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3 ESCLARECIMENTOS

Elaboramos originalmente o presente relatério como o 4° Relatério Técnico, previsto

originalmente para ser entregue no més de agosto de 2018, conforme previa o sistema de

monitoramento de relatorios do préprio SIGITEC. Ocorre que o projeto foi aditado até

fevereiro de 2019. Dessa forma, o quarto relatério nao seria mais o relatério final do projeto.

Tentamos, por varias oportunidades, enviar esse relatorio como parcial, mas o documento foi

sistematicamente nao habilitado para esse fim pelo SIGITEC. Abaixo uma das justificativas para

a nao habilitagao:

Pessoa: Raphael da Cunha Oliveira Data: 27/11/2018

FAVOR ATENDER AS SOLICITACOES ABAIXO PARA QUE A
HABILITACAO SEJA CONCLUIDA COM SUCESSO:

SOBRE O RELATORIO:

Este é o dltimo Relatério Técnico cadastrado no SIGITEC para

entrega. Se este ndo for o Relatério Final, é necessdrio que

seja criado um novo compromisso de entrega de Relatério

Técnico, para que ele possa abranger todo o periodo de

existéncia do convénio. Portanto é imperativo que se entre em

contato com o interlocutor técnico para que crie a nova entrega acima

mencionada. .

Todas as informagdes necessdrias para que o interlocutor técnico
consiga efetuar esta tarefa estdo no manual do SIGITEC, item "I 2.

Atuadlizar Previsdo de Produtos/Relatorios.

Solicitamos s6 realizar nova submissdo deste relatério quando ao
menos uma nova entrega de relatério técnico vier a ser programada

no SIGITEC.

Se este for o Relatério Final, solicitamos que o contetido e forma deste

relatério seja adequado a um Relatério Técnico Final.
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Pessoa: Fernando Rosdrio Dias Data: 10/09/2018

- Por se tratar do dltimo relatério técnico a ser entregue, deve ser

INTITULADO como "RELATORIO TECNICO FINAL".

- O periodo de vigéncia em relatério técnicos FINAIS deve ser idéntico

ao cadastrado no sigitec.

ATENCAO: Caso este ndo seja o ultimo relatério técnico a
ser enviado faz-se necessaria a criagdo de novos

compromissos de entrega no Sigtec.
Duvidas ligar para (21) 2162-4865

Apesar de nossos esforcos, essas alteragoes nao estavam ao nosso alcance e acabaram nao sendo
efetuadas, de modo que o sistema nido aceitou o relatério. Por esse motivo, estamos

encaminhando neste momento o relatério como produto final do projeto.

Por fim, esclarecemos também que, apesar do projeto ter se encerrado, uma das teses e uma
das dissertagoes associadas continuam sendo desenvolvidas. Dessa forma, mais resultados
derivados do projeto ainda serao produzidos, bem como outros artigos cientificos deverao ser
publicados. Ainda assim, os resultados apresentados neste documento servem como um

indicador dos trabalhos realizados e dos resultados ja alcangados.
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4 INTRODUCAO

A intensificagdo das atividades humanas, tanto urbanas quanto industriais, vem
aumentando os aportes dos mais diferentes tipos de produtos quimicos nos rios. Nesse
contexto, os hidrocarbonetos de petréleo e poluentes organicos sao exemplos de substancias
que podem afetar os corpos de agua e, dessa forma, prejudicar o funcionamento desses
ecossistemas (Barron, Podrabsky et al. 1999). Acidentes ambientais, como derramamentos de
petroleo, agravam este problema e geram uma demanda por estudos de biomonitoramento,
com o objetivo avaliar os efeitos negativos sobre a biota. A poluicao, resultante da liberagao de
oleo para o ambiente aquatico, devido acidentes recentes, tornou-se uma preocupagao mundial
por consequéncia de seus efeitos sobre os ecossistemas aquaticos (Silva, Ribeiro et al. 2009).

Em julho de 2000 aproximadamente quatro milhoes de litros, ou cerca 25 mil barris de
oleo cru, vazaram do oleoduto OSPAR, proveniente da Refinaria Presidente Getllio Vargas
(REPAR) localizada no municipio de Araucaria, Parana (Boeger, Guimaraes et al. 2003). Mesmo
com o uso de contengao, para evitar a dispersao, o 6leo alcangou 45 km, a jusante do arroio
Saldanha, contaminando o Rio Barigui e o Rio Iguagu. Alguns meses apos o acidente no oleoduto
OSPAR, em fevereiro de 2001, ocorreu o rompimento do poliduto OLAPA, liberando derivados
leves de petréleo na Serra do Mar Paranaense.

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a capacidade
adaptativa de populagbes de peixes que habitam ambientes contaminados por petréleo na bacia
do altissimo Iguacgu e na Serra do Mar (Ostrensky, Chaves et al. 2001, Boeger, Guimaraes et al.
2003, Ostrensky, Boeger et al. 2003, Silva, Ribeiro et al. 2009, Pilchowski 2012). Nesse sentido,
pesquisas que associem o uso de biomarcadores moleculares, e que ainda fornecam dados
consistentes para o diagnoéstico de riscos ambientais, frente a novas exposi¢cdes do ambiente ao
petréleo, nao foram praticadas.

Neste contexto, esse projeto, objetiva testar protocolos de ecologia molecular e
ecotoxicologia aquatica visando estabelecer subsidios aos estudos de biomonitoramento, que
permitam identificar de forma mais precisa a interferéncia aguda e cronica de incidentes com
petréleo, em especial em ambientes aquaticos continentais. Adicionalmente o presente estudo
visa estabelecer procedimentos metodolégicos utilizando-se marcadores moleculares como
ferramentas para a resolugao de problemas associados a incidentes ambientais recentes. Esses
procedimentos estio sendo aplicados na reconstrucao da historia demografica recente e no
planejamento de a¢oes mitigadoras de populagoes de peixes diretamente expostas ao incidente
do OLAPA em 2001. Esse estudo devera servir de modelo para estudos semelhantes, como
forma de prever e/ou reconstruir danos populacionais a acidentes agudos ou cronicos em

ambientes fluviais neotropicais.
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5 OBJETIVOS GERAIS DO PROJETO

O presente estudo tem como objetivo principal testar protocolos de ecologia molecular

e de ecotoxicologia estabelecendo subsidios aos estudos de biomonitoramento que permitirao

identificar de forma mais precisa a interferéncia aguda e crénica de incidentes com petréleo, em

especial em ambientes aquaticos continentais. Para que esse objetivo seja alcangado, o presente

projeto tem como objetivos intermediarios:

5.1

5.2

5.3

Genética Ambiental:

Definir a identidade especifica dos peixes estudados;

Caracterizar a diversidade genética comparada de trés espécies de peixes dos rios
impactados e de rios da mesma microbacia;

Avaliar a eficiéncia do uso de marcadores moleculares de peixes na detecgao de

mudancas demograficas recentes e avaliar seu vinculo com o acidente de 2001.

Quimica:

Microextragao liquido-liquido dispersiva de fragoes do petroleo;
Miniaturizagao no fracionamento dos hidrocarbonetos de petréleo;
Determinagao de hidrocarbonetos de petréleo em amostras de tecidos de peixes;

Caracterizagao geoquimica do oleo aplicado nos testes toxicoldgicos.

Ecotoxicologia:

Determinar a ClLso de derivados leves de petroleo para peixes;

Determinar respostas bioquimicas, e histopatologicas dos espécimes frente a
exposicao aguda e subcronica aos derivados leve de petréleo e a sua fragao soluvel
em agua;

Avaliar as concentragoes de hidrocarbonetos de petrdleo no tecido de peixes

expostos aguda e cronicamente ao oleo.

Apesar do inicio das atividades do projeto ja estarem adiantadas os objetivos das

subareas de genética, quimica e ecotoxicologia alcangaram os objetivos somente parcialmente.

Isso é devido as analises de dados obtidos, no periodo de abrangéncia do presente relatorio,

que ainda estao em andamento.
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6 METODOLOGIA

6.1 Genética Ambiental
6.1.1 Procedimentos laboratoriais e analises

Todos os procedimentos de laboratoriais de analise referentes as atividades da genética
ambiental foram finalizadas em fevereiro de 2017. Apos esse periodo, o artigo intitulado “Is There
Detectable Long-term Depletion of Genetic Variation in Freshwater Fish Species Affected by an Oil Spill?”
foi elaborado e publicado na revista “Water, Air, & Soil Pollution” (Fator de impacto 1.769). O

artigo na integra pode ser visualizado no ANEXO I.

6.2 Quimica

Abaixo sao descritas as atividades voltadas ao desenvolvimento de métodos analiticos
para atender os objetivos dos estudos quimicos previstos no Projeto Marcadores Moleculares e
Ecotoxicologicos. Dentre esses objetivos, tém-se a determinagao de hidrocarbonetos de
petroleo, ou mais especificamente de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), o total de
hidrocarbonetos de petréleo (THP) e hidrocarbonetos mononucleares benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (BTEX), em amostras de agua submetidas a simulagoes de vazamento de
oleos leves. Além disso, estao previstas outras duas etapas, voltadas a determinagao de HPA,
BTEX e n-alcanos em tecidos de peixes e a miniaturizagao do protocolo para o fracionamento

de hidrocarbonetos de petroleo em fragoes de 6leos leves utilizados em ensaios toxicologicos.

