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Resumo

Estudos com inseticidas e herbicidas demonstraram que as curvas SSD (Distribui¢éo
de Sensibilidade das Espécies), baseadas nos grupos taxondémicos mais sensiveis, podem
ser usadas para determinar os valores das concentragdes que protegem todas as espécies.
Assim, os objetivos deste estudo consistiram em verificar quais os grupos taxonémicos mais
sensiveis para fungicidas, se as espécies padrao séo representativas e se protegem todas
as outras espécies, no ambito da avaliacdo de risco ambiental de fungicidas para
ecossistemas aquéticos.

Foram utilizados dados de toxicidade aguda e crénica de 86 fungicidas, calcularam-
se as tolerancias relativas (Trel) e agruparam-se os dados em crustaceos, peixes,
produtores primarios e invertebrados. A partir dos valores de Trel elaboraram-se as curvas
SSD. Simultaneamente a divisdo em grupos taxondmicos, os dados foram organizados por
modo de acdo (MOA) e elaboradas as curvas SSD, sabendo-se, assim, quais as espécies
mais sensiveis para cada um dos MOA dos fungicidas considerados.

Com este estudo, concluiu-se que o MOA dos fungicidas tem influéncia na
identificacdo do grupo taxondémico mais sensivel. Pelas curvas SSD obtidas, constatou-se
ainda que, para os dados de toxicidade aguda e para a maioria dos MOA de fungicidas, o

grupo taxondmico mais sensivel € o dos produtores primarios.

Palavras-chave: Avaliacdo de risco ambiental; distribuicdo de sensibilidades das espécies;

fungicidas; modos de acao.



Abstract

Studies done with insecticides and herbicides show that SSD (Species Sensitivity
Distribution) curves based on more sensitive taxonomic groups can be used to determine the
environmental quality limits for species protection. The main objective of this study was to
verify the relative sensitivities of taxonomic groups towards fungicides’ with different modes
of action (MOA), and which species are the most appropriate to use as standard test species
for fungicides in the context of environmental risk assessment of fungicides to aquatic
ecosystems. Data could be collected for 86 different fungicides, for which Trel (relative
tolerance) values were calculated. Data was divided according to the taxonomic groups:
crustaceans, fish, primary producers and invertebrates, and the SSD curves were
constructed using the calculated Trel values. Simultaneously with this taxonomic group
division, the data of the 86 fungicides were also grouped by MOA, thus obtaining the

information of which the most sensitive species for each mode of action for fungicides.

It concluded that for most of MOAS, the most sensitive taxonomic group is the primary
producers. It was hence concluded that the MOA of fungicides has an influence on the

identification of the most sensitive taxonomic group.

Key words: Environmental Risk Assessment, Species Sensitivity Distribution, Fungicides,

Modes of Action



Extended Abstract

Despite the fact that fungicides have been used in agriculture for decades and that
they have been reported to pollute surface waters, there is a relatively limited amount of data

available on their side-effects on non-target organisms in the aguatic environment.

The most common existing data on the effects of fungicides on organisms is obtained
through laboratory toxicity tests, where organisms are exposed to different conditions, which
seek to copy the natural environment. The response of the organisms is used to assess the

negative, lethal and sub lethal effects of these fungicides.

On the ecotoxicological evaluation, the scientific development must be taken into
account, as well as all biological data and available information important to the
ecotoxicological profiling of the ative substance. The potentially negative effects observed

during the ecotoxicological routine studies should also be taken into account.

Available ecotoxicological tests on aquatic organisms vary in complexity, ranging
from bioassays to complex field studies. In laboratory bioassays, only a selection of standard
test species is used as representatives of different trophic levels. However, the drawbacks of

this method include the lack of ecological realism and the limited number of species tested.

Other tests that may be carried out in a higher-tier pesticide risk assessment use
ecosystem models (microcosms and mesocosms). Model ecosystem experiments allow for
replication, are easily manageable and provide ecological realism, therefore being

considered as a bridge between bioassays and field studies.

The risk assessment process for fungicides in Europe recurs to ecotoxicity studies
that vary in complexity, from laboratory bioassays (single species tests) to field studies.
Extrapolating data derived from selected standard test species to all the species that could
potentially be exposed to a fungicide is highly uncertain and particularly problematic when
dealing with a fungicide with a wide spectrum activity. One approach to reduce such
uncertainty is to use species sensitivity distribution (SSD) curves, i.e. by incorporating toxicity

data of non-standard test species.

Previous studies done with insecticides and herbicides demonstrate that SSD curves,
based on more sensitive taxonomic groups can be used to determine the concentration
values that protect x% of the species assemblages (hazard concentration HCx). Based on
their mode of action, it is evident that the taxonomic groups most sensitive to insecticides

and herbicides are usually crustaceans and primary producers, respectively. However, the



same does not apply to fungicides, for which it is presently not clear which of the aquatic
taxonomic groups (vertebrates (fish), invertebrates or primary producers) used in the
environmental risk assessments for pesticides, should be the focus of attention. Our
hypothesis was that the most sensitive group could be different depending on the toxic mode

of action of fungicides.

The main objectives of this study were: a) to verify the relative sensitivities of the
taxonomic groups for different modes of action of fungicides, and b) to assess whether the
standard test species currently required for the environmental risk assessment of fungicides

are sufficient or whether additional test species are required
From this investigation we can conclude:

« The fungicides’ mode of action has an influence on which is the most sensitive
taxonomic group

«  For the acute toxicity data, and for the majority of the fungicides’ modes of action, the
taxonomic group that presents the greatest sensitivity is the primary producers, however,
modes of action A, B and “non-EBDC” are exceptions.

* For mode of action A (nucleic acids synthesis), the most sensitive taxonomic group is
the crustaceans, for mode of action B (mitosis and cells division) it is the fish, and for the
non-EBDC group it is the invertebrates.

« The standard species Pseudokirchneriella subcapitata is not representative of the
taxonomic group for modes of action B (mitosis and cells division), G (sterol biosynthesis in
membranes) and non-EBDC, as the PAF (Potentially Affected Fraction) value is greater than
40% for any of them.

« The standard species also turned out to not be a good standard species for the
modes of action A (nucleic acids synthesis), D (amino acids and protein synthesis), E (signal
transduction) and G (sterol biosynthesis in membranes), as it always generated a PAF value

greater than 40%.
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1. Introdugéo

Com o aumento da populacdo mundial cresceu a procura de bens de consumo, o
que provocou uma maior intensificacdo na utilizacdo de pesticidas para reforcar a
produtividade agricola. Este crescente uso de pesticidas torna-se prejudicial quando, através
de escorréncias, lixiviacbes e outras formas de dispersdo, 0s ecossistemas aquaticos
acabam por ser expostos a niveis de concentracdo que podem provocar efeitos negativos

nesses ecossistemas.

Apesar dos fungicidas serem utilizados na agricultura h4 décadas e de haver
evidéncias destes pesticidas em aguas de superficie, existem relativamente poucos dados
disponiveis sobre o0s seus efeitos para 0os organismos nao-visados no ambiente aquatico,
pois, apenas nos paises do sul da Europa, os fungicidas séo os pesticidas mais utilizados na
agricultura. Devido ao facto do clima ser mais quente, a propagacdo dos fungos esta assim
mais facilitada nos paises do sul. Este facto explica entdo a discrepancia de valores
relativamente a utilizacdo de fungicidas por paises do sul e do norte da Europa (Daam et al.,
2009). No caso de Portugal sdo descritas no quadro seguinte as vendas registadas em 2011

dos produtos para protecgédo de plantas (Quadro 1).

