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RESUMO

0 uso de pesticidas esta longe de ser
sustentavel, apesar dos esforgos legislativos
e das politicas ambiciosas da Unido Europeia
(UE). De entre as varias classes de pesticidas,
os fungicidas sdo a mais usada na Europa, ea

sua detecdo em aguas superficiais é frequente.

No entanto, a informacdo sobre os efeitos
ecologicos de fungicidas nos ecossistemas
aquaticos é ainda insuficiente, fruto de um
certo grau de enviesamento na literatura
cientifica. Este artigo pretende reforcara
consciencializacdo para a problematica
dos impactos dos fungicidas nas teias
alimentares aquaticas e demonstrar - com
recurso a estatisticas oficiais e dados
gerados pelo projeto FunG-Eye - que ainda
estamos longe de um uso sustentavel. Os
dados de vendas e utilizagdo de pesticidas
(ou produtos fitofarmacéuticos) revelaram
que os fungicidas sdo fundamentais na
producdo agricola no espaco europeu, e
que esta dependéncia é mais pronunciada
(relativamente a herbicidas e inseticidas)
do que noutras regides do mundo. Foram
observadas assimetrias entre paises europeus,

sendo de destacar a regido sob influéncia
Mediterranica (incluindo Portugal), que
apresenta uma dependéncia marcada desta
classe de pesticidas, recorrendo sobretudo

a formulacdes a base de cobre e enxofre

em detrimento de compostos organicos de
sintese. Os fungos e oomicetos aquaticos

sdo potenciais alvos dos fungicidas que
atingem os ecossistemas aquaticos,

e os resultados do projeto FunG-Eye
demonstraram que algumas substancias
ativas (homeadamente os azdis) podem ser
perigosas para os processos e interacdes
troficas onde estes microrganismos intervém.
Atendendo as evidéncias cientificas de que

os agroquimicos tém contribuido parao
declinio da biodiversidade aquatica, este é um
momento decisivo para o fomento de modos
de producdo agricola mais sustentaveis e
alinhados com as agendas da UE e das Nacdes
Unidas (ONU) para 2030. O projeto

FunG-Eye ambiciona contribuir para os
alicerces cientificos dessa mudanca.
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ABSTRACT

The use of pesticides is far from being
sustainable, despite European Union’s
legislative efforts and ambitious policy.
Fungicides are the most used pesticide
classin Europe and their detection in
superficial waters is frequent. However,
because of several biases in scientific
knowledge, information about their
ecological effects in aquatic ecosystems
is still insufficient. This paper’s aim is to
promote awareness on the problematic
impacts of fungicides in aquatic food
webs and to demonstrate - based on
official statistics and data generated

by the project FunG-Eye - that we are
still far from finding a sustainable use
for them. Pesticide use and sales data
revealed that fungicides are fundamental
in food production in Europe, and this
dependency is more pronounced (relatively
to herbicides and insecticides) thatin
other regions of the world. Asymmetries
were found across European countries;
regions under Mediterranean influence
(including Portugal) are an interesting

case study, as they are highly dependent on
copper-or sulphur-based formulations and
less on synthetic organic fungicides. Aquatic
fungi and oomycetes are potential targets

of fungicides that reach aquatic ecosystems,
and results from project FunG-Eye
demonstrated that some active substances
(namely azoles) can be hazardous to trophic
interactions and processes where these
microbes intervene. Considering the scientific
evidence that agrochemicals are contributing
to the decline of freshwater biodiversity,

this is a decisive moment to promote a

shift towards food production modes that
are more sustainable and aligned with the

EU and UN agendas for 2030. Project FunG-
Eye aspires to contribute to the scientific
underpinnings of this change.
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INTRODUCAO

uso de produtos quimicos sintéticos estd longe de ser sustentdvel,
Oem particular no caso dos pesticidas usados na producdo agricola
(Kiss 2019). As necessidades crescentes da populagdo humana traduziram-
-se no aumento do uso de substdncias quimicas na producgdo de alimentos
(Bommarco et al. 2013; Liu et al. 2014), cendrio agravado com as mudancas
climaticas globais (Balbus et al. 2013). Alguns contaminantes libertados pe-
las atividades humanas circulam globalmente pelos compartimentos am-
bientais (ar, dgua, solo) e causam efeitos por vezes subtis (a baixas concen-
tracdes) nos ecossistemas e na saude humana (Schwarzenbach et al. 2009,
2010). A agricultura é uma importante fonte destas substancias quimicas, so-
bretudo pela dependéncia de fertilizantes e pesticidas para melhorar o ren-
dimento da producdo agricola (Liu et al. 2014), e os ecossistemas aquaticos
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sdo particularmente vulnerdveis a estes poluentes. Efetivamente, uma larga
fracdo destes agroquimicos falha o alvo de aplicacdo (plantas em cultivo ou
produtos armazenados) ou é posteriormente transportada (por deriva aérea,
erosdo, escorréncia e drenagem), atingindo os cursos de dgua (Arias-Estévez
et al. 2008; Cerejeira et al. 2003; de Souza et al. 2020). Deste modo, os organis-
mos aqudticos enfrentam a ameaca da bioacumulagdo e biomagnificagdo
destas substdncias, bem como outros efeitos bioldgicos, o que compromete
a qualidade da 4gua enquanto suporte de biodiversidade e recurso para os
humanos (Malaj et al. 2014; de Souza et al. 2020). Recentemente, a sensibili-
dade dos cidaddos para os potenciais impactos dos pesticidas no ambiente
ou na saude humana tem aumentado, alimentada pelos media, pelos relaté-
rios oficiais sobre a presenca de residuos de pesticidas nos alimentos (EFSA
et al. 2020), ou por episddios esporadicos como a recente controvérsia sobre
o glifosato (Kudsk & Mathiassen 2020).

