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ENSAIOS SOBRE A METODOLOGIA DO ESTUDO DA INFLUENCIA DE TRES
HERBICIDAS EM Spirodela punctata (G.FW. Meyer) Thompson (LEMNACEAE)

Durvalina Maria Mathias dos San_rqs"
Giorgio de Marinis

RESUMO —O presente trabalho visa conhecer a taxa de multiplicagio e o indice de mortalidade
de S. punctata a diversas concentragdes do butaclora, propanila e glifosato bem como comparar
dois métodos diferentes de investigagdes (ensaio 1 e 2). Os dados indicaram que no ensaio 1 as
concentragdes foram pouco tdxicas provocando baixos indices de mortalidade embora tenha
ocorrido inibigdo do crescimento nas concentragdes mais fortes. O ensaio 2 mostrou que a butaclora
e a propanila sdo mais toxicas que o glifosato, com valores de mortalidade de 100% em apenas
48 horas. A taxa de multiplicagdo, neste ensaio, somente foi determinada para o glifosato, pois
os demais herbicidas foram altamente toxicos para a espécie. Verificou-se, na comparacio dos
dois métodos diferentes, que os recipientes utilizados no ensaio 2 foram mais adequados ao cultivo
da espécie e que os efeitos toxicos devem ser observados em frondes consideradas individualmente
e ndo em plantas inteiras.

Palavras-chave: Spirodela punctata, Butaclora, Propanila, Glifosato, Crescimento.

SUMMARY — The present work looks for a knowledge of multiplicate rate and mortality
index of. S. punctata to several concentrations of butachlor, propanil and gliphosate as well as
to compare two different methods. On essay | the concentrations were a little toxic provoking
low index of mortality in spite of it has occured inhibition of increasing on stronger concentrations.
The essay 2 showed what, the butachlor and the propanil are more toxics than the gliphosate,
with values of mortality of 100% in only 48 hours. The multiplicate rate, on this essay, was only
determinated to the gliphosate, because the other herbicides were highly toxic to the species. It
was checked on the comparation of the two different methods the posts used on essay 2 were
more appropriate to the cultive specie and the toxic effects must be observated on considered
individualy and not on whole plants.
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Introdugio

Spirodela punctata (G.FW. Meyer) Thompson, ¢ uma planta flutuante que cresce
na superficie da 4gua. Considerada por varios autores (Palm 1968; Correll & Correll 1975;
Fryer & Makepeace 1977; Metha 1979; Lorenzi 1982; Radosevich & Holt 1984 e outros)
como infestante de mananciais de 4gua parada e de lagos, lagoas e represas, a espécie
com seu vigoroso crescimento, entope canais e valetas, interferindo na sua utilizagdo.

Margalef (1974) salienta que a vegetagdo aqudtica pode rapidamente tornar-se ex-
cessiva devido a alteracdo das condigdes e dos fatores ecolégicos em determinados am-
bientes aquaticos, resultante ou ndo da a¢io humana.

O manejo da vegetagdo aquatica € essencial para a preservacio e utilizagio dos re-
cursos hidricos. Um dos métodos de manejo consiste no uso de herbicidas como inibi-
dores do excessivo crescimento das hidréfitas. De acordo com Saggers (1976), devido a
sua susceptibilidade aos herbicidas, as plantas aquaticas sdo importantes para os estu-
dos sobre a atividade biolégica desses produtos, sendo fregiientemente empregadas em
bioensaios e como indicadoras da poluigio da 4gua. Landolt & Kandeler (1987) salienta-
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ram que espécie de lemmadceas sdo capazes de tolerar um grau relativamente alto de po-
luicdo e que, as vezes, somente a vegetagdo de lemndaceas cresce vigorosamente em locais
muito poluidos. Os autores descrevem que S. punctata é capaz de crescer em solugdo
com 1 g de nitrogénio/litro e 1,5 g de fésforo/litro, indicando que ¢ tolerante ao alto
contetido de nutrientes. De um modo geral, as espécies sdo capazes de absorver e desin-
tegrar substincias téxicas e acumular metais pesados.