Quadro 1 - Produtos para protecdo de plantas vendidos em Portugal no ano de 2011.

(Fonte: DGAV, 2012)

Tipo Quantidade vendida (kg de substancia ativa)

Fungicidas 9968444

Herbicidas 1995271
Inseticidas/Acaricidas 334400

Reguladores de crescimentos de plantas 3868

Moluscicidas 10317

Outros 1690163

Total 14002463

Os dados existentes sobre os efeitos dos fungicidas nos organismos séo obtidos,
nomeadamente, através de testes de toxicidade feitos em laboratério onde aqueles séo
expostos a diferentes concentragBes de pesticidas. A sua resposta é usada para detetar e
avaliar efeitos adversos, letais ou subletais destes fungicidas nos organismos e ainda

calcular valores de toxicidade.



Na avaliagdo ecotoxicolégica deve ter-se em conta o desenvolvimento cientifico,
assim como todos os dados biologicos e informagbes disponiveis importantes para a
avaliacao do perfil ecotoxicolégico da substancia ativa. Deve-se averiguar também os efeitos
potencialmente negativos observados durante o0s estudos ecotoxicologicos de rotina,
fazendo-se estudos adicionais para investigar as causas e avaliar o significado desses
efeitos (SANCO, 2010).

Os testes com organismos aquéticos, podem variar no grau de complexidade desde
bioensaios até estudos de campo mais complexos. Nos bioensaios apenas é usada uma
espécie padrdo (“single species tests”) para varios grupos taxonomicos. Contudo, as
desvantagens deste método sdo a falta de realismo ecoldgico e o nimero limitado de

espécies testadas.

Podem ainda considerar-se outros testes para avaliar a toxicidade dos pesticidas,
como 0s ensaios com modelos de ecossistema (microcosmos e mesocosmos), que
constituem uma “ponte” entre os bioensaios e 0s ensaios de campo. Estes testes, que
permitem a replicacdo, séo facilmente controlaveis e fornecem realismo ecol6gico. Segundo
Crossland et al. (1992), microcosmos séo sistemas experimentais onde o volume de agua
ndo excede os 15 m®ou canais experimentais onde o comprimento é inferior a 15 m. Por
outro lado, mesocosmos s&o sistemas experimentais com mais de 15 m® de agua ou canais
experimentais com mais de 15 m de comprimento. As desvantagens destes modelos de
ecossistemas séo o facto de serem bastante dispendiosos, e de quanto maior for o nivel de
complexidade, mais dificil se torna estabelecer relacdes de causa-efeito (Daam e Van den
Brink, 2011)

Na Europa, o processo de avaliacdo do risco para fungicidas utiliza informacgdes de
estudos de ecotoxicidade que variam em complexidade, desde bioensaios de laboratério
(single species tests) até estudos de campo. Dever-se-4, contudo, extrapolar, com cuidado,
os dados obtidos através de algumas espécies para todas as que possam ser expostas a
um fungicida, pois estes podem ter um largo espectro de atividade (Maltby et al., 2009). De
modo a reduzir esta incerteza, pode-se recorrer a curvas de distribuicdo de sensibilidade
das espécies (SSD), que incorporam mais valores de toxicidade do que apenas os valores
relativos as espécies padrdo (Maltby et al., 2009). Estudos anteriores com inseticidas e
herbicidas demonstraram que as curvas SSD com base nos grupos taxondémicos mais
sensiveis podem ser usadas para determinar as concentracdes limiares (hazard
concentration HCXx), que agem como protetores das comunidades.

Por um lado, é claramente aceite que 0s inseticidas e herbicidas atuam mais

directamente nos crustaceos e produtores primarios, grupos taxonémicos mais sensiveis a



este tipo de pesticidas. Por outro lado, ndo esté claro qual dos trés grupos taxonomicos,
utilizados em avaliagcfes de risco de pesticidas (vertebrados (peixes), invertebrados ou os
produtores primarios), deve ser o foco de atengdo para os estudos com fungicidas (Maltby et
al., 2009).

Tendo isso em atencgdo, este trabalho organizou-se em quatro capitulos, a saber: o
primeiro constitui o intréito; o segundo, no qual se faz uma descricdo da avaliacdo de risco
prospectiva dos pesticidas em ambiente aquatico; no terceiro, apresentam-se 0s materiais e
métodos, os resultados e a sua discussdo, segundo a forma de artigo cientifico, mas
integrando esta tese como um capitulo e, por ultimo, no capitulo quatro, sdo expostas as

conclusodes deste estudo.

2 Avaliacdo Prospectiva de Risco Ambiental em Ecoss  istemas Aquaticos

Por forma a proteger as espécies de agua doce de efeitos que podem ser
provocados pela contaminagcdo do seu ecossistema, muitos paises comecaram a
estabelecer critérios de qualidade das aguas e a exigir uma avaliacdo de risco ambiental,
designada doravante por ERA, antes do registo do pesticida. Na Europa, 0s testes possiveis
para avaliar os riscos ambientais de pesticidas antes da sua colocacdo no mercado séo
descritos no documento de orientagdo da UE sobre Ecotoxicologia Aquética (SANCO, 2002)
e no Regulamento n © 544/2011 (EC, 2011), SANCO 2010 (SANCO, 2010) um documento
de apoio ao Regulamento n® 1107/2009 (EC, 2009) e, mais recentemente, no Regulamento
n® 283/2013 (EC, 2013). Por outro lado, a Diretiva Quadro da Agua 2000/60/CE (EC, 2000)
pretende que se atinja um "bom estado" das aguas europeias, 0 que serd alcangado, em
parte, se se protegerem as popula¢des de organismos aquaticos desta pressdo (Daam e
Van den Brink, 2011).

A directiva suprarreferida exige uma avaliacdo retrospetiva (de diagndstico), na qual
€ necessario considerar os efeitos conhecidos, e o risco existente ou passado, assim como
as descargas para o ambiente. Além da abordagem retrospectiva, € também feita uma
avaliacao prospetiva (de progndstico) antes da comercializacdo ou utilizagdo do pesticida,
que faz uso de modelos para estimar a exposi¢do (Solomon et al., 2008). Para tornar a
avaliacdo de risco ambiental mais facil do ponto de vista da avaliacdo prospetiva é frequente
recorrer-se a uma abordagem por niveis. A base fundamental desta abordagem é a
progressao, pois inicia-se com uma avaliacdo simples para depois se avancar para testes
mais especificos, tornando-se assim, a avaliagdo mais complexa e reduzindo a incerteza

desta avaliacéo.



Esta avaliacdo por niveis permite focar mais atencdo nas substancias mais
problematicas uma vez que as substancias que ndo apresentam risco séo aceites logo apos

a avaliacao preliminar, isto é, em niveis iniciais.

