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Resumo

A aplicagdo de fungicidas conjuntamente com o aumento da salinizacdo das
adguas pode acarretar sérias consequéncias para diversos organismos, principalmente
para aqueles que ainda se encontram pouco estudados. Deste modo, o presente
trabalho teve como finalidade determinar os efeitos do fungicida calda bordalesa em
organismos ndao-alvo, os hifomicetos aquaticos Heliscus lugdunensis e Tricladium
splendens, estudar o efeito da salinidade como possivel potenciador do efeito do
fungicida e contribuir para o desenvolvimento de um ensaio padronizado com os fungos

aquéticos.

Foram realizados dois ensaios, um ensaio preliminar com uma duracgéo de 15 dias
no qual foram testadas quatro concentracdes de fungicida e cujos resultados permitiram
estabelecer a janela de concentragbes adequada para os ensaios definitivos. Os
ensaios definitivos, com um tempo de exposi¢éo de 14 dias, testaram o efeito simultaneo
de sete concentragbes de fungicida e seis niveis de salinidade. Durante ambos os
ensaios, foi medido o didmetro dos hifomicetos aquaticos Heliscus lugdunensis e
Tricladium splendens, a taxa de crescimento radial e os valores de EC20 e EC50.
Concluiu-se que Heliscus lugdunensis na auséncia de salinidade foi estimulado nas
concentragdes intermédias de fungicida, contrariamente, Tricladium splendens foi
inibido quando exposto a todas as concentracdes de fungicida. De modo geral é possivel

afirmar que a salinidade potenciou o efeito do fungicida.

Finalmente, é aconselhavel a realizacdo de mais estudos com este grupo de
organismos, visto que nem todos os fungos aquaticos irdo reagir da mesma forma aos
fatores aos quais sdo expostos. Em estudos idénticos, com 0os mesmos tipos de
organismos, aconselha-se uma duracéo de cerca de 8 dias, visto que se espera uma

perda de sensibilidade com o passar do tempo.

Palavras-chave: Hifomicetos aquaticos; Salinizacdo primaria; Fungicidas; Taxas de
crescimento; Concentracdes eficazes de inibicdo (EC)
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Abstract

The application of fungicides together with the increase in water salinization can
have serious consequences for several organisms, especially for those that are still
poorly studied. Thus, the present work aimed to determine the effects of the Bordeaux
mixture fungicide on non-target organisms, the aquatic hyphomycetes Heliscus
lugdunensis and Tricladium splendens, to study the effect of salinity as a possible
enhancer of the fungicide effect and to contribute to the development of a standardized
assay with aquatic fungi.

Two tests were carried out, a preliminary test with a duration of 15 days in which
four concentrations of fungicide were tested and whose results allowed establishing the
appropriate concentration window for the definitive tests. The definitive, with an exposure
time of 14 days, tested the simultaneous effect of seven fungicide concentrations and
six salinity levels. During both tests, the diameter of the aquatic hyphomycetes Heliscus
lugdunensis and Tricladium splendens was measured, and the radial growth rate and
the EC20 and EC50 values were calculated. It was concluded that Heliscus lugdunensis
in the absence of salinity was stimulated at intermediate concentrations of fungicide, in
contrast, Tricladium splendens was inhibited when exposed to all concentrations of
fungicide. In general, it is possible to affirm that salinity potentiated the effect of the

fungicide.

Finally, it is advisable to carry out further studies with this group of organisms, since
not all aquatic fungi will react in the same way to the factors to which they are exposed.
In identical studies, with the same types of organisms, an exposure duration of about 8

days is advised, as a loss of sensitivity is expected over time.

Keywords: Aquatic hyphomycetes; Primary salinization; Fungicides; Growth rates;
Effective Inhibition Concentrations (EC)
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1 Introducéo

O desenvolvimento das atividades antropogénicas € provocado pelas
necessidades socioeconémicas das populagdes e ocorre em paralelo aos avangos
tecnolégicos. Como exemplo, para dar resposta a crise economica e de recursos
alimentares, a atividade agricola foi obrigada a desenvolver-se, sendo atualmente
praticada em grande escala de modo intensivo, com recurso a utilizacdo de maquinas e
produtos quimicos, geralmente designados por pesticidas (Balbino et al., 2011; Ittner et
al., 2018).

De entre os vérios grupos de pesticidas, os fungicidas sdo um grupo muito
utilizado na agricultura, desenvolvidos especificamente para terem a capacidade de
controlar a proliferagdo dos fungos terrestres (Marinho et al., 2020) de modo a reduzir
as perdas de produtividade das culturas devido as doencgas que causam (Strange &
Scott, 2005; Pimentao et al., 2020). Os fungicidas podem ser divididos de acordo com o
seu modo de acdo. No grupo dos fungicidas ndo biologicos existem aqueles que
pertencem ao grupo quimico dos triazdis e imidazois e que inibem o normal mecanismo
de biossintese de ergosterol, presente na composicdo da membrana plasmatica dos
fungos (Stenersen, 2004; Dijksterhuis et al., 2011). Outros contém metais que podem
atuar através de reacdes de oxidagcdo-redugcdo que catalisam espécies reativas de
oxigénio (ROS), como é o caso do cobre (Braha et al., 2007), ou pela inducdo de uma
menor producdo de antioxidantes, como é o caso do zinco (Krauss et al., 2011). Em
ambos 0s casos, seja pelo aumento da concentracdo de ROS, que em termos praticos
significa um aumento de radicais livres, seja por uma diminuicdo da concentracdo de
antioxidantes que representam as defesas contra esses radicais, o desequilibrio gerado
leva a um aumento do stress oxidativo, que por sua vez causara danos nas estruturas
celulares dos fungos (Braha et al., 2007; Krauss et al., 2011). Apesar da eficacia dos
pesticidas em combater as pragas para as quais foram desenvolvidos, 0 seu uso pode
estar associado a severos problemas ambientais, uma vez que a grande maioria
apresenta toxicidade para organismos nao-alvo (Dijksterhuis et al., 2011; Flores et al.,
2014).

O reconhecimento da ecotoxicologia como &rea cientifica e a necessidade de
avaliar os efeitos de potenciais contaminantes nos organismos vivos levou a uma maior
regulamentacdo por parte da Unido Europeia, sendo exemplos bem conhecidos a
regulamentacdo relativa a comercializacdo dos pesticidas, Regulamento (CE) N°
1107/2009 (Comissédo Europeia, 2009), e também de forma ainda mais detalhada, a

regulamentacdo relativa & determinacdo de concentragfes limites dos produtos a


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=celex:32009R1107
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=celex:32009R1107
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comercializar (potenciais contaminantes) nos alimentos aquando da sua venda,
Regulamento (CE) N° 396/2005 (Comissao Europeia, 2005).

A ecotoxicologia estuda os efeitos (fisicos e quimicos) de substancias naturais
e/ou sintéticas nos organismos, bem como a forma como estes agentes sao
transportados e interagem tanto entre si como com o meio ambiente (Zagatto &
Bertoletti, 2008). Para isso podem ser realizados ensaios de toxicidade em células, in
vitro, ou em organismos modelo (microalgas, cladéceros, insetos, minhocas, anfibios,
peixes, etc.) (Zubrod et al., 2019), in vivo, em diferentes parametros como atividades
enzimaticas, crescimento, reproducdo, e letalidade, os chamados “endpoints”, que
permitem determinar os efeitos agudos e os efeitos crénicos e estabelecer modelos que
expressam curvas de sensibilidade, i.e., relagdo causa-efeito entre a concentracéo do
contaminante e a intensidade do efeito biolégico medido (Van Straalen, 1993; Crane et
al., 2007; Carvalho & Pivoto, 2011; EFSA, 2013). Os ensaios ecotoxicoldgicos tém vindo
a ser otimizados com o tempo e com o0 avanco tecnoldgico, e possuem tanto vantagens
como desvantagens, sendo as vantagens, um maior nimero de ensaios in vitro em
células, e um menor nimero de organismos-teste in vivo, reducao no espago necessario
a realizacdo dos ensaios, uma maior facilidade de manutengé&o e controlo genético das
geragOes, ensaios mais rapidos, mais baratos com menos descartes toxicos e num
ambiente mais controlado (Liber et al., 2007). Por outro lado, a nivel das desvantagens,
€ necessario referir que estes ensaios muitas vezes ndo conseguem dar um total
panorama das consequéncias nos ecossistemas, visto utilizarem organismos modelo
através dos quais se extrapolam os resultados, sendo que para além disso, a utilizacao
apenas dos ensaios in vitro ndo é suficiente, pois deste modo os efeitos sistémicos, as
interagdes entre os tecidos e os 6rgaos, os efeitos cronicos, entre outros, ndo poderédo

ser avaliados.

