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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracoes nos niveis de acido chiquimico
e acido salicilico em plantas de cana-de-agucar submetidas a aplicacdo de maturadores.
Aplicou-se glyphosate nas doses de 400 e 200 mL ha'e na dose de 150 mL ha! em mistura
com sulfumeturon-methyl a 12 e 20 g ha! e sulfumeturon-methyl a 20 g ha'!. As avaliacoes
foram realizadas aos 15 e 30 dias apés a aplicacao (DAA) e aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias apos
a colheita da cana-de-acucar. Os teores de acido chiquimico e salicilico nas plantas de cana-
de-actcar foram determinados por cromatografia liquida e espectrometria de massas. Os
resultados mostraram que as doses de glyphosate correlacionaram-se diretamente com as
concentracdes de acido chiquimico na planta, sendo superiores a da testemunha. Aos 30 DAA,
houve aumento na concentracdo de acido salicilico em todos os tratamentos estudados,
revelando um processo de senescéncia da planta. Maiores doses de glyphosate promoveram
aumento na concentracdo de acido chiquimico e acido salicilico antes da colheita da cana-
de-acucar. No periodo de crescimento da planta, aumentos nos teores dos acidos chiquimico
e salicilico revelaram dependéncia da aplicacdo dos produtos e também dos fatores abiéticos
e bidticos a que a cultura foi exposta.

Palavras-chave: &cido chiquimico, acido salicilico, doencas, fisiologia.

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the levels of shikimic acid and salicylic acid in
sugarcane plants after ripener application. Glyphosate was applied at the doses of 400 and
200 mL ha'l, with a dose of 150 mL ha' being mixed with sulfumeturon-methylat 12 and 20 g ha!
and sulfumeturon-methyl at 20 g ha'.Evaluations were performed at 15 and 30 days after application
(DAA) and at 30, 60, 90, 120, and 150 days after sugarcane harvest. The shikimic acid and salicylic
acid contents in sugarcane were determined by liquid chromatography and mass spectrometry. The
results showed that the glyphosate doses were directly correlated with shikimic acid concentrations
in the plants, being higher than the control. An increase in salicylic acid concentration was observed
at 30 DAA for all treatments, revealing a process of plant senescence. Higher glyphosate doses led
to increased concentrations of shikimic acid and salicylic acid before sugarcane harvest. During
plant growth, increases in shikimic acid and salicylic acid levels showed dependence on application
of products and on the biotic and abiotic factors to which the culture had been exposed.

Keywords: shikimic acid;salicylic acid,diseases, physiology.

INTRODUCAO varios processos fisiologicos, inclusive a sua
suscetibilidade a doencas (Duke et al., 2006).
O efeito dos herbicidas sobre as plantas cul- E fato que o uso inadequado de herbicidas e

tivadas € um importante aspecto muitas vezes fitorreguladores pode originar ou incrementar
negligenciado, uma vez que pode influenciar as severidades fitopatologicas (Griffits, 1981).
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Em torno de 20% de todo o carbono fixado
pelas plantas passa pela rota do acido chiqui-
mico. Um dos aspectos importantes dessa
rota € a inibicdo, pelo herbicida glyphosate, da
enzima S5-enol-piruvil-shikimato-3fosfato
sintetase (EPSPs), responsavel por uma das
etapas da sintese de aminoacidos aromaticos.
O bloqueio da rota do chiquimato leva ao act-
mulo de altos niveis de acido chiquimico e,
consequentemente, a uma reducao nos niveis
desses aminoacidos, a partir dos quais sdo
formados metabélitos secundarios, como as
fitoalexinas, envolvidos na resposta das plan-
tas aos fitopatégenos, aumentando a suscetibi-
lidade as doencas (Duke et al., 2005).

De acordo com Anderson et al. (2001), um
bioindicador ideal para plantas expostas ao
glyphosate deve ser especifico para esse herbi-
cida, desenvolver-se rapidamente no interior
da célula, ai permanecendo durante algum
tempo, e ser relativamente facil de extrair e
analisar a baixo custo. Nesse contexto, o acido
chiquimico tem demonstrado ser um marcador
seletivo para plantas expostas a subdoses de
glyphosate (Harring et al., 1998; Singh &
Shaner, 1998; Wang, 2001; Mueller et al.,
2003).

O acido salicilico € o principal composto
sinalizador para o desenvolvimento da resis-
téncia de plantas a patéogenos e também a
estresses abioticos e algumas pragas. Esse
acido €& produzido a partir da fenilalanina, um
dos trés aminoacidos aromaticos cuja sintese
€ bloqueada pelo glyphosate.

