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RESUMO

O aumento de secas prolongadas e climas mais quentes, resultado das
mudancas climaticas globais, estdo diretamente ligados ao aumento no niumero de
focos de incéndios. O fogo produz residuos tbéxicos, como as cinzas, que
representam uma ameaca para a biodiversidade nos ecossistemas terrestres e
aguaticos. Cinzas de incéndios podem ser transportadas para o ambiente aquatico
por acdo de chuvas e do vento. Entretanto, os efeitos tdxicos subletais das cinzas
solubilizadas na agua para a biodiversidade em ambientes aquaticos continentais,
ainda séo pouco explorados. O presente estudo buscou testar experimentalmente os
efeitos de diferentes concentracfes de cinzas sobre a biologia de crustaceos
eglideos (Aegla jarai), importantes bioindicadores das aguas continentais sul-
americanas. Para tanto, cinzas foram produzidas, em condi¢cdes controladas, apds
combustdo de vegetacado tipica dos campos de altiiude da Serra Geral. Nessa
regido, a ocorréncia de fogo € um disturbio relativamente frequente, que tem se
tornado cada vez mais recorrente. Os organismos-teste foram coletados nos corpos
aquéticos da mesma regido. Os eglideos foram expostos as cinzas por 48 horas, em
trés tratamentos de cinzas: 0g/L (controle); 0,75g/L e 1,5g/L, combinados com dois
tratamentos de tipo de extrato aquoso: extratos aquosos de cinzas filtrados (i.e., sem
sélidos suspensos) e nao-filtrado (i.e., com suspensdo de cinzas). Ao final do
periodo de exposicao, foram avaliados: (1) o tempo padrdo de deslocamento dos
crustaceos a trés estimulos comportamentais (comportamento agonistico; busca por
reflugio; busca por alimento), e (2) a taxa de consumo de alimento. O estudo buscou
comparar, também, os efeitos dos diferentes protocolos na producéo das solucdes
de cinzas (filtrada e nao-filtrada). Com base nos resultados obtidos foi possivel
constatar que, no geral, as cinzas oriundas de incéndios nos campos de altitude da
Serra Geral ndo alteram o0 comportamento dos crustaceos, exceto quanto ao
comportamento de busca por alimento, que apresentou diferencas significativas

guando em exposicao ao extrato aquoso de cinzas sem solidos em suspensao.

Palavras-chave: Ecologia do fogo, ecotoxicologia aquatica, conservacdo da

biodiversidade



ABSTRACT

The increase in prolonged droughts and warmer climates resulting from
global climate changes, is directly related to the rise in wildfires. Fire produces toxic
residues, such as ashes, potentially threatening biodiversity in terrestrial and aquatic
ecosystems. Wildfire ashes can be transported to the aquatic environment through
rain and wind. However, the sublethal toxic effects of solubilized ashes in water on
biodiversity in continental aquatic environments are still underexplored. This study
aimed to experimentally test the effects of different ash concentrations on the biology
of the crustacean Aegla jarai, an important bioindicator of South American
continental waters. For this purpose, ashes were produced under controlled
conditions after the combustion of typical vegetation from Southern Brazilian
Highland Grasslands. In this region, fire occurrence is a relatively frequent
disturbance that has become increasingly recurrent. Test organisms were sampled
from streams of the same area as the vegetation. The aeglids were exposed to
ashes for 48 hours in three ash concentration treatments: 0g/L (control), 0.75g/L, and
1.5g/L, combined with two types of aqueous extract treatments: filtered ash aqueous
extracts (i.e., without suspended solids) and non-filtered (i.e., with suspended solids).
After the exposure time, the following were evaluated: (1) standard displacement
time of A. jarai for three behavioral stimuli (agonistic behavior, refuge-seeking, and
food-seeking) and (2) food consumption rate. The study also compared the effects of
different production of ash solutions (filtered and non-filtered) based on the results
obtained. It was observed that, at the concentrations used, the ashes from the
burning of vegetation from the Southern Brazilian Highland Grasslands did not alter
the behavior of the organisms, except for the behavior of food-seeking that presented
significant differences when in exposure at aqueous extract of ashes without

suspended solids.

Keywords: Fire ecology, aquatic ecotoxicology, biodiversity conservation
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1 INTRODUCAO

As alteracdes climaticas globais sdo consideradas uma das cinco maiores
ameacas para a conservacgao da biodiversidade (IPBES, 2019), na qual impactam a
regularidade das chuvas concentrando-as em curtos periodos de tempo, resultando
em secas prolongadas e climas mais quentes (IPCC, 2021). Estas condi¢cdes
climaticas refletem no aumento do numero e da severidade de focos de incéndios
em vegetacdes (Liu; Stanturf, Goodrick, 2010), como observado recentemente em
diversas regides do globo, como na Africa do Sul (Kganyago et al., 2021), Australia
(Haque et al., 2023; Ward et al., 2022), Brasil (Caumo et al., 2022; Cobelo et al.,
2023), Canada (Tymstra et al., 2020), EUA (Berlin Rubin; Wong-Parodi, 2022) e
Portugal (Asfaw; McGee; Correia, 2022; Figueiredo; Paupério; Romao, 2021). A
combustdo da biomassa vegetal gera residuos com diferentes propriedades
guimicas e fisicas, como cinzas (Bodi et al., 2014). Leo6n et al. (2013) definem as
cinzas como “uma mistura de materiais organicos e minerais que cobrem o solo
apos o fogo”, na qual podem ter em sua composicao diferentes componentes téxicos
como hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), metais e metaldides (Enell et
al., 2008; Oo et al., 2021), que possuem potencial cancerigeno ao serem inaladas ou
ingeridas (Caumo et al., 2022). As substancias que compdem as cinzas ndo Sao
homogéneas, e sdo alteradas conforme a biomassa vegetal de origem (Carvalho et
al., 2019) e severidade da combustéo (Bodi et al., 2014).

