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(Azolla caroliniana)’

Ecotoxicity of Herbicides for the Aquatic Macrophyte (Azolla caroliniana)
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RESUMO - Os objetivos deste estudo foram avaliar Azolla caroliniana como planta-teste em
estudos ecotoxicologicos e estimar a CL50;7d dos herbicidas 2,4-D, glyphosate, clomazone e
oxyfluorfen. As plantas foram aclimatadas em sala de bioensaio. Para isso, foram selecionadas
cinco plantas em 50 mL de meio de cultivo Hoagland. Apds esse periodo, foram adicionados
50 mL de Hoagland mais o herbicida, completando o volume para 100 mL. A concentracao
letal de 50% (CL50;7d) para A. caroliniana exposta ao herbicida 2,4-D foi de 708,35 mg L'!; ao
glyphosate (formulacado Scout®), de 23,66 mg L!; ao glyphosate (formulacado Trop®), de
38,91 mg L1; ao clomazone, de 129,63 mg L; e ao oxyfluorfen, de 80,50 mg L. Os herbicidas
glyphosate (Scout® e Trop®) e oxyflourfen foram classificados como moderadamente toxicos
a A. caroliniana, e o clomazone e o 2,4-D, como praticamente nao toxicos. Conclui-se que
A. caroliniana pode ser utilizada como planta bioindicadora de herbicidas a base de glyphosate
e oxyfluorfen.
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ABSTRACT - The objectives of this study were to evaluate Azolla caroliniana as test plant in
ecotoxicological studies and to estimate the LC50; 7d of the herbicides 2,4 D, glyphosate, and
clomazone oxyfluorfen. The plants were acclimatized in the bioassay room. Five plants in 50 mL
Hoagland culture medium were selected. After that, 50 mL of Hoagland and the herbicide were
added, completing the volumeto 100 mL. The 50% lethal concentration (LC50; 7d) for A. caroliniana
exposed to the herbicide 2,4- D, was 708.35 mg L, to glyphosate (formulation Scout®), 23.66 mg L1;
to glyphosate (formulation Trop®), 38.91 mg L1; to clomazone, 129.63 mg L1; and to oxyflourfen,
80.50 mg L1. The herbicides glyphosate (Scout® and Trop®) and oxyflourfen were classified as
moderately toxic to A. caroliniana, while clomazone and 2,4-D were classified as practically non-
toxic. It was concluded that A. caroliniana plants can be used as bio-indicators for glyphosate and
oxyfluorfen-based herbicides.

Keywords: bioindicator, acute toxicity, pesticides, macrophytes.

INTRODUCAO

A agricultura esta diretamente relacio-
nada com a utilizacao de agrotoxicos, especial-
mente para controle das plantas daninhas que
competem com os cultivares de interesse
comercial. A utilizacdo de herbicidas pode

causar impactos ao ambiente terrestre ou
aquatico. Uma das principais vias de transpor-
te para o ambiente aquatico é o carregamento
superficial e lixiviacdo de areas agricolas, que
pode ser influenciado pela tecnologia de apli-
cacao e toxicidade da formulacéo (Primel et al.,
2005).
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O Brasil tornou-se o maior consumidor
mundial de agrotéxicos (Sindag, 2009), com
destaque para os herbicidas. Entre os ingre-
dientes ativos disponiveis no mercado, tém-
se o glyphosate, utilizado por ter efetivo con-
trole de muitas espécies daninhas (Bridges,
2003); o 2,4-D (sal dimetilamina do acido
diclorofenoxiacético), pertencente ao grupo dos
mimetizadores de auxina, muito usado na
dessecacdo de areas agricolas (Benli et al.,
2007); o oxyflourfen, pertencente ao grupo
dos inibidores da sintese de Protox, muito
utilizado para controle de plantas daninhas em
pré-emergéncia (Tanaka et al., 2002); e o
clomazone, pertencente a classe dos inibido-
res da sintese de carotenoides, que resulta na
perda de praticamente todos os pigmentos da
planta (albinismo) (Ferhatoglu et al., 2005).

Um dos principais problemas para avalia-
cao dos possiveis efeitos dos herbicidas no
ambiente € o desenvolvimento de organismos
sentinelas ou bioindicadores. A caracterizacao
de um bioindicador requer uma série de infor-
macoes sobre sensibilidade, ciclo reprodutivo,
facilidade de operacdo e custo de otimizacao
(Mann & Bidwell, 1999).