A analise das informacoes disponiveis in-
dica que, para que uma planta seja resistente
a patogenos biotroficos (que ndo promovem a
morte das células parasitadas, como as viro-
ses, ferrugens, carvoes e outros), € necessario
que ela produza e acumule o acido salicilico,
além de apresentar os genes corretos de resis-
téncia. A falha na producao desse acido leva
a suscetibilidade, que pode, por sua vez, ser
revertida pela aplicacao exdégena do composto,
demonstrando a participacdo inequivoca do
acido salicilico como indutor da resisténcia.
Baixas doses de glyphosate podem inibir a sin-
tese de acido salicilico e aumentar a susceti-
bilidade de plantas a doencas.

Diante da possibilidade de o uso de herbi-
cidas em doses reduzidas interferir na sintese
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dos acidos chiquimico e salicilico e, conse-
quentemente, alterar o metabolismo de defesa
da planta, objetivou-se neste trabalho verificar
os acumulos de acido chiquimico e salicilico
em plantas de cana-de-acticar submetidas
a aplicacao de glyphosate e sulfumeturon-
methyl como maturadores.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em cana-soca
de segundo corte, variedade SP 803280, na
Fazenda Jurema, no municipio de Igaracu do
Tieté-SP (latitude de 22° 38’ 45”S, longitude
de 48° 36’ 29”W e altitude de 620 m).

Cada parcela foi constituida de 160 m?
(1,6 m entre plantas, em 10 linhas, e 10 m
de comprimento), totalizando uma area de
960 m?. Como area util foram consideradas
as cinco linhas centrais. Os tratamentos
constituiram-se da aplicacao dos herbicidas
sulfumeturon-methyl (750 g de i.a. kg'!) e
glyphosate (360 e.a. kg?). As doses utilizadas
foram: glyphosate a 72 g ha' (200 mL p.c. ha);
glyphosate a 144 g ha'! (400 mL p.c. ha);
glyphosate a 72 g ha! (200 mL p.c. ha! +
sulfumeturon-methyl a 10 g p.c ha'!);
glyphosate a 54 g ha! (150 mL p.c. ha! +
sulfumeturon-methyl a 12 g p.c. hal); sulfu-
meturon-methyl a 20 g p.c. ha!; e a teste-
munha sem aplicacdo de maturadores.

A aplicacao dos produtos foi feita em 11
de outubro de 2006, utilizando equipamento
costal pressurizado (CO,) com barra contendo
seis pontas de pulverizacdo AXI 11002, sendo
a pressao de trabalho de 50 psi e o volume de
calda de 100 L ha. A umidade relativa do ar
no momento da aplicacdo foi de 80%, com
velocidade do vento de 6 ms! e temperatura
média de 25 °C.

As avaliacoes na area experimental foram
realizadas aos 15 e 30 dias apos aplicacao dos
herbicidas (DAA), antes da colheita da cana-de-
acucar e apos a colheita; a soqueira da cana-
de-acucar foi avaliada aos 30, 60, 90, 120, 150
e 180 dias ap6s colheita (DAC).

Nas datas de avaliacao, foram amostradas
aleatoriamente 15 plantas por parcela, sendo
coletadas as folhas do ponteiro. As folhas foram
secas em estufa de circulacao forcada a 60 °C
por 72 horas e, em seguida, trituradas em moi-
nho do tipo Willey.
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Para analise dos acidos chiquimico e sali-
cilico, foi realizada a pesagem de 400 mg de
cada uma das amostras, que foram adicio-
nadas a 10 mL de agua a pH 7,0 em béquer de
vidro de 50 mL de capacidade, sendo colocados
individualmente no centro do disco de um forno
micro-ondas (Panasonic Model NN-S62 B)
durante 20 segundos na poténcia de 100 W
a uma temperatura média de 49.8 °C (2.8 °C),
conforme Matallo et al. (2009). Apo6s o esfria-
mento, a amostra foi filtrada em filtro de papel
Whatmann n° 1 e filtro de membrana Millex -
GV (Millipore).

