ALTERACAO FISIOLOGICA DA CANA-DE-ACUCAR PELA APLICACAO DE
GLYPHOSATE E SULFUMETURON-METHYL'

Physiological Alteration in Sugarcane Influenced by Glyphosate and Sulfumeturon-Methyl
Application
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RESUMO - O bloqueio parcial das rotas onde atuam os herbicidas, com uso de baixas
doses, pode ter implicagdes importantes, como a alteracdo do balanco de processos
metabolicos nas plantas. Assim, foi conduzido no ano agricola 2006/2007 um experimento
em cana-soca de segundo corte na Fazenda Jurema, pertencente ao grupo COSAN, municipio
de Barra Bonita-SP, para verificar os efeitos do glyphosate e do sulfumeturon-methyl, em
subdoses, no comportamento fisiologico da cana-de-actucar pelos niveis de clorofila e
carotenoides. Os tratamentos constituiram-se da aplicacdo de dois herbicidas:
sulfumeturon-methyl (Curavial 360 e.a. kg!) e glyphosate (Roundup 480 i.a. kg!), isolados e
em misturas, em diferentes doses, e um tratamento controle, sem a aplicacao dos herbicidas.
As doses utilizadas foram: glyphosate 200 mL p.c. ha'l; glyphosate 400 mL p.c. ha'l; glyphosate
200 mL p.c. ha' + 10g p.c. ha! de sulfumeturon-methyl; glyphosate 150 mL p.c. ha' +
12 g p.c. ha! de sulfumeturon-methyl; e sulfumeturon-methyl 20 g p.c. ha!. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro repeticoes. As avaliacoes
foram realizadas 15 e 30 dias apods o plantio (DAP) e 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias apos a
colheita (DAC). As folhas foram cortadas padronizando-se o mesmo peso e area foliar. Para
determinacgao do conteudo de clorofila e carotenoides, amostras de 0,2 g de tecido foliar
fresco foram preparadas e os extratos filtrados, sendo efetuadas leituras em
espectrofotometro (663 e 645 nm para clorofilas a e b, respectivamente). A aplicacao de
glyphosate e sulfumeturon-methyl nas maiores doses interferiu no contetido de carotenoides
quando estes foram comparados com a testemunha. A maior dose de glyphosate diminuiu
significativamente o conteudo de clorofilas e carotenoides na cana-de-aglicar, porém esse
resultado nado se manteve quando a dose foi reduzida para 200 mL p.c. ha!. Os teores de
clorofila foram inversamente proporcionais aos niveis Fe. A aplicacdo de sulfumeturon-
methyl nédo interferiu nos teores de clorofila, no entanto os niveis de carotenoides se
mostraram mais sensiveis e seus teores reduzidos. As alteracoes observadas nos niveis de
clorofilas e carotenoides pela aplicacao dos produtos podem afetar de maneira distinta o
metabolismo da fotossintese pela absorcao e/ou conversdao de energia.

Palavras-chave: degradacio, pigmento, metabolismo secundario.

ABSTRACT - The partial blockage of the routes of action of herbicides, using low doses, may have
important implications by altering the balance of the metabolic processes in plants. Thus, an
experiment was conducted in cutting cane ratoon 2 at Cosan Group’s Fazenda Jurema in Barra
Bonita-SP, during the agricultural years 2006/2007, to verify the effects of glyphosate and
sulfometuron methyl sub-doses onthe physiological behavior of sugarcane based on the the levels
of chlorophyll and carotenoids. The treatments consisted of applications of two herbicides:
sulfometuron methyl (480 a.i. kg') and glyphosate (360 a.e. kg')in different doses and mixtures
(Roundup and Curavial, respectively), plus a control treatment, without herbicide application. The
doses used were: glyphosate pc ha’ of 200 mL, 400 mL of glyphosate pc ha’; pc ha' of 200 mL
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glyphosate + 10 g of pc ha'! of sulfometuron methyl; pc ha' of 150mL glyphosate + 12 g of pc ha

of sulfometuron methyl, sulfometuron methyl pc ha'! of 20. The experiment was arranged in a
randomized block design with four replications. The evaluations were carried out 15 and 30 days
after planting (DAP) and 30, 60, 90, 120, 150 and 180days after harvest (DAH). The leaves were
cut using the same standardized weight and leaf area. To determine the content of chlorophyll and
carotenoids, samples of 0.2 g of fresh leaf tissue were prepared and the extracts were filtered,

