7]
=)
=
o
=
Q
-]
=
0
(=}
=
(=}
2
b=
=
o)
[+*]
o
0
(]
=
o
=
]
[=]
[= 9
£
(=}
(X
(%)
-
7]
1]
£
[]
=]
@
»

Impactos de fungicidas selecionados em

Flavia Sousa

UMinho | 2019

Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Flavia Sofia Gomes Sousa
Impactos de fungicidas selecionados em

sistemas decompositores-detritivoros
ribeirinhos

janeiro 2019



Il\

Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Flavia Sofia Gomes Sousa
Impactos de fungicidas selecionados em

sistemas decompositores-detritivoros
ribeirinhos

Tese de Mestrado em Ecologia

Trabalho efetuado sob a orientacao do
Orientador: Professor Doutor Bruno Branco Castro
Co-orientador: Doutor Arunava Pradhan

janeiro 2019



Agradecimentos

Ao DB (Departamento de Biologia), ao CBMA (Centro de Biologia Molecular e Ambiental), ao IB-
S (Instituto de Bio-Sustentabilidade) por me receberem, por me darem a oportunidade de pertencer as

V0ssas equipas e por me fazerem sentir em casa.

Ao Prof. Dr. Bruno Castro por ser o orientador que toda a gente merece ter, sempre presente e
disponivel. Ao Dr. Arunava Pradhan por me ter ajudado no desenho das experiéncias, em todo o trabalho
pratico e por me explicar tudo vezes sem conta. As Prof. Dras. Fernanda Cassio e Claudia Pascoal por

serem lideres do grupo e permitirem que o trabalho de todos seja possivel.

A todos os meus colegas de laboratorio e dos laboratorios vizinhos, por serem sempre prestaveis

e disponiveis. Por me ajudarem tanto e tornarem tudo mais facil.

A Vania, a Claudia e a Mariana por serem as minhas /ab mates, por toda a paciéncia e carinho,
por todas as gargalhadas e bons momentos que partilhamos durante este longo percurso. Nunca teria

chegado aqui sem vocés!

Aos meus colegas e amigos da 424 que estdo sempre prontos para me fazer rir e por me

ajudarem a desanuviar nos dias que mais precisava.

As minhas amigas, as de sempre: Cristiana e Joana e as que a universidade me deu: Marcia,
Flavia e Luisa. Obrigada por tudo, as nossas vidas nem sempre nos permitem partilhar tudo o que

gostavamos juntas, mas sei que vos tenho para o que der e vier.

A minha familia por me apoiar sempre, por serem 0 meu porto seguro. Em especial & minha

mae, por todo 0 amor, por nunca me deixar desistir de nada e me ajudar sempre a descobrir o caminho.
Ao Valentim, por ser o amor da madrinha e a minha maior motivacao.
Ao Zé por ser incondicional, por me dar sempre forca, por estar sempre comigo.

O presente trabalho de investigacao foi realizado no ambito dos projetos FunG-Eye (POCI-01-
0145-FEDER-029505) e EcoAgriFood (NORTE-01-0145-FEDER-000009), co-financiados por fundos
nacionais (através da FCT, I.P.) e pelo Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional (através do
COMPETE2020 e PT2020). Adicionalmente, esta tese teve o apoio técnico, logistico e financeiro do
Centro de Biologia Molecular e Ambiental (programa estratégico UID/BIA/04050/2013 e
UID/BIA/04050/2019), incluindo o financiamento de um mini-projeto interno (Pestisense).



Impactos de fungicidas selecionados em sistemas decompositores-detritivoros ribeirinhos

Resumo

Os detritos vegetais sao a principal fonte de nutrientes e energia em ecossistemas ribeirinhos,
sendo que os microrganismos — em particular os hifomicetos aquaticos — desempenham um papel
fundamental na reciclagem destes nutrientes. Estes fungos dao inicio ao processo de decomposicdo e
aumentam a palatabilidade dos detritos vegetais para os niveis tréficos seguintes. A presenca de
poluentes nos ecossistemas de agua doce, que resultam de varias atividades humanas, pode interferir
no processo de decomposicdo. Um caso paradigmatico sdo os pesticidas usados na agricultura. O uso
generalizado e extensivo de compostos antiflngicos pode afetar comunidades de fungos nao-alvo e, por
arrasto, os niveis tréficos superiores. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do cimoxanil,
metalaxil e miclobutanil na decomposicao da folhada usando um modelo decompositor-detritivoro.

Numa primeira fase experimental, os efeitos diretos dos fungicidas foram avaliados na
decomposicéo foliar, na reproducdo (esporulacao) dos fungos aquaticos, e na riqueza e equitabilidade
da comunidade de hifomicetos. Para tal, submergiram-se discos de folhas de carvalho num ribeiro ndo
poluido, durante 15 dias, de forma a permitir a colonizacao pelos microrganismos nativos. Apos a
colonizacao, os discos de folhas foram expostos em laboratorio a 8 concentracdes de cada fungicida
(2,46 a 1500 pg LY. Verificaram-se efeitos subtis e transientes na comunidade microbiana,
principalmente provocados pelo miclobutanil. O cimoxanil e 0 metalaxil causaram efeitos negligenciaveis
na comunidade. Nenhum dos fungicidas testados afetou a taxa de decomposicéo da folhada.

Numa segunda experiéncia, os efeitos indiretos dos fungicidas foram avaliados no nivel trofico
seguinte (invertebrados detritivoros), avaliando a taxa de consumo da folhada pelo triturador Allogamus
sp.. Os discos de folhas pré-expostos aos fungicidas foram fornecidos aos invertebrados em duas
diferentes combinacdes, num ensaio de preferéncia alimentar com (i) concentracdes diferentes do
mesmo fungicida ou (ii) combinacdes iguais de fungicidas diferentes. Os individuos alimentaram-se
menos das folhas expostas aos fungicidas em comparacao com o controlo, de forma independente da
concentracao (embora com pequenas nuances entre tratamentos).

Os resultados indicam que os fungicidas selecionados podem ter efeitos negativos, ainda que
subtis, sobre os decompositores microbianos e que esses efeitos se repercutem indiretamente em niveis

troficos superiores, alterando o funcionamento do ecossistema.



Impact of selected fungicides on riparian decomposer- detritivore systems

Abstract

Plant detritus are the main source of nutrients and energy in low-order forested streams, being
that microorganisms, particularly fungi, play a key-role in the nutrient recycle. These fungi initiate the
decomposition process and, with this activity, increase the palatability of plant detritus to the following
trophic levels, in particular detritivore invertebrates. The presence of chemical agents in the aquatic
systems, that result from variable human activities, may interfere on the decomposition process. A
paradigmatic case is the pesticides used in agriculture. Extensive and widespread use of antifungal
compounds can affect communities of non-target fungi and, by trawl, higher trophic levels. The objective
of the present work was to evaluate the effects of cymoxanil, metalaxyl and mylobutanil on litter
decomposition using a decomposer-detritivore model. In a first experimental phase, the direct effects of
fungicides on the microbial communities were evaluated in the decomposition, as well in the reproduction,
richness and equitability of the hyphomycete community. For this purpose, we submerged oak leaf disks
on a non-polluted river, for 15 days, to allow the colonization of the microorganisms. After the colonization,
the leaf disks were exposed in the lab to 8 concentrations of each fungicide (2,46 a 1500 ug ). Subtle
and transient effects on the microbial community were observed, mainly caused by myclobutanil.
Cymoxanil and metalaxyl caused negligible effects on the community. None of the tested fungicides
affected the leaf litter decomposition rate.

In a second experiment, the indirect effects of the fungicides were evaluated in the upper
trophic level (detrivore invertebrates), assessing leaf litter consumption rate by the shredder Allogamus
sp.. The leaf discs pre-exposed to the fungicides were provided to the invertebrates in two different
combinations, in a food preference assay with (i) different concentrations of the same fungicide or (ii)
equal concentrations of different fungicides. Consumption of fungicide-exposed leaf disks was significantly
lower than control (i.e. non-exposed) leaf disks, regardless of fungicide concentration (albeit small
nuances between treatments).

Results indicate that the selected fungicides may have negative effects, albeit subtle, on the
microbial decomposers; moreover, those effects can have indirect repercussions on higher trophic levels,

altering the functioning of the ecosystem.
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1.Introducéo

1.1Pesticidas em ecossistemas de agua doce

Os ecossistemas de agua doce fornecem uma quantidade de recursos essenciais para todos os
seres vivos (aquaticos e terrestres), incluindo humanos. Providenciam servicos ecoldgicos, albergando
uma grande diversidade de espécies e asseguram também inumeros servicos para a espécie humana
como alimentacéao, hidratacao, diversos usos domeésticos, irrigacao, producao de energia e transporte
(Postel, S., Richter 2003). O uso insustentavel dos ecossistemas de agua doce tem trazido
consequéncias para os ambientes aquaticos, sendo a poluicao considerada uma das maiores causas de
perda de biodiversidade (Vérosmarty et al. 2010). Muitos estudos tém sido realizados para identificar as
principais fontes de poluicao, que incluem a descarga de efluentes nao tratados, tanto domeésticos como
industriais, e a libertacdo de pesticidas devido a intensa agricultura (Hooper 2005). A producdo de
alimentos é particularmente dependente da aplicacdo de pesticidas. Estes compostos sintéticos e toxicos
sao legalmente lancados para o ambiente. A diretiva 2009/128/CE do Parlamento Europeu define como
objetivo uma utilizacao sustentavel de pesticidas, aconselhando a reducao do uso dos mesmos e
apelando a preferéncia por pesticidas classificados como nao perigosos, particularmente para meios
aquaticos.

Os pesticidas sao compostos quimicos concebidos para prevenir, destruir ou mitigar qualquer
tipo de praga e sao catalogados de acordo com as espécies-alvo que atingem (ex.: inseticidas, acaricidas,
herbicidas, fungicidas). O uso de pesticidas é fundamental para combater pestes e doencas na
agricultura e para aumentar a qualidade e quantidade da producao agricola, contribuindo assim para
uma melhoria da seguranca alimentar humana, para a saude humana e para a economia dos paises
gue dependem de uma industria agricola bem-sucedida (Hakeem et al. 2016). Contudo, a sua utilizacéo
massiva criou um problema ambiental (contaminacao de solos, aguas subterraneas e superficiais) e de
seguranca alimentar (contaminacédo de alimentos de producao agricola e pecuaria), que é heterogéneo
a escala mundial (ver perspetiva historica por Li et al. 2015). Em 2014, e apenas na Unido Europeia,
foram vendidas 400 000 toneladas de pesticidas (Eurostat, 2016).