O nivel um da ERA é baseada em valores do quociente entre a toxicidade (PNEC:
concentracdo sem efeitos previsiveis) e a exposi¢cdo (PEC: concentracdo ambientalmente
prevista). A PNEC é baseada em valores de testes de bioensaios feitos em laborat6rio com
um numero limitado de espécies padrdo. Os valores de PEC sdo obtidos através de
modelos computacionais, nos quais se tem em conta as caracteristicas dos pesticidas, a
dose recomendada e um cenéario padrdo simulado. Como os valores limite sdo uma
estimativa do quociente entre a toxicidade e a exposicdo (TER), aplica-se um fator de
incerteza para garantir a protecdo de espécies nado testadas e que eventualmente possam
ser mais sensiveis. Consequentemente, niveis superiores desta avaliagdo podem incluir
dados resultantes de teste de toxicidade de laboratério com espécies adicionais (permitindo
assim a construcdo de curvas SSD), testes aquaticos de microcosmos e mesocosmos
(modelos de ecossistema), modelos populacionais e “Food-web”. Como um todo, o sistema

de niveis precisa:
1. Ser adequadamente protetor

2. Ser internamente consistente

w

Ter relacdo custo-eficacia

4. Resolver problemas com maior grau de realismo e complexidade quando se avanca

de niveis mais baixos para niveis mais elevados (Brock e Van Wijngaarden, 2012).

—
Realllsmo 42 Nivel: Modelos populacionais e .........
Ecoldgico “Eood-Web”
A ood-wve Verificacdo

32 Nivel: Abordagem do modelo de
Ecossistema

22 Nivel: dados basicos e adicionais ] Calibracdo
de toxicidade aguda (SSD)
19 Nivel: dados basicos de toxicidade aguda —

»  Complexidade

Figura 1 - Esquema da abordagem por niveis para a avaliagdo do efeito dos pesticidas (Adaptado de Brock e
Van Wijngaarden, 2012)



2.1 Procedimentos de Avaliacdo de Risco Ambiental e = m Ecossistemas
Aquaticos

Na busca de uma uniformidade de critérios, o processo de avaliacdo de risco de
pesticidas para ecossistemas aquaticos esta descrito no Documento de Orientagdo da EU
sobre Ecotoxicologia Aquética (SANCO, 2002). Posteriormente, estes documentos foram
revistos e actualizados (SANCO, 2010; EC, 2013; EFSA, 2013) tendo em conta novas
exigéncias para os testes de toxicidade aguda e crénica para 0s organismos aquaticos

necessarios a avaliacdo de risco.

Abaixo, expdem-se os procedimentos de avaliagdo utilizados:
SANCO 2002
Vertebrados (Peixes)

v' Toxicidade Aguda:
No caso da toxicidade aguda para os peixes sdo sempre exigidos os dados para o

Oncorhynchus mykiss e uma espécie de agua quente.

v' Toxicidade Cronica:

O estudo de toxicidade crénica deve ser realizado excepto se se comprovar que a
exposicao prolongada, ou repetida, é improvavel de ocorrer. Estes testes sdo importantes
pois sdo a Unica medida para avaliar os efeitos subletais. O teste de toxicidade crénica deve
ser exigido quando o DTy, da fragcdo agua-sedimento (tempo de degradacdo médio no
sistema agua-sedimento) é = 2 dias a um pH entre 6-9. Na prética, significa que os dados
dos testes de toxicidade crdénica sdo quase sempre necessarios. Estes dados podem ser

obtidos por trés testes diferentes:

Testes de acordo com os protocolos da OCDE 204 e 215 (Organizacdo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico; OCDE 1984, 2000),
Teste ELS (teste de fase inicial de vida)

Teste FLC (teste de ciclo de vida completo)

Sobre o teste OCDE 204, h4 algumas reservas, pois, 0 Unico endpoint considerado &
a mortalidade e a duracdo de exposicao é de apenas 14 dias. Além disso, 0 estagio de
desenvolvimento do O. mykiss considerado ndo € particularmente sensivel. No entanto,
estudos conduzidos nos ultimos anos de acordo com este protocolo consideram exposicoes

de 21 dias e endpoint como crescimento, mortalidade e comportamento.



Acresce a estes factores, o estigio de desenvolvimento do O. mykiss a ser testado,
ser o recomendado no protocolo da OCDE 215 para o “teste de crescimento juvenil”. Logo, o
mais apropriado € a combinacdo dos dois protocolos. Assim, o estudo devera entéo ter a
duracdo de exposicdo de 28 dias e ter como endpoint, a sobrevivéncia, crescimento e
comportamento. Para algumas substancias, podera ser necessario considerar um teste de
ELS ou um FLC. Este ultimo, s6 pode ser exigido se aquelas obedecerem a trés requisitos
(valor limite <0,1 mg/l, BCF> 1000 e DTqo> 100 dias). Caso contrério, o teste a realizar sera
o ELS.

Produtores Primérios (Algas e Macrdfitas)

v' Toxicidade Cronica:

E necessario para todos os tipos de pesticidas um teste com algas verdes. Devera
ser realizado um teste adicional com uma segunda espécie de algas para os herbicidas e
reguladores de crescimento de plantas, dado terem maior potencial de alta toxicidade para
0s produtores primarios. Esta segunda espécie devera ser de outro grupo diferente do da
primeira, como por exemplo as diatomaceas ou as cianobactérias.

Os testes com macrdfitas deverdo ser realizados para herbicidas e reguladores de
crescimento de plantas, recorrendo a Lemna sp. o endpoint mais importante é o nUmero de
frondes, mas se existirem valores de toxicidade para a biomassa ou outro parametro que

sejam mais baixos, entdo estes poderéo ser usados na avaliagdo de risco.

Invertebrados

z

A Daphnia é utilizada como espécie representativa dos invertebrados por varios
motivos, entre os quais se destacam a sua facilidade de cultura, a disponibilidade de
protocolos internacionais tanto para testar a toxicidade aguda como para a cronica, bem

como a sua sensibilidade a substancias toxicas.

v' Toxicidade Aguda:

Sao sempre necessarios os dados de toxicidade aguda para a Daphnia. Para os
herbicidas e fungicidas esses dados sdo considerados representativos para 0s insetos
aquaticos. Porém, se se tratar de um inseticida, tem se acautelar se este tem um modo de
acdo especifico. Nesse caso, a sensibilidade dos invertebrados podera nao estar bem
representada pela Daphnia, e devera entdo ser feito um teste de toxicidade aguda com o

Chironomus riparius (48 h somente em agua).



v Toxicidade Cronica:

Sao necessérios dados de toxicidade cronica para compostos que sdo aplicados
mais do que uma vez por periodo de cultura, ou sempre que se verificar que DTso= 2 dias.
Se o inseticida apresentar um modo de acao especifico e se ECsy 48 h para Chironomus sp
for pelo menos dez vezes inferior aos valores de ECs, 48 h da Daphnia, entdo, devera ser

feito um estudo de toxicidade cronica com Chironomus sp.

