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Resumo

O presente trabalho avaliou o efeito toxicoldgico de formulagdes fungicidas a base de piraclostrobin e epoxiconazol, isoladamente
e em formulagdo conjugada sobre Daphnia similis por 21 dias, através da determinacdo da Concentragdo de Efeito Nao
Observado (CENO) de cada uma das formulagdes. Em relagdo a mortalidade de D. similis, foram encontrados valores CENO
de 0,098 pg L' para a formulagdo a base de piraclostrobin; 1,324 pg L' para a formulagdo a base de epoxiconazol e 0,341
pg L para a formulagdo conjugada. Em relagdo a alteragdo na relagdo neonatos/adulto foram encontrados valores CENO de
0,579 pg L' para a formulagdo a base de piraclostrobin; 3,599 pg L' para a formulagdo a base de epoxiconazol e 0,623 pg L™
para a formulagao conjugada. Das trés formulagdes utilizadas, o piraclostrobin isoladamente mostrou-se o mais t6xico para os
organismos estudados.
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Abstract

Chronic toxicity evaluation of formulations based on pyraclostrobin, epoxiconazole and its combination to Daphnia
similis

The current paper investigates toxicological effects of fungicidal formulations based on pyraclostrobin, epoxiconazole and
its combined formulation to Daphnia similis through determination of No Observed Effect Concentration (NOEC) from
each formulation. Regarding D. similis mortality, NOEC values found were 0.098 ug L, 1.324 pg L' and 0.341 pg L for
pyraclostrobin, epoxiconazole and combined formulation, respectively. Regarding newborn/adult ratio, NOEC values found
were 0.579 pg L, 3.599 pg L' and 0.623 pg L' for pyraclostrobin, epoxiconazole and combined formulation, respectively.

Pyraclostrobin isolatedly was the most toxic chemical among analyzed formulations.

Keywords: Daphnia similis, epoxiconazole, pyraclostrobin, toxicity.

INTRODUCAO o melhor aproveitamento do potencial sinérgico entre os

diferentes agentes e o retardo da ocorréncia de resisténcia

Atualmente o uso combinado de dois ou mais fungicidas fingica, entre outros fatores (Gisi, 1996). No mercado

na agricultura vem sendo amplamente realizado buscando-se  brasileiro sdo encontradas vérias formulagdes combinadas
o aumento do espectro de agdo dos fungicidas para o controle de fungicidas, entre estas a associagdo de triazois como
de enfermidades que ocorram simultaneamente nos cultivos, o epoxiconazol e estrobilurinas como o piraclostrobin.
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Estes dois principios ativos encontram-se disponiveis em
formulagoes isoladas ou conjugadas entre si.

A despeito do seu papel como ferramenta para o aumento
da produtividade dos cultivos, os fungicidas apresentam o
revés da contaminagdo de agua e solos das areas de cultivo
e adjacéncias, podendo levar ao comprometimento da fauna
e flora (Battaglin et al., 2011; Silva et al., 2009). Apesar de
serem encontrados na literatura trabalhos relativos aos efeitos
ecotoxicologicos dos triazois sobre organismos aquaticos, sdo
poucos os trabalhos sobre as estrobilurinas e sua combinagio
com outras substancias.

A acdo dos triaz6is decorre da inibicdo do esterol
14a-demetilase (codificado pelo gene CYPS51) em bolores e
leveduras, bloqueando a biossintese do ergosterol, componente
essencial das membranas celulares destes organismos (Zarn
et al., 2003). Ja as estrobilurinas agem inibindo a respiragdo
mitocondrial pela ligagdo ao citocromo b, bloqueando assim a
geracao de ATP (Bartlett ef al., 2001).

O microcrustaceo planctonico Daphnia sp. ¢ utilizado na
avaliagdo de risco e monitoramento de poluentes em meio
aquatico, sendo recomendado o seu uso por 6rgdos nacionais
e internacionais (European Commission, 2002; OECD, 2008;
ABNT, 2009). Deste modo, o presente trabalho avaliou o
efeito toxicologico de formulagdes fungicidas a base de
piraclostrobin, epoxiconazol e sua mistura sobre D. similis por
21 dias, através da determinacdo da Concentragdo de Efeito
Nao Observado de cada uma das formulagdes.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas formulagdes de fungicidas a base de
piraclostrobin (25,0% m/v), epoxiconazol (12,5% m/v) e de
sua mistura (piraclostrobin a 13,3% m/v e epoxiconazol a
5,0% m/v) oriundas de apresentagdes comerciais disponiveis
no mercado. Como organismo-teste utilizou-se D. similis com
idade inferior a 24 horas. O invertebrado foi previamente
cultivado em aquarios de 40 x 25 x 15 cm, com agua
declorinizada apresentando pH 7,8; dureza total 111,0 mg
de CaCO, L' e condutividade 0,38 mS cm™. O cultivo foi
realizado em sala climatizada sob temperatura controlada a
20£2°C e luminosidade de 1.000 lux, sendo os organismos
alimentados com algas cloroficeas unicelulares das espécies
Pseudokirchneriella subcapitata e Chlorella pyrenoidosa.

