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Resumo

O presente trabalho avaliou o efeito toxicologico de formulagdes fungicidas a base de piraclostrobin e epoxiconazol,
isoladamente ¢ em formulagdo conjugada sobre Colossoma macropomum (tambaqui) por 96 horas através da determinagio
da Concentragdo Letal Média (CL, ) de cada uma das formulagdes. Foram encontrados valores de CL, . equivalentes
a 0,018 mg L' para o piraclostrobin, 2,28 mg L' para o epoxiconazol e 0,021 mg L' para sua formulagdo conjugada. Das
trés formulagdes utilizadas, o piraclostrobin isoladamente mostrou-se o mais toxico para os organismos estudados ¢ o uso
conjugado das duas substancias nas concentra¢des estudadas apresentou um fraco efeito sinérgico.
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Acute Toxicity Evalution of Pyraclostrobin, Epoxiconazole and
a Combined Formulation to Colossoma macropomum (tambaqui)

Abstract

The current paper investigates toxicological effects of fungicidal formulations based on pyraclostrobin, epoxiconazole and a
combined formulation to Colossoma macropomum (tambaqui) during 96 hours by determination of Mean Lethal Concentration
(LC,, ) of each formulation. LC, , values found were 0.018 mg L, 2.28 mg L' and 0.021 mg L for pyraclostrobin,
epoxiconazole and combined formulation, respectively. Pyraclostrobin isolatedly was the most toxic chemical among analyzed
formulations and the combined use of those two fungicides presented a weak synergic effect, regarding the concentration
tested.
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INTRODUCAO

O uso combinado de dois ou mais principios ativos
fungicidas na agricultura vem sendo recomendado como
forma de incrementar a sinergia entre os diferentes agentes
utilizados e retardando a ocorréncia de resisténcia fingica
(Gisi, 1996). No mercado brasileiro sdo encontradas varias
formula¢des combinadas de fungicidas e entre os quais, os
pertencentes as classes dos triazois e estrobilurinas, como o
epoxiconazol ¢ o piraclostrobin.

*Corresponding author: C.M. Jonsson; e-mail: jonsson@cnpma.embrapa.br

A despeito de seu papel como ferramenta para o
aumento da produtividade dos cultivos, os fungicidas
podem promover a contaminagdo da agua e solos das areas
de cultivo e adjacéncias, comprometendo a fauna e flora
presentes (Battaglin ef al., 2011; Silva et al., 2009). Apesar
de serem encontrados na literatura trabalhos relativos aos
efeitos ecotoxicologicos dos triazdis sobre organismos
aquaticos, sdo poucos os trabalhos sobre as estrobilurinas
avaliadas individualmente e¢ em especial sobre seu uso
quando combinadas em um Unico produto.
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Deve ser observado, ainda, que para a liberagdo de um
fungicida ao mercado, as agéncias reguladoras consideram
a toxicidade dos compostos quimicos sobre organismos
ndo-alvo de maneira individualizada, desconsiderando que
no ambiente natural a toxicidade ocorre através da mistura
de diversos contaminantes que podem interagir sob diversas
formas, inclusive com o aumento de toxicidade através de
interagdes sinérgicas.

A agdo dos triaz6is decorre da inibi¢do 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 respiragado
mitocondrial pela ligagdo ao citocromo b, bloqueando assim a
geracdo de ATP (Bartlett ef al., 2001).

Dessa forma, foi determinada a Concentragdo Letal Média
(CL,,,,) de fungicidas a base de piraclostrobin, epoxiconazol
e sua mistura, como forma de avaliar a toxicidade aguda
desses produtos em peixes de origem brasileira da espécie
Colossoma macropomum (tambaqui).