Os ensaios ecotoxicolégicos devem ser robustos e precisos de forma a
realisticamente caracterizarem as consequéncias do uso do produto em causa, quer per
se quer como componente de um produto formulado (Zagatto & Bertoletti, 2008), de
modo a simular sempre o pior cenario possivel de contaminacdo, e assim proteger
melhor os ecossistemas (Vanclooster et al., 2000). Outra caracteristica importante
destes ensaios é a duracdo de tempo a que 0s organismos sdo expostos, existindo
ensaios de curta e longa duragdo. Os ensaios de curta duracdo pretendem avaliar
efeitos rapidos e geralmente severos, como a mortalidade, pois sao essencialmente
utilizados para caracterizar a toxicidade intrinseca de um contaminante para diferentes
espécies de organismos, uma vez que raramente 0S contaminantes se encontram no

ambiente a uma concentragdo com potencial para causar este tipo de efeitos


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/ALL/?uri=CELEX%3A32005R0396
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/ALL/?uri=CELEX%3A32005R0396
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(Schvartsman, 1991; EFSA, 2013), enquanto os ensaios de longa duracdo tem como
finalidade determinar os efeitos toxicos de concentracdes realistas de um contaminante
durante um periodo importante do ciclo de vida de um organismo, tendo por isso uma

maior relevancia ecoldgica (Maltby et al., 2009; EFSA, 2013).

Em suma, os ensaios toxicoldégicos bem como as simula¢gBes dos processos de
transporte e de persisténcia (e.g. coeficiente de particdo, de adsorcdo, volatilidade,
solubilidade, biodegradacdo) que caracterizam as substancias sdo fundamentais, pois
nem sempre é possivel restringi-las ao seu local de emissdo ou a sua espécie-alvo,
podendo atuar por isso como potenciais contaminantes para 0s organismos nao-alvo
(Zubrod et al., 2019). Estes efeitos toxicos podem traduzir-se em efeitos letais, efeitos
adversos no crescimento ou reproducédo (Braha et al., 2007), ou por vezes efeitos de
estimulagdo, como crescimento e propagacao (Sridhar & Barlocher, 2011), ou efeitos
extremamente severos, como a morte dos organismos (Marinho et al., 2020).

Os fungos aquaticos séo organismos detentores de uma caracteristica Unica, que
os distingue dos demais, a habilidade de esporular dentro de agua (Krauss et al., 2011).
Esta, em conjunto com a capacidade de produzir enzimas extracelulares capazes de
degradar a parede celular em celulose, hemicelulose, pectinas e lenhina (Béarlocher &
Kendrick,1974; Krauss et al.,, 2011), permite-lhes ocupar um nicho ecolégico nos
ecossistemas ribeirinhos (Shearer & Webster, 1991; Quainoo et al., 2016), onde sdo
considerados os principais decompositores de matéria organica (Krauss et al., 2011;
Graca et al., 2015; Pimentéo et al., 2020; Seena et al., 2020). Algumas espécies de
fungos aquaticos, como por exemplo Heliscus lugdunensis, demonstraram ter a
capacidade de adsorcao e mobilizacdo de metais, fator importante para a recuperacao
de ecossistemas degradados (Braha et al., 2007). No entanto, e apesar destes
organismos terem desenvolvido mecanismos de adaptacéo a locais poluidos por metais,
isso ndo significa que ndo possam ser afetados por estas substancias. No mesmo artigo
0s autores utilizam duas estirpes de Heliscus lugdunensis provenientes de locais
distintos e analisam a esporulacao e a atividade enzimatica. As duas estirpes expostas
aos metais cadmio e cobre produziram esporos morfologicamente diferentes, sendo que
para além disso a atividade enzimética também foi significativamente alterada,
observando-se um aumento na producao de tidis principalmente na estirpe proveniente
do local mais contaminado (Braha et al., 2007). Apesar de alguns exemplos
evidenciando a sensibilidade dos fungos aquaticos a contaminantes, nomeadamente a
pesticidas, e das suas reconhecidas funcdes ecolégicas, nomeadamente em

ecossistemas ribeirinhos, estes fungos sdo de um modo geral negligenciados nas
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avaliacBes de risco dos ecossistemas aquaticos (Dijksterhuis et al., 2011; Zubrod et al.,
2019; Marinho et al., 2020).

No seu ambiente, os fungos aquéticos, assim como outros organismos, podem
ser expostos tanto as substancias provenientes das atividades humanas como as
mudancas ambientais consequentes das alteracbes climaticas, como a salinizacéo,
alteracBes da temperatura, mudancas no pH, entre outros (Krauss et al., 2011; Venancio
et al., 2022). A salinizacado, pode ocorrer tanto de forma natural devido a fenébmenos de
intruséo salina em ecossistemas costeiros (salinizacdo primaria), como por influéncia do
ser humano (salinizacdo secundéria), e caracteriza-se pela acumulagédo excessiva de
sais minerais. A salinizagdo priméria ndo é totalmente dependente das alteragcbes
climéticas, mas € muito influenciada por elas, visto que, a subida da temperatura média
global leva ao derretimento das calotes polares e a expansdo térmica da agua,
resultando no aumento do nivel médio das dguas do mar (Venancio et al., 2022). Como
consequéncia da subida do nivel médio da agua do mar, ocorre inundacéo das zonas
costeiras e intrusdes salinas nos lengéis freaticos, causando salinizacdo das aguas
doces costeiras e a perda de biodiversidade (Venancio et al., 2020; Abelho et al., 2021).
A salinizagdo secundaria, ao contrario da primaria, resulta da atividade antropogénica,
um exemplo tipico € a acumulacdo de sais no solo devido a evaporagdo da agua
utilizada na irrigacéo de zonas aridas (Pedrotti et al., 2015). Estas altera¢fes climaticas
acrescidas ao facto de decorrerem num ritmo acelerado, ndo permite a maioria das
espécies adaptarem-se, 0 que mostra a urgéncia da procura por mais informacéo de

forma a serem tomadas medidas tanto de preveng¢éo como de resolucao.

Reconhecendo a importancia tanto da utilizacdo de fungicidas na agricultura,
como do papel fundamental dos fungos aquaticos para os ecossistemas ribeirinhos, e
em face da presente realidade das alteracdes climaticas, o principal objetivo deste
trabalho é avaliar a ecotoxicidade em duas espécies de fungos aquaticos ndo-alvo de
um fungicida clprico em cenérios de intrusdo salina. Para atingir este objetivo foram
delineados dois objetivos especificos: (1) determinar os efeitos do fungicida no
crescimento dos fungos e (2) determinar se o aumento da salinidade tem influéncia no
efeito dos fungicidas. Adicionalmente, pretende-se contribuir para o desenvolvimento de
ensaios padronizados com fungos aquaticos, organismos que tém sido negligenciados

no contexto da avaliacao da qualidade de aguas doces.

Para a realizacdo dos objetivos propostos, escolheu-se a calda bordalesa, um
fungicida composto por sulfato de cobre e célcio que inicialmente foi aplicado nas
videiras, em Francga, para combater o mildio (https://www.ascenza.pt/products/calda-

bordalesa-ascenza; Ascenza, Setlubal, Portugal). Devido a sua eficacia, a baixa
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toxicidade para as plantas contribuindo para o equilibrio nutricional das mesmas
(causado pelo calcio e cobre presentes na composi¢cdo), e a capacidade de repelir
alguns insetos (Motta, 2008; Maltby et al., 2009), a sua utilizacao foi expandida a outras
culturas como pereiras, macieiras, pessegueiros, nectarinas, tomateiro, batateira e
oliveiras (https://www.ascenza.pt/products/calda-bordalesa-ascenza; Ascenza, Setubal,
Portugal). Os organismos teste selecionados para representar os fungos aquaticos
foram duas espécies do grupo dos hifomicetos aquéticos, Heliscus lugdunensis, uma
espécie ja assinalada por incluir variedades com diferente toleréncia ao cobre (Braha et
al., 2007; Quainoo et al., 2016) e Tricladium splendens, uma espécie ja utilizada em
ensaios de ecotoxicidade e de ampla distribuicdo geogréfica (Seena et al., 2022).
Finalmente, o efeito da salinidade foi estudado simulando cenérios de salinizacdo com
agua do mar recolhida no porto da Figueira da Foz. Esta escolha deveu-se ao facto de
se pretender simular um cenario de salinizacdo de forma realista, utilizando a mistura
de sais presente na agua do mar e ndo apenas agua com o NaCl, como a maioria dos
estudos que podem ser encontrados até agora (Stockwell et al., 2015; Venancio et al.,
2020).

