EFEITO DE HERBICIDAS EM Spirodela punctata (G.F.W.Meyer) Thompson (LEMNACEAE) CULTIVADA EM
DIFERENTES SOLUCOES NUTRITIVAS

D. M. M. SANTOS', R.A.PITELLI> & D.A.BANZATTO?

1. Bidloga Profa. Assistente Doutora, Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/Unesp, Via de Acesso Prof.
Paulo Donato Castellane, s/n,Cep 14884-900, Jaboticabal,SP. E-mail: dumaria@fcav.unesp.br

2. Eng. Agron., Titular, Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/Unesp, Via de Acesso Prof. Paulo Donato
Castellane, s/n,Cep 14884-900, Jaboticabal, SP. E-mail: pitelli@fcav.unesp.br

3. Eng. Agron., Adjunto, Departamento de Ciéncias Exatas da FCAV/Unesp, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n,Cep

14884-900, Jaboticabal,SP. E-mail: banzatto@asbyte.com.br
Aceito para publicagdo em: 11/10/2001.

RESUMO

No presente trabalho verificaram-se as respostas
bioldgicas de Spirodela punctata as concentragdes subletais
dos herbicidas butaclor, glifosato e propanil preparadas em
solugdes comumente utilizadas para o seu cultivo. Para tanto,
foram realizados bioensaios com as seguintes solugdes:
solugdo nutritiva de Hillman 1:10 (ensaio 1) e 1:1 (ensaio 2),
solugdo nutritiva de Hutner 1:10 (ensaio 3) e 1:1 (ensaio 4) ¢
agua de torneira (ensaio 5). Nestas solugdes foram avaliadas
alteragdes na produ¢do de frondes (crescimento), e os efeitos
deletérios (morte de frondes) provocados por cinco
concentracdes (0,005; 0,05; 0,5; 5 ¢ 50 mg L'l) dos trés
herbicidas, além do tratamento controle (0 mg L™). Os
bioensaios foram conduzidos por sete dias, em condi¢des
controladas (5000 lux, fotoperiodo de 12/12 horas e
temperatura de 25° + 1°C). Os resultados do tratamento
controle mostraram que a solu¢do de Hillman diluida e a dgua
de torneira ndo sdo adequadas para o crescimento, embora ndo
tenham interferido nos efeitos toxicos dos herbicidas. A
solugdo de Hutner foi mais adequada, mesmo diluida (1:10),
provocando um aumento mais pronunciado na producdo de
frondes, recomendando-a, preferencialmente, para ensaios
rapidos que verifiquem a atividade biologica de herbicidas
presentes na agua.
Palavras-Chave: macrofita aquatica, crescimento, toxicidade,
butaclor, glifosato, propanil.

ABSTRACT
EFFECT OF HERBICIDES ON Spirodela punctata
(G.F.W.Meyer) Thompson (LEMNACEAE) CULTIVED
IN DISTINCT NUTRIENT SOLUTIONS

In this work it was observed the effect of subletal doses
of the herbicides butachlor, glyphosate and propanil on the
physiological response of Spirodela punctata using the
following nutrient solutions usually employed to cultivate
aquatic plants: Hillman nutrient solution at 1:10 dilution (assay
1) and 1:1 dilution (assay 2), Hutner nutrient solution at 1:10
dilution (assay 3) and at 1:1 dilution (assay 4), and tap water
(assay 5). Changes in frond production (growth) and the
deleterious effects (frond death) of the herbicides above cited
were evaluated in those solutions using five concentrations:
0.005, 0.05, 0.5, 5 and 50 mg L'and a control treatment (0 mg
L"). The assays were conducted over a period of seven days
under controlled conditions (5000 lux, 12/12 hour photoperiod
and temperature of 25° + 1°C). The results of the control
treatment showed that the diluted Hillman solution and tap

water are inadequate for growth, although they did not
interfere with the toxic effects of the herbicides. Hutner
solution was the most adequate even at 1:10 dilution, causing a
more pronounced increase in frond production. Thus, this
solution should be preferentially recommended for rapid
assays aiming the determination of biological activity of
herbicides present in water.

Key Words: Duckweed, growth, toxic effects, butachlor,
glyphosate, propanil.

INTRODUCAO

Os herbicidas, de um modo geral, incluem-se no grupo
de poluentes aquaticos. Assim, o desenvolvimento de técnicas
analiticas com a necessaria sensibilidade e com ampla
especificidade de organismos vegetais é de consideravel
interesse e importancia comercial (WESTON & ROBINSON,
1991).