Os efeitos dos herbicidas sobre as plantas aquaticas sdo amplamente documentados
na literatura (Way & Chancellor de 1976; Landolt & Kandeler 1987). Varios produtos
foram testados no controle de tais plantas, como os carbamatos (Shaw & Swanson 1953),
o diquat e o paraquat (O’Brien & Prendeville 1978), o cianocrilate (Huppatz & Phillips
1982) e muitos outros compostos (Slooff & Canton 1984).

A respeito do crescimento do género Spirodela encontram-se trabalhos sobre a in-
fluéncia de varios produtos quimicos (Hance & McKone 1976; Rasol & Rendic 1978. Sa-
hai et al. 1983; Charpentier & Garnier 1986, entre outros), porém, ndo ha registro de
qualquer estudo sobre os herbicidas investigados no presente trabalho e nem de produ-
tos quimicos afins.

Hillman (1961) em sua revisdo sobre a familia Lemnaceae indicou estudos de toxi-
dade com virios tipos de herbicidas, principalmente em outra espécie, Lemna minor L.

Brian (1976) salienta que os herbicidas do grupo das amidas, ao qual pertencem a
butacloraz e a propanila’, exercem sobre as plantas vérios efeitos biologicos. A buta-
clora é utilizada em pre-emergéncia para o controle de monocotiledéneas e dicotiledd-
neas na semeadura e no transplante do arroz irrigado; a propanila controla plantas
daninhas em culturas de arroz e batata. O glifosato?, que pertence ao grupo dos dcidos
alifaticos (Camargo 1986) estd sendo testado como um novo herbicida para o controle
de plantas aquaticas; a amostra utilizada neste trabalho. foi cedida pela Monsanto em
carater experimental.

O presente trabalho visa verificar as respostas da mortalidade e do crescimento de
S. punctata aos trés herbicidas acima citados.

Material e Métodos

1. Obtengdo do Material

O material de S. punctata foi coletado em lagoas situadas no Bairro do Sobrado
(municipio de Rio Claro, SP) e introduzido no hidrofitotério do Jardim Experimental
do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Fi-
lho” (UNESP) em Rio Claro. Uma amostra aleatéria foi transferida para um laboratoé-
rio do Departamento de Botinica daquele Instituto. As plantas foram separadas com
pincel fino, em placas de Petri com 4gua destilada e lavadas por vérias vezes para remo-
¢do dos detritos. A seguir, as plantas foram mantidas durante 24 horas em bandejas de
plastico contendo meio especifico de Hutner (Tabela 1), que é o mais recomendado para
o cultivo de lemnéceas (Hillman 1969). As solugGes de herbicidas foram preparadas com
este meio.

2. Determinagdo da Mortalidade e do Crescimento

Foram utilizados os termos “planta” para o individuo com frondes e raizes e “fron-
de” para cada fronde de uma mesma planta com varias frondes (Figura 1). Segundo Font
Quer (1970), denomina-se fronde o corpo vegetativo taldide das lemndaceas. O termo ¢
empregado, também, em pteridéfitas, palmae, algas, etc. Desde que em cada planta tra-
tada encontravam-se ao mesmo tempo frondes sadias (verdes), cloréticas (esbranquica-
das) e necrosadas (amarronzadas), foram consideradas para o cdlculo da mortalidade,
as plantas com todas as frondes necrosadas.

2Monsanto 1Q nome comercia: MANCHETE 60% de ia. (butaclora)
"3Rohm & Hass 1Q nome comercial: STAM M-4 48% de ia. (propanila)
4Mosanto LQ. nome comercial: RODEO 48% de ia. (glifosato)
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Tabela 1 — Composi¢cdo do Meio de Hutner

Componentes quantidades
(mg/1)
KoHPO, 400
KOH 200
EDTA 500
NH4 HO; 200
Ca(NOj),. 4Hy0 354
MgS04.7H,0 500
FeS04.7H,0 249
MnC12.4H20 17,9
ZnS04.7TH0 65,9
CuS04.5H,0 3,95
NayMoOy4 2H,0 25,2
H3BO;3 14,2

Completar até 1 litro com dgua destilada
pH ajustado para 6,2-6,5 com HCI 0,1 N

Foi seguido o critério de Offord (194§) que estabelece quatro tipos de reacgdo, para
determinar os sintomas de injuria e mortalidade quando as plantas aquaticas sdo sub-
metidas a herbicidas.

