DIFERENCIACAO DE ESPECIES DANINHAS AQUATICAS PELA ANALISE
MULTIVARIADA DE CARACTERES ESTRUTURAIS FOLIARES'

Differentiation of Aquatic Weeds by Multivariate Analysis of Foliar Structural Characters

COSTA, N.V.2, RODELLA, R.A.?e MARTINS, D.*

RESUMO - Algumas espécies de plantas aquaticas tém-se tornado problematicas em
reservatorios hidrelétricos no Brasil, devido a sua grande capacidade de reproducao. O objetivo
deste trabalho foi diferenciar Brachiaria mutica, Brachiaria subquadripara, Panicum repens,
Eichhornia crassipes, Heteranthera reniformis, Typha subulata e Enhydra anagallis, utilizando-
se 19 caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar, que se relacionassem com a penetracao
e translocacado de herbicidas. Amostras do terco médio do limbo foram fixadas em FAA 50,
cortadas transversalmente em microtomo com 8 mm de espessura e coradas com azul-de-
toluidina. Foram quantificados (%) os seguintes caracteres estruturais da nervura central (NC)
e da regidao internervural (IN): epidermes adaxial e abaxial, feixe vascular, bainha do feixe
vascular, esclerénquima, parénquima e lacunas do aerénquima, além da espessura da folha,
do numero de estomatos e do nimero de tricomas nas faces adaxial e abaxial. Os 19 caracteres
estruturais foram submetidos a Analise de Agrupamento e Analise de Componentes Principais.
Houve a formacao de trés grupos principais: grupo 1 — B. mutica, B. subquadripara e P. repens
(Poaceae); grupo 2 - E. crassipes e H. reniformis (Pontederiaceae) e E. anagallis (Asteraceae); e
grupo 3 —apenas T. subulata (Typhaceae). Os caracteres com maior poder discriminatorio foram:
porcentagem de epiderme adaxial (IN); porcentagem de epiderme abaxial; feixe vascular; bainha
do feixe vascular; esclerénquima e lacunas do aerénquima (NC e IN); espessura da folha e
numero de estomatos das faces adaxial e abaxial. Concluiu-se que os caracteres estruturais
quantitativos permitiram diferenciar essas espécies daninhas aquaticas em fase vegetativa.

Palavras-chave: planta aquética, infestagdo, anatomiafoliar.

ABSTRACT - Some aquatic plant species have caused great damage to hydroelectric power dams
in Brazil, due to their great capacity of reproduction. Nineteen quantitative structural characters
of leaf blades were used to differentiate Brachiaria mutica, Brachiaria subquadripara,
Panicum repens, Eichhornia crassipes, Heteranthera reniformis, Typha subulata, and
Enhydra anagallis. Leaf blade samples were collected, fixed in FAA 50, infiltrated in glycol
metacrylate resin, cut transversally with 8 mm thickness, and stained with toluidine blue. Structural
characters in vein and internerval regions were quantitatively evaluated (%) for adaxial and abaxial
epidermis, vascular bundle, vascular bundle sheath, esclerenchyma, parenchyma, and spongy
aerenchyma. Leaf thickness, stomata and trichome number were determined at the internerval
region. The quantitative structural characters of the leaf were submitted to Clusters Analysis and
Principal Components Analysis. Three groups were_formed according to similarity levels: group 1
- B. mutica, B. subquadripara, and P. repens (Poaceae); group 2 - E. crassipes and
H. reniformis (Pontederiaceae), and E. anagallis (Asteraceae); group 3 - only for T. subulata
(Typhaceae). The structural characters with high discriminatory degree were: adaxial epidermis
(internerval region); abaxial epidermis, vascular bundle, vascular bundle sheath, esclerenchyma
and spongy aerenchyma (middle vein and internerval region); leaf thickness; and stomata number.
The quantitative structural characters allowed the differentiation of these aquatic weed species
during the vegetative period.
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INTRODUCAO

Nos ecossistemas aquaticos, as plantas
sdo a principal fonte produtora de biomassa
(Esteves, 1998). O excessivo desenvolvimento
dessas plantas pode ocasionar varios incon-
venientes no que se refere ao transporte hi-
droviario, a pesca, a producao de energia, ao
abastecimento de agua, aos esportes nauticos,
a proliferacao de vetores de doencas, entre
outros. Algumas espécies de crescimento rapido
podem suprimir outras menos agressivas, dese-
javeis para manutencdo da diversidade, ou
modificar negativamente algumas caracte-
risticas fisicas da agua (Cardoso et al., 2002).