Devido a uma acentuada sensibilidade, as macrofitas
aquaticas sfo muito utilizadas nos estudos que tratam da
atividade biologica dos herbicidas, podendo ser empregadas
em testes de toxicidade e como indicadoras de poluigdo de
herbicidas na agua (WANG, 1986).

O crescimento de espécies aquaticas da familia
Lemnaceac ¢ aproximadamente exponencial quando o
fornecimento de nutrientes e CO, ¢ suficiente e equilibrado.
As frondes ndo se propagam pela simples duplicagdo, e
dependendo da espécie e das condi¢des ambientais uma unica
fronde pode produzir acima de 20 novas frondes antes de se
separarem em colonias menores (LANDOLT & KANDELER,
1987). A espécie Spirodela punctata (G.F.W.Meyer),
macrofita aquatica flutuante, é comumente encontrada em
mananciais, lagos, lagoas e charcos. Caracteristicamente
possui vigoroso crescimento vegetativo associado a elevada
sensibilidade aos produtos diluidos na 4gua, sendo utilizada
como planta bioindicadora de poluentes na agua (COLEY &
KAY, 1992). Em geral, quando se empregam macrofitas
aquaticas em bioensaios, para detectar poluentes na agua, faz-
se necessario utilizar solugdes nutritivas, que possibilitem a
sobrevivéncia da planta no periodo experimental. Para um
cultivo com adequado crescimento sdo empregadas ao redor de
sete tipos distintos de solugdes nutritivas em espécies da
familia Lemnaceae (LANDOLT & KANDELER, 1987)
destacando-se, principalmente, a solugdo nutritiva de Hutner e
a de Hillman. A solugdo nutritiva de Hutner (HUTNER,
1953), entretanto, contém o agente quelante EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético), que embora ndo seja um nutriente
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vegetal, € um componente organico que provoca um maior
incremento da producdo de frondes (LANDOLT &
KANDELER, 1987). Devido a este fato e, como esta solugdo
nutritiva ¢ muito utilizada no cultivo de S. punctata
(HILLMAN, 1961; LANDOLT & KANDELER, 1987),
estabeleceu-se a hipdtese de que o EDTA pudesse complexar
total ou parcialmente os herbicidas e provocar alguma
interferéncia nas respostas bioldgicas da planta.

Assim,  supondo-se que solugdes  nutritivas
quimicamente  diferentes possam interferir com o0s
componentes quimicos das formulagdes dos herbicidas,
mascarando respostas biologicas das espécies aquaticas as
concentragdes destes produtos quimicos, no presente trabalho
foram estudados os efeitos dos herbicidas, freqiientemente
utilizados em ambientes aquaticos, butachlor, glyphosate e
propanil no crescimento e morte de frondes de S. punctata.

MATERIAL E METODOS

S. punctata foi coletada em uma lagoa, onde ocorre
espontaneamente, localizada no bairro do Sobrado, municipio
de Rio Claro, SP. (SANTOS, 1992). Antes de iniciar-se a
montagem dos bioensaios com os herbicidas e solugdes
nutritivas, foi realizada a limpeza de detritos nas plantas
coletadas, através de lavagens com 4agua destilada.
Posteriormente, o material foi acondicionado em caixas com
capacidade de 500 litros de agua do lago onde as plantas foram
coletadas, nas dependéncias do jardim experimental do
Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias, UNESP,
Campus de Rio Claro, SP. Os bioensaios foram realizados
somente ap6s um més de aclimatizago da espécie no local.

O crescimento das plantas foi verificado pela taxa de
multiplicag@o, cuja formula estd descrita em LANDOLT &
KANDELER (1987): TM = 1000 (1/t log (n; /ny ) em
percentagem, onde: TM= taxa de multiplicagdo; t = t, - t;
(tempo final - tempo inicial, em dias); ny = nimero de frondes
iniciais; n; = nimero de frondes finais.

Para a avaliagdo do numero de frondes mortas,
considerou-se a fronde inteiramente clordtica ou necrosada,
sendo que a morte das frondes ndo significou necessariamente
morte da planta (SANTOS, 1992).

Foram utilizadas formula¢des comerciais dos herbicidas
butachlor, glyphosate e propanil.

O butachlor (2-cloro-2’, 6’-dietil-N (butoximetil)
acetanilida) apresenta solubilidade em 4dgua de 20 mg L' a
20°C; o glyphosate (N-(fosfonometil)glicina) apresenta
solubilidade na 4gua de 10000 mg L" a 25°C e o propanil (3,4-
dicloropropionanilida) apresenta solubilidade na agua de 225
mg L' a 25°C (ALMEIDA & RODRIGUES, 1988).

