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RESUMO - Os efeitos  dos herbicidas atrazine,  2,4-D, glyphosate  (direct  e  rodeo)  e  trifluralin  foram  
avaliados no crescimento e morte de frondes das macrófitas aquáticas, Spirodela punctata (G.F.W Meyer) 
Thompson e Salvinia minima Baker, por meio de três séries de concentrações de cada herbicida em sala 
climatizada  (3000 lux,  12/12  horas  claro  e  escuro  e  23  ±  1ºC).  Após  sete  dias,  verificou-se  que  as  
concentrações da série 1 (0,025, 0,125, 0,625 e 3,125 mg.L -1) inibiram o crescimento de Salvinia minima. 
Em Spirodela  punctata  somente  o  rodeo  e  trifluralin  provocaram  inibição  do  crescimento .  Tais 
concentrações não provocaram morte de frondes nas espécies. As concentrações da série 2 (40, 60, 80 e  
100 mg.L-1) dos herbicidas 2,4-D, direct e trifluralin provocaram inibição do crescimento em  Salvinia  
minima. Nessas concentrações a morte de frondes ocorreu com 2,4-D e trifluralin em Salvinia minima, e 
com direct e trifluralin em Spirodela punctata. Na série 3 (200, 400, 600, 800 e  1000 mg.L -1), o 2,4-D 
causou declínio no crescimento de ambas as espécies. Rodeo e trifluralin mostraram ser mais letais para as  
plantas. Atrazine provocou elevado número de mortes de frondes em Spirodela punctata.

Termos para indexação: bioindicadoras, agrotóxicos, crescimento, morte de frondes.

EFFECTS OF HERBICIDES ON AQUATIC MACROPHYTES 

ABSTRACT - The effects of the herbicides atrazine, 2,4-D, glyphosate (direct and rodeo) and trifluralin  
were  determined  on  the  growth  and  death  of  fronds  of  the  aquatic  macrophytes  Spirodela  punctata  
(G.F.W. Meyer) Thompson and  Salvinia minima Baker, through three series of concentrations of each 
herbicide in climatic chamber (3000 lux, 12/12 hours photoperiod, temperature 23 ± 1ºC). After seven 
days,  the  concentrations  of  series  1  (0.025,  0.125,  0.625  and  3.125  mg.L -1)  inhibited  the  growth  of 
Salvinia minima. In Spirodela punctata, only the herbicides rodeo and trifluralin caused growth inhibition. 
These concentrations did not caused death of fronds in the species. The concentrations of  series 2 (40, 60,  
80 and 100 mg.L-1) of the herbicides 2,4-D, direct e trifluralin decreased growth of Salvinia minima; death 
of fronds was caused by 2,4-D and trifluralin to Salvinia minima, and by direct and trifluralin to Spirodela  
punctata.  For the series 3  (200,  400,  600,  800 and 1000 mg.L-1),  the herbicide 2,4-D caused growth 
decrease of  both species.  The herbicides rodeo and trifluralin  showed to be the most  lethal for  both  
species. The herbicide atrazine caused death of fronds in Spirodela punctata.

Index terms: bioindicators, pesticides, growth, frond death. 

_____________________
1 Aceito para publicação em 11 de setembro de 1997.

Financiado pela FAPESP, (proc. 92/3770-3; proc. 92/4394-5; proc. 91/0612-5).
2 Bióloga,  Dra.,  Profa.  Assistente, Dep. de Biologia  Aplicada à Agropecuária, FCAV, UNESP, Rodovia  Carlos Tonanni,  km 5 CEP  

14870-000 Jaboticabal, SP. E-mail: dumaria@fcav.unesp.br
3 Eng. Agr., Prof. Adjunto, Dep. de Ciências Exatas, FCAV, UNESP. 

INTRODUÇÃO 

Entre  os  ecossistemas,  o  aquático  destaca-se  como um ambiente  extremamente  vulnerável  a  diversas  
contaminações. A água constitui-se num dos elementos fundamentais para a sobrevivência dos organismos. 
Se ela estiver contaminada por agrotóxicos, os demais elementos bióticos e abióticos do ecossistema também 
estão ou ficarão contaminados. Os aspectos negativos, decorrentes do uso inadequado desses produtos, como 
a toxicidade, ecotoxicidade e contaminação do meio, precisam ser controlados para que não ocorram efeitos 
adversos (Kingman, 1993).