Os incéndios e seus residuos afetam ndo somente a saude dos organismos
terrestres, mas impactam também os organismos aquaticos, pois as cinzas geradas
pela queima da vegetacdo podem ser transportadas para os sistemas aquaticos
através das chuvas e dos ventos (Cerda; Doerr, 2008), fator que € facilitado pela
caracteristica hidrofébica de solos queimados (Gomez Isaza; Cramp; Franklin,
2022). Ao ser solubilizada, as cinzas sao responsaveis por alterar diversos
parametros fisico-quimicos da agua: ha aumento nos niveis de pH, condutividade
elétrica e turbidez, enquanto que os niveis de oxigénio dissolvido tendem a diminuir
(Brito et al., 2021; Morales et al., 2023; Silva et al., 2016). As mudancas no ambiente
pelas cinzas podem ocasionar a mortalidade de espécies nativas, geralmente mais
sensiveis a poluentes, facilitando a invasdo de espécies exoéticas (Gonino et al.,
2019). Além disso, as cinzas carreiam nutrientes (por exemplo, fésforo, nitrogénio,

célcio e potassio) para a agua, que em grandes quantidades, resultam na
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proliferacdo desequilibrada de algas, ocasionando a eutrofizacdo dos corpos
aguaticos (Brito et al., 2021; Sanchez-Garcia et al., 2023; Tang et al., 2021)

Os campos de altitude da Serra Geral sdo um ecossistema relictual (Behling,
2002), presente na regido subtropical da América do Sul. E caracterizado como um
campo de altitude, a qual possui vegetacdo herbacea que resseca periodicamente e
€ dependente de disturbios, como o fogo e o pastejo, para sua manutencao
(Overbeck et al., 2007; Pillar; Vélez, 2010). No entanto, nos ultimos anos, politicas
publicas de ‘fogo-zero’ para o manejo deste ecossistema tém sido adotadas,
contribuindo para o acumulo de biomassa vegetal seca, que resulta na formacao de
incéndios de grandes proporcdes (Suhs et al., 2021), ameacando areas de Floresta
Ombrofila Mista, uma fitofisionomia da Mata Atlantica sensivel ao fogo (Myers, 2006;
ICMBIO, 2017). Estudos analisando o papel das cinzas oriundas da queima da
vegetacdo destes campos de altitude s&o escassos, e seu potencial toxico aos
organismos nao esta definido.

Estudos recentes tém demonstrado o papel das cinzas originadas a partir de
incéndios em vegetacbes em diferentes organismos aquaticos, tais como algas
(Campos et al., 2012), macroéfitas (Mesquita et al., 2022), anfibios (Santos et al.,
2023), peixes (Gonino et al., 2019; Nunes et al., 2017), insetos aquaticos (Mufiz
Gonzalez et al.,, 2023) e zooplancton (Ré et al., 2021). No entanto, estudos
avaliando o efeito negativo das cinzas sobre macrocrustaceos ainda sao incipientes,
sendo este o primeiro trabalho a preencher esta lacuna do conhecimento utilizando
Aegla jarai como organismo-modelo.

Eglideos sdo crustaceos decapodes que habitam as aguas continentais
subtropicais e temperadas da América do Sul (Bond-Buckup & Buckup, 1994), sendo
Aegla o Unico tdxon anomuro a ter seu ciclo de vida exclusivamente dulcicola
(Bueno et al., 2016). Além disso, estes crustdceos sdo organismos sensiveis quanto
a perda do habitat e as alteracdes no ecossistema em que vivem (Santos et al.,
2017). Eglideos podem servir como bioindicadores das aguas continentais
subtropicais da América do Sul (Correa-Araneda; Contreras; De Los Rios, 2010),
regido que tem sofrido com constantes queimadas em éareas de vegetacdo nativa
(INPE, 2023). Recentemente, estudos ecotoxicolégicos tém sido realizados
utilizando eglideos (Cerezer et al., 2020; Goldoni; Pacheco; Da Silva, 2023; Rosa;
Martinez, 2021) como modelos biologicos alternativos em relacdo aos organismos

tradicionalmente utilizados para testar o efeito de pesticidas e metais.
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Neste estudo, realizamos um experimento de toxicidade aguda expondo
Aegla jarai a diferentes concentracbes de cinzas oriundas da combustdo da
vegetacdo tipica dos campos de altitude da Serra Geral, avaliando diferentes
respostas biolégicas desses macrocrustaceos para testar a hipétese de que quanto
maior a concentragdo de cinzas, maior sera o impacto sobre sua biologia.
Especificamente, procuramos demonstrar que (1) o padrdo de tempo de
deslocamento, dos trés estimulos comportamentais testados (i.e., comportamento
agonistico; busca por refagio; busca por alimento) aumentam proporcionalmente ao
aumento na concentracdo de cinzas, enquanto que (2) a taxa de consumo de

