) testando o efeito do glyphosate no acúmulo de ácido chiquímico 

em folhas de três variedades de soja resistentes ao herbicida, verificaram que não houveram 

diferenças significativas nos níveis de chiquimato entre as variedades, com valores que 

variaram de 113 a 151 µg g
-1

 de tecido.  
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Com o bloqueio da enzima EPSPs pelo herbicida glyphosate, vários 

trabalhos demonstraram o aumento da concentração de ácido chiquímico em plantas de milho 

não resistentes ao glyphosate (Reddy et al., 2010), plântulas de Brassica napus (Petersen et al., 

2007), folhas de ervilha (Orcaray, 2010), folhas de B. decumbens e cana-de-açúcar (Matallo et 

al., 2009) plantas de soja não resistentes ao glyphosate (Hernandez et al., 1999), folhas jovens 

e maduras de Lupinus albus (María et al., 2006). Os elevados níveis de ácido chiquímico são 

utilizados como um indicador precoce e altamente sensível dos efeitos do glyphosate nos 

tecidos das plantas (Harring et al., 1998). No entanto, Pline et al. (2002) e Singh e Shaner 

(1998) mostraram que plantas transgênicas resistentes ao glyphosate não acumulam grandes 

quantidades de ácido chiquímico após a aplicação do herbicida, desta forma não seria um 

indicador do efeito do herbicida nestas plantas. 

Geiger et al. (1986) observaram que o acúmulo de ácido chiquímico 

em folhas adultas de Beta vulgaris L. iniciou rapidamente, atingindo uma concentração 80 

vezes maior do que a testemunha, 24 horas após a aplicação. Fuchs et al. (2002) encontraram 

concentrações tão elevadas como 0,17 mg g
-1

 de matéria fresca de Abutilon teophrasti após a 

aplicação do glyphosate. De maneira semelhante, Singh e Shaner (1998) observaram aumento 

da concentração de ácido chiquímico em folhas jovens de soja aproximadamente de 0,4 para 

40 µmol g
-1 

de matéria fresca aos 8 DAA, e aumento de 0,4 para 12,8 µmol g
-1

 em milho. 

O comportamento do ácido quínico nas folhas de milho foi 

semelhante ao comportamento do ácido chiquímico, mas em menores proporções. Na Tabela 

11 podem ser observados os níveis de ácido quínico nas plantas de milho após a aplicação de 

glyphosate e fosfito. As plantas submetidas à aplicação do fosfito de potássio isoladamente 

não apresentaram diferenças nos níveis de ácido quínico com relação à testemunha até os 6 

DAA. Aos 10 e 15 DAA os níveis de ácido quínico nas plantas tratadas foi inferior ao da 

testemunha. O mesmo comportamento foi observado nas plantas submetidas à aplicação do 

glyphosate na dose de 72 g ha
-1

, isolado e em associação com o fosfito.  
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Supostamente, o ácido quínico pode ser um composto reserva na via 

do ácido chiquímico, embora seu papel fisiológico não seja completamente esclarecido 

(Orcaray et al., 2010). Sabe-se que o ácido quínico é um composto que ocorre relativamente 

em altas concentrações em tecidos verdes e não verdes de plantas herbáceas (Yoshida et al., 

1975), tecidos jovens de coníferas (Ossipov e Aleksandrova, 1982) e frutas (Albertini et al., 

2006).  

Para a maior dose de glyphosate testada, foi observado um aumento na 

concentração de ácido quínico nas folhas de milho de aproximadamente 4,6 vezes maior do 

que a testemunha aos 2 DAA. Aos 4 e 6 DAA houve aumento dos níveis de ácido quínico, 

com posterior decréscimo aos 10 e 15 DAA. Com relação à dose de 720g ha
-1

 de glyphosate 

em associação com o fosfito, houve um aumento gradual dos níveis de ácido quínico nos 

tecidos no decorrer dos períodos avaliados, com concentração de 397 µg g
-1

 aos 15 DAA. 