SANCO 2010, EC (2013), EFSA (2013)

Vertebrados (Peixes)

v' Toxicidade Aguda:
No caso da toxicidade aguda para os peixes sédo exigidos os dados para o O. mykiss
devendo o teste ser conduzido a 100 mg substancia/L ou numa concentracéo adequada do
pesticida. Quando a mortalidade é detetada no teste dos peixes, sera necessario um estudo

de dose-resposta, para determinar LCsq utilizada na avaliacao de risco.

v Toxicidade Cronica:
Um teste de toxicidade cronica é necessario sempre que a exposicado em aguas
superficiais € provavel e a substancia for considerada estavel em agua, ou seja, se houver

uma perda inferior a 90% da substancia original ao longo de 24 horas via hidrolise.
Neste relatério ha dois possiveis testes:

Teste ELS (teste de fase inicial de vida)

Teste FLC (teste de ciclo de vida completo)

Quando se usa o teste ELS, este deve determinar os efeitos sobre crescimento,
desenvolvimento, comportamento e os efeitos observados em estagios iniciais de vida dos
peixes. Assim a EC,o e EC,, devem ser referidas, bem como o NOEC.

Caso seja feito o teste FLC, este deverd determinar efeitos sobre a reproducéo e a
viabilidade da geracdo descendente, devendo também apresentar os valores de ECy, €
EC,,, bem como o NOEC.



Produtores Primérios (Algas e Macrdfitas)

v" Toxicidade Cronica:
- Efeito sobre o crescimento das algas
O teste é sempre necessario para algas verdes e este deve referir os valores de
ECi0, ECy0, ECs € 0s correspondentes valores de NOEC para a taxa de crescimento (das
algas) com base em medi¢cdes de biomassa. Para substancias que apresentam atividade
herbicida devera ser realizado um teste nhuma segunda espécie de um grupo taxonémico
diferente como, por exemplo, Navicula pelliculosa. O teste deve igualmente ser conduzido

até concentracdes de 100 mg substancia/L

-Efeito sobre macrdfitas aquaticas (caso seja regulador de crescimento ou herbicida)

Os testes para determinar os efeitos toxicos sobre as macrofitas devem ter em
atencdo os valores de EC,q, EC,y, ECs, € 0s correspondentes valores NOEC. Para as
macrofitas a espécie mais utilizada € a Lemna sp, pelo que € necessaria a sua taxa de
crescimento e rendimento, com base nas medi¢des do nimero de folhas e pelo menos uma

variavel de medicdo adicional (peso seco, peso humido ou area dos frondes).

Sao, no entanto, necessarios testes adicionais com outras espécies de macrofitas
pois a Lemna sp. ndo é suficientemente representativa devido a diferencas nos modos de
acdo especificos. Por isso, serdo necessarios testes adicionais com outras espécies

consoante o modo de ac¢ao ou se houver evidéncias claras de:

e Maior toxicidade para dicotileddneas, utilizando-se habitualmente a Myriophyllum
aquaticum;

« Maior toxicidade para as monocotiledéneas, utilizando-se a Glyceria maxima.

Invertebrados

v' Toxicidade Aguda:
Para a avaliacdo da toxicidade aguda dos invertebrados € necessaria a realiza¢cédo de

dois testes:
1) ECso 48h para Daphnia

2) ECs 48h para A. bahia e/ou C. riparius (caso seja um inseticida).



O teste deve determinar a toxicidade aguda para as 24 e 48 horas da substancia
teste, expressa em ECso para a imobilizacdo e, sempre que possivel, a maior concentracao

gque nédo provoca a imobilizacéo.

v' Toxicidade Cronica:
Para determinar a toxicidade cronica, sdo necessarios dados de todas as
substancias nomeadamente: onde a exposi¢cdo em aguas superficiais seja provavel e onde a
substancia seja considerada estavel em 4gua, ou seja, onde haja uma perda inferior a 90%

da substancia original ao longo de 24 horas via hidrolise.

Caso a substancia seja um regulador de crescimento de insetos, é necessario
realizar um teste adicional com C. riparius. Quanto a reproducdo e desenvolvimento da
Daphnia magna e de outros invertebrados aquaticos, o teste devera medir os efeitos
adversos, tais como imobilizacdo e reproducdo. Os valores de ECy, e EC,, devem ser

avaliados, bem como o valor de NOEC.

2.2 Espécies a utilizar como espécies representativ. as dos grupos taxondmicos
na avaliacao de risco ambiental em ecossistemas aqu  aticos

As macrdfitas aquaticas desempenham varios papéis criticos e funcionais nos
ecossistemas aquaticos. Os primeiros sequestram carbono, produzem oxigénio, estabilizam
os sedimentos e contribuem para a dissipacdo de contaminacdo e da degradacdo. Ao
realizar essas funcbes, as macrofitas fornecem servicos ambientais importantes ao
ecossistema. Consequentemente, sdo um dos grupos funcionais de organismos a serem
abordados na avaliacdo de riscos dos pesticidas (Giddings et al., 2012). No grupo das
macrofitas aquaticas, a representatividade da Lemna spp. foi posta em causa durante o
desenvolvimento dos novos requisitos de dados para o registo de pesticidas na UE. Esta
guestao foi discutida no seminario, "Avaliacdo de Risco para Pesticidas em Macrofitas
Aquaticas (AMRAP)” (Maltby et al., 2009). Uma das recomendacfes deste seminério foi
para que se reunisse e analisassem dados sobre toxicidade de macrdfitas, a fim de permitir
uma avaliacdo da sensibilidade da Lemna spp. em relacdo a outras espécies de macrofitas.
Concluiu-se que as curvas SSD, que integram os resultados de testes de toxicidade em
laboratério com varias espécies para estimar concentracdes perigosas (valores HCx), foram
considerados ferramentas Uteis para resolver a questdo da sensibilidade relativa (Maltby et
al., 2009).



Num estudo recentemente realizado por Giddings et al., (2012), discute-se
precisamente a utilizacdo da Lemna spp. como espécie padrao das macrofitas. Utiliza-se,
por isso, a abordagem das curvas SSD para explorar a sensibilidade relativa da Lemna spp.
(especialmente L. gibba) relativamente a outras espécies de macroéfitas. Como a
Myriophyllum spp. tem sido sugerida para nova espécie padrdo de teste para macrofitas
para resolver problemas concretos, como a questdo dos modos de acdo especificos
afetarem as dicotiledéneas e a toxicidade de sedimentos, a sensibilidade do Myriophyllum
spp. (especialmente M. spicatum) em relacdo a outras espécies de macrdfitas, esta foi
abordada na analise dos dados, também. Além disso, as quatro espécies de algas (teste P.
subcapitata, Anabaena flos-aquae, Navicula pelliculosa e Skeletonema costatum),
necessarias para o registo de pesticidas nos EUA, foram consideradas conjuntamente para
avaliar o grau de protecdo das espécies padrao de macrofitas e de algas juntos (Giddings et
al., 2012).

