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RESUMO

Com o objetivo de verificar o acimulo de acido chiquimico em plantas de laranja péra (Citrus
sinensis) num pomar comercial manejado com glifosato, um herbicida sistémico de amplo
espectro, foram coletadas amostras na Fazenda Jequitiba, tradicional no cultivo de citros, situada
no Municipio de Santo Antdnio de Posse, SP. O produtor aplicou de forma convencional Roundup®
Original a 1.440 g.ha de equivalente acido (e.a.) do sal de isopropilamino de glifosato em 19/12/
2006 na entrelinha de 15 plantas, deixando outras cinco como testemunha. A reaplicagdo de
glifosato a 1.260 g.ha™ de e.a. foi realizada em 2/4/2007. Em ambos os casos, imediatamente antes
da aplicacdo e aos 3, 7, 10, 15, 20 e 35 dias apds, foram coletadas 20 folhas de cada planta tanto da
area tratada como da ndo tratada, analisando-se o teor de acido chiquimico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) de forma isocratica apds extragao por micro-ondas. Os resultados
mostraram nado ocorrer acimulo do acido chiquimico nas plantas de laranja péra, nao havendo
diferencas significativas nos teores deste composto entre o material proveniente da area tratada
com glifosato e o daquela capinada manualmente.
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ABSTRACT

SHIKIMIC ACID MONITORING IN WEED CONTROL WITH GLYPHOSATE IN A
COMMERCIAL CITRUS ORCHARD. In order to check the accumulation of shikimic acid in a
traditional commercial grove of citrus “Péra” cultivar (Citrus sinensis) managed for weed control
with glyphosate, a systemic herbicide with wide spectrum, samples were collected at Fazenda
Jequitiba, in Santo Antonio de Posse County, Sdo Paulo State, Brazil. The producer applied the
following treatments of Roundup Original® glyphosate at 1,440 g.ha™ a.e. of the isopropylamine
salt on 19 December 2006 between rows of 15 plants, leaving five others as control. The re-
application of glyphosate at 1,260 g ha™ was done on 2 April 2007. In both cases, immediately before
application and at 3, 7, 10, 15, 20 and 35 days thereafter, 20 leaves from each treated and untreated
plants were collected for analysis of the content of shikimic acid by isocratic high performance
liquid chromatography (HPLC) assisted with microwave. The results showed no significant
differences in levels of shikimic acid between the material from the area treated with glyphosate
and that weeded manually.
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O herbicida glifosato tem sido usado intensiva-
mente na agricultura por mais de 25 anos, sendo o
produto mais vendido em todo o mundo para o con-
trole quimico de plantas daninhas anuais e perenes
de forma nao seletiva (CoMPENDIO DE DEFENSIVOS AGRI-
coras, 1999). E o herbicida mais utilizado na
citricultura, sendo comum sua aplicagao em até trés

épocas anuais, direcionadas alinha de plantio, sob as
copas das plantas (GRAVENA, 2006).

Apesar deestudosrealizados durante varios anos
consecutivos ndo mostrarem nenhum efeito do uso
continuado do glifosato sobre a produtividade das
plantas de citros (CARVALHO et al., 2002) e dos relatos
na literatura de que este herbicida apresenta meia-
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vidacurta (47 diasnosolo) devidoasua forteadsorcdo
aos coldides do solo (RopRIGUES; ALMEIDA, 2005), este
processo pode nao neutraliza-lo completamente tor-
nando-o biodisponivel para as plantas e, portanto,
com potencial para sua intoxicagdo. Além disso, a
deriva e a absorc¢ao do glifosato através do contato
entre as raizes pela planta ndo alvo, coexistindo com
a planta invasora, podem ter implicagdes agrondmi-
cas (NEumaNN et al., 2006). Em varios trabalhos obser-
vou-se que subdoses de glifosato causaram diminui-
¢do nos niveis de fitoalexinas, consequentemente,
predispondoas plantas a doengas (SHARON et al., 1992;
Duke et al., 2007).

Sob condi¢gdes normais, em torno de 20% do carbo-
no fixado pelas plantas passa pela rota do &cido
chiquimico que, além dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, precedem a forma-
¢do de um grande ntimero de produtos finais impor-
tantes para a vida das plantas como vitaminas,
ligninas, alcaloides, fitoalexinas e uma ampla gama
de compostos fendlicos que sdo formados por essa
rota (CErRDEIRA et al., 1994; Kocan; Perez, 2003). O
bloqueio da rota do chiquimato leva a um actimulo,
dentre outros, dealtos niveis de dcido chiquimico com
muitas implicagoes fisioldgicas e ecoldgicas (CoLE;
CERDEIRA, 1982).