alimento diminui conforme a concentragcéo de cinzas aumenta.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos subletais da exposicdo aguda (48h) de Aegla jarai a
diferentes concentracfes de cinzas oriundas da queima da biomassa vegetal tipica
dos campos de altitude da Serra Geral, para seu tempo de deslocamento referente a
trés estimulos comportamentais (agonistico, refugio e alimentar) e para sua taxa de

consumo de alimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a composig¢ao quimica das cinzas oriundas da queima de biomassa
vegetal dos campos de altitude da Serra Geral;

e Avaliar a influéncia da exposicdo as cinzas sobre o padrdo de tempo de
deslocamento dos crustaceos;

e Analisar os efeitos toxicos da exposicdo aguda as cinzas sobre o consumo de
alimento dos organismos-teste;

e Testar se a suspensdo de cinzas confere a ela maior toxicidade comparado

a extrato aquoso de cinzas sem suspensao de sélidos.

3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 COLETA DE BIOMASSA VEGETAL E PRODUGCAO DAS CINZAS

As cinzas utilizadas no ensaio ecotoxicolégico foram produzidas através da
gueima da biomassa vegetal coletada nos campos de altitude do Parque Nacional
de Sao Joaquim, em Urubici, Santa Catarina (28°06’'56”S; 49°24'50”0) (Figura 1la).
Para isso, uma parcela da vegetacao foi aparada e armazenada em sacos plasticos
e transportada ao laboratorio. Apds o transporte, a vegetacao foi disposta ao ar livre
e em exposicdo ao sol para a secagem do material e, em seguida, submetida a
gueima intencional, em condi¢cBes controladas (Figura 1b). As cinzas produzidas
foram armazenadas em frascos plasticos envoltos por sacos plasticos de cor preta e
mantidas no refrigerador sem a presenca de luz (Figura 1c), para reduzir a
possibilidade de alteragdes na composicdo quimica e de atividade biolégica. Os

métodos de conservacédo das cinzas foram adaptados de Santos et al. (2023).

Figura 1 — Producao das cinzas

a) coleta da biomassa vegetal; b) queima da biomassa vegetal,

previamente seca; ¢) armazenamento das cinzas produzidas.
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3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS CINZAS

Trés analises quimicas foram realizadas com o intuito de identificar os
componentes das cinzas produzidas através da queima da biomassa vegetal tipica
dos campos de altitude da Serra Geral. Para identificar e quantificar os elementos
inorganicos, duas técnicas de determinacdo foram aplicadas: 1) utilizando a técnica
de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Perkin
Elmer SCIEX, modelo Elan 6000), seguindo protocolo estabelecido por Santin et al.
(2015) e 2) por meio de espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) (Thermo Scientific, modelo iCAP 6500). Para
gualificar e quantificar as concentracfes de HPAs, nas suas concentracdes totais e
ao serem solubilizadas em agua, foi utilizada a técnica de cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC/MS) (Thermo mod DSQ Il, Thermo Electron
Corporation), mediante adaptacdes dos trabalhos de Braga et al. (2018); Dal Pont et
al., (2019); Ortega Fernandez et al. (2022).

3.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS AQUOSOS DE CINZAS

As cinzas produzidas e refrigeradas foram maceradas com o auxilio de um
pistilo e almofariz e, posteriormente, peneiradas (0,1mm) para seu refinamento
(Figura 2a). ApOs esse processo, uma balanca analitica de precisao foi utilizada para
determinar a quantidade de cinzas a serem empregadas no bioensaio, que, ao
serem diluidas nos aquérios contendo 5L de agua desclorificada, chegariam nas
concentracbes de 0,75g/L e 1,59/L (Figura 2b). Para a experimentacdo, dois
protocolos distintos de preparacdo dos extratos aquosos de cinzas foram realizados:
extrato aguoso de cinzas filtrado e extrato aquoso de cinzas nao-filtrado. Estes dois
métodos simulam as diferentes formas que as cinzas podem chegar aos corpos
aguaticos.

Para a producdo do extrato aquoso de cinzas filtrado (Figura 2e) (i.e. sem
sélidos suspensos), cinzas e agua desclorificada foram adicionadas em frascos de
vidro de 250mL envoltos por papel aluminio, evitando que a luz tivesse efeitos sobre
a amostra. Para a mistura da solucao, os frascos de vidro foram distribuidos em um
agitador orbital, que permaneceu ligado por 2h a 110 rpm, em temperatura ambiente

(Figura 2c). ApOs esse periodo, as solugcdes das vidrarias foram retiradas e
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transferidas para galdes de polietileno de 5L e, finalmente, a parte solida das cinzas
foi separada do liquido com auxilio de filtros de papel de cozinha (Figura 2d). Os
métodos deste protocolo foram adaptados de Silva et al. (2016).

Para a producdo do extrato aquoso nao-filtrado (i.e. com suspensédo de
cinzas), cinzas e agua desclorificada foram adicionadas em galdes de polietileno e a
solucdo foi manualmente misturada para sua homogeneizacdo (Figura 2f). Os

meétodos deste protocolo foram adaptados de Santos et al. (2023).