and spectrophotometer readings were conducted (663 and 645 nm for chlorophyll a and b,

respectively). The application of glyphosate and sulfumeturon methyl at larger doses were found
to interfere in the carotenoid content, when compared withthe control. The highest dose of glyphosate
significantly reduced the content of chlorophyll and carotenoid in sugarcane, but this result was
not maintained when the dose was reduced to 200 mL. The contents of chlorophyll were inversely
proportional to the levels of Fe. The application of sulfumeturon methyl did not affect the levels of
chlorophyll; however, the carotenoid levels were more sensitive and were reduced. The changes
observed in the chlorophyll and carotenoid levels caused by the application of the herbicides may
distinctly alter the metabolism of photosynthesis by absorbtion and/ or conversion of energy.

Keywords: pigments, secondary metabolism, degradation.

INTRODUCAO

Com o advento da crise mundial de
energia, a cana-de-acUcar apresenta-se como
principal fonte alternativa renovavel, justi-
ficando a intensificacao de estudos visando
conhecer melhor o seu comportamento fisio-
logico. Essa cultura agricola possibilita a pro-
ducao de actcar e de alcool, sendo importante
fonte de energia renovavel — aspecto relevante
quanto a questao de sustentabilidade ambien-
tal.

Dois dos principais pigmentos ligados a
eficiéncia fotossintética e, consequente-
mente, ao crescimento e adaptacao das plantas
a diversos ambientes sao a clorofila a e os
carotenoides (Force, 2003).

Nas plantas, a captacao da luz se da pelas
folhas, e a transformacao em energia ocorre
nos cloroplastos, onde os pigmentos de clo-
rofilas a e b absorvem a energia radiante
necessaria para a fotossintese. Moléculas de
clorofila encontram-se especificamente em
complexos proteicos denominados fotossis-
temas, que sao integrados nos tilacoides e
cloroplasto. A maioria das moléculas de cloro-
fila absorve luz e transmite a energia luminosa
através de um fenomeno designado “trans-
feréncia de energia por ressonancia”. O fluxo
de elétrons produzido pelos pigmentos de
clorofila é usado para transportar ions H*
através das membranas dos tilacoides,
provocando um potencial quimiosmotico, usado
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principalmente na producao de ATP. Os elé-
trons sao eventualmente usados na reducao
de NADP* a NADPH (David & Cox, 2004; Moraes
et al., 2007).

A estrutura das clorofilas a e b é basi-
camente a mesma: compdem-se da porcao
porfirina, constituida de quatro anéis de pirrol
ligados por pontes de carbono-hidrogénio. O ion
metalico Mg esta inserido no centro da
porfirina (Romam, 2007; Tanaka & Tanaka,
2007). O acido d-minolevulinico, um ami-
noacido nao proteico cuja via de biossintese
tem como precursor inicial o glutamato, € a
molécula precursora da clorofila (Kannangara,
1991).

Os carotenoides também sao pigmentos
presentes em plantas. Um dos mais impor-
tantes é o betacaroteno, molécula precursora
da vitamina A, cuja composicao é exatamente
a metade do carotenoide. O teor de carote-
noides nos 6rgaos vegetais varia, sendo geral-
mente maior em folhas verdes (Rodriguez-
Amayaet al., 2004). De modo direto ou indireto,
a analise de clorofila e carotenoides é ferra-
menta para o diagnostico nutricional e
fotossintético.

Existe variacao do teor de carotenoides em
funcao de diferentes cultivares, dos estadios
de maturacao, das condicoes de clima ou loca-
lizacao geografica, bem como da parte de planta
utilizada e da técnica de producao agricola. Por
serem moléculas altamente insaturadas, os
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carotenoides sao suscetiveis a isomerizacao
e oxidacao, que geralmente ocorre no processo
de industrializacdo. Calor, luz e acidos pro-
movem aisomerizacao dos carotenoides trans,
como sdo normalmente encontrados na natu-
reza, para a forma cis, com ligeira perda de
cor e atividade biologica. A oxidacdo, principal
causa de degradacao dos carotenoides, depende
da disponibilidade de oxigénio, do tipo de caro-
tenoide e de seu estado fisico. A degradacao
€ estimulada por luz, calor, metais, enzimas
oxidativas e peroxidos, sendo inibida por
antioxidantes.