Para cumprir estas etapas, dois estudos vém sendo executados em paralelo utilizando
padroes aquosos, separadamente, fortificados com os analitos (HPA e BTEX). O primeiro
método voltado a miniaturizagao do procedimento de extragio de HPA de matrizes aquosas
empregando o método de microextragio liquido-liquido dispersiva (DLLME) seguida por
quantificagdo via cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
O segundo procedimento direcionado ao estabelecimento do protocolo analitico
cromatografico para a determinacao de BTEX em amostras de aguas de aquarios (ensaios

toxicoldgicos) utilizando método de extragao por headspace e quantificagao por GC-MS/MS.

Além dos estudos para a determinagao de HPA e BTEX em matriz aquosa, também esta
sendo desenvolvido, método analitico voltado a extracao de HPA, ou seus metabdlitos, em

tecidos de peixes.
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6.2.1 Contratacao de bolsista de Iniciacdo Cientifica

Em margo de 2017 foi realizada a contratagao da aluna UFPR, graduanda em Quimica
Morgana de Souza Camargo na categoria de bolsista de iniciagao cientifica (20 h semanais). A
aluna atuou na avaliacio e desenvolvimento de métodos analiticos voltados a extracio de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) em tecidos de peixes (Astyanax altiparanae) e
quantificagado por GC-MS. Ao final do més de agosto do mesmo ano o contrato foi encerrado,
em vista de sua aprovagao como mestranda do programa de pos-graduagao em quimica da UFPR
com projeto intitulado “Determinagao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) em
amostras de tecidos de peixe empregando dispersao de matriz em fase sélida (MSPD)” sob a
orientagao do Prof. Dr. Marco Tadeu Grassi e co-orientacio de Rafael Garrett Dolatto. Este
projeto de pesquisa tem por finalidade desenvolver um método miniaturizado de extragao de
HPA em amostras de tecido de peixe, baseado na dispersao da matriz em fase sélida, utilizando-
se argilominerais como a montmorilonita e a vermiculita modificados como material sorvente.
Cabe ressaltar que esse estudo visa contribuir com informagoes relevantes aos objetivos iniciais

do projeto Marcadores Moleculares.

6.2.2 Agquisicao de materiais, padrdes analiticos e gases para cromatografia

e espectrometria

No periodo relativo a este relatorio até a data da sua entrega foram realizadas aquisi¢oes
complementares de materiais, padroes analiticos para cromatografia, solventes e gases para
cromatografia e espectrometria. Dentre os materiais de aquisicdo, podem ser citados itens
consumiveis para cromatografia como septos, vials, colunas capilares para GC-MS,
microseringas, anilhas e filamentos para o sistema Thermo GC Focus Polaris Q (GC-MS). Em
relagao a padroes analiticos de hidrocarbonetos foram comprados os padrées monoaromaticos
(mix) representados por benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-xileno e p-xileno (BTEX) e
os |6 HPA prioritarios (U.S.EPA 2001): [Naftaleno (Naf); Acenaftileno (Aci); Acenafteno (Ace);
Fluoreno (Flu); Fenantreno (Fen); Antraceno (Ant); Fluoranteno (Fla); Pireno (Pir);
Benzo(a)antraceno (BaA); Criseno (Cris); Benzo(b)fluoranteno (BbF); Benzo(k)fluoranteno
(BkF); Benzo(a)pireno (BaP); Indeno (1,2,3-cd)pireno (Ind); Dibenzo(a,h)antraceno (Dib);
Benzo(g,h,i)perileno (Bghi)], 5 padroes internos deuterados [Naftaleno (Nafd8); Acenafteno
(Aced|0); Fenantreno (Fend10); Criseno (Crisdl2) e Perileno (Perdl2)] e | padrao subrrogado
p-terfenil (p-terfdl4). Além disso, outros itens como solventes com grau HPLC, reagentes e

materiais basicos e necessarios para manter os estudos também foram solicitados.
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6.2.3 Métodos analiticos cromatograficos para deteterminacao de HPA

Para quantificacao dos HPA foi empregado o método analitico cromatografico
desenvolvido no ambito do GQA/UFPR, sendo obtida separagao dos 16 HPA prioritarios (U.S.
EPA): [Naftaleno (Naf); Acenaftileno (Aci); Acenafteno (Ace); Fluoreno (Flu); Fenantreno (Fen);
Antraceno (Ant); Fluoranteno (Fla); Pireno (Pir); Benzo(a)antraceno (BaA); Criseno (Cris);
Benzo(b)fluoranteno (BbF); Benzo(k)fluoranteno (BkF); Benzo(a)pireno (BaP); Indeno (I,2,3-
cd)pireno (Ind); Dibenzo(a,h)antraceno (Dib); Benzo(g,h,i)perileno (Ben)], 5 padroes internos
deuterados [Naftaleno (NafD8); Acenafteno (AceDI0); Fenantreno (FenD10); Criseno
(CrisD12) e Perileno (PerD12)] e | padrao subrrogado p-terfenil (p-terf). Na Tabela | sao

apresentadas as condigoes cromatograficas utilizadas separagao e identificagao dos analitos.

Tabela |I. Parametros operacionais usados para a determinagao de HPA.

Equipamento GC-MS (Thermo Electron Corporation) modelo Focus GC Polaris Q,
acoplado a um auto-amostrador AS3000 (Thermo Electron Corporation)

Coluna DB5-ms (Agilent) 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
Gases Arraste: He 5.0 analitico @ 1,2 mL min-! (vazdo constante)
Injetor Splitless, volume de injegao de | pL.

Temperatura Coluna: 40°C (5 min), rampa |: 5 °C min-!' até 230 °C; rampa 2: 2 °C min-!
até 250 °C; rampa 3: 5 °C min-! até 300 °C (8 min)

Detector: 300 °C; Injetor: 270 °C
Linha de transferéncia: 270 °C Fonte de ions: 270 °C

Modo SIM* Scan | (5 min): (m/z 128, 136, 152, 154, 162, 164, 166, 178)
Scan 2 (30 min): (m/z 178, 202, 228, 244)

Scan 3 (47 min): (m/z 228, 236 240, 252, 260, 264, 276, 277, 278, 279)

*modo de monitoracio seletiva de ions.

De acordo com as condigoes apresentadas na Tabela | foram realizadas injegoes de

solugoes mistas dos analitos (HPA) e um dos cromatogramas obtido ¢ apresentado na Figura |.
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Figura |. Cromatograma obtido via GC-MS (Thermo®) em modo SIM (monitoramento
seletivo de ions) a partir de uma solucdo mista de padroes contendo 16 HPA prioritarios e
| padrio subrrogado (p-terfenil-D14) ambos em concentracdo de 200,0 ug L' e 5 padrdes

internos deuterados em concentragao de 102,4 ug L.

De acordo com a Figura |, foi possivel verificar a separagao adequada de todos os
analitos empregando o equipamento Thermo® GC-MS nas condigoes citadas. O modo de
monitoramento seletivo de ions (SIM) proporcionou a identificagao de analitos, mesmo nas
situacoes de co-eluicio, e também mostrou-se mais sensivel e seletivo frente ao modo de
varredura ou fullscan. Com base nisso, o método SIM foi selecionado para todas as

determinagoes envolvendo os HPA aqui relatadas.

6.2.4 Métodos analiticos cromatograficos para deteterminacao de BTEX

Para determinacio dos hidrocarbonetos monoaromaticos [Benzeno, Tolueno,
Etilbenzeno e Xilenos (BTEX)] foi empregado método previamente desenvolvido no GQA/UFPR
(Fernandes, Gouveia et al. 2014). O procedimento utilizado baseou-se na extragao dos analitos
via método headspace, no qual uma aliquota de uma amostra aquosa (5,00 mL) contendo os

analitos de interesse foi colocada em um frasco especial tipo vial (20 mL), que foi lacrado com
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septo de silicone/PTFE. Na Tabela 2 s3ao apresentadas as condigdes cromatograficas

instrumentais e para as determinagoes dos BTEX via GC-MS/MS.

Tabela 2. Parametros operacionais usados para a determinag¢ao de BTEX.

Equipamento GC-MS/MS (Shimadzu® Corporation) modelo TQ8040, acoplado a
um auto-amostrador Palm Headspace

Coluna SH-Rtx-5ms (Shimadzu) 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym

Gases Arraste: He 5.0 analitico @ 1,02 mL min-! (vazio constante)

Injetor headspace Volume de injegao de 100 pL.

