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AVALIAGAO DA SENSIBILIDADE DE ORGANISMOS AQUATICOS E
TERRRESTRES AO TRICLOPYR

RESUMO - O uso inadequado de herbicidas como o triclopyr pode gerar
residuos no solo e na agua que podem colocar em risco o equilibrio do meio
ambiente. Para compreender os efeitos deste herbicida no meio ambiente, o
presente tem como objetivo classificar o triclopyr pela sua toxicidade aguda para
cinco espécies aquaticas, selecionar espécies ndo alvo para o monitoramento
ambiental desta molécula com base em trés classificagdes de risco de intoxicagao
ambiental, selecionar plantas indicadores da presenga de residuos do herbicida no
solo e se ele € seguro para ser utilizado no controle de macrofitas. Para a toxicidade
aguda de organismos nao alvos, foram realizados ensaios de toxicidade aguda com
o mato grosso (Hypessobrycon eques), caramujo (Pomacea canaliculata), Azolla
caroliniana, Lemna minor e Daphnia magna. O risco de intoxicagdo ambiental foi
classificado de acordo com trés classificagdes, que foi calculado pela divisdo entre o
valor da concentragdo ambiental estimada (mg L) e pela CL50 ou CE50 (mg L ™)
para cada organismo ndo alvo. Para a sua presenga no solo foram realizados
ensaios em sala aclimatada com as espécies pepino (Cucumis sativus), tomate
(Solanum lycopersicum) e rabanete (Raphanus sativus) nas concentragdes de 0,0;
0,5 1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 mg L" a avaliacao da fitotoxicidade das plantas foram
realizadas no 3° 7° 11° e 14° dia apds aplicagcdo e no 14° dia foi realizada a
avaliacao da altura das plantas e matéria seca total. A avaliagdo da eficacia do
triclopyr foi realizada em casa de vegetacao, as doses utilizadas foram 0,0; 0,5; 1,0;
2,0; 3,0 e 4,0 L ha™', as espécies utilizadas foram Myriofyllum aquaticum, Nymphoide
indica e Limnobium laevigatum. A CI50 e CES50, 48h para o triclopyr foi de 0,61 e
0,62 mg L para H. eques e D. magna respectivamente, para P. canaliculata, A.
caroliniana e L. minor a CE50, 7 dias foram de 4,67; 10,52 e 6,95 mg LT,
respectivamente, classificando-se como moderadamente téxico para L. minor, A.
caroliniana e P. canaliculata, como alta ou altamente toxico para H. eques e D.
magna. As espécies C. sativus, S. lycopersicum e R. sativus podem ser utilizadas
como plantas indicadoras da presenca de residuos do triclopyr no solo e a avaliagao
da fitotoxicidade visual é o sintoma mais caracteristico para identificacdo do residuo.
O triclopyr pode ser utilizado no controle de macrofitas, pois as concentragdes que
sdo eficazes ndo apresentam risco de intoxicagdo ambiental.

Palavras-chave: bioindicadores, herbicidas, plantas indicadoras, residuos,
risco ambiental, toxicidade.



AQUATIC ORGANISMS SENSITIVITY ASSESSMENT AND LAND TO TRICLOPYR

ABSTRACT - Improper use of herbicides such as triclopyr may generate
residues in soil and water that can endanger the balance of the environment. To
understand the effects of this herbicide in the environment, this aims to classify the
triclopyr for its acute toxicity to five aquatic species, select non-target species for the
environmental monitoring of this molecule based on three environmental poisoning
risk ratings, select plants indicators of the presence of herbicide residues in the soil
and if it is safe to be used for controlling weeds. For acute toxicity to non-target
organisms were conducted acute toxicity tests with the Mato Grosso
(Hyphessobycon eques), snail (Pomacea canaliculata), Azolla caroliniana, Lemna
minor and Daphnia magna. The risk of environmental poisoning has been classified
according to three classifications, which was calculated by dividing the value of the
estimated environmental concentration (mg L) and the CL50 or CE50 (mg L ™) for
each non-target organism. For their presence in the soil tests were conducted at
room acclimatized to the species Cucumber (Cucumis sativus), tomato (Solanum
lycopersicum) and radish (Raphanus sativus) at concentrations of 0.0; 0.5 1.0; 2.5;
5.0 and 7.5 mg L™, the evaluation of the phytotoxicity of the plants were carried out
on the 3rd, 7th, 11th and 14th day after application and after 14 days an assessment
was made of plant height and total dry matter. Assessing the effectiveness of
triclopyr was conducted in a greenhouse, the doses used were 0.0; 0.5; 1.0; 2.0; 3.0
and 4.0 L ha™", and species used were Myriofyllum aquaticum, Nymphoide indica and
Limnobium laevigatum. The CL50 and CESO0 for 48h triclopyr was 0.61 and 0.62 mg
L' for H. eques and D. magna respectively, P. canaliculata, A. caroliniana and L.
minor CE50, 7 days were 4.67; 10.52 and 6.95 mg L™, respectively, ranking as
moderately toxic to L. minor, A. caroliniana and P. canaliculata as high or highly
toxic to H. eques and D. magna. The species C. sativus, S. lycopersicum and R.
sativus can be used as an indicator of the presence of plant triclopyr residues in soil
and visual assessment of phytotoxicity is the most characteristic symptom for
identifying residue. The triclopyr can be used for controlling weeds because the
concentrations that are effective no risk of environmental poisoning.

Keywords: bioindicators, herbicides, indicator plants, waste, environmental
risk, toxicity



1. INTRODUGCAO

A utilizacdo dos herbicidas fora das recomendagbes técnicas pode gerar
acumulo de residuos nocivos na agua e no solo. A permanéncia destes compostos
por mais tempo do que o necessario para a execucao de suas agdes tem provocado
diversos impactos ao meio ambiente (BITTENCOURT, 2004; LUCHINI; ANDREA,
2000) e a consequente adulteragdo provocada em solos e suprimentos aquiferos,
tem sido objeto de constantes estudos e discussdes (LUCHINI; ANDREA, 2000).

Os herbicidas por apresentar alta persisténcia no solo e seus residuos por
poderem sofrer diversas interagdes, apresentam um maior potencial de
contaminagdao do meio ambiente (MELO et al., 2010), com isso é importante que
seus efeitos biolégicos sejam determinados.

Os herbicidas mimetizadores das auxinas como o triclopyr pode causar sérios
problemas ambientais como a contaminagdo do solo, da agua e da microbiota do
solo (INOUE et al., 2003), Assim, estudos da dinamica deste herbicida no solo séo
importantes para prever os riscos de contaminagao das aguas e os efeitos dos seus
residuos em culturas e organismos nao alvos.

Uma das formas de se identificar a presenca dos residuos dos herbicidas no
solo é através da utilizacdo de plantas indicadoras em bioensaios. Os sintomas de
fitotoxicidade produzidos nas folhas de varias dicotiledéneas por herbicidas
auxinicos sao facilmente caracterizados e por isso sdo muito utilizadas para detectar
residuos desses herbicidas no solo (THILL, 2003). Uma das espécies mais utilizadas
nesses bioensaios é o pepino (Cucumis sativus) (SANTOS et al. 2006).

A avaliagado da toxicidade potencial de substancias no ambiente aquatico &
determinada por testes ecotoxicoldégicos que utilizam organismos bioindicadores
(AZEVEDO; CHASIN, 2003), os mais utilizados sao algas unicelulares, espécies de
microcrustaceos, peixes e macrofitas aquaticas (MANN; BIDWELL, 1999).

Os organismos bioindicadores, na presenca dos agrotéxicos respondem a
eles por meio de reagcbes comportamentais mensuraveis, fornecendo a
probabilidade de causarem efeitos adversos no meio ambiente caracterizando
assim, o grau de perigo e determinando os possiveis riscos de intoxicagdo ambiental
do ecossistema aquatico (ANDREA, 2008).



O triclopyr na formulagdo Garlon 480 BR esta na forma de éster butoxiétilico
(TBEE) é um herbicida sistémico seletivo, utilizado em pastagem e na cultura do
arroz, no controle de plantas daninhas herbaceas e lenhosas. No solo o triclopyr n&o
faz ligagdes quimicas estaveis o que aumenta o seu potencial de se mover e atingir
os lengdis freaticos e na agua o éster se liga nas particulas orgénicas da coluna de
agua é precipitado para as camadas de sedimento (MCCALL; GAVIT, 1986).

Devido a necessidade do uso racional dos herbicidas para minimizar os
impactos ambientais da agricultura e das possiveis utilizagdes nao agricolas destes
produtos quimicos, o objetivo deste trabalho foi de avaliar os possiveis impactos e
em que niveis os residuos do triclopyr podem promover riscos de intoxicagao para
organismos aquaticos e terrestres, selecionar plantas testes e organismos
bioindicadores que possam ser utilizadas no monitoramento ambiental desta
molécula e se sua eficacia no controle de macréfitas ocorre em concentracdes

seguras para manter o equilibrio do ambiente aquatico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ecotoxicologia dos herbicidas

O termo ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez em junho de 1969,
durante uma reunido do Committee of the International Council of Scientiffic Unions
(ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut (TRUHAUT, 1977).
Segundo este autor, a ecotoxicologia € definida como a ciéncia que estuda os
efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos,
populagdes e comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou aquaticos, que
constituem a biosfera, incluindo assim a interagao das substancias com o meio nos
quais os organismos vivem num contexto integrado (PLAA, 1982; CAIRNS;
NIEDERLEHNER, 1995; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

A Ecotoxicologia também foi definida por Ramada (1977) como a ciéncias
que tem por objetivo estudar as modalidades de contaminagcdo do ambiente pelos
poluentes naturais ou sintéticos, produzidos por atividades humanas, seus
mecanismos de agao e seis efeitos sobre o conjunto de seres vivos que habitam a
biosfera. Torna-se claro que a ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos dos
poluentes aos organismos e como interagem com seus habitat (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008).

Os herbicidas sao classificados como micropoluentes para os ecossistemas e
a adulteracao provocada por eles em solos, suprimentos aquiferos e alimenticios
tém sido objeto de constantes estudos e discussdes (LUCHINI; ANDREA, 2000). Os
impactos ambientais causados pelo uso dos agrotoxicos podem ocorrer porque
esses compostos podem permanecer por mais tempo do que o necessario para
exercer sua agdo, afetando o ecossistema como um todo (LUCHINI; ANDREA,
2000).

O uso descontrolado, a propaganda massiva, o medo de perda da
produtividade da safra, a cultura “fruto bonito é aquele que as pessoas gostam de
comprar” (SILVA; FAY, 2004), entretanto o uso desordenado pode gerar residuos

que irao atingir os mananciais de agua e o solo.



O residuo de agrotdoxicos uma vez no solo pode sofre diversas interagdes e
movimentagcdo como lixiviacdo, percolacdo adsorcdo e tudo isto depende das
caracteristicas do ambiente e das caracteristicas fisico-quimicas do ingrediente ativo

utilizado (Figura 1).
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Figura 1. Caminho percorrido pelos agrotoxicos em ecossistemas aquaticos
(adaptado de NIMMO, 1985; SILVA; SANTOS, 2007).