Embora os pesticidas ndo sejam destinados nem legalmente autorizados para ser aplicados em
sistemas aquaticos, diversos estudos detetaram a presenca de uma grande variedade de inseticidas,
herbicidas e fungicidas em aguas doces (Dijksterhuis et al. 2011; Fernandez et al. 2015; Zubrod et al.
2015). Quando aplicados, os pesticidas sao absorvidos pelo solo ou por plantas e animais, mas grande

parte acaba por atingir ambientes aquaticos, por escorréncia superficial (lixiviacdo das substancias
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presentes no solo) ou por erosdo (transporte de particulas de solo e contaminantes associados),
principalmente em periodos de grande precipitacdo e enchentes, ou também por via aérea devido ao
vento. Dado que os pesticidas sao capazes de entrar nos sistemas aquaticos, a questao relevante é se
e como afetam as espécies nestes sistemas (Relyea & Hoverman 2006).

Entre todos os pesticidas utilizados, os fungicidas figuram entre os mais vendidos, globalmente.
Em 2014, os fungicidas e bactericidas representavam 43,8% do total de vendas de pesticidas na Europa
(Eurostat, 2016). Em Portugal verifica-se a mesma tendéncia, com os fungicidas a representar 40% do
total de vendas (DGAV 2013). As doencas com fungos sdo uma das principais ameacas as producdes
agricolas, atacando as folhas, o lenho e os frutos, quer na fase de producdo quer na fase pés-colheita.
Por isso, sdo aplicados fungicidas com frequéncia, recorrentemente e nas diversas fases, e estes sdo
comummente encontrados nos agroecossistemas (McGrath 2004). O uso de fungicidas nao serve
apenas para controlar doencas, mas também para aumentar a produtividade de culturas, aumentar o
seu tempo de vida e qualidade da colheita (McGrath 2004). A agricultura moderna esta ainda mais
dependente da aplicacao de fungicidas devido as enormes producdes em monocultura, que reduzem a
variedade de genes das culturas e aumentam a propagacao de doencas fungicas. A dispersao de
doencas provocadas por fungos pode também ser acelerada devido as alteracdes climaticas (Knabel et

al. 2014).

1.2 Fungicidas e o risco para organismos hao-alvo

Os fungicidas atuam sobre os fungos ou organismos proximos dos fungos (ex.: oomicetos) (Dean
et al. 2012) que provocam a doenca, podendo inibir o seu crescimento ou causar a sua morte (Poole,
2014). Podem ter diferentes mecanismos de acao, incluindo a acao inibitoria sobre a biossintese de
compostos organicos importantes (ergosterol, aminoacidos), a producao de energia e a divisao celular,
ou atuar através de mudltiplos mecanismos (Bartlett et al. 2002). Alguns destes mecanismos sao
especificos para o0s fungos, outros sao mecanismos genéricos que podem atuar sobre outros
microrganismos. Um bom exemplo de uma familia de fungicidas com algum grau de especificidade sao
os azoles (Kahle et al. 2008), compostos que inibem a sintese de ergosterol, um componente
fundamental das membranas dos fungos (Hof 2001). Contudo, os oomicetos (ex.: alguns oidios, mildios)
sao afetados também por compostos inibidores da biossintese deste esterol, pois também contém
ergosterol na composicao da sua membrana plasmatica (Raymond S. et al. 1989). Quando os fungicidas
atingem os ecossistemas aquaticos, podem provocar danos em organismos nao-alvo, principalmente

em fungos aquaticos, que sao biologicamente préximos dos fungos que causam doencas nas culturas



agricolas. Deste modo, os fungos aquaticos sofrem um efeito direto e imediato da contaminacao por
fungicidas, o que pode trazer consequéncias para a dindmica das comunidades naturais de fungos
aquaticos e o funcionamento do ecossistema (Dijksterhuis et al. 2011; Fernandez et al. 2015).

Os fungos aquaticos sao heterotréficos, dependendo da matéria organica externa que tanto pode
estar viva como morta. Sdo omnipresentes, associando-se a quase todos 0s outros organismos como
decompositores, como parasitas ou até como simbiontes (Wurzbacher et al. 2011). Tal como os fungos
terrestres, os fungos decompositores aquaticos atuam maioritariamente como decompositores de
matéria organica tanto de detritos vegetais como animais, sendo o processo de decomposicao da folhada
um dos mais estudados (ver abaixo) (Graca et al. 2001; Pradhan et al. 2011; Duarte et al. 2012). Alguns
fungos aquaticos também atuam como parasitas que, ao contrario dos fungos saprofitos, atacam células
hospedeiras vivas. Por exemplo, o fungo parasita Batrachochytrium dendrobatidis tem sido muito
estudado: este parasita coloniza as células da pele dos anfibios, causando uma infecdo que provoca a
mortalidade em massa e leva ao declinio de populacdes de anfibios (Johnson et al. 2007). Como
simbiontes, alguns fungos aquaticos formam micorrizas com as macrofitas aquaticas, trazendo
beneficios para a planta (Wurzbacher et al. 2011). Os fungos aquaticos, principalmente os hifomicetos
aquaticos!, desempenham também um papel importante na decomposicao da folhada e no aumento da
palatabilidade desta para invertebrados. Quando a diversidade da comunidade de fungos é afetada pela
presenca de fungicidas, pode haver um efeito cumulativo para niveis troficos superiores (Bundschuh et
al. 2011).

Percebe-se que os fungos aquaticos desempenham funcdes-chave nos ecossistemas, mantendo
interacbes e funcbes cruciais com outros organismos aquaticos. Por este motivo, a presenca de
fungicidas nos ecossistemas aquaticos € extremamente alarmante e os efeitos em organismos nao-alvo
provocados estdo a tornar-se uma preocupacado crescente (Dijksterhuis et al. 2011; Schaeffer et al.
2017). Frequentemente, os efeitos nao-alvo provocados por fungicidas nao sao tidos em consideracao
na avaliacao de risco subjacente a autorizacao destes produtos quimicos (Dijksterhuis et al. 2011). Existe
uma caréncia de dados acerca dos impactos ecolégicos dos fungicidas nas teias tréficas aquaticas, e
muito concretamente naquelas onde os fungos nao-alvo desempenham um papel importante.
Consequentemente, os modelos usados na avaliacao de riscos ambientais pela Unido Europeia para

calcular as concentracoes de pesticidas em aguas superficiais parecem subestimar as concentracoes

1 Hifomicetos aquaticos - grupo de fungos que produzem micélio e que se reproduzem assexuadamente através da formacao
de conidia (esporos assexuados que funcionam como estruturas de dispersédo); desempenham um papel ecolégico vital na
colonizacdo e decomposicéo da folhada.



reais e os efeitos em organismos aquaticos chave, como os hifomicetos aquaticos (Knabel et al. 2014;

Fernandez et al. 2015).

1.3 Os fungos aquaticos e a decomposicao da folhada em sistemas ribeirinhos

Nas zonas mais a montante dos ribeiros, a florestacao é abundante, o que limita a penetracéo
da luz solar; por isso, a principal fonte de nutrientes para os organismos aquaticos provém da folhada e
outros detritos (sobretudo vegetais) que entram nos cursos de agua. Assim, a origem dos nutrientes diz-
se aloctone e o processo de decomposicdo destes detritos é essencial para garantir o fluxo de nutrientes
e energia ao longo do rio (Grattan & Suberkropp 2001). Alguns microrganismos, como fungos e
bactérias, a par dos macroinvertebrados, sdo fundamentais para o processo de decomposicdo de
detritos vegetais (Graca e Canhoto 2006).

A decomposicao da folhada decorre em trés diferentes fases: a lixiviacdo, o condicionamento e
a fragmentacao. Todas estas fases sao moduladas e afetadas por fatores bidticos e abidticos. A lixiviacdo
envolve a libertacdo dos compostos soltuveis da folha devido a acdo da agua, incluindo compostos
fendlicos, alguns aminoacidos e carboidratos. Na fase de condicionamento, a folha é colonizada por
fungos e bactérias (Pascoal & Cassio 2004). A fase de fragmentacéo foliar ocorre como consequéncia
da acédo dos organismos e da abrasao fisica resultante do fluxo da agua que provocam a quebra
mecanica da folhada.

Durante a fase de condicionamento, os microrganismos degradam os polimeros das células das
plantas através de enzimas extracelulares, como pectinases, hemicelulases e celulases. A contribuicado
da atividade dos microrganismos no processo de decomposicao da folhada, principalmente fungos e
bactérias, é essencial (Figura 1) (Pascoal & Cassio 2004). Os hifomicetos aquaticos sdo cruciais no
processo de decomposicdo (Pascoal & Cassio 2004), na medida em que apresentam caracteristicas
fisiologicas e morfoldgicas que permitem uma facil colonizacdo e decomposicdo da folhada.
Morfologicamente, conseguem facil contacto e aderéncia aos substratos devido a forma tetrarradiada e
sigmoide dos esporos (conidia) e a producdo de mucilagens pelos seus bracos conidiais que permite
uma dispersao eficiente (Suberkropp 1998; Cotrufo et al. 2010a).Do ponto de vista fisiologico, as células
fungicas sao capazes de produzir enzimas extracelulares capazes de degradar algumas das substancias
mais recalcitrantes do material vegetal (como por exemplo polifenois, lenhina e celulose) (Chamier
2008)(Balibrea et al. 2017), modificando o micro-ambiente que as rodeia e alimentando-se das

substancias mais simples que resultam deste processo de digestdo extracelular. As bactérias também



participam na decomposicéo foliar, mas o seu papel é considerado menor do que o dos fungos; estes
procariotas detém pouca capacidade invasiva e tém mais dificuldade de adesao e colonizacao das folhas,
embora sejam capazes de produzir enzimas extracelulares que degradam os polissacarideos da folha
(Pascoal & Cassio 2004).

Depois de colonizada por fungos e bactérias, a folha torna-se mais palatavel para os niveis
troficos seguintes, pois estes microbios eliminam as propriedades recalcitrantes caracteristicas da
folhada e tornam-na ainda mais nutritiva devido a sua presenca como fonte de alimento (Chung et al.
2008). Os invertebrados trituradores sdo capazes de se alimentar da folhada previamente condicionada
pelos microrganismos. Os trituradores convertem a matéria organica particulada grosseira (CPOM) em
matéria organica particulada fina (FPOM) (Graca et al. 2001), pois possuem pecas bucais que auxiliam
a trituracao dos detritos vegetais. Este grupo de invertebrados detritivoros especializados tem uma
contribuicdo maioritaria na decomposicdo dos detritos (Graca et al. 2002). Os trituradores sao
responsaveis por disponibilizar FPOM para os macroinvertebrados coletores, quer filtradores ou de
deposito, por degradacao mecanica da propria folha ou pela producao de particulas fecais por digestao
(Cotrufo et al. 2010b).

O processo de decomposicdo da folhada é um processo que tem sido avaliado em diversos
estudos sobre integridade ecologica dos ecossistemas aquaticos, principalmente quando contaminados

por algum produto quimico (Pascoal et al. 2001; Gessner 2007).
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Figura 1 - Teia alimentar em rios de baixa ordem? (adaptado de: (FISRWG 1998)).