Temperatura Coluna: 35 °C (4 min), rampa |: 10 °C min-' até 100 °C; rampa 2: 30

°C min-! até 200 °C;
Detector: 250 °C; Injetor: 180 °C
Linha de transferéncia: 250 °C Fonte de ions: 250 °C

Modo SIM* Scan (m/z): 78; 91 e 106;
odo

*modo de monitoracio seletiva de ions.

De acordo com essas condigoes foi realizada analise em padrao aquoso fortificado com

BTEX em concentragoes de 50,0 ng L-!, obtendo-se o cromatograma apresentado na Figura 2.

0.75

0.50—

Ethylbenzene

025

35 40 45 2.0 2.5 6.0 65 70 75 80 85 9.0

Figura 2. Cromatograma obtido via GC-MS/MS em modo SIM (monitoramento seletivo de
ions) a partir de uma solug¢do aquosa mista de padroes contendo BTEX em concentracoes

de 50,0 ug L.

De acordo com a Figura 2 constata-se separagao adequada de todos os analitos, exceto

os isomeros m-xileno e p-xileno (Tr = 8,25 min). Esse método analitico cromatografico em
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conjunto a extragao via headspace, foi empregado nas proximas etapas do trabalho para

obtengao de curvas analiticas e determinagao dos analitos em fase aquosa.

6.2.5 Curvas analiticas para determinacao de BTEX via método headspace-

GC-MS/MS

Para o preparo das curvas analiticas empregadas na quantificagio de BTEX em fase
aquosa, utilizou-se o procedimento via headspace. Para tal foram preparados padroes, em
triplicata e em meio aquoso para 5 niveis de concentragao variando entre 5 a 1000 ug L-!. Os
resultados obtidos indicaram linearidade na faixa de concentragao escolhida, constatados pelos

valores de coeficientes de determinagao (R2?) superiores a 0,99.

6.2.6 Extracdo e determinacao de HPA em agua

Os HPA foram extraidos empregando procedimento via microextragao liquido-liquido
dispersiva assistida por vortex (VA-DLLME) (Rezaee, Assadi et al. 2006, Zhang and Lee 2012).

Na Figura 3 é apresentado um diagrama esquematico das condigoes experimentais utilizadas.

Acetona (925ul) +
cloroférmio (75 L)

Adicdode 1,0 pL
de padrdo interno
4,0megL?

Vortex Centrifugacdo Aliguota 50 ulL de

1 min 2500 rpm (10 min) Cloroférmio
GC-MS

Solucdo aguosa
contendo HPA 1,0 pg Lt

Figura 3. Diagrama esquematico do procedimento empregando microextracao liquido-
liquido dispersiva assistida por vértex (VA-DLLME).

Conforme ilustrado na Figura 3 na DLLME s3ao empregados tubos conicos para

centrifugacao, onde é transferida uma aliquota de 5,00 mL de solugao padrao ou amostra
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contendo os HPA. A essa solugao é feita injegao rapida, por meio de micropipeta, de 1,00 mL
de solugao de cloroférmio ou extrator (75 pL) solubilizado em meio de acetona ou solvente
dispersor (925 pL). A injecao rapida propicia a formagao de microgotas de cloroférmio no meio,
imisciveis com a fase aquosa. Na sequéncia, para aumentar a eficiéncia de extragao, ¢ realizada
agitagao do tudo em vortex durante 1,00 min, posterior centrifugagao por |10 min, favorecendo
a formagao de uma fase sedimentada (gota), a qual é removida, quantitativamente (50 pL) e por
fim transferida a um insert cromatografico contendo | pL solugdo mix de padroes internos de

HPA deuterados e posteriormente quantificada por GC-MS.

6.2.7 Curvas Analiticas para determinacao de HPA via VA-DLLME

As curvas analiticas para quantificagao dos HPA foram preparadas em triplicata em meio
aquoso em 5 niveis de concentragao variando entre 0,25 a 5,00 ug L-!. Além disso, a obtengao
das curvas foi realizada nas mesmas condi¢des de extracdo das amostras usando a VA-DLLME.

Na Tabela 3 sao apresentadas alguns parametros de desempenho.

Tabela 3. Parametros de desempenho para as curvas analiticas dos HPA via VA-DLLME.

HPA Faixa linear (ug L") bR2
Naftaleno 0,25 a 5,00 0,9981
Acenaftileno 0,25 a 5,00 0,9973
Acenafteno 0,25 a 5,00 0,9951
Fluoreno 0,25 a 5,00 0,9975
Fenantreno 0,25 a 5,00 0,9968
Antraceno 0,25 a 5,00 0,9974
Pireno 0,25 a 5,00 0,9964
Fluoranteno 0,25 a 5,00 0,9962
Benzo(a)antraceno 0,25 a 5,00 0,9930
Criseno 0,25 a 5,00 0,9920
Benzo(b)fluoranteno 0,25 a 3,00 0,9917
Benzo(k)fluoranteno 0,25 a 3,00 0,9868
Benzo(a)pireno 0,25 a 2,50 0,994 1
Indeno(/,2,3-cd)pireno 0,25 a 2,50 0,9386
Dibenzo(a,h)antraceno 0,25 a 2,50 0,9947
Benzo[g,h,i]perileno 0,25 a 2,50 0,9930

aEquacao representa as médias para trés curvas analiticas para n=3; bcoeficiente de determinagao
(R?).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, é possivel notar valores de
coeficiente de determinagao adequados ou superiores a 0,99 para todas a curvas realizadas,

indicativo da linearidade das curvas preparadas utilizando o método.
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6.2.8 Determinacao de espécies metalicas em amostras aquosas

Como suporte ao trabalho desenvolvido em Vancouver, pelo doutorando Giorgi Dal
Pont, foram realizadas analises em amostras de fragao sollvel em agua de gasolina (100%). A
mensuragao foi realizada por meio de espectometria de emissao optica por plasma acoplado
(ICP-OES). Foi utilizado espectometro Thermo Scientific® (ICAP 6500) operando com visao
axial. As condigoes de operagao do equipamento sao apresentadas na Tabela 4. Gas argonio de
alto grau de pureza (99.996%) foi utilizado como combustivel.

Tabela 4. Parametros operacionais utilizados para a determinacio de metais na fracdao
solivel em agua da gasolina (WSFG) usando ICP-OES - Thermo Scientific®, ICAP 650).

ICP-OES Operating Parameters

Radiofrequency

40 MHz

Radiofrequency power

1150 W

Plasma gas flow rate

12.0 L min-1

Auxiliary gas flow rate

1.0 L min-1

Carrier gas flow rate

0.7 L min-1

Replicate read time

3s

Time for stability

25 s

Replicates/sample

3

Torch

Quartz for axial view

Spectral lines

Ag: 328.068 (1)

Al: 396.152 (1)

Ba: 455.403 (Il)

Cd: 226.502 (Il)

Co: 230.786 (Il)

Cr: 267.716 (Il)

Cu: 327.395 (I)

Fe: 238.204 (1l)

Mn: 257.610 (Il)

Ni: 231.604 (Il)

P:213.618 (I)

Pb: 220.253 (II)

Sr: 407.771 (Il)

Zn: 213.856 (1)

() Linha atoémica; (Il) Linha idnica.
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6.3 Ecotoxicologia

Apos a definigao da espécie Astyanax altiparanae (Figura 4A) como modelo para os testes
de toxicidade aguda e realizagao de experimentos para a determinagao da Clso-96h e CL0-96h
de cinco produtos derivados de petréleo (gasolina, 6leo diesel, 6leo mineral isolante (OMI)
produzido pela Petrobras, 6leo mineral isolante (OMI) de outra marca comercial e 6leo
lubrificante comercial) foram realizados experimentos para avaliagao das respostas bioquimicas,
fisiologicas e histopatologicas de adultos de Astyanax altiparanae expostos a fragao solivel em
agua da gasolina (derivado considerado mais toxico nos experimentos realizados no ambito do
presente projeto e descritos no relatério anterior) em associagao a alteragoes de parametros
abioticos (temperatura e pH da agua). O objetivo dos experimentos € investigar o
comportamento de biomarcadores tradicionalmente utilizados em cenarios de contaminagao
com derivados de petroleo e determinar a influéncia dos parametros abioticos nas suas

respostas.

Além dos experimentos executados com adultos de Astyanax altiparanae nas
dependéncias do GIA, no Brasil, experimentos com o objetivo de avaliar os efeitos da exposicao
aguda (4h) a fracao solGvel em agua da gasolina sobre os mecanismos de excregao de nitrogénio
e captagao de oxigénio em peixes [a espécie Carassius auratus (Figura 4B) foi utilizada como
bioindicador] foram realizados na Universidade da ColUimbia Britanica (UBC), no laboratério do
renomado professor Chris M. Wood. Tanto os experimentos que avaliaram os efeitos da
interacao da exposicao a derivados de petroleo associados a alteragoes de condigoes abidticas
quanto os experimentos realizados na UBC, foram realizados no contexto da tese de doutorado

do aluno Giorgi Dal Pont, junto ao Programa de Pés-Graduagao em Zootecnia da UFPR.