No artigo acima mencionado, estavam disponiveis valores de ECsy para seis ou mais
espécies de macrofitas para cada um dos onze herbicidas e trés fungicidas. Os modos de
acdo destas substancias incluiam inibicdo da fotossintese, a inibicdo de varias vias de
biossintese, inibicdo da respiracdo fungica e outras vias de inibicdo. Apds compilar os
dados, executaram-se as curvas SSD, uma para cada pesticida. As conclusdes deste artigo

mostram que:

a) A Lemna gibba e M.spicatum ndo sdo as espécies mais sensiveis para todos os
herbicidas e fungicidas;

b) L. gibba estava entre as espécies de macrofitas mais sensiveis para cerca de
metade dos herbicidas e fungicidas examinados, mas revelou-se bastante insensivel
para cerca de um quarto dos produtos quimicos. L. gibba foi a espécie Lemna mais
sensivel para quase todos os produtos quimicos.

c) M. spicatum estava entre as espécies de macrofitas mais sensiveis para
aproximadamente um quarto dos herbicidas e fungicidas examinados. M. spicatum
estava entre as macréfitas menos sensiveis a varios outros produtos quimicos. M.
spicatum foi a espécie Myriophyllum mais sensivel para a maioria dos produtos

quimicos, nos quais as comparagdes eram possiveis.

O uso de curvas SSD tem sido amplamente discutido na area de ecotoxicologia e
tem sido recomendada para avaliacdo da regulacdo dos pesticidas. Na andlise aqui
relatada, as curvas SSD foram utilizadas para resolver o problema da sensibilidade relativa
de espécies de macrofitas e de algas em relagdo a outras espécies. Em conjunto, os

resultados, acima descritos para os catorze produtos quimicos, mostram que nem L. gibba,
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nem M. spicatum foram consistentemente as espécies de macrdéfitas mais sensiveis para
todos os herbicidas e fungicidas examinados. Estes resultados estdo de acordo com outros
investigadores (Arts et al., 2008; Fairchild et al., 1997,1998; Vervliet-Scheebaum et al.,
2006) que concluiram que nenhuma espécie de macrdfitas foi sempre a mais sensivel, e
gue um conjunto de testes a varias espécies de plantas aquéticas pode ser necessario para

realizar as avaliacdes de risco para herbicidas (Giddings et al., 2012).

No artigo Brock e Van Wijngaarden (2012) foi estudado qual a espécie
(Americamysis Bahia e/ou Chironomus spp) que deve integrar a avaliagdo de primeiro nivel
para inseticida, de acordo com o novo requisito proposto pela UE além da D. magna. Para
isso, foram utilizadas concentracdes limite obtidas em estudos de microcosmos e
mesocosmos com inseticidas, de modo a calibrar o primeiro nivel do processo de avaliacao
de efeitos dos insectidas. Agruparam os 31 inseticidas segundo 7 categorias:
organofosforados, carbamatos, piretroides, reguladores de crescimento de insetos,
neonicotinodides, biopesticidas e outros tipos de inseticidas. Os dados de toxicidade de
espécies Unicas (single species) foram selecionados segundo a sua duracdo (48-96h) e os
endpoint (imobilizacdo e mortalidade). Cada estudo foi classificado como regime de
exposicdo Unica ou regime de exposicado repetida. Para cada composto e regime de
exposicao obteve-se 0 NOEC, (concentracdo sem efeitos observaveis no ecossistema) a
partir de ensaios com modelos de ecossistemas através de testes de concentracfes sem
efeitos ambientais significativos (classe de efeito 1) ou efeitos leves em amostras individuais
(classe de efeito 2) para o endpoint mais sensivel (Brock e Van Wijngaarden, 2012). Em
seguida, compararam os NOEC,., com as RAC (concentragdes legislativas aceitaveis= valor
de toxicidade aguda a dividir por um fator de incerteza de 100 (E(L)Cs0/100)) na proporgéo
de 1:1 para crustaceos de primeiro nivel, com base nos dados de toxicidade aguda para a

D. magna, A. bahia, Chironomus spp. e G. pulex, obtidos em ensaios de single species.

Concluiu-se entdo que a protecdo depende do modo de acao do inseticida avaliado.
No caso dos organofosforatos, carbamatos e piretroides usando os dados de toxicidade
aguda da D. magna ou estes em combinagdo com C. riparius (28d NOEC/EC,,), a maioria
esta protegida. No entanto, para neonicotindides e reguladores de crescimento de insetos o
mesmo ndo acontece, pois ndo h4 protecdo completa, especialmente quando apenas se usa

dados da D. magna.

Concluiu-se, ainda, que a avaliacdo de primeiro nivel com base nos valores da D.
magna em combinacdo com os valores de A. bahia e /ou Chironomus spp. é geralmente
protetora para os efeitos ecoldgicos. Contudo, a avaliagdo apenas baseada na D. magna

ndo € protetora para os efeitos ecoldgicos.
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Como foi descrito por estudos anteriores, para cada pesticida ha uma espécie padrédo
gue € utilizada para bioensaios de laboratorio. No caso dos herbicidas é a Lemna spp. e
uma alga, no caso de inseticidas é a D. magna. No entanto, os valores de toxicidade de
apenas uma espécie ndo sdo representativos de um grupo taxondémico. A proposito dos
herbicidas, sabe-se que o grupo taxondmico mais sensivel é o grupo dos produtores
primérios (algas e macrofitas) e nos inseticidas o grupo mais sensivel é o dos invertebrados.
Assim, a questdo coloca-se quando se fala dos fungicidas, pois ndo ha nenhum grupo que
seja claramente mais sensivel, e se assim for a avaliacdo ter4 que ser feita caso a caso
(Maltby et al., 2009). Como se verifica, nenhum grupo taxonémico € o mais sensivel para os
fungicidas em geral. Surgiu entdo a possibilidade da sensibilidade das espécies estar
relacionada com o modo de acado dos fungicidas ou como o regime de exposi¢do. Maltby et
al., (2009) testaram essa hipbétese por meio de curvas SSD, recorrendo a dados de
toxicidade aguda de 42 fungicidas e dados de modelos de ecossistemas de 12 fungicidas,
que se dividiam por 7 modos de acéo diferentes (Sintese de aminoacidos, divisdo celular,
producdo de energia, integridade da membrana, nefrotoxico, biossintese de esterdis e

multisite, sendo que os multisite se dividem em EBDC e non-EBDC).
As conclusdes a que se chegou neste estudo foram:

Dos 42 fungicidas estudados, 17 apresentaram atividade multisite e cinco deles eram
fungicidas EBDC (ethylene bisdithiocarbamates). Comparando valores de ECsy, 0S peixes
eram menos sensiveis que os invertebrados aos fungicidas EBDC, e menos sensiveis do

gue os invertebrados ou produtores primarios para inibidores da biossintese de esterdéis.

Usando dados de toxicidade de vertebrados e invertebrados para 14 fungicidas
foram construidas curvas SSD separadas, esta analise confirmou a menor sensibilidade dos
peixes para fungicidas EBDC (valores de HCs dos invertebrados sendo significativamente
inferiores aos valores HCs vertebrados), mas ndo detetou diferencas significativas nas

estimativas de HCs entre grupos taxonémicos dentro dos outros modos de acgéao.