Os herbicidas sao potencialmente danosos para todos os organismos vivos,
toda via sua toxicidade e comportamento no meio ambiente variam muito. Esses
efeitos podem ser cronicos quando interferem na expectativa de vida, crescimento,
fisiologia, comportamento e reproducao dos organismos; e/ou ecoldgicos quando
interferem na disponibilidade de alimentos, de habitat e na biodiversidade (LUNA et
al., 2004), e tem a interferéncia dos herbicidas sobre a dindmica dos ecossistemas,
como nos processos de quebra da matéria organica e de respiragéao do solo, ciclo de
nutrientes e eutrofizagdo de aguas. Pouco se conhece, entretanto sobre o
comportamento final e os processos de degradagdo desses produtos no meio
ambiente (LUNA et al., 2004).



A maior parte dos herbicidas utilizados acaba atingindo o solo e as aguas,
principalmente pela deriva na aplicagdo, controle de plantas daninhas, lavagem das
folhnas tratadas, lixiviacdo, erosdo, aplicagdo direta em aguas, residuos de
embalagens vazias, lavagens de equipamentos de aplicacdo e efluentes de
industrias de agrotéxicos (LUNA et al., 2004).

Devido aos impactos causados pelos agrotoxicos estabelece o Potencial de
Periculosidade Ambiental (PPA) para todos os produtos técnicos e formulagdes
existentes no mercado, que € determinado pelo instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), (STUTZER; GUIMARAES, 2003).

2.2. Ensaios ecotoxicolégicos

O estudo dos efeitos de substancias quimicas toxicas nas comunidades
naturais ¢ um dos objetivos fundamentais da ecotoxicologia (ANDREA, 2008).
Entretanto, ha pelo menos uma década tem-se notado que alguns organismos -
peixes, insetos, algas, plantas, séo resistentes a alguns niveis de contaminagéo, néo
morrem quando expostos a agentes tdxicos e fornecem informagdes precisas sobre
a saude dos ambientes respectivos de cada um desses organismos. Esses tipos de
plantas e animais sdo chamados de indicadores biolégicos ou bioindicadores da
presenca de contaminantes no ambiente (ANDREA, 2008).

Na década de 80, as agéncias ambientais no mundo todo, comecaram a
desenvolver protocolos padronizados de teste de toxicidade utilizando organismos
aquaticos (USEPA 1996; OECD, 2002). Em 1984, a USEPA estabeleceu o uso de
organismos para fins de monitoramento ambiental da qualidade da agua, chamado
de Biomonitoramento (USEPA, 1986). Ao mesmo tempo, a Organizagdo para
Cooperacado Econdmica e Desenvolvimento (OECD), na Europa, langava uma série
de protocolos de teste com organismos aquaticos como algas, microcustaceos e
peixes (OECD, 2002).

Os organismos bioindicadores, apesar de ndo morrerem por alteracbes do
ambiente, respondem a elas por meio de reagbes comportamentais ou metabdlicas
mensuraveis, que indicam e refletem alguma mudanga no ambiente onde eles vivem
(ANDREA, 2008).



Os organismos-teste utilizados no Brasil sdo comumente espécies exdticas,
determinadas em normas internacionais aprovadas no pais. Entretanto, a realizacéo
de estudos ecotoxicoldgicos com espécies locais ou autoctones representativas de
nossos ecossistemas é extremamente relevante (CAIRNS; NIEDERLEHNER 1995).
Estes estudos sao relevantes principalmente para realizar o monitoramento das
contaminacdes das redes hidrograficas presentes nas areas agricolas (IGNACIO,
2014).

Os critérios de selegao de organismos-teste normalmente sdo: abundancia e
disponibilidade; significativa representagdo ecoldgica dentro das biocenoses;
cosmopolitismo da espécie; profundo conhecimento da biologia, fisiologia e habitos
alimentares; estabilidade genética e uniformidade de suas populagdes; baixo indice
de sazonalidade; sensibilidade constante e apurada; importancia comercial,
facilidade de cultivo em laboratorio e, se possivel, a espécie deve ser nativa para a
melhor representatividade dos ecossistemas (RAND; PETROCELLI, 1985).

Para que os efeitos dos residuos de agrotoxicos sejam identificados,
recomenda-se a utilizacdo de pelo menos trés espécies que representem os
diferentes niveis das cadeias troficas, com intuito de se obter resultados mais
precisos do efeito toxico especificam e aumentar a probabilidade de respostas
téxicas a organismos de diferentes sensibilidades (BAUN et al. 1999; IGNACIO,
2014).

Os peixes sao os animais mais utilizados como bioindicadores em ensaio
ecotoxicolégicos (HERRICKS, 2002). Os peixes s&o 6timos organismos-teste para o
monitoramento de ambientes aquaticos, devido as diferentes respostas as
contaminagdes; como mudangas na taxa de crescimento e na maturagido sexual
(IGNACIO, 2014).

Espécies de peixes ornamentais e nativas também podem ser utilizadas,
como o peixe popularmente denominado de mato-grosso (Hypessobrycon eques), é
um peixe neotropical da Ordem Characiformes e vivem em rios e lagos, e se
alimentam basicamente de algas e plantas (IGNACIO, 2014).

O caramujo (Pomacea canaliculata) € um molusco nativo das regides tropicais
da Ameérica do Sul, esses moluscos habitam ampla gama de ecossistemas, desde

pantanos e lagoas até lagos e rios (MARTIN et al., 2002). De acordo com estas



caracteristicas e os critérios de selegdo de organismos-testes, esta espécie destaca-
se com grande potencial para ser utilizada como um relevante bioindicador em
ensaios ecotoxicolégicos (IGNACIO, 2014).

As espécies Daphnia magna s&do os cladéceros mais utilizadas como
organismos-teste em ensaios de ecotoxicologia aquatica (MITCHELL et al., 2004).

A Daphnia magna € um organismo filtrador utilizado em ensaios
ecotoxicoldgicos devido as seguintes caracteristicas favoraveis: ciclo de vida curto
com elevada taxa reprodutiva, sobrevivéncia em pequenos espacos, facilidade de
adaptacdo as condi¢cdes de laboratorio e manejo, e alta sensibilidade a grande
variedade de produtos quimicos (ARAUCO et al., 2005).

A macrofita aquatica Lemna minor, conhecida pelo nome vulgar de lentilha
d’agua, é uma angiosperma, do grupo da monocotileddbnea muito utilizada em
ensaios ecotoxicoldgicos € ainda pequena se comparada aos demais organismos.
No entanto, essas espécies sao indicadas por grandes organiza¢des (EPA e OECD,
2002) como potencial organismo bioindicador pela sua importante fungao ecolégica
e serem o0s primeiros organismos atingidos por poluentes langados nos
ecossistemas aquaticos (IGNACIO, 2014).

A macroéfita Lemna minor tem diversas caracteristicas favoraveis para ser
utilizada em testes ecotoxicolégicos, como: pequeno tamanho, estrutura simples e
rapido crescimento e propagacao vegetativa (CASSIDY, 2010), da mesma forma a
espécie Azolla caroliniana tem potencial como organismo bioindicador, pois também
€ uma planta aquatica flutuante, de facil manejo, ciclo de vida curto, pequeno porte e
cosmopolita (LUMPKIN; PLUCKNEET, 1980).

Diversos estudos ja foram realizados em ambientes aquaticos para avaliar a
toxicidade de agroquimicos, destacando-se o trabalho de Helfrichet al. (1996) que
utilizaram a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) para estimar a toxicidade do
herbicida oxyfluorfem (Goal BR) e do inseticida carbofurano (Furadan). Frello (1998)
utiizou Daphnia magna e Poecilia reticulata para avaliar a toxicidade do
carboforano. Jonsson e Maia (1998) estimaram a CL50; 96h para o peixe

Hypessobrycon scholzei para diversos herbicidas.



2.3. Triclopyr

O ingrediente ativo (i.a) triclopyr foi registrado como TEA em 1979 e como
TBEE em 1980, ambos os produtos quimicos sao utilizados no controle de plantas
daninhas (USEPA, 1996). O ftriclopyr € um herbicida seletivo de acdo sistémica,
normalmente caracterizada pelo seu efeito cronico (GIANCOTTI et al., 2010) é
composto de cloropyridina usado no controle de plantas daninhas herbaceas e
lenhosas de folhas largas, florestas, parques e pastagens, ndo apresentam danos as
gramineas (TU et al., 2001; USEPA, 1998).

O triclopyr € um herbicida mimetizador das auxinas (acido endol acético) que
€ um hormédnio de crescimento produzido pelas plantas (TRU et al., 2001). Estes
herbicidas agem da mesma forma que as auxinas naturais nas plantas, porém como
sdo aplicados em doses maiores que os reguladores de crescimento, apresentam
acao herbicida nas plantas daninhas da classe das dicotiledéneas
(CHRISTOFFOLETI et al., 2001).

O mecanismo de acédo dos herbicidas mimetizadores das auxinas n&o esta
completamente conhecida, mais se acredita que a acidificacdo das paredes
celulares permite que as células se expandam de forma desordenada devido a
producao excessiva da auxina sintética. Eles interferem na diferenciacdo celular,
inibindo ou estimulando de forma erratica o desenvolvimento nas &areas
meristematicas e provocando uma diferenciagdo em tecidos com células ja
estabilizadas (KISSMANN, 2003, USEPA, 1998).

Em baixas concentragdes o triclopyr estimula a producao de RNA, DNA e a
sintese de proteinas o que leva a uma divisdo celular descontrolada, provocando um
crescimento desordenado e por fim a destruicdo do tecido vascular. Inversamente
em concentragdes elevadas pode inibir a divisdo celular e o crescimento (TU et al.,
2001).

O triclopyr é vendido na forma de sal de trietilamina sal (TEA) ou éster
butoxiétilico (TBEE) que s&o derivados do acido triclopyr (USEPA, 1998). No solo
natural e em ambiente aquatico o TBEE e o TEA sao convertidos rapidamente para

o &cido triclopyr que é neutralizado até um sal relativamente nao téxico. E o acido



triclopyr (conhecido simplesmente como ftriclopyr), que causa a intoxicagdo nas
plantas alvos (LEWER; OWEN, 1990).

No Brasil o triclopyr € muito utilizado para o controle de plantas daninhas em
pastagens, sendo o Garlon 480BR o herbicida mais vendido e sua formulagao € o
triclopyr éster. O triclopyr na formulagao éster apresenta degradagéo rapida no solo,
com meia vida de 20 a 45 dias, variando com o tipo de solo e com o clima a sua
degradagcao ocorre mais rapido em condi¢des de umidade e temperatura mais
elevada. Em solos com pH baixo o seu grau de adsor¢édo € mais elevado e a
mobilidade € menor (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). Na agua o éster ndo é soluvel
podendo apresentar mais tempo para se degradar e pode se ligar a fragdo organica
da coluna d’ agua podendo assim ser transportado para os sedimentos (McCALL,;
GAVIT, 1986). As moléculas de ésteres ligadas ira se degradar por hidrolise ou
fotélise em triclopyr acido (SMITH, 1976).

A meia-vida do triclopyr em solos pode variar de 3,7 a 314 dias, mas as
médias sdo de 30 dias, dependendo da formulagcédo aplicada, do tipo de solo e das
condicbes ambientais. Se as condicbes do solo sdo quentes e uUmidos, o
metabolismo microbiano pode ser o principal meio de degradagdo (NEWTON et al.,
1990).

Em ensaios realizados em laboratorio relatou-se uma meia vida do &cido
triclopyr em quatro solos num periodo de 138 dias, mas desta vez a meia vida variou
com a temperatura do solo. A 15 ° C a meia-vida variou de 64-314 dias, enquanto
que a 30 ° C a meia-vida foi de 9-135 dias (JOHNSON et al., 1995).