Ciente da dependéncia dos pesticidas na produc¢do alimentar e suas impli-
cacdes ambientais, a Unido Europeia tem vindo a definir uma agenda para
atingir um uso mais sustentavel destas substdncias. O comércio de novos
produtos “fitofarmacéuticos” a escala europeia tornou-se mais apertado
(via Regulamento 1107/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 21
de outubro), ao mesmo tempo que foi implementado um quadro de agdo co-
munitdria para uma menor dependéncia dos pesticidas (Diretiva 2009/128/
CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 21 de outubro). Esta diretiva
traduziu-se, a nivel nacional’, em dois instrumentos importantes: (i) a Lei
n.° 26/2013, que regula as atividades de distribuigdo, venda e aplicagdo de
pesticidas, e que define procedimentos de monitoriza¢do da sua aplicacdo;
(ii) o Plano de Agdo Nacional para o Uso Sustentdvel dos Produtos Fitofarma-
céuticos (Portaria n.° 304/2013 e Portaria n.° 82/2019), que inclui medidas de
formacdo e sensibilizagdo dos profissionais do setor (técnicos, operadores
de venda e aplicadores), de promocgdo de praticas de minimizacdo de risco,
e de fomento de sistemas de producdo mais sustentaveis (DGAV 2018). Em
conjunto, este enquadramento legislativo pretende implementar uma estra-
tégia que se traduza na reducdo dos riscos e impactos do uso de pesticidas
na saude humana e no ambiente, particularmente nos ecossistemas aquati-
cos (pela sua especial vulnerabilidade a estas substdncias). Ambiciosamen-
te, este novo paradigma define a sustentabilidade ambiental e a seguranca
alimentar como os pilares da producdo de alimentos na Europa (no ambito
das agdes previstas no Pacto Ecolégico Europeu?), num claro alinhamento
com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONUS,

1 https://www.dgav.pt/medicamentos/conteudo/produtos-fitofarmaceuticos/

2 https://ec.europa.eu/info/strategy/priorities-2019-2024/european-green-deal/protecting-environment
-and-oceans-green-deal_pt

3 https://sdgs.un.org/goals
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Apesar dos esforcos politicos e legislativos no sentido da transicdo para pra-
ticas mais sustentdveis, a diminuicdo da dependéncia dos pesticidas é atual-
mente ainda incipiente, o que estd patente na quantidade de formulacdes e
substancias ativas disponiveis, bem como na sua magnitude e frequéncia de
aplicagdo. A quantidade total de pesticidas vendida na UE-27 tem permaneci-
do estavel (entre 2011 e 2018), préximo de 360 000 toneladas/ano (EUROSTAT
2019), com um total de 456 substdncias ativas aprovadas para uso em formu-
lacbes comerciais. De entre todas as classes, os fungicidas sdo o grupo mais
representado em termos de substdncias ativas (120) e de vendas anuais (ca.
160 000 toneladas em 2019, considerando conjuntamente fungicidas e bacte-
ricidas). No sul da Europa, a vitivinicultura contribui substancialmente para
estes numeros (Fraga et al. 2017), sendo que existem atualmente quase 300
formulacdes comerciais de fungicidas para aplicacdo em culturas de vinha
em Portugal, em combinacdes de mais de 60 substancias ativass. A cultura da
vinha exibe uma dependéncia marcada da aplicacdo de fungicidas ao longo
das diferentes fases da cultura para prevenir e combater oidios, mildios e
podriddes causadas por fungos e oomicetos no lenho, folha ou fruto. Em re-
sultado da aplicagdo preventiva e frequente de fungicidas, como no caso da
vinha e outras culturas, é comum encontrar residuos destas substdncias nos
ecossistemas aquaticos (Bereswill et al. 2012; Cerejeira et al. 2003; Kahle et
al. 2008). Contudo, os impactos destas substancias podem ser subtis e passar
despercebidos (Zubrod et al. 2015), havendo ainda importantes lacunas de co-
nhecimento devido a algum enviesamento na informacdo disponivel sobre
os seus efeitos ecoldgicos (Ittner et al. 2018; Zubrod et al. 2019).

IMPACTOS ECOLOGICOS
DE FUNGICIDAS NOS
ECOSSISTEMAS AQUATICOS

pesar dos fungicidas serem a classe de pesticidas mais usada na Europa

e a sua detecdo ser frequente em aguas superficiais, a informacdo sobre
os seus efeitos ecoldgicos nos ecossistemas aquaticos é ainda insuficiente.
Por um lado, as lacunas de conhecimento devem-se a maior visibilidade dada
aos inseticidas e herbicidas (Zubrod et al. 2019), pela suspeita de efeitos am-
bientais mais drasticos ou pelo seu potencial carcinogénico e teratogéni-
co. As recentes controvérsias da proibicdo de trés neonicotindides (Bass &
Field 2018; Cressey 2017) e dos movimentos populares anti-glifosato (Kudsk &

4 https://ec.europa.eu/food/plants/pesticides/eu-pesticides-database_en
5 https://sifito.dgav.pt/divulgacao/produtos
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Mathiassen 2020) ilustram bem como os europeus tém sido sensiveis a suspei-
tas de impactos ambientais ou na satide humana por parte de inseticidas e
herbicidas, respetivamente. Por outro lado, os instrumentos padronizados
de avaliacdo do risco de pesticidas incluem testes laboratoriais com orga-
nismos aqudticos, como peixes ou invertebrados, mas tradicionalmente ndo
incluem fungos ou oomicetos aqudticos, que sdo os alvos mais provaveis da
acdo de substancias fungicidas que atinjam os sistemas aquaticos (Ittner
et al. 2018; Zubrod et al. 2019). Estes organismos estdo intimamente relacio-
nados com animais, plantas e bactérias, e os vdrios elos da teia alimentar
podem ser afetados pela agdo dos fungicidas, algo que também ndo é con-
siderado no processo de andlise de risco de pesticidas (Topping et al. 2020).