2 Materiais e métodos

2.1 Fungicida

O fungicida calda bordalesa, selecionado para a realizacdo do presente trabalho,
€ comercializado para uso profissional na forma de p6 molhavel composto por 20% (p/p)
de cobre sob a forma de sulfato de cobre e calcio

(https://www.ascenza.pt/products/calda-bordalesa-ascenza; Ascenza, Setubal,

Portugal). De acordo com a ficha técnica, € um fungicida que atua preventivamente,
devendo ser aplicado ao aparecimento dos primeiros sintomas, podendo, de acordo com
0 Regulamento (CE) N.° 889/2008 (Comisséao Europeia, 2008), ser utilizado no modo de
producdo biolégica. Em funcdo do Regulamento (CE) N.° 1272/2008 (Comisséo
Europeia, 2008) esta classificado como tendo uma toxicidade de longo prazo para os
organismos aquaticos sendo a sua adverténcia de perigo a de H411-t6xico para 0s
organismos aquéticos com efeito duradouro. Relativamente ao perigo da calda
bordalesa para o biota da agua e do solo, e de acordo com o Regulamento (UE) N.°
830/2015 (Unido Europeia, 2015) a Tabela 1 apresenta a informacao ecoldgica presente

na ficha de dados de seguranca (https://www.ascenza.pt/products/calda-bordalesa-

ascenza; Ascenza, Setubal, Portugal) no que se refere a resultados de ensaios

ecotoxicologicos com espécies padréo.


https://www/
https://www/

Ecotoxicidade de um fungicida ctprico em fungos aquaticos nao-alvo

Tabela 1 — Dados de ecotoxicidade aguda e crénica da calda bordalesa para espécies
representativas de organismos terrestres e aquaticos, de acordo com o Regulamento (UE)
N.° 830/2015 (adaptado de ficha de dados de seguranca da Ascenza;

https://www.ascenza.pt/products/calda-bordalesa-ascenza).

Toxicidade aguda

Peixes CLso aguda (96 h): >21,39 mg L (Truta arco iris)

Invertebrados Aquaticos CEso aguda (48 h): 1,87 mg L1 (Daphnia magna)
Algas CEsp aguda (120 h): 0,041 mg L (Scenedesmus subspicatus)
Aves DLso oral aguda: > 616 mg Cu kg peso corporal (Codorniz)
Abelhas DLso oral: 23,3 ug abelhat

Abelhas DLso contacto: Dados néo disponiveis

Plantas aquaticas CEso (7 d): 0,145 mg L1 (Lemma minor)

Toxicidade crénica

Peixes NOEC cronica (48 h): 22,5 mg L™ (Peixe zebra)
Invertebrados aquaticos NOEC crénica (21 d): 0,02 mg L (Daphnia magna)
Algas NOEC cronica: Dados néo disponiveis

Persisténcia, degradabilidade e mobilizagdo no solo

Muito persistente. DT50 (tipico): 10000 dias.

Os componentes cupricos séo dificilmente degradéveis pelos organismos do solo. A sua
eliminacdo deve-se a efeitos fisicos como o arrastamento e diluicdo provocados pela 4gua da
chuva ou de rega.

Fortemente retido nas camadas superficiais do solo.

Potencial de bioacumulacéo

Baixo potencial de bioacumulagdo: Low = 0,44 (pH = 7, 20 °C)

2.2 Organismos teste

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizadas duas espécies de fungos
aquaticos que habitam ecossistemas ribeirinhos (Shearer & Webster, 1991), Heliscus
lugdunensis Sacc. &  Therry (Saccardo, 1980), atualmente Neonectria
lugdunensis (Sacc. & Therry) L. Lombard & Crous (Lombard et al., 2014) e Tricladium
splendens Ingold (Ingold, 1942). Apesar da alteracdo da nomenclatura, neste trabalho
manteve-se a designacdo Heliscus lugdunensis, pela qual a espécie é mais conhecida.
Em experiéncias anteriores, ambas as espécies foram utilizadas para a realizagédo de
ensaios de ecotoxicidade. Braha et al. (2007) determinou o efeito dos metais cadmio e
cobre na esporulacdo e na atividade enzimética de Heliscus lugdunensis, tendo
verificado a existéncia de alteracdes na morfologia dos esporos produzidos e também
na atividade enzimética. Quainoo et al., (2016) utilizou esta mesma espécie para estudar
a tolerancia ao cobre, a seletividade nos gendtipos e as eventuais consequéncias nas

fungbes ecoldgicas e no crescimento, tendo observado diferencas significativas nas
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taxas de esporulacdo, taxa de decomposicdo e de crescimento. Flores et al. (2014)
utilizou varias espécies, entre as quais Heliscus lugdunensis e Tricladium splendens
para investigar o efeito do fungicida Enilconazol e do inseticida Diazinon na
decomposicao da folhada, producdo de biomassa fungica e esporulacdo. Apesar de
ambas as espécies ja terem sito utilizadas para estudar os efeitos adversos de
contaminantes, nomeadamente pesticidas, nenhum dos estudos mencionados compara
diretamente as suas sensibilidades. No entanto, os estudos que testam a exposicao de
Heliscus lugdunensis ao cobre concluem que esta espécie é mais resistente
comparativamente a outras espécies (Krauss et al., 2001; Sridhar et al., 2005).

Para a realizagéo deste trabalho, ambas as espécies foram gentilmente cedidas
por Seena Sahadevan, do MARE — Centro de Ciéncias do Mar e do Ambiente,
Universidade de Coimbra. As espécies foram recolhidas de um local ndo contaminado
(40°32'01" N; 8°09'15" W) da Ribeira de Mduceres (Jain et al., 2019). Foram
estabelecidas culturas em Malt Extract Agar (MEA) (97218, Millipore, Darmstadt,
Alemanha) a partir de micélio conservado em agua destilada a 10 °C (Marvanova, 2020).
Culturas de ambas as espécies em MEA foram mantidas em laboratério ao longo de
todo o presente estudo a duas temperaturas, a 18 °C para promover o crescimento em
condigbes otimas e a 5 °C para conservacdo das espécies. A partir do micélio das
culturas a 18 °C foram feitas varias repicagens por transferéncia de micélio da borda
das colénias, de forma a obter material suficiente para os ensaios de ecotoxicidade a

realizar.

2.3 Ensaios de ecotoxicidade
2.3.1 Procedimentos gerais

2.3.1.1 Preparacao das solucdes teste

A realizacdo do presente estudo envolveu a preparacao de dois tipos de solugbes
teste. SolugBes teste apenas com calda bordalesa, com a concentracdo expressa em
mg L, quer para a realizacdo de ensaios preliminares quer para a realizacdo dos
ensaios definitivos (no caso do controlo de auséncia de salinidade), e solugdes teste de
calda bordalesa a diferentes salinidades expressas em mS cm, apenas para os ensaios
definitivos. As solucdes de calda bordalesa a 0 mS cm™ de salinidade foram preparadas
utilizando &gua destilada e as solucdes de calda bordalesa para as varias salinidades

foram preparadas diretamente na agua com a respetiva salinidade.

Apenas apos a preparacao das solugfes teste para cada ensaio de toxicidade,

guer apenas de calda bordalesa, quer de calda bordalesa a diferentes salinidades, foi
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adicionada a solucéo teste o meio de cultura de fungos MEA. As solucdes teste finais
foram homogeneizados numa placa de aquecimento com agitador magnético e
esterilizadas em autoclave (121 °C, 15 minutos), depois de retirados os magnetes. Apds
arrefecimento os meios ainda liquidos (temperatura > 42 °C) foram distribuidos em
condicbes de assepsia (cerca de 15 mL), o suficiente para uma camada de cerca de 5
mm) em caixas de Petri, previamente identificadas, de 90 mm de didametro, tenso sido

estabelecidas trés réplicas por cada tratamento.

2.3.1.2 Inoculagéo e incubacéo

Todos os procedimentos seguintes foram efetuados em condicbes de assepsia,
recorrendo a um bico de Bunsen. O in6culo consistiu num circulo de 7 mm de diametro,
retirado da borda do micélio com um cortador de cortica e colocado no centro de cada
caixa de Petri. Na base da caixa de Petri foram desenhadas duas linhas perpendiculares
entre si que se intercetavam no centro do circulo do in6culo. Os fungos foram incubados
numa sala climatizada a 18 °C, dentro de um recipiente semi-opaco e longe de fontes

de luz.