No Sudoeste Oregon, encontraram 24-51% de residuos de triclopyr no solo
seco com clima frio apos 37 dias. Apés um aumento da temperatura e da umidade, a
dissipacdo aumento e os residuos de triclopyr exibiram uma meia-vida de 11-25 dias
(NEWTON et al., 1990).

O triclopyr ndo faz ligagbes quimicas estaveis com o solo e tem potencial para
se mover no solo, onde sua meia-vida pode variar de 30-90 dias. O TBEE apresenta
baixa solubilidade em agua e degrada-se em acido triclopyr em trés horas
(EXTONET, 2002).

A capacidade de adsorgao do acido triclopyr no solo € intermediaria. Assim, o

movimento de pequenas quantidades de residuos de triclopyr apos as primeiras
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chuvas é significativo (MCCALL; GAVIT, 1986), mas acredita-se que a lixiviagdo seja
menor (NEWTON et al., 1990).

O movimento do triclopyr na superficie e o escoamento subsuperficial em
areas com baixa precipitacdo acredita-se ser negligenciavel (NEWTON et al., 1990;
STEPHENSON et al. 1990). Segundo Norris et al. (1987), a lixiviagdo e o fluxo
superficial de agua contribuiram para que a quantidade do herbicida fosse
significativa, concluiram que o triclopyr apresentava pouco risco para organismos
nao alvo ou para os usuarios de agua desta area.

Segundo Newton et al. (1990), o triclopyr ndo estaria presente nos animais,
na forragem em doses suficiente para causar os efeitos da toxicidade aguda ou
cronica e concluiu que como o triclopyr se dissipa rapidamente no ambiente nao
teria problemas com bioacumulagao na cadeia alimentar.

Em espécies aquaticas a formulacao éster € altamente toxica para peixes e
invertebrados aquaticos com uma CL50 (96horas) de 0,74 mg/L em truta arco-iris e
0,87 mg/L em bluegill sunfish (WSSA, 1994; USEPA, 1998). A natureza hidrofébica
do éster permite que ele seja facilmente absorvido através dos tecidos de peixes,
onde € rapidamente convertido em 4acido triclopyr. O acido pode se acumular em
niveis toxicos quando os peixes sao expostos a concentragdes suficientes e por
duracao suficiente. A extensido de que os efeitos téxicos do éster sdo reduzidos por
degradacdo é mal explicado ou entendido. Estudos tem demonstrado que a
formulacao éster degrada rapidamente as formas menos toxicas (THOMPSON et al.,
1991). Estudos tem demonstrado que existem efeitos agudos letais para peixes
quando expostos a residuos de baixo nivel por mais de seis horas
(KREUTZWEISER et al., 1994).

2.4. Eficacia do triclopyr em macroéfitas

Uma grande diversidade de macroéfitas aquaticas pode ser encontrada
vegetando as margens de rios e reservatorios ou dentro dos mais diversos
ambientes aquaticos, empregando diferentes mecanismos de adaptagdo para
sobrevivéncia e desenvolvimento (MARTINS et al., 2002). As macrofitas aquaticas

desempenham um papel extremamente importante no funcionamento dos
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ecossistemas onde ocorrem, estabelecendo forte ligagédo entre o sistema aquatico e
o ambiente terrestre circundante (ESTEVES, 1998).

No entanto, o rapido crescimento populacional de varias espécies de
macrofitas favorece a colonizagao de vastas areas, podendo afetar os usos multiplos
do ecossistema aquatico. Assim, a despeito de sua importancia ecoldgica, o termo
“‘daninha” tem sido empregado com relativa frequéncia na literatura (THOMAZ,
2002).

A proliferagao das plantas aquaticas constitui-se hoje em um sério e complexo
problema de repercussdo ndo apenas em nivel ambiental, pois atinge igualmente as
areas econbmicas e sociais (MARCONDES; TANAKA, 1997). Nessas condigdes, 0
controle dessas plantas daninhas aquaticas torna-se fundamental para manutencao
da fungao social, econédmica e ambiental do corpo hidrico (PITELLI et al., 2008).

Entre as opgdes de manejo dessas plantas, o controle quimico tem sido
empregado em varios paises, pois promove resultado rapido e eficiente (CARDOSO
et al., 2003; MUSTAFA et al., 2010). Entretanto, o método de controle quimico é o
menos aceito pela sociedade, por utilizar substancias cuja toxicidade a diferentes
especies e ao proprio homem nem sempre € inteiramente conhecida, ainda que o
uso de herbicidas especificos para ambientes aquaticos seja permitido mesmo em
paises desenvolvidos como nos Estados Unidos sua aplicacdo € motivo de
controvérsia em varios paises europeus. Assim, a utilizagdo de substancias com o
maior grau de especificidade possivel, ou seja, que atinjam somente a espécie alvo
constitui-se em grande desafio para a aplicagdo de métodos quimicos (THOMAZ,
2002).

Para que um herbicida possa ser utilizado diretamente no ambiente aquatico
uma seérie de medidas deve ser precedida que incluem testes de toxicidade,
envolvendo organismos nativos da regido onde os herbicidas vao ser aplicados e
acompanhados pelo monitoramento dos possiveis impactos no ecossistema
(THOMAZ, 2002).

No Brasil ha apenas um herbicida registrado para o controle de plantas
daninhas aquaticas; trata-se do fluridone, que é especifico para macréfitas
submersas (PITELLI et al., 2008). Em muitos paises, como Estados Unidos, Canada

e Nova Zelandia, as plantas aquaticas vém sendo estudadas ha muitos anos, e
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diferentes métodos de controle, mecanicos, bioldgicos e quimicos, sdo adotados.
Dentro do controle quimico, uma grande quantidade de herbicidas ja foi testada,
isoladamente ou de maneira associada a outras praticas, sendo selecionados
aqueles em que o controle ndo acarreta prejuizos ao habitat natural dessas plantas
OuU mesmo a peixes e outros organismos aquaticos (MARCHI et al., 2009).

Segundo o departamento de Gestdo em Ecologia do Estado de Washington,
os herbicidas aprovados para uso aquatico pelos Estados Unidos Environmental
Protection Agency (EPA) foram revistos e sdo considerados compativeis com o
ambiente aquatico, quando utilizado de acordo com as instru¢des do rétulo. Os
produtos quimicos que sao permitidos para o uso a partir de 2006 no ambiente
aquaticos segundo a EPA sao o glifosato, fluridone, 2,4-D, Endotal, triclopyr- TEA e
Imazapyr.

O herbicida triclopyr existe em duas formulagdes, a formulagdo triclopyr TEA
que esta registrado para ser utilizados em ambientes aquaticos. O triclopyr na
formulacdo TBEE pode ser eficaz no controle de macréfitas aquatica sem que o
dose necessaria passa da recomendagao técnica o que poderia atingir organismos
nao alvo o que provocaria o desequilibrio e até mesmo a contaminagéo do ambiente
aquatico. O Triclopyr é tipicamente aplicado no campo a taxas de 0,75a 2,5mg L -1

para o controle da Eurasia watermilfoil (Renovar ™ 3 rotulo) (POOVEY et al., 2007).

2.5. Plantas indicadoras de residuos do triclopyr no solo

Os herbicidas sdo compostos quimicos que tém alta persisténcia no solo
possuem maior potencial de contaminacdo do ambiente (MELO et al., 2010) e
dependendo da cultura sucessora podem causar fitotoxicidade. A permanéncia de
um herbicida no solo depende do Ph, matéria organica, textura, umidade do solo
(LOUX; REESE, 1993), mineralogia, retencéo de agua e da atividade microbiana do
solo (WITT; FLINT, 1997).

A determinacdo de um herbicida no solo pode ser feita pelo uso de plantas
indicadoras em bioensaios. A utilizacdo das plantas indicadoras apresenta como

principal vantagem detectar somente residuos biologicamente ativos no solo, néo
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havendo necessidade de instrumentos onerosos e de prévia extracido dos residuos
do solo (BEYER et al., 1988).

Para efeitos conceituais, planta indicadora da presenca de herbicida é aquela
que apresenta qualquer nivel de sensibilidade. As caracteristicas das espécies
indicadoras mais importantes sdo: alta taxa de crescimento, pois permitira rapida
visualizagdo dos sintomas ocorridos; ampla distribuigdo geografica para que as
especies possam ser utilizadas como indicadoras em outros locais de estudo; e
homogeneidade genética, pois padroniza as respostas obtidas e possibilita maior
homoscedasticidade da variéncia na analise dos dados (NUNES; VIDAL, 2009).

Nos bioensaios as plantas que serdo utilizadas como indicadoras devem
apresentar facil cultivo, rapido desenvolvimento e alta sensibilidade aos herbicidas
avaliados (NYFFELER et al., 1982; SOUZA, 1999). Os sintomas de intoxicagao
produzidos nas folhas de varias magnoliopsida ou dicotileddneas por herbicidas
auxinicos sao facilmente caracterizados e por isso sdo muito utilizadas para detectar
residuos desses herbicidas no solo (THILL, 2003). Uma das espécies mais utilizadas
nesses bioensaios é o pepino (Cucumis sativus) (SANTOS, et al. 2006).

Os herbicidas auxinicos causam, em espécies sensiveis, intensa divisdo
celular no cambio vascular, endoderme, periciclo e floema, com consequente
formacdo de tumores no meristema intercalar, aparecimento de raizes aéreas,
multiplicagdo e engrossamento de raizes e caule. Ha formacgao de gemas multiplas e
hipertrofia das raizes laterais, sendo o encurtamento do tecido internerval e a
epinastia os sintomas mais evidentes em dicotiledéneas (SILVA; SANTOS, 2007).

A persisténcia do triclopyr no solo depende do tipo de solo e das condi¢des
climaticas, podendo apresentar meia-vida no solo de 20-45 dias. Residuos de
triclopyr foram observados somente em amostras de solo coletadas aos 10 DAA,
nao tendo sido observada intoxicacdo na planta de pepino nos tratamento com o
triclopyr a partir de 40 DAA (SANTOS et al., 2006).

Num estudo realizado com pepino, soja, milho e feijao, o pepino foi o que
apresentou maior sensibilidade aos herbicidas trifloxysulfuron-sodium e pyrithiobac-
sodium. As plantas de pepinos ndo se desenvolveram e permaneceram até o

momento da coleta (21 DAA) somente com suas folhas cotiledonares, enquanto a
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testemunha ja possuia trés folhas verdadeiras, o que comprova a utilizagdo do
pepino como planta indicadora de herbicidas. (GUERRA et al., 2011).

A permanéncia do herbicida no solo, apds a sua aplicagao, pode determinar a
eficacia no controle de plantas daninhas, sendo denominada periodo residual.
Contrariamente, pode determinar problemas, tais como: danos a cultura
subsequente e o risco de contaminacdo ambiental, sendo, entdo, denominada
persisténcia (ROSS; LEMBI, 1999).

Os resultados apresentados em bioensaios sdo semiquantitativos e
necessitam curvas de calibragdo para cada herbicida e para cada espécie indicadora
(BEYER et al., 1988).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Determinacgao da toxicidade aguda em organismos bioindicadores

Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Estudo e Pesquisas
Ambientais em Matologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP Jaboticabal (NEPEAM) e no Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotéxicos
e Saude Ocupacional do Departamento de Fitossanidade. O ingrediente ativo
estudado foi o triclopyr na formulacdo Garlon 480 BR (667 g de acido triclopyr)

fornecido pela Dow AgroScience.