Os fungos aquaticos estdo presentes em todo o tipo de massas de agua, de-
sempenhando um papel importante na reciclagem de matéria organica e no
fluxo de energia nas teias alimentares através de varios processos (Dighton
2016; Grossart et al. 2019). Habitualmente, os fungos costumam estar asso-
ciados a outros organismos, revelando-se nodos vitais numa rede complexa
de interacdes. Os fungos aquaticos decompositores (hifomicetos, Figura 1),
por exemplo, vivem associados a matéria orgdnica em decomposi¢do (ex.:
folhas, galhos ou animais mortos), utilizando as suas enzimas extracelu-
lares para degradar alguns compostos altamente recalcitrantes (Duarte et
al. 2006; Pascoal et al. 2005). Os invertebrados detritivoros dependem deste
condicionamento prévio (Graga 2001; Pascoal et al. 2005), pois alimentam-se
do material vegetal semidecomposto e do biofilme associado (fungos e ou-
tros microrganismos). Também existem fungos aqudticos que vivem inti-
mamente ligados a outros organismos, formando associa¢cdes mutuamente
benéficas (liquenes e micorrizas) ou causando doencas (fungos parasitas,

FIGURA 1 A decomposicdo nos ecossistemas aquaticos € mediada por fungos decompositores (hifomicetos)
e invertebrados detritivoros. Na imagem (A), vé-se uma larva de inseto (tricoptero) a alimentar-se do biofil-
me associado a uma folha colonizada por fungos aquaticos (em ampliagdo). Esta interagdo é a base da teia
alimentar em sistemas ribeirinhos rodeados de vegetacdo (B). Estes organismos podem ser amostrados no
campo (C) e transportados para o laboratdrio para a realizagdo de experiéncias em microcosmos (D).
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FIGURA 2 A doenca é uma componente importante dos ecossistemas aquaticos, contribuindo para os fluxos
de energia na teia alimentar e modulando a dinamica das populacdes de hospedeiro e parasita/patégeno.
Naimagem (A), vé-se dois exemplares de um pequeno crustaceo (hospedeiro), sendo que o da direita é sau-
davel e o da esquerda estd infetado com um fungo parasita (em ampliacdo). Esta relagdo tréfica € comum
em sistemas lacustres, como lagos e albufeiras (B). Estes organismos podem ser amostrados no campo (C) e
transportados para o laboratério para a realizacdo de experiéncias em microcosmos (D).

Figura 2). Apesar de menos conhecidos, estes fungos cripticos podem atingir
uma biomassa consideravel e contribuir para os fluxos de energia nas teias
tréficas (Dighton 2016) como itens alimentares, facilitadores da captagdo de
nutrientes pelos organismos a que estdo associados, ou moduladores das
populacdes de hospedeiros e sua diversidade genética.

A literatura cientifica tem dedicado atencdo modesta aos efeitos dos fungici-
das nas comunidades de fungos aquaticos. A maior parte dos estudos publi-
cados tem-se focado nas comunidades de hifomicetos (fungos decomposito-
res) e na teia alimentar associada, demonstrando que algumas substancias
ativas conseguem diminuir drasticamente a sua reproducdo (Dimitrov et al.
2014; Pimentdo et al. 2020) e biomassa (Abelho et al. 2015; Artigas et al. 2012),
verificando-se em alguns casos um comprometimento das taxas de decom-
posicdo de material vegetal (Artigas et al. 2012). Embora a maior parte destes
efeitos tenha sido observada em condi¢des controladas (manipulagcdo expe-
rimental), hd evidéncias de alterag¢fes estruturais e na biomassa da comuni-
dade de hifomicetos, associadas a uma redu¢do da decomposicdo, em ribei-
ros poluidos com fungicidas em regides vinicolas (Fernandez et al. 2015). As
evidéncias acumuladas sugerem que o atual processo de andlise de risco de
substancias fungicidas ndo protege adequadamente as comunidades de fun-
gos aquaticos e os processos onde estes intervém (Ittner et al. 2018; Zubrod
et al. 2015, 2019). Contudo, existe consideravelmente menos literatura sobre
os efeitos ecolégicos de fungicidas em fungos parasitas (Cuco et al. 20173;
Hanlon et al. 2012) ou outros simbiontes (Wilson et al. 2014). E consensual
que escasseia informacdo sobre os efeitos nestes fungos menos estudados
e sobre as consequéncias ecolégicas em termos de fluxos de energia, recicla-
gem de matéria, e dispersdo de doencas nos ecossistemas aquaticos.
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O PROJETO FUNG-EYE

o seguimento das lacunas aqui apontadas, surgiu o conceito do projeto
N FunG-Eye, que pretende olhar para a problemadtica da contaminagdo por
fungicidas sintéticos nos ecossistemas aquaticos utilizando modelos expe-
rimentais, envolvendo fungos aquaticos e suas intera¢des com outros orga-
nismos. Este projeto é liderado por uma equipa de investigadores do Centro
de Biologia Molecular e Ambiental (Universidade do Minho), e inclui a cola-
boragdo de equipas do Centro Interdisciplinar de Investiga¢cdo Marinha e
Ambiental (Universidade do Porto) e do Centro de Estudos do Ambiente e do
Mar (Universidade de Aveiro).