Em levantamento nos reservatorios ope-
rados pela Companhia Energética de Sao
Paulo-CESP (Trés Irmaos, Jupia, Ilha Solteira,
Porto Primavera, Paraibuna e Jaguari), Tanaka
et al. (2002) identificaram 29 espécies de plan-
tas aquaticas, distribuidas em 17 familias,
dentre as quais Brachiaria mutica, Brachiaria
subquadripara, Enhydra anagallis, Heteranthera
reniformis, Panicum repens, Typha subulata e
Eichhornia crassipes tém se tornado proble-
maticas, devido a sua grande capacidade
reprodutiva e producao de biomassa.

Principe et al. (1997) afirmam que um dos
principais transtornos ocasionados pela grande
incidéncia de plantas aquaticas, notadamente
em épocas de cheias, esta relacionado com a
reducao da poténcia das unidades geradoras
de energia das usinas hidrelétricas, pois o
acumulo de detritos vegetais nas grades da
tomada de agua de uma unidade geradora
impede que esta gere sua poténcia maxima,
reduzindo assim a capacidade de producao de
energia da usina.

O controle quimico apresenta-se alta-
mente seletivo as plantas daninhas aquaticas,
além de evitar danos a fauna, como ocorre no
controle mecanico, pela coleta indesejada de
insetos e alevinos. O uso de herbicidas apre-
senta-se como excelente alternativa de manejo,
promovendo resultados rapidos de controle,
além de manter a populacao de plantas dani-
nhas em niveis satisfatérios, sem prejuizos
para o uso da agua (Martins et al., 2002).

A eficiéncia do controle quimico esta
relacionada a diversos fatores, sendo muito
importante o conhecimento das caracteristicas
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estruturais da planta. Hess & Falk (1990)
ressaltam a diversidade morfologica da
epiderme foliar, em varias espécies, indicando
que topografia, grau e tipo de cera epicuticular,
tricomas e estomatos influenciam a deposicao
dos herbicidas sobre a superficie da folha. As
caracteristicas estruturais possibilitam ainda
diferenciar espécies. Entretanto, estudos sobre
anatomia foliar de plantas aquaticas relacio-
nados com a deposicdo, absorcao e translo-
cacao de herbicidas sao bastante escassos no
Brasil.

De acordo com Procépio et al. (2003b), a
morfologia das folhas influencia a quantidade
de produto interceptado e retido, porém € a
anatomia foliar que determina a facilidade com
que serao absorvidos. Assim, o estudo da
anatomia foliar de plantas daninhas destaca-
se como uma técnica importante na identifi-
cacao e descricao de estruturas que podem
influenciar a absorcao dos herbicidas, além de
auxiliar na diferenciacao de espécies.

Ferreira et al. (2002a, b) e Procépio et al.
(2003b) relatam que o estudo anatémico foliar
pode melhorar o entendimento sobre as
barreiras que cada espécie impoe a penetracao
dos herbicidas e subsidiar a busca de estraté-
gias para supera-las. Dessa maneira, a analise
da estrutura foliar pode permitir a identificacao
de espécies suscetiveis, tolerantes ou resisten-
tes a determinado produto quimico, definindo
sua seletividade.

O objetivo deste trabalho foi diferenciar
sete espécies de plantas daninhas aquaticas,
ocorrentes em reservatorios hidrelétricos do
Estado de Sao Paulo, utilizando-se 19 carac-
teres estruturais quantitativos do limbo foliar,
relacionados a penetracido e translocacao de
herbicidas, visando contribuir para o sucesso
do controle quimico de plantas daninhas.

MATERIAL E METODOS

As espécies de plantas daninhas aquaticas
utilizadas foram: Brachiaria mutica, Brachiaria
subquadripara, Eichhornia crassipes, Enhydra
anagallis, Heteranthera reniformis, Panicum
repens e Typha subulata.