Tipo 1 - Clorose e descoloramento das frondes; a cor tipica das frondes injuriadas
pode ser vermelho amarronzado, amarelo palido ou branco.

Tipo 2 — Clorose em menor propor¢do mas uniforme em todas as frondes: a cor
tipica das frondes injuriadas pode ser amarelo palido ou amarelo esverdeado.

Tipo 3 — Ruptura e desorganiza¢do das frondes: as frondes sofrem ruptura,
desorganizam-se.

Tipo 4 — Aspecto sadio das frondes: cor tipica verde-escura até que a falta de nu-
trientes, a¢do bacteriana ou prolongado contato com a solu¢do de herbicidas causem
injuria.

3. Montagem dos Ensaios

Foram executados dois ensaios sucessivos.
3.1. Primeiro ensaio

Foi executado em condig¢des de laboratorio, com temperatura média de 26 + 1°C
e fotoperiodo de 11 horas no Claro (3000 lux) e 13 horas no escuro.

O material de S. punctata foi colocado em placas de Petri com 9 cm de didmetro
e 1 cm de profundidade, contendo cada uma 20 ml de meio de Hutner com as respecti-
vas concentra¢des dos herbicidas. Foram colocados em cada placa 20 individuos com
4 frondes, num total de 80 frondes. Foram feitas quatro repeti¢des para cada herbicida,
num total de 28 placas com 560 plantas e 2240 frondes.

Para cada herbicida foi utilizada uma série logaritmica de sete concentragdes: 0 (tes-
temunha); 0,01; 0,05; 0,25; 1,25; 6,25; e 31,25 mg litro-] de ingrediente ativo (i.a.).

3.2. Segundo ensaio

Na tentativa de sanar os defeitos encontrados na metodologia do primeiro ensaio
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e verificar a tolerdncia de S. punctata a concentragdes mais fortes dos trés herbicidas,
foi feito o segundo ensaio que diferiu do primeiro no nimero de plantas, no uso de do-
ses elevadas, na utilizacdo de outros recipientes e nos fatores ambientais.

Este ensaio foi executado em cdmara climatica, a temperatura de 25° + 1°C, com
umidade relativa de 60% e fotoperiodo de 12 horas no claro (4.500 lux) e 12 horas no
escuro. O material de S. punctata foi colocado em copos plasticos com 7 cm de altura,
8 cm de didmetro superior ¢ 4,5 cm de didmetro basal, contendo cada um 150 ml de
meio de Hutner com as respectivas concentragdes dos herbicidas. Foram colocadas em
cada copo, 10 plantas para a butaclora, 50 para a propanila e 100 frondes para o glifosa-
to, num total de 300 plantas e 500 frondes.

Para cada herbicida, foi utilizada uma série logaritmica de seis concentragdes: 0 (tes-
temunha); 25; 125; 625 e 3125 mg litro-! de i.a.

4, Avaliacdo dos Resultados

Nos ensaios foram avaliados o indice de mortalidade e o crescimento no periodo
de 8 dias para o primeiro ensaio e 20 dias para o segundo ensaio. Nesses ensaios com
duragao de 20 dias, a avaliagdo ocorreu a cada 5 dias.

4.1. Mortalidade
O indice de mortalidade foi calculado pela férmula de Abbott (1965):

%M.C = (YoM.0 - %MT) x 100
100 - %M.

onde:

MC. = mortalidade corrigida

MO = mortalidade observada

MT = mortalidade do tratamento testemunha

De acordo com o critério de Abbott (1965) para que seja empregada esta formula, a por-
centagem da mortalidade da testemunha nio deve ultrapassar a 20%.

4.2, Crescimento

Para o cdlculo do crescimento utilizou-se a férmula descrita por Hillman (1961) e
Rombach (1976):

T.M. = 1000 1/T log 1/T log (ny/ng)

onde:

T.M. = Taxa de multiplicacao

T = Ty - Ty (tempo final - tempo inicial)

np= mimero de frondes iniciais.
1= ntimero de frondes finais.

