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RESUMO: Com o objetivo de verificar, a curto prazo, o acimulo de
acido chiquimico em plantas de faranja péra num pomar manejado com
glifosate, foiinstalado um experimento na Fazenda Jequitiba, tradicional
nocultivo de citros situada no municipio de Santo Antdnio de Posse, SP.
Aplicou-se de forma convencional Roundup Original a 4,0 L.ha™ em 19/
12/2006 na entrelinha de 5 plantas, deixando-se outras 5 como
testemunha. Areaplicagéo de glifosato a 3,5 Uha foi reafizada em 02/04/
07. Em ambos casos, imediatamente antes da aplicagao (0 DAT) e aos
3,7, 10, 15,20 e 35 DAT foram coletadas 20 folhas de cada planta tanto
da area tratada como da area néo fratada, analisando-se o teor de
4cido chiquimico por cromatografia liquida de forma isocréatica apos
extragdo por microondas. O método analitico mostrou-se adequado com
recuperagbes variando desde 89,74 % a 100,76%. Os resultados
mostraram que, a curto prazo, durante os periodos de coleta das fothas,
néo foram detectadas diferengas significativas nos teores de &cido
chiquimico entre as folhas das plantas de faranja pera provenientes da
area tratada com glifosato e da érea capinada manualmente. Ha
necessidade de comprovar esses resuitados em pomares submetidos
ao uso de glifosato por um longo prazo.
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INTRODUGAO

O efeito dos herbicidas sobre as doengas das plantas é um
importante aspecto, muitas vezes negligenciado, do manejo integrado
de pragas. Essas interagdes podem ter papel crucial para o sucesso do
controle biologico de plantas daninhas com o emprego de
microorganismos. Indiretamente, devido ao seu efeito sobre as plantas,
os herbicidas podem influenciar varios processos ou interagdes com as
plantas, incluindo sua suscetibilidade & doengas (Ouke et al., 2006).. E
fato relatado que o uso inadequado de pesticidas, especialmente os
herbicidas e fitoreguladores, pode originar ou incrementar a severidade
de fitopatologias (Griffiths, 1981).

Sob condigdes normais, em torno de 20% do carbono fixado
pelas plantas passa pela rota do acido chiquimico. Um dos aspectos
importantes dessa rota ¢ ainibigao pelo herbicida glifosate da enzima 5-
enol-piruvil-shikimato-fosfato sintetase (EPSPS) responsave! por uma
das etapas de sintese de aminoacidos aromaticos. O bloqueio darota do
chiquimato devido a agio do gfifosate leva o actimulo de altos niveis de
acido chiquimico e, consequentemente, & uma redugao nos niveis desses
aminoacidos, a partir dos quais sao formados metabdfitos secundarios,
como as fitoalexinas, envolvidos na resposta das plantas aos
fitopatogenos, aumentando a suscetibilidade &s doengas (Ouke et al.
2005). O aumento da incidéncia de doengas como a clorose variegada
dos citros (CVC) e a morte subita dos citros (MSC) estariarelacionada
ao uso intensivo do glifosate, podendo ser explicada, dentre outros
fatores, pela redugo na sintese de fitoalexinas (Yamada & Castro, 2004)
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De acordo com Anderson et al. (2001), um bicindicador ideal
para plantas expostas ao glifosate deve serespecifico para esse herbicida,
desenvolver-se rapidamente no interior da célula, ai permanecendo
durante algum tempo, ser refativamente facit de extrair e analisar a
baixo custo. Nesse mister, 0 acido chiquimico tem demonstrado.ser um
marcador seletivo para piantas expostas a sub-doses de glifosate (Harring
etal., 1998, Singh & Shaner, 1998; Wang, 2001; Muelieret al., 2003).
Niveis elevados de acido chiquimico, detectados a partir de aplicagdes
de glifosate, foram reportados em Conyza canadensis (Koger et al,
2005; Muelleret al. op.cit), algodao (Pline et al., 2002), girassol, trigo e
milheto (Henry et al., 2007), soja (Singh & Shaner op.cit) e trigo

. (Brenahan, 2003; Anderson, op. cit.). Por sua vez, Neumann et al.