Também foram executados experimentos com o objetivo de avaliar os efeitos da fragao
sollvel de derivados de petréleo sobre caracteristicas de desenvolvimento de embrides e larvas
da espécie Astyanax altiparanae e sobre caracteristicas reprodutivas da mesma espécie. Tal linha
de pesquisa iniciou-se durante a realizagdo do curso de mestrado do aluno Diego Junqueira
Stevanato, que se estendeu para as atividades do curso de doutorado do mesmo aluno (2017
até o presente). Aqui, vale ressaltar que apés a finalizacao das atividades do mestrado, os
resultados obtidos foram publicados na revista Neotropical Ichthyology (fator de impacto 1,203),

sob o titulo “Ontogenetic development of tetra Astyanax lacustris (Characiformes: Characidae)” (
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Abstract Oil spills might lead to severe environ-
mental impacts to the affected fauna, disrupting lo-
cal food webs, and causing mass mortality in many
species. However, little is known about long-term
impacts of oil spills, or even if such impacts can be
detectable after several generations. In this study, we
investigate the genetic variability of three freshwater
species—Mimagoniates microlepis (Characiformes:
Characidae), Scleromystax barbatus (Siluriformes:
Callichthyidae), and Phalloceros harpagos
(Cyprinodontiformes: Poeciliidae)—in rivers that
were affected by a large oil spill in the state of
Parana, southern Brazil, on February of 2001. Sam-
ples were obtained from nine different locations,
such that rivers that were directly affected by the
oil spill could be compared with similar rivers in the
same region that were unaffected. A fragment of the
cytochrome C oxidase subunit I mitochondrial gene
was sequenced from each specimen, and the level of
genetic variability was assessed. Based on estimates

tamento de Zootecnia, Universidade Federal do Parana,
Curitiba, PR 80035-050, Brazil

of haplotype and nucleotide diversity, no impact of
the oil spill could be detected in impacted rivers.
These results suggest that fish populations in the
region showed resilience to the pollutant, such that
immigration from other locations was able to rees-
tablish levels of genetic variability comparable to
those of unimpacted rivers.

Keywords Genetic variability - Mimagoniates
microlepis - Scleromystax barbatus - Phalloceros
harpagos - Environmental impact

1 Introduction

Oil spills in natural habitats can lead to severe environ-
mental impacts, depending on the structure of the habitat
and the type and volume of oil being released (Etkin
2004; Peterson et al. 2003). During an oil spill in water
bodies, fishes are also exposed, but to a lesser extent
than other groups, such as marine mammals, birds, and
sessile mollusks (Teal and Howarth 1984). Even so,
many studies have explored acute impacts of such ex-
posures, such as the effects on animal development
(Carls et al. 1999; Incardona et al. 2004, 2012), direct
DNA damage (Bolognesi et al. 2006; Vanzella et al.
2007), and sublethal histopathologies (Hose et al.
1996). However, little is known about long-term poten-
tial impacts of oil spills, particularly in freshwater envi-
ronments and in terms of the genetic variability of
impacted populations.

@ Springer
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Two major oil spills have occurred and impacted
different and important aquatic environments in the
state of Parana, southern Brazil. On July of 2000,
approximately four million liters (=25 thousand bar-
rels) of crude oil (density = 0.9427, 18° API, vis-
cosity (20 °C) = 5000) were spilled from the
OSPAR pipeline into the Iguagu River (Boeger
et al. 2003; Ostrensky et al. 2001). In the following
year, nearly 52 thousand liters of light fuel oil (den-
sity = 0.8164, 41° API, viscosity (20 °C) = 3716 cP,
total monoaromatic hydrocarbons
(BTEX) = 41.8 mg/g, and total polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH) = 16 mg/g) spilled from the
OLAPA pipeline, which connects the Presidente
Gettlio Vargas refinery (REPAR), in the municipal-
ity of Araucéria, state of Parana, to the correspond-
ing terminal in the Paranagua port. This accident
occurred in a remote and difficult access area at
Serra do Mar mountain range. Containment barriers
were installed to reduce oil dispersion and to allow
for its removal, but some of the oil reached local
rivers and streams, eventually reaching the
Paranagud Bay (Gabardo et al. 2011). After the
accident, a monitoring program was established with
an initial focus on water and sediment chemistry and
birdlife community. One year later, benthic commu-
nity was also evaluated. Results suggested rapid
reduction on total PAH concentrations (1416.0 to
1.6 pg/L) has minor effect on bird and benthic
community (Faria et al. 2005). Ten years after,
Albarello (2012), Ostrensky et al. (2015), and
Horodesky et al. (2015) evaluated the environmental
quality of the affected area through the analysis of
long-term oil presence, fish population structure,
and fish community, respectively. They found high
concentrations of total petroleum hydrocarbons
(TPH), including benzo(a)anthracene,
benzo(a)pyrene, and indeno(123-cd)pyrene, in eight
locations. On the other hand, no alterations in ich-
thyofaunal community and structure were detected.
Thus, as TPH are still recorded at high concentra-
tions at the studied area and no ichthyofaunal anal-
ysis was performed in order to identify chronic and
long-term genetic alterations that could have oc-
curred, we hypothesize that fish populations thriving
the affected area could potentially present long-term
genetic alterations.

In this study, we assessed the level of genetic vari-
ability in three species of fish found in the original areas

@ Springer

impacted by the OLAPA pipeline oil spill in relation to
similar, non-impacted locations (rivers in the same re-
gion) to determine if there was evidence for long-term
genetic depletion.

2 Materials and Methods

Fish specimens were obtained in eight rivers of the
Nhundiaquara River watershed (Fig. 1), during six
consecutive sampling days, in the summer season
(February) of 2015 (14 years after the spill of the
OLAPA pipeline). Each river was categorized as
either “impacted,” if it was directly affected by the
oil spills (Meio and Sagrado Rivers), or “control,”
rivers from the same watershed as the impacted
rivers, with similar physiographic characteristics,
but that had no record of impact (Sambaqui,
Nhundiaquara, Passa Sete, Rio do Pinto, Mae Catira,
and Marumbi). Previous studies on the physico-
chemical features of these locations were similar
(Horodesky et al. 2015) so that they would be ex-
pected to represent comparable sampling sites.
Based on the previous ichthyological surveys in
the region (Horodesky et al. 2015; Ostrensky et al.
2015), three fish species were selected for this
study: Scleromystax barbatus (Siluriformes:
Callichthyidae), Mimagoniates microlepis
(Characiformes: Characidae), and Phalloceros
harpagos (Cyprinodontiformes: Poeciliidae). These
species were chosen due to their local abundance,
their presence in all sampled rivers, as well as their
occupation of different compartments in the water
column (benthic in the case of S. barbatus, limnetic
in the other two species). Specimens were collected
using a combination of electrofishing, casting, and/
or seine nets (see Ostrensky et al. (2015) for details
on the collection protocols), and a piece of the
caudal fin of each specimen was preserved in abso-
lute ethanol and maintained at —20 °C until being
processed for molecular work. Voucher specimens
were deposited in the Ichthyological Collection of
the Museu de Historia Natural do Capdo da Imbuia,
Curitiba, state of Parana, Brazil.

Total DNA was extracted using DNeasy Blood &
Tissue Spin-Column Kit (Qiagen®—Germany) from
25 mg of fin tissue, following manufacturer’s protocol.
Concentration was estimated using NanoDrop 2000
(Thermofisher® —USA). Amplifications were
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performed in a final volume of 25 pL, using up to 30 ng
of DNA (extracts ranging from 8 to 130 ng/uL). The
chosen marker was cytochrome C oxidase subunit I
(COI), using LCO1490 and HCO2198 primers, which
amplify a segment of 658 bp. The mixture contained 1 U
of Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen®—
USA), 2.5 uL of the enzyme reaction buffer (10x),
3 mM of MgCl,, 0.5 mM of total NTP mixture,
1 pM of each primer, and 0.2 pg/puL bovine serum
albumin (BSA). Temperature cycling consisted of an
initial step of 94 °C for 5 min, followed by 32 cycles
of 40 s at 94 °C, 45 s at 4446 °C, and 1 min at 72 °C,
followed by a final elongation at 72 °C for 1 min. PCR
products were purified using a precipitation-based pro-
tocol with polyethylene glycol (PEG 8000 20% NaCl
2.5 M). Sequencing reactions were performed in a final
volume of 10 pL, using 40 ng of amplified DNA. Each
mixture contained 0.5 uL of BigDye® Terminator, 1 uL
of sequencing buffer (5%), and 3.2 pM of the respective
primer.

Nucleotide sequences were obtained using a 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®—USA),
basecalled using Gap4, as implemented in the Staden
Package (v2) (Staden et al. 1998), aligned using
ClustalW2 (Larkin et al. 2007), as implemented in the
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999), and
adjusted manually. Haplotype and nucleotide diversity
were calculated using DnaSp5 (Librado and Rozas

f Araucaria, state of Parana, southern Brazil

2009). Haplotype networks were computed and drawn
in R 3.3.1 (R Core Team 2016), using packages pegas
(Paradis 2010), plyr (Wickham 2011), and reshape
(Wickham 2007).