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 o peixe
Colossoma macropomum (tambaqui) com peso médio de 4
gramas. Os alevinos foram submetidos a aclimatacao doze
dias antes da exposi¢do aos agentes fungicidas em tanques
com agua declorinizada com dureza total de 36 mg L' de
CaCO,, pH 7,2, temperatura de 27+2 °C, fotoperiodo de
12 horas e alimentados uma vez ao dia. Tais condi¢des
ambientais foram mantidas durante todo o experimento,
a excegdo da alimentagdo, que foi suspensa a partir do
primeiro dia de exposicao aos fungicidas. Sete dias antes da
exposi¢ado aos agentes, foram formados grupos com 5 animais
cada, sendo estes alocados em aquarios observando-se a
propor¢do de 1L de agua por grama de peixe. A exposicao
dos animais ocorreu pelo periodo de 96 horas, utilizando-se
do piraclostrobin nas concentragdes de 0,009; 0,020; 0;030;
0,050 ¢ 0,100 mg L'; do epoxiconazol nas concentragdes
de 0,950; 1,700; 3,100; 5,500 ¢ 10,000 mg L' e da mistura
dos fungicidas piraclostrobin (13,3% m/v) e epoxiconazol
(5% m/v) nas concentragdes de 0,009; 0,020; 0,030; 0,050 e
1,000 mg L', além da manuten¢do de grupos-controle. Para
cada uma das concentragdes testadas foram expostos dois
grupos de peixes. A definicdo das concentracdes utilizadas
baseou-se em estudos prévios de toxicidade aguda pelo
grupo de trabalho.

A mortalidade de cada grupo foi determinada as 24, 48,
72 e 96 horas de exposicao, servindo de base para o calculo
da Concentragdo Letal Média CL,,,, e de seus respectivos
intervalos de confianga a 95% utilizando-se o programa
Statgraphics Plus (Manugistics, 2001). A analise isobolografica
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e o calculo do Indice de Aditividade foram realizados conforme
descritos por Marking (1977, 1985), permitindo avaliar a
ocorréncia de efeito sinérgico, antagdnico ou aditivo dos
ingredientes na mistura sobre o organismo-teste.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de toxicidade aguda em fungicidas permitem
uma avalia¢@o rapida sobre o impacto destes agentes sobre
organismos expostos aos mesmos, permitindo estimar seus
efeitos imediatos sobre a fauna apds sua utilizagdo no ambiente.
Estes estudos servem ainda de base para o desenho dos testes
de toxicidade cronica, estes importantes para a estimac¢ao dos
efeitos de quantidades residuais dos agentes por um periodo
prolongado. A obtencdo de dados através dos diferentes testes
de toxicidade se torna relevante 8 medida que novos agentes
fungicidas sdo langados no mercado e poucos sdo os trabalhos
que avaliam os seus efeitos em grupos representativos dos
diferentes niveis troficos.

No presente trabalho o piraclostrobin foi o fungicida mais
toxico aos peixes dentre os agentes testados, apresentando
uma CL,  equivalente a 0,018 mg L, sendo seguido pela
mistura piraclostrobin + epoxiconazol e por ultimo pelo
epoxiconazol (Tabela 1).

Associando os resultados do presente trabalho e a
classificacdo internacional para riscos agudos ao ambiente
aquatico (Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals — GHS, United Nations, 2009)
o piraclostrobin e a formulagdo combinada de piraclostrobin
+ epoxiconazol enquadram-se como compostos de Categoria
1 - “muito téxico a vida aquatica”, enquanto o epoxiconazol
como fungicida isolado classifica-se na Categoria 2 — “tdxico
a vida aquatica”.

A agénciareguladora de pesticidas da Australia (APVMA,
2003) registra a CL, de piraclostrobin proxima aos valores
determinados neste trabalho, variando de 0,019 — 0,034 mg
L para a perca-sol (Lepomis macrochirus) ¢ 0,012 — 0,026
mg L para a carpa (Cyprinus carpio). Valores proximos
sdo disponibilizados pela agéncia de seguranca alimentar
européia (EFSA, 2008), que informa, apods testes com
diversas espécies de peixes, CL de epoxiconazol entre 3,14
— 8,27 mg L, sendo a truta (Oncorrynchus sp.) a espécie
mais sensivel. Por outro lado, Kreutz et al. (2008) expondo

Tabela 1 - Concentragdo Letal Média (CL, ) € equacio de regressdo

da dispersdo de mortalidade de Colossoma macropomum submetidos a

diferentes concentragdes de piraclostrobin, epoxiconazol e a mistura de
piraclostrobin (13,3%) + epoxiconazol (5,0%) por 96 horas.