(2006) relatam a transferéncia, via raiz, de glifosate aplicado em folhas
de cultivares de sojaconvencional, soja RR e Brachiéria brizantha para
plantas de girassol e café cultivadas simuitaneamente em solugao nutriente
e outros sistemas, devido ao acimulo intracelular do acido chiquimico
determinado nessas plantas ndo-alvo.

Oiante da possibilidade de que 0 uso intensivo de glifosate possa
interferir na sintese do chiquimato, seja por deriva ou por transferéncia
via rizosfera, o objetivo desse trabalho foi, através da técnica da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), verificar, a curto prazo, o
acumulo de acido chiquimico,em plantas de laranja péra em pomar
manejado com glifosate.

MATERIAL E METODOS

O ensaio de campo foi instalado na Fazenda Jequitiba, em pomar
de laranja péracom 12 anos de idade, tradicionaimente manejada com
0 uso de glifosate para controle das plantas daninhas. Num talhdo com
6000 plantas, selecionaram-se no final de uma das linhas de plantio 20
piantas, considerando-se cada planta 1 parcela. Aplicou-se o produto
Roundup Original® na entrelinha das 5 primeiras plantas na dose de 4,0
L.ha', com equipamento de aplicagéo tratorizado dotado de barra
aplicadora protegida para evitar a deriva e pontas do tipo Magno 110.A
aplicagao foi realizada ne dia 19/12/2006 com temperaturade 24 °C,
60% de umidade relativa e consumo de calda de 400 L.ha'). A
reapficacao de glifosato a 3,5 L .ha foi realizada no dia 02/04/07. Nas
5 tltimas plantas da linha foi realizada somente a capina manual durante
todo o periodo de coleta de folhas. No momento da aplicagao as plantas
encontravam-se em pleno amadurecimento dos frutos. Em ambos casos
as coletas foram realizadas imediatamente antes da aplicago do glifosate
(0 DAT) e aos 3, 7, 10, 15, 20 e 35 DAT. Oe cada planta, nos quatro
pontos cardeais, foram coletadas aleatoriamente 20 folhas em diferentes
estadios de desenvolvimento que, apas embaladas e identificadas, foram
acondicionadas em isopor com gelo e transportadas para o [aboratério
da Ciéncia das Plantas Daninhas do Instituto Biologice, no Municipio de
Campinas, SP, distante 30 km.

No laboratorio, as folhas foram postas para secar em estufade
circutagao forgada de ar a 60°C durante 16 horas, apds o qué foram
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trituradas a 25.000 rpm (IKA A11 Basic) e armazenadas em frigerifico
a -18 °C. Cerca de 400mg da amostra moida foram pesadas e
adicionadas em 10 mL de agua a pH 2,5. em bequer de vidro de 50
mL de capacidade sendo colocados invidualmente no centro do disco
de um forno microondas (Panasonic Model NN-862 B) durante 10
segundos na poténcia de 100 W a uma temperatura média de 49.8
°C (+ 2.8 °C). Ap6s o esfriamente, a amostra foi filtrada em filtro de
papel Watmann no 1 e filtro de membrana Millex - GV (Millipore)
para analise por CLAE.

A concentragao de cido chiquimico nas amostras foi deferminada
usando-se um cromatdgrafo liquido marca Shimadzu LC 2010 equipado
com software Class VP 6.0, auto-injetor e detector de arranjo de diodos
em cadeia empregando-se ¢ comprimento de onda de 212 nm. Acoluna
empregada foi da marca Phenomenex, Gemini C,, 110 A° (250 mm X
4.0 mm; 5 im tamanho de particula) com pré coluna C,, da mesma
marca. O volume de injegdo usado foi de 20 1L..0 sistema isocréatico
empregado utilizou como fase mével a mistura de agua MilliQ a pH 3,0
metanol na proporgéo 95:5 e fluxo de 1,0 mL.minuto. O tempo total de
corrida foi de 10 minutos e o tempo de retengo do &cido chiquimico foi
de 4,9 minutos (+0,1). Uma curva de calibragio com 7 pontos, variando
desde 2.04 to 407.2 1g.mL* foi empregada para a quaniificagao do
&cido chiquimico com padrao extemo.

O defineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
tendo como causas da variagao os fatores aplicagio de glifosato (2) e
épocas de coleta de folhas (7). Para a analise da variancia foi feito o
teste F com as médias comparadas pelo teste de Tukey, ambos ao nivel
de 1% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método analitico mostrou-se adequado conforme demonstrado
parz os resultados obtidos na determinagao do enddgeno do acido
chiquimico e nas amostras fortificadas. O tecr médio enddégeno de acido
chiquimico nas plantas de laranja péra foi de 105,68 + 13,97 g.g"' em
peso seco. As recuperagbes médias a partir de amostras de laranja
perarecém preparadas e fortificadas com &cido chiquimico foram de
89,74 + 518% a 103,13 pg.g”, 97.79 + 1,38% a 206,25 pg.g* e
100,76 + 0,38% a 412,50 pg.g" de acido chiquimico adicionado em
amostras de 400 mg de folhas de laranja péra seca e moida. Todos os
resultados tiveram como base o peso seco das amostras afim de evitar
a variabilidade no teor de umidade das folhas (Anderson, op. cit.).
Esses dados concordam com estudos prévios empregando um acido ou
&gua como agente extrator seguido por andlise do acido chiquimico por
CLAE. Singh & Shaner {op. cit.) e Mueller et al. (op. cit.) reportam
recuperagdes acima de 80% em extratos de milho, sojae Conyza sp.
fortificados com &cido chiguimico.

O método analitico proporcionou um pico cromatografico
claramente distinto (Figura 1). O espectro de absorgao do Acido chiquimico
a212 nmé mostrado na insergao da Figura 1.

Usando este método foi determinado o teor do acido chiquimico
nas folhas provenientes de plantas de laranja péra da area tratada com
glifosato e de folhas provenientes de plantas da area testemunha, cujos
resultados s&o mostrados nas Figuras 2A e 2B.

No caso da primeira aplicagdo de glifosato (Figura 2A), em
todas as épocas de coleta, inclusive na imediatamente anterior &
aplicagao (0 DAT), o teor de acido chiquimico nas planias da area
tratada foi superior 2o das plantas de laranja péra da area nao tratada,

62

Spectaym al time § 18 min.

e ey Y e S S ot

rov

Figura 1. Cromatograma obtido a partir de extralo seco de citros fortificado
com acido chiquimico e respectivo espectro a 212 nm.

exceto aos 7 e 20 DAT. Em ambos casos o teor de acido chiquimico das
planias apresentou tendéncia a decrescer com o tempo ap6s 10 DAT.
Os dados mostram também que as plantas de laranja péra da area
iratada j& partiram de um nivel de acido chiquimico endégeno superior
ao das plantas da area nao tratada, conforme observado para a
determinagao inicial feita antes da aplicagao do glifosato (0 DAT).

Aconcentraco de acido chiquimico nas plantas de laranja péra
apos a reaplicagao do glifosato € mostrado na Figura 2B. Ao contrario
do observado anteriormente, além da tendéncia generalizada do
aumento no teor do acido chiquimico a partir dos 10 DAT as plantas da
areatestemunha apresentaram um nivel de &cido chiquimico inicial (0
DAT) superior ao das plantas da drea fratada, também estatisticamente
semelhantes entre si. Exceto aos 7 DAT, quando se observa uma
inversdo nessa ordem, durante todos os demais periodos o teor de
acido chiquimico das plantas de laranja péra da area reaplicada com
glifosato sempre fol inferior ao das plantas da area testemunha.