3 Results

Figure 2 depicts the inferred haplotype networks for
each of the studied species. The circles in this type of
diagram represent a particular DNA sequence, whereas
the size of each circle corresponds to their relative
frequency. The edges between circles represent differ-
ence among a given pair of sequences, such that one
edge would indicate the existence of a single nucleotide
difference and two edges would represent two nucleo-
tide mismatches. The observed pattern of genetic vari-
ability shows that many different sites often share the
same haplotypes, which is consistent with a scenario of
high gene flow (i.e., exchange of migrants among pop-
ulations leading to genetic homogenization among sites)
and demographic connections among populations on
each site, which is not unexpected given the small
geographical distances among them. However, if the
oil spill had produced a sufficiently severe population
bottleneck, one would expect that all populations would
tend to be genetically homogeneous, with little to no
evidence of rare haplotypes, for instance. However, the
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a Phalloceros harpagos b Scleromystax barbatus € Mimagoniates microlepis
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Fig. 2 Haplotype networks of the fragment of the COI gene for
the three studied fish species. a Phalloceros harpagos. b
Scleromystax barbatus. ¢ Mimagoniates microlepis. Haplotype

substantial variability that was detected indicates that
any potential population bottleneck was not sufficiently
severe to cause detectable depletions in genetic variabil-
ity in exposed populations, possibly due to emigration
from neighboring regions. This inference is corroborat-
ed by direct estimates of haplotype and nucleotide di-
versity (Table 1), with the obtained estimates being
similar among sites and without any consistent genetic
depletion in the sites directly affected by the oil spill of
January 2001.

size scales with frequency. Distance between haplotypes does
not represent actual computed distance values

4 Discussion

The results of the present study were not able to detect a
lasting depletion of genetic variability in any of the three
fish species examined in areas impacted by the light fuel
oil spill at Serra do Mar, in the state of Parana, in 2001.
This is consistent with some other studies on the long-
term impacts of oil spills. For instance, in a study on the
impact of the Exxon Valdez oil spill, Barber et al. (1995)
showed that 2 years after the accident, fish populations

Table 1 Haplotype and nucleotide diversity of the corresponding species and populations.

Phalloceros harpagos

Mimagoniates microlepis

Scleromystax barbatus

River Hd Nd N Hd Nd N Hd Nd N
Marumbi 0.952 0.00701 7 0.867 0.04915 10 0 0 13
Meio - - - 0.833 0.00704 13 0.378 0.00268 10
Sambaqui 0.864 0.0032 12 0.933 0.00851 12 0.455 0.00199 12
Sagrado 0.667 0.00112 3 1 0.13173 4 0.808 0.00568 13
Passa Sete 1 0.01607 8 - - - - - -
Pinto 1 0.01225 5 1 0.00686 5 0.371 0.00089 15
Nhundiaquara 1 0.01088 9 - - - 0.455 0.00219 12
Mae Catira 0.929 0.00397 8 - - - - - -

Hd haplotype diversity, Nd nucleotide diversity, N number of sequenced specimens in that location

@ Springer




Water Air Soil Pollut (2017) 228: 256

Metodologia

Page Sof 7 256

were largely recovered. While studying the same event,
Lanctot et al. (1999) found that recolonization via emi-
gration of populations of the harlequin duck from non-
affected areas could recover impacted populations, al-
though this effect might only take place in the long term.
It is important to note that our results do not necessarily
mean that no acute impacts took place at the time of the
accident. For instance, it is known that some polycyclic
aromatic hydrocarbon components of oil are acutely
toxic (Barron et al. 1999) and potentially mutagenic
(Eisler 1987; Harvey 1991; Srogi 2007). However, ac-
cording to Cronin and Bickham (1998), if lethal muta-
tions are introduced, the rapidly ensuing mortality
would lead to strong selection and consequently the
elimination of such mutations on the affected popula-
tions, particularly over the first few generations. These
authors explain that although crude oil may be muta-
genic in laboratory experiments or chronically-polluted
sites, oil spills probably would not exhibit the same
effects for two reasons: concentrations of mutagenic
fractions may be lower in an oil spill, and exposure to
oil typically occurs over a limited period of time.
However, the extent to which those factors are true is
likely to depend on the specific oil type and
circumstances of the spill, including the degree of
weathering prior to exposure. Miller et al. (1994) and
Collier et al. (1996) concluded that the absence of DNA
adducts or other DNA damage in teleost fish following
oil spills suggests that such short-term exposure to oil
does not result in somatic mutagenesis. These results are
also consistent with another study in the study region
that did not detect faunal differences between impacted
and non-impacted locations (Ostrensky et al. 2015).
Bickham et al. (2000) also anticipates that reduction in
genetic variability will be the prevalent effect, leading to
compounding effects of continuous erosion of fitness,
but only if there is long-term exposure.

Our results are in contrast with another study on
major oil spill in the state of Parana, but this time in
the Iguagu River (Katsumiti et al. 2013). In that study,
two fish species (Hyphessobrycon reticulatus
[Characidae] and Phalloceros caudimaculatus
[Poeciliidae]) were collected 5 years after the oil spill
and used in biochemical, histopathological, and
genotoxic studies. Although some evidence of distur-
bance was detected in specimens from the impacted site,
the frequency of such impacts was determined in com-
parison with control populations that were obtained
from other locations, including fish farms. Therefore, it

is not possible to determine if those anomalies were
caused by the oil spill in question, or if they were caused
by background pollution or other sources of variation
that were already (and potentially still are) found in the
region.

There are several factors that might have contributed
to the resilience of the fish populations investigated in
this study. First, although the spills were severe, they
represented a short-term disturbance that disproportion-
ately affected the fishes that were living in the affected
rivers at the moment of the accident. This probably
allowed for recolonization of fish from populations in
other watersheds, which resupplied genetic variability to
the populations in the affected locations. Second, the
spatial structure of watersheds, as well as the unidirec-
tional, continuous flow of water in the non-estuarine
portion of the affected region, possibly accelerated the
removal of the low molecular weight petroleum hydro-
carbons (BTEX and the majority of PAH) from the
region, thus accelerating recovery, compared to analo-
gous situations in lakes or estuaries.
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ANEXO II). A espécie Astyanax lacustres é sinonimia de Astyanax altiparanae, que passou

recentemente por alteragao da sua nomenclatura zoologica.

Abaixo, sao apresentados uma breve descricio metodologica dos experimentos e

analises desenvolvidas dentro da area de “ecotoxicolgia”.
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Figura 4. Exemplares de (A) Astyanax altiparanae e (B) Carassius auratus utilizadas nos
procedimentos experimentais para avaliacdo ecotixicolégica. Foto (A) por Diogo Barbalho
Hungria e foto (B) obtida no site www.ncfishes.com.

6.3.1 Exposicao a FSA da gasolina em associacdao a condi¢coes de alteracoes

abioticas

O IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change) divulgou em 2013 dados projetando
o cenario climatico esperado para o mundo em 50 anos. Nessa previsao, espera-se aumento de
aproximadamente 6 °C na temperatura do planeta. Considerando tal projegio de aumento da
temperatura, e consequentemente de outros parametros de qualidade de agua associados, trés
experimentos foram delineados e executados com o objetivo de avaliar os efeitos bioquimicos,
fisiolégicos e hematoldgicos da associagdo de alteragdes climaticas frente a exposicao a

hidrocarbonetos de petroleo.

No primeiro experimento, delineado para ser considerado como controle das
condigoes experimentais, exemplares de A. altiparanae foram expostos a 0,5 % da FSA da gasolina
(valor da CL0-96h calculado a partir do experimento agudo) em sob temperatura controlada de
25 °C e pH neutro (= 7,0). No segundo experimento, a temperatura foi aumentada para 30 °C
e o pH mantido neutro. O terceiro experimento consistiu na redugao do pH da agua para 4,0 e

manutencao da temperatura em 25 °C.



http://www.ncfishes.com/
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6.3.1.1 Manutencao e Aclimatacio dos Animais

Exemplares adultos de Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000) (n=200; peso= 18,95
* 3,36 g; comprimento total= 10,56 * 0,74 cm; comprimento padrao= 8,88 * 0,66 cm) foram
adquiridos em distribuidor comercialmente (Peixes e Peixes Ltda, Curitiba - PR, Brasil) e
transportados ao laboratério (Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais —
GIA/UFPR, Curitiba - PR, Brasil). Apés a chegada, foram submetidos a tratamentos profilaticos
(2 horas em 6 g de NaCl/L) e, posteriormente, mantidos em tanques (1000 L) equipados com
sistema fechado de filtragem fisica e bioldgica, aeragao constante e temperatura controlada por

aproximadamente um més (Figura 5).

Durante esse periodo a ocorréncia de mortalidade foi de aproximadamente 2%. A
alimentagao foi realizada diariamente, ad libitum, com ragao comercial (Kowalski® Proteina

bruta= 47%).