2.3.1.3 Respostas bioldgicas

O diametro médio do micélio (mm) foi registado periodicamente (ver sec¢des 2.3.2
e 2.3.3), medindo o didmetro (mm) em cada uma das linhas desenhadas na base da
caixa e apontando a média desses dois didmetros. O didmetro médio em cada dia de
medicao foi utilizado para o calculo da taxa de crescimento radial (TCR) e da taxa de

inibicdo, de acordo com as seguintes formulas:

_ (diédmetro no dia x - didametro no dia 0)
- n° de dias

taxa de crescimento radial (TCR, mm dia'1)

taxa de inibicao (%)= (média de TCR no controlo - TCR no tratamento) 100
axa de inibigao (%)= média de TCR no controlo X

2.3.2 Ensaio preliminar

Com o objetivo de otimizar metodologias e fazer uma avaliagdo preliminar das
concentracdes de fungicida com efeito tdéxico nos organismos teste, foi realizado um
ensaio preliminar. Ambas as espécies de fungos foram expostas a uma gama de cinco
concentracdes de calda bordalesa: 1000, 100, 10, 1 e 0 mg L (controlo),
correspondentes a 200, 20, 2, 0,2, 0 mg L de cobre, respetivamente, em triplicado,
para cada espécie de fungo. Foi escolhida uma gama ampla de concentracfes

abrangendo quatro ordens de magnitude de forma a garantir a obtencéo de resultados
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e a permitir selecionar uma gama de concentractes ideal (de muito toxico a auséncia

de toxicidade) para os ensaios definitivos.

Para cada concentracdo, foram utilizados 200 mL de agua destilada a qual se
adicionou a quantidade de fungicida necessaria para obter a concentracdo desejada;
apenas no caso da concentracdo 1 mg L* foi preparado um volume de 1000 mL, dada
a limitacdo logistica para pesar uma massa tdo pequena. Os meios de cultura, a
inoculacdo e a incubacdo foram elaborados conforme descrito nos procedimentos
gerais. O didmetro médio do micélio (mm) foi medido apés 6, 8, 13 e 15 dias de
incubacao.

2.3.3 Ensaios definitivos

De acordo com os resultados obtidos no ensaio preliminar, foram testadas sete
concentracdes de calda bordalesa: 1500, 500, 166,7, 55,6, 18,5, 6,2 e 0 mg L*
(controlo), contendo 300, 100, 33,34, 11,12, 3,70, 1,24 e 0 mg L*! de cobre,
respetivamente (Apéndice 1). Para testar o efeito da salinidade, foi utilizada agua do
mar (49,1 mS cm™) recolhida no porto da Figueira da Foz durante a maré alta, filtrada
(0,2 um) e autoclavada (121 °C, 15 minutos). A agua do mar foi diluida com agua
destilada de forma a preparar uma solugédo stock de 25 mS cm, que se utilizou para as
demais salinidades. Foram testadas seis salinidades: 25,0, 15,0, 9,0, 5,5, 3,33 e 0O
mS cm? (controlo: agua destilada). Para cada espécie de fungo, o efeito da
concentracdo de calda bordalesa e da salinidade foi testado numa combinagéo fatorial,
em 42 tratamentos, com trés réplicas cada, num total de 126 amostras. Dada a grande
quantidade de amostras, por motivos de logistica, foi realizado um ensaio
separadamente para cada salinidade. Para averiguar a comparabilidade dos resultados
obtidos em cada ensaio, foram incluidas, em cada salinidade testada, trés réplicas

controlos-zero (salinidade 0 e fungicida 0) para cada espécie de fungo.

Para a preparacdo dos meios, preparou-se, a partir de agua destilada e utilizando
a agua do mar, uma solucéo stock de salinidade 25 mS cm, a partir da qual se fizeram
as diluicbes necessarias para obter as restantes salinidades. A preparacao da solucéo
stock e das restantes salinidades a testar foi feita de acordo com a férmula
vr = (c; X v;)/cr, onde ci representa a salinidade inicial (da &gua do mar: 49,1 mS cm™,
ou da salinidade da solucéo stock: 25 mS cm), vi o volume da agua inicial necessario
para proceder a diluicdo, cr a salinidade final pretendida (e.g. 25 mS cm™) e v 0 volume
final necessério da solucdo. De acordo com os resultados obtidos, foi adicionado ao
volume v; da concentragao ci o volume necessario de 4gua destilada para obter o volume

vi da concentragao cr.
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Para cada salinidade, foram preparadas as sete concentracbes de calda
bordalesa, em balGes de Erlenmeyer identificados, através de diluicdes sucessivas.
Comecou-se pela concentragéo de 1500 mg L?, adicionando-se 450 mg de fungicida a
300 mL de &gua de uma dada salinidade, mantendo a solucdo numa placa de
aguecimento com agitador magnético, de modo a homogeneizar 0 maximo possivel a
solucdo. As concentracBes seguintes foram realizadas a partir de um determinado
volume da concentragcdo anterior ao qual se adicionou o volume necessario de agua
com a salinidade correspondente, mantendo os baldes de Erlenmeyer da concentragéo-
mé&e em agitador para garantir a maior homogeneidade possivel da solu¢do. Antes de
adicionar o meio de cultura de fungos MEA, foram medidos os valores reais de
salinidade em cada um dos tratamentos. Tal como apresentado na Tabela 2, foi possivel
estabelecer um gradiente de salinidade muito proximo do esperado, com percentagens
de diferenca inferiores a 20%, exceto nas trés concentragcbes mais altas de calda
bordalesa na salinidade de 3,3 e na concentragdo mais alta a uma salinidade de 5,5
mS cm™ (21 a 27% de diferencga).

Os meios de cultura, a inoculacdo e a incubagédo foram elaborados conforme
descrito nos procedimentos gerais. O diametro médio do micélio foi medido apdés 5, 8,

11 e 14 dias de incubagéo.

Tabela 2 —Valores de salinidade (mS cm™) medidos em cada uma das solucdes teste antes
de adicionar o meio de cultura de fungos (Malt Extract Agar) para dar inicio aos ensaios
de toxicidade com os fungos aquéticos Heliscus lugdunensis e Tricladium splendens.

SM = sem medic¢éao.

Calda bordalesa (mg L™?)

Salinidade | 0 6,2 18,5 55,6 166,7 500 1500
0 SM 0,0165 0,0191 0,0459 0,1259 0,282 0,646
3,3 4,04 4,10 4,09 4,12 4,18 4,29 4,57
55 6,64 6,61 6,67 6,64 6,75 6,88 7,03
9,0 SM 10,2 10,6 10,4 10,5 10,5 10,9

15,0 16,7 16,8 16,7 16,8 18,42 17,1 17,7

25,0 SM 26,5 26,9 26,5 26,5 27,1 27,0

10
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2.4 Analise de dados
2.4.1 Comparacado das amostras controlo-zero

Anova de 1 fator com medidas repetidas, na qual o fator é o ensaio (um por cada
salinidade), os dias de medi¢éo séo a covariavel de repeticdo e a variavel dependente
€ o diametro dos fungos ao longo do tempo. Esta comparacéo de amostras foi realizada
para confirmar ndo existirem diferencas significativas entre os controlos-zero, este
resultado comprova a veracidade dos restantes resultados obtidos e a possibilidade de
fazer comparacdes diretas entre resultados de tratamentos nédo realizados em

simultaneo.

2.4.2 Concentragdes eficazes de inibi¢éo

As concentracdes eficazes que provocaram percentagens de inibicdo de 20%
(EC20) e de 50% (EC50) nas respostas medidas ao longo dos varios tempos de
exposicdo foram estimadas ajustando as respostas medidas a um modelo logistico
usando o método dos minimos quadrados (Environment Canada, 2007):

EC50: v2 = ¢/(1 + 1 * (v1/EC)"b);
EC20: v2 = ¢/(1 + 0,25 * (v1/EC)"b).

onde v2 é a variavel dependente (parametro bioldgico avaliado: diametro do
micélio ou TCR), v1 é a variavel independente (concentracéo de calda bordalesa), c € a
média dos valores obtidos no controlo, b € uma constante entre 4 e 0, h € uma constante
proximo de 50 e EC é a concentracao eficaz de calda bordalesa que provoca 20% ou

50% de inibicdo no parametro biologico avaliado.

Embora o modelo logistico tenha sido aquele que apresentou sempre o melhor
ajuste dos dados, procurou-se o ajuste ideal através da utilizagdo de outros dois

modelos de distribuicdo dos dados (Environment Canada, 2007):

Modelo exponencial

EC50: v2 = c * Exp(((Log(1 — 0,5))/EC) * v1) + b;
EC20: v2 =c* Exp ((W) * vl) + b.

Modelo logistico-hormético

EC50: v2 = (c+vl1*h)/(1+ 1% (w1/EC)"D);
EC20: v2 = (¢ +v1*h)/(1+ 0,25 * (v1/EC)"D).