Assim como observado para o ácido chiquímico, o conteúdo de ácido quínico nas folhas 

cloróticas foi inferior ao encontrado nas folhas verdes. Este acúmulo pode estar relacionado ao 

aumento no fluxo de carbono na direção da síntese do ácido quínico, decorrente da aplicação 

do glyphosate, fato observado por Ossipov e Aleksandrova (1982) em acículas de pinheiro. 

Orcaray et al. (2010) relataram o acúmulo de ácido quínico de 1,4; 2,4 

e 1,6 vezes em folhas de ervilha (Pisum sativum L. cv. Sugar Boys) tratadas com glyphosate, 

imazethapyr e chlorsulfuron, respectivamente, comparadas com a testemunha aos 15 dias após 

os tratamentos. Segundo os autores, pode-se considerar que o acúmulo de ácido quínico após o 

tratamento com glyphosate é devido ao acúmulo de compostos acima da EPSPs, como ocorre 

para os ácidos chiquímico, protocatecúico e gálico. No entanto, como também ocorre o 

acúmulo após a aplicação de imazethapyr e chlorsulfuron, este pode ser um efeito fisiológico 

geral no modo de ação de inibidores de aminoácidos, desempenhando um importante papel na 

toxicidade provocada por estes herbicidas. Os mesmos autores avaliaram os efeitos da 

aplicação exógena de ácido quínico em plantas de ervilha e observaram aumento nos teores de 

aminoácidos aromáticos em raízes e folhas de ervilha aos 7 dias após o tratamento, suportando 

a idéia de que as plantas podem utilizar o ácido quínico como fonte de carbono para a 

biossíntese desses aminoácidos (Leuschner e Schultz, 1991a e b). 

Os teores de ácido desidrochiquímico, um composto intermediário da 

rota do ácido chiquímico, estão apresentados na Tabela 12. 
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Para o tratamento com glyphosate (72 g ha
-1

) e fosfito de potássio 

isoladamente, não foram observados níveis de ácido desidrochiquímico nas folhas de milho. 

Foi observado um leve acúmulo do composto quando as plantas foram submetidas à aplicação 

do glyphosate na menor dose em associação com o fosfito, até 4 DAA, sendo que após 6 dias 

da aplicação do tratamento, não foram observados níveis do composto. 

Após a aplicação do glyphosate na dose de 720 g ha
-1

, isoladamente ou 

em associação com o fosfito, foram detectados níveis de ácido desidrochiquímico nas folhas 

que variaram de 0,22 a 5,22 µg g
-1

 no tratamento com glyphosate isolado, e de 0,58 a 4,17 µg 

g
-1

 na associação do glyphosate com o fosfito, durante o período avaliado. Os níveis de ácido 

desidrochiquímico foram semelhantes nas folhas verdes e amarelas, com exceção do 

tratamento com 720 g ha
-1

 de glyphosate, aos 10 DAA. 

Nas Tabelas 13 a 15 estão apresentados os dados dos teores dos 

aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) em plantas de milho submetidas à 

aplicação de glyphosate e fosfito de potássio. 

Aos 2 DAA foi observada uma redução de 22% na concentração de 

fenilalanina em plantas de milho submetidas à dose de 720 g ha
-1

 de glyphosate isolado e de 

11% quando associado ao fosfito, em relação à testemunha, comportamento observado 

também aos 4 DAA, com reduções de 38% e 33% em relação à testemunha, para o glyphosate 

isolado e em associação com o fosfito, respectivamente (Tabela 13). A partir de 6 DAA 

verificou-se um aumento nos níveis do aminoácido após a aplicação de glyphosate (720 g ha
-1

) 

isolado e associado ao fosfito. 

Em estudo realizado por Orcaray et al. (2010), também foi observada 

uma redução nos teores de aminoácidos aromáticos (soma de fenilalanina, tirosina e triptofano 

em relação ao aminoácidos totais) a partir do primeiro dia após o tratamento de plantas de 

ervilha com glyphosate, e após essa queda inicial transitória, voltou a aumentar.  
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Petersen et al. (2007) verificaram um aumento pronunciado da 

concentração de fenilalanina em plantas de B. napus em resposta às concentrações de 1 e 10 

µM de glyphosate, mas a concentração tende a decrescer, até a exposição a 50 µM de 

glyphosate, estando pouco abaixo da concentração encontrada na testemunha. Embora o 

glyphosate seja responsável pelo bloqueio da biossíntese dos aminoácidos aromáticos, os 

resultados observados pelos autores não revelaram um claro decréscimo no conteúdo de 

fenilalanina, tirosina e triptofano, quando suas concentrações em plantas expostas ao 

glyphosate são comparadas com as concentrações das plantas testemunhas. 