Seis neonatos de D. similis foram alocados em recipientes
de vidro medindo 5 cm de altura x 5 cm de raio, contendo agua
declorinizada e mantidos em sala climatizada sob as mesmas
condigdes da fase de cultivo. Este sistema constituiu-se na
unidade experimental do trabalho. Em cada repeti¢do do teste
(num total de quatro), unidades experimentais foram expostas
por 21 dias ao piraclostrobin nas concentragdes de 0,22; 0,67,
2,20; 6,00 e 18,00 pg L'; ao epoxiconazol nas concentragdes
de 2,28; 5,70; 14,24; 35,60 e 89,00 pug L' e a mistura dos
fungicidas piraclostrobin (13,3% m/v) e epoxiconazol (5%
m/v) nas concentracdes de 0,59; 1,47; 3,68; 9,20 € 23,00 ug L.
Para cada concentragdo de exposicao foi alocada uma unidade
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experimental e para o grupo-controle duas unidades. A definicao
das concentragdes a serem utilizadas baseou-se em estudos
prévios de toxicidade aguda, onde os valores de concentragdo
de inibigdo média da mobilidade num periodo de 48 horas (CI,
4 ,) resultaram em 18,4 pg L' para o piraclostrobin, 89,9 pg
L para o epoxiconazol e 23,5 ng L' para a mistura (Prestes
et al., 2010). A renovagdo das solu¢des com os fungicidas dos
grupos-teste e da agua dos grupos-controle foi realizada trés
vezes por semana, sendo registrado a cada renovag@o o numero
de adultos, o nlimero de organismos jovens gerados ¢ a taxa de
reprodugdo (n° de jovens/adulto) em cada recipiente.

Os dados foram analisados estatisticamente, onde as
médias das taxas de reproducdo (n° de neonatos/adulto/dia)
dos tratamentos avaliados foram comparadas as médias de
cadaum dos controles aplicando-se a analise estatistica através
da abordagem Bootstrap utilizando-se do software estatistico
“r” versao 2.10 e do pacote “drc” (Ritz & Streibig, 2005).
O método Bootstrap ndo-paramétrico ¢ um procedimento
computacional de inferéncia estatistica que se utiliza de um
processo de reamostragem dos dados usando sua distribuicao
empirica, podendo ser aplicado para encontrar estimadores
estatisticos de diferentes medidas de interesse.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em rela¢do aos fungicidas e sua combinacdo testadas,
observa-se nas Tabelas de 1 a 3 e Figuras de 1 a 3 o aumento
da mortalidade e decréscimo da natalidade dos grupos quando
da exposigd@o a concentragdes crescentes dos fungicidas.

O piraclostrobin apresentou a maior toxicidade cronica a
D. similis entre os fungicidas avaliados, seguido pela mistura
piraclostrobin + epoxiconazol e por ultimo o epoxiconazol,
conforme Tabela 4.

Opresente estudo revelouum valor CENO de piraclostrobin
para Daphnia sp. menor que valores encontrados na literatura,
como o relatéorio do governo australiano avaliando o
piraclostrobin de uma apresenta¢do comercial o qual registra
o valor CENO de 4 pg L', enquanto no presente trabalho foi
determinado 0,579 pg L' para efeitos na relagdo neonatos/
adulto. O mesmo relatério classifica o fungicida como de
“muito alta toxicidade” (APVMA, 2003).

Bartlett et al. (2002) em seu trabalho de revisdo das
estrobilurinas, fornece um quadro comparativo dos valores
de CENO para D. magna quando expostos aos diferentes
compostos desta familia de fungicidas, cujos valores e a
comparagdo com os determinados no presente trabalho e
outros podem ser observado na Tabela 5.