Os estudos ecotoxicológicos fornecem os resultados que representam a base para o desenvolvimento de 
testes de toxicidade, levando-se em conta que nem todos os efeitos biológicos observados nos organismos 
vivos podem ser utilizados com um objetivo prático, pois, para que isso aconteça, torna-se necessário que os 
efeitos  observados  tenham significado ecológico  bem definidos.  Nesse  sentido,  efeitos  sobre  os  aspectos 



biológicos  mostram-se  objetivamente  práticos  na  aferição  das  respostas  ecológicas,  pois  evidenciam 
globalmente as características das comunidades considerando suas inter-relações bióticas e abióticas  (Wang, 
1991; Vandergaag, 1992; Baird, 1993). 

Schmidt (1993) salienta a importância dos bioensaios para identificar e conhecer diferentes propriedades 
de herbicidas.  Com a descoberta  de novas classes  de herbicidas  ou modos de ação,  a  escolha de novos  
métodos de bioensaios torna-se indispensável (Outridge & Noller, 1991). Os bioensaios para monitoramento 
de  herbicidas  no  meio  permitem  utilizar  diferentes  organismos  para  determinar  respostas  adequadas  na 
avaliação da toxicidade (Streibig & Kudsk, 1993a, 1993b). 

No  presente  trabalho  foram  realizados  estudos  comparativos  das  respostas  biológicas  de  Spirodela  
punctata (Lemnaceae) e Salvinia minima (Salviniaceae), sob efeito de diferentes concentrações de herbicidas, 
visando indicar estas espécies para monitorar águas contaminadas por produtos químicos.

MATERIAL E MÉTODOS

Salvinia minima foi coletada na Represa de Barra Bonita, localizada entre os municípios de Barra Bonita e Igaraçu, SP  
(Calijuri & Tundisi, 1990), e Spirodela punctata em lagoa localizada no bairro de Sobrado, município de Rio Claro, SP 
(Santos, 1992). 

Antes de iniciar-se a montagem dos bioensaios com os herbicidas foi feita a limpeza de detritos nas plantas coletadas.  
O material  foi  acondicionado em caixas  com capacidade de 1000 litros  com água  da Represa do Lobo (Broa),  nas 
dependências externas do laboratório do Centro de Recursos Hídricos e Ecologia Aplicada da Escola de Engenharia de  
São Carlos, Universidade de São Paulo (CRHEA/EESC/USP), Itirapina, SP. As caixas d´água foram tampadas com tela  
sombrite, para evitar a incidência direta do sol sobre as plantas. Os bioensaios foram realizados somente após um mês de  
aclimatação das espécies no local. 

O crescimento das plantas foi verificado pela taxa de multiplicação, cuja fórmula está descrita em Landolt & Kandeler  
(1987): 
TM = 1000 (1/t log n0/n1) em percentagem 
onde:
TM = taxa de multiplicação;
t = t1 - t2 (tempo final menos tempo inicial, em dias); 
n0 = número de frondes iniciais; 
n1 = número de frondes finais. 

Para o número de frondes mortas, adotou-se como critério a fronde inteiramente clorótica ou necrosada, de acordo com 
Santos (1992). Salienta-se que a morte das frondes não significa necessariamente morte da planta.

Os bioensaios foram conduzidos em sala climatizada, com luminosidade de 3000 lux, fotoperíodo de 12 horas claro e  
12 horas escuro e temperatura  constante de  23 ± 1°C.  Tanto para a solução de cultivo como para as diluições dos 
herbicidas foi utilizada a água da Represa do Lobo (oligotrófica). Para avaliar a produção e morte de frondes utilizaram-se  
recipientes com 6,5 cm de diâmetro e 4,5 cm de profundidade, com 100 mL de solução com herbicidas e 10 frondes, que 
correspondiam, em média, a três plantas de cada espécie. As avaliações foram realizadas após sete dias completos. 