2 Rio de baixa ordem - rio na zona montante da bacia hidrografica, proximo do local de nascente, onde o volume de agua é
baixo. Devido a insuficiéncia de luz solar, nestes rios a matéria organica é maioritariamente aloctone, e provém da vegetacao
riparia e da floresta adjacente.



Os fungos desempenham um papel crucial e insubstituivel no processo de decomposicdo da
matéria organica e a presenca de um fungicida pode afetar as funcdes do ecossistema que deles
dependem. Adicionalmente, quando ocorrem perdas de biodiversidade ao nivel dos fungos aquaticos, o
nivel trofico seguinte (invertebrados aquaticos) também sera indiretamente afetado, e de seguida todos
0s niveis tréficos superiores (Bundschuh et al. 2011). Assim, a alteracdo das comunidades microbianas
colonizadoras das folhas por acdo de fungicidas pode resultar em alteracdes no ciclo de nutrientes e no
fluxo de energia ao longo da teia alimentar (Bundschuh et al. 2011; Newton et al. 2018). Nao obstante
os fungos serem os alvos preferenciais destes agroquimicos, os fungicidas também podem provocar

efeitos tdxicos diretos sobre invertebrados (Zubrod et al. 2011) - ver abaixo.

1.4 Fungicidas com potencial téxico para os fungos aquaticos

Em Portugal, existem culturas-chave com enorme importancia na economia e agricultura,
algumas das quais extremamente dependentes de esquemas de aplicacdo de fungicidas. No norte de
Portugal, culturas como o castanheiro (Castanea sativa), a oliveira (Olea europaea) e a videira (Vitis
vinifera) tém particular importancia (NICIF 2006); dentre estas, a videira ¢ a que depende mais de
esquemas de pulverizacdo de pesticidas, e fungicidas em particular. Portugal € um pais com grande
potencialidade para a producdo de videira (Vitis vinifera) devido as boas condicdes climaticas e
geologicas e a detencao de castas unicas. Em 2016, a area total de vinha em Portugal era de 190467
hectares, sendo que 41% desta area se encontra no Norte do pais (.V.V. 2016). Assim, o setor vitivinicola
portugués tem grande valor econémico, e também social, devido a tradicao que envolve este setor.
Contudo, a videira esta sujeita ao ataque de inumeras doencas e pragas, desde fungos, virus, bactérias,
vermes ou acaros. A infecdo por fungos e oomicetos é bastante frequente e existem algumas doencas
bastante conhecidas como a escoriose (causada pelo fungo Phomopsis viticola), o oidio (causada pelo
oomiceto Uncinula necator) ou a podridao cinzenta (causada pelo fungo Botrytis cinerea) (DRABL 2008).

A poluicao por fungicidas em areas vinicolas ¢ uma area de pesquisa que tem ganho importancia
nos Ultimos anos, uma vez que os fungicidas sao intensamente utilizados em vinhas, representando 96%
de todas as aplicacdes de pesticidas nesta cultura (Fernandez etal. 2015). A lista de fungicidas aplicados
a videira é extremamente extensa, estando atualmente disponiveis 99 formulacdes fungicidas diferentes
(envolvendo 57 substancias ativas diferentes) autorizadas para a aplicacdo na vinha (DGAV 2017).
Destes fungicidas, alguns foram reconhecidos pelas autoridades portuguesas e europeias como
potencialmente perturbadores da integridade ecologica, e integrados na lista de poluentes especificos

no ambito da Diretiva-Quadro da Agua (Diretiva 2000/60,/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de
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23 de outubro de 2000), a saber: cimoxanil, mancozebe, metalaxil, pirimetanil e tebuconazol. Contudo,
a falta de informacéo toxicoldgica levou a que ainda ndo exista norma de qualidade, ou seja, um valor
de concentracdo maximo para um bom estado da agua (Instituto da dgua 2009).

O miclobutanil (figura 2a) é um triazol, pertence ao grupo dos compostos azol e atua numa vasta
gama de fungos, provocando a inibicdo da enzima lanosterol-14a-demetilase (Kahle et al. 2008;
Stensvold et al. 2012). Esta enzima é responsavel por transformar o lanosterol em ergosterol, que ¢ um
componente essencial da membrana citoplasmatica de fungos (como hifomicetos aquaticos) e
oomicetos (Zarn et al. 2003). A interferéncia com a sintese deste esterol compromete a integridade da
membrana e altera a sua permeabilidade (Sheehan et al. 1999). Este fungicida é usado para combater
varias doencas fungicas em cereais, frutas e hortalicas (Li et al. 2015) e os compostos azol, no geral,
sd0 amplamente utilizados para combater pragas comuns de fungos em vinhas (Komarek et al. 2010).
E um fungicida persistente (DT50 em agua de 526 dias) e com alguma mobilidade (Tabela 1). Um
estudo realizado numa zona de vinhas detetou a presenca de miclobutanil em aguas superficiais numa
concentracdo de 0,74 ug L* (Bereswill et al. 2012). Este composto é considerado ligeiramente tdxico
para invertebrados e moderadamente tdxico para peixes (Elskus 2011). De acordo com a Agéncia de
Protecao Ambiental dos EUA nao ha dados sobre a toxicidade do miclobutanil em invertebrados de agua
doce (Elskus 2011). Outros compostos azol, como o tebuconazol, mostraram ter potencial toxico sobre
a comunidade de hifomicetos aquaticos (Zubrod et al. 2011; Pimentao 2017).

O metalaxil (figura 2b) pertence ao grupo das fenilaminas e é altamente fungitdxico (Pose-Juan
et al. 2010). O seu modo de acao e o seu alvo celular sdo bem conhecidos, sendo que este composto
atua inibindo a biossintese de RNA e, consequentemente, impede a mitose celular e o crescimento do
fungo (Fisher e Hayes 1982). O metalaxil &€ rapidamente absorvido pela planta e garante protecao contra
um novo crescimento (Ornek 2018). Devido a estas caracteristicas, é usado frequentemente, por
exemplo, para combater o mildio da videira (Fourie 2004). Como tem alguma persisténcia (DT50 em
agua de 56 dias) e alta mobilidade (Tabela 1), o metalaxil é facilmente lixiviado do solo e pode contaminar
aguas superficiais e subterraneas, por isso 0s seus residuos sao uma ameaca para as comunidades
naturais. Foram encontrados residuos de metalaxil em aguas subterraneas com concentracao de 0,49
ug L, o que excede o limite genérico (para pesticidas) imposto pela Unido Europeia de 0,1 ug L*(Martins
et al. 2013a). Este composto é considerado como nao-tdxico para artropodes e espécies de vertebrados,
mas alguns estudos demonstram que pode ter efeitos genotdxicos e mutagénicos (Hrelia et al. 2009).

O cimoxanil (figura 2c) pertence ao grupo das acetamidas, sendo altamente soltvel em agua e

bastante volatil, tendo mobilidade média-alta (Tabela 1), mas nado é persistente no solo nem em sistemas



aquaticos (DT50 de 0,3 dias) (Mercan & Inam 2010). Este composto é usado como fungicida curativo
foliar e de prevencao ha mais de 25 anos e é atualmente permitido em mais de 50 paises, sendo usado
em mais de 10 milhdes de hectares em todo mundo em 17 culturas diferentes, incluindo batata, tomate,
beterraba e vinha (Morrica et al. 2004). E considerado como moderadamente téxico para a maioria dos
organismos aquaticos. Estudos demostram que o seu modo de acao afeta a sintese de DNA e RNA como
efeito secundario, sendo que o seu principal modo de acdo ainda nao é totalmente conhecido. Ha pouca
literatura disponivel sobre as caracteristicas ambientais do cimoxanil, o que impede a completa
compreensado acerca do seu destino ambiental e possiveis influéncias na decomposicdo e na

comunidade microbiana (Toffolatti et al. 2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos fungicidas miclobutanil (a), metalaxil (b) e cimoxanil (c).

Tabela 1- Propriedades dos fungicidas  miclobutanil, metalaxii e  cimoxanil (informacdo  obtida
http://www.sigmaaldrich.com/portugal).

Massa Solubilidade K= (Coeficiente de

Férmula -
Fungicida N° CAS molar (g em agua particio do
molecular )
moly) (mg L) carbono organico)
57966-95-
Cimoxanil C:HuwN.O 198,18 890 (20°C) 39
7
57837-19-
Metalaxil CisH2NO: 279,33 8400 (22°C) 162
1
88671-89-
Miclobutanil CisHiCIN. 288,78 142 (25°C) 517
0

1.5 Impactos diretos e indiretos de fungicidas em teias detritivoras

Estudos anteriores reuniram esforcos para entender os efeitos diretos de alguns fungicidas na

comunidade de fungos aquaticos, entre os quais: tebuconazol (Bundschuh et al. 2011; Zubrod et al.
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2011; Artigas et al. 2012a; Dimitrov et al. 2014; Pesce et al. 2016a; Donnadieu et al. 2016; Piment&o
2017), pirimetanil (Abelho et al. 2016) ,imazalil (Flores et al. 2014), pentaclorofenol (Barlocher e
Premdas 1988), metiram (Lin et al. 2012), carbendazim (Cuppen et al. 2000), tolyfluanid (Heimbach,
2002) triphenytin (Roessink et al. 2006), fluazinam (van Wijngaarden et al. 2010) e azoxistrobina
(Gustafsson et al. 2010). Todos os fungicidas mostraram efeitos diretos e imediatos sobre a taxa de
decomposicdo da folhada, sendo que alguns impactaram a comunidade de fungos aquaticos, afetando
0 seu crescimento/biomassa (tebuconazol, pirimetanil e metiram), reproducao/esporulacao
(tebuconazol, imazalil e pentaclorofenol) e diversidade de espécies (tebuconazol, imazalil, metiram).

Estudos recentes testaram também os efeitos indiretos de alguns fungicidas em experiéncias de
preferéncia alimentar com invertebrados aquaticos aos quais foram fornecidas folhas previamente
condicionadas com fungicida: tebuconazol foi testado em Garmmarussp. (Bundschuh etal. 2011; Zubrod
et al. 2011; Dimitrov et al. 2014), assim como em Chironomus riparius e Allogamus sp. (Pimentéo
2017); os efeitos do miclobutanil foram testados também em Gammarus sp. (Vu et al. 2017); a
piraclostrobina foi testada em Hyalella azteca por via direta (pela agua) e por via indireta (pelo alimento),
avaliando os efeitos diretos e indiretos (Willming e Maul 2016). A presenca dos fungicidas afetou os
invertebrados estudados, alterando o seu crescimento (miclobutanil), a sua reproducéo (miclobutanil) e
até a sua sobrevivéncia (piraclostrobina, miclobutanil).