No presente trabalho, os objetivos serdo fazer um estudo de quais as espécies ou 0s
grupos taxondmicos mais sensiveis para os fungicidas, verificar a sensibilidade relativa dos
grupos taxonomicos para os diferentes modos de ac¢éo dos fungicidas e identificar quais as

espécies mais apropriadas para utilizar como padréo nos fungicidas.
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3.1 Abstract

Studies done with insecticides and herbicides show that SSD (Species Sensitivity
Distribution) curves based on more sensitive taxonomic groups can be used to determine the
environmental quality limits for species protection. The main objective of this study was to
verify the relative sensitivities of taxonomic groups towards fungicides’ with different modes
of action (MOA), and which species are the most appropriate to use as standard test species
for fungicides in the context of environmental risk assessment of fungicides to aquatic
ecosystems. Data could be collected for 86 different fungicides, for which Trel (relative
tolerance) values were calculated. Data was divided according to the taxonomic groups:
crustaceans, fish, primary producers and invertebrates, and the SSD curves were
constructed using the calculated Trel values. Simultaneously with this taxonomic group
division, the data of the 86 fungicides were also grouped by MOA, thus obtaining the

information of which the most sensitive species for each mode of action for fungicides.

It concluded that for most of MOAS, the most sensitive taxonomic group is the primary
producers. It was hence concluded that the MOA of fungicides has an influence on the

identification of the most sensitive taxonomic group.

Key words: Environmental Risk Assessment, Species Sensitivity Distribution, Fungicides,

Modes of Action

13



3.2 Introduction

As the world population increases, a greater demand for agricultural products follows,
which has triggered a greater usage of pesticides, in order to maximize the agricultural yield.
In order to protect ecosystems from the pollution caused by this, many countries have now
started to impose guidelines for water quality and are demanding an environmental risk

assessment (ERA) prior to pesticide registration (Daam et Van den Brink, 2011).

In Europe, the possible tests to assess the environmental risks of pesticides prior to
their placing on the market are described in the guidance document of the EU on Aquatic
Ecotoxicology (SANCO, 2002) and Regulation No 544/2011 (EC, 2011), SANCO 2010
(SANCO, 2010) a document in support of Commission Regulation No 1107/2009 (EC, 2009)
and, more recently, in Regulation No 283/2013 (EC, 2013). Moreover, the Framework
Directive 2000/60/EC (EC 2000) aims to achieve an" good condition" of European waters,
which will be achieved, in part, is to protect the populations of aquatic organisms in this

pressure.

In such assessments, tiered approaches are frequently used, where at a first level or
tier, a preliminary assessment is carried out, and the pesticides that fail to yield any risks are
thereby deemed acceptable. Only the pesticides that do yield a risk factor are carried to the

next levels.

The ERA Level 1 is based on the quotient of toxicity (PNEC: predicted no-effect
concentration) and exposure (PEC: environmentally expected concentrations) where the
PNEC is based on values of tests made in the laboratory bioassays with a limited number of
species standard, and the PEC values are obtained by computational models where one
takes into account the characteristics of pesticides, the recommended dose and simulated

default scenario.

Since at level 1, only data from bioassays, from a limited number of standard species
is used, an uncertainty factor is applied in order to ensure the protection of more vulnerable

untested species.

At higher levels of this assessment, data resulting from in-lab toxicity tests on
additional species may be used, adding greater complexity to it thus allowing the

construction of SSD curves.

The regulatory risk assessment process for fungicides in Europe uses information

from ecotoxicity studies ranging in complexity, from standardized single-species toxicity tests
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to (semi-)field studies. Extrapolating data obtained for a few species to all species that may
be exposed to a chemical is highly uncertain and it is particularly problematic for fungicides
that may have a broad spectrum activity. One approach for reducing this uncertainty is to
characterize interspecific variation in toxicant sensitivity by constructing species sensitivity
distribution curves (SSD) (Maltby et al., 2009).

SSD curves are usually based on a lognormal regression distribution, where data
from standard species as well as non-standard other species is used. The key advantage
provided by the use of these curves is the reduction in uncertainty, as the greater number of
tested species provides a more representative sample of the species that may exist in

ecossystems.

SSD curves may be used both in prospective and retrospectively risk assessment.
Prospectively, we obtain a concentration values that protect x% of species (usually 95%)
through the HC, value (HC,- Hazard Concentration x%, e.g. HCs to protect 95% of the taxa)
calculated from the lognormal recession curve, and retrospectively it allows us to predict
potentially affected fraction (PAF) of the species assemblage at a given pesticide

concentration.

Previous studies done with insecticides and herbicides show us that SSD curves
based on more sensitive taxonomic groups can be used to determine the concentration

values that protect the communities (e.g. Maltby et al. 2005; Van den Brink et al. 2006).

Considering their type of action, it is clear that the taxonomic groups most sensitive to
insecticides and herbicides are usually crustaceans and primary producers respectively. The
same does not apply to fungicides, where it is not clear which of the taxonomic groups used
in environmental risk assessments on pesticides (vertebrates (fish), invertebrates or primary

producers) should be the focus of attention (Maltby et al. 2009).

The main objectives of this study were: a) To verify the relative sensitivities of the
taxonomic groups to the different mode of actions of fungicides, and b) assess which species
are the more appropriate to use as standard test species in the ERA for fungicides. In this
work will be used bioassays data instead ecosystem models, like in Brock and Wijngaarden
(2012).
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3.3 Materials and Methods

In order to create an Excel document containing the data from the fungicides under
investigation, the List of Fungicides Common Names 2012 was consulted and information on
fungicide common name, modes of action, FRAC codes and chemical groups inserted in the

database.

To expand the number of fungicides, the Alan Woods Compendium of Pesticides
Common Names (Alan Wood Database, 2010) was also consulted, and the information
mentioned above was added to the database for those fungicides for which such information
was not available in the FRAC List 2012 (Fungicide Resistance Action Committee) (FRAC,

2012). In this way, information could be obtained for a total of 410 fungicides.

Subsequently, the EFSA website was consulted, and data from the DAR (Draft
Assessment Reports) were inserted in an Excel document for each 410 fungicides, if
available. In this way, data for 181 on CAS number, scientific name, common name of the
species, group that the species belongs to, exposure types (injected, subcutaneous, etc),
chemical analysis method (calculated, measured, non-measured) support type (fresh water,
salty water), trial location (field, laboratory), trial duration and respective unities; endpoint
(ECso, LCs9, NOEC or LOEC) and respective values; effect/measurement and respective

values could be obtained.

The data for the 181 available fungicides was then uniformed, injection based tests
were rejected, given that it is a type of exposure that is not relevant for this investigation, as
we would only conduct exposures through water; all the units in which the values were
expressed were reviewed and the tests made in the laboratory were separated from those
done in field. Also, all tests that did not comply with the selection criteria of table 2 (used to

reduce endpoint and test duration variability) were rejected.
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Table 2 — Selection criteria used on acute and chronic toxicity tests (adapted from Van den Brink et
al., 2006)

Endpoint Test duration (days)

o L(E)Cso mortality, immobility fish 2-21, invertebrates 1-7,
Acute Toxicity

(animals), growth (plants) macrophytes 2-28, algae 1-7
NOEC or ECs.10: growth, feeding, _ _
] o _ _ fish > 20, invertebrates =6,
Chronic Toxicity reproduction, mortality or
_ - macrophytes =6, algae =2
immobility.

After the standardization, the geometric mean was taken when more than one toxicity

value was available for a given species (and endpoint).

For the same species, the geometric mean was taken for each group of measured
effects (eg L(E)C50 values for immobility and mortality available for an invertebrate). If there
is more than one group of measured effects for the same species, the lowest value of
geometric mean was used as the final value gmECS50, thus, only a final value for each

species is used.