Através de cinco bioensaios foram avaliados os
parametros de crescimento de frondes e o nimero de frondes
mortas, provocados pelos trés herbicidas diluidos em duas
solugdes nutritivas (Tabela 1). O bioensaio 1 constou de
solucdo de Hillman na propor¢ao de 1:10 (sem EDTA); o
bioensaio 2 constou de solugdo de Hillman na proporcdo de
1:1 (sem EDTA); o bioensaio 3 constou de solu¢do de Hutner
na propor¢ao de 1:10 (com EDTA); o bioensaio 4 constou de
solucdo de Hutner na propor¢dode 1:1 (com EDTA)e

TABELA 1. Substincias e concentragdes (mg L) utilizadas
na preparacdo das solugdes nutritivas de
HUTNER (1953) e de HILLMAN (1961).

Solugdo Nutritiva de Hutner

Substéancias mg L™
KOH 200,00
EDTA 500,00
NH4NO; 200,00
Ca(NO;),4H,0 354,00
MgS0,7H,0 492,00
FeSO47H,0 24,90
MnCl1,4H,0 17,40
ZnS0O45H,0 65,90
N32M0042H20 25,20
CuSO45H,0 3,95
H;BO; 14,20

pH 6,2a6,5

Solug¢ado Nutritiva de Hillman

Substancias mg L™
K,HPO, 680,00
KNO; 1515,00
Ca(NOs),4H,0 1180,00
MgS0O,7H,0 492,00
FeCL26H20 5,40
MnCl,4H,0 17,40
ZnS0O47H,0 0,22
Na,Mo042H,0 0,12
CUSO45H20 0,08
Acido tartarico 3,00

pH 6,0

bioensaio 5 constou apenas de agua de torneira. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
cinco repeticdes, em esquema fatorial 3 x 5, onde constituiram
variaveis os trés herbicidas e cinco concentragdes (0,005; 0,05;
0,5; 5 e 50 mg L"), além da testemunha sem aplicagdo de
herbicidas (0 mg L™).

Os bioensaios foram conduzidos em sala climatizada,
com luminosidade de 5000 lux, fotoperiodo de 12 horas claro
e 12 horas escuro e temperatura de constante de 25° + 1°C.
Para avaliar o crescimento ¢ o numero de frondes mortas
utilizaram-se recipientes com 6,5 cm de didmetro e 4,5 cm de
profundidade, com 100 mL de solug@o ¢ 50 frondes em 100
mL de uma das solugdes acima mencionadas. Os copos,
etiquetados, foram tampados com filme de polietileno
transparente e as avaliacGes foram realizadas apos sete dias
completos. Para a andlise estatistica utilizou-se o teste F, e os
graus de liberdade foram desdobrados para estudar a regressao
polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Verificaram-se em todas as solugdes nutritivas com
herbicidas, efeitos significativos para o crescimento ¢ morte de
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frondes (Figuras 1 a 6), exceto para o crescimento na espécie
quando submetida as concentra¢des de glyphosate em Hillman
1:10 e agua de torneira, mostrando que este produto nas
respectivas solu¢des ndo causa qualquer efeito em S. punctata.

Para o herbicida glyphosate (Figura 1) observa-se o
crescimento da espécie em Hutner 1:1 (Figura 1A) e Hillman
1:1 (Figura 1B). A regressdo polinomial mostrou que as
concentragdes intermediarias de 10 & 35 mg L™ de glyphosate
em Hutner 1:1 (Figura 1A) ocasionaram estimulacdo do
crescimento, e as concentragdes mais elevadas (a partir de 35
mg L") provocaram acentuado declinio da taxa de
multiplicagdo de S. punctata. Em Hillmam 1:1 (Figura 1B),
ocorreu um comportamento linear significativo, indicando que
0 aumento na concentragdo do herbicida provoca acentuada
inibigdo no crescimento de frondes. Para o nimero de frondes
mortas (Figura 2), os resultados revelaram que em Hutner 1:1
(Figura 2A), Hutner 1:10 (Figura 2B), Hillman 1:1 (Figura 2C)
e Hillman 1:10 (Figura 2D) a regressdo polinomial mostrou um
comportamento significativo, indicando que o aumento da
concentragdo do herbicida provoca maior morte de frondes de
S. punctata. Estas respostas deletérias da espécie ao herbicida
glyphosate em Hutner e Hillman, mostram que, provavelmente,
houve mais o efeito do herbicida independentemente da
solugdo utilizada.