Na literatura ainda ha controvérsias em
relacao a interferéncia de herbicidas no
conteuido de clorofila e carotenoides. Alguns
trabalhos mostram que o glyphosate pode
diminuir os teores de clorofila por inibir a
sintese do acido aminolevulinato, precursor da
clorofila (Siqueira et al., 1999). Ja em outros
nao se verifica diferenca significativa entre
os tratamentos (Duarte et al., 2006; Meschede
et al., 2007).

O que se sabe é que esses compostos,
além de interferirem na sintese de clorofila,
também podem afetar a formacao de outros
pigmentos, como xantofilas (Varadi et al.,
2000) e carotenoides (Kim et al., 2004),
causando interferéncia no fluxo de elétrons
(Wakabayashi & Boger, 2004) e reducao na
producao de ATP por inibicao da atividade da
ATP sintase no processo de fotofosforilacao.

Como o uso de produtos quimicos, matu-
radores ou herbicidas em doses reduzidas
interfere de maneira e intensidade distinta
no metabolismo da planta, objetivou-se neste
trabalho verificar a influéncia do glyphosate e
do sulfumeturon-methyl na fotossintese da
analise dos niveis de clorofila a, b e carote-
noides, na pré-colheita e no desenvolvimento
da cana apoés a colheita (rebrote).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em cana-soca
de segundo corte, variedade SP 803280, na
Fazenda Jurema, no municipio de Barra
Bonita, Estado de Sao Paulo (latitude de 22°
38’45”S, longitude de 48° 36’ 29”W e altitude
de 620 m), pertencente ao grupo COSAN -
Unidade Barra.
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O delineamento experimental adotado
foi o de blocos ao acaso, com quatro repeti-
coes. Cada parcela foi constituida de 160 m?
(1,6 m entre plantas, em 10 linhas, e 10 m
de comprimento). Como area util foram
consideradas as cinco linhas centrais. Os
tratamentos constituiram-se da aplicacao dos
herbicidas sulfumeturon-methyl e glyphosate,
que sao encontrados comercialmente como
Curavial (750 g de i.a. kg!) e Roundup origi-
nal (360 e.a. kg!). As doses utilizadas foram:
glyphosate 200 mL p.c. ha'; glyphosate
400 mL p.c. ha'l; glyphosate 200 mL p.c. ha! +
10 g de sulfumeturon-methyl; glyphosate
150 mL p.c. ha'!+ 12 g ha'! de sulfumeturon-
methyl; 20 g ha! de sulfumeturon-methyl,
sem a adicdo de adjuvantes; e a testemu-
nha.

A aplicacao dos produtos foi realizada em
11/10/2006, utilizando equipamento costal
pressurizado (CO,) com barra de 6 m de
comprimento, em forma de T, contendo seis
pontas de pulverizacdo AXI 11002, sendo a
pressao de trabalho de 50 psi para a vazao de
100 L ha!. A umidade relativa do ar no
momento da aplicacao ficou em torno de 80%,
com velocidade do vento de 6 m s'! e tempe-
ratura média de 25 °C.

As avaliacoes foram realizadas aos 15 e
30 dias apos a aplicacdao dos herbicidas -
condicao de pré-colheita. A soqueira da cana-
de-actucar foi avaliada aos 30, 60, 90, 120, 150
e 180 dias apos a colheita.

Em cada época de avaliacdo, as amostras
de folhas das plantas de cana-de-actuicar foram
retiradas, conforme metodologia estabelecida
para cada analise. Aos 15 e 30 dias apés a
aplicacao dos produtos, em pré-colheita, as
amostras de folhas foram coletadas em
15 plantas ao acaso por parcela, retirando-se
folha do ponteiro (folha +1), parte mediana e
inferior da planta. As folhas coletadas foram
cortadas em circulos, por um equipamento que
padronizou todas as amostras do mesmo
tamanho; todas apresentavam a mesma area
foliar e aproximadamente o mesmo peso.