11
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As regressdes nao lineares foram calculadas utilizando o programa STATISTICA
7.0 (StatSoft), seguindo os comandos Statistics > Advanced Linear/ Nonlinear models >
Nonlinear estimation > User-specified regression least squares, com o valor de
significancia p=0,05. Em todos os casos comecou-se pelo modelo logistico, por ser
aguele que, de um modo geral, explica a distribuicdo deste tipo de dados bioldgicos. No
caso de a distribuicdo dos dados néo ser significativa ou de os limites de confianca (LC)
a 95% terem um intervalo bastante amplo, tentou-se entdo um dos outros modelos para
explorar a possibilidade que explicasse melhor os dados. Para a determinacdo dos
valores de EC no programa STATISTICA 7.0, a equagdo do modelo é inserida no
espaco disponivel sendo indicados os valores iniciais previstos dos valores de c, EC e
b, para que o modelo seja estimado por um processo de interacao; o valor de ¢ é o do
controlo, ao parametro b € primeiro atribuido o valor mais alto de 4 e o valor de EC é
atribuido com base nos dados, i.e., um valor aproximado da concentracdo para a
ocorréncia de uma dada percentagem de inibicdo. ApGs os célculos, o resultado é
devolvido sob a forma de uma tabela que inclui a estimativa do valor EC, a significancia

da regresséo e os LC a 95%.

No ensaio preliminar determinaram-se os valores de EC20 e EC50 para o
didmetro do micélio e a TCR. Dado que a TCR foi a variavel mais sensivel, nos ensaios
definitivos determinaram-se as mesmas concentragdes eficazes de inibicdo apenas

para a variavel TCR.

3 Resultados

3.1 Ensaio preliminar
3.1.1 Crescimento

Ocorreu crescimento de ambas as espécies de fungos, apos 15 dias de exposicao
em todas as concentragcles testadas de calda bordalesa (Figuras 1 e 2). Heliscus
lugdunensis apresentou um aumento de didmetro praticamente idéntico nas
concentracdes de 0 a 100 mg L* durante o total dos 15 dias de exposi¢do. Embora
tenha ocorrido uma estimulacdo do crescimento nas concentracdes de 10 e 100 mg L *
esta percentagem de ativacdo foi sempre inferior a 10%, variando entre 1 e 6%. Do
mesmo modo, embora tenha sido observada uma ligeira diminuigdo no crescimento a
1 mg L™ relativamente ao controlo a partir do dia 8, a percentagem de inibicdo no

crescimento foi sempre inferior a 10%. No entanto, na concentracdo mais alta de 1000

12
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mg L o crescimento foi inibido logo desde o momento da primeira observagdo ao dia

6, em 25%, atingindo um decréscimo de 42% apos os 15 dias de exposicao.

No caso de Tricladium splendens, o crescimento foi idéntico nas concentracfes
de 0 até 10 mg L1, inclusive, com percentagens de inibicdo a variar entre 0 e apenas
8%, ocorrendo, no entanto, uma forte inibicdo do crescimento logo desde o primeiro dia
de observacéo (dia 6) nas concentragGes 100 e 1000 mg L. As percentagens de
inibicdo do crescimento variaram entre 32 e 40% a 100 mg L e entre 56 e 66% a 1000
mg L*. Deste modo, embora Tricladium splendens tenha sido mais sensivel a calda
bordalesa que Heliscus lugdunensis, em ambas as espécies a concentragdo de calda
bordalesa que mais inibiu a TCR foi a mais alta de 1000 mg L.
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Figura 1 — Diametro (média = desvio padrdo) dos hifomicetos aquaticos Heliscus
lugdunensis e Tricladium splendens ao longo dos 15 dias de exposi¢cdo a diferentes

concentracGes de calda bordalesa (0 a 1000 mg L) no ensaio preliminar.
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Figura 2 - Percentagem de inibicdo (média + desvio padrdo) em cada uma das quatro
concentragcGes de calda bordalesa relativamente ao controlo (0 mg L%), da taxa de
crescimento radial (TCR) dos hifomicetos aquaticos Heliscus lugdunensis e Tricladium
splendens apo6s 6, 8, 13 e 15 dias de exposi¢ao no ensaio preliminar. Uma coluna com
valor positivo denota inibicdo enquanto uma coluna com valor negativo denota ativacao
da TCR.

3.1.2 Concentracdes eficazes de inibicao

No caso de Tricladium splendens, o modelo que melhor explicou a variagdo do
crescimento, quer do didmetro quer da TCR, com 0 aumento da concentracao de calda
bordalesa foi o modelo logistico. De acordo com este modelo, ocorreu ligeira diminui¢éo
da sensibilidade ao longo do tempo, com os valores de EC20 do didametro a variarem
em menos de duas vezes, entre 26,00 mg L™ no dia 6 e 45,90 mg L no dia 15, e da
taxa de crescimento entre 19,20 mg L no dia 6 e 38,00 mg L no dia 15, com alguma

sobreposicdo nos LC a 95% (Tabela 3). Na TCR ocorreu uma diminuicdo mais
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acentuada da sensibilidade entre os dias 6 e 8, com os valores de EC20 a aumentarem
para o dobro sem ocorrer sobreposi¢cédo dos valores de LC a 95%. No entanto, nos dias
8 e 13 a diminuicao da sensibilidade foi ligeira, tal como tinha ocorrido com o didmetro.
Relativamente aos valores de EC50 para o didmetro estes variaram no maximo entre
apenas 380,0 mg L no dia 6 e 249,4 mg L no dia 8, embora sem sobreposi¢do dos
LC a 95%. No entanto, a TCR sofreu uma marcada diminui¢cao de sensibilidade ao longo
do tempo, com os valores de EC50 a aumentarem para mais do dobro (3,4 vezes) do
dia 6 (48,40 mg L) para o dia 15 (167,6 mg L) sem sobreposi¢cdo dos valores dos LC
a 95% (Tabela 4). Deste modo, para ambos os parametros de toxicidade EC20 e EC50,
a TCR revelou ser bastante mais sensivel do que o didmetro (Tabelas 3 e 4), ndo
existindo na maioria dos casos sobreposicdo dos valores de LC 95%. De real¢ar que,
as regressdes do modelo logistico foram todas significativas, quer para os valores de
EC20 quer para os valores de EC50, tanto do didmetro como da TCR (t > 5,7, p <
0,000009).

Tabela 3 - Estimativa dos valores das concentracfes eficazes que provocaram
percentagens de inibicdo de 20% (EC20; mg L) do diametro e da taxa de crescimento
radial (TCR), e respetivos limites de confian¢a a 95%, obtidos com o modelo logistico, para
o hifomiceto aquético Tricladium splendens apés 6, 8, 13 e 15 dias de exposi¢cdo a uma
gama de cinco concentragdes (0 a 1000 mg L?) de calda bordalesa no ensaio preliminar.

P = nivel de significancia.

Diametro EC20 Limite inferior 95% | Limite superior 95% | P

Dia 6 26,00 24,50 27,40 | <0,00001
Dia 8 31,80 31,10 32,50 | <0,00001
Dia 13 45,20 44,50 46,00 | <0,00001
Dia 15 45,90 45,10 46,70 | <0,00001
TCR EC20 Limite inferior 95% | Limite superior 95% | P

Dia 6 19,20 17,50 21,00 | <0,00001
Dia 8 51,70 48,20 55,30 | <0,00001
Dia 13 35,70 35,10 36,30 | <0,00001
Dia 15 38,00 37,60 38,40 | <0,00001
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Tabela 4 - Estimativa dos valores das concentracdes eficazes que provocaram
percentagens de inibicdo de 50% (EC50; mg L) do didmetro e da taxa de crescimento
radial (TCR), e respetivos limites de confianga a 95%, obtidos com o modelo logistico para
o hifomiceto aquatico Tricladium splendens apés 6, 8, 13 e 15 dias de exposi¢cdo a uma
gama de cinco concentragdes (0 a 1000 mg L) de calda bordalesa no ensaio preliminar.

P = nivel de significancia.

Diametro EC50 Limite inferior 95% Limite superior 95% | P

Dia 6 380,0 378,8 381,2 | <0,00001
Dia 8 249,4 248,9 249,9 | <0,00001
Dia 13 369,0 368,5 369,5 | <0,00001
Dia 15 359,5 359,2 359,8 | <0,00001
TCR E50 Limite inferior 95% Limite superior95% | P

Dia 6 48,40 47,30 49,40 | <0,00001
Dia 8 90,00 89,60 90,40 | <0,00001
Dia 13 147,5 147,1 147,9 | <0,00001
Dia 15 167,6 167,3 167,8 | <0,00001

No caso de Heliscus lugdunensis ndo foi possivel calcular as concentragdes
eficazes de inibicdo devido a ocorréncia de ativacdo (ver resultados apresentados na
secdo anterior 1.1.1) nas concentragfes intermédias e inibicAdo na concentracdo mais

baixa (1 mg L) e na concentragdo mais alta (1000 mg L%).