3.1.1. Manutencao e aclimatagao dos organismos bioindicadores

As Daphnias magnas foram mantidas em cristalizadores em sala de
bioensaio, com agua de cultivo e alimentadas uma vez ao dia. Diariamente os
neonatos de um dia de idade (estagio jovem) foram retirados e utilizados nos testes.

As macrofitas Lemna minor e Azolla caroliniana foram mantidas em recipiente
de plastico, com uma camada de solo no fundo e agua em estufa coberta com
sombrite 70. Em seguida as macrdfitas foram transferidas para cristalizadores onde
foi adicionado 1 | do meio de cultivo “Hoagland’s” e 1 | de agua destilada, onde
ficaram aclimatadas em sala de bioensaio, com temperatura de 25 C° e iluminagao
constante, durante trés dias (OECD, 2002).

O Hypessobrycon eques e a Pomacea canaliculata, foram mantidos em
caixas com capacidade de 500L, em ambiente aberto e sombreado. Em seguidas
foram transferidos para uma sala climatizada (temperatura entre 25 e 27 °C) e
fotoperiodo de 12 horas, onde ficaram por sete dias, apos foram realizados todos os
testes. Os H. eques foram alimentados com ragdo comercial e as P. canaliculatas
com a macrdfita Hydrilla verticilata, uma vez ai dia segunda as normas NBR 15088

da ABNT (2004).
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3.1.2. Testes preliminares e de sensibilidade

Antes da realizagdo dos testes definitivos de toxicidade aguda, foram
realizados os testes para avaliar a sensibilidade dos organismos bioindicadores.
Nestes testes foram utilizados substancias de referéncias como cloreto de sédio (Na
Cl) para D. magna, L. minor e A. caroliniana (OECD, 2002) e o cloreto de potassio
(KCI) para H. eques e P. canaliculata, com o intuito de verificar a sensibilidade dos
organismos.

Para a D. magna, L. minor e A. caroliniana as concentragbes efetivas (CE;
48h/7d) estimadas do cloreto de sédio foram de 4,50; 4,70 e 59 mg L™,
respectivamente. Para o H. eques e P. canaliculata as concentragdes letais e/ou
efetivas (CE e/ou CL 48h) estimadas para o cloreto de potassio (KCL) foram de 1,72
e 1,75mg L ", respectivamente.

Em seguida foram realizados testes preliminares para determinar o intervalo
de concentragbes que o triclopyr causasse de 0 a 100% de mortalidade em H.
eques, imobilidade ou mortalidade em P. canaliculata e para D. magna e necrose

e/ou clorose em L. minor e A. caroliniana.

3.1.3. Testes de toxicidade aguda para Daphnia magna

Os testes definitivos foram realizados em sala de bioensaio climatizada com
temperatura 20 + 2 °C e ambiente escuro. As unidades experimentais foram
compostas por fracos de vidros com capacidade para 25 ml. Nestes fracos foram
colocados 20 ml das solugbes diluidas com o ftriclopyr, em seguida foram
transferidas cinco neonatas para cada frasco com um auxilio de uma pipeta
automatica (ABNT, 2009). Os tubos de ensaio permaneceram cobertos com pano
preto para impedir a incidéncia da luz interna da estufa incubadora BOD (ABNT,
2009).

As concentragdes definitivas de triclopyr foram: 0,05; 0,1; 0,5; 0,9; 1,30 e 1,70
mg L' mais a testemunha, com trés repeticbes que foram distribuidos em um

delineamento inteiramente casualizado (DIC).
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Os animais que estivam iméveis e ndao forem capazes de nadar durante 15
segundos, apos 48 horas foram retirados e considerados mortos (ABNT, 2009). O
valore da CE50; 48h foi estimado pelo método Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977).

3.1.4. Teste de toxicidade aguda para Lemna minor e Azolla

caroliniana

Os testes definitivos foram montados apods trés dias de aclimatacdo, onde
foram selecionadas cinco plantas de Azolla e trés plantas de Lemna com trés
frondes cada e foram desinfetadas em solugao aquosa de hipoclorito de sédio 3% e

colocadas em recipientes de vidro contendo 50 ml do meio de cultivo “Hoagland’s
por 24 horas. Apos este periodo, foram adicionados mais 50 ml de “Hoagland’s” com
as concentragdes desejadas do triclopyr.

As concentragdes definitivas de triclopyr utilizadas foram: 0,5; 1,0; 5,0; 10,0;
20,0 e 30,0 mg L™ mais a testemunha, com trés repeticdes.

A avaliagcdo da porcentagem de clorose e/ou mortalidade das plantas foram
realizada em trés, cinco e sete dias apds a exposicao ao triclopyr. Para Azolla, a
avaliacao foi feita utilizando a escala de notas (A E) de acordo com Velini et al.
(1995), as notas foram transformadas em porcentagem de inibicdo de crescimento
onde cada planta correspondeu a 20 %, sendo A de 91 a 100%; B de 81 a 90%; C
de 71 a 80; Dde 41 a70% e E 0 a 40%. Para Lemna foram avaliados o numero de
frondes e o numero de plantas de cada recipiente que apresentaram mudancgas nas
suas fungdes vitais (crescimento, reproducdo e morte) durante a exposicdo ao
triclopyr.

Os resultados da toxicidade aguda CE50; 7 dias, foi calculada pelo método de

Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).
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3.1.5 Testes de toxicidade aguda para P. canaliculata e H. eques

Os testes definitivos foram realizados em sala de bioensaio, os H. eques e as
P. canaliculata com pesos variando entre 1,5 a 2,5 g e 4,5 e 5,5 g respectivamente,
foram pesados e colocados nas unidades experimentas.

Nos testes com H. eques foram utilizados trés peixes por réplica e nos testes
com a P. canaliculata utilizou-se cinco individuos por réplica, ambos com trés
repeticoes e respeitando a densidade maxima de 1 g L™ num sistema estatico
(ABNT, 2004).

As concentracgdes definitivas de triclopyr utilizadas foram: 0,1; 0,5; 0,75; 1,0 e
2,5 mg L para H. eques e 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg L™ para a P. canaliculata,
todos com uma testemunha.

As unidades experimentais foram compostas por aquarios, onde foram
colocados 2 litros de agua e em seguidas os organismos foram pesados e colocados
nas unidades experimentais. Apds 24 horas o triclopyr foi aplicado completando o
volume para 3 litros de agua.

Os sinais de intoxicacdo para o H. eques (agitagdo, posi¢ao na coluna d’
agua, batimento opercular, natagéo erratica e capacidade de arfagem) e a avaliagéo
da mobilidade da P. canaliculata foram monitorados em 24 e 48 horas apds a
exposi¢cao do produto. Os valores da CL50; 48 horas para H. eques e a CE50; 48
horas para P. canaliculata foram calculados pelo método Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON et al., 1977).

3.2. Classificagao da toxicidade aguda para o triclopyr

O triclopyr foi classificado quanto ao seu potencial toxico no meio ambiente
aquatico de acordo com as classes de toxicidade aguda proposta por Zucker (1985)
(Tabela 1) para todos os organismos bioindicadores e segundo Helfrich et al. (1996),

para o H. eques (Tabela 2).
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Tabela 1. Classificacdo da Toxicidade aguda para organismos aquaticos (ZUCKER,
1985).

Classificagao da toxicidade CL50 ou CE50 (mg L")
Extremamente toxico <0,1
Altamente toxico 0,1a1,0
Moderadamente toxico >1,0a<10
Ligeiramente toxico >10 a <100
Praticamente n&o toxico >100

Tabela 2. Classificagdo da Toxicidade aguda para peixes dos herbicidas (HELFRICH
et al., 1996).

Classificagao da Toxicidade CL50 (mgL ™)
Super. toéxico <0,01
Extremamente toxico 0,01-0,10
Altamente téxico 0,11-1,0
Moderadamente toxico 1,1-10
Ligeiramente toxico 10-100
N&o toxico >100

3.3. Classificagao do risco de intoxicagdao ambiental para triclopyr

Ha varios modelos para estudo do risco de intoxicagdo ambiental para um
xenobionte. A classificacdo de Goktepe et al. (2004) é mais rigida, pois € uma
classificagdo ecologica enquanto que a da USEPA (1987) e de Urban e Cook (1986)
sdo classificagdes técnicas utilizadas principalmente na regulamentacao de produtos
por empresas (IGNACIO, 2014).

A determinacao do risco de intoxicagcado ambiental foi realizada a partir de
dados da toxicidade aguda para todos os organismos bioindicadores e das
concentragbes ambientais estimadas (CAE) para o triclopyr, cujas relagdes
quantitativas sao utilizadas para classificar os riscos ambientais das substancias
toxicas especificas (URBAN; COOK, 1986; KOKTA; ROTHERT, 1992; SOLOMON,
1996; USEPA, 1996, IGNACIO, 2014).
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Para o calculo das CAE, foi considerada uma diluigho homogénea de
contaminagdes das aguas, que partiu da maior dose recomendada do herbicida
Garlon 480 BR (2 | ha™) (ANDREI, 1999; IGNACIO, 2014).

As contaminagdes consideradas das aguas foram: 100% (2000 ml), 50%
(1000 ml), 25% (500 ml), 12,5% (250 ml), 6,25% (125 ml), 3,12% (62,5 ml) e 1,56%
(31,25g) diluidas uniformemente no espelho de agua de um reservatorio de um
hectare (10.000 m?) de area e com 0,3 m de profundidade (BOOCK; MACHADO-
NETO, 2000; IGNACIO, 2014) e 2,0 m de profundidade (SOLOMON, 1996;
IGNACIO, 2014).

Os quocientes (Q) de risco foram calculados pela divisdo da concentragao
ambiental estimada (CAE) pela CL50 ou CE50 calculadas nos ensaios de toxicidade
aguda com cada espécie (USEPA — SW 846 (1987); GOKTEPE et al., 2004;
URBAN; COOK, 1986) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo do risco ambiental para compostos téxicos de acordo

com os valores calculados do quociente Q

Referéncia Q Classes

<0,1 Sem risco

USEPA (1987) 0,1-1,0 Risco baixo

1,0-10,0 Risco moderado

>10,0 Risco Alto

<0,05 Baixo risco

Goktepe et al. (2004) 0,05-0,5 Médio risco
>0,5 Alto risco

<0,1 Risco com nenhum efeito adverso

Urban e Cook (1986) 0,1-10 Risco com possibilidade de efeito adverso

>10 Risco com probabilidade de efeito adverso
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3.4. Eficacia do triclopyr no controle de plantas aquaticas

Para a realizacdo dos testes de eficacia com Muyriofyllum aquaticum,
Nymphoide indica e Limnobium laevigatum, trés mudas com aproximadamente 10
cm foram colocadas para multiplicacdo em caixas com capacidade para 5 |, que
foram preenchidas com substrato contendo areia e terra sem residuos de
agrotoxicos (1:3) e foram mantidas em casa de vegetagdo. O teor de agua nas
caixas foi reposto a cada dia ou quando o nivel de agua ficava baixo. As caixas
foram adubadas com a formulagdo comercial 04-14-08, dois dias apds o plantio das
mudas.

O triclopyr foi aplicado quando as plantas ja ocupavam o volume das caixas
que foi de aproximadamente 45 dias ap6s o plantio das mudas. As concentragdes de
triclopyr utilizadas foram 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 L ha™'. Os tratamentos foram
distribuidos de forma continua contendo 10 repeti¢oes.