Utilizaram-se três séries de concentrações para verificar a taxa de multiplicação e morte de frondes: 0,025, 0,125,  
0,625 e 3,125 mg.L-1 (série 1); 40, 60, 80 e  100 mg.L-1 (série 2); 200, 400, 600, 800 e 1000 mg.L-1 (série 3), de cinco 
herbicidas, em formulações comerciais: atrazine (2-cloro-4(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazine); 2,4-D (sal amina do 
ácido 2,4 diclorofenoxiacético); trifluralin  (α,α,α-trifluoro-2,6-dinitro-N-N-dipropil-p-toluidina); e duas formulações do 
glyphosate: direct (sal amônico de N(fosfometil)glicina) e rodeo (sal de isopropilamina de N(fosfonometil)glicina). Em 
todos os bioensaios houve o tratamento controle, isento de herbicida, para cada uma das séries testadas e para cada uma 
das espécies estudadas. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, no esquema fatorial  2 x 5 x 4 e mais duas  
testemunhas (tratamento controle), com três repetições, com os fatores espécies (Spirodela punctata e Salvinia minima), 
herbicidas (atrazine, 2,4-D, direct, rodeo e trifluralin) e concentrações (série 1: 0,025, 0,125, 0,625 e 3,125 mg.L -1 e série 
2: 40, 60, 80 e 100 mg.L-1). No estudo da série 3 (200, 400, 600, 800 e 1000 mg.L -1), em que foi excluído o herbicida 
direct, o esquema fatorial foi  2 x 4 x 5. Para a análise estatística utilizou-se o teste F, e os graus de liberdade foram  
desdobrados para estudar a regressão polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSÃO



Nos resultados da série  1 observou-se uma reação  diferente  das duas espécies  aos herbicidas  rodeo e 
trifluralin (Tabela 1),  com  Spirodela punctata mostrando maior  sensibilidade do que  Salvinia minima.  A 
regressão polinomial (Fig. 1) mostrou um comportamento linear significativo (P < 0,01) em Salvinia minima, 
indicando que o aumento de concentração dos herbicidas, independentemente do produto usado, provocou 
acentuada  inibição  no  crescimento  das  frondes.  Essas  concentrações  subletais  (0,025,  0,125,  0,625  e 
3,125 mg.L-1) não provocaram morte em nenhuma das espécies.

TABELA 1. Taxa de multiplicação (%) de Spirodela punctata e Salvinia minima, sete dias após a aplicação de cinco 
herbicidas. Médias das concentrações da série 1 (0,025, 0,125, 0,625 e 3,125 mg.L-1)1. 

Herbicida Spirodela punctata Salvina minima
Atrazine 22,13 a 20,54 a

2,4-D 16,38 a 19,78 a
Direct 21,80 a 22,13 a
Rodeo 15,47 b 22,26 a

Trifluralin 10,42 b 24,75 a
1 Para cada herbicida, médias de espécies seguidas de mesma 

letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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FIG. 1. Efeito de concentrações da série 1 (0,025,  0,125, 
0,625 e 3,125 mg.L-1) dos herbicidas atrazine, 2,4-
D,  direct,  rodeo e trifluralin,  no crescimento de 
Salvinia minima.

Na  série  2  (40,  60,  80  e  100  mg.L-1),  Salvinia  minima apresentou  menor  crescimento  (taxa  de 
multiplicação) para o 2,4-D, direct  e trifluralin e,  portanto, maior sensibilidade a estes herbicidas  do que 
Spirodela punctata (Tabela 2). 