Embora ja existam alguns estudos sobre os efeitos dos fungicidas sobre a comunidade de fungos
aquaticos e invertebrados de agua doce, ainda existe uma grande lista de fungicidas cujos efeitos - tanto
diretos como indiretos — ainda se desconhecem ou existe pouca informacao disponivel. E o caso dos
fungicidas analisados neste estudo (cimoxanil, metalaxil € miclobutanil), o que traz um propdsito ainda

maior a este trabalho.

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos diretos e indiretos dos fungicidas cimoxanil,
metalaxil e miclobutanil na comunidade de fungos aquaticos e em invertebrados de agua doce, bem
como na decomposicao da folhada. Os agentes antifungicos podem provocar consequéncias diretas e
imediatas na comunidade de fungos nao-alvo e na decomposicao por eles mediada (efeitos diretos), o
gue pode repercutir-se nos restantes niveis troficos da teia alimentar (efeitos indiretos). Os fungos
aquaticos contribuem para a palatabilidade da folhada e melhoram também o seu nivel nutricional, logo

se estes forem afetados pelo fungicida, € possivel que tal acarrete um efeito indireto do fungicida para o



nivel seguinte da teia trofica, os invertebrados trituradores. De forma a testar estes dois niveis de acéo
do fungicida, foram levadas a cabo duas fases experimentais.

Numa primeira fase experimental, usamos uma abordagem de microcosmos laboratoriais,
testando concentracdes crescentes de cimoxanil, metalaxil e miclobutanil na comunidade de fungos
aquaticos associada a folhada (efeitos diretos). O objetivo especifico desta fase foi avaliar o efeito de
cada fungicida sobre a taxa de decomposicao da folhada, a taxa de esporulacdo dos fungos presentes
nas folhas e a estrutura e diversidade da comunidade de fungos aquaticos (com base na identificacao
morfoldgica de esporos).

Numa segunda fase experimental, as folhas (e a comunidade microbiana associada)
contaminadas com fungicida na primeira fase experimental foram usadas num ensaio laboratorial de
preferéncia alimentar de invertebrados. O objetivo especifico desta fase foi determinar se a pré-exposicao
das folhas e comunidade microbiana aos fungicidas tinha impacto na decomposicdo da folhada mediada
pelos invertebrados trituradores ou afetava as escolhas alimentares deste animais (efeitos indiretos).
Para tal, foram fornecidas aos individuos em cada unidade experimental discos de folhas previamente
expostas a (i) diferentes concentracdes do mesmo fungicida ou (ii) concentracdes iguais de fungicidas

diferentes.

3. Materiais e métodos

3.1 Efeitos diretos dos fungicidas em decompositores microbianos

Para avaliar os efeitos que os fungicidas exercem diretamente sobre os decompositores
microbianos foi determinada a perda de massa foliar e a reproducéo de fungos aquaticos (esporulacao).
Foram utilizadas folhas senescentes de carvalho como substrato para a colonizacdo da comunidade
microbiana decompositora (predominantemente fungos) e os efeitos dos fungicidas foram testados

nessas folhas colonizadas numa experiéncia de microcosmos, conforme se descreve abaixo.

3. 1.1 Condicionamento das folhas no tio

O local escolhido para a condicionamento da folhada foi num rio de baixa ordem no NW de
Portugal (rio Oliveira, 41°35'11.3"N 8°13'31.1"W). No local de amostragem o rio tinha cerca de 0,4 a

0,6 m de profundidade e cerca de 3 a 4 m de largura. A vegetacdo riparia envolvente era
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maioritariamente composta por amieiro (A. glutinosa Gaertn.), carvalho-alvarinho (Quercus roburL.) e
castanheiro (Castanea sativa Miller), e o leito do rio era composto por pedras, seixos e areia.

No outono de 2010, imediatamente antes a abscisdo, foram recolhidas folhas de carvalho-
alvarinho (Quercus robur L.), que foram secas a temperatura ambiente e posteriormente armazenadas
em local seco.

As folhas de carvalho foram lixiviadas em agua desionizada durante 12 h e cortadas em discos
com diametro de 12 mm. Foram colocados conjuntos de 80 discos de folhas em sacos de malha fina
(0,5 mm de poro) para permitir a entrada dos microrganismos decompositores e evitar o acesso de
invertebrados detritivoros. Posteriormente, os sacos foram submersos no rio para permitir a colonizacao
microbiana (figura 3). Um conjunto de 4 sacos foi retirado do rio apds 15 minutos submerso para
determinar a massa seca inicial dos discos de folhas (M.). Durante o condicionamento dos discos de
folhas no campo, a condutividade (38 uS cm?), o pH (6,97) e a concentracao de oxigénio dissolvido
(13,5 mg L) foram medidos /7 situ usando uma sonda multiparametros WTW Multiline F/set 3 no.
400327. Foram recolhidas e transportadas amostras de agua do rio para o laboratério numa caixa
térmica em ambiente escuro, que foram depois analisadas (HACH DR/2000 spectrophotometer,
Loveland, CO) para determinar as concentracdes de nitratos (0,33 mg N-NOs L), nitritos (0,008 mg N-
NO- L), amonia (0,003 mg N-NH: L) e fosfatos (0,10 mg P-POs L). Apos 15 dias, os sacos foram
recolhidos e transportados para o laboratério numa caixa térmica em ambiente escuro para dar inicio a

experiéncia em microcosmos com os discos de folhas colonizados pela microbiota local.

Figura 3 - Rio Oliveira (a esquerda), local onde foram submergidos os sacos com discos de folhas (a direita) para
colonizacéo por fungos aquaticos.
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3. 1.2 Experiéncia em microcosmos

Os discos de folhas de cada saco foram enxaguados em agua desionizada antes de serem
colocados em erlenmeyers de polipropileno de 250 mL contendo 90 mL de agua mineral natural
esterilizada (Agua do Fastio, Tabela 2). Em cada microcosmo foi colocado um dos trés fungicidas
selecionados: cimoxanil (Cymoxanil PESTANAL®), metalaxil (Metalaxyl PESTANAL®), miclobutanil
(Myclobutanil PESTANAL®). Estes fungicidas foram adquiridos & Sigma Aldrich (Munique, Alemanha).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas da dgua mineral natural usada nos microcosmos (dgua natural de nascente

comercializada pelas Aguas do Fastio S.A.). Dados publicitados pelo fornecedor.

Parametro Média + Desvio padrao
Residuo seco (a 180°C) (mg L) 34,0+ 4

Silica (mg L) 9,6+2

pH (a 180°C) 6,0

HCOs (mg L) 80+0,8
Cl-(mg LY) 42+04

SO (mg L) 1,0+0,2
Na‘(mg L) 41+04
Ca*(mg L) 1,3+0,3
K-(mg L) 06+0,1

Com base numa revisao da literatura, foram selecionadas oito concentracdes para cada um dos
fungicidas usando uma série geométrica entre 2,46 a 1500 g L (fator 2,5%), garantindo uma gama
que inclui cenarios ecologicamente relevantes e concentracdes que podem ocorrer em casos extremos.
Adicionalmente, e como referéncia comparativa, foi também usado um controlo negativo (sem
fungicida). Para cada tratamento usaram-se 4 réplicas. As substancias fungicidas foram dissolvidas em
agua esterilizada, apds agitacao e sonicacao (cerca de 30 min), de forma a garantir a dissolucéo
completa dos compostos; este procedimento foi particularmente importante para o miclobutanil dada a
sua limitada solubilidade (Tabela 1). Para todos os fungicidas, foi preparada uma solu¢cdo-mae com a
concentracao mais alta (1500 ug L), e a partir dessa foram obtidas as restantes concentracoes através
de diluicdes sucessivas.

Os microcosmos foram incubados num agitador orbital (Infors HT, Orbitron, Suica; 140 rpm), a
16°C, mantidos em ambiente escuro. As solucdes teste foram mudadas a cada 7 dias, de forma manter
uma exposicao cronica considerando o tempo de meia vida dos fungicidas selecionados (Artigas, 2012).
A experiéncia em laboratério decorreu durante 70 dias, até ca. 50% da decomposicao dos discos de

folhas no tratamento controlo ser atingida. As solucdes retiradas de cada microcosmo, a cada mudanca,
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foram armazenadas em recipientes de plastico para avaliar a reproducdo dos fungos (producéo de
conidia). Devido a morosidade e rigor do processo de avaliacdo da producdo de conidia e a longa duracao
da exposicao em laboratorio optou-se por juntar as solucoes retiradas dos microcosmos em periodos de
14 dias. No fim do ensaio, os discos de folhas foram guardados a -20°C e foi depois calculada a perda

de massa foliar (ver procedimentos abaixo).

3. 1.3 Perda de massa foliar

No final da experiéncia, os discos de folhas (& excecdo de um set de 24 discos) de cada
microcosmo foram liofilizados durante 48 h e depois pesado com aproximacdo de 0,0001 g. O set de
24 discos foi preservado para quantificar outras varidveis mas esses resultados nao sao apresentados
nesta dissertacao.

A taxa de decomposicao dos discos de folhas foi determinada usando o modelo exponencial

negativo (Webster & Benfield 1986):
M; = M, x e

em que M é a massa foliar no final da primeira fase experimental, M é a massa foliar inicial, A

¢ taxa de decomposicdo foliar (dia?) e #é o intervalo de tempo total do ensaio (84 dias).

3. 1.4 Esporulacdo dos fungos

As amostras de agua com conidia (180 ml) libertados pelos fungos presentes nos discos de
folhas em decomposicao foram fixadas com 1 mL de formaldeido a 37% e 40 uL de 15 % Triton X-100,
para evitar a germinacao e aderéncia dos esporos as paredes das garrafas de armazenamento. Para a
identificacao e contagem de conidia, um volume apropriado da amostra foi filtrado (através de membrada
com 0,45 um de poro, Millipore, Billerica, MA) e corado com “cotton blue” em acido latico (concentracao
final = 0,05 %). Os conidia das espécies de hifomicetos aquaticos foram identificados (com o recurso ao
guia de Gullis et al. 2005) e enumerados (no minimo foram contados 300 conidia por amostra) ao
microscopio (ampliacao 400x, Leica Biomed, Heerbrugg, Suica). A esporulacéo dos fungos foi avaliada
numa dindmica temporal, tendo para tal sido selecionadas as amostras aos dias 28, 56 e 70 (em termos
de periodo de exposicao em microcosmos) em apenas 4 concentracoes (2,46; 38,4; 240 e 1500 pg L-
1). A opcao de nao processar as amostras de todos os tempos de amostragem e concentracdes foi de

natureza logistica, dada a morosidade do processo de contagem.
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3. 1.5 Andlise da estrutura da comunidade de fungos agquaticos

Foram calculadas medidas de diversidade, como o numero de taxa presentes em cada amostra
(riqueza, ) e o indice de Equitabilidade de Pielou (/) (Legendre, P. & Legendre 1998), de acordo com

a seguinte equacao:

em que H’se refere ao indice de diversidade de Shannon:

S
H = - Z Pi (In Pi)
i=1

em que Pse refere a abundancia relativa do taxon

De forma a entender a contribuicao relativa de cada espécie, foi feita uma enumeracao dos tipos
de esporos presentes em cada amostra (baseada na morfologia) que permitiu a analise da estrutura da
comunidade.