Em ambos casos, ndo houve diferenga significativa (a = 0,01)
nos niveis de acido chiquimico entre as plantas de laranjada areacom
glifosato e a testemunha dentro de cada época de coleta nem aolongo
do periodo de coleta.

Mais do que a possibilidade da absorgao de glifosato pelas
plantas de laranja péra, seja por deriva ou por transferéncia via
rizosfera (Neumann et al., op. cit.), a diferenga observada nos
teores de acido chiquimico quando pode ser atribuida principalmente
a fatores bidticos. Sabe-se que o glifosato acumula-se na regiao
meristematica (Duke op. cit.), portanto uma vez que a coleta das
folhas de laranja péra nao foi direcionada exclusivamente para
fothas em desenvolvimento, a heterogeneidade no seu estadio no
momento da coleta poderia ter coniribuido para as diferengas
observadas nos teores de &cido chiquimico Henry et al., (op. cit.)
observaram uma redugao nos niveis de acido chiquimico em
plantas de milheto possivelmentie devido ao fato das ptantas
estarem entrando em seu périodo reprodutivo. Por outro lado,
fatores abiéticos podem influir na produgao de acide chiquimico
pelas plantas, conforme demonstrado por Amrheim & Hollander
(1981) o afirmarem que a taxa de sintese de metabolitos
secundarios esta associada ao incremento da atividade da via do
acido chiquimico induzida pela luz.

O pico de &cido chiquimico observado aos 7 DAT quando da reaplicagio
de glfosato pode ser atribuido a seletividade do método cromatografico
na detecgao desse analito (Langas, 2004). A analise da pureza do pico
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Figura 2. Teor de &cido chiguimico nas folhas de laranja péra provenientes de plantas da area tratada e plantas da &rea nao tratada com
glifosato apds a primeira aplicagac (2A) e reaplicagao (28). Letras maitsculas permitem a comparagéo dentro de cada época e letras

mindsculas a comparagao ao fongo das épocas
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Figura 3: indices de similaridade (IS) para a comparagao dos espectros entre o pico referente ao padrao do 4cido chiquimico e 6 da amostra
coletada aos 7 DAT na area testemunha (3 A) e tratada com glifosato (3 B).

cromatografico apresentada na Figura 3 mostra claramente a diferenca
entre os espectros do pico do padrdo de referéncia do acido chiquimico
e das amostras coletadas aos 7 DAT tanto da area fratada como da area
ndo tratada, corroborado pelos baixos indices de similaridade calcula-
dos.

CONCLUSOES

A curto prazo, néo foi detectado acimulo imediato de acido.
chiquimico nas plantas de laranja péra submetidas ao manejocoma
aplicag&o de glifosato para o controle de plantas daninhas.

CONTRIBUIGAOQ PRATICA E CIENTIFICA DO TRABALHO

‘0 trabalho mostrou que ndo houve interferéncia do
glifosato, quando aplicado dentro das chamadas “Boas Praticas
Agricolas”, na concentragdo do 4cido chiquimico;
consequentemente, a sintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, triptofano e metabétiitos secundarios fendlicos
derivados do acido chiquimico como os fenilpropandides, as
cumarinas e as fitoalexinas nas plantas laranja péra nao foi
afetada, elucidando, a principio, a suspeita de que esse herbicida
poderia predispor as plantas de laranja pera 2 incidéncia de
doengas pelo estresse devido, principalmente, & redugéo dos
niveis de fitoalexina. Entretanto ainda ha um questionamento
importantea ser estudado, qual seja se essa interferéncia
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ocorreria numa situagéo de uso intensivo de glifosatc durante
um longo periodo de tempo. Além disso, 0 método desenvolvido
esta em perfeita sintonia com a chamada “quimica verde”,
reduzindo ao minimo o uso de solventes ambientalmente
perigosos na extragao do acido chiquimice sendo simples, rapido
e relativamente barato empregando pela primeira vez, com
eficiéncia, o uso de microondas na extragao do acido chiquimico
a partir de matrizes vegetais.
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