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Avaliacdo ecotoxicoldgica de misturas de fungicidas nas teias alimentares
detritivoras em ecossistemas de agua doce

Resumo

A decomposicdo da folhada é a principal fonte de nutrientes e energia em
ecossistemas ribeirinhos, e € assegurada por microrganismos decompositores e
invertebrados detritivoros. Entre os microrganismos, os hifomicetos aquéaticos sdo um
grupo de fungos que desempenha um papel fundamental nestas teias alimentares
baseadas em detritos. Algumas pressdes antropogénicas podem afetar este grupo de
fungos e prejudicar a decomposi¢do da folhada; incluem-se nestas pressdes o uso
intensivo de agroquimicos e farmacos fungicidas que tém como destino final os
sistemas aquaticos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos fungicidas
tebuconazol, azoxistrobina, clotrimazol e miclobutanil na comunidade de fungos
associada a decomposicdo da folhada nos rios. Como estas substancias co-ocorrem
frequentemente nos sistemas aquaticos, pretendeu-se comparar 0s Seus efeitos
isoladamente e em misturas bindrias. Numa primeira experiéncia, foram usados
microcosmos laboratoriais para testar o impacto de concentragdes crescentes (4,1 a 2500
ug L) de trés fungicidas (tebuconazol, azoxistrobina e clotrimazol) em folhas de
videira previamente colonizadas por microbiota local. Nenhum dos fungicidas teve
efeitos na comunidade de fungos, na esporulacdo ou na decomposicao foliar.
Seguidamente, foi utilizada uma abordagem semelhante para testar o impacto de trés
fungicidas isoladamente (tebuconazol, azoxistrobina e miclobutanil; 15,6 a 4000 pg L)
em folhas de amieiro previamente colonizadas por microbiota local. Em paralelo,
avaliou-se a resposta da comunidade de fungos a misturas binarias de substancias com o
mesmo modo de acdo (tebuconazol + miclobutanil) e com modos de acdo diferentes
(tebuconazol + azoxistrobina). Todos os fungicidas causaram reducdes significativas na
esporulacdo e na riqueza de espécies, mas a azoxistrobina reduziu também a
decomposicdo foliar. No caso das misturas binarias com o mesmo modo de acgdo
(tebuconazol + miclobutanil) ndo se verificou interacdo entre os fungicidas (modelo de
adicdo da concentracdo), mas nas misturas de fungicidas com modos de acdo diferentes
(tebuconazol + azoxistrobina) ocorreu antagonismo entre os toxicos. Os resultados
sugerem que estes fungicidas sozinhos e em misturas podem ter efeitos negativos sobre

0s decompositores da folhada e comprometer fungdes chave do ecossistema.



Ecotoxicological evaluation of fungicide mixtures in detritivorous food webs in

freshwater ecosystems

Abstract

Leaf litter decomposition is the main source of nutrients and energy for aquatic
biota in stream ecosystems and is performed by decomposing microorganisms and
detritivorous invertebrates. Among the microorganisms, aquatic hyphomycetes are a
group of fungi that play a key role in these detritus-based food webs. Some
anthropogenic pressures can affect this group of fungi and impair leaf litter
decomposition; such pressures include the intensive use of agrochemical and
pharmaceutical fungicides, which reach aquatic systems. The aim of this study was to
evaluate the effects of the fungicides tebuconazol, azoxystrobin, clotrimazole and
myclobutanil in the fungal community associated to the leaf litter decomposition in
riverine ecosystems. Since these substances often co-occur in aquatic systems, the
objective was to compare their effects in isolation and in binary mixtures. In a first
experimental phase, laboratory microcosms were used to test the impact of increasing
concentrations (4.1 to 2500 pg L) of three fungicides (tebuconazole, azoxystrobin and
clotrimazole) on vine leaves previously colonized by local microbiota. None of the
fungicides had effects on the fungal community, sporulation or decomposition. Then,
using a similar approach, the impact of three fungicides (tebuconazole, azoxystrobin
and myclobutanil; 15.6 to 4000 pg L) was separately tested on alder leaves previously
colonized by local microbiota. In parallel, the response of the fungal community to
binary mixtures of substances with the same mode of action (tebuconazole +
myclobutanil) and with different modes of action (tebuconazole + azoxystrobin) was
evaluated. All fungicides significantly decreased sporulation and species richness, and
azoxystrobin also reduced leaf mass loss. No interaction between fungicides was
observed in binary mixtures with the same mode of action (tebuconazole +
myclobutanil) and a concentration addition model was fitted; in mixtures with different
modes of action (tebuconazole + azoxystrobin), however, antagonism occurred among
the toxicants. Results suggest that these fungicides alone and in mixtures may have

negative effects on leaf litter decomposers, compromising ecosystem functions.
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1. Introducao

1.1. A biodiversidade em sistemas de agua doce

Os ecossistemas de agua doce sdo um dos principais provedores de servicos
fundamentais ao bem-estar humano, tais como agua potavel, rega, producdo de energia,
reciclagem de nutrientes, suporte de outros ecossistemas, bem como valores culturais,
recreativos, turismo e educacdo (Durance et al. 2016). Com o crescimento da populacao
humana, a pressdo antropogénica sobre os ecossistemas de agua doce tem vindo a
aumentar, ameacgando a biodiversidade aquatica e 0s servigos providenciados por esses
ecossistemas. Os ecossistemas de agua doce fornecem habitat para 6% dos 1,8 milhdes
das espécies conhecidas (Balian et al. 2008). Os cinco fatores que mais tém ameacgado a
biodiversidade em sistemas de agua doce sdo a sobre-exploracdo dos recursos, a
poluicdo, a alteracdo do caudal, a destruicdo e a degradacdo do habitat e, por Gltimo, a
disseminacdo e a atividade das espécies invasoras (Dudgeon et al. 2006). Muitos
estudos tém-se focado nas relacbes entre a biodiversidade e o funcionamento dos
ecossistemas (Duffy 2009; Loreau 2010), e demonstrado um efeito positivo da
diversidade bioldgica na produtividade e na estabilidade dos processos dos ecossistemas
(Loreau et al. 2001). No caso dos sistemas aquaticos, processos como a decomposicao
foliar, a producdo primaria e a reciclagem de nutrientes estdo diretamente dependentes
da biodiversidade existente nesses ecossistemas (Loreau et al. 2001; Hooper et al.
2005).

O uso desmesurado dos sistemas aquaticos pela espécie humana tem trazido
consequéncias para estes ecossistemas e 0s organismos que la habitam, sendo que a
poluicdo foi ja considerada uma das maiores causas de perda de biodiversidade aquatica
(Schindler e Gessner 2009). Alguns estudos identificaram como principais fontes de
poluicdo a descarga de efluentes domésticos e industriais ndo tratados, e a libertacdo de
pesticidas devido a agricultura intensa (Hooper et al. 2005; Schindler e Gessner 2009).
A importancia que os ecossistemas dulcaquicolas tém para a espécie humana, nas suas
multiplas vertentes, torna crucial perceber os impactos que estes sistemas e a sua
biodiversidade podem estar a sofrer devido a pressao das varias atividades humanas
(Postel e Richter 2003); tal informacdo é vital para uma adequada conservacdo e

restauro das fungdes e dos servicos dos ecossistemas de que o ser humano usufrui.



1.2. A decomposigéo em sistemas ribeirinhos

A decomposicdo dos detritos vegetais em ecossistemas ribeirinhos € um sistema
modelo que tem sido usado como medida do funcionamento dos ecossistemas (Pascoal
et al. 2001, 2003; Pascoal e Cassio 2004; Dunck et al. 2015; Pereira et al. 2016) , para
estabelecer as relagdes entre a biodiversidade e as fun¢des do ecossistema (Duarte et al.
2006; Kominoski et al. 2010; Lecerf e Richardson 2010), bem como para avaliar 0s
efeitos das pressdes antropogénicas sobre essa relagcdo (Pascoal et al. 2010; Lima-
Fernandes et al. 2015).

A decomposicdo da matéria organica permite a reciclagem dos nutrientes, sendo um
processo essencial em todos os ecossistemas de forma a regular a disponibilidade de
elementos vitais para os organismos (Swift et al. 1979). Em sistemas ribeirinhos de
baixa ordem, a matéria organica aloctone, como as folhas provenientes da vegetacéo
riparia, € a fonte principal de carbono e energia devido a baixa producdo priméria nesses
sistemas, consequéncia das baixas temperaturas, e da exposi¢do solar reduzida (devido
ao sombreamento por parte da vegetacdo) e dos baixos niveis de nutrientes inorganicos
(Benfield 1998; Allan e Castillo 2007). Deste modo, a decomposicao da folhada ocupa
um lugar de destaque enquanto processo ecoldgico, que & conduzido por fungos,
bactérias e macroinvertebrados que convertem as folhas e outro material organico
grosseiro (CPOM?Y) em matéria organica fina (FPOM?), matéria organica dissolvida, e
COo (figura 1) (Gessner et al. 1999).

A decomposicdo da folhada ocorre em trés fases distintas: a lixiviagdo, o
condicionamento microbiano e o fracionamento biotico e abiotico (Allan e Castillo
2007). A lixiviacdo consiste na perda de componentes sollveis, como 0s aclcares mais
simples, e também de fendis e taninos, o que facilita a fase de condicionamento por
bactérias e fungos (Canhoto e Graca 1996; Casas e Gessner 1999). Na fase de
condicionamento, o contributo dos fungos, principalmente dos hifomicetos aquaticos, é

essencial na fase inicial da decomposicdo, contribuindo maioritariamente para a

1 CPOM - coarse particulate organic matter (matéria particulada organica grosseira)
2 FPOM - fine particulate organic matter (matéria particulada organica fina)
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degradacdo da folha através de processos mecanicos e enzimaticos que promovem a
degradacdo dos compostos mais recalcitrantes (ex.: lenhina, celulose) dificeis de utilizar
pelos organismos de niveis troficos superiores (Benfield 1998; Gessner et al. 2007). A
acdo microbiana € facilitadora da colonizagdo por macroinvertebrados, e os hifomicetos
aquaticos desempenham um papel central para 0 aumento da palatabilidade da folha
para larvas de insetos e invertebrados detritivoros (Graca 2001; Pascoal e Céssio 2004).
Por ultimo, a fragmentacéo abiotica da folhada decorre como resultado da acéo fisica da
agua e a fragmentacdo bidtica por acdo dos macroinvertebrados detritivoros que se
alimentam da folha colonizada (Gessner et al. 1999). De entre os macroinvertebrados
detritivoros, os trituradores apresentam tracos adaptativos (ex.: pe¢as bucais capazes de
recortar a folha condicionada) que lhes permitem transformar a matéria organica
particulada grosseira (CPOM) em FPOM, desempenhando assim um importante papel
na decomposicdo (Graca 2001). Muitas destas espécies de invertebrados sdo presas
importantes na teia alimentar do rio (ex.. como componentes da dieta de peixes). No
balanco final de todo o processo, € transferido carbono e energia da matéria vegetal para
niveis troficos superiores da teia trofica (Graca e Canhoto 2006).