Estudos de Charpentier & Garnier (1985) demonstraram que concentrações subletais do herbicida 2,4-D 
provocavam  decréscimo  no  crescimento  de  espécies  da  família  Lemnaceae,  na  qual  se  inclui  Spirodela  
punctata. Porém, observando o comportamento dessa espécie ao ser submetida às concentrações de 40, 60, 80 
e 100 mg.L-1  de 2,4-D, verificou-se que não ocorreu diminuição no número de frondes.  Waithaka (1979) 
relatou que, apesar de retardar o crescimento caulinar, o 2,4-D ocasiona reincidência do crescimento com a 



formação de novas frondes. É possível que Spirodela punctata absorva menos 2,4-D do que Salvinia minima, 
embora Fernández et al. (1972) tivessem verificado que as raízes de Lemnaceae absorviam esse herbicida 
muito rapidamente. Também ressaltaram que tanto as raízes quanto a superfície inferior das frondes podem 
absorver 2,4-D. Entretanto, Landolt (1986) e Landolt & Kandeler (1987) descreveram que as raízes são mais 
estabilizadoras  das  estruturas  da  espécie  do  que  auxiliares  na  absorção  de  substâncias.  Os  resultados 
encontrados com Spirodela punctata estão próximos dos encontrados por Sahai et al. (1980), que observaram 
acentuada tolerância de outra espécie de Spirodela (S. polyrrhiza) ao herbicida. 

TABELA 2. Taxa de multiplicação (%) de  Spirodela punctata e  Salvinia minima, sete dias após a aplicação de 
herbicidas. Médias das concentrações da série 2 (20, 40, 80 e 100 mg.L-1)1.

Herbicida Spirodela punctata Salvinia minima
Atrazine 8,74 a 12,27 a

2,4-D 28,61 a 11,27 b
Direct 13,91 a 1,95 b
Rodeo 10,50 a 10,95 a

Trifluralin 26,38 a 11,80 b
1 Para cada herbicida, médias de espécies seguidas de mesma 

letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A  significativa  sensibilidade  ao  2,4-D  por  Salvinia  minima mostra  discordância  ao  compor-tamento 
encontrado em outras espécies de  Salvinia (S. natans e  S. molesta) que são resistentes à  ação do produto, 
tanto em baixas concentrações,   5 mg.L-1 (Sinha & Verma,  1992),  como em altas,  de 50 a 1000 mg.L-1 

(Waithaka, 1979). Mas, os resultados encontrados nesta estão de acordo com Axelsen & Julian (1988), que 
declararam que o  2,4-D pode controlar satisfatoriamente o crescimento de espécies de Salvinia. Esse produto 
é relatado como muito eficiente para macrófitas aquáticas (Bird, 1993). 

A  análise  estatística  efetuada  no  estudo  de  morte  de  frondes  em  Salvinia  minima revelou  efeitos 
significativos  em  todas  as  equações  da  regressão  polinomial  (R.L.,  regressão  linear;  R.Q.,  regressão  
quadrática  e  R.C.,  regressão  cúbica).  Esses  resultados  foram  indicados  pelos  valores  encontrados  nos 
quadrados médios (Q.M.) e coeficientes de determinação (R2). Os valores encontrados na R.L., R.Q. e R.C. 
foram, respectivamente, de 2,1585** (Q.M) e 0,4842 (R2); 0,5131* (Q.M.) e 0,5992 (R2); e  1,7867** (Q.M.) 
e 1,0000 (R2). Essa espécie foi muito mais sensível do que  Spirodela punctata, embora a tendência cúbica 
encontrada em Salvinia minima revelasse que a ação do herbicida dificulta uma coerente explicação biológica, 
pois em baixas concentrações ocorre maior número de frondes mortas do que em altas concentrações.

Quanto ao herbicida direct (formulação de glyphosate),  somente os valores encontrados na R.L. foram 
significativos  (Q.M.=2,7374**  e  R2=0,8747).  Neste  caso,  ocorreu  uma  relação  linear  positiva  entre  as 
concentrações e a morte de frondes de  Spirodela punctata, mostrando sensibilidade da espécie ao produto 
(Fig. 2). Hartman & Martin (1984) constataram elevada toxicidade do glyphosate em espécies de Lemnaceae.  
Solber & Higgins (1993) relataram que este herbicida é freqüentemente usado para controle da vegetação 
aquática.  Contudo, os resultados encontrados por Santos (1992) mostraram que  Spirodela punctata exibia 
respostas pouco sensíveis ao produto quando diluído na água. Os resultados do presente trabalho indicam que  
a formulação direct pode ser mais efetiva do que a formulação Roundup utilizada por Santos (1992). 