A Autoridade Australiana de Pesticidas em seu relatorio
sobre o produto Cabrio® (piraclostrobin), descreve o calculo
da “Concentragdo Ambiental Estimada” (EEC) para este
fungicida, onde ao se considerar uma area de campo alagado
porlaminade 15 cm de agua e aaspersdo do agente em uma taxa
de 150 g de ingrediente ativo por hectare (conforme indicagio
de produto comercial) geraria uma EEC de 100 pg L' do
agente no corpo d’agua (APVMA, 2003). Tal valor representa
mais de 100 vezes o valor CENO encontrado para a Daphnia
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Tabela 1 - Efeitos das diversas concentragdes de piraclostrobin sobre a
sobrevivéncia e natalidade de D. similis em teste de toxicidade cronica por

21 dias.
Conc.efltraq:ao d_o InlelduP s Sobreviventes Neonatos
fungicida (ug L")  parentais
Controle 24 22 722
0,22 24 2 129
0,67 24 0 125
2,20 24 0 54
6,00 24 0 24
18,00 24 0 0
35 -
o 301
§ 25 1 Grupos
g 20 4 —e—controle
< —8—022pug L1
g 15 4 —*—0,67 ug L-1
g ——220 g L-1
’§ 10 4 —%—6,00 ug L1
] : | —e— 13,00 g L-1
0

Dias de exposicdo

Figura 1: Relag@o neonatos/adulto de D. similis exposta a diversas
concentragdes de piraclostrobin durante 21 dias. Os pontos representam a
média acumulada de quatro réplicas para cada periodo de avaliag@o.

Tabela 2: Efeitos das diversas concentragdes de epoxiconazol sobre a
sobrevivéncia e natalidade de D. similis em teste de toxicidade cronica por

21 dias.
Conc.efltracao d-o Indnvnduf)s Sobreviventes  Neonatos
fungicida (ug L")  parentais
Controle 24 22 591
2,28 24 4 89
5,70 24 2 84
14,24 24 0 78
35,60 24 0 72
89,00 24 0 0
35 4
o 304
E
S 254 Grupos
z —e—controle
g 201 —=—2.28 g L-1
3 —+—570pg L-1
H 151 —— 14,24 pg L1
l% 10 4 —#—3560 g L-1
E ——580.00ug L-1
5 |
04
0o 2 4 7 9 1 14 16 18 21

Dias de exposi¢ao

Figura 2 - Relacao neonatos/adulto de D. similis exposta a diversas
concentragdes de epoxiconazol durante 21 dias. Os pontos representam a
média acumulada de quatro réplicas para cada periodo de avaliacao.

sp. no presente trabalho. Apesar de tratar-se de uma estimativa
teorica, considerando-se uma aplicagdo direta do agente sobre
a agua e onde os mecanismos naturais de degradagdo do
fungicida no meio-ambiente ndo sdo considerados (degradacao
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Tabela 3: Efeitos das diversas concentra¢des da mistura (piraclostrobin +
epoxiconazol) sobre a sobrevivéncia e natalidade de D. similis em teste de
toxicidade cronica por 21 dias.

Concentracio do  Individuos

fungicida (ug L)  parentais Sobreviventes Neonatos

Controle 24 22 628

0,59 24 3 29

1,47 24 0 20

3,68 24 0 18

9,20 24 0 3

23,00 24 0 0

35
)
E
E Grupos
E ——controle
g —8—0,50 g L-1
§ —— 147 pg L1
.8 —=—3,68ug L-1
& ——920 g L1
E —e— 23,00 g L-1

Dias de exposicao

Figura 3: Relag@o neonatos/adulto de D. similis exposta a diversas
concentragdes da mistura (piraclostrobin + epoxiconazol) durante 21 dias.
Os pontos representam a média acumulada de quatro réplicas para cada
periodo de avaliagao.

Tabela 4: Valores de Concentracdo de Efeito Nao-Observado (CENO)
para o piraclostrobin, epoxiconazol e mistura para a mortalidade e a relagao
neonatos/adulto de D. similis.

CENO
Fungicida Efeito
(ng L
Mortalidade de D. similis 0,098
Piraclostrobin
Relagdo neonatos/adulto 0,579
Mortalidade de D. similis 1,324
Epoxiconazol
Relagdo neonatos/adulto 3,599
Mistura (Piraclostrobin + Mortalidade de D. similis 0,341
Epoxiconazol) Relagdo neonatos/adulto 0,623

Tabela 5: Valores de Concentragdo de Efeito Nao-Observado (CENO)
cronico de fungicidas da classe das estrobilurinas sobre D. magna.