3.2 Ensaios definitivos
3.2.1 Comparagéao dos controlos-zero em cada salinidade

A evolucao do diametro de Heliscus lugdunensis foi semelhante nos seis ensaios
efetuados, com os valores no dia 14 a variarem no maximo 7,8 mm entre ensaios
(Figura 3). Ja no caso de Tricladium splendens, a diferenca entre os didmetros
registados nos seis ensaios foi maior, com uma variagdo de 14,4 mm no dia 14 (Figura
3). Apesar disso, ndo ocorreram diferencas significativas entre os ensaios, quer no caso
de Heliscus lugdunensis (F = 0,41; P = 0,84) quer no caso de Tricladium splendens
(F = 1,72; P = 0,14) (Apéndice 2). Estes resultados confirmaram ser valido fazer
comparacOes diretas entre todos os ensaios de uma mesma espécie, apesar de nédo

terem sido realizados em simultaneo.
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Heliscus lugdunensis

60

Tricladium splendens

50
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—e—0 —-33 55 9 15 —e—25

Figura 3 - Evolugao do diametro dos hifomicetos aquaticos Heliscus lugdunensis e
Tricladium splendens ao longo dos 14 dias de incubagé&o no controlo-zero (agua destilada

e 0g L*'decalda bordalesa) de cada salinidade.

3.2.2 Crescimento

Nas salinidades 0, 3,3, e 5,5 mS cm™ o hifomiceto aquético Heliscus lugdunensis
(Figura 4) cresceu de forma idéntica, tanto em dimensdo como no padrdo, em todas as
concentragdes exceto na de 1500 mg L, onde ocorreu inibicdo do crescimento. Com o
aumento da salinidade, mais evidente a partir de 5,5 mS cm?, ocorreu efeito da calda
bordalesa a concentracdes cada vez menores, ou seja, com o aumento da salinidade o
diametro foi sendo menor para uma mesma concentracdo. Quando se comparam as
salinidades 0 e 25 mS cm?, é evidente este padrdo, com uma forte reducdo do diametro
nas concentracdes 166,7 e 500 mg L, enquanto na concentracdo 1500 mg L* deixou

de ocorrer crescimento a partir dos 9 mS cm?, inclusive (Figura 4).
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Figura 4 - Evolucdo do didmetro (média + desvio padrdo) dos hifomicetos aquéticos
Heliscus lugdunensis e Tricladium splendens ao longo dos 14 dias de incubac&o em cada

uma das concentragGes de calda bordalesa e em cada salinidade (mS cm™).
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No caso de Tricladium splendens, o efeito das concentracdes de calda bordalesa
entre 0 e 18,5 g L foi praticamente analogo nas salinidades 0 e 3,3 mS cm™. A partir
da salinidade 5,5 mS cm ocorreu 100% de inibicdo do crescimento na concentracédo
1500 mg L1, sendo que o mesmo acontece a partir da salinidade 9 mS cm™ para a
concentracdo 500 mg L. De realcar que para uma salinidade de 25 mS cm™ houve uma
forte inibicdo do didmetro em todas as concentra¢gdes de calda bordalesa, inclusive a 0
mg L. Um resultado surpreendente pode ser observado nas salinidades 9 e 15
mS cm?, onde Tricladium splendens cresceu mais dos que nas concentracdes
homdlogas preparadas nas restantes salinidades, o que pode indicar que este fungo

pode ser estimulado a nivel do crescimento com o0 aumento da salinidade.

Num panorama geral ha uma diminui¢cao progressiva do diametro com o aumento
da concentracdo de calda bordalesa para Tricladium splendens e da salinidade para
Heliscus lugdunensis. No entanto, € de ressaltar que Tricladium splendens e Heliscus
lugdunensis, quando tratados em meios de cultura idénticos, ndo possuem ritmos de

crescimento semelhantes (Figura 4).

Em Heliscus lugdunensis ocorreu uma redugéo acentuada na TCR a partir da
concentracédo de 166,7 mg L de calda bordalesa em todas as salinidades, sendo este
efeito mais acentuado com o aumento da salinidade (Figura 5). Esta concentracao,
possui percentagens de inibigdo maximas de 25, 41 e 25% para as salinidades 9, 15 e
25 mS cm?, respetivamente. A concentracdo de 500 mg L?, por sua vez, tém
percentagens de inibicdo maximas que rondam os 42, 100 e 97%. Finalmente, na
concentracdo mais alta, de 1500 mg L™, a menor percentagem de inibicdo ronda os 50%
na salinidade 0 e a maior percentagem de inibicdo de 100% nas salinidades mais altas.
No caso do Tricladium splendens, a maior reducéo da TCR ocorreu também a partir da
concentracdo 166,7 mg L. De modo semelhante também ao Heliscus lugdunensis, as
maiores percentagens de inibicdo ocorreram nas 3 salinidades mais altas da
concentracdo 166,7 mg L e em todas as salinidades da concentracdo 500 e 1500
mg L, sendo que nestas as percentagens atingiram na sua maioria 0os 100%. Contudo,
ao contrario do Heliscus lugdunensis, uma ativagéo foi observada na TCR do Tricladium

splendens nas salinidades de 9 e 15 (Figura 5).

19



Ecotoxicidade de um fungicida ctprico em fungos aquaticos nao-alvo

4 Heliscus lugdunensis

3 ——0
——3.3
14
E 2 5.5
9
1 ——15
—e—25
0
0 2 4 6 8
5 _Iricladium splendens
14
)
|_

0 2 4 6 8
In(concentracio de fungicida)

Figura 5 - Taxa de crescimento radial (média + desvio padrdo; TCR, mm dia?) dos
hifomicetos aquéticos Heliscus lugdunensis e Tricladium splendens) apds 14 dias de
incubacdo em cada concentracdo de calda bordalesa (mg L?) e em cada salinidade

(mS cm™).

3.2.3 Concentracdes eficazes de inibicao

De forma semelhante ao observado nos ensaios preliminares, para ambas as
espécies de hifomicetos aquéaticos o modelo que melhor explicou a variacdo da TCR
com o0 aumento da concentracdo de calda bordalesa foi 0 modelo logistico. Salvo raras
excecdes, apos 5 dias de exposi¢cdo, este modelo permitiu obter regressdes
significativas (P < 0,00001-0,05) para ambos os valores de EC20 e de EC50 da TCR
(Tabelas 5 e 6). A descricdo detalhada destes resultados sera aqui feita apenas para
os valores de EC50, visto que, para os valores de EC20 os efeitos ndo sdo tao visiveis,

sendo a sua apresentagdo uma informacgao complementar.
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Tabela 5 - Estimativa dos valores das concentracfes eficazes que provocaram
percentagens de inibicdo de 20% e 50% (EC20 e EC50; mg L) da taxa de crescimento
radial (TCR), e respetivos limites de confianga a 95%, obtidos com o modelo logistico para
o hifomiceto aquatico Heliscus lugdunensis apés 5, 8, 11 e 14 dias de exposi¢cdo a uma

gama de seis concentracdes (0 a 1500 mg L) de calda bordalesa em cada uma de cinco

salinidades (0 a 25 mS cm™?). P = nivel de significancia.