Figura 5. Tanques de manutencdo de exemplares de Astyanax altiparanae nas dependéncias
do Laboratério de Pesquisas com Organismos Aquaticos (LAPOA) do GIA. Anexo ao
tanque pode ser visualizado o filtro biolégico contendo macréfitas. A utilizacdo desse
sistema de filtragem auxilia no processo de fixacdo de nitrogénio gerado nos sistemas devido
aos mecanismos de decomposi¢cdao de matéria organica.

6.3.1.2 Obtencao da Fragao Soluvel em Agua da Gasolina

Os testes foram realizados com a fragao solUvel em agua (FSA) de gasolina comum,
vendida comercialmente. O preparo da FSA foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Anderson et al. (1974). Uma parte de 6leo foi cuidadosamente adicionada a nove partes de

agua (1:9) e as duas substincias foram agitadas vagarosamente, com auxilio de agitador
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magnético, observando-se a formagao de um vortex com cerca de |/3 da altura do recipiente.
O preparo foi realizado em frasco Mariotte, com capacidade para |5 L, coberto com papel
aluminio para evitar incidéncia luminosa (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Apos
23 h sob agitagdo em temperatura ambiente (25°C £ |°C) o agitador foi desligado e a solugio
foi mantida imovel por aproximadamente |5 min. A FSA foi obtida por gravidade e
imediatamente adicionada as unidades experimentais. A concentragao da FSAg utilizada nos

experimentos (0,5% - v/v) foi baseada na CL0-96h calculada previamente para a espécie.

6.3.1.3 Teste de exposicao e recuperagao a FSA; em 25 °C e 30°C

Uma vez que o controle da temperatura era primordial, o experimento foi realizado em
banho-maria a 25 °C. Dois banhos-maria foram confeccionados em madeira e impermeabilizados
para evitar vazamento de agua e consequente variagao do volume. Quarenta aquarios redondos
de vidro (n=20/banho-maria) foram acondicionados nos banhos-maria e preenchidos com 4 L
de agua limpa declorada. Exemplares de Astyanax altiparanae foram previamente separados do
tanque de manutengao e acondicionados individualmente nos aquarios de vidro. A aclimatagao

as condi¢oes laboratoriais foi realizada por 96h.

Astyanax altiparanae (n=20) foram expostos a 0,5 % (v/v) da FSAg por 96 h e, ao final
desse periodo, 10 exemplares foram submetidos a eutanasia (grupo FSAG-96h). Para os |10 peixes
restantes a adigao diaria da FSAg foi interrompida para manutengao em condicao de recuperagao
por 96 h (FSAG-192h). Grupos controle (n= 20) foram mantidos em dgua limpa sem adigao da
FSAG por 96 (Contole-96h) e 192 h (Controle-192h). O experimento foi conduzido em sistema
semi-estatico, com renovagao diaria de 80 % do volume de agua durante todo o periodo

experimental (192 h).

Ao final do periodo de exposigao (96 h) e recuperagao (192 h) os peixes foram
anestesiados com MS-222 (Ostrensky, Pedrazzani et al. 2015) e tiveram sangue coletado por
puncao da veia caudal (seringas heparinizadas). Cerca de 100 pyL do sangue foi imediatamente
utilizado para as avaliagoes hematologicas (hemograma e micro hematdcrito) e o restante
centrifugado para obtengio do plasma. O plasma obtido foi congelado (-20 °C) para posterior
determinagao das concentragoes de glicose, cortisol, Na*, K*, e Cl-. Em seguida, os peixes foram
eutanasiados (secgao medular) para coleta de tecidos (figado, rim, branquia, musculo e cérebro).
Imediatamente apos a coleta todos os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -80 C para posterior determinagio dos parametros fisiologicos,

bioquimicos e histopatolégicos (vide metodologia abaixo).
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6.3.1.4 Teste de exposicao e recuperagao a FSA; em 30 °C

Antes do inicio da aclimatagao as condigoes experimentais, Astyanax altiparanae (n=40)
foram acondicionados em tanques de 100 L para aclimatagdo a temperatura de 30 °C. Nessa
condigdo, a temperatura foi aumentada, de 25 até 30 °C, gradativamente durante um periodo
de 72 horas. Ao final desse periodo, os animais foram acondicionados nos aquarios de vidro
contendo 4 L de agua por 48 h. Todos os procedimentos realizados a partir desse momento
foram os mesmos descritos no experimento conduzido a 25 °C. Ao final das 192 h de exposicio
os peixes dos grupos FSAG-96 e FSAG-192h, e de seus respectivos controles (controle-96h e

controle-192h), foram anestesiados para coleta de sangue e eutanaziados para coleta de tecidos.

6.3.1.5 Teste de exposicao e recuperagao a FSA; em pH 4,0

Antes do inicio da aclimatagao as condigoes experimentais, Astyanax altiparanae (n=40)
foram acondicionados em tanques de 100 L para aclimatagao ao pH 4,0. Nessa condigao, o pH
foi reduzido de 7,0 até 4,0 gradativamente, durante um periodo de 72 horas. Ao final desse
periodo, os animais foram acondicionados nos aquarios de vidro contendo 4 L de agua por 48
h. Todos os procedimentos realizados a partir desse momento foram os mesmos descritos no
experimento conduzido a 25 °C. Ao final das 192 h de exposicio os peixes dos grupos FSAg-96
e FSAG-192h, e de seus respectivos controles (controle-96h e controle-192h), foram

anestesiados para coleta de sangue e eutanaziados para coleta de tecidos.

Abaixo, na Tabela I, podem ser visualizadas todas as analises que serao realizadas para
avaliagao bioquimica, fisiologica e hematoldgica dos exemplares de A. altiparanae expostos a

diferentes condicdes laboratoriais descritas nos itens 5.3.1.3, 5.3.1.4 e 5.3.1.5.

Tabela |. Descricdao das analises e do andamento de execucido das analises em diferentes
matrizes/tecidos em cada um dos experimentos de exposicio de Astyanax altiparanae
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(temperatura 25 °C [controle], temperatura 30 °C e pH 4,0) a FSA; por 92 horas e
recuperacao por 96 horas.

. Andamento
Matriz/ 41 = = =
Tecido Anilise Experimento  Experimento Experimento
25 °C 30 °C pH 4,0
Temperatura YSI® - Pro20 Finalizado Finalizado Finalizado
O, dissolvido YSI® - Pro20 Finalizado Finalizado Finalizado
O, Saturagdo YSI® - Pro20 Finalizado Finalizado Finalizado
pH Horiba® — B-713 Finalizado Finalizado Finalizado
Aménia total (Verdouw, Van Finalizado Amostras Amostras
Echteld et al. 1978) coletadas coletadas
Agua T (Ostrensky and Aguardando Aguardando Aguardando
Aménia ndo-ionizada Wasielesky 1995) calculo dados dados
Cloreto (Clarke 1950) Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
HPA (US.EPA 1996) Amostras Amostras Amostras
coletadas coletadas coletadas
BETX (US.EPA 1996) Amostras Amostras Amostras
coletadas coletadas coletadas
Atividade Catalase (CAT) (Machado, Wood et Finalizado Amostras Amostras
al. 2014) coletadas coletadas
Atividade Glutadiona-S- (Keen, Habig et al. Finalizado Amostras Amostras
transferase (GST) 1976) coletadas coletadas
. (McCormick and Amostras Amostras Amostras
Atividade Na/K ATPase Bern 1989) coletadas coletadas coletadas
. (McCormick and Amostras Amostras Amostras
Atividade H/ATPase Bern 1989) coletadas coletadas coletadas
A . (McCormick and Amostras Amostras Amostras
Branquia | Acividade Toral ATPase Bern 1989) coletadas coletadas coletadas
Atividade Anidrase Carbénica (Henry 1991) Amostras Amostras Amostras
coletadas coletadas coletadas
Proteina total (Bradford 1976) Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
Teor Hidrico (Souza-Bastos 201 I) Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
Histopatologia (Bernet, Schmidt et Em anilise Amostras Amostras
P g al. 1999) coletadas coletadas
Atividade Catalase (CAT) (Machado, Wood et Finalizado Amostras Amostras
al. 2014) coletadas coletadas
Atividade Glutadiona-S- (Keen, Habig et al. Finalizad Amostras Amostras
transferase (GST) 1976) inalizado coletadas coletadas
, Atividade 7-etoxiresorufina-O- (Braz-Mota,. . Amostras Amostras
Figado ) Sadauskas-Henrique Finalizado
deetilase (ERDO) coletadas coletadas
etal. 2015)
Proteina total (Bradford 1976) Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
, . (Levine, Williams et Amostras Amostras Amostras
Proteinas Carboniladas
al. 1994) coletadas coletadas coletadas
Atividade Acetilcolinesterase (Ellman, Courtney et Finalizado Amostras Amostras
(Ache) al. 1961) coletadas coletadas
Proteina total (Bradford 1976) Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
L. (Bidinoto, Souza et Amostras Amostras Amostras
Glicogénio
, al. 1997) coletadas coletadas coletadas
Musculo Amost Amost Amost
Cortisol ELISA — Kit DBC® mostras mostras mostras
coletadas coletadas coletadas
, . (Levine, Williams et Amostras Amostras Amostras
Proteinas Carboniladas
al. 1994) coletadas coletadas coletadas
Teor Hidrico (Souza-Bastos 201 I) Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
Atividade Acetilcolinesterase (Ellman, Courtney et S Amostras Amostras
Finalizado
. (Ache) al. 1961) coletadas coletadas
Cérebro Amostras Amostras
Proteina total (Bradford 1976) Finalizado
coletadas coletadas
Glicose Espectofotometria - Amostras Amostras Amostras
Kit Labtest® coletadas coletadas coletadas
Plasma | Cloreto (Clarke 1950) Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
Sédio Fotometria chama Finalizado Amostras Amostras
coletadas coletadas
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. Andamento
HEXA Anailise E i E i E i
Tecido xperu;nento xperu;nento Xperimento
25 °C 30 °C pH 4,0
L. . _ Amostras Amostras
Potéssio Fotometria chama Finalizado
coletadas coletadas
Proteina Plasmatica total Refratometria Finalizado Finalizado Finalizado
. L Galvan, Lirola et al. . . 0
Microhematocrito ( iO I6) Em analise Em analise Em analise
Contagem diferencial de (Galvan, Lirola et al. - - -
Sangue L ; Em analise Em analise Em andlise
leucécitos (esfregago sanguineo) 2016)
Contagem de leucécitos e volume | (Galvan, Lirola et al. - - A
L Em analise Em anilise Em analise
globular médio 2016)