Constataram-se, também, no herbicida trifluralin valores significativos apenas na R.L. Neste caso, o efeito  
linear  das  concentrações na morte de frondes ocorreu  em ambas as espécies  (Fig.  3),  sendo positivo em 
Salvinia  minima (Q.M.=0,6443*  e  R2=0,9577)  e  negativo  em  Spirodela  punctata (QM=0,7120*  e 
R2=0,5920).  Em  concentrações  menores  (de  40  a  55  mg.L-1),  Spirodela  punctata foi  mais  sensível  ao 
trifluralin  que  Salvinia  minima,  apresentando  maior  morte  de  frondes,  invertendo-se  a  situação  em 
concentrações mais elevadas. Salvinia minima respondeu linearmente à elevação de concentrações, indicando 
maior sensibilidade e, portanto, ser mais adequada para monitorar  ambientes poluídos com o trifluralin. Esse 
resultado  é  muito  positivo,  visto  que  o  produto  é   considerado  muito  tóxico  para  ambientes  aquáticos, 
chegando a provocar, em concentrações baixas  (0,01 a 0,04 mg.L-1) e em poucas horas, elevada mortandade 
de peixes (Okay et al., 1994). 

Na série  3  (200,  400,  600,  800 e  1000 mg.L-1),  o  herbicida  direct  foi  letal  para  Spirodela  punctata, 
impossibilitando o estudo do crescimento da espécie, como também a análise comparativa com os resultados  
de Salvinia minima.



A análise indicou regressões de quarto grau significativas da taxa de multiplicação das duas espécies com 
o herbicida 2,4-D, com valores de 127,6969* (Q.M.) e 1,0000 (R2), em  Spirodela punctata; e 104,6942* 
(Q.M.) e 1,0000 (R2), em Salvinia minima. As espécies apresentaram resultados divergentes, difíceis de serem 
explicados biologicamente.
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FIG. 2. Morte de frondes de Spirodela punctata sob efeito 
das  concentrações  da  série  2  (40,  60,  80  e  100 
mg.L-1) do herbicida direct. Dados transformados 

em 1x + .

Outra  formulação  do  herbicida  glyphosate,  o  rodeo  (Fig.  4),  provocou  intenso  declínio  apenas  no 
crescimento de Salvinia minima (Q.M.=247,7969** e R2=0,9541). O glyphosate, de um modo geral, controla 
eficientemente macrófitas aquáticas (Almeida & Rodrigues, 1988) e, em espécies de  Salvinia, Prusty et al. 
(1990)  verificaram  efeitos  de  elevada  toxicidade.  Em  Spirodela  punctata  tais  efeitos  não  ocorreram, 
corroborando os resultados de Santos (1992). Também, Richardson (1985) salientou que, quando diluído em 
água, o herbicida declina em seus efeitos tóxicos, causando menor toxicidade às plantas. 

Ocorreram efeitos  significativos  do herbicida  trifluralin  no crescimento  de  Spirodela  punctata,  com a 
análise de regressão polinomial indicando uma R.Q. (Q.M.=157,0950** e R2=0,5710). Pela Fig. 5 verifica-se 
que, a princípio, houve um declínio no crescimento de Spirodela punctata (até 600 mg.L-1) e, posteriormente, 
uma recuperação da taxa de multiplicação, caracterizando que, provavelmente,  concentrações elevadas do 
herbicida não foram absorvidas pela espécie, como observado na série 2  (Fig. 3). 

O herbicida atrazine foi letal apenas para  Spirodela punctata (Q.M.=0,3589* e R2=0,9102), embora seu 
efeito tenha se intensificado nas concentrações mais elevadas (600 a 1000 mg.L -1) da série 3, como pode ser 
visualizado na tendência quadrática na Fig. 6. Squillace et al. (1993) ressaltaram que concentrações baixas do 
produto, no meio aquático, não são tóxicas às plantas. Em estudos de O’Neal & Lembi (1983), com algas 
verdes, foi constatado que os herbicidas do grupo das triazines,  ao qual pertence o atrazine, não causavam 
quaisquer efeitos fitotóxicos, mesmo após 45 dias. Todavia, Beaumont et al. (1976, 1978) observaram que, 
após  20  dias  em  concentrações  subletais  (0,02  e  0,025  mg.L-1),  Lemna  minor (espécie  de  Lemnaceae) 
apresentou alterações fisiológicas, com acentuada inibição do crescimento. Liu & Cedeño-Maldonado (1979) 
e Sahai et al. (1980) declararam que, em Lemnaceae, concentrações baixas das triazines podem causar efeitos 
antagônicos  de  toxicidade,  ora  apresentando  inibição  ora  estimulação  do  crescimento  das  espécies.  O 
resultado encontrado em Spirodela punctata no presente trabalho demonstra que a espécie somente responde 