Nao s6 a diminuicao nos niveis de fitoalexinas
estd associada a redugdo da resisténcia das plantas
as doencas pelo uso do glifosato. O aumento da
suscetibilidade a Phytyum spp. foiatribuido por Liu
etal. (1997) a diminuicdo da lignificacdo e a altera-
¢desnaexsudacdo deraizes causada pelo glifosato.
Por outrolado, NEumaNet al. (2006) propuseram que
o glifosato diminuiu a resisténcia de plantas as
doengas pela limitagdo na disponibilidade de nu-
trientes.

Bioensaios rapidos e simplesbaseadosnadetecgao
de chiquimato em tecidos foliares foram desenvolvi-
dos para diferenciar plantas de milho, soja, canola e
biotipos de Conyza sp. tolerantes e resistentes ao
glifosato (KoGer et al., 2005; SHANER et al., 2005). Ao
estudarem o acimulo do acido chiquimico em varie-
dadesdealgoddoresistentes e suscetiveis ao glifosato
empregando a cromatografia liquida de alta eficién-
cia(CLAE), PLinget al. (2002) verificaram que todos os
tecidos das variedades suscetiveis acumularam &ci-
do chiquimico em resposta ao tratamento com
glifosato, ao contrdrio das variedades resistentes,
cujos niveis ndo se alteraram.

Partindo da hipédtese de que o uso intensivo de
glifosato em pomares de citros, além de outras condi-
¢Oes estressantes, estaria relacionado com o
favorecimento da ocorréncia de doengas como a
clorose variegada e a morte stibita dos citros pela
redugao nos niveis de fitoalexinas decorrente do blo-
queio darota do chiquimato (YaMADA; CASTRO, 2004),

este trabalho teve como objetivomonitorar osniveisde
acido chiquimico deacordo comas doses de glifosato
aplicadas pelo agricultor no manejo de plantas dani-
nhas, empregando a técnica da CLAE e sua detecgdo
por arranjo de diodos em cadeia (DAD).

O monitoramento foi realizado na Fazenda
Jequitiba, situada no Municipio de Santo Antdnio de
Posse, SP,em pomar delaranja variedade péra (Citrus
sinensis) com 12 anos deidade. Num talhao com 6.000
plantas, selecionou-se no final de uma das linhas de
plantio 20 individuos, considerando-se cada um,
uma parcela. O produtor aplicou o produto
Roundup® Original na entrelinha das 15 primeiras
plantas na dose de 4,0 L.ha™ (1.440 g e.a. ha') com
equipamento deaplicacdo tratorizado dotado debar-
raaplicadora protegida para evitar a deriva e pontas
dotipoMagno 110. A primeira aplicagdo foirealizada
no dia 19/12/2006 (temperatura de 24° C, 60% de
umidaderelativae consumodecaldade400,0L.ha?). A
reaplicacao de glifosato a 3,5 L.ha™ (1.260 g e.a. ha™)
foi realizada no dia 2/4/2007 (mesmo consumo de
caldaa?24,9°C e 65% de umidade relativa). Nas cinco
dltimas plantas da linha foi realizada somente a
capina manual durante todo o periodo de coleta de
folhas. Nomomento da primeira aplicagdoas plantas
encontravam-se no inicio da formacgao de frutos en-
quanto que, nareaplicagdo, estasja estavam em pleno
amadurecimento.

As coletas de folhas foram realizadas imediata-
mente antes da aplica¢do do glifosato (branco) e aos
3,7,10, 15,20 e 35 dias apds a aplicagdo do produto.
De cada planta foram coletadas aleatoriamente dos
quatro quadrantes, 20 folhas para determinagdo do
teor de dcido chiquimico. As folhas foram colocadas
em sacos plasticos identificados e acondicionadas
em isopor com gelo para seu transporte até o Labora-
torio da Ciéncia das Plantas Daninhas do Instituto
Bioldgico, na Cidade de Campinas, SP, distante 38
km.