Na Tabela 14 estão apresentados os dados dos teores de tirosina nas 

folhas de milho após a aplicação de glyphosate e fosfito. Foi verificado o mesmo 

comportamento observado para a fenilalanina, com um efeito transitório do glyphosate, 

reduzindo os teores de tirosina aos 2 e 4 DAA e logo em seguida, aos 6, 10 e 15 DAA, 

aumento dos níveis do aminoácido, em relação à maior dose de glyphosate (720 g ha
-1

) isolada 

ou em associação com o fosfito. Gravena et al. (2009) verificaram também o efeito transitório 

do glyphosate nos teores de aminoácidos totais, com uma redução aos 2 DAA em folhas 

jovens e maduras de limão cravo submetidas à diferentes doses de glyphosate, e a partir de 4 

DAA um aumento dos níveis dos aminoácidos, independentemente da dose de glyphosate 

testada. 

No último período de avaliação (15 DAA), os teores de tirosina nos 

tecidos das folhas de milho foram superiores em todos os tratamentos quando comparados 

com a testemunha, sem aplicação, fato também observado para os outros aminoácidos 

avaliados (fenilalanina e triptofano). 

Os teores de triptofano nas folhas de milho submetidas à aplicação de 

glyphosate e fosfito mostraram uma tendência diferente da observada para os outros 

aminoácidos (fenilalanina e tirosina), com aumento de até 13% em relação à testemunha aos 2 

DAA para a maior dose de glyphosate (720 g ha
-1

) em associação com o fosfito (Tabela 15). 

Uma possível explicação para este fato, como afirmou Amrhein et al. (1980), é que o 

triptofano é o aminoácido aromático menos sensível à inibição pelo glyphosate, em partes 

devido à afinidade da enzima pelo corismato. Resultado semelhante foi obtido por Wang et al. 

(2001) com aumento da concentração de triptofano em plântulas de Cyperus rotundus tratadas 

com glyphosate aos 3 dias após o tratamento, quando comparadas com a testemunha. 



64 

 

Aos 4, 6 e 10 DAA foi observada uma tendência de decréscimo nos 

teores de triptofano nas folhas de milho em todos os tratamentos testados em relação à 

testemunha. No entanto, aos 15 DAA todos os tratamentos apresentaram teores de triptofano 

superiores ao da testemunha. 

O conteúdo de aminoácidos aromáticos foi analisado em células de 

Nicotiana plumbaginifolia quatro dias após a adição de 100 µM de glyphosate em meio de 

cultura por Forlani et al. (2000), e os autores verificaram redução na concentração de tirosina e 

fenilalanina, 59% e 77%, respectivamente, enquanto que o teor de triptofano reduziu somente 

13%. 

Na Tabela 16 estão apresentados os coeficientes de correlação entre os 

compostos analisados. Os compostos que apresentaram a maior correlação entre os níveis 

encontrados nas plantas foram o ácido chiquímico e o ácido quínico (r = 0,95), seguido dos 

aminoácidos fenilalanina e tirosina (r = 0,86) e ácido chiquímico com ácido desidrochiquímico 

(r = 0,72), indicando uma forte correlação entre os níveis desses compostos, ou seja, à medida 

que a concentração de um aumenta, a concentração do outro aumenta também. Foi observada 

uma correlação mediana entre os níveis de ácidos quínico e desidrochiquímico e entre os 

níveis dos aminoácidos fenilalanina e triptofano. Todas as correlações que foram consideradas 

fortes ou medianas estão representadas nas Figuras 19 a 21. 
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Foi verificada uma alta correlação positiva entre os níveis dos ácidos 

chiquímico e quínico, sendo que a concentração do ácido chiquímico foi quatro vezes maior 

que a concentração do ácido quínico (Figura 19). O teor de ácido chiquímico é utilizado para 

diagnosticar a intoxicação das plantas suscetíveis ao herbicida glyphosate, sendo assim, o 