Leaf fall and Invertebrate colonization
blow in Microbial colonization continued microbial
Wetting in physical abra5|on aclivity and Conversion to
s!rmm and sohomng breakdown FPOM ,."_' i
[ 2
-
\ Feces and
-3 fragments
Process Leaching of Mineralization by \ Incroamng \ Further \ Animal
soluble microbial respiration '\ protein \ microbial \ feeding /
components \ to CO, "‘. content ".I conversion \
1 1
to DOM v v ] Y i
Amount of 5-25% 5% 20-35% 15-25% ~30%
weight loss |
| |
1 10 100 250
Time (days)

Figura 1. Etapas da decomposicdo da folhada num rio: lixiviacdo, condicionamento por fungos
e bactérias e fragmentacdo fisica e bidtica (Allan e Castillo 2007).

Os hifomicetos aquaticos sdo um grupo de fungos filamentosos, ubiquo e
filogeneticamente heterogéneo, que apresentam tracos morfoldgicos e fisiologicos
resultantes da adaptacdo a ambientes léticos e que justificam o seu sucesso como

colonizadores e decompositores da folhada nos rios e ribeiros (Barlocher 2005). Entre
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estes tracos, inclui-se altas taxas de producdo e germinacdo de conidias (esporos
assexuados) o que facilita a sua dispersdo, a morfologia das conidias (tetrarradiada ou
sigmoide) o que favorece o contacto com novos substratos, e a capacidade das conidias
produzirem mucilagem nas extremidades dos seus bragos, o que facilita ainda mais a
adesdo aos novos substratos que colonizam (Read et al. 1992). Adicionalmente, os
hifomicetos aquéticos tém a capacidade de produzir uma vasta gama de enzimas
extracelulares, capazes de degradar os polissacarideos complexos constituintes da
parede celular de plantas (Gessner et al. 2007).

1.3. Pressdes antropogénicas sobre os ecossistemas aquaticos

As alteracdes globais e o crescimento populacional tém levado a um grande
aumento na pressdo para satisfazer as necessidade de alimento, &gua, energia e
sequestro de carbono, o que tem levado a intensificacdo da agricultura, da captacdo de
agua e do uso de agroquimicos, situacdo que podera agravar-se ainda mais no futuro
proximo (Durance et al. 2016). A agricultura € uma das atividades humanas com maior
impacto, pois implica a alteracdo do uso do solo, um uso pouco sustentavel da agua para
rega, e a aplicacdo recorrente de produtos quimicos para aumentar a produtividade. Em
particular, o uso de fertilizantes e pesticidas pode causar a degradacdo do solo, da agua
e do ar, ndo havendo limitacdo do efeito ao local onde é aplicado, ja que este se pode
estender aos sistemas terrestres e aquaticos circundantes (Stoate et al. 2009). Estas
substancias atingem as aguas circundantes e as aguas superficiais sobretudo atraves da
lixiviacdo e de eventos de escoamento (Arias-Estévez et al. 2008; McKnight et al.
2015).

Os pesticidas sdo quimicos utilizados para prevenir, destruir ou mitigar qualquer
tipo de praga e sdo catalogados de acordo com as espécies-alvo que pretendem atingir
(inseticidas, acaricidas, herbicidas, fungicidas). O uso destes produtos é essencial para
combater as pestes e as doencas na agricultura e para aumentar a qualidade e quantidade
da producdo agricola (Cooper e Dobson 2007). Estes agrogquimicos, uma vez nos
sistemas aquaticos, podem ser tdxicos para organismos ndo-alvo, causando varios
impactos negativos nas comunidades naturais e podem comprometer as funcbes dos
ecossistemas (Stoate et al. 2009). Conforme as caracteristicas particulares de cada

substancia, alguns destes compostos podem persistir no ambiente (Hanazato 2001).



Os organismos aquéticos sdo especialmente sensiveis aos pesticidas. Reconhecendo
este facto, bem como a insustentabilidade da dependéncia excessiva de pesticidas na
producdo alimentar, tém sido feitos esforcos legislativos importantes no sentido de
proteger os ecossistemas aquéaticos. A Diretiva 2009/128/CE, por exemplo, pretende
regular atividades de distribuicdo, venda e aplicacéo de produtos fitofarmacéuticos (em
que se englobam os pesticidas), assim como o0s procedimentos de monitorizacdo, de
forma a tornar o uso destes compostos mais sustentavel (DGAV 2013). A sensibilizacéo
acerca de assuntos como a poluicdo e o uso de produtos fitofarmacéuticos é dificil, na
medida em que Portugal tem uma populacdo agricola envelhecida, com um nivel de
instrucdo reduzido e com formacdo agricola principalmente pratica (DGAV 2013).
Entre 2011 e 2014, vendeu-se um total de 12889,2 toneladas de pesticidas em Portugal,
vendas essas dominadas por fungicidas (64%), seguidos de herbicidas (19%) e
inseticidas e acaricidas (6%) (Eurostat 2015; INE 2016).

No norte de Portugal, as culturas agricolas sdo de uma enorme importancia,
destacando-se o castanheiro (Castanea sativa), a oliveira (Olea europaea) e a videira
(Vitis vinifera) (NICIF 2006). Destas trés culturas preponderantes na regido Norte, a
vinha é aquela que apresenta maior dependéncia de esquemas de pulverizacdo com
pesticidas (a lista de pesticidas autorizados pela DGAV para a videira contempla 175
formulacdes com base em 106 substancias ativas), particularmente fungicidas (131 das
175 formulacdes tém como finalidade o controlo de pragas fungicas na vinha).
Consequentemente, existe um excessivo uso de agroquimicos nas vinhas (Komarek et
al. 2010). Em 2016, a area total de vinha em Portugal era de 190.467 hectares, e 41%
desta area situa-se no Norte do pais (I.V.V 2016). A videira estd sujeita a diversas
doencas causadas por fungos e organismos semelhantes a fungos (ex.: oomicetos) que
levam a reducéo da produtividade e longevidade, causando grandes perdas econémicas
para a inddstria vitivinicola (Armengol et al. 2011). Algumas das doencas mais
importantes incluem o mildio (causado pelo fungo Plasmopara viticola), o oidio
(causado pelo fungo Uncinula necator) ou a podriddo cinzenta (causada pelo fungo
Botrytiscinerea) (Thind et al. 2004; Neves 2008; Ulea et al. 2012).

1.3.1. Contaminacao por fungicidas

Os fungicidas estdo entre os compostos mais usados na agricultura, adicionalmente

sdo também bastante utilizados como farmacos no tratamento de doencas fangicas em



terapia humana e veterindria (Boxall 2004). Durante a fabricacdo, alguns residuos
podem ser descarregados em A&guas superficiais. Depois da administracdo, 0s
antifungicos farmacéuticos utilizados pelo Homem sdo absorvidos, metabolizados e
excretados para os sistemas de efluentes domésticos, atingindo as estacGes de
tratamento de aguas residuais. A degradacdo incompleta durante o tratamento de aguas
residuais pode causar contaminacdo nos efluentes que sdo depois langados nos cursos de
agua naturais (Hirsch et al. 1999).

A aplicagcdo de fungicidas é, portanto, essencial tanto na agricultura, como no
tratamento de doencas fungicas enquanto farmaco, representando assim um risco para
fungos ndo-alvo e podendo afetar as funcOes que estes desempenham, como a
decomposicao (Zubrod et al. 2015b). Os fungicidas séo capazes de alterar a composi¢édo
da comunidade microbiana, alterando assim a estrutura da rede trofica e limitando as
funcbes do ecossistema (Rasmussen et al. 2012). Alguns trabalhos demonstraram que a
presenca de fungicidas em concentracdes ambientalmente relevantes podem ter efeitos
negativos nos processos ecologicos, na atividade microbiana e na biodiversidade
aquatica. Zubrod e colaboradores (2014) encontraram efeitos negativos da presenca de
cobre (substancia ativa com multiplos modos de acdo) sobre espécies aquaticas, como
Gammarus fossarum, um macroinvertebrado detritivoro e com um papel chave na
decomposicdo da folhada. Um estudo com o fungicida tebuconazol demonstrou que este
pode ser tdxico para 0s organismos aquaticos, e causar efeitos negativos nas populacoes
de fitoplancton e de plantas aquaticas, bem como efeitos a longo prazo no caso de
intoxicacdo de peixes e zooplancton (Kegley et al. 2014). Alguns estudos tambem
sugerem que o tebuconazol altera os processos relacionados com a atividade fungica
como a decomposicao da folhada, diminuindo a palatabilidade das folhas (Bundschuh et
al. 2011) e impede a dispersdo de doengas mediadas por fungos parasitas que ocorrem
naturalmente (Cuco et al. 2017a). O farmaco fungicida clotrimazol em concentracGes
ambientalmente realisticas inibiu a atividade das demetilases em algas e, em
concentracdes mais elevadas, o crescimento da comunidade foi reduzido (Porsbring et
al. 2009). Também a aplicacdo do fungicida carbendazima afetou a decomposicdo da
matéria organica e alterou a composicdo da comunidade de invertebrados aquaticos
(Cuppen et al. 2000).

Zubrod e colaboradores (2015a) consideram que o atual esquema de avaliacdo de

risco pode ndo proteger adequadamente as comunidades de fungos que desempenham
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um papel fundamental na decomposicdo em ecossistemas de risco de pesticidas, o que
no caso particular dos fungicidas podera significar ndo avaliar o efeito dos fungicidas
em fungos ndo-alvo. Varios estudos concluem que a avaliacdo de risco do uso de
fungicidas para organismos aquaticos deve ser efetuada ao nivel tréfico dos
decompositores usando espécies de fungos selecionadas como organismos teste (Maltby
et al. 2009; Ittner et al. 2018). Assim, os hifomicetes aquaticos que decompdem a
folhada sdo de alta relevancia e devem ser os organismos usados em estudos de
avaliagéo de risco de fungicidas (lttner et al. 2018).