salinidade (mS cm™) Dia

EC20 Limite inferior 95% Limite superior 95% P

5 152,7 137,3 168,1 <0,00001
25 8 178,7 164,1 193,4 <0,00001
11 183,8 166,8 200,8 <0,00001
14 175,0 147,0 202,9 <0,00001
5 1337 30,3 237,1 <0,05
15 8 3890 208,4 569,7 '<0,001
11 557,2 -356,0 1470,4 0,22
14 481,7 365,7 597,7 <0,00001
5 2268 22,0 431,6 <0,05
9 437,1 350,9 523,2 <0,00001
11 425,44 366,7 484,1 <0,00001
14 4446 391,9 497,4 <0,00001
5 6763 -13416,1 14768,7 f 0,92
55 673,0 496,1 850,0 <0,00001
11 656,7 567,1 746,3 <0,00001
14 626,2 554,7 697,6 <0,00001
5 7461 498,8 993,5 <0,0001
33 710,7 589,0 832,3 <0,00001
! 11 659,9 571,8 747,9 <0,00001
14 693,3 611,4 775,2 <0,00001
5 1276,6 -1988629,0 1991182,0 1,00
0 8 851,0 626,6 1075,3 <0,00001
11 7449 607,1 882,8 <0,00001
14 658,3 541,6 775,1 <0,00001
Salinidade (mS cm™) Dia EC50 Limite inferior 95% Limite superior 95% P
5 2206 195,1 246,2 <0,00001
25 8 293,8 276,8 310,8 <0,00001
11 3111 292,1 330,2 <0,00001
14 345,8 312,8 378,8 <0,00001
5 1858 110,8 260,8 <0,0001
15 8 6083 406,6 810,1 <0,0001
11 664,5 -2068,7 3397,8 0,62
14 6393 277,1 1001,5 <0,01
5 5430 261,8 824,1 <0,001
9 8 664,7 543,0 786,5 <0,00001
11 6381 557,5 718,8 <0,00001
14 6423 557,6 726,9 <0,00001
5 742,77 -22224,2 23709,6 0,95
5,5 8 1043,2 881,5 1204,9 <0,00001
11 1111,2 1028,2 1194,1 <0,00001
14 1202,9 1130,3 1275,6 <0,00001
5 1150,2 960,1 1340,4 <0,00001
33 8 12414 1138,9 1343,8 <0,00001
! 11 1249,3 1164,2 1334,3 <0,00001
14 1267,9 1194,7 1341,0 <0,00001
5 1425,7 -8176399,0 8179250,0 1,00
0 1228,0 1093,7 1362,3 <0,00001
11 1216,2 1111,2 1321,2 <0,00001
14 1202,1 1092,4 1311,9 <0,00001
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Para Heliscus lugdunensis foi observada uma diminuicdo na toxicidade de calda
bordalesa com a diminuicdo da salinidade com valores de EC50 na salinidade 0
mS cm? (1202,1 a 1425,7 mg L) cerca de cinco vezes superiores relativamente a
salinidade mais alta de 25 mS cm™ (220,6 a 345,8 mg L), e sem sobreposi¢do dos LC
a 95%. A toxicidade da calda bordalesa também diminuiu com o aumento do tempo de
exposicdo, sobretudo do dia 5 para o dia 8 e nas duas salinidades mais altas de 15
(185,8 a 608,3 mg L) e 25 mS cm™ (220,6 a 293,8 mg L) onde ndo se observou
sobreposicéo dos respetivos LC a 95% (Tabela 5).

Para Tricladium splendens (Tabela 6) foram observadas tendéncias semelhantes
de alteracdo de toxicidade da calda bordalesa em funcdo da salinidade e tempo de
exposicao. A toxicidade diminuiu com a diminui¢do da salinidade, com valores de EC50
cerca de duas a trés vezes maiores entre a mais alta de 25 mS cm* (17,65 a 151,2
mg L 1) e as mais baixas salinidades de 0 a 5,5 mS cm™ (56,04 a 449,9 mg L?), e sem
sobreposicdo de LC a 95%. O aumento do tempo de exposi¢cdo diminuiu igualmente a
toxicidade da calda bordalesa, com um aumento de pelo menos o dobro nos valores de
EC50 relativamente aos tempos mais longos de exposi¢ao, por vezes logo entre o dia 5
e o dia 8 e sem sobreposicdo dos LC a 95%. No entanto, de um modo geral este padrao

é quebrado nas salinidades intermédias de 9 e 15 mS cm™ (Tabela 6).

A determinacgéo dos valores de EC20 e EC50, para os varios dias de observacao,
mostrou que este tipo de ensaio padronizado poderia ser realizado em cerca de 8 dias,
visto que, mais tempo de exposi¢éo diminui a toxicidade da calda bordalesa para ambos
os fungos aquaticos e um tempo de exposi¢do de apenas 5 dias pode ndo permitir a
obtencéo de resultados robustos, dado que vérias vezes néo foi possivel calcular os LC
a 95%. A Figura 6 apresenta as combinacdes de concentragdo de fungicida e salinidade
eficazes para provocar uma inibicdo de crescimento em 20 e 50% apds 8 dias de
exposicao. O fungo Tricladium splendens é bastante mais sensivel a calda bordalesa
do que o Heliscus lugdunensis, jA que menores concentragcbes do mesmo produto
produzem um efeito semelhante (EC50 e EC20). Para além disso, para ambas as
espécies é visivel um forte aumento na toxicidade da calda bordalesa nas duas

salinidades mais altas (15 e 25 mS cm™).
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Tabela 6 - Estimativa dos valores das concentracfes eficazes que provocaram
percentagens de inibicdo de 20% e 50% (EC20 e EC50; mg L) da taxa de crescimento
radial (TCR), e respetivos limites de confianga a 95%, obtidos com o modelo logistico para
o hifomiceto aquatico Tricladium splendens apés 5, 8, 11 e 14 dias de exposi¢cdo a uma
gama de seis concentracdes (0 a 1500 mg L) de calda bordalesa em cada uma de cinco

salinidades (0 a 25 mS cm?). P = nivel de significancia

Salinidade (mScm™) Dia EC20 Limite inferior 95% Limite superior 95% P

5 16,4 15,4 17,4 <0,00001
25 8 18,7 4,7 32,7 <0,05
11 37,1 14,3 59,8 <0,01
14 71,4 38,8 103,9 <0,001
5 1338 -802306,1 802573,7 f 1,00
15 8 85,8 35,6 136,0 '<0,01
11 106,3 -123,1 335,7 0,34
14 109,7 -44,0 263,3 f 0,15
5 116,8 -3050,5 3284,1 <0,00001
9 8 153,9 153,9 153,9 '<0,00001
11 1422 -2519127,2 2519411,5 1,00
14 1478 -7870181,4 7870476,9 f 1,00
5 33,6 14,1 53,1 <0,01
5,5 8 71,9 5,5 138,4 :0,05
11 1617 -5,2 328,5 0,06
14 2529 -44,9 550,7” 0,09
5 41,3 20,7 61,8 <0,001
3,3 8 61,3 42,3 80,3 <0,00001
11 74,7 59,9 89,6 <0,00001
14 77,4 65,6 89,2 <0,00001
5 28,1 13,4 42,7 <0,001
0 8 43,1 26,4 59,9 <0,0001
11 59,3 32,5 86,0 <0,001
14 66,7 35,3 98,2 <0,001
Salinidade (mScm™) Dia EC50 Limite inferior 95% Limite superior 95% P
5 17,65 16,69 18,61 <0,00001
25 8 57,49 32,54 82,44 <0,001
11 1043 67,3 141,3 <0,0001
14 151,2 112,3 190,0 <0,00001
5 149,6 -4598041,0 4598341,0 1,00
15 8 114,7 74,78 154,7 <0,0001
11 132,77 -10,87 276,2 0,07
14 146,3 79,38 213,2 <0,001
5 140,2 -2938 3218 <0,00001
9 8 159,6 159,6 159,6 <0,00001
11 164,0 158,2 169,8 <0,00001
14 161,0 -1163027,7 1163349,8 1,00
5 56,04 40,46 71,62 <0,00001
5,5 8 151,1 77,38 224,9 <0,001
11 330,99 126,5 535,3 <0,01
14 4499 186,5 713,3 <0,01
5 1193 85,2 153,5 <0,00001
33 8 1731 142,4 203,8 <0,00001
11 2259 200,4 251,4 <0,00001
14 252,6 230,9 274,3 <0,00001
5 106,8 74,96 138,6 <0,00001
0 8 170,8 133,7 207,9 <0,00001
11 255,3 192,4 318,3 <0,00001
14 329,2 246,9 411,5 <0,00001
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Figura 6 - Valores das concentrac6es eficazes do fungicida calda bordalesa e salinidade
que provocaram em conjunto percentagens de inibicdo de 20% e 50% (EC20 e EC50) na
taxa de crescimento radial dos hifomicetos aquaticos Heliscus lugdunensis e Tricladium
splendens (valor + 95% limites de confian¢a) apds 8 dias de incubagdo a uma gama de
concentracdo de calda bordalesa (0 a 1500 mg L) e de salinidade (0 a 25 mS cm™).

4 Discussao

Os testes ecotoxicoldgicos sao fundamentais para conhecer as caracteristicas e
possiveis consequéncias da utilizacdo de um determinado produto ou substancia
(Zagatto & Bertoletti, 2008). Contudo, estes testes sdo ainda muito limitados as espécies
padrdo, como o cladécero Daphnia magna (OECD, 1998) e o peixe Danio rerio (OECD,
2019), que apesar de fornecerem importantes informagbes podem nao ser

representativos dos organismos que se encontram num determinado ecossistema.