O experimento foi conduzido no Nucleo de
Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM),
do Departamento de Producao Vegetal da
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Faculdade de Ciéncias Agrondomicas de
Botucatu - UNESP. As plantas daninhas
aquaticas foram reproduzidas em pleno sol, por
meio de suas estruturas de dispersao vege-
tativa, e acondicionadas em caixas-d’agua de
fibra de vidro de 320 litros, contendo no fundo
uma camada de 15 cm de solo. A analise qui-
mica do solo apresentou os seguintes valores:
pH =5 em CaCl,; matéria organica = 16 g dm;
CTC=75/P=70mgdm?3;K=1,9 / Ca=28
/ Mg = 9 mmol,  dm>; e saturacao por bases =
39%.

As plantas foram avaliadas antes do flores-
cimento, quando se encontravam totalmente
desenvolvidas, amostrando-se quatro folhas,
e cada uma representou uma repeticao. A folha
foi escolhida de acordo com o habito de
crescimento de cada espécie de planta daninha
aquatica. Para B. mutica, B. subquadripara,
P. repens, H. reniformis e E. anagallis coletou-
se a terceira folha totalmente expandida,
contada a partir do apice. Em se tratando de
E. crassipes, foi coletada a folha mais proxima
do centro da roseta. Para T. subulata coletou-
se a terceira folha totalmente expandida,
contada a partir da primeira folha com bainha,
no sentido do centro da roseta para fora.

Foram tomadas porcdes do terco médio do
limbo foliar, compreendendo a nervura central
e a regido internervural, fixando-as em FAA
50 (formaldeido + acido acético glacial + alcool
50%) durante 48 horas, sendo, a seguir, con-
servadas em alcool 70% (Johansen, 1940).

As amostras foliares foram infiltradas com
historresina (Gerrits, 1991), cortadas trans-
versalmente em micrétomo rotatorio com 8 pm
de espessura e coradas com azul-de-toluidina
0,05% (O’'Brien et al., 1964). Posteriormente,
foram feitas observacdes microscopicas das
estruturas da nervura central e da regiao
internervural do limbo, e os limites e contornos
dos tecidos, desenhados com o auxilio de mi-
croscopio de projecao; as areas foram mensu-
radas em mesa digitalizadora acoplada a um
computador equipado com o programa de
Sistema de Planimetria (SPLAN), desenvolvido
pelo CINAG — UNESP de Botucatu/SP (Souza
et al., 2005).

Nas estruturas presentes no limbo, foram
quantificados caracteres anatéomicos da
nervura central e da regiao internervural
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(expressos em percentual), referentes a epi-
derme das faces adaxial e abaxial, feixe
vascular, bainha do feixe vascular (endoderme),
esclerénquima, parénquima e lacunas do
aerénquima. Foi também mensurada, na regido
internervural, a espessura do limbo foliar.

O numero de estomatos e de tricomas por
milimetro quadrado da superficie foliar foi
determinado nas faces adaxial e abaxial do
limbo, utilizando-se a técnica de impressao
da epiderme em adesivo a base de éster de
cianoacrilato (Souza et al., 2005), com 16 repe-
ticoes por face em cada espécie. A média do
numero de estomatos e de tricomas, em cada
impressao da epiderme, foi originaria da conta-
gem de cinco campos de observacao, tomados
ao acaso, totalizando 80 campos de amos-
tragem por face foliar.

Os 19 caracteres estruturais quantitativos
do limbo foliar foram submetidos aos testes
estatisticos multivariados de Analise de
Agrupamento e Analise de Componentes
Principais (Sneath & Sokal, 1973), a fim de
agrupar as espécies de acordo com seu grau
de similaridade e verificar a capacidade dis-
criminatoria dos caracteres originais no
processo de formacao dos agrupamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios referentes aos 19 carac-
teres estruturais quantitativos do limbo foliar,
para as sete espécies de plantas daninhas
aquaticas, empregados na realizacao da analise
estatistica multivariada encontram-se na
Tabela 1.