Os fungicidas sdo um grupo especifico de pesticidas que atacam os fungos inibindo
0 seu desenvolvimento ou causando a sua morte, sendo importante conhecer o seu
mecanismo de acdo. E comum classificar os fungicidas pelo modo de acéo e alvo
celular, que podem incluir a inibicdo de enzimas envolvidas na biossintese de
biomoléculas (esterois, aminoacidos), a interferéncia nas cadeias de transferéncia de
eletrbes e producdo de energia, a inibicdo da divisdo celular, ou atuar em multiplos
locais de agéo (figura 2) (McGrath 2004; Maltby et al. 2009).
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Figura 2. Alvos de agentes antiflingicos sistémicos. Representacdo em fungdo das familias de
fungicidas de acordo com o seu modo de agao (polienos, azoles, alilaminas, fluoropirimidinas e
equinocandinas) (Dodds Ashley et al. 2006).

Entre os fungicidas mais usados encontram-se as substancias que atuam na inibicéo

da biossintese de ergosterol, sendo os fungicidas azoles os mais usados (Barrett-Bee e
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Dixon 1995). Este tipo de fungicidas tem a capacidade de dificultar a formagdo de
esporos viaveis ou retardar a sua maturacdo (Fuchs e Drandarevski 1976). Os fungicidas
azolicos atuam inibindo a lanosterol-14a-desmetilase (Kahle et al. 2008), que impede a
desmetilacdo do lanosterol em ergosterol, que é um componente essencial da membrana
citoplasmética fangica. Consequentemente, a redugdo da formacdo de ergosterol e a
acumulacdo associada de ester6is 14a-metil prejudicam a permeabilidade e a fluidez da
membrana celular, interrompendo o crescimento dos fungos (Hof 2001). Muitos destes
fungicidas sdo estaveis na fase aquosa, podendo ser continuamente libertados para
ambientes aquaticos (Kahle et al. 2008).

Alguns exemplos de fungicidas azoles sdo o tebuconazol, que demonstrou ser
toxico para varios organismos aquaticos (ver exemplo acima), o miclobutanil e o
farmaco clotrimazol. Os dois primeiros tém aparecido em amostras de aguas superficiais
na proximidade de culturas viticolas (Bereswill et al. 2012). O tebuconazol tem sido
regularmente detetado em cursos de agua em concentragBes que variam de 1 a 30 pg L*
(Kahle et al. 2008; Rasmussen et al. 2012), em eventos extremos de runoff pode ser
detetado em concentrag@es de 175 a 200 pg L™ (Elsaesser e Schulz 2008). O tempo de
meia vida deste fungicida na agua é de cerca de 28 dias (Kegley et al. 2014). O
miclobutanil é regularmente detetado em cursos de agua doce em concentracGes
inferiores a 3 ug L (Battaglin et al. 2011; Smalling e Orlando 2011; Bereswill et al.
2012). O farmaco clotrimazol € utilizado principalmente para o tratamento de infecGes
fungicas dermatoldgicas e ginecologicas. Sdo compradas anualmente no mercado
europeu 25 toneladas de clotrimazol (OSPAR, 2013) e as descargas das estacdes de
tratamento de aguas residuais sdo a principal fonte de contaminacdo. Espera-se que o
tempo de meia-vida ambiental seja superior a 60 dias e tem sido frequentemente
encontrado em rios na Alemanha e no Reino Unido em concentragdes entre 3 a 54 g L
! (Peschka et al. 2007).

Outro grande grupo de fungicidas usados na agricultura sdo as estrobilurinas, cuja
atividade fungicida resulta da sua capacidade para inibir a respiracdo mitocondrial por
ligacdo ao chamado local Qo (parte exterior da quinona) do citocromo b. O citocromo b
é parte do complexo citocromo bcl, localizado na membrana mitocondrial interna de
fungos e outros eucariontes. Quando uma destas substancias inibidoras se liga a este
local, blogueia a transferéncia de eletrdes entre o citocromo b e o citocromo cl, o que,

por sua vez, interrompe o ciclo de energia dentro da célula, interrompendo a producédo
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de ATP (Bartlett et al. 2002). H& a preocupacao generalizada de que a inibigdo de um
processo tdo conservado como a respiracdo celular cause problemas de seletividade,
apresentando por isso um risco tdxico para varios organismos ndo-alvo. A estrobilurina
azoxistrobina é comummente aplicada na vinha, sendo usada para muitas das doencas
da videira (DGAV 2017). A azoxistrobina tem um tempo de meia-vida (hidrdlise) na
agua de 31 dias , mas pode persistir ate 6 meses no solo (A. Kalinin et al. 2002), e é
toxica para organismos de agua doce, tanto para peixes como invertebrados (Adetutu et
al. 2008). Encontraram-se também vestigios de azoxistrobina em produtos agricolas
para consumo humano, como € o caso das uvas (Lentza-Rizos et al. 2006).

1.3.2. Toxicidade de misturas

Os efeitos dos agentes de stress ambiental sdo normalmente testados
individualmente, como € o caso dos ensaios usados para avaliar a toxicidade de
pesticidas. No entanto, 0s organismos sdo frequentemente expostos a varios agentes de
stress em simultaneo, que podem interagir produzindo impactos combinados na
biodiversidade e no funcionamento dos ecossistemas (Folt et al. 1999; Vinebrooke et al.
2004).

Estudos com agentes de stress multiplos sdo fundamentais para a compreensdo de
como os diferentes fatores podem interagir, e um cenario de stress maltiplo é
ecologicamente mais relevante. Varios estudos demonstram que alguns téxicos quando
utilizados em conjunto tém um efeito mais pronunciado do que quando usados
separadamente. E o caso da mistura do malati&o (inseticida) com o procloraz (fungicida
azolico) que é mais toxica para aves do que o esperado tendo em conta a toxicidade dos
compostos individuais (Walker et al. 1993), e da mistura de produtos quimicos
organicos industriais que em baixas concentracdes se tornaram toxicas para Daphnia
magna (Deneer et al. 1988). Tendo em conta que as atividades agricolas utilizam varios
compostos quimicos a0 mesmo tempo, que tém como destino final os sistemas
aquaticos, a avaliacdo das misturas de agroquimicos deve ser um requisito para a
avaliacdo dos impactos das atividades agricolas. No caso particular dos fungicidas, isto
é particularmente importante porque é frequente a detecdo de fungicidas em misturas
complexas em rios (Bereswill et al. 2012). Contudo, a avaliagdo dos efeitos de
fungicidas em misturas ainda é escassa, embora ja haja evidéncia de que fungicidas em

misturas podem ter efeitos adversos nas comunidades biologicas, mesmo quando a



concentracdo individual dos compostos é inferior & considerada toxica (Castillo et al.
2006; Hayes et al. 2006; Relyea 2009). Zubrod e colaboradores (2014) testaram o efeito
de misturas de fungicidas agricolas na sobrevivéncia e no comportamento alimentar do
invertebrado detritivoro Gammarus fossarum, concluindo que a fungdo ecoldgica
(decomposicdo da folhada) mediada por estes organismos foi claramente inibida em
concentragdes ambientalmente relevantes em aguas superficiais em zonas de influéncia

agricola.

Diversos modelos estatisticos podem ser utilizados para estudar o efeito de agentes
multiplos de stress em organismos para avaliar se o efeito conjugado é semelhante,
inferior ou superior ao efeito da soma ponderada dos efeitos individuais. O modelo de
adicdo da concentracdo (CA) normalmente aplica-se a quimicos que tenham o mesmo
modo de agdo (Loewe e Muischnek 1926) e assume que os efeitos de dois toxicos sao
puramente aditivos, sendo o resultado final a soma dos seus efeitos individuais. O
modelo de acdo independente (IA) aplica-se a dois compostos com modos de acao
diferentes e ndo interdependentes (Bliss 1939) e, por isso, assume que 0s seus efeitos
individuais sdo independentes. Estes modelos (CA ou IA) séo testados assumindo-se
como hipotese nula que os toxicos ndo interagem em mistura (figura 3) (Greco et al.
1992). No entanto, podem ocorrer interacfes toxicocinéticas (absorcéo,
biotransformacéo, eliminacdo) e toxicodinamicas (locais de ligagdo celulares) entre os
toxicos numa mistura, o que leva a efeitos de antagonismo (os efeitos observados na
mistura sdo menores do que o estimado com base na soma dos efeitos individuais) ou de
sinergismo (os efeitos observados na mistura sdo maiores do que o estimado com base
na soma dos efeitos individuais) (Andersen e Dennison 2004). Por outras palavras, o
modelo da acdo independente (1A) testa se a probabilidade da resposta a um composto
pode ser independente da probabilidade de resposta a outro composto, enquanto o
modelo da adicdo da concentracdo (CA) testa se a toxicidade da mistura é a mesma que
a toxicidade relativa dos compostos individuais. Mais recentemente, estes modelos
foram adaptados de forma a abranger interac6es entre toxicos para aléem do sinergismo
ou do antagonismo. Jonker et al. (2005) propuseram que 0s desvios aos modelos de
referéncia CA e 1A podem seguir padrdes mais complexos, como padrdes de desvio
dependentes da razéo da dose (DR), ou padrbes de desvio dependentes do nivel da dose
(DL) (figura 3). Isto sugere que sinergismo e antagonismo podem ocorrer numa mesma
mistura, dependendo de qual é o toxico dominante ou da concentragdo em que se

encontram na mistura.
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Figura 3 Respostas de toxicidade a misturas binarias que ilustram a adi¢do da concentracédo e
trés padrdes de desvio desta referéncia: nenhum desvio (CA), desvio antagonico (S/A), desvio
dependente do nivel de dose (DL) e desvio dependente da razdo da dose (DR). Em cima:
superficies de resposta 3D. Em baixo: representacdo isobdlica em 2D das superficies de
resposta (Jonker et al. 2005).

1.4. Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de fungicidas na comunidade
microbiana de ecossistemas ribeirinhos, em particular nos fungos que intervém no
processo de decomposicdo da folhada. Como estas substdncias ndo ocorrem
isoladamente nos sistemas aquaticos, pretendeu-se testar os seus efeitos isoladamente e
em misturas binarias, tendo em conta 0 modo de acdo de cada fungicida. Para tal,
utilizou-se uma abordagem experimental recorrendo a microcosmos laboratoriais onde a
comunidade microbiana foi exposta aos fungicidas selecionados. De forma a atingir este
objetivo, realizaram-se duas fases experimentais, cujos objetivos especificos se

apresentam abaixo.