Figura 2 — Producéo dos extratos aquosos de cinzas

a) maceracgao das cinzas; b) pesagem das cinzas; c) solu¢cdo de cinzas no agitador orbital;
d) filtragem da solucéo; e) extrato aquoso de cinzas filtrado; f) extrato aquoso de cinzas néo-
filtrado

3.4 AMOSTRAGEM E ACLIMATACAO DOS ORGANISMOS

Os eglideos foram coletados no entorno do Parque Nacional de Sao Joaquim,
em Urubici, Santa Catarina (28°06’56”S; 49°24’50”0). As coletas ocorreram em
marco de 2023, tanto de forma ativa, com peneiras e rede em D (Figura 3a), como
de forma passiva, utilizando armadilhas do tipo covo confeccionadas em polietileno
tereftalato (PET) (Figura 3c). As armadilhas continham figado bovino como isca e
foram instaladas em pontos aleatérios do riacho ao entardecer e verificadas na
manha seguinte (Figura 3b). Os métodos de coleta foram adaptados de Copatti et al.
(2016).
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ApoGs a coleta e selecdo dos organismos adultos, os foram individualizados
em recipientes de plastico de 250mL, alocados em caixas térmicas (Figura 3d),
transportados ao laboratério e posteriormente aclimatados em caixas plasticas de 70
litros (Figura 3e). As caixas continham &gua desclorificada e rochas dos riachos em
gue os animais foram amostrados, com aeracdo constante e fotoperiodo
claro/escuro de 12:12. Os animais foram alimentados a cada 24 horas com filé de
peixe, sendo o alimento disposto a noite e as sobras retiradas na manha seguinte.

Os métodos de aclimatagéo foram adaptados de Rosa; Martinez (2021).

Figura 3 — Amostragem e aclimatagdo dos organismos

23 Mar 2023 16:7
W OR

a) amostragem por meio de peneira; b) armadilha de funil; ¢) destaque para os organismos
amostrados; d) organismos alocados em caixa térmica; e) aclimata¢éo dos organismos

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi separado em dois blocos e foi realizado utilizando
aquérios retangulares de vidro com capacidade de 10 litros (25 cm X 20 cm X 20 cm;
comprimento X largura X altura). Em ambos os blocos, os aquéarios foram
preenchidos com 5 litros de agua desclorificada e os eglideos individualizados 48

horas antes do inicio das experimenta¢des. Durante este periodo, a alimentacdo dos
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eglideos individualizados foi cessada para padronizar o tempo de jejum, totalizando
96 horas sem alimentac&o ao término do bioensaio (Figura 4).

No primeiro bloco, os eglideos foram expostos a diferentes concentracdes
do extrato aquoso de cinzas filtrado (i.e., sem solidos suspensos) por um periodo de
48 horas, a qual trés tratamentos distintos foram aplicados: ‘4gua sem adicdo de
cinzas' (controle), '0,75g/L' e '1,5g/L'. A escolha das concentracfes se deu baseado
em Gonino et al. (2019), que estudando cinzas de cana-de-acUcar, encontrou
dosagens letais para peixes em torno de 2g/L. Cada tratamento contou com sete
replicatas, consistindo em um individuo de Aegla jarai por aquario (n=21), totalizando
21 espécimes no primeiro bloco do ensaio ecotoxicolégico.

O segundo bloco seguiu o mesmo delineamento do primeiro, com trés
concentracbes de cinzas, mas utilizamos o extrato aquoso nao-filtrado (i.e., com
sblidos suspensos de cinzas) para 0 ensaio ecotoxicolégico, totalizando 42

organismos-teste ao final dos dois blocos experimentais.

Figura 4 — Esquema do delineamento experimental dessa pesquisa, que visou

testar o impacto de exposi¢cdes aguda de cinzas sobre o comportamento de Aegla

jarai.
n=4,
:' " W Ho"’@
. ngsas
7x CONTROLE 0.75g/L 1.5g/L

“ - g
=]
N

Filtrado

Nao-filtrado

Fonte: Elaborado por Diogo Ramos Pacheco
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3.6 OBTENCAO DE DADOS

3.6.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Durante o ensaio ecotoxicologico, parametros fisico-quimicos da agua foram
aferidos. Com auxilio de uma sonda multiparametros, foi possivel mensurar os niveis
de pH, temperatura, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da agua. As
medi¢cOes foram realizadas tanto antes quanto apds a adicdo dos extratos aquosos
de cinzas, de ambos os protocolos utilizados na experimentacdo (ou seja, extrato

aquoso de cinzas filtrado e ndo-filtrado).

3.6.2 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Foram realizados trés testes comportamentais durante a experimentacdo. Os
comportamentos testados foram (1) deslocamento em condi¢cdes agonisticas, (2)
deslocamento pelo refugio e (3) deslocamento por alimento (Figura 5). No primeiro
teste, um oponente, da mesma espécie, foi adicionado ao centro do aquario. O sexo
e o tamanho dos organismos ndo foram considerados. No segundo teste, busca por
refugio, adicionamos duas rochas ao lado oposto do aquéario em que o individuo-
teste estava localizado. As rochas foram colocadas de forma a ficarem sobrepostas.
No terceiro teste comportamental, busca por alimento, adicionamos uma porcéo de
file de peixe ao centro do aquéario. Todos os testes comportamentais foram
realizados em dois periodos diferentes: antes da adicdo de cinzas na agua e apoés a
exposi¢cdo aguda de 48 horas. Os comportamentos foram registrados por meio de
uma camera e gravados com o auxilio do software OBS Studio e os dados
posteriormente coletados utilizando o software Kinovea. Cada estimulo
comportamental teve um limite de tempo de 5 minutos, seguindo Damasceno et al.
(2021). O estimulo foi retirado do aquério no momento em que O organismo o
concluia, ou seja, (1) entrar em confronto ou fugir do oponente, (2) se refugiar, por
pelo menos um segundo, sob as rochas sobrepostas e (3) encontrar o alimento.