3.3.1 Relative Tolerance Calculation

With the goal of making the toxicity values from the 181 fungicides comparable, the
relative tolerance (Trel) principle was used. The values from the geometric averages
(gmEC50 or gmNOEC) for each species were divided by the geometric average of a single

species, in this case, the single species used was Daphnia magna.
The formulas used for those calculations were:

gmEC50; gmNOEC

Trel

Trel

- ngCSOD.magna B gmNOECD.magna

gmEC50;= EC50 geometric average for species i

gMECS50 p. magna= EC50 geometric average for Daphnia magna
gmNOECi= NOEC geometric average for species i

gMNOEC p. magna= NOEC geometric average for Daphnia magna
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The benchmark value is the one from D. magna, which is 1. If a species is more
sensitive than D. magna, it will yield a Trel value lower than 1. If a species is less sensitive

than D. magna, it will yield a Trel value greater than 1.

Due to the fact that it is necessary to have the values for Daphnia magna and for a
second species in order to calculate the Trel value it was not possible to calculate Trel for all
fungicides. In total, Trel values for 95 of the 181 fungicides for which data were initially

encountered were rejected due to lack of data, so data from only 86 fungicides was used.

3.3.2 Construction of the SSD curves

From the data relative to the 86 investigated fungicides, the EC50 and NOEC
information was grouped by the fungicide’s mode of action and scientific name of the

species.

Whenever two species were the same, the geometric mean was used in Trel (relative
tolerance) to give the gmTrel. After this, the gmTrel values were ordered from the lowest to

the highest within each group, and assigned to the sequential each then calculated the rank.

Number — 0,5

Rank = S -
n? species

To construct the SSD curves, the ETX (version 2.0) software was used (Van
Vlaardingen et al, 2004). The gmTrel geometric average values for each species were
introduced and the software calculated the HCs (risk concentration for 5% of species) and
HCso (risk concentration for 50% of species) risk concentrations, using a log-normal

distribution.

The software also tests the quality of the distribution adjustment via the Anderson-
Darling tests, with a 5% significance level. Only the groups that passed the Anderson-Darling
test and had more than 5 and less than 250 available values had their graphs plotted.

Simultaneously the data grouped by another method, created by 11 classes each
representing a mode of action of fungicides, and used the same program as the previous
methodology (ETX 2.0), but one class have too much values so NR(not recorded) class was

not used (Table 3). In the end only 43 fungicides were available to be used.
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Table 3- Fungicides used in this study organized by mode of action and based on acute toxicity

data
MOA Compound No. taxa
Hymexazole 2
A Metalaxyl 14
Octhilinone 6
Benomyl 18
B Carbendazim 1
Thiabendazole 1
Thiophanate-methyl 7
Azoxystrobin 7
Carboxin 7
C Dinocap 9
Fluazinam 6
Kresoxim-methyl 1
D Cyprodinil 8
Oxytetracycline 11
E Iprodione 11
Vinclozolin 5
Biphenyl 5
Dicloran 2
F Etridiazole 7
lodocarb 4
Quintozene (PCBN) 1
Bromuconazole 8
Cyproconazole 3
Fenarimol 1
G Propiconazole 16
Tebuconazole 1
Triadimefon 1
Triadimenol 2
Triforine 1
Anilazine 9
Captafol 9
Captan 21
Non-EBDC Chlorothalonil 37
Ferbam 1
Folpet 4
Thiram 13
Ziram 2
EBDC Mancozeb 17
Maneb 8
Metiram 1
Zineb 2
Unknown Cymoxanil 10
Dodine 13

19



Inside the file grouped according to the mode of action is still divided the species into
several groups are: crustaceans (including insects and crustaceans), invertebrates (including
invertebrates, molluscs and worms), fish and algae / macrophytes.

When the data were grouped by mode of action results in a graph, with the most and
least sensitive species for each mode of action, on the other hand if the data are grouped
according to the scientific name, then we have a graph where there is a curve for each group
taxonomic.

For the construction of the SSD curves the X axis represents the concentration values
and the Y axis represents the normal distribution values. To represent a point for each of the

species, the X axis represents the gmTrel values and the Y axis represents the rank values.

3.4 Results and Discussion

After organizing the data from the 86 fungicides only by taxonomic groups (i.e.,
without considering modes of action), the Species Sensitivity Distribution (SSD) curves were
obtained, using the values from the geometric average for the relative tolerance on the X-
axis and the rank values on the Y-axis. For the tests of acute toxicity (EC50 values), none of
the taxonomic groups was the most sensitive one, since data of primary producers cannot be

considered because they did not passed the Anderson-Darling test (Figure 2).

EC., ordered by taxonomic group

A PrimaryProducers

B Crustaceans

0 Invertebrates

0,01 1,00 100,00
gmTrel

Figure 2 - Species sensitivity distribution curves (SSD) based on acute toxicity data.
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However, for the chronic toxicity tests (NOEC values), the invertebrate group came

out as the most sensitive, although this curve did not pass on the Anderson-Darling test.

Given that organizing the results this way did not provide a clear answer on which is
the most sensitive group, another approach was taken by organizing the results not only by

taxonomic group, but also by considering the mode of action of the fungicides.

From this, 10 categories resulted, one per mode of action (A- nucleic acids synthesis;
B- mitosis and cells division; C- respiration; D- amino acids and protein synthesis; E- signal
transduction; F- lipid synthesis and membrane integrity; G- sterol biosynthesis in
membranes; non-EBDC- multi-site contact activity whose chemical group are: dimethyl
dithiocarbamate, phthalimide, chloronitrile, sulfamide, guanidine, triazine, quinone,
anthraquinone or inorganic; EBDC- multi-site contact activity whose compound are:
mancozeb, maneb, metiram, nabam or zineb; Unknown- unknown mode of action) (FRAC,
2012).

After this division, the SSD curves for each category were obtained and they showed
that the fungicides’ different modes of action trigger different ‘most sensitive’ taxonomic

groups.

For the fungicides with the mode of action A (nucleic acid synthesis), the crustaceans

are the most sensitive taxonomic group (Figure 3).

EC50 MOA A

0,8 ‘ — Curve

t A Primary Producers

Crustaceans

Invertebrates

Fish

o
~
o & B

0,001 0,1 10 1000

gmTrel

Figure 3- Species sensitivity distribution curves (SSD) based on acute toxicity data for mode of action A (nucleic

acids synthesis).
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However, the same does not happen for e.g. the fungicides with the mode of action F
(lipid synthesis and membrane integrity), where primary producers are the most sensitive

taxonomic group (Figure 4).

1,2
1 "
[ )
|
0,8 .. - Curve
X~ o i A PrimaryProducers
& 0,6 P . s
o A
04 = @ Invertebrates
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A
A
0 A
0,001 0,1 10 1000
gmTrel

Figure 4 - Species sensitivity distribution curves (SSD) based on acute toxicity data for mode of action F(lipid

synthesis and membrane integrity).

According to Maltby et al. (2009), the species sensitivity is likely to be related to the
mode of action of fungicides, or to the exposure regime. Subsequently, Maltby et al. (2009)
tested that hypothesis via SSD curves, using acute toxicity data from 42 fungicides and
model ecosystem data for 12 fungicides divided in 7 different modes of action (amino acid
synthesis, cell division, energy production, membrane integrity, nephrotoxic, sterol

biosynthesis and multisite, the last being divided into EBDC and non-EBDC).