0 projeto FunG-Eye tem como objetivos incrementar o conhecimento acerca
dos riscos ecolégicos associados a alguns fungicidas de uso comum e contri-
buir com ferramentas analiticas inovadoras para uma dete¢do mais eficaz
destas substdncias. O segundo objetivo, que contempla o desenvolvimento
de uma solucdo biotecnoldgica baseada numa levedura modelo, encontra-se
a margem do ambito deste artigo e ndo serd aqui apresentado. O primeiro
objetivo envolve uma abordagem com modelos biolégicos experimentais,
selecionados como representativos dos ecossistemas aqudticos de agua
corrente (sobretudo pequenos ribeiros, comuns no mosaico da paisagem
agricola) e de 4gua parada (charcos e albufeiras, onde o maior tempo de re-
sidéncia da 4gua pode acarretar a acumulacdo de contaminantes). No caso
dos ribeiros, a principal fonte de energia disponivel reside no material ve-
getal (sobretudo folhas da vegetacdo ribeirinha) que entra no rio, cujo pro-
cessamento requer a (inter)agdo conjunta dos hifomicetos decompositores
e dos invertebrados detritivoros (Figura 1). Este é um modelo com inumeras
vantagens, que permite manipular separadamente fungos e invertebrados,
assim como realizar experiéncias controladas no campo ou no laboratério.
No caso das albufeiras, o modelo escolhido recaiu num crustaceo (Daphnia
spp.) que habita a coluna de dgua e que tem como inimigos naturais va-
rios predadores e parasitas, entre os quais um fungo (levedura) causador
de doenca (que pode originar epidemias nas populacdes de Daphnia). No
laboratério, este modelo permite total controlo do processo de transmissdo
e carga parasitaria em experiéncias de infecdo (Figura 2).

Estes sistemas experimentais envolvendo fungos aqudticos proporcionam
uma oportunidade para estudar os efeitos dos fungicidas numa perspeti-
va multi-espécie e focada nas interagfes trdficas entre espécies, permitin-
do identificar potenciais consequéncias em termos das teias alimentares.
Deste modo, consegue-se uma compreensdo mais abrangente dos efeitos
da poluicdo sobre processos ecolégicos-chave que suportam servigos ecos-
sistémicos insubstituiveis (ver Fu et al. 2013). Este é um empreendimento
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necessario para alimentar avancos na andlise de risco de pesticidas (Schdfer
et al. 2019; Topping et al. 2020) e para proteger a biodiversidade dos ecossis-
temas de agua doce da poluicdo aqudtica, em linha com a atual estratégia
da Unido Europeia (ver acima). Aproveitando a crescente consciéncia dos
cidaddos relativamente aos pesticidas e a evidéncia cientifica de que estes
agroquimicos tém contribuido para o declinio da biodiversidade aquatica
(Malaj et al. 2014; Schafer et al. 2019), este é um momento decisivo para o
fomento de modos de produc¢do mais sustentadveis; o projeto FunG-Eye am-
biciona contribuir para os alicerces cientificos dessa mudanca.

OBJETIVOS

a senda do projeto FunG-Eye, pretende-se apresentar a problematica da
N contaminacdo dos ecossistemas aquaticos por fungicidas, revendo al-
guns factos e nameros acerca da utiliza¢do de fungicidas no espacgo europeu
e dando a conhecer alguns dados sobre o potencial impacto destes contami-
nantes nas interacdes entre os fungos e outros organismos aquaticos. De
modo a atingir este fim, foram tracados dois grandes objetivos para este
trabalho: (i) rever as principais tendéncias no uso de fungicidas, a escala
mundial, europeia e portuguesa; (ii) reportar alguns dos resultados do proje-
to FunG-Eye obtidos até agora com o modelo hospedeiro-parasita. O segundo
objetivo estd limitado ao modelo hospedeiro parasita (Figura 2) por ser um
sistema para o qual hda menos informacgdo sobre o impacto dos fungicidas.
Os resultados aqui reportados nunca foram apresentados na atual perspeti-
va e formato; ndo obstante, este artigo colige ou reanalisa dados utilizados
em outras publicagdes (ou artigos em preparagdo), que abordam o assunto
de forma mais aprofundada e que se destinam a uma audiéncia internacio-
nal especializada.
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MATERIAL E METODOS

DADOS DE VENDAS E
UTILIZACAO DE FUNGICIDAS

EUROSTAT (observatorio da UE) compila os dados de vendas e uso dos
Opesticidas no espaco europeu através das agéncias governamentais
competentes dos Estados Membros (no caso portugués é a Direcdo Geral
de Agricultura e Veterindria). Estas bases de dados estdo disponiveis pu-
blicamente®. A FAO (observatério para a alimentacdo e agricultura da ONU)
compila bases de dados andlogas com abrangéncia mundial, estando estas
também disponiveis online’. Com recurso a estas bases de dados, foi efetuada
uma pesquisa acerca das vendas e utilizacdo/aplicacdo de fungicidas a es-
cala mundial, europeia e nacional. De forma a permitir a comparacdo de
regides do globo ou paises com dimensdes e realidades distintas, foi calcu-
lada a fracdo que os fungicidas representam no total de vendas pesticidas
de cada pais ou regido (quota) e os valores de utilizacdo foram expressos por
unidade de area de cultivo (kg/ha). Dado que os dados apresentam alguma
descontinuidade, utilizou-se o0 ano de 2018 (compromisso entre informagdo
recente e completa) para compreender quais as regides do mundo mais de-
pendentes de fungicidas na producdo agricola, e qual o perfil de utilizagdo
das principais classes quimicas no espaco europeu (UE-28).

Foram tracados dois grandes objetivos para este
trabalho: (i) rever as principais tendéncias no uso de
fungicidas, a escala mundial, europeia e portuguesa;
(ii) reportar alguns dos resultados do projeto
FunG-Eye obtidos até agora com o modelo
hospedeiro-parasita.”