Apés os testes comportamentais, quantificamos a taxa de consumo de
alimento. Para isso, dispomos no centro de cada aquario uma porcao de filé de

peixe com seu peso previamente mensurado (2,51 + 0,32 g). Apés uma hora, o
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alimento foi retirado e seu peso foi novamente medido, seguindo Abreu et al. (2018).

Ao final do experimento, os animais remanescentes foram anestesiados e
eutanasiados em um refrigerador, seu peso foi verificado com auxilio de uma
balanca semi-analitica, enquanto seu tamanho foi determinado com auxilio de um

paquimetro digital. Posteriormente, os organismos foram fixados em alcool 70%.

Figura 5 — Estimulos comportamentais

b‘ﬂ

a) estimulo agonistico; b) busca por reflgio; c) busca por alimento.

3.7 ANALISE DE DADOS

3.7.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Para mensurar as variacdes de pH, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica
e temperatura, realizamos uma analise de variancia de dois-fatores (ANOVA two-
way), afim de relacionar as alteragdes entre os tratamentos utilizados e entre os

distintos protocolos de producao de extrato aquoso de cinzas.

3.7.2 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Para avaliar as variagdes no padrdo de tempo de deslocamento total (%),
relacionadas aos comportamentos (1) agonistico, (2) busca por refugio e (3) busca
por alimento, conduzimos andlises de Teste-t pareado. Estas andlises compararam
0s mesmos individuos, antes e apds a adicdo do extrato aquoso de cinzas, de
ambos os protocolos (i.e., extrato aquoso de cinzas filtrado e extrato aquoso de

cinzas nao-filtrado).
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Para avaliar as variacdes no consumo de alimento dos organismos apos a
exposicao aguda de 48 horas, realizamos uma andlise de variancia de dois fatores
(ANOVA two-way), usando como variavel resposta a diferenca entre o peso do
alimento ofertado antes da insercdo nas unidades experimentais e apds o0 tempo
disponivel para alimentagdo. As concentragdes de cinzas e o0s protocolos de

producao de extrato aquoso foram incluidas na ANOVA como variaveis preditoras.

4 RESULTADOS

41 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS CINZAS

4.1.1 COMPOSICAO INORGANICA

As duas metodologias empregadas para a determinagdo dos
elementos inorganicos que compdem as cinzas utilizadas na experimentacao
obtiveram algumas divergéncias entre si. Ambos detectaram a presenca de 11
analitos, no entanto, a técnica de ICP-MS detectou a presenca de potassio (K),
Rubidio (Rb) Silicio (Si) e Titanio (Ti), que ndo foram ndo detectados na técnica de
ICP-OES. Todavia, a técnica de ICP-OES detectou a presenca de Cobre (Cu),
Fésforo (P), Enxofre (S) e Zinco (Zn), ndo detectados por ICP-MS. Na totalidade,
foram identificados 15 elementos inorganicos presentes nas cinzas oriundas da

gueima da biomassa vegetal dos campos de altitude da Serra Geral (Tabela 1).

Tabela 1 — Elementos inorganicos detectados

Analitos [ ICP-MS (mg/Kg) | ICP-OES (pg/L)

Al 9446 396,118
B 52621 249,773
Ca 1843 393,366
Cu NA 324,754

Fe 6698 259,940




K 91123 NA
Mg 25387 279,553
Mn 2651 257,610
Na 4070 588,995
P NA 213,618
Rb 202 NA
S NA 180,731
Si 2295 NA
Ti 654 NA
Zn NA 213,856

4.1.2 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Fonte: Elaborado pelo autor
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Cerca de 8 HPAs foram extraidos das cinzas utilizadas na

experimentacdo. No entanto, foi possivel quantificar o0s compostos apenas quando a
extracdo era realizada de forma direta, em cinzas volantes, ndo sendo viavel a

guantificacdo quando a extracdo foi conduzida nas cinzas solubilizadas em agua

(Tabela 2).
Tabela 2 — HPAs extraidos das cinzas
HPAS Extrato aguoso de cinzas (ug/L) | Cinzas (ng/g)
Naftaleno <0,15 877
Acenatftileno <0,15 <33
Acenafteno <0,15 <33
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Fluoreno <0,15 463
Fenantreno <0,15 2144
Antraceno <0,15 371
Fluoranteno <0,15 653

Pireno <0,15 1863

Criseno <0,15 305

Benzo[a]antraceno <0,15 142
Benzo[b]fluoranteno <0,15 <76
Benzo[k]fluoranteno <0,15 <76
Benzo[a]pireno <0,15 <76
Indenol[1,2,3-cd]pireno <0,15 <76
Dibenz[a,h]Jantraceno <0,15 <76
Benzo[ghi]perileno <0,15 <76

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Passados 48 horas da adicdo das cinzas na agua, de ambos os protocolos
(i.e., extrato aquoso de cinzas filtrado; sem soélidos suspensos e extrato aquoso de
cinzas nao-filtrado; com suspensdo de cinzas), os parametros fisico-quimicos da
agua foram aferidos.