A aplicacao foi realizada com um pulverizador costal com pressao constante
de 25 p.s.i. mantida por CO; (bico de pulverizagao tipo 110 02XR VK e consumo de
calda de 200 L ha'1). A aplicacao do herbicida foi realizada no periodo da manh3,
onde as condigbes climaticas se encontravam mais adequadas, com umidade
relativa de 60%, auséncia de vento, temperatura em torna de 28 - 30 C° e com sol.

A avaliacado da sensibilidade das macrdfitas ao triclopyr foi realizada no 3°,
7°, 15°, 21°, 30°, 45° e 60° dias apods a aplicacao (DAA) de forma visual numa escala
de 0 - 100% de inibicado do crescimento das macréfitas em relacdo a testemunha e
determinando assim a porcentagem de controle (ALAM, 1974) (Tabela 4). No 60° dia
ap6s a aplicacao foi avaliado o acumulo de biomassa, inibicdo de crescimento,
capacidade de rebrota e estimou-se a curva de dose-resposta para as trés especies

utilizadas neste trabalho.
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Tabela 4. Conceito aplicado a avaliacbes de controle de plantas por herbicidas
(ALAM, 1974).

0-40% Nenhum
41- 60% Controle considerado regular
61-70% Controle considerado suficiente
71- 80% Controle considerado bom
81 -90% Controle considerado muito bom
91 -100% Controle considerado excelente

3.5. Plantas indicadoras de residuos do triclopyr no solo

As culturas utilizadas como bioindicadores do herbicida triclopyr no solo foram
pepino (Cucumis sativus), tomate (Solanum lycopersicum) e rabanete (Raphanus
sativus).

Os ensaios de fitotoxicidade foram realizados em sala aclimatada com
temperatura de 25 C° e fotoperiodo de 12 horas, as unidades experimentais
utilizadas foram recipientes de plasticos perfurados, onde foram colocados 300 g de
areia, com o objetivo de ver somente a resposta do herbicida nas plantas
indicadoras.

As culturas foram semeadas em células e quando sairam as primeiras folhas
verdadeiras foi realizado o transplante de trés mudas para cada unidade
experimental. O delineamento experimento adotado foi o DIC (Delineamento
inteiramente casualizado), que foi constituido por cinco tratamentos e mais a
testemunha, com cinco repeticdes.

As concentragdes do herbicida triclopyr utilizadas foram 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; e
7,5 mg L™ e mais a testemunha. As solugdes correspondentes a cada concentracdo
foram preparadas através da diluicao do produto comercial em agua destilada (calda
do herbicida) e a contaminagao da areia pelo triclopyr foi realizada dois dias apds o
transplante das mudas. A umidade foi mantida pesando-se cada recipiente e

completando o volume de agua até sua capacidade de campo.
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A avaliacdo de fitotoxicidade das plantas foi realizada visualmente aos 3°, 7°,
11° e 14° dias apos a aplicacdo do herbicida, em escala que variam de 0 a 100
(NASCIMENTO; YAMASHITA, 2009,) onde 0 é auséncia de qualquer sintoma de
fitotoxicidade e 100 caracteriza a morte da planta (Tabela 5).

No decimo quarto dia apds a aplicacdo do produto, foi medida a altura das
plantas, da regido do colo até a gema terminal da haste principal. O material foi
lavado e colocado para secar em estufo de circulagdo for¢ada de ar a 60°C por 72
horas, quando se determinou a matéria seca com o auxilio de uma balanca de
precisao.

Com os dados da matéria seca, altura da planta e fitotoxicidade determinou-
se 0 150 (dose necessaria para reducao de 50% da variavel utilizada), com o objetivo
de comparar a sensibilidade das espécies utilizadas (GUERRA, 2011) e estimou-se

a curva de dose-resposta para as trés espécies utilizadas neste trabalho.

Tabela 5. Escala de notas utilizadas para avaliacdo visual de fitotoxicidade do
triclopyr em diferentes oleicolas (NASCIMENTO; YAMASHITA, 2009).

CONCEITO NOTAS OBSERVAGOES

Sintomas fracos ou poucos evidentes. Nota zero: ndo se observam

Leve 0-20 quaisquer alteragdes nas plantas

Aceitavel 21-40

Sintomas pronunciados, no entanto totalmente tolerados pela planta

Sintomas maiores que na categoria anterior, mas ainda passiveis de
Preocupante  41-50 recuperacao, e sem expectativas de redugédo no rendimento econdmico.

Alta 51-70

Muito alta 71-100 rendimento econdmico. Nota 100 para morte da planta.

Danos irreversiveis, com previsdo de reducéo no rendimento econdmico.

Danos irreversiveis muito severos, com previsao de redugao drastica no
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinagcao da toxicidade aguda CL50 ou CE50 48 h/7d para

os organismos bioindicadores

Os valores das CL50 ou CES50 48h/7dias obtidos para cada espécie de
bioindicadores foram analisados para classificar o triclopyr quanto ao seu potencial
téxico a organismos né&o alvo.

Na presencga do triclopyr as macrofitas L. minor e A. caroliniana, nao se
desenvolveram conforme o esperado. No controle onde ndo ficaram expostas ao
triclopyr as macrdfitas apresentaram diferengas das demais concentragbes. A
macrdfita L. minor nas concentracdes 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 mg L™ teve seu
crescimento reduzido, apresentando uma porcentagem de frondes com clorose de
12,7%; 17,3%; 38,7%, 44,7%, 74,6% e 100% respectivamente (Figura 2). As
respostas biolégicas como crescimento e morte das frontes indicam sensibilidade da

L. minor aos herbicidas presentes na agua (SANTOS et al., 2001).
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Figura 2. Representagao grafica das porcentagens de frondes de Lemna minor com

clorose cultivadas em solugbes com concentragdes crescentes de triclopyr
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Para A. caroliniana a relagdo concentragao-porcentagem de inibicado do crescimento
encontra-se na Figura 3, onde pode ser observado que o triclopyr nas concentragdes
de 0,0 e 0,5 mg L' n3o causou inibicdo no crescimento da planta, nas
concentragdes de 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 mg L' a porcentagem de inibicado no
crescimento foi 10, 15, 25, 70 e 100 % respectivamente. Nas concentragbes acima
de 5,0 mg L' as plantas apresentaram em torno de 20% de queda de raizes e
coloracédo das folhas num tom verde claro, nas concentragdes a partir de 10 mg L
as plantas estavam todas fragmentadas e na maxima concentragdao de 30 mg L
todas a plantas estavam clordticas. Segundo critérios de Velini et al.(1995), os

sintomas foram classificados de acordo com a porcentagem de clorose e/ou necrose
(Tabela 6).
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Figura 3. Representacao grafica das porcentagens de frondes de Azolla caroliniana

com clorose cultivadas em solugdes com concentragao crescente de triclopyr
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Tabela 6. Valores das porcentagens de inibicdo do crescimento em conjunto com
sintomas de alteragbes morfolégicas atribuidos as plantas de Azolla caroliniana e

quantificagdo quanto ao critério apresentado por Vellini (1995).

Concentragio mg. L™ % inibicao Nota
0,0 0 E
0,5 0 E
1,0 10 E
5,0 15 E
10 25 E
20 70 D
30 100 A

Escala de notas porcentagem de mortalidade, A entre 91-100%; B entre 81-90%;
C entre 71-80%, D entre 41-70%; e E entre 0 e 40%.

De acordo com os resultados obtidos pela analise de Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON et al., 1977) os valores de CE50 do triclopyr foram de 10,52 mg
L™ para A. caroliniana e de 6,95 mg L™ para L. minor. Considerando os critérios
apresentados por Tucker (1985), o triclopyr foi classificado como moderadamente
téxico para L. minor e A. caroliniana por apresentar valores de CE50 entre 1 € 10 mg
L™ (Tabela 7). Embora o valor para A. caroliniana fosse 10,52 mg L™, foi
considerado como moderadamente téxico por estar muito proximo do limite superior

do critério e pode ser considerado dentro do erro experimental.
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Tabela 7. Toxicidade aguda do triclopyr para as macroéfitas A. caroliniana e L. minor.

CL50; 7 dias para o Herbicida Garlon

Limite - inferior CEs; 7dias Limite - superior
Macrofitas 1 1 1
(mg.L") (mg. L") (mg. L")
A. caroliniana 9,21 10,52 12,01
L. minor 5,56 6,95 8,70

Os sintomas observados no crescimento e no aspecto das plantas de L. minor
e A. caroliniana evidenciaram a toxicidade do triclopyr para estas plantas, o que era
esperado por se tratar de um herbicida. Wong (2000) pondera que os herbicidas,
quando atingem os corpos hidricos naturais podem causar toxicidade em macrofitas
aquaticas. Efetivamente, Landolt e Kandeler (1987) em estudos ecotoxicologicos
demonstraram que algumas macroéfitas aquaticas sofreram alteragdes em relagéo ao
crescimento e reproducao quando expostas a herbicidas.

A Lemna minor foi a espécie mais sensivel, atingindo 50% de clorose e de
reducdo de crescimento na concentracdo de 6,95 mg L™, enquanto que para a A.
caroliniana a concentragdo foi de 10,52 mg L™(Tabela 7). Esta é uma das razdes
pela qual L. minor € mais indicada como organismo bioindicador devido a sua maior
sensibilidade a xenobiontes.

Os resultados obtidos nos testes de toxicologia aguda com o H. eques, P.
canaliculata e D. magna estao apresentados na Tabela 8, onde estdo os valores de
CL50 ou CE50 48 horas. Para o peixe H. eques o valor de CL50 foi de 0,61 mg L™
considerado de alta toxicidade de acordo com o critério de Helfrich et al.(1996). Para
a P. canaliculata o valor de CL50 foi 4,67 mg L™ considerado moderadamente téxico
pela classificagdo de Helfrich et al. (1996). Para o microcrustaceo D. magna o
herbicida foi considerado altamente toxico (ZUCKER, 1985) com valor de 0,62 mg L”
! de CE50.
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Tabela 8. Valores de parametro de toxicidade aguda CE50 e CL50 do triclopyr para
Pomacea canaliculata, Daphnia magna e Hypessobrycon eques obtidos pela analise

de “Trimmed Sperman-Karber”.

CES50; 48 horas para o Herbicida Garlon.

L. inferior CLso; 7dias L. superior
(mgL") (mg L") (mg L")
Pomacea
_ 3,50 4,67 6,25
canaliculata
Daphnia magna 0,45 0,62 0,87
CL50; 48 horas para o Herbicida Garlon
Hypessobrycon
P Y 0,57 0,61 0,66
eques

No herbicida Garlon 480BR, o triclopyr se encontra na formulacdo de este
butoxiétilico que € soluvel em agua, isto influéncia a sua toxicidade no ambiente
aquatico. Os agentes quimicos soluveis em agua podem penetrar mais rapidamente
num organismo aquatico através de toda a superficie do corpo, guelras e boca
(RAND; PETROCELLI, 1985; SILVA; SANTOS, 2007).

A toxicidade depende da suscetibilidade dos organismos ao composto
quimico. A formulacdo éster é altamente toxica para peixes e invertebrados
aquaticos com uma CL50 (96horas) de 0,74 mg L™ para Oncorhynchus mykiss e
0,87 mg L ' para Lepomis macrochirus (WSSA, 1994; USEPA, 1998). A natureza
hidrofébica do éster permite que ele seja facilmente absorvido através dos tecidos
de peixes, onde é rapidamente convertido em acido triclopyr. O acido pode se
acumular em niveis téxicos quando os peixes sdo expostos a concentragdes e

periodo de tempo suficiente. A extensdo com que os efeitos toxicos do éster sao
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reduzidos por degradagdo € mal explicado ou entendido, mas estudos tem
demonstrado que a formulagao éster degrada rapidamente as formas menos toxicas
(THOMPSON et al., 1991).