Numa primeira fase experimental (Fase 1), avaliou-se o efeito individual dos
fungicidas tebuconazol, clotrimazol, e azoxistrobina sobre a comunidade microbiana
(taxa de esporulacdo e composicdo da comunidade) e sua atividade decompositora. Esta
fase permitiu selecionar as concentragfes mais relevantes e definir as condi¢fes do

ensaio da segunda fase experimental.
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Na segunda fase experimental (Fase 2), avaliou-se o efeito individual e em misturas
binérias dos fungicidas tebuconazol, miclobutanil e azoxistrobina, tendo em conta os
resultados obtidos na fase experimental anterior. As misturas binarias consistiram em
combinar fungicidas com o mesmo modo de acdo (tebuconazol + miclobutanil) ou com
modos de acdo diferentes (tebuconazol + azoxistrobina). Pretendeu-se identificar
desvios aos modelos da agéo independente (IA) ou da adi¢do da concentracdo (CA) com
base na comparacdo dos efeitos dos fungicidas isolados vs. em misturas binérias na
comunidade de fungos (taxa de esporulacdo e riqueza em taxa).

Tendo em conta a revisdo bibliogréafica efetuada, espera-se um efeito negativo
direto dos fungicidas na comunidade microbiana aquatica e, consequentemente, uma

diminuicdo na decomposicéo foliar.
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2. Metodologia

A prossecugdo dos objetivos do trabalho envolveu duas fases sequenciais (Fase 1 e
Fase 2) que diferiram no material biolégico usado, na duracdo da experiéncia e nas
substancias testadas. Abaixo descrevem-se as diferencas entre as fases experimentais e

0s procedimentos comuns a ambas as fases.
2.1. Condicionamento das folhas

Na primeira fase experimental, utilizaram-se folhas de videira (Vitis vinifera L.)
recolhidas no outono de 2006 e 2007 (imediatamente antes da abcisdo) e secas a
temperatura ambiente. As folhas foram lixiviadas em &gua desionizada durante 2 horas
e cortadas em discos de 12 mm de didmetro (figura 4-A), que foram divididos em 112
conjuntos de 80 discos e colocados em 112 sacos de malha fina (tamanho de poro de 0,5
mm) de forma a promover a colonizagdo por microrganismos decompositores e evitar a
entrada de invertebrados detritivoros (figura 4-B). Os discos de folhas cortados foram
imersos num ecossistema natural, em outubro de 2017, durante 7 dias para concluir a
lixiviagdo dos compostos sollveis e permitir a colonizagdo por uma comunidade nativa

de microrganismos (condicionamento).

Na segunda fase experimental, foram utilizadas folhas de amieiro (Alnus glutinosa
(L.) Gaertn) — recolhidas no outono de 2017 imediatamente antes da abcisdo e secas a
temperatura ambiente. A troca do material biolégico da primeira para a segunda fase
deveu-se a rapida decomposicdo das folhas de videira durante a experiéncia, levando a
escolha de um tipo de folhas com uma decomposicdo mais lenta (ver resultados —
Seccdo 5.1). As folhas de amieiro foram lixiviadas e cortadas usando o procedimento
descrito acima (figura 4-A). Foram colocados conjuntos de 70 discos em 131 sacos de
malha fina (tamanho de poro de 0,5 mm; figura 4-B). Os discos de folhas cortados
foram imersos num ecossistema natural, em julho de 2018, durante 13 dias para permitir

a colonizacdo microbiana.
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Figura 4. Alguns detalhes do procedimento experimental: (A) Corte das folhas em discos de 12
mm. (B) Sacos devidamente selados contendo os discos de folhas. (C) Rio Oliveira, local de
submerséo dos sacos de folhas de forma a permitir a colonizac¢do por microrganismos nativos.

O local escolhido para a colonizagdo por microrganismos nativos em ambas as
fases foi o rio Oliveira (41°3511.3"N 8°13'31.5"W) (figura 4-C), que se caracteriza por
ser um rio permanente com impacto humano reduzido e sem fontes de contaminacéo
detetadas (Pereira et al. 2016). A zona do rio escolhida tem como vegetacdo arbdrea
predominante o amieiro (Alnus glutinosa (L.) Gaertn), o carvalho (Quercus robur L.),
castanheiro (Castanea sativa Mill), e terrenos na area adjacente cultivados com Vitis
vinifera L.. O substrato era composto essencialmente por areia e seixos, sendo que a
profundidade ndo excedia 1 metro. Aquando da imersdo dos sacos, as propriedades
fisico-quimicas da &gua do rio foram analisadas in situ (temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e condutividade), com recurso a uma sonda multiparamétrica (Multiline F/set
3 no. 400327, WTW). Foi também recolhida agua do rio para a analise das seguintes
variaveis em laboratério: nitratos (HACH kit, método de reducdo de cadmio), nitritos

(HACH kit, método de diazotizacao), fosfatos (HACH kit, método do &cido ascorbico) e
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aménia (HACH Kkit, método do salicilato), usando o fotometro HACH DR/2000
(HACH, Loveland, CO). Na tabela 1 encontram-se os valores fisico-quimicos
quantificados no rio Oliveira & data da imerséo dos discos no local, em ambas as fases

experimentais.

Para estimar a massa inicial (m;) dos discos de folhas e posteriormente calcular a
perda de massa foliar (ver sec¢éo 4.3), um conjunto de 4 (Fase 1) ou 3 (Fase 2) sacos foi
recolhido 15 minutos depois da imerséo.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do rio Oliveira em outubro de 2017 (fase 1) e julho de
2018 (fase 2)

Valor registado ~ Valor registado

Variavel (Fase 1) (Fase 2)
Temperatura (°C) 12 13
pH 6,5 6,6
Condutividade (uS cm™) 38 33
Oxigénio dissolvido (mg L™) 6,9 6,9
NHs; (mg N L?) 0,3 <0.01
NO3z (mg N L1 0,22 0,22
PO, (mg P L) 0,09 0,19
NO, (mg N L) 0,006 0,008

2.2. Microcosmos laboratoriais

Os sacos de folhas colonizadas foram retirados do rio e levados para o laboratorio.
Os discos de cada saco foram lavados com agua desionizada e colocados em frascos
Erlenmeyer de polipropileno estéreis de 250 mL, com 90 mL (Fase 1) ou 100 mL (Fase
2) de agua mineral natural, cujas propriedades fisico-quimicas se apresentam na tabela
2. A estes microcosmos adicionaram-se concentraces crescentes de cada um dos
fungicidas, como indicado abaixo. Os microcosmos foram colocados sob agitacdo a
140 rpm num agitador orbital Infors HT Orbitron (Infors HT, Suica) a 16 °C, com

fotoperiodo de 12 h escuriddo e 12 h luz, durante todo o ensaio.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do lote de &gua mineral natural utilizada nos
microcosmos (“Agua do Fastio”).

Variavel Valor (Média + SD)

Residuo seco (a 180°C) (mg L ™) 340+4
Silica (mg L ™) 9,6 +2
pH (a 18°C) 6,0
HCOs (mg LY 8,0+0,8
CI (mg L) 42+0,4
SO (mg L™ 1,0 +0,2
Na* (mg L™) 41+04
Ca® (mg L™ 1,3+0,3
K" (mg L™ 0,6+0,1

Na Fase 1, utilizou-se os fungicidas tebuconazol, clotrimazol ou azoxistrobina nas
seguintes concentracdes: 4,1; 10,4; 25,6; 64,0; 160; 400; 1000; 2500 pug L?. Estas
concentracdes foram escolhidas de forma a englobar as encontradas no ambiente e para

posteriormente definir as concentragdes a utilizar na segunda fase experimental.

Na Fase 2, os microcosmos foram deixados durante 2 dias em agitacdo a 140 rpm
num agitador orbital Infors HT Orbitron (Infors HT, Suica) a 16 °C, com fotoperiodo de
12 h em escuriddo e 12 h de luz, de forma a permitir a aclimatacdo dos microrganismos
presentes nos discos. Apds este periodo, adicionaram-se aos mMicrocosmos
concentracdes crescentes de cada um dos fungicidas tebuconazol, miclobutanil e
azoxistrobina (15,6; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000 pg L) isoladamente
ou em misturas binarias (azoxistrobina + tebuconazol ou miclobutanil + tebuconazol).
Houve a necessidade de substituir o farmaco clotrimazol pelo agroquimico
miclobutanil, pela baixa solubilidade do primeiro. As concentracdes escolhidas
pretenderam aumentar o espectro de concentracfes usadas na primeira fase. As misturas
de fungicidas foram escolhidas de forma a explorarem as combinac6es possiveis tendo
em conta os valores de concentracdo ambientais mais relevantes, ou seja, combinacdes

de concentracdes mais baixas (figura 5).
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Figura 5. Representacdo das concentracdes utilizadas no ensaio de misturas (fase 2) em escala
real (esquerda) e em escala logaritmica (a direita; op¢do usada para melhorar a visualizacdo das
combinagdes binarias).

As quatro substancias fungicidas (tabela 3) foram adquiridas a empresa Sigma
Aldrich (Munique, Alemanha). Embora os fungicidas utilizados ndo apresentassem
limitacBes de solubilidade nas gamas de valores testados, houve a necessidade de
utilizar a acetona como solvente de forma a preparar solucdes stock mais concentradas.
Estas solugcdes foram entdo adicionadas a cada um dos microcosmos com uma
micropipeta, garantido uma concentracdo final de acetona de 0,005% v/v na fase 1 e
0,01% v/v na fase 2 em todos os microcosmos. Por este motivo, foram utilizados dois
controlos negativos, um sem e um com acetona. Para 0S microcosmos com apenas um
fungicida (efeito isolado — fase 1 e 2) foram utilizadas 4 replicas (fase 1) ou 3 réplicas
(fase 2). Nos microcosmos com misturas binarias (fase 2) ndo foram utilizadas réplicas

por motivos logisticos.
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Tabela 3 Propriedades dos fungicidas tebuconazol, clotrimazol, azoxistrobina e miclobutanil
adquiridos & Sigma Aldrich.

Nome do N° CAS Formula Massa Solubilidade em
composto molecular molar agua
Tebuconazol 107534-96-3 C16H22CIN30O 307,82 36 mg L
Clotrimazol 23593-75-1 C22H17CIN2 344,84 29480 mg L
Azoxistrobina 131860-33-8 C22H17N305 403,39 6mgL?
Miclobutanil 88671-89-0 C15H17CIN4 288,78 142 mg L

As solucdes de cada microcosmo foram mudadas a cada 5 dias (fase 1) ou 7 dias
(fase 2). Em cada uma das mudancas, foram recolhidos 40 mL de cada solucdo para
garrafas plastico para posteriormente avaliar a comunidade fungica. As solugdes de cada
unidade experimental foram sendo adicionadas sempre na mesma garrafa de plastico,
constituindo uma amostra composta integrando os todos os tempos de recolha das
suspensdes de esporos (i.e., as diferentes mudancas de meio). A experiéncia foi
conduzida até cerca de 50% de decomposicdo ser observada nos microcosmos do
controlo. Na Fase 1 a experiéncia decorreu ao longo de 15 dias e na fase 2 ao longo de
23 dias. No fim da experiéncia, os discos de folhas foram armazenados a -20°C de

forma a posteriormente avaliar a perda de massa foliar.
2.3. Perda de massa foliar

Os discos de cada microcosmo no final da experiéncia (ver seccao 4.2) e os discos
destinados a determinar a massa foliar inicial (ver seccdo 4.1) foram liofilizados
(Liofilizador Christ Alpha 2-4 LD Plus, Alemanha) durante 48 h e pesados, com uma
aproximacao até 0,00001 g, para quantificar a massa foliar seca. A perda de massa foliar

foi calculada segundo:
%pmf ==L x 100,

em que msé a massa foliar seca restante no final da experiéncia e m; é a massa foliar

seca inicial.
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2.4. Esporulacéo

As amostras de cada microcosmo foram preservadas com formol (conc. final: 2%
v/v) e Triton X-100 a 15% (conc. final: 0,1% v/v), de forma a impedir a germinagéo dos
esporos e evitar a aderéncia destes as paredes das garrafas de plastico.