O glyphosate ¢ muito utilizado em ambientes aquaticos
para controle de macréfitas (GROSSBARD & ATKINSON,
1985; SOLBER & HIGGINS, 1993). Em espécies de
Lemnaceae, HARTMAN & MARTIN (1984) constataram
elevada toxicidade. Entretanto, de acordo com NILSSON
(1985), varios metais de comum ocorréncia em aguas naturais
retardaram o movimento e reduziram a fitotoxicidade do
glyphosate devido as propriedades quelantes deste produto.

Considerando que o glyphosate ¢ um produto que atua
em baixas quantidades na planta e que, no presente trabalho, as
frondes de S. punctata ficaram expostas a solugdo durante sete
dias, pode-se inferir que a absor¢do deste herbicida foi
pequena. Esta baixa absor¢do poderia ter sido devido a
presenca de EDTA na solucdo nutritiva, pois sabe-se que esta
substancia forma complexo com a molécula de glyphosate
(NILSSON, 1985). Ainda, em reforco a esta afirmativa
NILSSON (1985) salienta que, os efeitos do glyphosate ndo
sdo influenciados quando ferro ¢ adicionado como agente
quelante com o EDTA. De fato, SHILLING et al. (1990)
verificaram que 100 mM de EDTA reduziam a atividade
fitotoxica do glyphosate na macrofita aquatica Panicum
repens. No entanto, os estudos efetuados no presente trabalho
em solugdes sem EDTA (Hilman 1:1 e 1:10) praticamente
eliminaram esta hipétese.

E importante ainda salientar que, quando S. punctata
cresceu em agua de torneira, os efeitos do glyphosate foram
similares aos verificados nas solugdes nutritivas. A redugdo de
crescimento provocada pelo glyphosate é bastante dependente
da sua concentragdo na solu¢do nutritiva. Nas maiores
concentragdes provavelmente houve maior absor¢do do

produto e os efeitos foram mais drésticos e rapidos.
Ressalta-se que, para plantas terrestres, os efeitos do
glyphosate normalmente evidenciam sintomas drasticos apos
sete dias de aplicagdo. Além disso, a intensidade luminosa

influencia de forma direta a velocidade e a intensidade dos
sintomas do glyphosate (GROSSBARD & ATKINSON,
1985). Os experimentos deste trabalho foram conduzidos em
baixas intensidades luminosas. Por este motivo, ¢ possivel que
sob um periodo experimental mais longo, ou sob intensidade
luminosa maior, os efeitos do glyphosate fossem mais
evidentes.

Estes comentarios ndo invalidam os resultados
observados, pois os experimentos foram conduzidos em
situagdes de bioensaios, sob condi¢des o6timas de luminosidade
para o crescimento da espécie. Segundo LANDOLT &
KANDELER (1987) a intensidade luminosa ideal para o
crescimento de Lemnaceae estd situada em uma ampla faixa.
Nos varios trabalhos que tratam deste assunto, os autores
utilizam desde luminosidades minimas de 800 lux até maximas
de 16000 lux (BOWKER et al., 1980; HILLMAN, 1961;
LANDOLT & KANDELER, 1987). De um modo geral, as
espécies de lemnaceas aparecem em todas intensidades
luminosas, e diferentes variedades clonais de uma mesma
espécie podem apresentar diferentes requisitos de luz sob
condigdes experimentais (HILLMAN, 1961). Sugere-se que,
para outro programa de pesquisa, considere-se variagdes na
intensidade luminosa e na extensdo do periodo de observagoes,
uma vez que, segundo os resultados ora obtidos, a solucdo
nutritiva pouco influenciou na resposta de S. punctata a agao
deste herbicida.

Na Figura 3 observa-se o crescimento da espécie para
Hutner 1:10 (Figura 3A), Hillman 1:1 (Figura 3B) e Hillman
1:10 (Figura 3C) com propanil. A regressdo polinomial
mostrou um comportamento significativo, indicando que o
aumento na concentracdo de herbicida provoca acentuada
inibigdo no crescimento de frondes. Em contrapartida, o
comportamento da espécie em Hutner 1:10 (Figura 3A),
evidenciou maior decréscimo na produ¢do de frondes até a
concentragio de 30 mg L' , indicando leve aumento do
crescimento a partir de 40 mg L™ . Um aspecto extremamente
importante observado em relacdo ao propanil € que em baixas
concentragdes o produto pouco inibiu o crescimento da
espécie. De fato, para o crescimento de algas, o propanil foi
mais toxico que o glyphosate, inclusive as baixas
concentragdes de propanil estimularam o crescimento de
algumas espécies de algas (MAULE, 1984). Para o numero de
frondes mortas (Figura 4), os resultados revelaram que em
todas as solugdes com propanil (Figuras 4A a 4E) a regressao
polinomial mostrou um comportamento linear significativo,
indicando que o aumento da concentracdo de herbicida
provoca maior morte de frondes. Contudo, nas solugdes
nutritivas de Hutner 1:1 (Figura 4A) e Hillman 1:1 (Figura
4C), nas concentragdes mais elevadas, a partir de 40 mg L™, o
efeito toxico diminuiu ocasionando menor efeito deletério nas
frondes de S. punctata. Para o herbicida butachlor (Figura 5) o
comportamento da espécie em Hillman 1:10 (Figura SA) e agua de
torneira (Figura 5B), evidenciou maior decréscimo na produgao