6.3.2 Avaliacdo dos efeitos da FSA da gasolina sobre a capacidade de

excrecao de compostos nitrogenados em Carassius auratus

Espécimes de goldfish (N = 100; peso = 3,49 + |,19 g) foram adquiridos em loja
especializada, em Vancouver, British Columbia, Canada. No laboratério, os peixes foram
mantidos em tanques de 200 L com agua da rede de abastecimento de Vancouver declorada (pH
= 7,23; [Na*] = 97,30 ymol L-!, [K*] = 4,85 pmol L-!, [Ca2*] = 161,19 pmol L-! e [Mg2*] = 7,30
pmol L-') sob condigdes de fluxo (O, = 75,0% saturagio; temperatura ambiente = 20,0 £ 0,5 °
C; fotoperiodo controlado = |12h claro: 12h escuro) por duas semanas antes da experimentagao.
Flocos comerciais de alimentos seco (45% de proteina bruta) foram oferecidos uma vez por dia

e suspensos 24 h antes do inicio e durante os experimentos.

6.3.2.1 Procedimento para a extragao da FSA da gasolina

Gasolina normal, obtida em um posto de gasolina comercial (Vancouver, British
Columbia) e armazenada em uma tampa de garrafa de vidro autoclavavel de 2 litros com folha
de aluminio. Até o uso (5 dias), ele foi mantido em um segundo recipiente de plastico dentro de

um gabinete inflamavel selado para aumentar a protegao contra incidéncia de luz.

A extragao da FSG foi realizada de acordo com a metodologia descrita por ANDERSON
et al. (1974) a temperatura ambiente (20,0 + 1,0 ° C). Uma parte de gasolina e nove partes de
agua (proporgao de |: 9) foram adicionadas a uma garrafa de vidro de IL e agitadas numa placa
magnética. Para padronizar o procedimento, a velocidade de agitagao foi mantida para formar
um vortice correspondente a |/3 da altura da coluna de gasolina + agua. Apos 22 h a agitagao
foi parada e a solugao repousou durante 30 min para permitir a separagao apropriada das fases

da fracao de combustivel e WSFG. A WSFG obtida foi imediatamente utilizada.
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Amostras da FSGV (100%) foram coletadas para a determinagao de BTEX e PAH, metais
pesados (Ag, Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, P, Pb, Sr e Zn), compostos nitrogenados (amonia
total e uréia) e ions (Mg2*, Ca2*, K+ e Na*). As amostras para PAH e BTEX foram armazenadas
em frasco ambar descontaminado (60 mlL) preparado por trés processos em lavador
ultrassénico: torneira, bidestilada e agua milliQ®; secagem: 24 h a 105; calcinagdo: 4 h a 400 ° C
e mantida sob refrigeracio (4 °C) para posterior analise cromatografica. As amostras de agua
para determinagao de compostos metalicos foram armazenadas em frascos ambar (60 mL) e

preservadas com |% de HNO; até a andlise.

6.3.2.2 Design experimental

Quarenta peixes foram transferidos do tanque de aclimatagao principal para recipientes
de vidro individuais de 260 ml. Nesta condicao de sistema estitico, mantido a temperatura
ambiente (20.0 + 1.0 ° C) e continuamente abastecido com fluxo de ar, eles foram
individualmente aclimatados por 4 h. Apos aclimatagao, 80% do volume de agua foi substituido
por agua doce limpa (controle) ou agua doce contendo as quatro concentragoes de FSG (0,25,
5 10 e 25% v/ v - N = 8 peixes por tratamento). O periodo de aclimatagao, temperatura
ambiente, fornecimento de fluxo de ar e concentracoes de WSFG foram mantidos os mesmos

durante todos os procedimentos experimentais descritos abaixo.

6.3.2.2.1 Procedimento |: Mensuragdo dos fluxos de compostos nitrogenados e fons

O principal objetivo deste procedimento foi avaliar a excregao de nitrogénio (amonia e
uréia) e, também, a taxa de fluxo de ions (Mg?*, Ca2*, K* e Na*) durante a exposicao a FSG. No
final do periodo de aclimatagao de 4 h, os peixes foram expostos durante 6 h a quatro
concentragoes de FSA da gasolina: 0,25, 5, 10 e 25% v/v. Amostras de agua foram coletadas aos
I5 min e 6 h apés o inicio da exposigao. Temperatura (YSI® 55) e pH (Fisher Scientific® ABI5)
foram medidos imediatamente e amostras de agua para determinagao de compostos
nitrogenados e ions foram armazenadas a -20 °C até a analise. No final do ensaio experimental,

os peixes expostos foram eutanasiados com com solugao MS222 neutralizada.
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6.3.2.2.2 Procedimento 2: Mensurag¢do da Taxa Metabdlica Durante a Exposi¢do da FSA da

gasolina

O segundo procedimento experimental foi desenhado para avaliar o consumo de
oxigénio, os niveis plasmaticos de uréia e Mg2* e Mg2* muscular. Os peixes foram expostos as
quatro concentragoes de WSFG descritas acima por 6 h. Apds a exposicao, 80% do volume de
agua em cada recipiente foi substituido por WSFG e agua saturada com oxigénio. A pressao
parcial de oxigénio inicial (PO;) foi medida (YSI®55) e o recipiente foi selado com uma tampa
de latex para evitar a difusao do O, do ar atmosférico para a agua. A média inicial (média + DP)
PO, foi de 154,38 % 1,93 Torr. Os peixes foram mantidos nesta condigao por 60 min, a tampa
foi removida e a medida final de PO, foi realizada. Para amostragem de sangue e musculo, os
peixes foram anestesiados com solugao de MS222 tamponada (5 g L-') adicionada diretamente
no recipiente experimental. As amostras de sangue, adquiridas com seringas heparinizadas
(heparina de litio - Sigma Aldrich®), foram centrifugadas por 6 min (6000 rpm) e o plasma obtido
foi imediatamente congelado (-80 ° C) para posterior determinagio de uréia e Mg2+. Os peixes
foram eutanasiados por secgao medular e o tecido muscular foi amostrado e imediatamente

congelado em nitrogénio liquido, transferido para freezer a -80 ° C até a determinagiao de Mg2+.

6.3.2.2.3 Procedimento 3: Taxa Metabélica Apds a Exposicdo da FSA da gasolina

O procedimento de exposigao a FSAG seguiu o mesmo protocolo descrito acima. No
entanto, para a medicao do consumo de oxigénio, 100% do volume de agua + FSAG foi
substituido por agua doce limpa saturada com oxigénio. O PO; inicial foi medido (YSI® 55), o
recipiente foi selado e os peixes foram mantidos nesta condigcao por 60 min. Entao, a medida

final de PO; foi realizada.