Para efetuar a identificacdo e contagem dos esporos (baseada na morfologia das
conidias), um volume apropriado de cada suspensdo de esporos foi filtrado através de
uma membrana (Millipore 0,45 um de tamanho de poro), € os esporos retidos na
membrana foram corados com uma solucdo de azul de algoddo em é&cido Ilactico
(concentracdo final = 0,05 %) (Gessner 2003; Bérlocher 2005). A identificacdo e
contagem dos esporos foi efetuada ao microscépio 6tico (ampliacdo 400x, Leica
Biomed, Heerbrugg, Suica), com recurso a literatura especifica (Marvanova e Descals
1987; Gulis 2005). A taxa de esporulacao foi estimada com base na formula:

ne total de esporos/

Taxa de esporulacio = At

mg

onde ms € a massa foliar seca final, e At o intervalo de tempo decorrido. Para efeitos
de calculo, considerou-se que o periodo em que ocorreu esporulacdo (At) foi de 15

(Fase 1) ou 23 dias (Fase 2).
2.5. Estrutura da comunidade

A identificacdo do tipo de esporos (baseada na morfologia das conidias) durante a
contagem permitiu a analise da estrutura da comunidade. Foram obtidas listas dos taxa
presentes para cada unidade experimental, bem como a respetiva abundancia (n° total de
conidias produzido), resultando numa matriz multivariavel com a composicdo da
comunidade. A riqueza (S) foi contabilizada como o numero total de taxa e a
uniformidade da distribuicdo de abundancias dos taxa foi expressa pela equitabilidade
de Pielou (J°):

J' = ik :

Hmaxr

em que H’ ¢é o indice de Shannon-Wiener e H,,,,, = log$S (Legendre & Legendre
1998).
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2.6. Andlise estatistica:
2.6.1. Efeitos individuais dos fungicidas (Fase 1 e 2)

De forma a determinar se cada um dos fungicidas afetou significativamente a taxa
de esporulacdo, a perda de massa foliar, a riqueza em espécies e a equitabilidade foram
ajustados modelos lineares com um preditor categorico (concentracdo de fungicida) aos
dados. O ajuste dos modelos foi confirmado com base na analise gréfica de residuos,
que confirmou o modelo linear (vulgo ANOVA) como o modelo com melhor ajuste.
Com base no modelo unifatorial ajustado, foi aplicado um contraste entre o controlo
com e sem acetona, que revelou ndo haver diferenca entre estes dois tratamentos na
grande maioria das analises (anexo 1). Deste modo, ajustou-se um novo modelo linear
reunindo os dois controlos num dnico grupo (sempre que estes ndo diferiam
estatisticamente). Foi usado um teste de Dunnett para verificar quais os tratamentos
(concentracGes de fungicida) eram significativamente diferentes deste controlo agregado
(Zar 1996).

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para ordenar as unidades
experimentais de acordo com a composicdo da comunidade fungica (com base nas
contagens de esporos). Antes de efetuar a analise, foi realizada uma transformacdo de
Hellinger para melhorar o ajuste dos dados de abundancia das espécies, reduzindo a
importancia das abundancias mais elevadas e menorizando o problema dos duplos zeros
(Gallagher e Legendre 2001).

Todas as andlises até aqui mencionadas foram efetuadas no software R, versao
3.4.4 (R Core Team, 2018), usando a interface IDE R Studio versdo 1.1.442 (R Studio
Team, 2016).

2.6.2. Efeitos das misturas de fungicidas

De forma a testar a toxicidade das misturas foi utilizada uma adaptacdo do modelo
MIXTOX (Jonker et al. 2005), que permite ajustar os dados aos modelos de referéncia.
No caso da mistura com os fungicidas com o mesmo modo de acdo (Tebuconazol vs
Miclobutanil), o modelo de referéncia usado foi o CA (adicdo da concentracdo), ao
passo que o modelo de referéncia 1A (acdo independente) foi usado como referéncia
para a mistura com os fungicidas com modos de acdo diferentes (Tebuconazol vs

Azoxistrobina). Em ambos os casos, foi assumido como hipo6tese nula que ndo ha
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diferencas entre a toxicidade observada nas misturas e a toxicidade esperada a partir da
toxicidade dos tdxicos individuais. O modelo MIXTOX permite calcular os possiveis
desvios aos modelos de referéncia, calculando se os dados sdo melhor explicados por
algum dos modelos alternativos testados (ver Introducdo — Figura 3). Na prética, isto
envolveu testar o modelo de referéncia (CA ou IA) com o modelo S/A (sinergismo ou
antagonismo) com um teste de ¥*> (Jonker et al. 2005) e, posteriormente, com 0s
modelos mais complexos (modelos dependentes da razdo da dose — DR — e do nivel da
dose — DL). S6 foram escolhidos os modelos mais complexos quando a adicdo de
parametros extra melhorou significativamente o ajuste do modelo mais simples. Para
testar a interacdo entre os tdxicos, foram estimados dois parametros (a e b) que nos dao
informacdes acerca da possivel interacdo entre os dois toxicos, e a ser confirmada essa
interacdo, os valores desses parametros revelam informacéo acerca do tipo de interacao
ocorrida (Anexo 2). Para apoiar os dados obtidos no modelo MIXTOX, foram

construidos isobologramas da contribuicdo de cada toxico na mistura.

As andlises do efeito das misturas foram efetuadas no software Excel versdo 1812,
utilizando a fungdo “MixToxFunctions.xla”, e o programa Statistica, versdo 13 (TIBCO
Software Inc. (2018)).
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3. Resultados

3.1. Dados preliminares (fase experimental 1)

Nenhum dos fungicidas selecionados afetou a perda de massa foliar (Figura 6;
Tabela 4). Verificou-se uma elevada variabilidade destes dados, confirmada
visualmente pela heterogeneidade da extensdo da decomposicdo entre discos de folhas
dentro da mesma unidade experimental e entre unidades experimentais. A taxa de
esporulacdo dos hifomicetos aquéticos ndo foi significativamente afetada pela
azoxistrobina, mas foi significativamente estimulada pelo clotrimazol e pelo
tebuconazol (Figura 6, tabela 4). No caso do clotrimazol, esta estimulacdo foi pontual,
na concentracdo 160 pg L* (teste de Dunnett, P = 0,0306), sem aparente relacdo dose-
resposta. O tebuconazol estimulou a esporulacdo apenas nas concentracdes mais baixas
e intermedias (teste de Dunnett, P < 0,05), regressando a valores proximos dos controlos

nas concentracdes mais altas de fungicida (Figura 6, Tabela 4).
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Figura 6. Efeitos da concentragdo dos fungicidas azoxistrobina, clotrimazol ou tebuconazol na
perda de massa foliar e na taxa de esporulacdo da comunidade de hifomicetos aquaticos (em
baixo). Sdo apresentados os valores médios (barra vertical) e o respetivo erro padrdo (barras de
erro), bem como o valor médio agregado dos dois controlos (CTR + Acetona, linha a
tracejado). O asterisco representa diferencas significativas relativamente ao controlo agregado
(teste de Dunnett).
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Tabela 4. Significancia do modelo unifatorial usado para testar os efeitos da concentragdo dos
fungicidas azoxistrobina, clotrimazol ou tebuconazol na perda de massa dos discos de folhas,
na taxa de esporulacdo da comunidade de hifomicetos aquaticos, bem como na riqueza em taxa
e na equitabilidade desta comunidade.

Variavel de resposta Azoxistrobina Clotrimazol Tebuconazol
Perda de massa foliar Fga1 = 0,557; P = 0,804 Fg3:=0,73; P = 0,664 Fsa1 =0,966; P = 0,486
Taxa de esporulagdo Fs31=1,50; P=0,20 Fg3=3,43;P=0,006 Fg31 =5,70; P =0,0001
Riqueza Fg31=1,06; P=0,415 Fg3=2,21;P=0,06 Fg31 =5,26; P =0,00033
Equitabilidade Fss1=2,10; P =0,0671 Fg3=2,71; P =0,02 F83 =0,682; P =0,704

A riqueza da comunidade dos hifomicetos aquaticos foi significativamente afetada
pelo tebuconazol (figura 7, tabela 4), tendo havido um aumento significativo na
concentracdo de 4,1 pug L? (teste de Dunnett, P = 0,0233). Adicionalmente, tanto na
azoxistrobina como no tebuconazol verificou-se reducdes subtis da riqueza nas
concentragdes mais elevadas, mas estas ndo foram significativas. O indice de
equitabilidade foi significativamente afetado pelo clotrimazol (figura 7, tabela 4),
verificado num decréscimo significativo na concentracdo de 10,2 pg L* (teste de
Dunnett, P = 0,0386). Embora a equitabilidade tenha sofrido uma redugdo em algumas
concentracbes de azoxistrobina, ndo se verificaram efeitos significativos para este
composto nem para o tebuconazol. Ndo foram observadas alteracGes percetiveis na

composicao da comunidade (figura 8).
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Figura 7. Efeitos da concentracdo dos fungicidas azoxistrobina, clotrimazol ou tebuconazol na
riqueza em espécies dos hifomicetos aquaticos e no indice de equitabilidade. Sdo apresentados
os valores médios (barra vertical) e o respetivo erro padrdo (barras de erro), bem como o valor
médio agregado dos dois controlos (CTR + Acetona, linha a tracejado). O asterisco representa
diferencas significativas relativamente ao controlo agregado (teste de Dunnett).
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Figura 8. Efeitos da concentragdo dos fungicidas azoxistrobina, clotrimazol ou tebuconazol na
composicdo relativa da comunidade dos hifomicetos aquéticos (contribuicdo percentual dos
taxa mais representados). A percentagem relativa dos taxa foi calculada no agregado das quatro
réplicas.