=1

1 y=42,34031+0,71246 x-0,02127 x*
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Figura 1. Crescimento de Spirodela punctata sete dias ap6s a aplicagdo do herbicida glyphosate, cultivada em diferentes solugdes

nutritivas. A. Hutner 1:1. B. Hillman 1:1.

de frondes nas concentragdes de 10 mg L' a 30 mg L™,
indicando leve aumento do crescimento a partir de 40 mg L™ .
Lui & Tsai citado por LANDOLT & KANDELER (1987)
verificaram que, baixas concentra¢des de butachlor (ao redor
de 0,1 mg L) inibiam o crescimento de plantas daninhas de
arroz inundado, tais como Cyperus sp e Monochoria sp. Para
morte de frondes (Figura 6), os resultados revelaram que em
Hillman 1:1 (Figura 6B), Hillman 1:10 (Figura 6C) e agua de
torneira (Figura 6D), ocorreu um comportamento linear
significativo, indicando que o aumento da concentragdo do
herbicida ¢ diretamente proporcional ao aumento de frondes
mortas. Também, em Hutner 1:1 houve aumento da morte de
frondes com o aumento da concentra¢do do herbicida, mas,
nas concentragdes mais elevadas, a partir de 30 mg L, o
efeito toxico diminuiu ocasionando menor mortalidade (Figura
6A). Isto, provavelmente, pode ter ocorrido porque o produto,
em concentragcdes mais elevadas, ndo estava disponivel nesta
solucdo nutritiva, para que a planta pudesse absorvé-lo. Na
solugdo de Hillman e na agua de torneira os efeitos do
butachlor, em média, foram reduzidos quando comparados
com aqueles observados na solugdo nutritiva de Hutner. Este
fato ressalta, especificamente para o butachlor, que ¢ muito
importante considerar a composi¢do da solu¢do nutritiva em
que desenvolveu esta Lemnaceae. Salienta-se que a solugdo
nutritiva de Hillman ndo contém EDTA, no entanto, ndo foi
encontrada, na literatura consultada, informacdo que
suportasse qualquer discussdo sobre o efeito do EDTA na acdo
do butachlor. E um aspecto interessante a ser considerado em
futuros programas de pesquisas.

Além do mais, avaliando-se os resultados apresentados
na testemunha verificon-ce ane a <olicin de Hillman dilnidg

;

y=1,16258-0,005 x+0,00218 x
7 R?=0,9995

(Hillman 1:10) e 4gua de torneira nao sdo solu¢des adequadas
para o crescimento de S. punctata causando elevado declinio
da produgdo de frondes. Estas solugdes ndo interferiram nos
efeitos dos herbicidas, além de provocar efeitos deletérios no
crescimento de plantas do tratamento testemunha. A solucdo
de Hutner foi mais adequada mesmo diluida, pois, o
crescimento de S. punctata nesta solucdo foi mais
pronunciado. De acordo com LANDOLT & KANDELER
(1987) as lemnaceas podem permanecer vivas em solugdes
nutritivas muito diluidas por dias ou semanas, usando os
nutrientes acumulados em suas frondes.

CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu concluir que:

a) Todos os herbicidas, introduzidos nas solu¢des nutritivas,
apresentaram efeitos prejudiciais ao crescimento da espécie. O
glyphosate foi aquele que apresentou menor acéo fitotoxica em
S. punctata. Os herbicidas butachlor e propanil apresentaram
elevada toxicidade em S. punctata, em ordem decrescente
glyphosate < butachlor = propanil .

b) A solucdo de Hillman diluida (Hillman 1:10) e agua de
torneira ndo sdo solugdes adequadas para o cultivo de S.
punctata. A solugdo de Hutner, mesmo diluida, ¢ a mais
adequada para o cultivo da espécie, recomendando-a,
preferencialmente, para ensaios rapidos que verifiquem a
atividade bioldgica de herbicidas presentes na agua.

6 y=2,88523+0,05127 x )1
R?=0,9472
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