6 https://ec.europa.eu/eurostat/web/agriculture/data/database
7 http://www.fao.org/faostat/en/#data/RT e http://www.fao.org/faostat/en/#data/RP
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MODELO EXPERIMENTAL
HOSPEDEIRO-PARASITA

modelo hospedeiro-parasita é composto pelas espécies Daphnia mag-

na Straus, 1820 (hospedeiro) e Metschnikowia bicuspidata (Metschn.)
T.Kamienski (parasita). Ambos foram isolados a partir de amostras colhidas
no campo e mantidos no laboratério sob condicées controladas sob a forma
de linhagens monoclonais: D. magna clone E17:07 (Saebelfeld et al. 2017) e
M. biscuspidata estirpe AMME (Lohr et al. 2010). Daphnia é um género de
microcrustdceo aquatico que desempenha um papel chave nas teias alimen-
tares de sistemas lacustres (dgua parada), e é comummente utilizado como
modelo laboratorial devido a sua importdncia ecolégica, ciclo de vida cur-
to, reproducdo assexuada, e requisitos simples de manutenc¢do (Antunes &
Castro 2017). As populag¢des de Daphnia sdo hospedeiras de varios parasitas
(Ebert 2005; Machado & Castro 2019), incluindo M. biscuspidata - uma leve-
dura endoparasita que infeta e mata o hospedeiro ao fim de alguns dias.

No laboratério, D. magna foi mantida ciclicamente em culturas saudaveis
e sincronizadas (fémeas assexuadas da mesma idade) num meio de cultura
semissintético (111 mg/L MgSO,-7H,0, 126 mg/L NaHCO,, 110 mg/L CaCl, -2H,0,
7.45 mg/L KCl, 0.00150 mg/L Se0,), suplementado com um aditivo organico
padronizado e vitaminas (Loureiro et al. 2011). A cada dois dias, o0 meio foi
renovado e os animais alimentados com uma suspensdo de microalgas (Ra-
phidocelis subcapitata). Estas progenitoras saudaveis foram a fonte de ani-
mais juvenis (hospedeiros) para experiéncias. Em paralelo, foram mantidas
culturas de D. magna infetadas com M. bicuspidata. Esta levedura parasita
infeta a cavidade corporal do hospedeiro e ai se reproduz, produzindo cen-
tenas de milhar de esporos que sdo libertados aquando da morte do hospe-
deiro infetado. Os novos hospedeiros ficam infetados apds alimentarem-se
destes esporos (estddios de transmissdo), o que assegura a perpetuagdo da
infecdo e um fornecimento continuo de esporos do parasita para experién-
cias (Figura 2).

As culturas e experiéncias foram mantidas numa sala com temperatura
(20°C) e fotoperiodo (16 h luz: 8 h escuriddo) controlado. Mais detalhes sobre
este modelo experimental (Cuco et al. 2017a, 2020; Machado & Castro 2019),
ou sobre a importdncia das rela¢des hospedeiro-parasita (Machado & Castro
2019) e o significado ecolégico da doenca nos ecossistemas naturais (Hesse
et al. 2012; Wolinska & King 2009; Wolinska & Spaak 2009) podem ser encon-
trados na literatura aqui citada.
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ENSAIOS DE INTERACAO
FUNGICIDA x PARASITA

e forma a compreender a influéncia da contaminacdo por fungicidas e

da doenca, os efeitos individuais e conjuntos destes dois fatores foram
estudados através de manipulagbes experimentais em laboratdrio. Resu-
midamente, juvenis (com menos de 24 h) da espécie hospedeira (D. magna)
foram individualmente expostos a concentragdes de fungicidas seleciona-
dos (incluindo um controlo negativo, sem fungicida) na auséncia (P-) ou na
presenca (P+) do parasita (M. bicuspidata), de acordo com o desenho experi-
mental apresentado na Figura 3a. Os organismos foram expostos ao fungi-
cida desde o inicio (dia o) até ao final (dia 21) do ensaio; o procedimento de
infecdo so foi efetuado ao dia 4 para minimizar os danos mecanicos causa-
dos pelos esporos nos juvenis recém-nascidos. Nesse dia, as unidades expe-
rimentais do tratamento P+ receberam uma aliquota de uma suspensdo de
esporos (2000 esporos/mL) obtida a partir das culturas infetadas (por homo-
geneizacdo de hospedeiros infetados), ao passo que o tratamento P- recebeu
um placebo (homogeneizado de hospedeiros saudaveis). Ao longo da expe-
riéncia, as unidades experimentais foram sendo inspecionadas para confir-
mar a presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro (infegdo) ou a
presenca de juvenis (evento reprodutivo). No final do ensaio, foi calculada a
mortalidade (proporcdo de hospedeiros mortos) e o desempenho reprodutivo
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(n.° cumulativo de descendentes por progenitora) do hospedeiro, bem como
a prevaléncia da infegdo (propor¢do de hospedeiros infetados) e a carga
parasitdria (esporos/hospedeiro). Para mais detalhes, consultar Cuco et al.
(20173, 2017b, 2020) e Machado (2019).

A titulo exemplificativo, foram selecionados para este artigo os resultados
obtidos para as substdncias ativas cimoxanil, metalaxil e miclobutanil (con-
centracdes testadas: 0, 25, 50, 100 e 200 1g/L), usadas em vdrias formulagdes
comerciais de fungicidas. Estas experiéncias tém um cardcter essencialmen-
te exploratdrio, e destinam-se a perceber de que forma a polui¢do aquatica
por fungicidas altera (ou ndo) a relacdo entre hospedeiro (D. magna) e o fun-
go microparasita (M. bicuspidata).

ENSAIOS DE INIBICAO
(EFEITO ANTI-PARASITA)

o caso das substdncias ativas para as quais foi observada um efeito an-
N tiparasita, procedeu-se a experiéncias adicionais com uma gama mais
apertada de concentragdes (e mais baixas) do que em 2.3, de modo a confir-
mar este efeito e a obter curvas de inibicdo do parasita (e da infecdo) para
estas substancias. Resumidamente, grupos de 10 juvenis (com menos de
24 h) da espécie hospedeira (D. magna) foram expostos a concentragdes de
fungicidas selecionados (incluindo um controlo negativo, sem fungicida)
na presenca do parasita (M. bicuspidata), de acordo com o desenho experi-
mental apresentado na Figura 3b. Excetuando o desenho experimental ligei-
ramente diferente, os restantes procedimentos e condicdes experimentais
foram semelhantes ao descrito acima, incluindo o procedimento de infe¢do
(desencadeado ao dia 4). Ao longo do ensaio, as unidades experimentais fo-
ram sendo inspecionadas para confirmar a presenca de esporos na cavidade
corporal dos hospedeiros (infecdo) e, no final, foi calculada a mortalidade
dos hospedeiros e a prevaléncia da infe¢do em cada unidade experimental.
Para mais detalhes, consultar Cuco et al. (2017b) e Machado (2019).