A ordenacdo das componentes principais (PCA) das oito concentragdes de
azoxistrobina e dos controlos, segundo os perfis de esporulacdo dos fungos aquéticos
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(figura 9), mostraram que os eixos 1 e 2 explicaram 66% e 14% da variancia total,
respetivamente. Os gréaficos de ordenacdo mostram que a separacdo das unidades
experimentais ao longo do primeiro eixo representa uma combinacdo de importancia
crescente de Infundibura sp. e diminuigdo da importancia de Dimorphospora follicula.
Ao longo do segundo eixo ha um aumento da importdncia de outros taxa menos
abundantes (Articulospora tetracladia, Lunulospora curvula, Lemonniera aquatica).
Ndo sdo visiveis padrGes na distribuicdo, contudo ha uma separacdo entre as
concentragdes mais baixas, como o controlo com acetona e ¢2 (10,4 pg L?; a esquerda,
no diagrama), e as concentragGes mais altas ¢6 e c¢7 (400 e 1000 ug L?; a direita, no
diagrama), que refletem diferencas subtis na abundéncia de D. follicula e Infundibura

sp..

Quanto ao clotrimazol, os perfis de esporulacdo dos fungos aquaticos (PCA, figura
9), mostraram que 0s eixos 1 e 2 explicaram 64% e 20% da variancia total,
respetivamente. A separacdo das unidades experimentais ao longo do primeiro eixo
representa uma combinacdo de importancia crescente de D. follicula e diminui¢do da
importancia de Infundibura sp. Ao longo do segundo eixo ha um aumento da
importancia de outros taxa menos abundantes (A. tetracladia, L. curvula, L. aquatica).
N&o sdo claros padrdes na distribuicdo das unidades experimentais em funcdo do
tratamento, o que significa uma variacdo algo aleatéria da comunidade fungica

independentemente da concentragéo a que foi exposta.

A ordenacdo das unidades experimentais segundo perfis de esporulacdo dos fungos
aquaticos expostos ao tebuconazole (PCA, figura 9) mostraram que 0s eixos 1 e 2
explicaram 69% e 17% da variancia total, respetivamente. Os graficos de ordenacao
mostram que a separacdo das unidades experimentais ao longo do primeiro eixo
representa uma combinacdo de importancia crescente de Infundibura sp. e diminuicéo
da importéncia de D. follicula, L. aquatica e A. tetracladia. Ao longo do segundo eixo
hd um aumento da importancia de L. curvula. O padrdo que ressalta mais € o
agrupamento de todos os controlos no 4° quadrante (maior importancia de Infundibura

sp. e menor importancia de D. follicula e L. aquatica).
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Figura 9. Graficos de ordenacdo (PCA com transformacdo de Hellinger) de perfis da
esporulacdo da comunidade de fungos exposta a concentracdes crescentes de azoxistrobina,
clotrimazol e tebuconazol. A esquerda estdo representadas as unidades experimentais (circulos
coloridos) e as espécies de fungos (setas). O painel da direita representa uma ampliacdo da
mancha de pontos (unidades experimentais), identificadas pelas concentra¢@es correspondentes
(Ctr: controlo; Acet: controlo com acetona; C1: 4,1 ug LY C2: 10,4 g Lt C3: 25,6 Mg Lt
C4:64,0 ug L™*; C5: 160 pug L™; C6: 400 ug L™*; C7: 1000 ug L C8: 2500 pg L ™).
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3.2. Efeitos dos fungicidas isoladamente (fase experimental 2)

A perda de massa foliar foi significativamente reduzida na presenga de
azoxistrobina (Figura 10; Tabela 5), em quase todas as concentragdes (teste de Dunnett,
P < 0,05). Pelo contrério, o miclobutanil e o tebuconazol ndo causaram alteragdes na
decomposicdo. A taxa de esporulacdo dos hifomicetos aquaticos foi significativamente
inibida por todos os fungicidas (Figura 10; Tabela 5); esta inibicdo foi mais severa na
azoxistrobina, pois o padrdo inibitério ¢ mais acentuado e aconteceu logo nas
concentracdes mais baixas (31,2 ug L?) (teste de Dunnett, P < 0,05).
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Figura 10. Efeitos da concentracdo dos fungicidas azoxistrobina, miclobutanil ou tebuconazol
na perda de massa foliar e na taxa de esporulacdo da comunidade de hifomicetos aquéaticos. Sdo
apresentados os valores médios (barra vertical) e o respetivo erro padréo (barras de erro), bem
como o valor médio agregado dos dois controlos (CTR + Acetona, linha a tracejado). O
asterisco representa diferencas significativas relativamente ao controlo agregado (teste de
Dunnett).

Tabela 5. Significancia do modelo unifatorial usado para testar os efeitos da concentragdo dos
fungicidas azoxistrobina, miclobutanil ou tebuconazol na perda de massa foliar dos discos de
folhas, na taxa de esporulagdo da comunidade de hifomicetos aquaticos, bem como na riqueza
em taxa e na equitabilidade desta comunidade.

Varidvel de resposta  Azoxistrobina Miclobutanil Tebuconazol

Perda de massa foliar Fg23=3,01; P=0,0159 Fi02:=1,26; P=0,312 Fo23=0,691; P=0,71
Taxa de esporulacio  Fo23=26,4; P =4,67e™® Fg23=2,87;P=0,0199 Fg23=5,02; P =0,000841
Riqueza Fo23=8,1; P=254e%  Fg,3=8,076; P =2,61e% Fg2=10; P = 4,46e°°
Equitabilidade Fo23=5,98; P =0,000253 Fy,3=1,89; P = 0,889 Fo23=1,46; P = 0,221
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A riqueza da comunidade dos hifomicetos aquéaticos também foi significativamente
reduzida por todos os fungicidas (Figura 11; Tabela 5). Esta diminuicéo foi registada a
partir de 31,2 pg L no caso da azoxistrobina e do tebuconazol (teste de Dunnett, P <
0,05), e a partir das 250 pg L no caso do miclobutanil (teste de Dunnett, P < 0,05). O
indice de equitabilidade foi significativamente afetado apenas pela azoxistrobina
(Figura 10, tabela 5), tendo-se verificado um aumento a partir das concentragdes mais
baixas (31,2 pug L) (teste de Dunnett, P < 0,05).
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Figura 11. Efeitos da concentracdo dos fungicidas azoxistrobina, miclobutanil ou tebuconazol
na riqueza em taxa dos hifomicetos aquaticos e no indice de equitabilidade. Sdo apresentados
os valores médios (barra vertical) e o respetivo erro padrdo (barras de erro), bem como o valor
médio agregado dos dois controlos (CTR + Acetona, linha a tracejado). O asterisco representa
diferencas significativas relativamente ao controlo agregado (teste de Dunnett).

No caso da aplicagdo do miclobutanil ndo foram observadas alteracGes claras da
composicdo da comunidade (figura 12); contudo, no caso do tebuconazol e
principalmente da azoxistrobina, observou-se uma alteracdo da contribuicdo relativa dos
principais taxa (figura 12). Por um lado, verificou-se uma diminuicdo da importancia da
espécie D. foliicola (com consequente aumento da equitabilidade da comunidade,
devido a forte dominancia desta espécie) e um aumento da percentagem de Infundibura
sp. nas concentracdes intermédias de ambos os fungicidas. Por outro lado, conforme
percetivel sobretudo na azoxistrobina, observou-se um aumento da contribuicdo relativa
de A. tetracladia nessas concentracGes. Curiosamente, o perfil da comunidade na
concentracdo mais elevada de azoxistrobina e tebuconazol voltou a ser muito proximo
do controlo. Embora ndo seja percetivel na Figura 10, registou-se um gradual
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desaparecimento de espécies raras, ou que pouco contribuiam para a abundancia total
(bandas mais pequenas do grafico), e que é concordante com a diminuicdo de riqueza
observada na presenga de todos os fungicidas (figura 10).
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Figura 12. Efeitos da concentracdo dos fungicidas azoxistrobina, miclobutanil ou tebuconazol
na composicdo relativa das comunidades dos hifomicetos aquaticos (contribuicdo percentual
dos taxa mais representados). A percentagem relativa dos taxa foi calculada no agregado das
quatro replicas.

A ordenacdo das componentes principais (PCA) das 9 concentracdes de
azoxistrobina e dos controlos, segundo perfis de esporulacdo dos fungos aquaticos
(Figura 13), mostraram que os eixos 1 e 2 explicaram 52% e 14% da variancia total,
respetivamente. Os graficos de ordenacdo mostram que 0 primeiro eixo representa uma
importancia crescente de D. follicola, a qual estava associada as concentra¢fes mais
altas e aos controlos, e uma diminuicdo da importancia de A. tetracladia que estava
principalmente associada as concentragdes intermédias. Ao longo do segundo eixo
verificou-se um aumento da importancia Infundibura sp., e uma diminuicdo da

importancia de Flagellospora penicillioides.

No caso do miclobutanil, as componentes principais (eixos 1 e 2) explicaram 52% e
15% da variancia total, respetivamente (Figura 13). Os gréficos de ordenagdo mostram
que o primeiro eixo representava uma importancia crescente de D. follicola e uma

diminuicdo da importancia de A. tetracladia. Ao longo do segundo eixo verificou-se
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uma diminuicdo da importancia de Infundibura sp.. O padrédo de ordenacdo das

unidades experimentais em fungdo dos tratamentos nédo foi claro.