ao atrazine em elevadas concentrações por causa da baixa toxicidade do herbicida ambiente aquático. Alguns 
autores (Almeida & Rodrigues, 1988; Abou-Waly et al., 1991; Huber, 1993) afirmaram ser baixa a toxicidade 
do produto para peixes e,  deste modo, é  seguro utilizá-lo no controle de plantas  daninhas em ambientes  
aquáticos.
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FIG. 3. Morte de frondes de Spirodela punctata e Salvinia minima sob efeito das concentrações da série 2 (40, 60, 80 

e 100 mg.L-1) do herbi-cida trifluralin. Dados transformados em 1x + .

Em ambas as espécies (Fig. 7) houve aumento de morte de frondes com aumento das concentrações do 
herbicida rodeo (glyphosate), notadamente em Salvinia minima, cujo número foi superior. Houve também um 
acentuado declínio do crescimento  da espécie de Salvinia minima quando se utilizaram as concentrações da 
série 3 do rodeo (Fig. 4). Prusty et al. (1990), estudando outras espécies de  Salvinia também constataram 
drásticos efeitos tóxicos de glyphosate. Harman (1994) salientou que o rodeo, por ser muito pouco tóxico em 
meio aquático, é usado freqüentemente no controle de plantas aquáticas.

Ainda, na série 3, o trifluralin evidenciou, em ambas as espécies, resultados difíceis de serem interpretados 
biologicamente. A análise de regressão não apresentou um resultado homogêneo, pois somente as regressões 
de quarto grau foram significativas, o que permite inferir que as espécies não são adequadas para evidenciar  
efeitos  tóxicos  de  trifluralin  e,  conseqüentemente,  restrigem  sua  utilização  em  aplicações  práticas  de 
monitoramento em ambientes muito poluídos com este herbicida. 
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FIG. 4. Efeito das concentrações da série 3 (200, 400, 600, 800 e 1000 mg.L -1) do herbicida rodeo no crescimento de 
Salvinia minima.
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FIG. 5. Efeito  das  concentrações  da  série  3  (200,  400,  600,  800  e  1000  mg.L -1)  do  herbicida  trifluralin  no 
crescimento de Spirodela punctata. 
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FIG. 6. Morte de frondes de Spirodela punctata nas concentrações da série 3 (200, 400, 600, 800 e 1000 mg.L -1) do 

herbicida atrazine. Dados transformados em 1x + .
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FIG. 7. Morte de frondes de Spirodela punctata e Salvinia minima nas concentrações da série 3 (200, 400, 600, 800 e 

1000 mg.L-1) do herbicida rodeo. Dados transformados em 1x + .

CONCLUSÕES 



1.  Spirodela punctata é  muito sensível  às  concentrações  subletais  (0,025 a 3,125 mg.L-1)  de  rodeo  e 
trifluralin.

2.  Ambas  as  espécies  mostram acentuada  sensibilidade  aos  herbicidas  2,4-D,  direct  e  trifluralin   nas  
concentrações das séries 2 (40 a 100 mg.L-1) e  3 (200 a 1000 mg.L-1).

3. Nas concentrações elevadas da série 3, Salvinia minima é muito sensível ao herbicida rodeo e Spirodela  
punctata é mais sensível ao atrazine.

4.  As  respostas  biológicas  (crescimento  e  morte  das  frondes)  indicam  sensibilidade  das  macrófitas 
aquáticas aos herbicidas presentes na água. 
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