As analises foram realizadas em croma-
tégrafo liquido e espectrometro de massas
(LCMS), da marca Shimadzu, cujas caracteris-
ticas foram: bomba LC-20AD; injetor SIL-10AF;
forno CTO-10AS vp; controladora CBM-20 A;
degaseificador DGU-20AS5; e espectrometro de
massa LCMS- 2010 EV. O método analitico
empregou coluna Gemini (Phenomenex) C18,
tamanho de particula de 5 nm, dimensdes
150 x 4,6 mm; fase movel A: agua com 0,5%
de acido acético; fase movel B: metanol e 0,5%
de acido acético; vazao de 0,4 L min!; tempe-
ratura do forno de 30 °C; tipo de ionizacao
em modo negativo; m/z acido chiquimico: 173;
m/z acido salicilico: 137; condicdo do tunning
do equipamento efetuado por rotina proépria,
utilizando-se polietilenoglicol como padrao.
Apos varios testes, foi determinado o tempo to-
tal de corrida dos acidos, que foi de 20 minutos;
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o tempo de retencado do acido chiquimico foi
de S minutos (+ 0,1), e o do acido salicilico, de
19 minutos (t 0,1).

Os resultados foram submetidos a ana-
lise de variancia pelo teste F (5% de proba-
bilidade) e utilizou-se o teste T (5% de probabi-
lidade) para a comparacao entre as meédias.
A probabilidade para comparacdo entre os
tratamentos e a testemunha foi calculada:
1/(100 * 2n-2xmenor) " em que X = valores acima
da linha de tendéncia e y = valores abaixo da
linha de tendéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas expostas as diferentes doses de
glyphosate apresentaram sempre as maiores
concentracdes de acido chiquimico tanto
nas avaliacoes aos 15 DAA como aos 30 DAA.
Quanto maior a dose de glyphosate, maior a
concentracdo acumulada de acido chiquimico,
e essa diferenca chegou até a 20% (Tabela 1).
Matallo et al. (2009), trabalhando com
glyphosate e concentracao de acido chiquimico
em citros, observaram que as plantas que
receberam aplicacao de glyphosate mostraram
sempre maiores concentracoes de acido
chiquimico que as plantas testemunhas. Va-
rios pesquisadores (Singh & Shaner, 1998;
Wang, 2001; Mueller et al., 2003) tém demons-
trado que o acido chiquimico € um marcador
seletivo para plantas expostas a subdoses

Tabela 1 - Concentracéo de &cido chiquimico e &cido salicilico em cana-de-agucar, variedade SP 803280, 15 e 30 DAA dos herbicidas

— lgaracu do Tieté-SP, 2006

Concentragio (mg kg™)
Tratamento acido chiquimico acido salicilico

15 DAA 30 DAA 15 DAA 30 DAA
1. glyphosate 200 mL ha™' 65,56 a 59,28 b 0,33b 0,59b
2. glyphosate 400 mL ha'! 70,97 a 6898 a 0,55a 1,45a
3. glyph” 200 mL ha™ +sulf-methyl¥ 10 g ha™! 57,40 b 56,24 b 0,45b 0,65 b
4. glyph. 150 mL ha™ + sulf-methyl 12 g ha™ 55,86 b 62,48 b 0,39b 0,46 b
5. sulfumeturon-methyl 20 g ha’! 56,22 b 49,18 b 0,36 b 0,66 b
6. Testemunha 5747b 49,30 b 0,30 ¢ 0,49 b
F tratamento 0,0275 0,035 0,016 0,027
F bloco 1,45 1,23 1,94 1,194

CV (%) 18,90 15,90 35,93 24,35

DMS 9,85 6,03 0,15 0,42

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente pelo teste de t a 5% de probabilidade. ¥ Glyp. = glyphosate, 2 sulf-

methyl = sulfumeturon-methyl.
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de glyphosate. Niveis elevados de acido chi-
quimico, detectados a partir de aplicacoes de
glyphosate, foram observados em Conyza
canadensis (Mueller et al., 2003; Koger et al.,
2005), algodao (Pline et al., 2002), girassol,
trigo e milheto (Henry et al., 2007), soja (Singh
& Shaner 1998) e trigo (Bresnahan et al.,
2003).

Com o transcorrer do tempo, o teor de acido
chiquimico apresentou tendéncia de queda
para todas as doses e misturas; o decréscimo
variou de 5 a 15% em relacao a concentracao
observada na primeira avaliacdo (15 DAA),
exceto para o tratamento com a mistura de
glyphosate e sulfumeturon-methyl na menor
dose. Bresnahan et al. (2003), verificando a
concentracao de acido chiquimico com aplica-
cao de glyphosate na cultura do trigo, observa-
ram que o pico de concentracéo foi entre 7 e
10 dias apo6s a aplicacao e que os teores foram
diminuindo até a colheita. Corroborando essa
informacao, Koger et al. (2005) observaram
que os picos de acumulacao de acido chiqui-
mico ocorrem até 14 dias apoés o tratamento e
que altos niveis foram detectados até 28 dias
depois da aplicacdo do glyphosate.