Para o H. eques nas concentracdes de 0,0 e 0,1 mg L' n3o ocorreu
mortalidade. Nas concentracdes de 0,5 e 0,75 mg L™ as mortalidades foram de 11%
e 89%, respectivamente e nas concentragdes de 1,0 e 2,5 mg L™ a mortalidade foi
de 100% (Figura 4).
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Figura 4. Representagdo grafica das porcentagens de mortalidade de

Hypessobrycon eques em solugées com concentragao crescente de triclopyr.

Para D. magna nas concentracdes de 0,0 e 0,05 mg L' nao ocorreu
mortalidade, em 0,10; 0,5; 0,90; 1,30 e 1,70 mg L™ as mortalidades foram de 13%,
20%, 47%, 87% e 100%, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Representagdo grafica das porcentagens de mortalidade de Daphnia

magna em solugdes com concentragdes crescentes de triclopyr.

As espécies D. magna e H. eques sao as mais adequadas como organismos
bioindicadores, por apresentarem os menores valores de CE50, 48h e CL50, 48h de
0,62 e 0,63 mg L™, respectivamente. Na relacéo concentracédo — mortalidade as duas
espécies responderam de forma linear, com o aumento das concentracbes de
triclopyr na agua ocorreu aumento da mortalidade e isto facilita a avaliagdo dos
organismos no ambiente aquatico (Figura 4 e 5).

Brigante e Espindola (2003) comprovaram que os peixes e as daphnias sao
os principais bioindicadores de contaminagdo da agua por serem consumidores
primarios e por apresentarem respostas a baixas concentracbes do xenobiontes,
evitando assim que a contaminagdo chegue a provocar desequilibrio aos outros
niveis da cadeia alimentar.

Para P. canaliculata na concentracdo de 0,0 ndo houve mortalidade ou
imobilidade, em 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg L™ as mortalidades foram de 7%,
13%, 20%, 20%, 93% e 100%, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo grafica das porcentagens de mortalidade de Pomacea

canaliculata em solugbes com concentragdes crescentes de triclopyr

Para o ftriclopyr ndo foi encontrado dado sobre toxicidade aguda em A.
caroliniana e P. canaliculata, espécies para as quais este herbicida &
moderadamente toxico, com foi observado pelos resultados obtidos. Assim sendo,
com o conhecimento dos valores das CL50 e CES50 torna-se possivel estimar ou
conhecer em que concentragéo do triclopyr que tem risco de causar contaminagao

do ambiente aquatico.

4.2. Classificagao do risco de intoxicagcdao ambiental do triclopyr

Os quocientes de risco de intoxicagdo ambiente (Q) calculados para o
triclopyr em uma lamina-d ‘agua de 0,3 m encontra-se na tabela 9.

A classificacédo do triclopyr usando o modelo de Goktepe et al (2004) na
maxima dose recomendada (2 L ha™) apresentou risco médio para A. caroliniana e
L. minor. Na dose de 50 % (1 L ha™) o herbicida apresentou risco médio para P.
canaliculata. Para D. magna e H. eques o triclopyr apresenta alto risco de causar
efeitos adversos quando utilizado nas doses de 100% (2L ha™) e 50 % (1L ha™) e

médio risco quando utilizado nas doses de 25, 12,5, 6,25 % (Tabela10).
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Tabela 9. Valores dos quocientes de risco ambiental para o triclopyr em um corpo de

agua com profundidade de 0,30 m para os bioindicadores estudados. Os calculos

utilizaram o modelo de Goktepe et al. (2004).

Espécie

indicadora

Valores de Q em diferentes diluicdes do triclopyr

100% 50% 25% 12,5% 6,25% 3,12% 1,56%

A.caroliniana
L. minor
H. eques
P.canaliculata

D. magna

0,063 0,031 0,016 0,007 0,0038 0,0019 0,00095
0,096 0,047 0,024 0,012 0,006 0,003 0,0014
1,09 054 028 0,14 0,068 0,034 0,017
0,14 0,07 0,036 0,018 0,0089 0,0044 0,0021

1,08 053 027 0,13 0,067 0,033 0,016

Tabela 10. Classificagao de risco ambiental para diferentes diluicbes de triclopyr em

um corpo de agua com profundidade de 0,30 m em diferentes espécies (GOKTEPE

et al. 2004).
Espécie Baixo risco Médio risco Alto risco
indicadora Q<0,05 0,05>Q<0,5 Q >0,5
A.caroliniana 50; 25, 12,5, 6,25; 3,12 e 1,56% 100%
L. minor 50; 25, 12,5, 6,25; 3,12 e 1,56% 100%
P. canaliculata 25, 12,5, 6,25; 3,12 e 1,56% 50 e 100%
H. eques 3,12 e 1,56 25,12,5e6,25 50 e 100%
D. magna 3,12 e 1,56 25,12,5e6,25 50 e 100%

Segundo os modelos adotados pela USEPA (1987) e Urban e Cook (1986),

considerando uma lamina-d ‘agua de 0,3 m o triclopyr ndo apresenta risco para A.

caroliniana e L. minor, mesmo na maxima dose (2L ha ™). Para a P. canaliculata o

triclopyr apresenta baixo risco e nenhum risco de intoxicagdo ambiental nas doses

de 100% e 50% L ha ™' (Tabela 11 e 12).
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O risco de intoxicagdo do triclopyr para D. magna e H eques segundo a
classificagdo de Urban e Cook (1986), aponta a possibilidade de efeito adverso para
as doses acima de 12,5% que corresponde a 250 ml ha™' e de sem risco de efeito

adverso para as doses abaixo de 6,25% que corresponde & 125 ml ha™ (Tabela 11).

Tabela 11. Classificagado de risco ambiental para diferentes diluigbes de triclopyr em
um corpo de agua com profundidade de 0,30 m em diferentes espécies (URBAN,;
COOK, 1986).

Risco com Risco com Risco com

nenhum efeito possibilidade de probabilidade de efeito

Espécie indicadora

adverso efeito adverso adverso graves
Q<0 0,1>Q<10 Q>10
A. caroliniana  Todas as doses - -
L. minor Todas as doses - -
50, 25, 12,5,
P. canaliculata 6,25; 3,12; 100% -
1,56%
6,25;3,12 e
H. eques 12,5; 25; 50 e 100% -
1,56
6,25;3,12 e
D. magna 1 56 12,5; 25; 50 e 100% -

O risco de intoxicagcdo do triclopyr para D. magna e H eques segundo a
classificacdo da USEPA (1987), apresenta risco moderado para a dose de 2 L ha™
(100%), baixo risco para as doses de 1 L ha™ (50%), 0,5 L ha™ (25%) e 0,25 L ha™

(12,5%) L ha™ e sem risco na dose de 0,25 L ha™ (6,25%) (Tabela 12).
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Tabela 12. Classificagao de risco ambiental para diferentes diluicbes de triclopyr em

um corpo de agua com profundidade de 0,30 m em diferentes espécies (USEPA,

1987)
Risco
Sem risco Risco Baixo
Espécie indicadora moderado
Q<0,1 0,1>Q<1,0
1,0>Q<10
A. caroliniana Todas as doses - -
L. minor Todas as doses - -
_ 50, 25, 12,5,
P. canaliculata 100% -
6,25; 3,12; 1,56%
H. eques 6,25; 3,12 e 1,56 12,5; 25 e 50% 100%
D. magna 6,25;3,12e 1,56 12,5; 25 e 50% 100%

Os quocientes de risco ambiental (Q) do triclopyr para uma lamina-d ‘agua de

2,0 m encontra-se na tabela 13. O triclopyr pela Classificagdo de Goktepe et al

(2004), na maxima dose recomenda apresentou baixo risco de provocar reagdes

adversas em L. minor , A. caroliniana e P. canaliculata. Para D. magna e H. eques o

triclopyr apresenta médio risco de causar efeitos adversos quando utilizado na dose

de 100 (2L ha™) e 50 % (1L ha™) (Tabela14).

Tabela 13. Valores dos quocientes de risco ambiental de diferentes diluicbes do

triclopyr para diferentes espécies em um corpo de agua com profundidade de 2,0 m

segundo o critério de Goktepe et al. (2004).

Valores de Q em diferentes diluicdes do triclopyr

Espécie 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 3,12% 1,56%
A.caroliniana 0,0095 0,0047 0,0024 0,0011 0,0006 0,0003 0,00015
L. minor 0,014 0,007 0,004 0,0017 0,00089 0,00045 0,00023
H. eques 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0026
P.canaliculata 0,021 0,01 0,005 0,002 0,0013 0,0006 0,00034
D. magna 0,15 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0025
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Tabela 14. Classificagao de risco ambiental para diferentes diluigcbes de triclopyr em

um corpo de agua com profundidade de 2,00 m em diferentes espécies (GOKTEPE

et al, 2004).
Espécie Baixo risco Médio risco  Alto risco

indicadora <0,05 0,05-0,5 >0,5
A. caroliniana 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,56 -——-
L. minor 100,50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 € 1,56% -
P. canaliculata 100,50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,56% -
H. eques 25,12,5, 6,25, 3,12 € 1,56% 50 e 100% -
D. magna 25,125, 6,25, 3,12 € 1,56% 50 e 100% -——-

A classificagao para o triclopyr segundo a USEPA (1987) e Urban e Cook (1986),
considerando lamina-d ‘agua de 2,0 m ndo demonstrou riscos de efeitos adversos na
dose de 2 L ha™ para as espécies de A. caroliniana, L. minor e P. canaliculata. Para
H. eques e D. magna, as doses de 2 e 1 L ha ' apresentaram baixo e nenhum risco

de efeitos adversos, respectivamente (Tabela 15 e 16).

Tabela 15. Classificagado de risco ambiental para diferentes diluigbes de triclopyr em
um corpo de agua com profundidade de 2,0m em diferentes espécies (URBAN,
COOK, 1986).

Risco com Risco com Risco com
Espécie nenhum efeito possibilidade de efeito probabilidade de efeito
Indicadora adverso adverso adverso graves
Q<01 0,1>Q<10 Q>10
A.caroliniana Todas as doses - -
L. minor Todas as doses - -
P. canaliculata Todas as doses - -
50, 25, 12,5, 6,25,
H. eques 100% -
3,12 e 1,56%
50, 25, 12,5, 6,25,
D. magna 100% -

3,12 e 1,56%
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Tabela 16. Classificagao de risco ambiental para diferentes dilui¢des de triclopyr em

um corpo de agua com profundidade de 2,0m em diferentes espécies (USEPA,

1987).
Espécie Sem risco Risco Baixo Risco moderado

indicadora Q<0,1 0,1>Q<1,0 1,0>Q<10
A.caroliniana Todas as doses - -

L. minor Todas as doses - -

P. canaliculata Todas as doses - -

50, 25, 12,5,
H. eques 100% -
6,25, 3,12 e 1,56
50, 25, 12,5,
D. magna 100% -

6,25, 3,12 e 1,56

Os resultados indicam uma grande variagao dos valores da toxicidade aguda
e do quociente de intoxicagdo ambiental do triclopyr para as espécies avaliadas
nesta pesquisa. O efeito de um pesticida no meio ambiente depende das
concentragbes dos compostos téxicos nos diferentes compartimentos solo, agua,
planta e atmosfera e estas sdo influenciadas pela tecnologia e condicbes da
aplicagao, da quantidade ou dose usada, do comportamento e destino do produto no
ambiente (SPADOTTO et al., 2004).