A anadlise das comunidades também foi avaliada em termos da sua dinamica temporal, a

semelhanca do operado para a taxa de esporulacao (Ver 2.1.4).

3.2 Efeitos indiretos de fungicidas - preferéncia alimentar de invertebrados detritivoros

Os efeitos indiretos dos fungicidas no nivel trofico seguinte (invertebrados detritivoros) foram
avaliados através da taxa de consumo dos discos de folhas pelos invertebrados. Em cada microcosmo,
foram fornecidos aos invertebrados discos de folhas previamente expostos a (i) diferentes concentracoes
do mesmo fungicida ou (ii) concentracdes iguais de fungicidas diferentes. Avaliando a perda de massa
do alimento cedido aos invertebrados pretendeu-se entender se havia algum tipo de preferéncia devido
a pré-exposicao das folhas e da comunidade microbiana associada aos fungicidas selecionados, bem

como as diferentes concentracdes.

3.2 1 Organismos em teste

A experiéncia foi realizada com invertebrados trituradores do género Allogamus sp., que sao
detritivoros da familia Limnephilidae. Este invertebrado é endémico do sudoeste da europa (Bonada et
al. 2008) e é comum nos rios de baixa ordem no nordeste de Portugal (Varandas & Cortes 2010) . Em
geral, a familia Limnephilidae é dominante no processo de decomposicao (Creed et al. 2009). Estes

detritivoros tm um ciclo de vida relativamente longo, com diferentes estagios aquaticos (ovos, larvas e
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pupa) e uma fase aérea (adulto). Tal como outros tricopteros, as larvas de Allogamus sp. constroem um
casulo de areias e detritos de plantas, que serve como protecao.

Larvas em estagio inicial de Allogamus sp. foram recolhidos num local ndo poluido do Rio Cavado
e depois foram aclimatizados em laboratdrio, durante aproximadamente duas semanas, em agua do

local filtrada, com arejamento, numa sala de temperatura climatizada a 16°C.

3.2.2 Experiéncia de preferéncia alimentar

Antes da experiéncia, os individuos foram sujeitos a um periodo em jejum durante 24 h de forma
a garantir que todos se encontravam no mesmo estado metabdlico. Depois do jejum, os individuos foram
transferidos para recipientes de plastico (diametro = 15 cm) com 300 mL de dgua mineral natural (ver
Tabela 2), onde foram colocados conjuntos de discos de folhas provenientes da primeira fase
experimental (contaminados com diferentes concentracdes do mesmo fungicida (exp.A) ou
concentracdes iguais de fungicidas diferentes (exp.B), proporcionando diferentes opc¢des alimentares ao
invertebrado. Foram selecionadas 4 concentracdes considerando os resultados obtidos na experiéncia
anterior: 2,45; 38,4; 240 e 1500 ug L* (figura 4). Foram usadas 10 réplicas, e em cada réplica foi
colocado 1 individuo. Nas réplicas com diferentes concentracées do mesmo fungicida (figura 4a) foram
colocados 16 discos de folhas (4 discos por cada uma das quatro concentracdes); nas réplicas com
concentracdes iguais de fungicidas diferentes foram colocados 12 discos de folhas (4 discos por cada
um dos trés fungicidas) (figura 4b). Por esta razao, foram necessarios 2 diferentes tipos de controlo, um
com 16 discos e outro com 12 discos (figura 4c). Os discos de folha de cada microcosmo foram
colocados de forma equidistante, ficando fixos com auxilio de um pionés numa rede de malha fina
colocada no fundo do recipiente, e o individuo foi colocado no centro do recipiente, dando inicio ao
ensaio. Todos os microcosmos tinham arejamento constante, e foram mantidos a 16°C com fotoperiodo

de 12 hde luz e 12 h de escuro (ver figura 5).
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Figura 4 - Desenho experimental utilizado na experiéncia de preferéncia alimentar: a) Microcosmos com 4 concentragdes
diferentes do mesmo fungicida, perfazendo um total de 16 discos de folhas por microcosmos; b) Microcosmos com as
mesmas concentracdes dos 3 fungicidas em teste, perfazendo um total de 12 discos de folhas por microcosmos; ¢) grupos
controlo (sem fungicida), um com 16 discos de folhas, outro com 12. Dentro da seccéo tracejada verde encontra-se a
experiéncia A (exp. A) onde os individuos tem acesso a concentracdes diferentes do mesmo fungicida. Dentro da seccéo
tracejada azul encontra-se a experiéncia B (exp. B) onde os individuos tenham acesso a concentracdes iguais de fungicidas
diferentes.A legenda da figura indica o cédigo de cores utilizado para os fungicidas (CIM - cimoxanil; MET — metalaxil; MIC
- miclobutanil) e respetivas concentracdes (2,46; 38,4; 240 e 1500 ug L).

A experiéncia decorreu durante 5 dias. O material foliar que restou da experiéncia de preferéncia
alimentar foi congelado, liofilizado e depois pesado (massa final, M). O consumo de massa foliar foi
calculado pela diferenca entre a massa inicial (M) e final (M) dos discos liofilizados, e foi depois
normalizado a massa seca de cada individuo. Este consumo de massa foliar foi quantificado por cada
grupo de 4 discos de folhas, ou seja, cada uma das opcoes de alimento cedida em cada microcosmo
corresponde a uma pesagem, isto permite-nos perceber quanto & que cada individuo consumiu de cada
fungicida/concentracéo individualmente. Para determinar a massa seca dos invertebrados, foi medida
a largura de cada casulo com auxilio de uma lupa LEICA s8 APO, e a massa seca individual foi estimada
de acordo com o modelo de regressao linear MS= 0,0064C0,0181 (r?=0,65; P<0,001; n=40), onde

MS é a massa seca (g) e Cé a largura do casulo em mm (Pradhan et al. 2012).
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Figura 5 - Configuracao da experiéncia de preferéncia alimentar.

3.3 Analise estatistica

Para avaliar os efeitos diretos da concentracdo dos fungicidas na decomposicdo microbiana da
folhada, na taxa de esporulacao dos fungos que colonizaram a folhada, e na riqueza e equitabilidade da
comunidade de fungos foi usada uma analise de variancia (ANOVA) unifatorial. Quando aplicavel, foi
usado um post-hoc teste de Dunnett para averiguar diferencas entre as concentracdes de fungicida e o

controlo.

Para avaliar os efeitos indiretos dos fungicidas e da sua concentracdo na decomposicao da
folhada mediada por invertebrados foi usada uma analise de variancia (ANOVA) de medicdes repetidas
(desenho split-plol). Como foram usados dois tipos de desenho experimental (diferentes concentracdes
do mesmo fungicida vs. concentracdes iguais de fungicidas diferentes), estas foram analisadas de forma
independente. No primeiro caso, o efeito do fungicida (controlo, miclobutanil, cimoxanil ou metalaxil) foi
analisado entre unidades experimentais (recipiente), e os 4 conjuntos de 4 discos (representando
diferentes concentracdes, exceto no caso do controlo) constituiram fontes de variacdo dentro das
unidades experimentais. No segundo caso, o efeito da concentracao (controlo; 2,46; 38,4; 240; 1500
pg L) foi analisado entre unidades experimentais (recipiente), e os 3 conjuntos de 4 discos
(representando diferentes fungicidas, exceto no caso do controlo) constituiram fontes de variacao dentro
das unidades experimentais. Em ambos os casos, foi usado um teste de Dunnett para averiguar
diferencas relativamente ao(s) controlo(s), quando aplicavel.

Todas as analises foram efetuadas no software R, versao 3.4.4 (R Core Team, 2018), usando a
interface IDE A Studio versao 1.1.442 (R Studio Team, 2016). Foram consideradas diferencas
significativas quando A< 0,05.
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4. Resultados

4.1 Efeitos diretos dos fungicidas selecionados na atividade de decompositores microbianos

A comunidade de hifomicetos que colonizou as folhas foi claramente dominada por
Dimorphospora foliicola, um fungo n&o identificado (conidium sigmoide), e Articulospora tetracladia (em
menor proporcdo). Varias outras espécies contribuiram em menor quantidade numa comunidade
globalmente pouco diversificada (4 a 8 taxa). Este padrao nédo se alterou ao longo do tempo, embora a
contribuicdo de Lemonniera aquatica, Heliscus ludgunensis € Goniopila montiicola tenha flutuado
(particularmente notério aos 56 dias). Abaixo sdo descritos e apresentados os efeitos de cada toxico na
composicao e diversidade da comunidade, na taxa de esporulacao global, bem como na decomposicao

dos discos de folhas.

4.1.1. Cimoxani/

0 cimoxanil nao apresentou quaisquer efeitos significativos na taxa de decomposicdo dos discos
de folhas ao fim de 84 dias de experiéncia (Tabela 3). Nas concentracdes mais baixas (2,46 e 38,4 ug
L) verificou-se um decréscimo subtil da decomposicdo, embora nao significativo (Figura 6a). Apds 28
dias de exposicdo em microcosmos, o cimoxanil afetou subtilmente a taxa de esporulacdo, mas nao de
forma significativa (Tabela 3). Pelo contrario, aos 56 dias de exposicdo observou-se um aumento
significativo da esporulacao dos hifomicetos aquaticos. Ao fim de 70 dias de exposicao nao se verificou
nenhum efeito do fungicida na taxa de esporulacao (Figura 6b).

O numero de taxa presentes (riqueza) decresceu significativamente de forma dependente da
concentracao de cimoxanil, numa fase inicial (28 dias de exposicao; Tabela 3; Figura 6¢). A riqueza nas
concentracdes superiores ou iguais a 240 ug Ltfoi significativamente inferior a observada no controlo
(Teste de Dunnett, P<0,05). Em média, houve uma perda de dois taxa na concentracdo mais alta (1500
ug L) relativamente ao controlo (representando uma perda ca. 30%). Esse efeito nao foi observavel nos
restantes periodos avaliados (56 e 70 dias de exposicdo; Tabela 3 e Figura 6¢). O indice de
Equitabilidade de Pielou nao sofreu qualquer alteracdo pela exposicdo ao cimoxanil (Tabela 3; Figura
6d). O cimoxanil ndo afetou a contribuicéo relativa das espécies ao longo das concentracées em nenhum
dos periodos de exposicao (Figura 7). Nessa analise nao é percetivel o motivo pelo qual a riqueza
diminuiu em todos os tempos de exposicdo (28, 56 e 74 dias) a partir da concentracao 240 ug L (ver

Figura 6¢).
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Tabela 2 — Sumario dos resultados das ANOVA unifatoriais relativamente aos efeitos do cimoxanil na taxa de decomposicao,
taxa de esporulacéo, riqueza e equitabilidade da comunidade de fungos aquaticos. E apresentada a particio da variancia
entre a componente devida a concentracdo de cimoxanil (Conc.) e a componente nao explicada (Residual), os respetivos

graus de liberdade (g.l.), assim como o teste estatistico (F) e a probabilidade correspondente (P).