Depois de padronizadas e homogeneizadas
(misturaram-se as amostras das diferentes
partes da planta, deixando uma amostra por
planta), as amostras foram congeladas e, no
final das avaliacoes, processadas.
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Na determinacao do contetido de clorofila
e carotenoides, amostras de 0,2 g de tecido
foliar fresco foram trituradas com N liquido e
depois colocadas em tubos com tampa contendo
10 mL de acetona 100% (v/v). Os extratos
foram filtrados, sendo as leituras realizadas
em espectrofotometro nos comprimentos de
onda de 663 e 645 nm para clorofilas a e b,
respectivamente. As determinacoes dos niveis
de clorofila (mg gmf!) basearam-se nas
equacoes relacionadas a seguir, segundo
Whitham et al. (1971):

Clorofila a= (11,24 x A663 - 2,04 x A645),
Clorofila b= (20,13 x A645 - 4,19 x A663) e

Carotenoides = (1000 x A434 - 1,90Clorofila a -
63.14 Clorofila b) /214,

em que A é a absorvancia no comprimento de
onda indicado.

Os resultados foram submetidos a analise
de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade
e utilizou-se teste de t a 5% de probabilidade
para a comparacao entre as médias. A pro-
babilidade para comparacdo entre os trata-
mentos e a testemunha foi calculada: 1/(100
* Qn-2x menor) em que X = valores acima da linha
de tendéncia e y = valores abaixo da linha de
tendéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O conteudo de clorofila a, b e carotenoides

variou significativamente em funcao dos
tratamentos. A aplicacao de glyphosate na
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maior dose (400 mL ha!) promoveu reducao no
conteudo de clorofilas a e b, quando em com-
paracao com o da testemunha. Nos demais
tratamentos nao foram observadas diferencas
significativas (Tabela 1).

A clorofila a tem papel fundamental no
processo de bioconversao de energia. De acordo
com Moraes et al. (2007), as clorofilas a e b
sao interconvertidas no ciclo da clorofila e
formam complexos de clorofila-proteina, que
sdo importantes na regulacao e na organizacao
do fotossistema. Segundo Priori et al. (2003),
ha correlacao positiva entre teor de clorofila e
fotossintese liquida expressa em massa.

Os teores de carotenoides na folha foram
mais sensiveis a aplicacao dos herbicidas que
os teores das clorofilas a e b, sendo as maiores
reducodes observadas para o tratamento com a
mistura de glyphosate e sulfumeturon-methyl
(400 mL ha! e 20 g ha'!, respectivamente).
Doses reduzidas dos produtos nao interferiram
na caracteristica avaliada.

A rota de sintese de carotenoides em
plantas ocorre a partir do acido mevalénico e
fornece os componentes necessarios a
producao de varios reguladores do crescimento
vegetal, destacando-se citocininas, gibere-
linas e acido abscisico. As transformacoes
de geranil-pirofosfato, farnesil-pirofosfato,
geranilgeranil-pirofosfato (com partici-
pacao das enzimas prenil-transferase e
farnesil tranferase) e, posteriormente, a
transformacao do fitoeno em fitoflueno corres-
pondem a passos metabolicos, os quais alteram

Tabela 1 - Estimativa dos teores de clorofilas a e b e carotenoides em cana-de-agucar, variedade SP 803280, aos 30 dias apds a

aplicacfo dos maturadores. Barra Bonita-SP, 2006

T Clorofila a | Clorofila b | Caratenoides
ratamento =
(mg dm™)
1. Glyphosate 200 mL ha’! 11,49 2,76 2,74
2. Glyphosate 400 mL ha™' 8,28 1,96 1,91
3. Glyphosate 200 mL + sulfuron-methyl 10 g ha™ 12,73 2,91 3,18
4. Glyphosate 150 mL + sulfuron-methyl 12 g ha™ 14,48 3,36 3,65
5. Sulfumeturon-methyl 20 g ha™! 13,05 3,06 2,83
6. Testemunha 14,12 5,01 3,72
F tratamento 4,36* 3,97* 5,03*
F bloco 0,55" 0,34 "™ 1,76 ™
CV (%) 20,43 24,52 15,27
DMS 4,19 1,21 1,07

* Significativo pelo teste T a 5%, ™ nido significativo.
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os teores de carotenoides na planta. No
entanto, na passagem do fitoeno para fitoflueno
sao necessarios elétrons cedidos pela plasto-
quinona, que sao produzidos na rota do acido
chiquimico.