Ainda na Tabela 1, observa-se que, quanto
maior a concentracdo de acido chiquimico,
maior a concentracao de acido salicilico na
cana. A concentracdo de acido salicilico em
plantas que receberam a maior dose de
glyphosate foi 40% maior do que nas plantas
testemunhas e, em média, 20% maior com
relacao aos demais tratamentos. Esse resul-
tado € o contrario do que se esperava, isto €,
acreditava-se que a inibicao da EPSPs, pela
aplicacao do glyphosate, promoveria um desvio
da rota do acido chiquimico, impedindo ou di-
minuindo a sua biossintese, ja que a principal
enzima da via do acido chiquimico é a
fenilalanina amoénio liase (PAL).

Para Sticher et al. (1997), um fato ainda
controverso € se o acido salicilico € um sinal
para a sintese de si mesmo (acido salicilico
endogeno por sintese em redundancia) ou se
um sinal secundario existe e se transloca para
levar a mensagem de sintese de acido sali-
cilico endégeno a locais mais distantes.

Assim, mesmo que ocorra reducao na
biossintese de salicilico pela inibicao da rota
do acido chiquimico, a planta tem um caminho
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alternativo ou secundario para a sintese
deste, isto é, a producao do salicilico depende
do metabolismo da planta e dos fatores
estressantes a que ela é submetida. Como
exemplo, Pseudomonas putida possui genes que
codificam para sintese da enzima salicilato-
hidroxilase. Essa enzima esta envolvida com
o metabolismo de naftaleno e também com a
conversao de acido salicilico; portanto, plantas
infectadas com P. putida tiveram seus teores
de acido salicilico aumentados (Romeiro,
2009).

Aos 30 dias apds a aplicacao dos trata-
mentos, a maior concentracao de acido sali-
cilico foi obtida com aplicacao de glyphosate; o
aumento foi trés vezes maior que o observado
na primeira época de avaliacao (15 DAA). Em
todos os tratamentos houve aumento em mé-
dia de 40% na concentracao de acido salicilico
na planta, em relacdo a primeira época de ava-
liacao. Esse resultado pode estar relacionado
ao processo de estresse da planta devido ao
aumento da morte celular provocada pela apli-
cacao do glyphosate e sulfumeturon-methyl e/
ou pela propria maturacao natural da cultura.

Durante a avaliacdao de crescimento da
cana-soca, observa-se diferenca significativa
somente para o tratamento que recebeu apli-
cacao de glyphosate na maior dose, porém com
valores muito inferiores ao observado na pré-
colheita (Tabela 2).

Assim como o acido chiquimico, as con-
centracoes de acido salicilico s6 apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos
no inicio das avaliacoes, embora os tratamen-
tos com glyphosate e sulfumeturon-methyl
sempre tenham apresentado valores supe-
riores ao da testemunha (Tabela 3). Radicais
livres sao formados sob condicoes de estresse
oxidativo pela aplicacdo de herbicidas, mas
isso é altamente regulado (Chaoui et al., 1997;
Mazhoudi et al., 1997; Greggains et al., 2000);
todavia, essa regulacao pode ser perdida, prin-
cipalmente em funcao da dose, se o estresse
for mais severo, aumentando considera-
velmente a producdo de radicais livres, que
podem levar a uma cascata de eventos e alte-
racoes metabolicas.

Reacoes metabdlicas da planta e a produ-
cao de acido salicilico podem ser evidenciadas
na avaliacado realizada aos 60 dias apos
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Tabela 2 - Concentragdo de &cidos chiquimico e salicilico durante o crescimento da cana-soca, variedade SP 803280. Igaracu do
Tieté-SP, 2007

Acido chiquimico (mg kg™
Tratamento
30 DAC 60 DAC 90 DAC 120 DAC 150 DAC
1. glyphosate 200 mL ha'! 17,3 a 25,7 12,0 7,3 14,0
2. glyphosate 400 mL ha'! 23,0a 32,0 13,3 7,3 17,7
3. glyphY 200 mL ha™' + sulf-methyl¥ 10 g ha™! 16,1 b 25,0 13,3 7,0 14,7
4. glyp 150 mL ha™ + sulf-methyl 12 g ha™! 18,0b 30,0 13,0 7,3 13,0
5. sulfumeturon-methyl 20 g ha'! 16,0 b 24,0 12,7 7,3 11,7
6. Testemunha 13,3b 20,0 11,7 7,3 13,3
F tratamento 0,006* 0,722™ 0,957™ 0,984™ 0,397™
F bloco 1,33 5,72 1,57 0,38 1,91
CV (%) 13,20 37,70 21,46 9,16 23,66
DMS 4,10 17,62 4,83 1,18 5,92

* Significativo a 5% de probabilidade. ¥ glyp. = glyphosate, # sulf- methyl = sulfumeturon-methyl.