ácido quínico também pode ser considerado um indicador da fitointoxicação. 
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Figura 19. Correlação entre os níveis de ácido quínico e ácido chiquímico nas folhas de 

milho. Botucatu/SP, 2010. 

y = 0,2365x + 15,7205 

r
2
 = 0,9132 
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Os níveis dos ácidos chiquímico e quínico correlacionaram-se 

positivamente, forte e medianamente, respectivamente, com o ácido desidrochiquímico. A 

concentração de ácido chiquímico nas plantas de milho foi aproximadamente 400 vezes maior 

e o ácido quínico foi aproximadamente 100 vezes maior do que ácido desidrochiquímico 

(Figura 20). 
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Figura 20. Correlação entre os níveis de ácido desidrochiquímico e ácido chiquímico (A); 

ácido desidrochiquímico e ácido quínico (B) nas folhas de milho. Botucatu/SP, 

2010. 
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Os níveis de fenilalanina correlacionaram-se fortemente com os níveis 

de tirosina, e medianamente com os níveis de triptofano (Figura 21). Segundo Petersen et al. 

(2007), há uma tendência semelhante no desenvolvimento de fenilalanina e tirosina em 

plântulas de B. napus, onde o aumento da concentração na menor exposição ao glyphosate (1 e 

10 µM) é seguido por uma diminuição na concentração em exposições à altas concentrações 

do herbicida (20 a 50 µM). 
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Figura 21. Correlação entre os níveis de tirosina e fenilalanina (A); triptofano e fenilalanina 

(B) nas folhas de milho. Botucatu/SP, 2010. 
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Os dados de porcentagem de intoxicação das plantas de milho 

submetidas à aplicação de glyphosate e fosfito estão apresentados na Tabela 17. Para a dose de 

72 g ha
-1

 de glyphosate, as plantas apresentaram poucos sintomas de intoxicação, com 

pequenas manchas cloróticas nas folhas novas. A associação desta dose com o fosfito, ao 

contrário dos resultados apresentados por Ibrahim et al. (2010 a e b) em plantas de pupunha, 

causou maior intoxicação nas plantas de milho do que a aplicação do glyphosate isoladamente. 

Aos 15 DAA, as plantas submetidas à aplicação de glyphosate (72 g ha
-1

) apresentaram 1,3% 

de intoxicação, já quando foi associada ao fosfito, a intoxicação foi de 16,3%. 

As plantas apresentaram altos níveis de intoxicação quando submetidas 

à dose de 720 g ha
-1

 de glyphosate isolado e em associação com o fosfito. Aos 15 DAA a 

intoxicação das plantas submetidas ao glyphosate isolado foi 14,3 % maior do que àquelas 

onde foi aplicado o glyphosate associado ao fosfito. As plantas de milho não apresentaram 

sintomas de intoxicação nos períodos avaliados, após a aplicação do fosfito de potássio 

isoladamente. 

Foi observado aumento significativo da massa seca do colmo, e da 

altura das plantas de milho submetidas à dose de 72 g ha
-1

 de glyphosate isoladamente, quando 

comparadas com as plantas sem aplicação (Tabela 18). Para a associação desta mesma dose 

com o fosfito, verificou-se redução significativa da altura das plantas, de aproximadamente 

54% em relação à testemunha, evidenciando os altos níveis de intoxicação das plantas. 

Diversos trabalhos evidenciaram o estímulo de crescimento de plantas à baixas doses do 

herbicida glyphosate (Schanbenberger et al., 1999; Wagner et al., 2003; Duke et al., 2006; 

Cedergreen et al., 2007; Godoy, 2007; Carbonari et al., 2007a; Carbonari et al., 2007b e Velini 

et al., 2008). O bloqueio parcial da EPSPs, através da aplicação de baixas doses de glyphosate, 

implicou em estímulos ao crescimento de várias espécies vegetais, incluindo eucalipto, pinus, 

milho e soja (não transgênica e suscetível ao glyphosate). O estímulo de crescimento de uma 

planta por baixas doses de um composto tóxico é denominado “hormesis” (Velini et al., 2009). 
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Tabela 18. Massa seca de folhas e colmos (g) e altura (cm) das plantas de milho submetidas à 

aplicação de glyphosate e fosfito associados ou isolados. Botucatu/SP, 2010. 