A determinacgéo do risco de intoxicagao do triclopyr € muito importante para
avaliar sua periculosidade ambiental. A dose recomendada para utilizagdo agricola é
normalmente de 2 L ha™' e apenas pequena parcela do produto atingira os corpos
hidricos em condi¢gdes normais de aplicagdo. Assim, considerando que o risco €
caracterizado pela interacdo entre toxicidade e exposigcdo, ndo sao esperados
problemas de intoxicacdo ambiental com este herbicida, a menos que se efetuem

aplicacgbes diretas em coleg¢des d’agua.
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4.3. Determinacao da eficacia do triclopyr em plantas aquaticas

O triclopyr na formulagédo Garlon 480 BR nas doses de 0,5; 1,0; 20; 3,0 € 4,0
L ha™, foi eficaz no controle das macréfitas Nymphoide aquatica e Myriofyllum
aguaticum. As plantas da testemunha continuaram saudaveis, com brotos em
crescimento, apresentando uma diferenga significativa das plantas tratadas com o
triclopyr.

O M. aquaticum €& uma espécie muito sensivel ao herbicida triclopyr, a partir
da dose de 0,5 L ha™ no terceiro dia apds aplicacdo, todas as plantas apresentaram
epinastia, com um controle excelente da espécie (Figura 6). O triclopyr na
formulacdo Renova foi eficaz em 100% na biomassa para M. aquaticum na
concentracdo de 0,27 mg i.a. L' apés um tempo de exposicdo de 24 horas
(POOVEY et al., 2007).

No 30 ° dia ap6s a aplicagao observou-se rebrota em uma unidade e em trés
unidades experimentais nas concentragdes de 0,5 e 1,0 L ha™' (Tabela 17, Figura 6).
O M. aquaticum se reproduz por sementes, mas sua disseminagao também é feita
por fragmentos ou pequenas estruturas das plantas, o que compromete o uso de
técnicas de controle mecanico e onde pode ocorrer rebrota quando se realiza o
controle quimico (REYNOLDS, 1999).

A partir da concentragdo de 2,0 L ha™ o controle do M. aquaticum foi de 100%
considerado excelente (Tabela 17, Figura 7) e a partir do 15° apods aplicagao as
plantas estavam apodrecidas e foram se deteriorando. Hofstra et al. (2006),
avaliaram o triclopyr em condigbes de mesocosmo e observaram que a aplicagao de

doses maiores que 2,0 Kg i.a. ha™' proporcionou controle completo do M. aquaticum.
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Figura 7. Porcentagem de inibicdo do desenvolvimento de Myriofyllum aquaticum

aos 3°, 7°, 15°, 30°, 45° e 60° dias apods a aplicagao do herbicida triclopyr nas doses
de 0,5; 1,00; 2,00; 3,00; e 4,00 L ha .

Tabela 17. Eficacia de controle (%) do triclopyr para o Myriofyllum aquaticum (Vell.)

(ALAM, 1974).

Eficacia de controle (%) dias apés aplicagao (DAA)

Doselha'  3° 7° 15° 30°  45° 60°
0,0 0 0 0 0 0 0
0,5 100 100 100 90 90 90
1,0 100 100 100 75 80 80
2,0 100 100 100 100 100 100
3,0 100 100 100 100 100 100
4,0 100 100 100 100 100 100

Para Nymphoide aquatica, no primeiro dia apds a aplicagao do triclopyr as

plantas que receberam a aplicagdo apresentaram perda de sustentagido, que € um

dos efeitos tipico dos herbicidas mimetizadores das auxinas que atuam nos tecidos

sustentagao das plantas (Figura 8). Na 45° dia ap6s a aplicagéo na concentragao de

0,5 L ha ™" ocorreu rebrota em quatro repeticdes com trés plantas em cada.
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No 60° dia apds aplicagdo na concentracdo de 0,5 L ha™ ja foram observados
rebrota em todas as unidades experimentais e na concentragdo 1,0 L ha™' ocorreu
rebrota de uma planta em uma unidade experimental (Tabela 18 e Figura 8). O
controle para N. aquatica foi excelente a partir da concentragdo de 1,0 L ha™', sendo
que a partir do 15° dias apds a aplicagdo o controle ja era de 100% da espécie
(Tabela 18).

120
100
80 =m0
m0,5
60 - ml
m2
40 - m3
m4
20 -
0 .
30 70 152 300 45¢ 602

Figura 8. Porcentagem de inibicdo do desenvolvimento de Nymphoide aquatica aos
3°, 7°, 15°, 30°, 45° e 60° dias apds a aplicagao do herbicida triclopyr nas doses de
0,5; 1,00; 2,00; 3,00; € 4,00 L ha ™.
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Tabela 18. Eficacia de controle (%) do triclopyr para a Nymphoide aquatica (ALAM
1974).

Eficacia de controle (%) dias apés aplicagao (DAA)

Dose lha™ 3° 7° 15° 30° 45° 60°
0,0 0 0 0 0 0 0
0,5 50 70 100 100 90 80
1,0 60 80 100 100 100 100
2,0 70 90 100 100 100 100
3,0 80 95 100 100 100 100
4,0 90 100 100 100 100 100

Para as espécies N. aquatica e M. aquaticum nas doses de 2,0; 3,0 e 4,0 | ha
7 no 60° apos a aplicacdo, os tecidos foliares apresentavam em estado de
decomposicdo e os aquarios foram colonizados por algas e Azolla, mas nas
concentragcdes de 0,5e 1,0 L ha 1 observou-se a emiss&o de novos brotos, embora
as plantas nao recuperassem nem 15% da sua biomassa. O triclopyr na formulagéo
Garlon 3, foi eficaz no controle do Myriofyllum a partir da concentragéo de 2,5 L ha™
e nas concentragdes 0,5 e 1,0 também observaram brotagdo a partir do 35° DAA,
mas sem recuperar 10% da matéria seca (KURT; SUSAN, 2003), para a espécie N.
aguatica nao foi encontrado relatos na literatura sobre a eficacia do triclopyr.

O Limnobium laevigatum das espécies analisadas neste trabalho foi a mais
resistente ao triclopyr. No 7° dia apds a aplicagéo até a concentragéo de 3,0 L ha, o
triclopyr néo apresentou controle sobre a espécie, pois néo passou de 40% (ALAM,
1974) (Tabela 19 e Figura 9). O controle foi considerado suficiente a partir da
concentracéo de 2,0 L ha™ e a partir do 15° dia apds a aplicagdo que foi observada a
reducdo da biomassa e as cloroses nas plantas foram evidente, com controle de

45% quando comparado com a testemunha (Tabela 19 e Figura 9).
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Tabela 19. Eficacia de controle (%) do triclopyr para o Limnobium laevigatum (ALAM
1974).

Eficacia de controle (%) dias apés aplicagao (DAA)

Dose lha™ 3° 7° 15° 30° 45° 60°
0,0 0 0 0 0 0 0
0,5 10 20 20 20 30 40
1,0 20 30 35 35 40 50
2,0 30 40 45 50 55 60
3,0 40 40 50 50 60 65
4,0 50 50 60 70 75 80

90
80
70
mo
60
mO0,5
50
m1
40 2
30 - m3
m4a
20 -
10 A
0
3¢ 72 159 300 450 60°

Figura 9. Porcentagem de inibicdo do desenvolvimento de Limnobium laevigatum
aos 3°, 7°, 15°, 30°, 45° e 60° dias apods a aplicacao do herbicida triclopyr nas doses
de 0,5; 1,00; 2,00; 3,00; e 4,00 L ha .

O triclopyr ndo controlou totalmente a espécie L. laevigatum, ao 60° dia apds
a aplicacao observou-se reducao de 44, 49, 56, 63 e 76% na producdo de matéria
seca nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 L ha™' respectivamente, quando
comparada com a testemunha (Figura 10). Com isso segundo os conceitos
utilizados por Alam (1974), nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 L ha™ o controle foi

regular, pois a redugcdo da matéria seca ficou no intervalo de 41-60%, na
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concentragdo de 3,0 L ha™' apresentou controle considerado suficiente com a
reducdo da matéria seca no intervalo de 61- 70% e na maxima dose utilizada de 4,0
| ha ' o controle foi considerado como bom, sendo que a redugao de matéria seca
ficou no intervalo de 71- 80% quando comparados com a testemunha.

Para o L. laevigatum o controle ndo chegou a 100% aos 60° dia apos a
aplicacao do triclopyr, atingindo um controle considerado bom na dose de 3,0 | ha "
mas esta dose excede a dose recomendada de 2,0 | ha ™ que € a dose que nao
coloca em risco o equilibrio do ecossistema aquatico, portanto o triclopyr ndo é

recomendado para ser utilizado no controle da macrofita L. laevigatum.
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redugdo da matétria seca (%)

Figura 10. Produgao de matéria seca em fungéo das concentragdes de triclopyr para

Limnobium laevigatum, no 60° dia apds a aplicagao do herbicida.

Os conjuntos de observagdes sugerem que nem todo herbicida e/ou na dose
testada tem atuacédo efetiva no controle de dada macrdfita aquatica. Provavelmente
a diversidade morfoldgica da superficie foliar existente entre as espécies de plantas
aquaticas e a presenca de estruturas foliares, tais como tricomas, estématos,
cuticula e ceras, pode exercer grande influéncia na aderéncia e deposicao das gotas
de pulverizagdo, assim como na absor¢do do herbicida, potencializando ou

reduzindo sua efetividade (COSTA et al. 2005). Além do mais, provavelmente ha
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certa especificidade entre a macréfita aquatica problema, devido a atividade, uso,

modo de agao e grupo quimico do herbicida.
4.4. Determinacao das plantas indicadoras do triclopyr no solo

As espécies Cucumis sativus, Solanum lycopersicum e Raphanus sativus
apresentaram sensibilidade ao triclopyr. Na concentragcado de 0,5 mg L™ de triclopyr
no solo o tomate apresentou fitotoxicidade com sintomas pronunciados, mas
totalmente tolerados pelas plantas, ja na concentragdo de 1,0 mg L' demonstrou
fitotoxicidade alta, evidenciando danos irreversiveis, com previsdo de reducdo no
rendimento econdmico. Para as concentragdes de 2,5 e 5,0 mg L™ a fitotoxicidade
foi considerada muito alta, com danos irreversiveis muito severos, com previsao de
reducado drastica no rendimento econémico. No 14° dia apos a aplicagao do triclopyr,

a mortalidade foi de 100% na concentragéo de 5,0 mg L™ (Tabela 17 e Figura 6).

Tabela 17. Avaliagao visual dos sintomas de fitotoxicidade das concentragdes do

triclopyr em diferentes épocas apds a aplicagdo em Solanum lycopersicum

Concentragao Dias apés a aplicagao

mg L 30 70 110 140 Nota
0,00 0 0 0 0 leve
0,50 0 0 1 2 aceitavel
1,00 3 4 6 6 alta
2,50 3 7 7 9 muito alta
5,00 4 9 9 10 muito alta

Na Figura 06 estdo graficamente apresentadas as relacbes entre a
concentracado de triclopyr e avaliacdo dos sintomas de fitotoxicidade aos 14 dias

apo6s a aplicagao em plantas de S. Lycopersicum.
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Figura 6. Representacao grafica da relacao entre a concentragao de triclopyr e as
notas do sintoma de fitotoxicidade em plantas de Solanum Lycopersicum aos 14 dias

apods a aplicacéao.