Exposicao

Fonte de

Variavel de resposta , o gl Variancia F P
(dias) variacdo
Taxa de 84 Conc. 4 4,3x10¢ 0,823 0,526
decomposicédo Residual 19 5,26x10¢
08 Conc. 4 1,1 1,49 0,245
Residual 19 0,74
Taxa de esporulacio 56 anc. 4 0,75 8,02 <0,001
Residual 19 0,094
70 Conc. 4 0,91 1,64 0,206
Residual 19 0,55
08 Conc. 4 2,62 33,3 <0,001
Residual 19 0,079
. L Conc. 4 0,80 2,49 0,078
Riqueza de espécies 56 Residual 19 0,32
20 Conc. 4 0,33 0,239 0,913
Residual 19 1,43
08 Conc. 4 0,026 1,71 0,189
Residual 19 0,015
Equitabilidade de 56 Conc. 4 0,021 1,54 0,231
Pielou (J) Residual 19 0,014
70 Conc. 4 0,017 0,062 0,650
Residual 19 0,027
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Figura 6 — Efeito do cimoxanil na taxa de decomposicdo microbiana da folhada ao fim de 84 dias de experiéncia (A) e efeito
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periodos amostrados (28, 56 e 70 dias). Os asteriscos (*) representam tratamentos que diferem significativamente
controlo (ANOVA unifatorial seguida de teste de Dunnett, P<0,05).
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Figura 7 - Efeito do cimoxanil na contribuicdo relativa de cada espécie no total de conidia produzidos em cada periodo
exposicao (28, 56, 74 dias). A percentagem relativa foi calculada com a média das quatro réplicas.
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4. 1.2 Metalaxil

Verificou-se que o metalaxil ndo causou efeitos significativo na taxa de decomposicao microbiana
da folhada (Tabela 4), embora se possa identificar uma tendéncia decrescente subtil da decomposicédo
da folhada ao longo das concentracdes (Figura 8a). Depois de 28 dias de exposicdo observou-se uma
reducdo da reproducdo de hifomicetos aquaticos na presenca de metalaxil (Tabela 4). A taxa de
esporulacao mais baixa registou-se aos 240 g L*(Teste de Dunnett, P<0,05), havendo um decréscimo
de ca. 70% em relacdo a média obtida no grupo controlo. Aos 56 dias de exposicdo, verificou-se uma
estimulacdo significativa da reproducado de hifomicetos relativamente ao grupo controlo. No Ultimo
periodo analisado (70 dias) ndo se registou qualquer influéncia do fungicida (Figura 8b).

Durante a exposicdo do metalaxil verificou-se um efeito subtil sobre a riqueza de espécies ao
longo de todos os periodos, mas apenas se observaram efeitos significativos aos 28 e 56 dias de
exposicao (Tabela 4; Figura 8c). Aos 28 dias de amostragem, o numero de taxa presentes na
concentracao de 240 pg L*decresceu ca. 60% em relacao grupo controlo (Teste de Dunnett, P<0,05). A
exposicao ao metalaxil ndo causou nenhum efeito na equitabilidade de espécies (Tabela 4; Figura 8d).
0 metalaxil ndo afetou a composicdo especifica da comunidade de hifomicetos nos diferentes periodos
de amostragem (Figura 9). Apesar disso, verificaram-se algumas flutuacdes entre a importancia do

hifomiceto nao identificado (conidium sigmoide) e Dimorphospora foliicola.
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Tabela 3 — Sumario dos resultados das ANOVA unifatoriais relativamente aos efeitos do metalaxil na taxa de decomposicéo,
taxa de esporulacéo, riqueza e equitabilidade da comunidade de fungos aquaticos. E apresentada a particio da variancia
entre a componente devida a concentracao de metalaxil (Conc.) e a componente nao explicada (Residual), os respetivos graus
de liberdade (g.l.), assim como o teste estatistico (F) e a probabilidade correspondente (P).

Variavel de resposta Exposicdo (dias) Fonte de variacdo g Variancia F P
Taxa de decomposicao 84 anc. 4 2,06.10° 083 0,522
Residual 19 2,48x10°
08 Conc. 4 1,52 3,17 <0,001
Residual 19 0,48
~ Conc. 4 1,27 10,81 <0,001
Taxa de esporulacéo 56 Residual 19 0,12
20 Conc. 4 0,98 2,86 0,052
Residual 19 0,34
08 Conc. 4 2,88 6,43 <0,001
Residual 19 0,45
Riqueza de espécies 56 anc. 4 347 544 0,004
Residual 19 0,64
20 Conc. 4 1,46 0,69 0,606
Residual 19 2,11
08 Conc. 4 0,015 3,44 0,028
Residual 19 0,004
. . ; Conc. 4 0,015 2,14 0,116
Equitabilidade de Pielou (J') 56 Residual 19 0,009
20 Conc. 4 0,016 0,789 0,546
Residual 19 0,021

22



>
w

5.04

seip gz

4.54

o

o

o
I

55 *
501 g —_—
. ﬂf $

56

50 —— 1 X ] F 1- | =
0.000 487 $ I—'ﬁl I_J_I

CTL 246 384 240 1500 cTL 216 384 240 1500

T
1

0.010 ’:'-‘:‘ 1 .

0.005

Taxa de decomposicdo (dia‘ﬂ)

,,_
Taxa de esporulagéo
(logso(esporos g™' folha seca dia™')

selp oL

(@)
O

0.8

0.6

E.
|
}
|
} .
t

0.8+ -

0.4+

Selp 95

selp 0L
S &5 &
SEIP QL

Riqueza de espécies
seip 95
Equitabilidade de Pielou

cTL 246 384 240 1500 cTL 246 384 240 1500

Concentracdo de Metalaxil (pg L'1)

Figura 8 - Efeito do metalaxil na taxa de decomposicdo microbiana da folhada ao fim de 84 dias de experiéncia (A) e efeito
na taxa de esporulacédo (B), riqueza (C) e distribuicdo da abundancia pelos diferentes taxa (equitabilidade) (D) ao longo dos
periodos amostrados (28, 56 e 70 dias). Os asteriscos (*) representam tratamentos que diferem significativamente do
controlo (ANOVA unifatorial seguida de teste de Dunnett, P<0,05).

28 dias 56 dias 74 dias
00 100 100
Articulospora tetracladia
Clavariopsis aquatica
el 75 % Dimorphospora foliicola
= Flagellospora curvula
_g Flagellospora penicillioides
® Goniopila monticola
[ Heliscina campanulata
£ 50 50 50 Heliscus lugdunensis
N Lemonniera aquatica
8 Lunulospora curvula
H - ISigmoid 1
g 5 25 | 25 Sigmoid 2
o — Tetrachaetum elegans
— ﬁ Tricladium sp.
0 0 0
CTL 246 384 240 1500 CTL 246 384 240 1500 CTL 246 384 240 1500

Concentragdo de metalaxil (pg L)
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exposicao (28, 56, 74 dias). A percentagem relativa foi calculada com a média das quatro réplicas.
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4. 1.3. Miclobutanil

O miclobutanil ndo afetou a taxa de decomposicado da folhada (Tabela 5; Figura 10a). Pelo
contrario, o miclobutanil influenciou a taxa de esporulacdo em todos os periodos avaliados, sendo este
efeito mais evidente na concentracao mais alta (1500 pg L?) (Tabela 5; Teste de Dunnett, P<0,05). Do
grupo controlo para a concentracdo mais alta (1500 g %) a taxa de esporulacédo decresceu ca. 91, 58
e 66 % para os periodos de 28, 56 e 70 dias, respetivamente (Figura 10b).

Em todos os periodos de exposicdo ao miclobutanil observou-se uma diminuicdo significativa na
riqueza de espécies presentes (Tabela 5), nos tratamentos com concentracdes superiores ou iguais a
partir de 240 g L (Teste de Dunnett, P<0,05). Aos 28 dias, do grupo controlo para a concentracao
mais alta (1500 pg L) houve um decréscimo de ca. 39% da riqueza de espécies. (Figura 10c). O
miclobutanil ndo afetou negativamente a equitabilidade ao longo dos periodos amostrados (Figura 10d,
Tabela 5).

Nao houve alteracdes claras da contribuicao relativa da espécies em funcéo da concentracao de
miclobutanil, denota-se uma subtil perda de espécies na concentracdes mais elevadas ao longo dos
periodos de amostragem, principalmente aos 28 dias, 0 que corrobora com os resultados obtidos na

riqueza de espécies (Figura 11).
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Tabela 4 - Sumario dos resultados das ANOVA unifatoriais relativamente aos efeitos do miclobutanil na taxa de decomposicao,
taxa de esporulacéo, riqueza e equitabilidade da comunidade de fungos aquéticos. E apresentada a particao da variancia
entre a componente devida a concentracdo de miclobutanil (Conc.) e a componente nao explicada (Residual), os respetivos
graus de liberdade (g.l.), assim como o teste estatistico (F) e a probabilidade correspondente (P).

Variavel de resposta Exposicdo (dias) Fonte de variacdo g.l. Variancia F P
Conc. 4 2,65x10¢ 0,504 0,733
Taxa de decomposicao 84 )
Residual 19 5,06x10°
)8 Conc. 4 4,299 7,28 <0,001
Residual 19 0,591
Taxa de esporulaco 56 anc. 4 1,284 10,1 <0,001
Residual 19 0,127
70 Conc. 4 2,031 5,175 0,005
Residual 19 0,392
28 Conc. 4 7,833 33,07 <0,001
Residual 19 0,237
Riqueza de espécies 56 anc. 4 2,052 5113 0,005
Residual 19 0,401
70 Conc. 4 4,208 3,017 0,004
Residual 19 1,395
08 Conc. 4 0,067 10,06 <0,001
Residual 19 0,007
L . . Conc. 4 0,018 1,542 0,23
Equitabilidade de Pielou (J') 56 Residual 19 0,012
70 Conc. 4 0,033 1,145 0,365
Residual 19 0,029
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Figura 10 - Efeito do miclobutanil na taxa de decomposicdo microbiana da folhada ao fim de 84 dias de experiéncia (A) e
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4.2 Efeitos indiretos dos fungicidas selecionados na preferéncia alimentar de invertebrados
trituradores

Os resultados das duas experiéncias complementares realizadas foram concordantes. Regra
geral, os invertebrados aos quais foram fornecidos discos de folhas que tinham sido expostas aos
fungicidas alimentaram-se menos relativamente ao controlo respetivo (Tabela 6). Este efeito foi
independente da concentracdo de fungicida na experiéncia A e independente do tipo de fungicida na
experiéncia B (ver termos de interacdo na Tabela 6), como os invertebrados a nao revelarem qualquer
preferéncias dentro da mesma unidade experimental. Em suma, a taxa de decomposicdo média mediada
pelos invertebrados foi sempre superior nas folhas nao pré-expostas a qualquer concentracdo dos
fungicidas estudados. No entanto, este efeito so foi estatisticamente significativo no caso do cimoxanil
para a experiéncia A (Teste de Dunnett, P<0,05); na experiéncia B, esta diminuicdo da atividade
alimentar foi significativamente inferior ao controlo (Teste de Dunnett, P<0,05), excecao feita a

concentracdo mais alta (1500 g L3).