Tratamentos 
Massa seca 

de folhas (g) 

Massa seca 

de colmos (g) 
Altura (cm) 

Testemunha 20,0 a 28,8 b 104,3 b 

glyphosate (72 g ha
-1

) 21,3 a 44,5 a 136,0 a 

glyphosate (72 g ha
-1

) + fosfito (3 L ha
-1

) 20,3 a 31,8 b 47,8 c 

glyphosate (720 g ha
-1

) 10,8 c 12,5 c 41,5 c 

glyphosate (720 g ha
-1

) + fosfito (3 L ha
-1

) 12,8 bc 14,3 c 42,5 c 

fosfito (3 L ha
-1

) 17,5 ab 34,8 ab 114,5 b 

F tratamento 3,210* 6,191** 52,916** 

C.V. (%) 28,48 35,74 14,25 

D. M. S. 5,965 12,162 14,172 

** significativo pelo teste F a 1% de probabilidade; * significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste t a 10% de probabilidade. 

 

Embora os estímulos de crescimento das plantas relatados nos 

trabalhos ocorressem em doses muito baixas do glyphosate, de 1,8 a 36 g e.a. ha
-1

, o estímulo 

de crescimento observado para o milho foi para a aplicação da dose de 72 g e.a. ha
-1

. Segundo 

Velini et al. (2010), doses baixas do glyphosate não são recomendadas como estimulantes de 

crescimento para culturas, pois a dose que causa o efeito estimulante pode variar 

consideravelmente dependendo de muitos fatores, inclusive o clima, a variedade da planta, o 

estágio de desenvolvimento, e a formulação do glyphosate. 

Não foram observadas diferenças significativas para as características 

apresentadas na Tabela 18 entre a aplicação do glyphosate (720 g ha
-1

) isolado e associado ao 

fosfito nas plantas de milho, portanto, os maiores níveis de intoxicação das plantas após 

aplicação do glyphosate isolado, não refletiu em maiores perdas de massa seca e altura em 

relação àquelas submetidas à aplicação da mistura do herbicida em sua maior dose com o 

fosfito.  
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Para a aplicação do fosfito isoladamente, não foram observadas 

diferenças significativas de massa seca de folhas e colmo, e de altura das plantas, quando 

comparadas com a testemunha (Tabela 18). 

Nas Figuras 22 e 23 está apresentado o fluxo de transporte de elétrons 

(ETR) no fotossistema II das folhas jovens e maduras, respectivamente, após a aplicação de 

glyphosate e fosfito. Os valores estão expressos como porcentagem da testemunha. As folhas 

jovens foram as primeiras a apresentar sintomas de intoxicação após a aplicação do glyphosate 

(720 g ha
-1

) isolado e em associação com o fosfito, com 20% de queda do fluxo de transporte 

de elétrons aos 2 DAA. A máxima redução do ETR ocorreu 200 horas após a aplicação 

(HAA), ou seja, aproximadamente 8 DAA, com 70% de redução em relação à testemunha, 

mantendo-se até o último período avaliado. 

Para a aplicação de glyphosate (72 g ha
-1

) associado ao fosfito, foi 

observada redução de 20% do ETR, mas com posterior recuperação até 350 HAA (15 DAA). 
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Figura 22. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas jovens de plantas de milho 

submetidas à aplicação de glyphosate e fosfito associados e isolados. 

Botucatu/SP, 2010. 
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Figura 23. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas maduras de plantas de milho 

submetidas à aplicação de glyphosate e fosfito associados e isolados. 

Botucatu/SP, 2010. 