Os niveis de pH dos tratamentos com cinzas subiram em relacdo ao
tratamento sem cinzas. A analise de variancia de dois fatores (ANOVA two-way)
revelou significancia entre os tratamentos (f = 37,998; p < 0,001) e entre os blocos (f
= 10,897; p = 0,002). A interagdo entre estes dois fatores também foi

estatisticamente significativa, com um valor de f = 8,347 e p = 0,001 (Figura 6).
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Os valores de oxigénio dissolvido aumentaram entre os diferentes blocos (f =
23,52; p < 0,001), mas ndo entre os tratamentos utilizados, sugerindo que a
diferenca estéa relacionada com a temporalidade do ensaio ecotoxicologico, visto que
os diferentes blocos da experimentagao foram realizados em dias distintos.

A condutividade elétrica da agua aumentou significativamente entre os
diferentes tratamentos (f = 613,27; p < 0,001) e entre os blocos (f = 136,84; p <
0,001). Consequentemente, a interacao entre esses dois fatores também apresentou
significancia (f = 38,87; p < 0,001).

A temperatura durante o ensaio ecotoxicoldgico foi controlada, e ndo houve
variacbes significativas entre os diferentes tratamentos. No entanto, houve
significancia entre os diferentes blocos (f = 9,616; p = 0,004), ocorrido pela variacédo

do clima entre os diferentes dias de experimentagéo.

Figura 6 — Parametros fisico-quimicos da agua
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Alteracdes nos niveis dos parametros fisico-quimicos da dgua, entre os diferentes tratamentos e

protocolos empregados.

4.3 TEMPO DE DESLOCAMENTO PADRAO DOS ORGANISMOS-TESTE
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4.3.1 EXTRATO AQUOSO FILTRADO

O tempo de deslocamento dos organismos, em resposta ao estimulo
agonistico, ndo variou significativamente (t = 0,528; df = 20; p = 0,602) entre os
tratamentos testados, antes e ap0s a exposicdo aguda de 48 horas. Da mesma
forma, o comportamento de 'Busca por Refagio' ndo apresentou variacdes
significativas (t = -1,028; df = 20; p = 0,315). No entanto, observamos significancia
para o comportamento denominado 'Busca por Alimento' (t = -2,184; df = 20; p =
0,041), destacando o aumento do tempo de deslocamento apos a exposicdo de 48
horas a 1,5 g/L de cinzas (Figura 7).

Figura 7 — Tempo de deslocamento total (extrato aquoso de cinzas filtrado)

Estimulo Agonistico Busca por Refigio Busca por Alimento
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Variagdes comportamentais antes e ap0s a exposicao ao extrato aquoso de cinzas filtrado.

4.3.2 EXTRATO AQUOSO NAO-FILTRADO

Os resultados dos trés estimulos comportamentais testados, referente ao
bloco néao-filtrado do ensaio ecotoxicolégico, ndo diferiram significativamente nos
distintos periodos da experimentacdo (i.e., antes e ap0s a exposicao aguda de 48
horas). Especificamente, para o estimulo agonistico, obteve-se um valor de t = 0,294;
df = 19; p = 0,771; para o comportamento de ‘Busca por Refugio’, t = -0,246; df = 19;
p = 0,808; e para o comportamento de ‘Busca por Alimento’, = 0,001; df = 19; p =
0,998 (Figura 8).
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Figura 8 — Tempo de deslocamento total (Extrato aquoso de cinzas néo-
filtrado)
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Variagdes comportamentais antes e ap0s a exposi¢ao ao extrato aquoso de cinzas nao-
filtrado.

44 CONSUMO DE ALIMENTO

Apés o periodo de exposicdo as cinzas, inserimos uma porcéao de filé de peixe
(2,51 £ 0,32 g) no centro de cada aquério. Ap6s uma hora, o alimento foi retirado e
pesado. Os resultados indicaram que ndo houve diferenca significativa na taxa de
consumo de alimento entre os tratamentos (f = 1,514; p = 0,234) nem entre 0s
protocolos de producdo de extrato aquoso utilizados (f = 1,762; p = 0,193). Da
mesma forma, a interacao entre os diferentes tratamentos e blocos néo apresentou
significancia estatistica (f = 2,078; p = 0,140) (Figura 9).
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Figura 9 — Taxa de consumo de alimento
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5 DISCUSSAO

Este estudo buscou simular, em condi¢Oes controladas, a chegada de cinzas
na agua provenientes de incéndios dos campos de altitude da Serra Geral, e avaliar
seu potencial téxico subletal em organismos aquaticos. Mais especificamente,
investigou o papel das cinzas na biologia de Aegla jarai, um importante crustaceo
fragmentador da regido. Os resultados indicaram que, nas concentragdes utilizadas,
as cinzas influenciaram, significativamente, apenas no padrdo de tempo de
deslocamento do organismo quando estimulado por alimento, ocorrendo apenas
guando o extrato aquoso ndo continha sélidos em suspensdo. Para uma melhor
averiguacdo dos resultados, realizamos a caracterizagdo quimica das cinzas
produzidas, e observamos as alteracdes dos parametros fisico-quimicos da agua.