Tabela 3 - Concentracéo de cido salicilico durante o crescimento da cana-soca, variedade SP 803280. Igaracu do Tieté-SP, 2007

Acido salicilico (mg kg™
Tratamento
30 DAC 60 DAC 90 DAC 120 DAC 150 DAC
1. glyphosate 200 mL ha' 4,7b 493 a 5,7 9,7 9,7
2. glyphosate 400 mL ha’! 5,0a 37,7b 3,0 15,3 11,3
3. glyph! 200 mL ha™! + sulf-methy® 10 g ha™' 37b 37,0b 2,0 6,7 8,0
4. glyp 150 mL ha™ + sulf-methyl 12 g ha™ 43b 44,7b 2,0 9,7 10,7
5. sulfumeturon-methyl 20 g ha! 43b 40,7b 53 14,0 10,0
6. Testemunha 3,3b 36,7b 2,7 6,0 7,7
F tratamento 0,068%* 0,029* 0,531™ 0,473 0,486™
F bloco 0,56 4,27 1,76 3,83 1,49
CV (%) 22,14 18,08 38,7 35,07 27,13
DMS 1,72 13,18 5,43 11,83 4,61

* Significativo a 5% de probabilidade. ¥ glyp. = glyphosate,  sulf- methyl = sulfumeturon-methyl.

colheita, em que se observa aumento genera-
lizado de 10 vezes na concentracao desse acido
na planta. Esse aumento pode estar relacio-
nado a resposta da cana-de-acticar a um agente
estressante (provavelmente a falta de chuva).

Comparando a aplicacao de glyphosate e
sulfumeturon-methyl em relacao a testemu-
nha, observou-se que a aplicacao desses pro-
dutos aumentou as concentracoes de acidos
chiquimico e salicilico na planta (Figuras 1 e
2). Mais do que a possibilidade da absorcao de
glyphosate pela planta, seja por deriva ou por
transferéncia via rizosfera (Neumann et al.,
20006), a diferenca observada nos teores de aci-
dos chiquimico e salicilico pode ser atribuida
principalmente a fatores bidticos e abiédticos.

A interacao entre a concentracao de acido
salicilico e a de chiquimico é apresentada na
Figura 3. Aumentos nos niveis de acido chiqui-
mico promovem aumentos nos niveis do acido
salicilico, porém essa relacao nao pode ser
explicada somente pela aplicacado dos herbici-
das: a resposta esta relacionada provavel-
mente ao metabolismo da planta, em resposta
a estresse abiodtico e bidtico, como ja discutido
anteriormente.

Assim, a defesa da planta pode ser alterada
pela aplicacao dos herbicidas estudados,
dependendo principalmente da dose e dos
fatores bioticos e abidticos a que a cultura esta
submetida. As concentracdes de acido chi-
quimico e acido salicilico sao alteradas pela
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Figura 1 - Comparacdo entre as concentracOes de acido
chiquimico observadas em cana-de-aglcar para a aplicagdo
de glyphosate nas doses de 400 e 200 mL do p.c. ha'e a
testemunha. Igaracu do Tieté-SP, 2007.
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Figura 2 - Concentrages de acido salicilico observadas na cana-
de-aclcar para a aplicacdo de glyphosate e sulfumeturon-
methyl, em relagdo a testemunha. Igaragu do Tieté-SP, 2007.
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Figura 3 - Interacdo entre acido chiquimico e acido salicilico
(mg g?), influenciada pelas aplica¢Bes de glyphosate e
sulfumeturon-methyl, em diferentes doses e misturas.
Igaracu do Tieté-SP, 2007.

aplicacdao do glyphosate e sulfumeturon-
methyl, com aumentos significativos apés a
aplicacao destes. As concentracoes de acidos
salicilico e chiquimico na planta sdo aumen-
tadas nao so6 pela aplicacdo de herbicidas, mas
também em decorréncia de alteracdes meta-
bolicas e condicdes edafoclimaticas.
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