O pepino na concentragdo de 0,5 mg L™ de triclopyr no solo apresentou
fitotoxicidade com sintomas pronunciados, mas totalmente tolerados pelas plantas.
Dentre as espécies estudas o pepino apresentou maior sensibilidade, pois na dose
de 1,0 mg L™ a fitotoxicidade foi muito alta com 100% de mortalidade no 14° dia
apo6s a aplicacao (Tabela 18 e Figura 7). Os herbicidas Triclopyr e 2,4-D apresentam
inicialmente grande efeito deletério nas plantas de pepino proporcionando
decréscimo da massa seca da parte aérea e grande porcentagem de intoxicagao
(SANTOS et al, 2012).
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Tabela 18. Avaliagao visual dos sintomas de fitotoxicidade das concentragdes do

triclopyr em diferentes épocas apos a aplicagdo em Cucumis sativus.

Concentragao Dias apés aplicagao Nota
mg L 30 70 11° 140
0,00 0 0 0 0 leve
0,50 0 1 2 3 aceitavel
1,00 3 9 9 10 muito alta
2,50 3 7 8 10 muito alta
5,00 4 9 9 10 muito alta

Na Figura 07 encontram-se graficamente apresentadas as relagbes entre a
concentragado de triclopyr e avaliagdo dos sintomas de fitotoxicidade aos 14 dias

apods a aplicacdo em plantas de C. sativus.
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Figura 7. Representacéo grafica da relagdo entre a concentragdo de triclopyr e as
notas do sintoma de fitotoxicidade em plantas de Cucumis sativus aos 14 dias apos

aplicagao.

O rabanete foi a espécie menos sensivel ao triclopyr. Nas concentragdes de
0,5; 1,0 e 25 mg L' os sintomas de fitotoxicidade foram leve, aceitavel e
preocupante, respectivamente (Tabela 19 e Figura 8). Nas concentragbes de 5,0 e
7,5 mg L™ a fitotoxicidade foi considerada muito alta, onde as taxas de mortalidade
das plantas no 14° dia apds a aplicacdo foram de 90% e 100% respectivamente.
Para o pepino e o tomate ocorreram 100% de mortalidade na concentragcao de 5,0

mg L™ no 14° dia ap6s a aplicacéo.
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Tabela 19. Avaliagao visual dos sintomas de fitotoxicidade das concentragdes do

triclopyr em diferentes épocas apos a aplicagdo em Raphanus sativus.

Concentragao Dias apés a aplicagao Nota
mg L™ 30 70 110 14°

0,00 0 0 0 0 leve
0,50 0 1 1 1 leve
1,00 1 2 2 3 aceitavel
2,50 1 3 4 5 preocupante
5,00 4 7 8 9 muito alta
7,5 3 8 9 10 Muito alta

Na Figura 8 estdo graficamente apresentadas as relagbes entre a

concentragao de triclopyr e avaliagdo dos sintomas de fitotoxicidade aos 14 dias

apos a aplicagado em plantas de Raphanus sativus.
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Figura 8. Representacao grafica da relacao entre a concentragao de ftriclopyr e as

notas do sintoma de fitotoxicidade nas plantas de Raphanus sativus aos 14 dias

apos a aplicacao.

A escolha destas espécies como plantas indicadoras para quantificagcdo do

triclopyr no solo é limitada porque nas doses utilizadas do herbicida houve elevada

reducao da vegetacgao, isto indica a presenca do herbicida no solo, mas dificulta a
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quantificacdo dos produtos e das variaveis quantitativas. A planta indicadora da
presenca de determinado herbicida € aquela que apresenta qualquer nivel de
sensibilidade, mas caso a sensibilidade da planta ao herbicida seja elevada, a planta
respondera em faixa de dose muito limitada uma vez que as curvas de dose-
resposta perdem a significancia (NUNES; VIDAL, 2009).

Os sintomas de intoxicagdo visual s&o as variaveis mais indicadas para a
avaliagao da presenca de residuos de herbicidas auxinicos como 2,4D e o picloram
(SANTOS et al., 2013). Talvez, num trabalho futuro, seja interessante estudar outros
materiais genéticos destas plantas ou mesmo procurar outras plantas bioindicadores
que mostrassem mais sutiimente as diferengas de respostas as concentragdes do
triclopyr.

Os valores observados para altura da planta e biomassa seca das espécies
C. sativus, S. lycopersicum e R. sativus foram inversamente proporcional ao
aumento das doses do triclopyr.

O ftriclopyr reduziu o acumulo de matéria seca total para as espécies
avaliadas e observou-se queda acentuada para tomate e rabanete a partir da
concentracdo de 1,0 mg L" (Figuras 9, 10 e 11) isto demonstra uma alta
sensibilidade das espécies a presencga de baixas concentragdes do triclopyr no solo.
No entanto ocorreu diferenca nos niveis de tolerancia das plantas ao produto.

Para a variavel matéria seca o rabanete foi a espécie mais sensivel, seguida
do tomate e a espécie mais tolerante foi o pepino. Santos et al (2013) observaram
que o tomate foi mais sensivel que o pepino na producdo de matéria seca quando

na presenga de residuos de picloram no solo.
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Figura 9. Curva de dose-resposta para matéria seca de plantas de Solanum

lycopersicum em fungéo das concentragdes crescentes de triclopyr.
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Figura 10. Curva de dose-resposta para matéria seca de plantas de Cucumis sativus

em funcgao das concentragdes crescentes de triclopyr
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Figura 11. Curva de dose-resposta para matéria seca de plantas de Raphanus

sativus em fungdo das concentragdes crescentes de triclopyr.

Para a altura de plantas todas as espécies apresentaram sensibilidade ao
triclopyr, com o aumento das doses de triclopyr ocorreu redugédo para a altura das
plantas. O tomate e o pepino apresentaram uma redugédo acentuada ja na dose de
1,0 mg L ', sendo o pepino a espécie mais sensivel. Santos et al (2013) observaram
que o tomate foi a espécie mais sensivel ao picloram quando comparado com
pepino.

Resultados tem demonstrado a alta sensibilidade do pepino e tomate aos
herbicidas auxinicos, levando a mudangas no seu metabolismo vegetal. Os
compostos auxinicos atuam sobre o crescimento da planta, desorganizando-o, o que
causou a reducao na altura das plantas de tomate e pepino com o aumento das
doses de 2,4D e picloram (NASCIMENTO; YAMASHITA, 2009).
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Figura 12. Curva de dose-resposta para altura das plantas de Solanum

Lycopersicum em fungao das concentragdes crescentes de triclopyr
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Figura 13. Curva de dose-resposta para altura das plantas de Cucumis sativus em

fungdo das concentragdes crescentes de triclopyr.

O rabanete foi a espécie mais tolerante a presenca do triclopyr no solo sendo

que em 5,0 e 7,5 mg L™ a alturas das plantas foi de 0,9 e 0,0 g respectivamente,
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quando comparado com o tomate e o pepino que na concentracdo de 5,0 mg L,

apresentaram altura das plantas igual a zero. (Figura 14).
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Figura 14. Curva de dose-resposta para altura das plantas de Raphanus sativus em

funcdo das concentragdes crescentes de triclopyr.

As espécies testadas apresentaram elevada sensibilidade quando na
presencga do triclopyr. O pepino foi a espécie mais sensivel apresentando redugao
de 50% da fitotoxicidade e da altura das plantas nas concentragdes de 0,83 e 0,9 mg
L 7', respectivamente e a mais tolerante para a matéria seca onde seu 150% foi de
2,5mg L ' (Tabela 20).

O pepino tem sido muito utilizado em bioensaios de residuos em fung¢ao da
sensibilidade, mas a falta de correlacdo entre variacdo na producado de matéria seca
e altura das plantas, para pequenas doses de herbicidas hormonais, tem dificultado
0 uso do pepino para estimar residuos de auxinas (SANTOS et al. 2007).

O tomate apresentou sensibilidade intermediaria quando comparado com o
pepino e o rabanete, com reducao de 50% da fitotoxicidade, da altura das plantas e
da matéria seca nas concentragdes de 0,93; 1,5e 1,8 mg L ' (Tabela 20).

O rabanete para fitotoxicidade e altura das plantas apresentou reducédo de
50% nas concentragdes de 2,5 e 2,4 mg L ', foi a espécie mais resistente e para a
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variavel matéria seca foi a espécie mais sensivel apresentando um 150% de 1,0 mg
L~ (Tabela 20).

Os efeitos nas variaveis analisadas foram crescentes, ou seja, com o
aumento da dose observou-se a evolugdo dos sintomas de fitotoxicidade, redugao
da matéria seca e da altura das plantas para as espécies testadas. Entretanto a
variavel mais adequada para a determinagéo da presencga do triclopyr no solo é a de
fitotoxicidade, pois apresentou os menores valores de 150 (Tabela 20) para o tomate
e 0 pepino, além dos sintomas visuais serem bem caracteristicos da presenca de
herbicidas auxinicos no solo nas trés espécies testadas.

Para a avaliacdo visual o tomate, o rabanete e o pepino apresentaram
comportamento semelhante quando na presenga do triclopyr a partir da
concentracdo de 1,0 mg L'1, com encarquilhamento, dobra das bordas com
posteriores clorose e necrose das folhas, aumento de crescimento e apds observou-

se retorcimento do caule.

Tabela 20. Valores de 150 do triclopyr para Cucumis sativus, Raphanus sativus e

Solanum lycopersicum.

Plantas indicadoras Fitotoxicidade Altura das plantas Massa seca
Nota (0-10) (cm) (9)
Iso " (mgL”)
C. sativus 0,83 0,9 2,5
S. lycopersicum 0,93 1,5 1,8
R. sativus 2,5 2,4 1,0

1dose necessarias para proporcionar 50% de fitotoxicidade, reducdo de 50% na
altura e da matéria seca (GERRA et al. 2011).

A utilizacdo de plantas indicadoras da presencga do triclopyr no solo, como o
tomate, rabanete e pepino pode ser uma alternativa para a identificagcao de residuos
de herbicida no solo, pois os sintomas de fitotoxicidade visuais foram caracteristicos
e viaveis para pequenas concentracées deste herbicida no solo. O C. sativus é a
especie mais indicada para ser utilizadas como planta indicadora da presencga de
residuos de triclopyr no solo, por apresentar sintomas de fitotoxicidade em baixas

concentracoes.
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5. CONCLUSOES

O triclopyr classifica-se como moderadamente toxico para Lemna minor,
Azolla caroliniana e Pomacea canaliculata e como altamente téxico para
Hypessobrycon eques e Daphnia magna, portanto sdo adequadas para serem
utilizadas como organismos bioindicadores.

A Daphnia magna e Hypessobrycon eques sédo as espécies mais adequadas
como bioindicadores para o monitoramento ambiental aquatico do triclopyr.

O triclopyr é eficaz no controle de Nymphoide e Myriophyllum aquaticum em
concentragbes que nao provoca a toxicidade no ambiente aquatico e nao é eficaz
para o Limnobium laevigatum obtendo-se um controle favoravel numa concentragao
maior que a recomenda.

As espécies Cucumis sativus, Solanum lycopersicum e Raphanus sativus
podem ser utilizadas como plantas indicadoras da presenga do triclopyr no solo, pois
apresentam sintomas caracteristicos do herbicida em baixas concentragdes no solo.

Para a identificagdo do residuo de triclopyr no solo a avaliagcdo da
fitotoxicidade visual é a variavel mais adequada, pois apresenta sintomas

caracteristicos bem evidentes.
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