Resultados e Discussdes

Os valores da taxa de multiplicacdo, em cada uma das concentragdes usadas no pri-
meiro ensaio, com os trés herbicidas, encontram-se na Figura 2. Verifica-se que todos
os tratamentos testemunha apresentaram valores elevados de crescimento (72,1%; 91,5%
e 87,6% para a butaclora, propanila e glifosato, respectivamente). Nos tratamentos mais
fortes (6,25 e 31,25 mg litro-1) houve acentuada inibi¢do do crescimento. Os demais tra-
tamentos (0,01; 0,05; 0,25 e 1,25 mg litro-1) apresentaram valores intermedidrios de inibi-
¢do. Ficou claro, todavia, que as placas de Petri e o volume utilizado neste experimento
(20 ml), limitaram o crescimento, pois as plantas preencheram todo o espago da placa
em 8 dias, sugerindo que provavelmente a taxa de multiplicacdo teria sido maior se os
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recipientes fossem mais largos. Em relagao a quantidade de solugio (20 ml) observou-se
que, as plantas necessitavam de uma maior quantidade de meio € uma maior profundi-
dade no recipiente para a sua flutuagao. Como as raizes filiformes de S. punctata siao
longas, a pouca profundidade das placas de Petri (1 cm), provavelmente, dificultou a
absorcdo dos nutrientes e herbicidas da solugdo. No decorrer dos experimentos, ocorreu
também um aumento de raizes, que formaram um emaranhado. Segundo Hillman (1961)
as raizes de lemndceas possuem menos que 0,5mm de didmetro e o comprimento varia
nas espécies até 14 cm dependendo das condigGes ambientais. Por outro lado, esse autor
salientou ainda que a superficie abaxial das frondes pode absorver nutrientes do meio
e que as plantas crescem satisfatoriamente na auséncia de raizes. Realmente, a funcio
das raizes de lemnaceas nio foi ainda esclarecida completamente.

Tanto as areas limitadas das placas de Petri quanto volume de meio utilizado, leva-
ram ao encerramento do primeiro ensaio aos 8 dias. Apds esse periodo os resultados
tornaram-se confusos, ndo podendo ser interpretados. Durante os 8 dias ocorreram tam-
bém, pequenas mudancas no pH do meio de cultura, embora Hillman (1961) tenha ob-
servado que as lemndceas suportam faixas de pH de 4,5 — 7,5. Quanto a temperatura,
Hillman (1961) esclareceu que as temperaturas entre 20°C e 30° C s3o as mais favoraveis
ao crescimento das lemnaceas em meio de Hutner. A luminosidade utilizada neste pri-
meiro ensaio foi baixa, embora provavelmente nao tenha influido nas respostas aos her-
bicidas. O mesmo autor verificou que as lemndceas aparecem em todas as intensidades
luminosas e o crescimento ¢ independente da dura¢do do periodo de luz. Bowker et al.
(1980) utilizaram iluminac@o constante de 8.000 a 12.000 lux e Rombach (1976) usou luz
continua em vdrios espectros de acio. o.