Tabela 5 - Sumario dos testes estatisticos e significancia relativos a avaliacdo dos efeitos dos fungicidas e sua concentracdo
(Conc.) na taxa de decomposicdo mediada por invertebrados (ANOVA de medicdes repetidas). E apresentada a particio da
variancia entre e dentre unidades experimentais (sujeitos), os respetivos graus de liberdade (g.l.), assim como o teste
estatistico (F) e a probabilidade correspondente (P).

Experiéncia Fonte de variacéo gl Variancia F P
Entre sujeitos
) _ Fungicida 3 443 3,15 0,037
Diferentes concentracdes .
do mesmo fungicida Dentre sujeitos
Conc. 3 13,4 2,02 0,115
Interacao 9 4,39 0,664 0,739
Entre sujeitos
Conc. 4 93,8 4,03 0,007
Concentracoes iguais de  Dentre sujeitos
fungicidas diferentes Fungicida 2 15,4 2,11 0,127
Interacao 8 3,90 0,54 0,827
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Figura 12 — Decomposicdo mediada pelo triturador Allogamus sp. em ensaios de preferéncia alimentar. Para cada fungicida
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uma unidade experimental diferente (recipiente). A linha pontilhada ¢ a média global para cada fungicida.
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Figura 13 - Decomposicdo mediada pelo triturador Allogamus sp. em ensaios de preferéncia alimentar. Para cada
concentracdo (controlo e 2,46; 38,4; 240; 1500 ug L) sdo apresentados os trés fungicidas (fator dentro dos sujeitos:
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5. Discussao

5.1 - Efeitos diretos dos fungicidas na comunidade microbiana e na decomposicao da folhada

Nenhum dos fungicidas afetou o processo de decomposicdo. Pelo contrario, outras variaveis de
resposta foram sensiveis a presenca dos fungicidas selecionados (ver abaixo), embora a magnitude das
respostas tenha sido globalmente subtil. Grande parte dos estudos indicam que a diversidade de fungos
e a reproducdo sdo mais afetadas pela presenca de fungicidas do que a decomposicéo foliar (Bundschuh
et al. 2011; Zubrod et al. 2011). Lecerf & Chauvet (2008) documentam ainda que dentro de todas as
medidas que avaliam o desempenho flngico (por exemplo, decomposicdo microbiana das folhas ou a
biomassa flungica) a producao de conidia é o indicador mais sensivel do stress antropogénico em rios,
incluindo stress causado por pesticidas. Os nossos resultados estdo de acordo com esta tendéncia, a
decomposicao microbiana das folhas ndo foi um parametro sensivel a exposicao dos fungicidas,
enquanto que a reproducao e riqueza dos hifomicetos apresentou maior sensibilidade.

0 nosso estudo foi executado numa dinamica temporal, de forma a perceber como a
comunidade reagia ao longo tempo a exposicao aos fungicidas. Este tipo de abordagem ja foi usada
anteriormente por Artigas et al. (2012) e Feckler (2017). Foi selecionada uma gama de concentracdes
gue envolveu concentracdes consideradas ecologicamente relevantes, de acordo com dados ambientais
encontrados por outros autores (Bereswill et al. 2012; Martins et al. 2013b), e concentracdes de gama
alta, que sé ocorrem em cenarios de carater extremo. Nas varidveis que avaliam a comunidade de
hifomicetos aquaticos, verificaram-se efeitos negligencidveis na taxa de esporulacdo, riqueza e
equitabilidade de espécies para os fungicidas cimoxanil e metalaxil, enquanto que o miclobutanil causou
alguns efeitos subtis e transientes. Regra geral, a riqueza foi o parametro mais afetado pela presenca
dos fungicidas, embora nem em todos os periodos de amostragem. Estudos anteriores também
observaram o decréscimo do numero de espécies sem observarem alteracdes na taxa de decomposicao
da folhada (Pesce et al. 2016). A reproducao dos hifomicetos aquaticos diminuiu na presenca de todos
os fungicidas na fase inicial, sendo que apenas o miclobutanil manteve esse efeito durante todo o periodo
de exposicdo. Alguns efeitos observados como o aumento da reproducéo sob exposicao ao cimoxanil e
ao metalaxil aos 56 dias ndo sao explicaveis. Nestes periodos a taxa de esporulacao foi estimulada pela
presenca dos toxicos. A falta de informacao sobre os efeitos ambientais causados por estes compostos

em ecossistemas aquaticos ndo nos permite especular sobre possiveis causas para estes resultados.
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O cimoxanil foi o fungicida que menos afetou a estrutura da comunidade. Este fungicida carece
de informacao ambiental disponivel, desconhecendo-se o seu modo de acao (sabe-se que afeta a sintese
de DNA e RNA mas como efeito secundario) e toxicidade. Esta falta de informacao sobre os efeitos
ambientais deste composto nos sistemas aquaticos dificulta a andlise comparativa destes resultados.
Por norma, este fungicida é sempre aplicado em misturas (DGAV 2017), sendo combinado com outros
compostos como mancozebe, tebuconazol, metalaxil, cobre, entre outros. Logo é possivel que este
composto tenha um efeito sinergético, potenciando os compostos a que é associado. No futuro seria
interessante a realizacao de mais estudos sobre o cimoxanil uma vez que & um composto muito pouco
abordado na literatura ecotoxicoldgica, e ainda testar o seu efeito em misturas pois € em combinacdes
gue é normalmente aplicado na agricultura.

O metalaxil provocou alteracdes subtis na comunidade de hifomicetos, afetando subtilmente a
reproducdo e riqueza de hifomicetos. Este fungicida atua inibindo a sintese de RNA, e
consequentemente, a mitose celular, o que pode explicar a toxicidade do composto na reproducéo dos
fungos aquaticos numa fase inicial. O metalaxil ttm baixa adsorcdo (DT50 de 56 dias) e alta mobilidade
(Kec de 162), o que indica alto potencial de atingir os sistemas aquaticos. A falta de literatura dos efeitos
causados por este composto em ecossistemas aquaticos ndo nos permite estabelecer comparacoes.

Por outro lado, o miclobutanil foi o fungicida que causou mais impacto na estrutura da
comunidade decompositora, e ¢ também o composto mais persistente (DT50 de 526 dias) e o que
possui maior mobilidade (Ko de 517). Este fungicida pertence a familia dos compostos azol, para a qual
existem bastantes estudos sobre o seu impacto nos sistemas decompositores-detritivoros, sendo grande
parte deles sobre o tebuconazol (fungicida com 0 mesmo modo de acao do miclobutanil). Estudos com
0 tebuconazol ja demonstraram efeitos na comunidade decompositora, no processo de decomposicao
e também efeitos em niveis troficos superiores (Artigas et al. 2012a; Dimitrov et al. 2014; Zubrod et al.
2014; Pesce etal. 2016a; Pimentao 2017). No entanto, ndo existiam ainda estudos sobre o miclobutanil,
e este trabalho vem ajudar a preencher essa lacuna. Hof (2001) considera que os compostos azol séo
agentes fungistaticos, e o seu efeito deve-se sobretudo a incapacidade dos fungos em sintetizarem
ergosterol, um componente fundamental da sua membrana plasmatica. Dado o historial de impactos no
ecossistema que outros estudos ja demonstraram para alguns compostos azol, nomeadamente o
tebuconazol, seria interessante continuar a estudar outros compostos azol sobre os quais ha menos
informacao disponivel, como o penconazol, tetraconazol e fenebuconazol.

Embora haja falta de informacao sobre alguns dos fungicidas testados neste estudo, outros

estudos com o sistema decompositor testaram compostos da mesma familia e com caracteristicas muito
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préximas: Antunes (2013) testou metalaxil-M na decomposicao da folhada bem como na comunidade
microbiana e obteve efeitos inibitdrios significativos tanto na decomposicdo como na reproducdo e
riqueza dos hifomicetos associados. Zubrod (2011) e Pimentdo (2017) testaram o composto tebuconazol
(que pertence ao mesmo grupo do miclobutanil), que atua impedindo a desmetilacdo do lanosterol em
ergosterol, impedindo o crescimento dos fungos. O tebuconazol mostrou anteriormente prejudicar a
estrutura e o funcionamento das comunidades microbianas decompositoras (Bundschuh et al. 2011;
Dijksterhuis et al. 2011; Zubrod et al. 2011; Pimentao 2017).

Uma das dificuldades na comparacao entre resultados com este tipo de modelos experimentais
¢ a variabilidade associada a colonizacao inicial (¢ @ comunidade microbiana associada aos discos de
folhas). Alguns autores documentaram que a comunidade de hifomicetos aquaticos varia sazonalmente
(Chauvet and Suberkropp 1998; Nikolcheva and Bérlocher 2004). Para além das flutuacdes sazonais,
podem existir depois dinamicas transientes a escala local e regional, relacionadas com a envolvente
abidtica do sistema ribeirinho. Estas flutuacdées — sazonais ou episodicas — podem originar diferencas
acentuadas na comunidade que coloniza os discos de folhas na fase de condicionamento que antecede
a exposicdo aos contaminantes em estudo. Como resultado das diferencas observadas nos dados de
partida (comunidade presente no rio), podem surgir padrdes diferentes aquando a contagem e
identificacao dos conidios presentes em rios, até pelo facto das espécies colonizadoras terem
sensibilidades diferentes aos agentes de stress. Neste estudo, obtivemos uma média de 8 espécies
presentes nos grupos controlo para os diferentes periodos de amostragem, em que a espécie com maior
dominancia foi Dimorphospora foliicola, estudos anteriores com locais de colonizacdo similares
obtiveram 17 espécies no grupo controlo sendo a dominante Articulospora tetracladia (Antunes 2013),
8 espécies sendo a dominante Flagellospora curvula (Pimentao 2017) e 11 espécies sendo Articulospora
tetracladia a espécie dominante (Batista 2017). Efetivamente, confirma-se uma substancial variabilidade
na riqueza e na composicao especifica na comunidade microbiana inicial.