Na Analise de Agrupamento, representada
na forma de dendrograma (Figura 1), foi pos-
sivel agrupar as sete espécies estudadas de
forma que aquelas pertencentes a um mesmo
grupo apresentassem maior similaridade que
as de grupos diferentes. Houve a formacao de
trés grupos principais, em nivel de 0,40 na
escala de distancia de similaridade, os quais
apresentaram a seguinte disposicao: grupo 1
— formado pelas trés espécies de gramineas
(Poaceae): Brachiaria mutica, B. subquadripara
e Panicum repens; grupo 2 - constituido
pelas espécies de Pontederiaceae, Eichhornia
crassipes e Heteranthera reniformis, e pela
espécie de Asteraceae, Enhydra anagallis;
grupo 3 - formado somente por Typha subulata,
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Tabela 1 - Vaores médios de 19 caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar de sete espécies de plantas daninhas
aquéticas. Botucatu-SP, 2004

Caréter ENYAN | PANPU | BRASU | PANRE | EICCR | HETRE | TYPSU
Regido da Nervura Central
% epiderme face adaxial 2,97 4,69 14,68 6,85 6,41 5,44 0,42
% epiderme face abaxial 3,92 5,73 5,84 6,18 4,25 6,30 0,41
% feixe vascular 6,14 10,73 7,79 9,94 4,20 5,08 3,34
% bainha feixe vascular (endoderme) 3,02 20,31 27,27 22,49 13,00 11,15 0
% esclerénquima 1,64 5,52 2,08 3,57 1,12 1,22 0,40
% parénquima 82,31 53,02 42,34 50,97 57,98 52,04 28,19
% lacunas do aerénquima 0 0 0 0 13,04 18,77 67,24
Regido Internervural

% epiderme face adaxial 4,76 14,49 14,89 11,07 6,36 6,43 0,44
% epiderme face abaxial 4,63 6,63 6,99 9,56 4,10 6,50 0,48
% feixe vascular 1,03 12,22 8,46 11,75 4,80 3,04 3,67
% bainha feixe vascular (endoderme) 3,34 26,88 29,23 33,33 16,99 5,74 0
% esclerénquima 0 2,97 1,65 2,19 1,89 0 0,42
% parénquima 86,25 36,82 38,79 32,10 54,53 61,96 28,69
% lacunas do aerénquima 0 0 0 0 11,33 16,32 66,30
Espessura da folha (x102 mm) 23,71 14,75 14,22 16,10 46,51 24,78 291,85
N® estématos mm™ (face adaxial) 221,58 179,76 176,17 164,15 130,88 291,33 537,21
N2 estdmatos mm? (face abaxial) 194,08 14547 | 134,72 102,09 150,96 184,23 | 521,61
N tricomas mm™ (face adaxial) 0 14,60 0,76 0,51 0 0 0
N tricomas mm™ (face abaxial) 0 37,75 39,02 1,00 0 0 0

ENYAN: Enhydra anagallis; PANPU: Brachiaria mutica; BRASU: Brachiaria subquadripara; PANRE: Panicum repens, EICCR: Eichhornia
crassipes, HETRE: Heteranthera reniformis; TY PSU: Typha subulata.
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ENYAN: Enhydra anagallis; PANPU: Brachiaria mutica; BRASU: Brachiaria subquadripara; PANRE: Panicum repens; EICCR: Eichhornia
crassipes; HETRE: Heteranthera reniformis; TYPSU: Typha subulata.

Figura 1 - Dendrograma resultante da Andlise de Agrupamento dos caracteres estruturais quantitativos das folhas, utilizando-se
adistancia euclidiana média entre as espécies de plantas daninhas aquéticas.
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pertencente a familia Typhaceae. Verificou-se
também que as espécies do grupo 1 (Poaceae)
e a do grupo 3 (Typhaceae) apresentaram
maior dissimilaridade, enquanto as do grupo
2 (Pontederiaceae e Asteraceae) mostraram
maior similaridade com base nos caracteres
estruturais quantitativos avaliados.

Na Tabela 2 sao apresentados os coefi-
cientes de correlacao entre os 19 caracteres
estruturais do limbo foliar e os dois primeiros
componentes principais (Y, e Y,). No conjunto,
esses componentes foram responsaveis por
81,98% da informacido acumulada pelos
caracteres avaliados, constituindo-se em
indicadores eficientes de dissimilaridade,
comportando-se, portanto, como caracteres
diferenciadores entre as espécies de daninhas
aquaticas estudadas.