Devido a acentuada sensibilidade, as ma-
crofitas aquaticas sao utilizadas nos estudos
ecotoxicologicos com herbicidas (Mann &
Bidwell, 1999). De acordo com Lumpkin &
Pluckneet (1980), Azolla sp. € uma planta
aquatica flutuante que pode ser utilizada como
bioindicador devido a: facilidade de manejo,
ciclo de vida curto, pequeno porte e por ser
cosmopolita, porém ha poucas informacées
referentes ao uso dessa planta como espécie
bioindicadora. A. pinnata foi utilizada na
remocao de zinco e chumbo em aguas poluidas
(Vasudevan & Jha, 1990); A. filiculoide, na
biorremediacdo da sulphadimethoxine (Forni
et al., 2002); A. pinnata, na reducao da ativi-
dade da nitrogenase, meia-vida do nitrato e
efeito do cloreto de s6dio em seu crescimento
(Rai & Rai, 2003); A. caroliniana, na remocao
do mercurio e cromo em efluentes (Bennicelli
et al., 2004), bem como na remocao do her-
bicida atrazina em ambientes aquaticos
(Guimaraes, 2006), porém nao foi observada
na literatura utilizacao desta planta em estu-
dos de ecotoxicidade de herbicidas.

A planta padronizada para ensaios
ecotoxicologicos é a Lemna minor (OECD, 2002),
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utilizada para os herbicidas methyl
bensulfuron, mefenacet, simetryn, thiobencarb
e quinoclamine (Aida et al., 2006), 2,4-D
(Belgers et al., 2007), diquat e fomesafen
(Gorzerino et al., 2009), atrazina, isoproturon
e alachlor (Coutris et al., 2011) e glyphosate
(Roundup Ultra 360) (Kielak et al., 2011).

Assim, devido a poucas opcoes de macro-
fitas aquaticas disponiveis como modelo de
plantas-teste em ensaios ecotoxicologicos e em
monitoramento de herbicidas em ambiente
aquatico, o objetivo deste estudo foi avaliar
A. caroliniana como planta-teste em ensaios
agudos com herbicidas. Para isso, foi realizado
ensaio de toxicidade aguda (CL50;7d) e a
avaliacao da porcentagem de mortalidade
dessa macroéfita exposta aos herbicidas 2,4-D,
glyphosate (Scout®, Trop®), clomazone e
oxyfluorfen.

MATERIAL E METODOS
Cultivo da planta-teste

As macrofitas foram cultivadas em caixa
plastica com volume de 2,5 litros, contendo
agua e substrato composto por solo, areia e
matéria organica (2:1:1; vv'!), em casa de vege-
tacao com as seguintes variaveis de qualidade
de agua: pH de 8,16; temperatura, 22,2 °C;
condutividade elétrica, 200,0 pScm'!; e oxigé-
nio dissolvido em 8,39 mg L!.

Aclimatacao e procedimento experimental

A aclimatacao de A. caroliniana foi reali-
zada em sala de bioensaio, com temperatu-
rade 23 a 27 °C e iluminacao constante de
1.000 lux por trés dias. Apés aclimatacao, as
plantas foram desinfetadas com solucao aquosa
de hipoclorito de s6dio 3% e agua destilada. Em
seguida, foram selecionadas cinco plantas
em recipiente de vidro com capacidade para
100 mL contendo 50 mL de meio de cultivo
Hoagland, por mais 24 horas. Apos esse periodo,
foram adicionados 50 mL de Hoagland com o
herbicida a ser testado.

A avaliacao da porcentagem de morta-
lidade das plantas foi realizada em trés, cinco
e sete dias apos exposicao aos herbicidas,
utilizando a escala de notas (E a A) de acordo
com Velini et al. (1995). As notas foram
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transformadas em porcentagens de mortali-
dade, e cada planta cloréotica e/ou necrotica
correspondeu a 20% de mortalidade, sendo A
entre 91 e 100%:; B, entre 81 e 90%; C, entre
71 e 80%; D, entre 41 e 70%; e E, entre O e
40% de mortalidade.