As cinzas produzidas, resultantes da queima da biomassa vegetal tipica dos
campos de altitude da Serra Geral (majoritariamente, plantas do género Andropogon
e, em menor quantidade, plantas do género Baccharis) (Bond-Buckup, 2010),
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possuem, em sua composi¢ao, elementos em comum com cinzas de outras origens,
como cinzas originadas a partir da biomassa queimada de Pinus e eucalipto
(Pereira; Ubeda; Martin, 2012; Santos et al., 2023; Silva et al., 2015, p. 201) e
vegetacdo tipica do Cerrado brasileiro (Brito et al., 2017). Com base nos elementos
inorganicos detectados, € possivel observar a presenca de alguns metais, como
aluminio (Al), cobre (Cu) e zinco (Zn). Estes metais, em grandes quantidades, sdo
potencialmente toxicos a crustaceos de agua doce (Castelhano Gebara et al., 2021;
Shuhaimi-Othman et al., 2011), com dados na literatura referente a toxicidade do
cobre para crustaceos do género Aegla (Rosa; Martinez, 2021). Além disso,
elementos como potassio (K), magnésio (Mg) e fosforo (P) podem contribuir para o
processo de eutrofizagcdo dos corpos aquaticos caso estejam em concentracdes
elevadas (Piranti; Wibowo; Rahayu, 2021). A presenca de 8 HPAs na composi¢éo
das cinzas também indicam seu potencial toxico para os organismos aquaticos. Os
HPAs sdo moléculas organicas resistentes a degradacdo, que podem persistir por
longos periodos no ambiente, acumulando-se nos corpos aquaticos (Alegbeleye;
Opeolu; Jackson, 2017). Todos os HPAs encontrados nas cinzas estdo na lista
prioritaria da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), sendo dois
deles provaveis carcinogénicos humanos: Criseno e Benzo[a]antraceno (Bojes;
Pope, 2007). Devido a isso, e a sua propensao a biomagnificacdo (Yakan et al.,
2017), os HPAs podem colocar em risco a saude humana. A exposicao aos HPAs
encontrados nas cinzas em maior quantidade, Pireno e Fenantreno, também geram
efeitos negativos na biota aquética, reduzindo a taxa de alimentagcdo dos
organismos, por exemplo (Simao et al., 2020).

As alteracbes dos parametros fisico-quimicos da agua sao suficientes para
impactar a biodiversidade aquatica de forma independente (Beaune et al., 2018;
DeWhatley; Alexander, 2018; Hosseinian Yousefkhani; Yasser; Naser, 2022). Os
incéndios em vegetacdes, ao removerem a cobertura vegetal, ttm a capacidade de
modificar o microclima local e induzir mudancas nas caracteristicas da agua ao
transportarem as cinzas geradas pelo fogo para os corpos aquaticos (Gomez Isaza;
Cramp; Franklin, 2022).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com a literatura em relacao
ao aumento nos niveis de pH e na condutividade elétrica (Morales et al., 2023; Silva
et al.,, 2016). Outros estudos relatam o aumento da temperatura da agua no

ambiente apds um incéndio, no entanto, isso ocorre por efeitos indiretos do disturbio
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causado pelo fogo, estando relacionada com a remocao da cobertura vegetal e a
incidéncia de luz solar resultante desse processo (Beakes et al., 2014), ndo sendo
influenciada pelas cinzas produzidas pelo fogo. Os niveis de oxigénio dissolvido na
agua tendem a diminuir devido a solubilizagdo das cinzas (Brito et al., 2021), no
entanto, no presente estudo, o0s niveis de oxigénio dissolvido nao diferiram
significativamente entre o0s tratamentos empregados, uma vez que foram
influenciados pela acdo de compressores de ar, utilizadas no ensaio ecotoxicoldgico
para evitar 6bitos dos organismos-teste em decorréncia da baixa oxigenacao. Este
método foi importante devido a alta sensibilidade de crustaceos eglideos ao estresse
oxidativo (Bueno; Shimizu; Moraes, 2016).

Os diferentes protocolos de producdo de extrato aquoso de cinzas serviram
para simular as distintas formas que as cinzas chegam na &agua: dissolvida ou
particulada. Com o intuito de averiguar os efeitos das cinzas no comportamento de
Aegla jarai, foram introduzidos trés estimulos no aquario para promover o
deslocamento dos organismos-teste. Devido a natureza variavel e individual desse
comportamento, as mesmas unidades experimentais foram estimuladas tanto antes
guanto ap0s a exposicdo as cinzas. Além disso, a experimentacao foi realizada sob
luz branca, o que pode ter influenciado no tempo de deslocamento dos organismos,
que possuem héabitos noturnos. E importante salientar, ainda, que o sexo dos
organismos nao foi levado em consideracao. Este seria um fator importante de ser
analisado devido as variacbes comportamentais entre os diferentes sexos,
principalmente em relacdo ao comportamento agonistico.