Para Y,, as porcentagens de epiderme da
face adaxial da regiao internervural e de bainha
do feixe vascular (endoderme) da nervura central
e da regido internervural foram os caracteres
que mais contribuiram para a discriminacao
das sete espécies estudadas, seguindo-se as
porcentagens de epiderme da face abaxial, feixe
vascular, esclerénquima e lacunas de
aerénquima da nervura central e da regiao
internervural, bem como a espessura da folha,
do numero de estomatos das faces adaxial e
abaxial e de tricomas da face abaxial (Tabela
2). Este componente (Y,) apresentou 63,58%
da informacao retida, a qual é considerada
satisfatoria para explicar a contribuicao dos
caracteres na formacao dos agrupamentos.

ParaY,, a informacéo retida foi de 18,40%,
que é um valor considerado baixo; consequien-
temente, apenas o carater relacionado com a
porcentagem de parénquima da nervura
central e da regidao internervural apresentou
poder de discriminacao satisfatorio.

A dispersao grafica (Figura 2), resultante
da Analise de Componentes Principais, também
mostrou a formacao de trés grupos, com
relacao as sete espécies estudadas, revelando
haver boa concordancia entre esses resultados
e aqueles obtidos na Analise de Agrupamento
(Figura 1).

Na analise conjunta de Y, e da dispersao
grafica, as espécies de Poaceae, ou seja, as
gramineas constituintes do grupo 1, apresen-
taram os maiores valores dos caracteres
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relativos a epiderme, feixe vascular, bainha do
feixe vascular (endoderme) e esclerénquima da
nervura central e da regiao internervural, bem
como os menores valores dos caracteres
referentes a namero de estomatos, espessura
da folha e lacunas de aerénquima (inexistentes
no limbo foliar de gramineas) e maior valor do
numero de tricomas (Tabela 1). Resultados
contrarios foram constatados para a espécie
constituinte do grupo 3 (Typhaceae), enquanto
as do grupo 2 (Pontederiaceae e Asteraceae)
mostraram tendéncia em apresentar valores
intermediarios.

Em trabalho semelhante, Rocha (2001)
avaliou diferenciacdées anatéomicas em
Commelinaceae pela espessura da folha, pelo
tamanho da nervura central e pela quantidade
de feixes vasculares presentes no caule; os
resultados mostraram maiores valores para
suscetiveis a herbicidas (C. benghalensis e
C. villosa) e menores para tolerantes (C. diffusa
e C. erecta), o que explica a facilidade ou
dificuldade de translocacao.

Tabela 2 - Coeficientes de correlagdo entre os 19 caracteres
estruturais quantitativos do limbo foliar de sete espécies
de plantas daninhas aquéticas e os dois primeiros compo-
nentes principais (Y, eY,). Botucatu-SP, 2004

Carater Y. Y2
% epiderme face adaxial (NC) 0,6774 | 0,410
% epiderme face abaxial (NC) 0,8280 | 0,4127
% feixe vascular (NC) 0,8835 | -0,1503
% bainha feixe vascular (endoderme) (NC) | 0,9271 | -0,0880
% esclerénquima (NC) 0,8177 |-0,2751
% parénquima (NC) 0,1515 | 0,7858
% lacunas do aerénquima (NC) -0,8343 |-0,5108
% epiderme face adaxial (RIN) 0,9764 | -0,1065
% epiderme face abaxial (RIN) 0,8437 | 0,3138
% feixe vascular (RIN) 0,8163 | -0,4820
% bainha feixe vascular (endoderme) (RIN) | 0,9178 | -0,1705
% esclerénquima (RIN) 0,7846 |-0,4392
% parénquima (RIN) -0,2222 | 0,8497
% lacunas do aerénquima (RIN) -0,8279 | -0,5289
Espessuradafolha (RIN) -0,7866 | -0,5969
N° estématos mm? (face adaxial) -0,8116 | -0,4648
Ne estématos mm? (face abaxial) -0,8396 | -0,5214
Ne tricomas mm? (face adaxial) 0,5513 | -0,4992
N tricomas mm (face abaxial) 0,7032 | -0,4356
% informagao retida 63,58 18,40
% informag&o acumulada 63,58 81,98

NC: nervuracentral. RIN: regido internervural.
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ENYAN: Enhydra anagallis; PANPU: Brachiaria mutica; BRASU: Brachiaria subquadripara; PANRE: Panicum repens; EICCR: Eichhornia

crassipes, HETRE: Heteranthera reniformis; TYPSU: Typha subulata.