Fungicida CENO (D. magna, em pg L")
Azoxistrobin 44"
Kresoxim-metil 32"
Trifloxistrobin 2,8"
Picoxistrobin 8
Piraclostrobin 4",0,098; 0,579

* Bartlett et al. (2002). ** APVMA (2003). *** Valor obtido no presente trabalho
para efeitos em mortalidade de adultos; efeitos na relagao neonato/adulto.

aerdbica, fotolise, hidrdlise, etc.), o dado permite estimar
o impacto da contaminagdo de corpos aquaticos por este
fungicida, em especial quando consideramos que as grandes
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areas de plantio comercial muitas vezes se situam proximas
a fontes hidricas de superficie a fins de irrigagdo, facilitando
a ocorréncia de contamina¢do destes mananciais através do
escoamento superficial, derivagao atmosférica, etc.

O epoxiconazol apresentou a menor toxicidade dentre os
agentes quimicos testados com CENO equivalente a 1,324
pg Lt e 3,599 ug L, para a mortalidade e para a alteragdo
na relagdo neonatos/adulto. Um relatério do governo inglés
reportando a analise do fungicida, relata um valor de CENO
de 630 pg L' (21 dias) baseado na mortalidade de neonatos
e na relagdo neonatos/adultos (DEFRA, 1999). Varios fatores
podem ser considerados para se explicar a divergéncia entre
tal resultado e aquele encontrado no presente trabalho,
como a diferenga de sensibilidade entre os diferentes clones
de Daphnia conforme relatado por Baird er al. (1990),
caracteristicas fisico-quimicas da agua utilizada e lotes de
fungicida, entre outros. Entretanto, dada a ordem de grandeza
da diferencga entre os valores ¢ a escassez de outros trabalhos
similares, estudos posteriores sdo necessarios para a melhor
compreensao dos fatores implicados nesta ocorréncia.

Estudo realizado por Mendes ez al. (2011) em rio no Estado
de Santa Catarina detectou um valor maximo de Metconazol
de 4,98 pg L', enquanto na Suica, analise de aguas de efluente
pos-tratamento realizada por Kahle e al. (2008) revelaram
resultados de no maximo 0,04 pug L' de propiconazol. Nos
dois casos, apesar das diferentes origens das amostras ¢ das
condi¢gdes macroambientais nos quais elas estdo inseridas, a
contaminagdo faz-se presente em ambas as situagdes em maior
ou menor quantidade, indicando que as regulamentacdes e
praticas vigentes para o uso de fungicidas nas mais diversas
situagdes ndo vem obtendo sucesso em evitar de maneira
efetiva o acesso destes contaminantes aos mananciais locais.
Deve-se considerar ainda a atencdo especial que os azdis
merecem em relacdo a toxicidade, pois seu mecanismo de agao
(inibi¢do da esteroidogénese através da ligacdo ao CYP51)
possui uma baixa especificidade, tanto quando consideramos
a relagdo ao CYPS51 flngico e ndo-fingico, quanto a outras
enzimas do complexo citocromo P-450, apresentando deste
modo um potencial risco de agdo sobre o sistema enddcrino
da fauna aquatica (Kahle et al., 2008).

Em relagao a formulagdo combinada de piraclostrobin +
epoxiconazol, os resultados do presente trabalho mostram que
o composto apresenta uma toxicidade intermediaria a D. similis
quando comparado aos dois fungicidas isolados, sugerindo
que a utilizag@o conjunta dos mesmos nao potencializaria, de
maneira geral, o seu efeito toxico. Entretanto, Prestes et al.
(2011) em trabalho com algas observaram que a formulagao
combinada dos mesmos fungicidas em concentragdes
semelhantes exerceu um efeito toxico 13,6 vezes mais efetivo
que os agentes em separado sobre esta espécie. A situacdo
ilustra a necessidade de uma visdo abrangente quando da
avaliacdo de toxicidade de agentes quimicos sobre espécies
ndo-alvo, pois levando-se em conta a complexa biota
aquatica presente no ambiente natural e os diversos graus
de sensibilidade entre as espécies, grupos pouco impactadas
pelo agente podem ser diretamente dependentes de outros que
possuem elevada sensibilidade ao mesmo.
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