A quantificacao da comunidade esporulante tem uma importancia-chave neste tipo de estudos;
isto significa que espécies nao-esporulantes ndo serdo detetadas durante a contagem. Com isto, a
abundancia de conidia pode nao refletir verdadeiramente a contribuicdo das espécies de fungos
presentes na degradacdo do material foliar. Técnicas moleculares como a eletroforese em gel de
gradiente de desnaturacao (DGGE) ou a detecdo de polimorfismos genéticos (ex.. T-RFLP) s&o
frequentemente usadas para estudar as comunidades de fungos nos detritos foliares em rios, uma vez
que trazem a vantagem de detetar tanto espécies nao-esporulantes como esporulantes (Nikolcheva &

Béarlocher 2005). Assim, através de técnicas moleculares seria possivel obter uma visao mais precisa
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sobre a estrutura da comunidade efetiva que coloniza as folhas, bem como uma melhor discriminacao
dos efeitos dos fungicidas na abundancia, riqueza e diversidade da comunidade.

Uma limitacao concreta deste estudo prendeu-se com o uso da folha de carvalho como substrato
para colonizacdo da comunidade microbiana. Este tipo de folha é nativo da regido norte de Portugal,
esta presente na vegetacdo ribeirinha de grande parte do rios do NW de Portugal e ja foi usado em
estudos que envolvem o processo de decomposicdo da folhada e a comunidade decompositora
associada (Batista et al. 2017). Contudo, outros estudos sugerem que este tipo de folhada ndo ¢ um
bom substrato para colonizacdo de microrganismos decompositores, devido a sua baixa concentracao
em nitrogénio, que torna a sua decomposicdo muito lenta (Pereira et al. 2016). Este tipo de folha contém
também grandes quantidades de substancias recalcitrantes, como taninos e fenois, que dificultam a
colonizacdo de microrganismos (Sheffer et al. 2015). QOutras alternativas como o amieiro sdo
consideradas melhores candidatos para avaliar as funcdes dos ecossistemas. Diferentes autores
verificaram que o amieiro € um melhor indicador do processo de decomposicao, a colonizacao de
microrganismos € mais eficiente e por isso € possivel obter também respostas mais rapidas da taxa de
esporulacao e biomassa de fungos (Ferreira et al. 2006; Pozo et al. 2011). Devido a lenta decomposicédo
da folhada a duracdo da nossa experiéncia foi mais longa (84 dias) do que noutros estudos (entre 15 a
40 dias) (Artigas et al. 2012a; Antunes 2013; Pimentdo 2017), embora a frequéncia de mudancas de
forma a manter uma exposicao cronica seja consistente com a literatura (ca. 7 dias) (Zubrod et al. 2011;
Artigas et al. 2012; Antunes 2013; Pimentdo 2017). Nao obstante a dificuldade do processo de
decomposicao nas folhas de carvalho-alvarinho, a opcao aqui tomada é perfeitamente justificada face a

abundancia desta espécie de arvore nos corredores ripicolas.

5.2 - Efeitos indiretos dos fungicidas na preferéncia alimentar de invertebrados detritivoros

A toxicidade de fungicidas em invertebrados detritivoros é geralmente testada por via direta, por
exposicao em agua, e nao é normalmente considerado o potencial impacto dos fungicidas via alimento.
O comportamento alimentar dos invertebrados € uma das ferramentas mais sensiveis em ecotoxicologia
para aceder a efeitos sub-letais de contaminantes (Pestana et al. 2008). Os invertebrados de agua doce
preferem alimentar-se de folhada colonizada por microrganismos, predominantemente fungos, que
conseguem com a sua atividade aumentar a palatabilidade da folhada. Como tal, o pressuposto do
desenho experimental foi assumir que os fungicidas poderiam interferir na atividade alimentar dos
invertebrados via alteracdo das propriedades da folha, seja pela acumulacdo do composto na matriz

foliar ou pela alteracdo da comunidade fungica associada (e consequente modificacdo do grau de
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decomposicdo das folhas).O desenho experimental utilizado nesta fase, bem como o numero de réplicas
e o numero de individuos utilizado é semelhante ao de outros autores, embora a maior parte dos estudos

de preferéncia alimentar nao teste compostos antifungicos (Balibrea et al. 2017; Batista et al. 2017).

Os discos de folhas utilizados no nosso estudo foram pré-colonizados por microrganismos e
expostos aos fungicidas, para que a qualidade e palatabilidade da folhada depois cedida aos
invertebrados fosse afetada pelos impactos dos fungicidas na comunidade microbiana, afetando os
invertebrados de forma indireta. Considerando os resultados obtidos na primeira fase (ver 5.1) nao
esperavamos a priori obter efeitos indiretos dos fungicidas, uma vez que a comunidade de hifomicetos
e a decomposicdo ndo mostraram sofrer efeitos diretos dos fungicidas. Pimentao (2017) e Zubrod (2011)
obtiveram efeitos diretos dos fungicidas sobre a comunidade decompositora e ainda assim ndo
obtiveram efeitos indiretos na comunidade de invertebrados.

Nesta experiéncia verificamos que, em suma, os individuos nao demonstraram preferéncia
alimentar dentro da mesma unidade experimental, mas ainda assim a atividade alimentar foi
globalmente inferior na presenca dos fungicidas (mais notoriamente no cimoxanil; ver exp. A),
independentemente da concentracdo, quando comparada com o controlo (auséncia de fungicida).
Estatisticamente, hd um resultado dificil de explicar (concentracdo 1500 ug L*; ver exp.B).

Enquanto os resultados obtidos na comunidade fungica sugerem que o miclobutanil foi o
composto mais téxico, o cimoxanil foi 0 composto que mais afetou a alimentacao dos invertebrados.
Como ja anteriormente mencionado, o cimoxanil € um composto que carece de informacéo disponivel
e sobre o qual se desconhece o seu modo de acao, o que dificulta a discussao deste resultado. Ainda
assim, e olhando para os resultados de ambas as experiéncias de forma integrada, parece claro que
todos os compostos parecem ter o potencial de diminuir a atividade alimentar dos organismos.

Na experiéncia B, os individuos alimentaram-se menos em todas as concentracoes
comparativamente ao controlo, exceto na concentracdo mais alta. Estudos anteriores reportaram uma
relacdo compensatoria entre o nivel nutricional da folha e a alimentacao do invertebrado, sendo que é
possivel o invertebrado aumentar o consumo de folhada para compensar energeticamente a baixa
qualidade da mesma (Barlocher and Premdas 1988; Pesce et al. 2016). Nas unidades experimentais
da concentracdo mais elevada, o invertebrado apenas tinha disponiveis discos pré-expostos a 1500 ug
L' de cada um dos fungicidas. Esta concentracao foi a que mais causou efeitos na comunidade de
fungos, por isso podemos levantar a hipdtese de que a qualidade da folha pode ser inferior, levando os

individuos a alimentarem-se mais na tentativa de compensar energeticamente a ma qualidade do
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alimento, levando a que todas as concentracdes se diferenciem do controlo e a concentracdo mais toxica
nao.

Ainda que sem efeitos toxicos diretos dos fungicidas na comunidade de fungos colonizadores,
efeitos indiretos nutricionais parecem provocar alteracdes no fluxo de energia para Allogamus sp. A
presenca dos fungicidas durante o processo de condicionamento do material foliar alterou
potencialmente a qualidade da folhada, com os invertebrados a reponderem a eventuais alteracdes
subtis no valor nutritivo da folhada ou a presenca do toxico na mesma.

As alteracdes provocadas pelos fungicidas na comunidade de trituradores podem ter implicacdes
prejudiciais nas teias alimentares associadas aos ecossistemas de rios, podendo reduzir o
provisionamento de energia para as comunidades locais e a jusante do rio (Zubrod, 2011). Os
invertebrados trituradores sao eficientes em transformar matéria particulada grossa, assegurando o
fornecimento de energia para os seguintes niveis troficos, através da producdo de matéria organica
particulada fina, como fezes (Zubrod et al. 2011). As fezes sdo uma fonte de energia de alta qualidade,
constituindo uma grande porcao da matéria organica fina particulada. A reducéo da producéo de fezes
devido a exposicao a um poluente pode influenciar a disponibilidade de alimento para espécies coletoras.

Para avaliar a continuacdo dos efeitos indiretos do fungicidas na teia trofica alimentar, como em

coletores, teria sido interessante avaliar a producao de fezes dos invertebrados (Newton et al. 2018).

5.3 Consideracoes finais

No geral, verificamos que todos os fungicidas conseguem afetar a comunidade de hifomicetos
aquaticos, ainda que por vezes esses efeitos sejam apenas subtis. O miclobutanil foi 0 composto mais
nocivo para a comunidade de fungos aquaticos, ao passo que o cimoxanil foi 0 menos nocivo. Efeitos
subtis na comunidade decompositora foram capazes de se repercutir em niveis troficos superiores,
embora 0 mecanismo dessa ligacdo trofica nao tenha ficado claro. Estes efeitos, tanto diretos como
indiretos, provocados pelos compostos fungicidas sdo muitas vezes negligenciados na avaliacdo do risco
ecoldgico destes agroquimicos.

Normalmente os estudos que abordam os efeitos toxicoldgicos avaliam os efeitos em fungos
aquaticos e em trituradores separadamente, e dessa forma essas avaliacdes podem ser inadequadas
para avaliar de forma confidvel os efeitos adversos causados nos ecossistemas de rios.

Estudos ecotoxicologicos com compostos quimicos sdo fundamentais para gerar informacao
sobre 0s mesmos, para avaliar 0 seu risco para o0s ecossistemas, de forma a ser possivel prever e mitigar

0 seu impacto. A informacéo obtida neste tipo de estudo ¢ crucial para as autoridades reguladoras e
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legisladoras, promovendo também uma escolha mais informada por parte dos consumidores quando
adquirem um produto antifungico. Dados mais detalhados sobre os possiveis efeitos toxicos de
compostos quimicos para os ecossistemas aquaticos, podem ajudar a mitigar a enorme pressao
antrdpica a qual os ecossistemas de agua doce estao atualmente sujeitos.

De maneira a complementar este estudo seria interessante a realizacdao de estudos com os
fungicidas em misturas, de forma a procurar por possiveis interacdes de sinergismo ou antagonismo
entre fungicidas. Seria também interessante utilizar outro tipo de substrato para colonizar os
microrganismos decompositores (como por exemplo, amieiro ou castanheiro) e ainda efetuar a
colonizacdo durante diferentes alturas do ano (por exemplo, primavera e outono) de forma a estabelecer
comparacdes com o presente estudo e limitar os possiveis fatores de variabilidade obtidos aquando a

colonizacao da folhada.
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