Figura 2 - Representacéo gréfica da dispersao das espécies de plantas daninhas aquéticas, utilizando-se os dois primeiros
componentes principais (Y, e'Y,), para o conjunto dos 19 caracteres estruturais quantitativos da folha.

Procopio et al. (2003a) evidenciam como
principal barreira a penetracao dos herbicidas
nas folhas a ocorréncia de maior espessura da
cuticula e da epiderme da face adaxial, alto
teor de cera epicuticular, alta densidade de
tricomas, baixa densidade de estomatos e alto
teor de cera epicuticular.

Com base nos maiores valores dos carac-
teres estruturais quantitativos de epiderme,
feixe vascular, bainha do feixe vascular
(endoderme), esclerénquima e numero de
tricomas, bem como nos menores valores para
numero de estomatos e espessura da folha,
pode-se inferir que as espécies do grupo 1
(Poaceae) apresentam maior dificuldade de
controle, seguida das espécies do grupo 2
(Pontederiaceae e Asteraceae) e do grupo 3
(Typhaceae). Martins et al. (2002), Carbonari
et al. (2003) e Silva (2003) constataram
também que B. mutica e B. subquadripara
(Poaceae) mostraram maior dificuldade de
controle do que T. subulata (Typhaceae) e
E. crassipes (Pontederiaceae) quando se
utilizou glyphosate (7 L ha!) com adjuvantes.
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Buick et al. (1993) consideram os esto-
matos uma das principais vias de penetracio
de herbicidas. Dessa forma, as espécies de
gramineas estudadas, por possuirem menor
numero de estomatos no limbo foliar, podem
apresentar maior dificuldade de controle que
as demais. Entretanto, Greene & Bukovac
(1974) verificaram que a penetracdo pelos
estomatos nao se caracterizou como uma
importante rota de entrada de solug¢oes aquo-
sas com tensao superficial proxima a da agua.
Contudo, a reducao da tensao superficial pela
adicao de surfatantes pode induzir o aumento
da absorcao estomatica.

De acordo com Hess & Falk (1990) e
Procopio et al. (2003b), a presenca de trico-
mas, mesmo em pequenas quantidades na
superficie foliar, pode interceptar e causar a
aderéncia das gotas de pulverizacao, impe-
dindo o seu contato com as células da epiderme
e reduzindo a eficiéncia dos herbicidas. Das
espécies estudadas, somente as gramineas
apresentaram tricomas, caracteristica esta que
pode contribuir para a sua maior dificuldade
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de controle. No entanto, a eficiéncia da ab-
sorcao de herbicidas pelos tricomas e a trans-
locacdo destes para as células da epiderme
sao ainda pouco conhecidas (Hess & Falk,
1990).

Assim, as estruturas anatomicas foliares
podem influenciar a deposicao, retencao,
absorcao e translocacao de solucoes aplicadas
sobre as folhas, funcionando como barreiras,
que podem estar relacionadas com a maior ou
menor resisténcia de determinada planta
daninha aos herbicidas. Contudo, pouco se
conhece sobre a proporcao da contribuicao
de cada carater estrutural do limbo foliar no
processo de absorcao e translocacao de
herbicidas.

Verificou-se a ocorréncia de similaridades
entre Poaceae e Typhaceae, ambas perten-
centes a subclasse Commelinidae, da classe
Liliopsida (monocotiledéneas), bem como a
existéncia de similaridades entre Pontede-
riaceae, da subclasse Liliidae, também perten-
cente a classe Liliopsida (monocotiledoneas), e
Asteraceae, da subclasse Asteridae, da classe
Magnolipsida (dicotiledoneas).

Assim, a porcentagem de parénquima do
limbo foliar permitiu discriminar as espécies
de Commelinidae das espécies de Liliidae e
Asteridae, que, segundo Cronquist (1981), sao
consideradas as subclasses mais evoluidas,
respectivamente, nas classes Liliopsida e
Magnoliopsida.

As diferencas estruturais encontradas nas
espécies daninhas aquaticas podem auxiliar
na correta identificagcido dessas espécies em
levantamentos realizados em reservatorios
hidrelétricos, bem como nas tomadas de deci-
sao para 0 manejo quimico.
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