De modo a cumprir 0s objetivos propostos no presente trabalho, foram escolhidos
Ccomo organismos teste, representativos de espécies nao-alvo, os hifomicetos aquaticos

Heliscus lugdunensis e Tricladium splendens.
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O primeiro objetivo consistiu na determinacdo do efeito da calda bordalesa nas
duas espécies nao-alvo. Os resultados convergentes de ambos 0s ensaios preliminar e
definitivo permitiram aferir que o Tricladium splendens é mais sensivel ao fungicida do
gue o Heliscus lugdunensis, pois enquanto todas as concentracdes teste de fungicida
inibiram o Tricladium splendens, algumas concentracdes intermédias estimularam o
crescimento do Heliscus lugdunensis. Estes resultados encontram-se de acordo com
outros estudos, nos quais se demostra a capacidade da adaptacdo do Heliscus
lugdunensis a maiores concentracdes de cobre no ambiente (Braha et al., 2007,
Azevedo et al., 2007; Krauss et al., 2011; Quainoo et al., 2016), podendo na presenca
de metais ocorrer estimulacao da reproducao (Sridhar & Barlocher, 2011). Como ja foi
mencionado em pontos anteriores, Braha et al. (2007) estudou duas estirpes de Heliscus
lugdunensis, uma proveniente de um local muito poluido por metais e a outra de um
local moderadamente poluido, este estudo concluiu que a acumulagdo de ambos 0s
metais era significativamente menor na estirpe proveniente do local mais poluido. Este
resultado foi explicado pelos autores pela possivel adaptacdo dos mecanismos de
transporte, presente nas células do micélio, que permitem regular a entrada e saida
destes metais, fazendo com que este fungo aquatico seja mais resistente ao aumento
de concentracdes de cobre (Braha et al., 2007). Uma outra possivel explicacdo
encontrada para o facto do Heliscus lugdunensis ser estimulado na presenca de certas
concentracbes de fungicida, é o facto deste produto poder conter cobre na sua

composi¢do, sendo que este metal € um micronutriente (Braha et al., 2007).

O segundo objetivo pretendeu determinar o efeito da salinidade na potenciagéo
do efeito dos fungicidas. No ensaio preliminar foram testadas quatro concentracdes de
calda bordalesa, nos quais foi observado que Heliscus lugdunensis foi estimulado nas
concentracdes 10 e 100 mg L?, no entanto, pela inexisténcia de um maior nimero de
concentracdes teste foi impossivel determinar se existiam concentragdes superiores a
100 mg L* e inferiores a 1000 mg L™ que produzissem o mesmo efeito estimulante. No
ensaio definitivo, foi possivel observar que esta espécie é estimulada por concentracdes
baixas de fungicida, entre 18,5 e 166,7 mg L, pelo menos na auséncia de salinidade.
Contudo, assim que a salinidade utilizada aumenta o seu efeito fica visivel devido a
alteracdo do intervalo anteriormente mencionado, que passa a situar-se entre 6,2 e 55,6
mg L. Relativamente a espécie Tricladium splendens, os resultados indicam que de
modo geral, quando maior os niveis de salinidade maior o efeito do fungicida,
excetuando-se as salinidades intermédias de 9 e 15 mS cm™, as quais parecem possuir
um efeito estimulante no crescimento. Para garantir com uma certeza absoluta, o efeito

estimulante no crescimento do Tricladium splendens dentro do intervalo de salinidades
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referido, 0s ensaios necessitariam de ser repetidos, o que pode ser interessante para
futuros estudos. Outros autores também estudaram o efeito da salinidade em fungos,
como por exemplo Stockwell et al. (2015). Este investigou o efeito da salinidade na taxa
de sobrevivéncia de anfibios com uma infecdo flngica, a quitridiomicose, provocada
pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis, e concluiu que a salinidade pode vir a ser
uma ferramenta no processo de mitigacao da infecao, visto que, maiores quantidades
de NaCl reduzem significativamente a motilidade dos esporos deste fungo. Neste artigo
o efeito negativo do aumento da concentracdo de sais em relagcdo ao fungo € evidente,
e 0 proprio autor deixa de aviso que antes da utilizacao deste método serdo necessarios
estudos que tenham em conta os organismos néo-alvo (Stockwell et al., 2015).

Finamente o dltimo objetivo consistia em contribuir para o desenvolvimento de um
ensaio padronizado com fungos aquéticos. Com base nas informacdes obtidas a partir
dos valores de EC20 e EC50, foi possivel verificar a existéncia de uma diminuigdo na
sensibilidade das espécies expostas ao fungicida e a salinidade ao longo do tempo, algo
gue pode ser explicado pela diminuicdo da disponibilidade do cobre presente na
composi¢do da calda bordalesa. Desta forma, um ensaio padronizado para avaliar 0s
efeitos no crescimento de hifomicetos aquaticos deverd ter uma duragcdo de

aproximadamente 8 dias.

5 Conclusao

A necessidade de ressaltar a importancia de todos os componentes presentes
num ecossistema, tanto individualmente, como no caso de um organismo que
desempenha um determinado papel e fornece um servico ecolégico, como
coletivamente, através dos quais o equilibrio do sistema pode ser mantido, levou a que
este trabalho tivesse como organismos de estudo, organismo nao-alvo que sdo

frequentemente esquecidos.

Este trabalho baseou-se no facto de n&o existirem muitos estudos que utilizem os
hifomicetos aquéticos, como organismos ndo-alvo neste tipo de ensaios. As
informacdes obtidas, a partir destes ensaios em particular, possibilitam que futuramente
a realizacdo de revisbes referentes a regulamentagdo dos pesticidas, mais
precisamente dos fungicidas, sejam mais cuidadas, visto que a informagédo que esta

disponivel também é maior.

Por ultimo espera-se incentivar o surgimento de novos estudos neste campo, de

modo a fornecer uma melhor gestdo e protecdo do meio ambiente, para isso seria
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interessante explorar o efeito de mais pesticidas, da temperatura, da salinidade e do pH,

por exemplo, noutros fungos-aquaticos e até mesmo nas suas comunidades.
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7 Apéndices

Apéndice 1 - Valores nominais das concentragfes eficazes de calda bordalesa e de cobre
(20% peso/peso no fungicida; adaptado de ficha técnica da Ascenza;
https://www.ascenza.pt/products/calda-bordalesa-ascenza) que provocaram
percentagens de inibicdo de 50% (EC50; mg L) nos hifomicetos aquéaticos Heliscus
lugdunensis e Tricladium splendens apds 5, 8, 11 e 14 dias de exposi¢cdo a uma gama de

seis concentragdes (0 a 1500 mg L) de calda bordalesa em cada umade cinco salinidades

(0a25 mScm?),

Heliscus lugdunensis

Tricladium splendens

Salinidade (mS cm™) Dia Calda bordalesa Cobre Calda bordalesa Cobre
5 220.6 441 17.6 3.5

25 8 293.8 58.8 57.5 11.5
11 311.1 62.2 104.3 20.9

14 345.8 69.2 151.2 30.2

5 185.8 37.2 149.6 29.9

15 8 608.3 121.7 114.7 22.9
11 664.5 132.9 132.7 26.5

14 639.3 127.9 146.3 29.3

5 543.0 108.6 140.2 28.0

8 664.7 1329 159.6 31.9

9 11 638.1 127.6 164.0 32.8
14 642.3 128.5 161.0 32.2

5 742.7 148.5 56.0 11.2

8 1043.2 208.6 151.1 30.2

>3 11 11112 2222 330.9 66.2
14 1202.9 240.6 449.9 90.0

5 1150.2 230.0 119.3 23.9

8 1241.4 2483 173.1 34.6

3.3 11 1249.3 2499 225.9 45.2
14 12679 253.6 252.6 50.5

5 1425.7 285.1 106.8 214

8 1228.0 245.6 170.8 34.2

0 11 1216.2  243.2 255.3 51.1
14 1202.1 240.4 329.2 65.8
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Apéndice 2 — Comparacdo dos controlos-zero (0 mS cm™* e 0 mg L), dos ensaios

definitivos efetuados para cada salinidade, através dos resultados de significancia da

ANOVA de um fator.

Univariate Results for Each DV (untransformed) (Controls in controls)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. of | Heliscus | Heliscus | Heliscus | Heliscus | Tricladium | Tricladium | Tricladium | Tricladium
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p
Intercept 1] 65241.44 65241.44 475.363¢ 0.00000(] 39856.97 39856.971 499.583: 0.00000¢(
Salinity 5| 278.21 55.64) 0.4054 0.84311f 687.61 13752 1.723¢  0.14355]
Error 58| 7960.2¢ 137.2% 4627.2¢€ 79.78
Total 63| 8238.44 5314.87
Repeated Measures Analysis of Variance (Controls in controls)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition; Std. Error of Estimate: 14.2444¢
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 103542.¢ 1 103542.€/ 510.2995 0.00000(C
Salinity 272.8 5 54.6 0.268¢| 0.92830¢
Error 11768.5 58 202.9
DAY 1555.¢ 1 1555.€ 110.184¢ 0.00000(
DAY*Salinity 693.0 5 138.6 9.8161 0.000001
Error 819.0 58 14.1
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