Nos ensaios de toxicidade aguda do
herbicida 2,4-D foram utilizadas as concen-
tracées de 400, 600, 800 e 900 mg L'!; para o
glyphosate (Scout®), 5, 10, 15, 30, 50 e
100 mg L!; para o glyphosate (Trop®), 10, 20,
30, 40, 50 e 100 mg L'; para o clomazone, 90,
105, 120, 135, 150, 165, 180 e 200 mg L'}; e
para o oxyfluorfen, 10, 40, 80, 120, 160, 180 e
210 mg L!, todos com um controle (testemu-
nha) e trés réplicas por concentracao.

Os resultados de mortalidade de
A. caroliniana foram submetidos a regressao
linear, e a toxicidade aguda, expressa como
CL50;7d (concentracao letal 50% - 7 dias), dos
herbicidas foi calculada pelo software Trimmed
Spermam Karber (Hamilton et al., 1978).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios de toxicidade aguda (CL50;7d)
o glyphosate (Scout®) foi o mais téxico entre os
herbicidas testados, enquanto o 2,4-D foi o
herbicida menos toxico e os demais tiveram
toxicidade intermediaria para A. caroliniana.
A ordem de CLS50;7d para A. caroliniana foi
glyphosate (Scout®) > glyphosate (Trop®) >
oxyfluorfen > clomazone > 2,4-D (Tabela 1).

No ensaio de toxicidade aguda com o
herbicida glyphosate (Scout®), em 5,0 mg L!
nao ocorreu mortalidade; em 10 mg L' a
mortalidade foi de 3,33%; em 15, de 10,00%;
em 30, de 73,33%; em 50, de 96,67%:; e em
100 mg L', de 100,00% (Figura 1A). Para o
glyphosate (Trop®) nao ocorreu mortalidade em
10 mg L'; em 20 mg L', foi de 10,00%; em 30,
de 23,33%; em 40, de 43,33%; em 50, de
76,67%; e em 100 mg L', de 100,00%
(Figura 1B).

O glyphosate é um produto sistémico que
atua em baixa concentracao na planta
(Nilsson, 1985), sendo encontrados neste
estudo valores de CL50;7d de 23,66 e 38,
91 mg L (Scout® e Trop® com exposicao a
solucao-teste de 168 horas. Assim, pode-se
inferir que a absorcao desse herbicida foi
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pequena, devido a presenca de EDTA na solu-
cao nutritiva do meio de cultivo Hoagland.
Segundo Nilsson (1985), varios metais que
ocorrem em aguas naturais retardam o
movimento e reduzem a fitotoxicidade do
glyphosate, em razdo de suas propriedades
quelantes.

A concentracao letal de 50% (CL50;7d) da
A. caroliniana exposta ao glyphosate foi
semelhante a da macroéfita aquatica Spirodella
punctata > 30 mg L' (Santos et al., 2001).
Segundo Kielak et al. (2011), avaliando o
glyphosate (Roundup Ultra 360 SL) para
L. minor, ocorreu reducao da clorofila a+b e
biomassa com o aumento nas concentracoes
do herbicida (22 no controle para 9 mg g'! em
31,58 nM e 450 no controle para 50 mg de
biomassa em 31,58 nM, respectivamente).

Para o oxyflourfen em 10 mg L'! a morta-
lidade foi de 28,33%; em 40, de 20,00%; em
80, de 50,00%; em 120,de 61,67%; em 160, de
85,00%; em 180, de 93,33%; e em 210,0 mg L,
de 100,00% (Figura 1C).

O mecanismo de acao do oxyfluorfen pode
ter interferido na biossintese da clorofila e
na oxidacao da enzima protoporfirinogénio
oxidase, causando mortalidade das macrofitas
aquaticas Egeria densa(1.000 e 10.000 mg L)
e Egeria najas (100, 1.000 e 10.000 mg L)
(Tanaka et al., 2002); para Lemna minor
exposta ao herbicida fomesafen, que pertence
a mesma classe do oxyfluorfen, houve 4% de
mortalidade nas concentracoes de 0,044 e
0,22 mg L' (Gorzerino et al., 2009).

Para o clomazone em 90 mg L! houve
16,67% de mortalidade; em 105, 33,33%; em
120, 36,67%; em 135, 46,67%; em 150, 63,33%;
em 165, 83,33%; em 180, 93,33%; e em
200 mg L1, 100,00% (Figura 1D).