A titulo exemplificativo, foram selecionados para este artigo os resultados

obtidos para as substancias ativas miclobutanil e tebuconazol, compostos
da classe dos azdis usados em varias formula¢des comerciais de fungicidas.
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RESULTADOS

TENDENCIAS NO USO
DE FUNGICIDAS

lobalmente, o uso de pesticidas na agricultura tem contribuido para o
G aumento do rendimento da producdo agricola, e isso tem-se refletido no
aumento da sua procura. Em 2018, as vendas mundiais de pesticidas atingi-
ram 4 122 334 toneladas, um numero que representa o dobro das vendas em
1990. As vendas de fungicidas representaram apenas 13% das vendas a escala
mundial (= 530 095 toneladas), s6 suplantadas pelos herbicidas (que em 2018
representaram 43% das vendas); todavia, estes numeros sdo extremamente
heterogéneos entre regides, quer do ponto de vista das vendas, quer do ponto
devista do uso. AFigura 4 representa o perfil de utilizacdo dos fungicidas (em
kg/ha) por continente em 2018, demonstrando que a sua utilizacdo é mais
intensa na Europa e na América do Sul. Um outro dado que sobressai desta
analise é o facto dos fungicidas representarem 41% das vendas de pesticidas
no continente europeu, colocando esta regido do globo em destaque pela sua
marcada dependéncia dos fungicidas na producdo alimentar.

Américado Sul
15% quota de

fungicidas 30% quota de
; fungicidas Asia Oceania
uropa
13% quota de 41% quopta de 5% quotade 8:/0 qquj de
fungicidas fungicidas fungicidas ungicidas

0-0.1 0.1-02 0.2-06 +0.6

FIGURA 4 Perfil de utilizacdo de fungicidas por continente. O tom de verde traduz uma menor (mais claro) ou
maior (mais escuro) aplicacdo de fungicidas por area de cultivo (kg/ha), ao passo que ainformacdo textual diz
respeito a fragdo (quota) que os fungicidas representam no total de pesticidas vendidos em cada continente.
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Dentro do espacgo europeu (UE-28), a utilizacdo de fungicidas é também re-
gionalmente heterogénea (Figura 5): (i) a regido mais ocidental da Europa
foi mais dependente dos fungicidas do que os paises de leste; (ii) os paises
mediterrdnicos, como Itdlia, Malta ou Chipre, foram os que utilizaram mais
fungicidas por unidade de area, a par dos Paises Baixos (Holanda). Quando
se analisa os paises mais dependentes de fungicidas (top-10 em termos de
quota percentual), confirma-se que a maioria se situa a sul ou com algum
nivel de influéncia mediterrdnica em termos de clima, excetuando o Luxem-
burgo e os Paises Baixos. Um outro padrdo que emerge dos dados é o perfil
distinto de utilizacdo/vendas em termos das classes quimicas mais utiliza-
das, com os paises mediterrdnicos a utilizarem sobretudo compostos inor-
ganicos, como o enxofre e os produtos a base de cobre (veja-se o exemplo de
Portugal e Italia na Figura 5), ao passo que os paises mais a norte sdo mais
dependentes de substdncias sintéticas como os ditiocarbamatos, os triazéis
e diazéis, e outras classes de substdncias fungicidas (veja-se o exemplo do
Reino Unido e Paises Baixos na Figura 5).

Inorganicos Outros
Ditiocarbamatos Diazinas, Morfolinas
Benzimidazois Triazéis, Diazois
. . Holanda
Reino Unido 3%
9
™ 68% 27%
0.2%
2%
17% 7%°
2%
3% 59%
61%
Italia
16% o
Portugal 113/0
19% 0.5%
% 14%
18% 67.5%
62%
0-1 1-3 3-5 +6
Malta 93%
Eslovénia 72%
Chipre 72%
Espanha 62%
Italia 57%
Luxemburgo 51%
Portugal 51%
Holanda 46%
Franca 45%
Croacia 44%

FIGURA 5 Perfil de utilizacdo de fungicidas na UE. No painel de cima, o tom de verde traduz uma menor (mais
claro) ou maior (mais escuro) aplicacdo de fungicidas por area de cultivo (kg/ha); adicionalmente, é ilustrada
a titulo exemplificativo a proporgdo de fungicidas por classe quimica em quatro paises da UE. No painel
de baixo, esta representado o top1o de paises em termos de quota de fungicidas (fracdo que os fungicidas
representam no total de pesticidas vendidos).
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Portugal atingiu, em 2018, vendas de 8.172 toneladas de pesticidas, das quais
4.183 toneladas foram de compostos com agdo fungicida e bactericida. Estes
nuameros traduzem uma contracdo substancial nos anos recentes: em 2013,
o total de vendas de pesticidas ultrapassava as 10.000 toneladas e os fungi-
cidas e bactericidas representavam mais de 7.000 toneladas. Ao longo destes
anos mais recentes (2013-2018), os compostos inorganicos (enxofre e cobre)
foram sempre a classe preponderante de fungicidas, representando uma
quota (em termos de vendas de fungicidas) igual ou superior a 60%.