Ap6s lavagem com detergente, as folhas foram
postas para secar durante 16 horas a 60°C em estufa
com circulagao forgada de ar e maceradas automati-
camente (25.000rpm); subamostras de400 mg de cada
planta, diluidas em 10 mL de 4gua acidificada com
HClapH?2,0, foram extraidas em micro-ondas por 10
segundos e poténcia de 100 W e filtradas em filtro
Whatmann 1.

A determinagdo do teor de dcido chiquimico nas
amostras foi feita através de CLAE empregando-se
um cromatégrafomarcaShimadzumodeloLC2010 A
e DAD.Ométodo cromatograficoempregouamistura
isocratica de agua acidificada a pH 3,0 + metanol
(95:5), fluxo de 1 mL.min", coluna C marca
Phenomenexmodelo Gemini (250,0 mm x4,0mm; 5 1),
pré coluna, volume de inje¢do de 20 pL, tempo de
corrida de 20 minutos e detecgdo a 212 nm.
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Fig. 1 - Teor de acido chiquimico nas folhas de laranja péra provenientes de plantas das areas tratada e nao tratada com
glifosato apds a primeira aplicacdo (1A) e reaplicagdo (1B). Letras maitisculas permitem a comparagao dentro de cada
época e letras mindsculas a comparacdo ao longo das épocas

Foi construida uma curva de calibracdo com sete
concentragdes de acido chiquimico, variando desde
2,04 a 407,20 pg.mL?, para a quantificacdo de sua
concentracao pelométodo do padrado externo. O deli-
neamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, tendo como causas da variacdo os fato-
resaplicagdo de glifosato e épocas de coleta de folhas.
Para a andlise da variancia foi feito o teste F com as
médias comparadas pelo teste de Tukey, ambos no
nivel de 1% designificancia (BanzatTo; KroNka,2006).
Oteor dodacidochiquimico determinadonasfolhasde
plantas de citros apds a primeira aplicagdo (Fig. 1A)
e areaplicacdo (Fig. 1B) pode ser observado acima.

No caso da primeira aplicagao de glifosato (Fig.
1A),emtodasasépocasdecoletandohouvediferenca
significativa entre o teor de &cido chiquimico das
plantasdadreatratadaendotratada (0.=0,01),apesar
deserligeiramente superiornaquelas tratadas, exceto
aos sete dias, apresentando uma tendéncia de queda
a partir do 15° dia.

A concentracdo de dcido chiquimico nas plantas
delaranja péraapdsareaplicagdo (Fig. 1B),ao contra-
rio do observado anteriormente, além da tendéncia
generalizada do aumento a partir dos 10 dias, apre-
sentou-se superior nas plantas da area testemunha
mesmo antes daaplicacdo do produto (branco), exceto
aos sete dias. Apesar deste comportamento, também
nao houve diferenca significativa entre os tratamen-
tos (o =0,01).

Apesar dendoseobservar diferencaentreas plan-
tasdasareas tratadaendo tratada com glifosato, sabe-
se que mais do que a possibilidade da absorcao deste
herbicida pelas plantas de laranja péra por deriva ou
por transferéncia via rizosfera (NEUMANN et al., 2006),
fatoresbidticos e abiéticos e heterogeneidade do esta-
dio de desenvolvimento das folhas no momento da

coleta podem contribuir para diferengasnos teores de
acido chiquimico (DUkE et al., 2006). Tais fatores po-
dem justificar um maior nivel basal do analito nas
plantas analisadas durante o periodo de reaplicagdo
do glifosato, quando também se observou o pico de
acido chiquimico (sete dias). Este tltimo pode ser
atribuido, também, a seletividade do método
cromatografico na deteccdo desse analito (LANCAS,
2004).

Combasenosresultados obtidos nas duas épocas
deaplicagdodo glifosato, observou-senaohaver alte-
ragdes significativas nos niveis de dcido chiquimico
das plantas, concordando com Gravena (2006), que
verificou um aumento transitériona concentracaode
acido chiquimico em plantas de liméo cravo direta-
mente pulverizadas com glifosato enquanto que em
mudas de laranja valéncia as concentra¢des nao se
alteraram.

Pelo exposto, conclui-se que, nas condic¢des de
manejo de plantas daninhas praticadas pelo agricul-
tor comousodo glifosato, ndo foi detectadoactimulo
imediato de acido chiquimico nas plantas de laranja
péra.
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