A. caroliniana exposta ao herbicida
clomazone nas maiores doses testadas (0,6 e
0,8 mg L!) apresentou fitotoxicidade (Ferrari
et al., 2000), devido a ensaios de campo em
condicoes controladas. As macrofitas aqua-
ticas E. densae E. najas expostas ao herbicida
clomazone em 100, 1.000 e 10.000 mg L!
apresentaram mortalidade (Tanaka et al.,
2002), em condicoes de campo, em caixa-
d’agua e represa de pequeno porte, onde as
plantas permaneceram em condi¢cées nao
controladas.
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Tabela 1 - Toxicidade aguda dos herbicidas para a macrofita
aquatica A. caroliniana

Herbicida testado L('r:;fir_ll())r Ctﬁg;zﬂl)as L(.;l;p Erll ;) ’
Glyphosate (Scout”) 22,09 23,66 25,34
Glyphosate (Trop®) 36,51 38,91 41,48
Oxyfluorfen 70,36 80,50 90,12
Clomazone 124,93 129,63 134,51
2,4-D 685,53 708,35 731,94

Para o 2,4-D em 400 mg L' nao houve
mortalidade; em 600 mg L', a mortalidade
foi de 16,67%; em 800, de 60,00%; e em
900 mg L, de 100,00% (Figura 1E). Foiobser-
vada mortalidade de E. densa e E. najas
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expostas a 1.000 e 10.000 mg L' do herbicida
2,4-D, e nas concentracéoes de 0,01; 0,1; 1,0;
10; e 100 mg L'! ocorreu estimulo ao cresci-
mento das macrofitas (Tanaka et al., 2002).
Para Myriophyllum spicatum ocorreu efeito
inibitorio de 50% em 0,04 mg L! (Bird, 1993),
porém, para Lemna trisulca, o 2,4-D nao apre-
sentou efeito fitotoxico em concentracoes
até 3,0 mg L' (Belgers et al., 2007). As con-
centracdes do herbicida 2,4-D que causaram
fitotoxicidade neste estudo (Figura 1E) nao
foram semelhantes as encontradas pelos
autores supracitados, talvez por A. caroliniana
ser monocotiledonea e apresentar sensi-
bilidade maior que a das macrofitas E. densa
e E. najas e menor que a de M. spicatum.
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Figura 1 - Porcentagens de mortalidade da macrofita aquatica A. caroliniana exposta aos herbicidas.
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Devido a isso, pode-se inferir que A. caroliniana
nao possui grande sensibilidade ao 2,4-D, em
comparacao com a resposta de sensibilidade
apresentada pelo M. spicatum.

A. caroliniana foi mais sensivel a atrazina
em relacao aos herbicidas testados (glyphosate
formulacao Scout e Trop, oxyfluorfen,
clomazone e 2,4-D), o que evidencia a ne-
cessidade de mais estudos de ecotoxicidade de
herbicidas para essa planta aquatica. Segundo
Guimaraes (2006), a A. caroliniana utilizada na
remocao de atrazina em ambiente aquatico
apresentou mortalidade em 10,0 mg L-!.

As macrofitas aquaticas Azolla filiculoides
e Lemna minor foram mais sensiveis a mistura
de herbicidas (50% atrazina, 35% isoproturon,
15% alachlor); Ceratophyllum demersum,
Elodea canadensis e Myriophyllum spicatum
exibiram sensibilidade intermediaria; e
Vallisnelia spiralis foi mais resistente a
exposicao em 0,6 mg L' (Coutries et al., 2011).
A concentracao letal de 50% (CL50) dos herbi-
cidas metsulfuron- methyl e terbuthylazine
para Lemna minor foi de 0,040 e 0,111 mg L,
respectivamente (Cedergreen et al., 2004),
indicando resposta heterogénea das diferentes
espécies aos grupos de herbicidas avaliados.

De acordo com Zucker (1985), os herbicidas
glyphosate (Scout® e Trop®) e oxyfluorfen foram
classificados como moderadamente toxicos por
apresentarem valores de CL50 entre 10 e
100 mg L!; o clomazone e o 2,4-D foram classi-
ficados como praticamente nao téxicos para
A. caroliniana por apresentarem CL50 acima
de 100 mg L.

De acordo com os resultados, A. caroliniana
pode ser empregada no monitoramento de her-
bicidas a base de glyphosate e de oxyfluorfen,
pela grande sensibilidade desse bioindicador
na deteccao desses herbicidas amplamente
utilizados, podendo ser usada em estudos com-
plementares de ecotoxicologia e monitora-
mento ambiental de herbicidas.
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