EFEITOS DE FUNGICIDAS
SELECIONADOS NO MODELO
HOSPEDEIRO-PARASITA

perfil de resposta do modelo hospedeiro as trés substancias ativas

fungicidas foi distinto (Figura 6). No caso do cimoxanil e do metalaxil
ocorreram algumas flutuacdes nas varidveis quantificadas em resposta a
concentracdo dos fungicidas, mas o resultado mais ébvio foi a clara dico-
tomia entre o tratamento com (P+) e sem parasita (P-). No primeiro caso, to-
dos os hospedeiros (D. magna) ficaram infetados (prevaléncia = 1) e as suas
cavidades corporais no final do ensaio encontravam-se preenchidas com
aglomeracgbes de esporos da levedura endoparasita (tipicamente > 400 000
esporos/hospedeiro; Figura 6). Com o decorrer da infegdo, estes hospedeiros
(P+) foram morrendo ao longo da experiéncia, o que se traduziu num menor
desempenho reprodutivo comparativamente com o tratamento P- (Figura 6).
0 padrdo aqui descrito para estas trés variaveis (prevaléncia, desempenho
reprodutivo e carga parasitdria) foi consistente e independente da concen-
tracdo de fungicida. Como tal, pode concluir-se que as substdncias cimo-
xanil e metalaxil ndo alteram a relagdo entre hospedeiro e parasita nem as
consequéncias da doenca.

]Ja no caso do miclobutanil, verificou-se uma clara alteragdo na resposta ao
parasita e a infecdo. Na auséncia desta substancia fungicida (o pg/L), verifi-
cou-se um menor desempenho reprodutivo dos hospedeiros infetados (P+)
a par de uma prevaléncia elevada do parasita; no entanto, a prevaléncia e a
carga parasitaria sofreram um decréscimo a partir de 50 pg/L de miclobuta-
nil, e o desempenho reprodutivo dos hospedeiros atingiu niveis compara-
veis aos do tratamento P- (Figura 6). A partir dessa concentracdo (inclusive)
ndo se detetaram hospedeiros infetados no tratamento P+, 0 que revela um
efeito antiparasita (e antifungico) do miclobutanil que resultou na supres-
sdo da infecdo nas concentracfes mais altas desta substancia ativa.
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FIGURA 6 Respostas do modelo hospedeiro-parasita quantificadas apds os ensaios de interagdo para as
substancias ativas cimoxanil, metalaxil e miclobutanil na presenca (P+, circulos a verde) ou auséncia do
parasita (P-, circulos a branco). A prevaléncia € uma medida de infetividade do parasita e representa a pro-
porcdo de hospedeiros infetados; o desempenho reprodutivo é uma medida de aptiddo do hospedeiro e
corresponde ao n.° de descendentes por progenitora; a carga parasitaria é uma medida de intensidade da
infecdo e é expressa em n.° de esporos (x 1000) por hospedeiro.
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FIGURA 7 Respostas do modelo hospedeiro-parasita quantificadas ap6s os ensaios de inibicdo para as subs-
tancias ativas miclobutanil e tebuconazol. Os pontos representam os valores obtidos para cada unidade
experimental, e alinha representa o modelo ndo-linear ajustado aos dados que permitiu calcular a concen-
tracdo de fungicida que reduz a prevaléncia (proporcdo de hospedeiros infetados) em 50% (IC, ).
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Este efeito negativo do miclobutanil no parasita (M. bicuspidata) foi confir-
mado em ensaios de inibigdo (Figura 7). Este efeito foi também observado
para outra substancia ativa da mesma classe quimica (azdis), o tebuconazol.
0 tebuconazol revelou ser mais téxico do que o miclobutanil para a levedu-
ra endoparasita, produzindo 50% de efeito (ICSO) a uma concentracdo de 4.0
pg/L (Figura 7). Estes compostos tém o potencial de alterar a dindmica da
doenca (mediada por fungos parasitas) nos ecossistemas aquaticos.

DISCUSSAO

uso de pesticidas estd longe de ser sustentdvel. Esta é uma ideia repe-
Otida ao longo deste artigo e corroborada por outros (e.g., Kiss 2019), e
que resulta das lacunas que ainda existem na implementag¢do da Diretiva
2009/128/CE. E consensual que estas substancias, aplicadas diretamente no
ambiente, comprometem a biodiversidade, e os ecossistemas aquaticos sdo
particularmente suscetiveis aos seus efeitos colaterais. Contudo, o atual
momento é favoravel a uma maior exigéncia na sustentabilidade da produ-
¢do agricola, especialmente na Europa. Jd sdo vdrios os episédios que mos-
tram uma opinido publica preocupada e consciente da problematica dos
impactos dos pesticidas no ambiente e na saide humana, bem como acges
legislativas concretas (ver introdugdo) e uma estratégia politica ambiciosa
de valorizacgdo e protecdo do capital natural (Pacto Ecolégico Europeu). Este
artigo pretende reforcar essa consciencializacdo e demonstrar - com recur-
so a estatisticas oficiais e evidéncias cientificas de um projeto de investiga-
¢do - que ainda estamos longe de um uso sustentavel dos pesticidas.

Os dados de vendas e uso de pesticidas (fungicidas incluidos) revelam uma
dindmica heterogénea a escala global. Ao passo que as vendas tém aumen-
tado a escala global, provavelmente devido ao crescimento nos paises em
desenvolvimento, a realidade europeia demonstra alguma estagnac¢do ou
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mesmo recuo nas vendas de pesticidas (como no caso portugués). Estas dife-
rencas no consumo entre regides do globo estdo dependentes das diferencas
econdémicas (Schreinemachers & Tipragsa 2012) e da tendéncia populacio-
nal dos paises (crescente nos paises em desenvolvimento, e decrescente ou
estavel nos paises desenvolvidos), mas também é fortemente ditada pelo
uso do solo e variacdes climaticas (Sharma et al. 2019). No caso europeu, a
tendéncia de estagnagdo pode ser resultado das politicas restritivas, mas
também do investimento dos produtores em soluc¢des mais eficientes (e.g.,
agricultura de precisdo; Finger et al. 2019).