Os valores de mortalidade, no primeiro ensaio, apresentaram-se relativamente bai-
Xos ndo ultrapassando 40% (Figura 3). Os tratamentos mais fortes (6,25 e 31,25 mg li-
trol) provocaram maior mortalidade corrigida em relagio aos demais tratamentos. A bu-
taclora apresentou indice de mortalidade maior do que os outros dois herbicidas, a par-
tir da concentragio de 0,25 mg litro 1. O glifosato provocou os menores indices de
mortalidade, mesmo nas concentragdes mais fortes. Diante dos baixos valores encontra-
dos para a mortalidade, pode-se sugerir que a metodologia utilizada neste primeiro en-
saio ndo interferiu neste indice pelo menos em 8 dias. Em relagdo ao segundo ensaio,
salienta-se que as plantas pertenciam ao mesmo lote da coleta de plantas utilizadas no
primeiro ensaio. Neste ensaio, a ado¢do de copos plasticos em formato de tronco de co-
ne possibilitou utilizar pouca quantidade de solugdo, que permitiu a livre flutuacio das
plantas. Apesar do didmetro dos copos (8 cm) ser menor do que o das placas de Petri (9
cm), as plantas ndo cresceram a ponto de preencher os espagos disponiveis. Isto sugere
que as concentracoes de herbicidas utilizadas neste segundo ensaio influiram no cresci-
mento. Os resultados da taxa de multiplicagdo com butaclora e propanila nio puderam
ser determinados, devido aos altos indices de mortalidade. De fato, os valores do indice
de mortalidade para a butaclora e propanila (Figura 4) sdo extremamente altos. Tais her-
bicidas apresentaram, em apenas dois dias, 100% de mortalidade corrigida no tratamen-
to mais forte (3125 mg litro -1) e mesmo nas concentragdes mais baixas houve elevada
mortalidade. No caso do glifosato entretanto, houve apenas 9% de mortalidade na con-
centragdo de 3.125 mg litro -1, valor bem menor do que nos demais herbicidas. As fron-
des que permaneciam vivas nesse tratamento, apresentaram o tipo de reacdo 3, descrito
por Offord (1946), (vide pdg. 269 deste trabalho). Na concentragio de 625 mg litrol, a
butaclora em apenas 2 dias teve efeito mais téxico (90%) do que os demais herbicidas,
além de se constatar sintomas do tipo 1 e 3 nas plantas vivas. Ap6s 3 dias, este tratamen-
to atingiu 100% de mortalidade. O efeito da propanila, nesta concentragio (625 mg litro-1),
foi menor, porém atingiu 100% de mortalidade aos 5 dias. O glifosato apresentou ape-
nas 30% de mortalidade aos 20 dias. A concentragdo de 125 mg litro-1 e 25 mg litro-1
de butaclora provocaram 100% de mortalidade em 10 dias. Para a propanila, tais con-
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centragdes ocasionaram 100% de mortalidade em 10 e 15 dias, respectivamente. Nos tra-
tamentos de 25 mg litro-1 e 125 mg litro-l de butaclora e propanila foram observados
os sintomas do tipo 1 e 3. Nenhum dos herbicidas em nenhum tratamento provocou nas
frondes de S. punctata os sintomas descritos no fipo 2. O glifosato, nas concentragdes
de 625, 125 e 25 mg litro-!, provocou apds 20 dias, todos os tratamentos inibiram o cres-
cimento da espécie. Aos 25 dias todos os tratamentos, inclusive a testemunha, apresenta-
ram os sintomas tipo 4. As testemunhas dos trés herbicidas permaneceram com todas
as plantas vivas ¢ em crescimento até os 20 dias de ensaio. A Figura 5 mostra o efeito
do glifosato sobre a taxa de multiplica¢do, pois este herbicida, nas concentragdes utiliza-
das, ndo foi letal para a espécie. Aos 20 dias, os sintomas tipo 4. As testemunhas dos
trés herbicidas permaneceram com todas as plantas vivas e em crescimento até os 20 dias
de ensaio. A Figura 5 mostra o efeito do glifosato sobre a taxa de multiplicagdo, pois
este herbicida, nas concentragdes utilizadas, ndo foi letal para a espécie. Aos 20 dias,
todos os tratamentos inibiram o crescimento da espécie. Aos 25 dias todos os tratamen-
tos, inclusive a testemunha, apresentaram os sintomas do tipo 4, evidenciando que o tempo
maéximo para ensaios nas condi¢des ambientais e meio de cultura utilizados neste traba-
lho ndo podem exceder a aproximadamente 25 dias de experimento.

Os resultados comparativos de dois métodos diferentes que determinaram a taxa
de multiplica¢do e o indice de mortalidade nas diversas concentra¢des de herbicidas
encontram-se na Tabela 2.

Observacoes

Quanto aos dois Métodos diferentes os resultados levaram a observar que:

1. As placas de Petri sdo inadequadas para os ensaios com S. punctata devido a
pequena profundidade (lcm) que acarreta um menor volume de Meio para a planta. Os
recipientes mais adequados sdo aqueles que tem pelo menos 5 cm de profundidade o
que permite livre flutuacdo das frondes.

2. Todas as plantas de S. punctata apresentam nimero variado de frondes. Desta
forma, a dificuldade em se obter e mesmo separar 50 ou 100 individuos, todos com o
mesmo nuimero de frondes é muito maior do que se a contagem for efetuada por frondes
individuais. Convém, portanto, escolher ndo um numero exato de plantas mas um nu-
mero exato de frondes. Diante desta conclusio, o experimento do glifosato foi montado
com 100 frondes, desprezando-se o numero real de plantas.