Relativamente ao tebuconazol, a PCA explicou 33% (eixo 1) e 23% (eixo 2) da
variancia total, respetivamente. Os graficos de ordenacdo mostram que 0 primeiro eixo
representa uma importancia crescente de D. follicula e uma diminuigdo da importancia
de F. curvula. Ao longo do segundo eixo hd um aumento da importancia de
Articulospora tetracladia e Infundibura sp.. Ndo sdo claros padrdes na distribuicdo das
unidades experimentais em funcdo do tratamento, o que significa uma variacdo algo

aleatdria da comunidade fungica independentemente da concentragdo a que foi exposta.
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Figura 13 Gréficos de ordenacdo (PCA com transformacdo de Hellinger) de perfis de
esporulacdo da comunidade de fungos exposta a concentracdes crescentes de azoxistrobina,
miclobutanil e tebuconazol. A esquerda estdo representadas as unidades experimentais
(circulos coloridos) e as espécies de fungos (setas). O painel da direita representa uma
ampliacdo da mancha de pontos (unidades experimentais), identificadas pelas concentra¢oes
correspondentes:(Ctr: controlo; Acet: controlo com acetona; C1: 15,6 pg L™; C2: 31,25 pg L™,
C3:62,5 ug L™"; C4: 125 pug L™*; C5: 250 pug L™ C6: 500 pg LY C7: 1000 pg LY C8: 2000 g
L C9: 4000 pg LY.
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3.3. Efeitos dos fungicidas em misturas (fase experimental 2)
3.3.1. Tebuconazol vs azoxistrobina

O estudo do efeito do tebuconazol e da azoxistrobina em misturas mostrou
interacdo entre os tdéxicos, como indicado pelos desvios ao modelo de acdo
independente (1A) para a taxa de esporulacio (y> = 15,6; P = 0.000077; a = 4.4) e
riqgueza (x° = 14,2; P = 0.00017; a = 2.6). Os valores de a parecem sugerir uma
interacdo do tipo antagdnica, com a toxicidade das misturas a ser inferior & estimada a
partir dos dados de toxicidade individual dos compostos (Figuras 14 e 15). Contudo, 0s
efeitos destes fungicidas em mistura mostraram um padrdo dependente da raz&o da dose
(DR) para a taxa de esporulacio (x> = 19,4; P = 0.000064; a = -3.13, b = 13.1), embora
0 ajuste do modelo DR tenha sido apenas marginalmente superior (y? = 3,74; P = 0.053)
ao modelo mais simples de sinergismo/antagonismo (S/A). Este cenario interativo mais
complexo ndo se verificou para a riqueza. No caso da esporulacdo, a toxicidade das
misturas foi inferior a estimada a partir dos dados de toxicidade individual dos
compostos (antagonismo), exceto quando a azoxistrobina se encontrava em
concentracdes mais altas, havendo uma tendéncia para o sinergismo neste caso (Figura
14).
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Figura 14 Representacdo de isobolas dos efeitos de interagdo do tebuconazol com a
azoxistrobina na esporulagéo dos fungos (representado em % do controlo — i.e. controlo =100%
da esporulagdo).
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Figura 15 Representacdo de isobolas dos efeitos de interacdo (Antagonismo) do tebuconazol

com a azoxistrobina na riqueza em espécie dos fungos, (representado em % do controlo — i.e.
controlo =100% da riqueza).
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3.3.2. Miclobutanil vs. Tebuconazol

O estudo do efeito das misturas de tebuconazol e miclobutanil ndo mostrou
interacdo entre os toxicos, em nenhum dos parametros analisados. O modelo da adicdo
da concentracdo (CA) explica os resultados melhor do que qualquer outro dos modelos

testados tanto para a esporulacdo (x* = 1,3; P = 0.25) como para a riqueza em espécies
(¥ =0,16; P = 0.68).

oghenods3a %

I > 60
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[C1<36
Il <16

Figura 16 Representacdo de isobolas dos efeitos da mistura do tebuconazol com o miclobutanil

na esporulacdo dos fungos (representado em % do controlo — i.e. controlo =100% da
esporulacdo).
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Figura 17 Representacdo de isobolas dos efeitos da mistura do tebuconazol com o miclobutanil
na riqueza em espécies de fungos (representado em % do controlo — i.e. controlo =100% da
riqueza).
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4. Discussao dos resultados

4.1. Efeitos isolados dos fungicidas

Na primeira fase, testamos os efeitos dos fungicidas azoxistrobina, clotrimazol e
tebuconazol na comunidade de fungos decompositores da folhada. Contudo, e ao
contrario do que era previsivel face ao descrito na literatura, ndo houve um efeito
nocivo dos fungicidas para a comunidade fangica, tendo até havido uma estimulacdo da
esporulacdo dos fungos por parte do tebuconazol. Em contraste com estes resultados,
alguns estudos ja demonstraram que o tebuconazol pode diminuir a esporulacdo de
fungos bem como a decomposi¢cdo da folhada (Bundschuh et al. 2011; Zubrod et al.
2011). Mais recentemente Pimenta et al. (2017) verificou que o tebuconazol e o
clotrimazol podem diminuir a esporulacdo até 92% e 77%, respetivamente, a
concentraces de 1280 pg L. Os estudos sobre os efeitos da azoxistrobina no processo
de decomposicdo sdo mais limitados; ainda assim Zubrod e colaboradores (2015)
verificaram uma diminuicdo da decomposicdo da folhada quando exposta a
concentragdes de 100 pg L. Contudo, estes estudos da literatura foram feitos com
recurso a folhas de amieiro Alnus glutinosa (L.) Gaertn., enquanto a nossa primeira
experiéncia de decomposicdo foi feita recorrendo a folhas de videira. O tipo de folha
usado como substrato pode explicar, em parte, 0 contraste entre 0s nossos resultados e

os descritos na literatura.

No nosso estudo, verificou-se uma elevada variabilidade dos dados da massa foliar
da videira, que foram confirmados visualmente pela heterogeneidade da extensdo da
decomposicao entre discos de folhas dentro da mesma unidade experimental e entre
unidades experimentais, o que pode ter mascarado eventuais efeitos dos fungicidas na
decomposicdo. Por outro lado, os discos de folhas foram decompostos muito
rapidamente, o que pode ter impedido que os efeitos chegassem efetivamente a
acontecer. As folhas de videira foram escolhidas porque regularmente formam
corredores ribeirinhos ao longo dos rios no norte de Portugal, como parte da alteracédo
da paisagem decorrente da utilizacdo do solo para a agricultura (e para a vinha,
concretamente). Assim, as folhas de videira podem ser uma fonte de entrada de folhada
nos rios; em algumas situacdes, podem também ser o foco de contaminacdo, se as folhas
tiverem sido tratadas com fungicidas, tornando relevante a avaliagdo dos efeitos nesta

espécie. Contudo, o baixo teor de lenhina (Nikolaidou et al. 2010), a par da elevada
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diversidade e atividade fungica encontrada em folhas de videira em comparagdo com as
folhas de amieiro (Fernandes et al. 2012), pode também ter contribuido para a rapida

decomposicao e dificultado a detecdo dos efeitos dos fungicidas.

Na segunda experiéncia, o desenho experimental foi modificado e recorreu-se ao
amieiro como fonte de folhas para servir de substrato de colonizag¢do. Por outro lado, a
gama de concentracdes testada foi alargada, recorrendo a concentracGes mais elevadas.
Como consequéncia, fomos forcados a trocar o clotrimazol pelo miclobutanil, em
virtude da reduzida solubilidade do primeiro no solvente organico utilizado (acetona). O
miclobutanil é um agroquimico cujo modo de acdo é similar ao tebuconazol e ao

clotrimazol (inibicéo da biossintese de ergosterol).

Deste modo, nesta segunda fase experimental, testamos os efeitos dos fungicidas
azoxistrobina, miclobutanil e tebuconazol na comunidade de fungos decompositores da
folhada de amieiro. Ao contrario da primeira experiéncia, observou-se efeitos dos
fungicidas na comunidade de fungos decompositores. Todos os fungicidas testados
afetaram a esporulagdo, mas a azoxistrobina afetou de forma mais severa - 49% de
reducdo logo na primeira concentragdo (15,6 pg L™?). A estrutura da comunidade de
fungos, e especificamente a riqueza, foi afetada, mais severamente pela azoxistrobina e
o0 tebuconazol, enquanto decomposicdo microbiana foi negativamente afetada apenas
pela azoxistrobina. Realmente, o tebuconazol pode diminuir a esporulacdo até 92% a
concentracBes de 1280 pg L (Pimenta et al. 2017) enquanto a azoxistrobina pode
diminuir a decomposicdo da folhada em cerca de 15 % a concentragGes de 100 pg L*
(Zubrod et al. 2014). O efeito do miclobutanil ndo estd reportado na literatura, mas
tendo em conta o seu modo de acdo semelhante ao tebuconazol seriam de esperar efeitos

semelhantes nos dois fungicidas.

A azoxistrobina parece ter tido efeitos mais severos do que o tebuconazol e o
miclobutanil, contudo é necessario perceber se a concentracdo massica pode ser
utilizada como medida de comparacdo entre os toxicos testados. Como muitas
interacdes intra-celulares sdo do tipo molécula-molécula ou molécula-recetor, reveste-se
de alguma utilidade a comparacdo de concentragcbes molares. Convertendo a
concentracdo mais baixa utilizada de fungicida (15,6 pug L) em concentragdo molar,
para cada um dos fungicidas, verifica-se que a concentracdo mais baixa aplicada foi
0,04 pumol L de azoxistrobina, 0,05 umol L™ de miclobutanil e 0,05 umol L de
tebuconazol; as concentragdes molares sdo, por isso, comparaveis entre os trés toxicos.
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Deste modo, € valido considerar a azoxistrobina como efetivamente mais toxica do que
os fungicidas azdlicos testados. O modo de a¢do da azoxistrobina envolve a interrupcao
da producdo de energia, o que acaba por ser particularmente eficaz em estagios
altamente exigentes do desenvolvimento de fungos (Bartlett et al. 2002), como a
esporulacdo — que foi o fator mais afetado no caso da aplicacdo de azoxistrobina. Este
contraste com os fungicidas azoOlicos que inibem a biossintese de ergosterol é
importante pois estes compostos azdlicos ndo impedem a germinacdo, porque os fungos
podem usar reservas de ergosterol ou um dos seus precursores armazenados dentro dos
esporos (Bartlett et al. 2002). Algumas referéncias consideram que 0s compostos azol
sdo essencialmente fungistaticos (Manavathu et al. 1998), e muitos fungos recuperam
facilmente quando deixam de estar sob a acdo deste tipo de compostos (Cuco et al.
2017b, Sousa 2018).

Os impactos observados na comunidade fungica podem ter implicacdes ecoldgicas
a curto e a longo prazo. No nosso estudo, a taxa de esporulagéo foi reduzida por todos
os fungicidas aplicados durante 23 dias. Houve também uma diminui¢do do nimero de
espécies, sugerindo que algumas espécies foram desaparecendo com a exposi¢do aos
fungicidas, ou a sua reproducdo (esporulacéo) foi inibida. Embora a perda de espécies
de fungos tenha sido associada a agentes de stress antrépicos, isso nem sempre foi
acompanhado por alteracdes na decomposicdo foliar (por exemplo, Lecerf e Chauvet
2008). Efetivamente, o empobrecimento da comunidade fungica e as reduzidas taxas de
esporulacdo ndo foram acompanhados por uma diminui¢do da decomposicdo foliar no
caso dos fungicidas azoles (tebuconazol e miclobutanil), sugerindo que a contribuicéo
de algumas espécies podera compensar a eliminacao de outras. De facto, a redundancia
funcional entre espécies de fungos € um mecanismo importante de manter as funcdes
ecoldgicas em rios sob stress (Pascoal et al. 2005). No caso da azoxistrobina, a
diminuicdo da decomposicdo, associada ao aumento da equitabilidade, pode sugerir que
a diminuicdo de espécies mais abundantes por acdo do fungicida pode ter sido

responsavel pela diminui¢do da decomposicao.