Durante o crescimento da cana, os teores
de clorofilas e os carotenoides tiveram com-
portamentos semelhantes diante da aplicacao
dos tratamentos. Contudo, os carotenoides
mostraram-se mais sensiveis e tiveram seus
teores reduzidos pela aplicacao do glyphosate
(400 mL p.c. ha'l), como ocorreu com os teores
de clorofila, mas também pela aplicacao de
sulfumeturon-methyl 20 g p.c. ha'!, como ja
tinha sido observado em pré-colheita.

Os resultados da comparacao da aplicacéao
do glyphosate isolado em relacao a teste-
munha mostram claramente o efeito deletério
no teor de clorofila quando o glyphosate é
aplicado na maior dose. Contudo, esse efeito
nao se mantém quando se reduz a dose para
200 mL ha' (Figura 1).

Segundo Marschner (1995), a biossintese
da clorofila necessita de duas enzimas-chave:
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Figura 1 - Teores de clorofila em cana-de-agucar que recebeu
aplicacdo de glyphosate nas doses de 400 e 200 mL, em
relacdo a testemunha, em pré-colheita. Barra Bonita-SP, 2007.
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a catalase e a peroxidase, que sao muito
sensiveis a deficiéncia de ferro. Nilsson (1985),
observando o efeito de metais como o Fe®*
e 0 Mn?* na reducao da fitotoxicidade do
glyphosate, constatou que esse fenéomeno
seria devido a menor absorcao do produto
pela acdo desses metais ou pela formacao de
complexos estaveis, nos quais o glyphosate
permaneceria inativo mesmo apos a entrada
na planta.

Analisando o comportamento da clorofila
e a aplicacao do glyphosate, e comparando com
os niveis de Fe, constatou-se correlacao nega-
tiva entre a concentracao de Fe e clorofilas
(Figura 2). Segundo Benincasa (1988), apesar
de ndo se poder quantificar a importancia da
fotossintese e dos nutrientes separadamente,
ha estreita relacdo entre os dois, de tal forma
que a deficiéncia em um prejudica o outro
direta ou indiretamente.

Na analise de carotenoides, assim como
na avaliacdao de pré-colheita, os respectivos
teores de carotenoides foram influenciados
pela aplicacao de glyphosate e sulfumeturon-
methyl, na dose comercial. Quando a dose de
glyphosate foi reduzida para 200 mL p.c. os
efeitos negativos foram menores, e os teores
de carotenoides apresentaram-se bem proxi-
mos aos observados na testemunha (Figura 3).

Por serem moléculas altamente insatu-
radas, os carotenoides sao suscetiveis a iso-
merizacao e oxidacdo, que geralmente ocorre
no metabolismo da planta em funcao da
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Figura 2 - Relagdo entre os teores de clorofila e Fe em cana apos
a aplicagfo de glyphosate na dose de 400 mL de p.c ha.
Barra Bonita-SP, 2007.
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Figura 3 - Teores de carotenoides observados na cana-de-agticar
apos a aplicacdo de glyphosate 400 mL p.c. ha'le
sulfumeturon-methyl. Barra Bonita-SP, 2007.

aplicacao de herbicidas. O calor, a luz e o pH
promovem a isomerizacdao dos carotenoides
trans, como sao normalmente encontrados na
natureza, para a forma cis, com ligeira perda
de cor e atividade biologica. A oxidacao, prin-
cipal causa de degradacao dos carotenoides,
depende da disponibilidade de oxigénio, do tipo
de carotenoide e de seu estado fisico. E estimu-
lada pelaluz, calor, metais, enzimas oxidativas
e peroxidos e inibida por antioxidantes.

Pelos resultados analisados, é possivel
observar que a aplicacdo de glyphosate e
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sulfumeturon-methyl nas maiores doses
testadas pode interferir na fotossintese, por
diminuir os teores de clorofila e carotenoides
da planta.

As analises de clorofila, principalmente de
carotenoides, mostraram-se um bom indicador
para avaliar efeitos de fitotoxicidade desses
produtos e sua possivel interferéncia no pro-
cesso fotossintético da cana-de-acucar.
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