O primeiro estimulo empregado, denominado “agonistico”, ndo obteve
variagdes significativas em nenhum dos tratamentos e protocolos realizados. Para a
coleta de dados, foi utilizado o estudo de descricdo do comportamento agonistico
realizado para Aegla longirostri (Aradjo; Santos; Ayres-Peres, 2011). E possivel
observar, no entanto, o tempo reduzido de deslocamento realizado pelos individuos
neste estimulo em comparacdo com o0s outros estimulos testados, isso porque,
muitas vezes, o0 deslocamento dos organismos-teste foi realizado apenas de
maneira aversiva (fuga ou ataque fisico), o que, pela metodologia empregada,
caracterizaria a finalizacdo do estimulo testado.

O segundo estimulo introduzido na unidade experimental explorou a natureza
bentdnica do organismo-teste, que tende a se refugiar sob rochas durante o dia

(Trevisan; Zanetti Marochi; Masunari, 2014). O estimulo mostrou a propenséao de A.
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jarai a buscar o reflugio, que poderia ser afetado pelas cinzas solubilizadas. No
entanto, ndo foram observadas variacfes significativas no tempo de deslocamento
do organismo-teste entre os periodos antes e depois da exposicdo as cinzas, de
ambos os tratamentos e protocolos adotados.

O estimulo alimentar, introduzido por dltimo nos aquérios, revelou variacdes
significativas entre os tratamentos quando exposto ao extrato aquoso filtrado do
bioensaio. No entanto, essa diferenciacdo nao foi observada quando o extrato
aquoso de cinzas continha sélidos em suspenséo, embora seja possivel notar uma
tendéncia de aumento no tempo de deslocamento quando os individuos estavam
expostos as cinzas deste protocolo. Essa auséncia de variacdo pode ser atribuida a
possivel interferéncia dos solidos em suspenséo, que pode ter afetado a percepcéao
do organismo-teste ao alimento na unidade experimental, resultando na falta de
estimulo para o deslocamento do organismo.

Estudos ecotoxicoldgicos investigando outros poluentes (e.g. pesticidas,
farmacos e metais) ja constataram a reducdo na alimentacdo para invertebrados
aguaticos, como crustaceos (Torres-Pérez; Pérez-Reyes, 2023), moluscos (Lebreton
et al.,, 2021) e planarias (Rodrigues et al.,, 2016). Ao término dos estimulos
comportamentais, a taxa de consumo de alimento de A. jarai, sob influéncia das
cinzas, foi averiguada. Foi constatado que o consumo de alimento dos organismos-
teste ndo diferiu significativamente entre os tratamentos e protocolos testados. Esta
€ uma resposta comportamental importante, pois qualquer reducéo significativa pode
retardar a degradacdo da matéria organica do ecossistema e impactar seu processo
de ciclagem (Leclercg-Dransart et al., 2019). Isso é especialmente relevante em um
organismo que atua como um engenheiro do ecossistema, como o0s eglideos,
responsaveis por fragmentar o material al6ctone, influenciar a sedimentacédo por
bioturbagéo e moldar comunidades bentbnicas (Cogo; Biasi; Santos, 2014).

A auséncia de efeitos significativos das cinzas sobre o comportamento dos
organismos, a exceg¢ao do comportamento ‘Busca por Alimento’, pode ter ocorrido
porque: 1) A. jarai € uma espécie tolerante a contaminacédo da agua por cinzas; 2)
As concentragdes de cinzas utilizadas nao foram altas o suficiente para causar
impacto significativo nos organismos-teste; 3) O tempo de exposicdao dos
organismos as cinzas ndo foi suficiente para causar danos Vvisiveis no

comportamento e 4) Substancias toxicas das cinzas oriundas da queima da
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biomassa vegetal dos campos de altitude da Serra Geral estdo em menor
guantidade do que o observado em cinzas de outras origens.

Com base nisso, as baixas concentracbes de cinzas utilizadas na
experimentacdo podem simular o que ocorre quando o manejo do fogo é aplicado
nos campos de altitude da Serra Geral. A queima periddica da biomassa vegetal
seca é fundamental para a rebrota dos campos (Suhs; Giehl; Peroni, 2020), para a
manutencdo e preservacao dos mosaicos do ecossistema (Jeske-Pieruschka et al.,
2010) e funciona como um método preventivo contra incéndios de grandes
proporcdes (Suhs et al., 2021), que produzem cinzas em maiores quantidades, num
periodo de tempo menor e, devido a alta intensidade do fogo, com potencial téxico
maior (Bodi et al., 2014).

6 CONCLUSAO

O presente estudo buscou simular, em condi¢cdes controladas, a introducao
das cinzas oriundas da queima da biomassa vegetal tipica dos campos de altitude
da Serra Geral nos ecossistemas aquaticos. Para isso, testou experimentalmente
seus efeitos em Aegla jarai, um crustaceo sensivel as alteragbes ambientais
presente na regido. Os resultados indicaram que, nas concentracfes utilizadas, as
cinzas ndo alteram o comportamento padrdo dos organismos, exceto quando
estimulados por alimento ndo influenciado pelas particulas das cinzas. Os resultados
dessa pesquisa podem subsidiar gestores dos campos de altitude da Serra Geral
guanto ao uso do fogo controlado, que possui menor ameaca a conservacao da
biodiversidade aquatica e reduz a probabilidade de contaminacdo da agua por
cinzas provenientes de incéndios de grandes propor¢cdes. Ademais, mais estudos
sdo necessarios para um melhor compreendimento da toxicidade das cinzas
oriundas da queima da biomassa vegetal tipica dos campos de altitude da Serra

Geral.
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