Fungicida CL,, o, Equacgio de regressio *R?
Piraclostrobin 0,018 mg L' y=-11,198 + 623,993 x 0,89
Epoxiconazol 2,280 mg L™ y =-3,755+ 1,644 x 0,82
Mistura

(piraclostrobin + 0,021 mg L' y=-12,675+ 607,533 x 0,78

epoxiconazol)

* R? = coeficiente de determinagdo
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jundids (Rhamdia quelen) a formulagdo combinada idéntica
de fungicidas (piraclostrobin + epoxiconazol) determinou
um valor de 9,9 mg L' para CL_,, , o que foi muito acima
do encontrado neste experimento.

A variabilidade na sensibilidade entre diferentes espécies ¢ um
fator a ser ponderado quando da execuc@o de provas em animais.
Neste interim, Breuer (2004) em estudo de toxicidade aguda com
outra estrobilurina (fluoxastrobin), expds trutas e percas-sois ao
fungicida, determinando valores de CL,,, que variaram de 0,33
mg L'a 0,97 mg L', para cada uma das espécies.

A analise isobolografica (Figura 1) e o célculo do Indice
de Aditividade (IA) equivalente a 0,17 sugerem que o efeito
da combinagdo entre os dois fungicidas na proporgéo utilizada
apresenta pouco efeito sinérgico, sendo a formulagao associada
de piraclostrobin ¢ epoxiconazol testada apenas 1,17 vezes
mais toxica que os fungicidas em separado, em relacdo a
toxicidade aguda sobre o Colossoma macropomum.

Todavia, deve-se considerar que essa sinergia pode ser
relevante para outros organismos aquaticos nao-alvo. Neste
contexto, o trabalho de Prestes et al. (2011) relata que a
combinagdo semelhante de fungicidas exerce um forte
efeito sinérgico sobre algas da espécie Pseudokirchneriella
subcapitata, com fator de magnificacdo de toxicidade de 13,6
vezes em relagdo a toxicidade individual de cada composto.
A variagdo da sensibilidade entre espécies ndo-alvo fica
evidente quando consideramos os mesmos fungicidas
utilizados neste trabalho testados em individuos de outros
niveis troficos em seus respectivos testes de toxicidade
aguda (Tabela 2).

Osresultados do presente trabalho sdo titeis no planejamento
de estudos de longo prazo para a comparacdo de toxicidade
entre fungicidas, em especial para os agentes estudados, além
do fornecimento de dados sobre interagdes de poluentes em
organismos nao-alvo. Neste interim, o trabalho traz ainda a
possibilidade da utilizagdo do tambaqui como alternativa
interessante para testes de toxicidade, dada a disponibilidade,
custo de aquisi¢@o e facilidade de manutengdo desta espécie
sob condi¢des de laboratorio.
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Figura 1 - Analise isobolografica da toxicidade de piraclostrobin,
epoxiconazol e sua mistura em peixes. O ponto triangular abaixo da reta
representa a concentragdo da combinagdo piraclostrobin + epoxiconazol

que causa 50% de morte de um grupo de peixes expostos. O indice de
Aditividade (IA) calculado para este ponto equivale a 0,17.
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Tabela 2 - Concentragdo Letal Média (CL, ) de espécies representantes

de trés diferentes niveis troficos submetidos a diferentes concentragdes

de piraclostrobin, epoxiconazol e a mistura de piraclostrobin (13,3%) +
epoxiconazol (5,0%).

Alga Microcrustiaceo Peixe
Fungicida P. subcapitata’ D. similis* C. macropomum?®
(CL50-7ZI|) (CL50—48h) (CLSO-‘)Gh)
Piraclostrobin 5,57 mg L' 0,018 mg L*! 0,018 mg L*!
Epoxiconazol 1,14 mg L 0,090 mg L"! 2,280 mg L"!
Mistura
(piraclostrobin + 0,20 mg L 0,023 mg L 0,021 mg L

epoxiconazol)

Fontes: 1 - Prestes et al. (2011); 2 - Prestes et al. (2010); 3 - resultados deste
trabalho.
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