The conclusions reached in this study were that, comparing the ECs, values, fish
were approximately 10 times more sensitive than invertebrates to non-EBDC fungicides with
multisite activity but 10 times less sensitive than invertebrates to EBDC fungicides. Fish were
also less sensitive than invertebrates and primary producers to fungicides that inhibit sterol
biosynthesis. However, Separate SSDs curves were calculated using toxicity data from
vertebrates or invertebrates for 14 fungicides. This analysis confirmed the lower sensitivity of
fish towards EBDC fungicides (with the HCs values from the invertebrates being significantly
inferior to those on vertebrates), but it did not detect significant differences on HCs taxonomic

estimates within other modes of action.
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In our study, the conclusions were partly the same as in the study mentioned above,
as fish turned out to be the less sensitive taxonomic group towards fungicides with multisite
EBDC mode of action (Figure 5).

EC50 MOA EBDC
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0,01 0,1 1 10 100 1000
gmTrel

Figure 5 - Species sensitivity distribution curves (SSD) based on acute toxicity data for mode of action EBDC.

In the case of the sterol biosynthesis inhibiting mode of action, on the other hand, our
conclusions are not coincidental with the ones from the study mentioned above, as in our

study, fish turned out to be less sensitive than primary producers but more sensitive than
invertebrates (Figure 6).
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Figure 6 - Species sensitivity distribution curves (SSD) based on acute toxicity data for mode of action G.
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To non-EBDC fungicides, the most sensitive taxonomic group was the invertebrates,

followed by fish, which also does not match the results from Maltby’s study (Figure 7).

EC50 MOA NON.EBDC

Curve

4
% 0,6 A PrimaryProducers
o

Crustaceans

Invertebrates

o ¢ B

Fish

0,00001 0,001 0,1 10 1000
gmTrel

Figure 7 - Species sensitivity distribution curves (SSD) based on acute toxicity data for mode of action non-
EBDC.

In order to identify if the utilized standard species protect their respective taxonomic
groups, the data was separated into the fungicides’ mode of action and taxonomic groups,
and from that the SSD curves were calculated, one per mode of action, with each species

marked individually for each one.

This way, the information on which is the most sensitive species was obtained per
mode of action, e.g. on the mode of action A, the most sensitive species (from the ones for
which data were available) is a crustacean with the scientific name of Belanus amphrite ssp.

amphirite, and the least sensitive is a fish with the scientific name of Ostrichthyes.

To evaluate the level of protection provided by the standard species, the PAF
(Potencially Affected Fraction) and PAF-UF (Potencially Affected Fraction with Uncertainty

Factor) (Table 4) were calculated.

The value of PAF to P. subcapitata is the percentage of species that are affected if
we use this specie as representative specie, e.g., if we use O. mykiss as representative
specie in mode of action G, 66% of species will be affected, PAF-UF is the value of the

margin of error of this estimate.
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Table 4 — PAF (Potential Affected Fraction) values

P. subcapitata O. mykiss

MOA PAF PAF-UF PAF PAF-UF
A 0,2129555 0,0229017 0,413065 0,0043752
B 0,5627703 0,2184327 0,3064917 0,0087315
C 0,1964575 0,0374983 0,2320893 0,0048793
D 0,0591077 0,0181153 0,8490313 0,4873343
E 0,1219518 0,0042129 0,5619193 0,0026961
F 0,0752182 0,0060671 0,3835687 0,0074137
G 0,4080024 0,0569809 0,6625579 0,0114098
EBDC 0,0313973 0,0007363 0,317827 0,0009274
Non-EBDC | 0,4737280 0,141043 0,3675677 0,0091921
Unknown 0,1083672 0,0237467 0,9042738 0,4258555

From this, it could be concluded that there are modes of action for which the standard
species do not protect the entire taxonomic group. For mode of action D (amino acids and
protein synthesis), which is the mode of action that reveals the biggest difference between
representativeness of O. mykiss and P. subcapitata, by only using O. mykiss as a standard

test species, approximately 85% of the fish population is affected (Figure 8).
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Figure 8 - Species sensitivity distribution curves (SSD) based on acute toxicity data for mode of action D.

This clearly reveals that for fungicides’ with this mode of action, using O. mykiss is
not representative and protective for the other taxa belonging to this taxonomic group. The
same applies to other modes of action such as group B, G and non-EBDC for primary
producers, where P. subcapitata is not representative and also to groups G and E for fish,
where O. mykiss also is not representative. Due to the flow data for NOEC values, it was

only possible to draw conclusions from the data that refers to acute toxicity.
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3.5 Conclusions

The main objectives of this study were to verify the relative sensitivities of taxonomic
groups towards the fungicides’ different modes of action and also ascertain which species
are the most sensitive and appropriate to use as standard species on environmental risk

assessments.
From this investigation we can conclude:

 The fungicides’ mode of action has an influence on which is the most sensitive
taxonomical group

*  For the acute toxicity data, and for the majority of the fungicides’ modes of action, the
taxonomical group that presents the greatest sensitivity is the primary producers, however,

modes of action A, B and non-EBDC are exceptions.

 For mode of action A, the most sensitive taxonomical group is the crustaceans, for
mode of action B it is the fish, and for the non-EBDC group it is the invertebrates.

 The standard species P. subcapitata is not representative of the taxonomical group
for modes of action B, G and non-EBDC, as the PAF (Potentially Affected Fraction) value is

greater than 40% for any of them.

The standard species also turned out to not be a good standard species for the modes of

action A, D, E and G, as it always generated a PAF value greater than 40
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4. Conclusdes

Os objetivos principais deste trabalho foram verificar a sensibilidade relativa dos
grupos taxonémicos aos diferentes modos de agdo dos fungicidas e ainda averiguar quais
as espécies aquaticas mais sensiveis e mais apropriadas para utilizar como espécies

padrdo em avaliagcfes de risco ambiental para sistemas aquéticos.
Com a elaboracéao deste estudo p6de concluir-se que:

O modo de ac¢ao dos fungicidas tem influéncia no grupo taxonémico mais sensivel

« Para os dados de toxicidade aguda, e para a maioria dos modos de acdo de
fungicidas o grupo taxondmico que apresenta maior sensibilidade € o grupo dos
produtores primarios, contudo, as excec¢des estdo nos modos de acdo A, B e non-
EBDC.

* No modo de agéo A o grupo taxondémico mais sensivel sdo os crustaceos, no modo
de acéo B sé&o os peixes e no grupo dos non-EBDC sé&o os invertebrados.

» Relativamente as espécies utilizadas como espécies padrdo, a P. subcapitata ndo &
representativa do grupo taxonémico para os modos de a¢éo B, G e hon-EBDC pois o
valor da PAF (Fracdo Potencialmente Afetada) é em qualquer um destes casos é
superior a 40%.

A espécie O. mykiss também ndo se revelou uma boa espécie padrdo para os
modos de acdo A (nucleic acids synthesis), D (amino acids and protein synthesis), E
(signal transduction) e G (sterol biosynthesis in membranes) onde apresentava um

valor de PAF sempre superior a 40%.
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