Apesar da estagnagdo das vendas de pesticidas na Europa, os dados apresen-
tados deixam claro que os fungicidas ainda sdo fundamentais na producdo
agricola no espacgo europeu, e que a dependéncia destes na Europa é mais
pronunciada do que noutras regides do mundo (onde os inseticidas ou os
herbicidas tém maior importancia). Estes dados parecem ter correspondén-
cia nas misturas de quimicos que tém como destino os sistemas aquaticos
europeus: uma meta-andlise conduzida por Stehle e Schulz (2015) registou
concentracdes de fungicidas em amostras de campo (mediana 0.96 pg/L)
mais elevadas do que para herbicidas (mediana 0.063 pg/L) ou inseticidas
(mediana 0.034 pg/L). Ainda assim, existem assimetrias evidentes entre pai-
ses europeus, quer na importancia relativa dos fungicidas quer no perfil de
utilizacdo das diversas classes quimicas de substdncias ativas. Sdo parti-
cularmente interessantes os paises do sul da Europa (como Portugal), que
apresentam uma quota reduzida de fungicidas organicos de sintese e uma
forte dependéncia de formulacdes a base de cobre ou enxofre (teoricamente
menos nocivos, muitos deles autorizados em agricultura biolégica). Cultu-
ras como a vinha, economicamente importantes nos paises mediterranicos
e fortemente dependentes da aplicagdo de fungicidas, contribuem significa-
tivamente para este padrdo.

Foram identificadas lacunas de conhecimento importantes em termos dos
impactos ecoldgicos dos fungicidas, nomeadamente pela falta de informa-
cdo sobre os efeitos em organismos e interacdes tréficas até aqui negligen-
ciados. Pela proximidade filogenética e fisiolégica aos seus homodlogos ter-
restres, os fungos e oomicetos aqudticos (que desempenham papéis vitais
como decompositores, simbiontes, ou agentes de doenca) sdo potenciais al-
vos dos fungicidas que atingem os ecossistemas aquaticos, e o projeto Fun-
G-Eye procura compreender que substdncias ativas podem ser particular-
mente perigosas para os processos e interacdes tréficas por eles mediados.
Os resultados aqui apresentados demonstraram um claro efeito do miclobu-
tanil e do tebuconazol sobre a levedura endoparasita M. bicuspidata, mas
ndo das outras substdncias testadas (ha outras ja testadas, mas que ndo fo-
ram selecionadas para este artigo). Outros autores haviam ja mostrado que
substdncias fungicidas comuns podem reduzir a infetividade e a carga pa-
rasitaria de fungos causadores de doencas, nomeadamente num grupo de
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fungos parasitas (Chytridiomycota) que infeta anfibios (Hanlon et al. 2012)
e cianobactérias (Ortiz-Cafiavate et al. 2019). Do resultado conjunto destes
esforcos serd possivel perceber que substancias apresentam maior perigosi-
dade e com isso representam um risco para os processos e interacdes ecolé-
gicas nos sistemas naturais. Tal podera ser levado em consideracdo aquando
da definicdo das substancias ativas autorizadas (a lista é revista todos os
anos pelas autoridades nacionais competentes e pela Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos - EFSA).

Os resultados do projeto FunG-Eye até agora tém demonstrado que o tebuco-
nazol é uma substdncia a qual se deve dar particular relevancia. A adicionar
as evidéncias de que é capaz de interferir com a reprodugdo, biomassa e
estrutura das comunidades de fungos decompositores aquaticos (Artigas et
al. 2012; Fernandez et al. 2015; Pimentdo et al. 2020; Zubrod et al. 2011), este
inibidor da biossintese do ergosterol (componente chave das membranas
celulares dos fungos) causou a supressdo completa da infecdo em experién-
cias laboratoriais com o modelo Daphnia x Metschnikowia a concentracdes
ambientalmente relevantes (< 6 pg/L) - ver resultados aqui apresentados e
em Cuco et al. (2018, 20173, 2017b, 2020). Embora possa parecer positiva a
erradicacdo de doencgas (na “perspetiva” do hospedeiro), ndo é de todo de-
sejdvel que as atividades humanas interfiram nas dindmicas dos sistemas
naturais. Os parasitas e agentes causadores de doencas desempenham um
papel vital no controlo das populagdes de hospedeiros (impedindo que estes
atinjam numeros muito elevados) e atuam como forca seletiva através da
permanente corrida as “armas” entre hospedeiro e parasita (coevolucdo). Os
impactos antrépicos a este nivel podem ter consequéncias ecolégicas im-
previsiveis no longo prazo, e justifica-se mantermo-nos atentos a substan-
cias capazes de perturbar as dindmicas dos ecossistemas naturais. No caso
particular do tebuconazol, o problema é agravado pelo facto deste fungicida
poder coexistir no ambiente com substdncias que tém o mesmo modo de
acdo (inibicdo da sintese do ergosterol), incluindo o miclobutanil (agroqui-
mico) e vdrios farmacos antifungicos (Pimentdo et al. 2020).

Num contexto mais amplo, tem havido discussdes sobre o facto de a poluigdo
aquatica poder facilitar a propagacgdo de doencas (como algumas evidéncias
parecem sugerir; Johnson et al. 2007) e de que forma isso podera afetar os
humanos num contexto de alteragdes globais; as evidéncias aqui apresenta-
das para os fungicidas sugerem que a poluicdo pode também ter o efeito de
impedir a disseminacdo de doencas, e ndo é ainda possivel perceber quais as
implicacdes mais amplas deste fendmeno. Apesar destas questdes deixarem
os cientistas numa encruzilhada, parece ser consensual que o nivel de inter-
feréncia das atividades humanas nos ecossistemas (num sentido ou noutro)
é preocupante, e deve ser revertido para cumprir os objetivos ambiciosos da
UE (no ambito das agdes do Pacto Ecolégico Europeu).
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