 

Com relação às folhas maduras (Figura 23), foi observada uma 

redução de aproximadamente 20% do ETR, cinco dias após a aplicação do glyphosate (720 g 

ha
-1

), isoladamente e em associação com o fosfito. Para a aplicação do glyphosate isolado, foi 

observada maior redução (70%) ao final do experimento, quando comparado com a aplicação 

combinada com o fosfito, com a máxima redução de aproximadamente 45% do ETR. Todos os 

outros tratamentos não diferiram da testemunha, ou seja, não foi alterado o fluxo de elétrons 

das plantas de milho. Observa-se que a redução do ETR, tanto nas folhas jovens como nas 

maduras (Figuras 22 e 23), foi acompanhada pelo aumento da intoxicação das plantas durante 

o período avaliado (Tabela 17). 

Shieh et al. (1991), relataram para Beta vulgaris, que o acúmulo de 

ácido chiquímico decorrente da ação do glyphosate pode representar um forte dreno de 

carbono no ciclo de Calvin, pelo redirecionamento de eritrose-4-fosfato, reduzindo 

drasticamente a taxa fotossintética. Fuchs et al. (2002) também mostraram uma drástica 

redução na assimilação do dióxido de carbono após a aplicação do glyphosate em A. 

teophrasti. 
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Nas primeiras horas após a aplicação dos tratamentos, ocorreu um 

aumento do ETR nas folhas jovens e maduras (Figuras 23 e 24). Nos tratamentos onde foi 

aplicado o glyphosate na dose de 72 g ha
-1

, não houve nenhuma redução do ETR, sendo que 

na maioria dos períodos de avaliação, essas plantas apresentaram ETR maior do que o da 

testemunha sem aplicação. Este efeito no ETR pode estar relacionado também ao aumento do 

crescimento dessas plantas. 
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Figura 23. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas jovens de plantas de milho 

submetidas à aplicação de glyphosate e fosfito associados e isolados até 32 horas 

após a aplicação (HAA). Botucatu/SP, 2010. 
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Figura 24. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas jovens de plantas de milho 

submetidas à aplicação de glyphosate e fosfito associados e isolados até 32 horas 

após a aplicação (HAA). Botucatu/SP, 2010. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Nas condições em que foram conduzidos os experimentos foi possível concluir que: 

 

- Os métodos de extração e análise dos compostos desenvolvidos foram adequados 

para alcançar os objetivos propostos; 

- O glyphosate e seu principal metabólito (AMPA) foram detectados somente nas 

plantas submetidas à aplicação da maior dose de glyphosate (720 g ha
-1

) em associação ou não 

com o fosfito de potássio; 

- As plantas de milho acumularam altos níveis de ácido chiquímico e ácido quínico 

após a aplicação da dose de 720 g ha
-1

 de glyphosate, associada ou não ao fosfito de potássio; 

- Os níveis de ácido chiquímico nas plantas submetidas ao glyphosate na dose de 72 g 

ha
-1

 em associação com o fosfito de potássio foram superiores aos encontrados no tratamento 

com a mesma dose do glyphosate isoladamente, e da testemunha. Estes dois compostos 

apresentaram alta correlação entre si; 

- O ácido desidrochiquímico foi acumulado em pequenas quantidades somente nas 

plantas submetidas à aplicação do glyphosate (720 g ha
-1

) associado ou não ao fosfito de 

potássio, e apresentou correlação mediana com os ácidos chiquímico e quínico; 

- O efeito do glyphosate nos teores de fenilalanina e tirosina foi apenas transitório, ou 

seja, redução nos primeiros períodos de avaliação, com posterior aumento nos níveis dos 
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aminoácidos na última avaliação (15 DAA). Os teores de triptofano foram superiores ao da 

testemunha aos 15 DAA em todos os tratamentos testados; 

- O fosfito de potássio em associação com o glyphosate na dose de 72 g ha
-1

, foi 

responsável pelo aumento dos níveis de intoxicação visual das plantas de milho; 

- As plantas de milho submetidas à dose de 72 g ha
-1

 isolada, apresentaram maior 

crescimento do que as da testemunha (sem aplicação do glyphosate); 

- O fluxo de transporte de elétrons sofreu alteração somente nas plantas submetidas à 

maior dose de glyphosate (720 g ha
-1

) em associação ou não com o fosfito de potássio, sendo 

observada uma redução primeiramente nas folhas jovens e posteriormente nas folhas maduras. 
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