Na natureza, os rios podem estar sujeitos a exposi¢oes prolongadas e frequentes de
fungicidas. Em Portugal, a azoxistrobina e o miclobutanil podem ser aplicados até 3
vezes por ano numa cultura, e o tebuconazol até quatro vezes por ano por cultura
(DGAV 2013). Como tal, é muito provavel que os sistemas aquaticos recebam estes

fungicidas em cenérios de exposi¢do prolongada, ainda para mais tendo em conta que
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estes tratamentos com fungicidas podem ser alvo de aplicacdes recorrentes), e que a sua
persisténcia ambiental € relativamente longa. No caso da azoxistrobina, o seu tempo de
meia vida (hidrolise) é cerca de 14 dias, do miclobutanil cerca de 30 dias e do
tebuconazol cerca de 28 dias (Kegley et al. 2011). No caso da azoxistrobina, a sua
aplicacdo prolongada ainda tem consequéncias mais graves, porque este fungicida afeta
a decomposicdo da folhada, um processo vital nos ecossistemas, e embora a
solubilidade deste fungicida ndo elevada (6 mg L™), o seu coeficiente de particdo
carbono organico / 4gua é relativamente baixo (Koc = 423), 0 que o0 torna propenso a ser
transportado por lixiviagdo ou escoamento superficial, levando & contaminacdo das

aguas.

Neste estudo, os efeitos significativos dos compostos nas varidveis analisadas
raramente ocorreram a concentragdes encontradas no ambiente. No entanto, as
concentraces de tebuconazol verificadas no ambiente ~30 pg L™ (Kahle et al. 2008;
Rasmussen et al. 2012) aproximam-se das concentracfes as quais se verificaram efeitos
toxicos sobre a esporulagdo. Se considerarmos eventos extremos de lixiviacao,
normalmente associados a periodos de grande pluviosidade, a relevancia dos nossos
dados aumenta na medida em que as concentragdes ambientais podem aumentar
substancialmente nestes casos; no caso do tebuconazol, ha registos de concentracdes
extremas perto de 200 pg L' (Elsaesser e Schulz 2008), que sdo niveis algo
preocupantes. E ainda particularmente importante perceber se este efeitos podem ser
agravados em misturas complexas de fungicidas, uma vez que é frequente a detecdo de

mais do que uma substancia fungicida em aguas superficiais (Bereswill et al. 2012).
4.1. Efeitos dos fungicidas em misturas binarias

Os efeitos dos fungicidas em misturas com o mesmo modo de a¢do (miclobutanil
vs. tebuconazol) seguiram o modelo da adicdo da concentracdo, tanto para os dados de
rigueza como para os dados de esporulacdo, pelo que os efeitos destes tdxicos em
misturas sdo iguais a soma dos seus efeitos individuais. Este era o cenério inicialmente
hipotetizado para substancias com o0 mesmo modo de a¢édo, e representa um caso em que
é possivel prever a toxicidade da mistura dos compostos a partir das concentracdes
individuais. Para os toxicos em misturas com modo de acdo diferente (azoxistrobina vs.
tebuconazol), os dados seguiram o modelo de antagonismo, tanto para os dados de

rigueza como para os dados de esporulacdo, pelo que os efeitos destes toxicos em
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misturas foram inferiores & soma dos seus efeitos individuais. Contudo, persistem
davidas quanto ao modelo com melhor ajuste neste caso, em virtude do modelo
dependente da razdo da dose também se ajustar relativamente bem aos dados. Os
graficos de isobolas parecem sugerir que em concentragdes mais altas de azoxistrobina
pode ocorrer sinergismo, em vez de antagonismo. Este cenario configura um padrdo

altamente dependente do contexto, e que justifica mais investigagéo no futuro.

As interacBes entre toxicos numa mistura podem ocorrer por varios fatores,
segundo (Spurgeon et al. 2010): 1) interagdo com fatores ambientais, que podem
influenciar diferencialmente a exposi¢do dos organismos aos quimicos; 2) interacdo ao
nivel do local de contacto e entrada dos tdxicos no organismo e/ou capacidade de
eliminacdo dos todxicos; 3) interacdes que podem ocorrer no local alvo de acdo do
toxico, onde um toxico pode influenciar a capacidade de ligacdo de outro toxico ao
recetor . No caso da interacdo tebuconazol x azoxistrobina, ndo é evidente qual dos
cenarios pode explicar o padrdo de antagonismo observado, ou mesmo 0 hipotético

cambio de um cenario de antagonismo para um cenario de sinergismo.

Tendo em conta que a abordagem experimental utilizada controla os fatores
ambientais, podemos excluir a primeira hipotese. A terceira hipotese € altamente
improvavel tendo em conta o alvo celular do tebuconazol (enzima lanosterol-14a-
desmetilase na via de biossintese do ergosterol) e o alvo da azoxistrobina (quinona
transportadora de eletrbes no complexo citocromo bcl da cadeia respiratéria na
mitocondria). Sendo provavelmente mais provavel é que estejam implicados processos
toxicocinéticos (associados com a absorcdo, metabolismo e excrecdo) que possam
explicar os efeitos sinergisticos e antagonisticos observados. por exemplo, alguns
trabalhos demonstraram que agroquimicos como o prochloraz, que é um fungicida
azdlico, inibiam a acdo do complexo CYP1A (Antignac et al. 1990), o que tornava a
destoxificacdo e a biotransformacéo de outros fungicidas mais dificil, quando aplicados
conjuntamente (Cedergreen et al. 2006). O citocromo P450 (CYP1A) é uma familia de
proteinas que intervém em processos de destoxificacdo de quimicos e na reparacdo de
danos celulares induzidos pelos mesmos (Korsloot et al. 2007). Este mecanismo pode
explicar o porqué de em concentracdes mais altas os resultados entre azoxistrobina e o
tebuconazol sugerirem sinergismos, mas ndo explica o padrdo mais geral de

antagonismo.
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4.2. Conclusao

Em suma, os resultados deste trabalho apontam para impactos do tebuconazol,
miclobutanil e azoxistrobina nas cadeias alimentares detritivoras em rios. Entre estes, a
azoxistrobina foi 0 composto mais preocupante por afetar a decomposicéo e por causar
um decréscimo mais drastico na esporulacdo. Os efeitos em misturas para 0s compostos
com o mesmo modo de ac¢do ndo revelaram ser mais do que a soma das partes. Contudo,
isto também significa que misturas complexas com muitos produtos quimicos em baixas
concentragdes podem ser bastantes toxicas. Os fungicidas do grupo de inibidores do
ergosterol € uma das familias de fungicidas mais utilizadas, pelo que a adicdo das
concentragdes dos varios compostos encontrados no ambiente pode levar a
concentragdes com impactos muito negativos. A soma dos varios agrogquimicos,
poderéo acrescer também farmacos com modos de agdo similares (como o clotrimazol).
Os efeitos de antagonismo entre a azoxistrobina e o tebuconazol tornam claro que existe
interacdo entre compostos. Isto implica a necessidade de perceber as interacGes entre 0s
modos de acdo destes fungicidas. O nosso estudo mostra a importancia de analisar as
interacdes de sinergismo/antagonismo entre toxicos de forma a ter uma imagem real do
efeito que os agentes de stress podem causar nas comunidades e nos processos

ecoldgicos por estas desempenhados.
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6. Anexos

Anexo 1

Tabela 1 Significancia do modelo unifatorial usado para testar o contraste entre o

controlo com e sem acetona (12 fase experimental)

Azoxistrobina Clotrimazol Tebuconazol

Taxa de

Fizo=0,017;P =090  F,,,=0,02;P = 0,90 Fy 30 = 0,040; P = 0,84

esporulagéo
Riqueza Fi30 = 0,85;P = 0,363
Equitabilidade F; 5, = 0,040; P = 0,84

Fiz9 = 1,75;P = 0,20 Fi30 = 1,46;P = 0,24

Fj 9 =0,063; P = 0,80 Fj 30 =0,090;P = 0,766
Perda de massa

ol Fi30=0,142;P = 0,709  F 54, = 0,136;P = 0,715 Fi30=0,11;P = 0,742
oliar

Tabela 2 Significancia do modelo unifatorial usado para testar o contraste entre o

controlo com e sem acetona (22 fase experimental)

Azoxistrobina Miclobutanil Tebuconazol
Taxa de F,,, =093;P =0345 F,,, = 0,465;P Fy 5, = 0,501; P
esporulagdo =0,5023 = 0,486
Riqueza Fi,, = 0,596; P Fy,, =0,786; P Fy 4 =1,900; P
= 0,448 = 0,385 = 0,353
Equitabilidade ~ F,,, = 0,079; P F,,, = 0,048; P F, 5 = 0,035; P
=0,781 = 0,829 = 0,854
Perda de massa Fj,, = 0,682;P Fy,, =0,237;P Fy,; = 3,68;P = 0,07
foliar =0,418 =0,021
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Anexo 2

Interpretacdo de pardmetros adicionais substituidos nos modelos de referéncia de

adicdo de concentragdo (CA) e acdo independente (IA) que definem a forma funcional

do padréo de desvio.

Padréo de desvio Parametroa (CA e

1A)

Parametro b (CA)

Parametro b (1A)

Sinergismo/antagonismo  a>0: antagonismo

(S/IA) a<0: sinergismo
Dependente darazdoda  a>0: antagonismo
dose (DR) exceto quando o

valor de b indica
sinergismo

a<0: sinergismo
excepto quando o
valor de b indica
antagonismo

a>0: antagonismo a
um nivel baixo de
doses e sinergismo
a um nivel alto de
doses

a<0: sinergismo a
um baixo nivel de
doses e
antagonismo a um
nivel alto de doses

Dependente do nivel da
dose
(BL)

b>0: antagonismo quando a toxicidade da
mistura é causada principalmente pelo toxico

b<0: sinergismo gquando a toxicidade da
mistura é causada principalmente pelo toxico

b>1: a mudanca
ocorre abaixo do
valor de EC50

b=1: a mudanca
ocorre no valor de
EC50

O<b<1: a mudanca
ocorre acima do
valor de EC50

b<0: Nao ocorre
mudanca, mas a
magnitude do S/A é
dependente do nivel
da dose

b>2: a mudanca
ocorre abaixo do
valor de EC50

b=2: a mudanca
ocorre no valor de
EC50

1<b<2: a mudanga
ocorre acima do
valor de EC50

b<1: Ndo ocorre
mudanca, mas a
magnitude do S/A é
dependente do nivel
da dose
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