Figura 1. Spirodela punctata (G. F. W. Meyer) Thompson. Aspecto geral.
A. frondes
B. raizes
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TABELA 2 — Dados comparativos de dois métodos diferentes que determinam a taxa de multiplicagéo (T M-)
¢ 0 indice de mortalidade (1) de frondes de S. punctata tratadas com diversas concentragdes de butaclora (B),

propanila (P) e glifosato (G).

Concentragdes 12 ENSAIO Concentragdes 2? ENSAIO
(mg litro™!) (Método Placas de Petri)* (mg lilro'l) (Método de copos de plasticos)**
B P G B G

™ | ™ I ™ 1 ™ I ™ I ™ 1

0,01 651 2,5 842 1.5 83,0 25 25 — 02 — 0 - o

- 03 — 03) — @

— 62065 — 305 o o)

— 1000100 — 955(10) 460 0(10)

— -(15) — 100(15) 46,5 2,5(15)

- -(200 — -(20) 47,5 9,0(20)

0,05 583 6,0 830 60 830 55 125 — 13,02 — 02 — 0(2)

—  13,03) — 2003y — 0(3)

—  155(5) — 90(5) 0O 0(5)

— 100,0(10) 10010y 2L,0  0O(10)

- -(15) — -(15) 23,0 3,0(15)

— 200 —  -(20) 31,5 9,5(20)

0,25 58,3 150 830 6,0 830 65 625 —_ 90,0(2) — 62,02) — 1,02)

— 100,03) — 96003} — 1,003

- «(5) — 100,005 0 5005

—_ -(10y — -(10) 9,5 20,0(10)

— -(15)  — -(15) 10,9 20,0(15)

— -(200 — -(20) 12,5 30,0(20)

1,25 28,0 250 76,0 10,0 79,0 95 3125 — 100(2) — 1002) — 9,0(2)

— -3) — “(3)  — 9,003

— -(5) — -(3) 0 255(5)

— 10y — -(10) 3,5 55,5(10)

- 15y — (15 7,6 66,0(15)

- -(200 — -(20) 11,0 100(20)
6,25 12,4 26,0 62,0 16,5 70,0 10,5
31,25 1,0 36,0 54,0 30,0 18,0 13,5

* Resultados apos 8 dias
** Os nimeros entre parénteses indicam o periodo em dias.
- Indica os resultados que ndo puderam ser coletados.
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Conclusio

Em relagdo ao 1° ensaio, no qual utilizou-se placas de Petri e doses baixas dos trés
herbicidas pode-se concluir que:

1. As concentra¢des mais fortes (6,25 e 31,25 mg litro-1) inibiram o crescimento da
espécie em relagdo as demais concentragdes.

2. O indice de mortalidade, entretanto, foi baixo nas concentragdes mais fortes, ndo
ultrapassando a 40%. :

3. Neste ensaio a butaclora foi o herbicida mais téxico para a espécie, seguida da
propanila e glifosato.

Quanto ao 2° ensaio, no qual utilizou-se copos plasticos e doses elevada dos trés
herbicidas, pode-se concluir que:

1. O elevado indice encontrado para a mortalidade da butaclora e propanila, impe-
diu a verificagdo da influéncija destes herbicidas sobre a taxa de multiplica¢do. Por outro
lado, a baixa toxicidade do glifosato permitiu verificar a taxa de multiplicagdo da espé-
cie, com seguranga por 20 dias.

2. A butaclora demonstrou ser 0 composto mais téxico principalmente nas concen-
tragdes de 125, 625 e 3.125 mg litro-1,

3. A propanila, nas concentra¢des de 625 e 3.125 mg litro-1, provocou elevado indi-
ce de mortalidade, porém menor do que a butaclora.

4. O glifosato apresentou o efeito menos téxico, ndo ultrapassando 9% de mortali-
dade em dois dias, no tratamento de 3.125 mg litro-l. Aos 20 dias, provocou 95% de
mortalidade somente no tratamento 3.125 mg litro-!; os demais tratamentos ficaram abaixo
de 50%, confirmando a baixa toxicidade deste herbicida para a espécie em estudo.

Tais conclusdes reforgam o parecer de Offord (1946) quanto 4 importincia da exe-
cucio de ensaios sobre a toxidade dos herbicidas em lemnéceas, como subsidios na solu-
¢do dos problemas praticos do controle das plantas aqudticas infestantes.
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