6.3.2.3 Exposicao aguda de embrides e larvas a FSA dos Derivados de Petroéleo

Durante os primeiros ensaios, foram definidos também os protocolos de reprodugao
artificial da espécie, visto que tanto o manejo como a qualidade da agua interferem bruscamente
na saude dos 6vulos fertilizados, eliminando-se a presenga de fecundagao “fantasma”, que sao
ovulos fecundados sadios até os primeiros estagios de desenvolvimento embrionarios, mas que
posteriormente morrem. Definiu-se também a temperatura de trabalho, na ocasiao foi uma
surpresa pois, mesmo dentro da faixa de tolerancia da espécie, podemos ter uma enorme

variagdo no desenvolvimento e, a temperatura também pode ocasionar efeitos prejudiciais
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semelhantes ao da exposicao a agentes quimicos, por exemplo. Além disso, os resultados obtidos
possibilitaram definir o tempo de trabalho (seguramente até 120 h pods-eclosao) sem que
houvesse a interferéncia do alimento externo na qualidade da agua, uma vez que esses alimentos

sao altamente proteicos e tendem a deteriorar os parametros de qualidade de agua.

Apos definidos os procedimentos para se trabalhar com embrides e larvas da espécie,
foram realizados os bioensaios de exposigao aguda para a determinagao da toxicidade (CLo e
CLs0-96h) da gasolina, oleo diesel, OMI Petrobras, OMI comercial e 6leo lubrificante comercial
em dois momentos diferentes. Foram realizados dois testes de exposi¢ao aguda, sendo que um
consistiu na exposi¢ao de embrides, e o segundo teste com embrides recém-eclodidos (larvas),
ambos avaliados nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas de exposicao. Cada experimento foi
conduzido de acordo com a metodologia de determinagao de concentragao letal (CLso) (EPA
2002), utilizando dez concentragdes das respectivas fragoes sollveis em agua (FSA 0,25; 0,5; 1,0;
2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0 e 100,0 %) além de um tratamento controle (peixes + agua), controle
positivo (solugao contendo [,75% de etanol) e um branco (somente agua). Os testes com
embrides e larvas foram realizados de forma que se assemelhasse ao maximo aos testes
realizados com juvenis e adultos da espécie, possibilitando posteriormente uma comparagao de

toxicidade entre as fases de ontogenia.

O bioensaio foi realizado com 6vulos fertilizados obtidos de desovas artificiais realizadas
pelo GIA, que foram posteriormente alojados individualmente em placas de cultivo celular de 06
pocos (Kasvi KI12-006, Brasil), com volume util de |5 ml cada pogo, totalizando 30 exemplares
para cada concentragao teste. As placas permaneceram alojadas dentro de uma incubadora do
tipo demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D) com fotoperiodo ajustado para |12h luz e 12h
escuridio e temperatura controlada e ajustada a 25 °C. Para maior controle dos testes, a
incubadora permaneceu dentro de uma sala com ventilagio e exaustio forgada, além da
temperatura também ajustada a 25 °C. A unidade toxica dos derivados (UT) foi calculada de

acordo com a seguinte equagao:

100

UT = Cis0

x Volume amostra

Quanto maior o valor numérico obtido na UT, maior a toxicidade do composto testado.
Para melhor compreensao dos resultados obtidos, outros parametros foram mensurados e
estao definidos na Tabela 5, adaptado de Galvan, Lirola et al. (2016). O registro dos animais
mortos e dos parametros de qualidade da agua (temperatura, oxigénio dissolvido, pH, aménia
total (N-AT = NH3+NH4*), foram realizados em 0, 24, 48, 72 e 96 h apos o inicio do
experimento (CETESB 1990).
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Tabela 5 - Parametros utilizados para a expressao dos resultados obtidos na exposi¢cao de
embrides e larvas de Astyanax altiparanae.

Parametro Definicio/Obtencao Referéncia

Concentragao da substincia teste que
causa mortalidade de 10% durante o OECD (1994)
periodo de 96 h de exposicao.

Concentracao Letal
Mediana (CLo)

Concentragao da substincia teste que
causa mortalidade de 50% durante o OECD (1994)
periodo de 96 h de exposicao.

Concentracao Letal
Mediana (ClLso)

Maior concentragao da amostra que nao se
observa efeito agudo nos organismos ABNT (2011)
durante o periodo de exposigao.

Concentracio efetiva
Zero (CEzero)

Menor concentragao da amostra na qual o
Fator de Toxicidade (FT) ndmero de organismos mortos foi menor Knie e Lopes (2004)
ou igual a 10%.

Concentragao de efeito Considera a maior concentragao que nao

nao observado (NOEC) causa efeitos deletérios. US EPA (1996, 2002)

Menor concentragao de Menor concentragao em que é observado

efeito observado (LOEC) letalidade ou qualquer endpoint. Cooney (1995)

O monitoramento da temperatura e das concentragoes de oxigénio dissolvido foi
realizado diretamente nos aquarios experimentais com oximetro digital portatil (YSI® - Pro 20).
O pH foi determinado com o auxilio de pHmetro portatil (Horiba Scientific® — B-713). A
determinagao da N-AT foi realizada de acordo com método colorimétrico de (Verdouw, Van
Echteld et al. 1978) e a percentagem de amoénia gasosa (N-NH3) foi calculada a partir dos valores

de N-AT, temperatura e pH, de acordo com o método descrito por Ostrensky et al. (1992).

O banco de dados gerado foi organizado através do uso dos softwares Excel® e Access®
(Microsoft Office Professional Plus 2016). Os dados de qualidade da agua e biométricos foram
analisados através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste Tukey. A

sobrevivéncia foi analisada pela curva de Kaplan-Meier. A concentragao letal (CLso) foi estimada
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através do software Trimmed Spearman-Karber “LC50 Programs JSPear Test”. As demais analises

foram realizadas utilizando-se o software Statsoft Statistica™R versao 12.09.

6.3.2.4 Exposicao subletal de embrides e larvas a FSA dos Derivados de Petroleo

Embrices de A. altiparanae foram incubados em placas de cultivo celular de 06 pogos (KASVI
K12-006, China), na proporgao de um embriao/pogo, totalizando 32 placas. As placas foram
posteriormente acondicionadas em estufa vertical do tipo DBO (ADAMO, Brasil), com
temperatura ajustada para 25 °C, em sistema semi-estatico, conforme preconiza a NBR 12715
(ABNT, Brasil), fotoperiodo ajustado para 12 h luz/12 h escuro, com intensidade luminosa entre

700 a 900 lux (MLM-1010, Brasil).

O bioensaio foi executado segundo as normas internacionais descritas pela OECD (1994):
controle negativo (agua sem o xenobionte); concentragao teste (CT) da gasolina (0,04%), 6leo
mineral (34,79%) e do petrdéleo (50,88%). Os valores definidos da concentragao-teste para cada
composto foram definidos com base nos resultados obtidos na exposigao aguda da espécie. A
agua utilizada nos ensaios era previamente clorada (com hipoclorito 10%); neutralizada (com
tiossulfato de sédio 50%), filtrada em filtro bag (50 pm) com carvao ativado e permanecia dentro
da incubadora pelo tempo necessario até atingir a temperatura de 25 °C. O tempo de exposi¢ao

aos compostos foram: 24, 48, 72 e 96 horas.

As anormalidades foram registradas e pontuadas seguindo os métodos relatados por
Perrichon, Le Menach et al. (2016), com modificagoes: |. Edemas (pericardio, saco vitelino); 2.
Malformagoes estruturais (notocorda, cérebro, lesdes nas nadadeiras); 3. Deformidades
(pigmentagao do corpo, anemia, olhos e cabeca); 4. Tempo de absorgio total da reserva

vitelinica.

Para realizacido das andlises morfométricas, as placas de cultivo foram retiradas
individualmente da incubadora e cada pogo foi sifonado em 3/4 do seu volume, com auxilio de
uma pipeta de Pasteur e, em seguida, os animais foram observados individualmente (dentro dos
proprios pogos) com auxilio de estereomicroscopio éptico (Discovery V8, Zeiss, Alemanha).
Foram mensurados o comprimento total, a altura do corpo, o comprimento do saco vitelinico
(CV), a altura do saco vitelinico (HV) e o volume da reserva vitelinica (V), calculado de acordo

com a equagao:

m.CV.HV?
V (mm?) = g
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No periodo de 48 horas de exposicao, foi realizada a contagem de batimentos por minuto
(bpm) de 12 exemplares de cada concentragao. Neste periodo também, 06 exemplares foram
observados com auxilio de microscopio optico Leica® DMLS, para avaliagao da absorgao da
reserva vitelinica, caracterizada através de registros realizados a cada duas horas. Ao término
das observagoes, o volume original de agua em cada pogo foi renovado e as placas foram
novamente tampadas, realojadas na incubadora e mantidas até o periodo subsequente de

observagao. Os exemplares, tanto embrides como larvas foram monitorados durante o periodo

de 0, 24, 48, 72 e 96 h.

6.3.2.5 Efeitos da exposi¢ao na reproducao de Astyanax altiparanae

Juvenis de A. dltiparanae, de mesmo peso e comprimento médio dos individuos
amostrados anteriormente, foram alojados em quatro sistemas independentes de manutengao
de peixes em condigoes ambientais controladas. Cada sistema era composto por trés tanques
de polietileno de 70 L cada, ligados entre si por bomba submersa (SB-2000, Sarlobetter, Brasil)
e mantidos sob aeragao constante, fornecida por um compressor radial CR6 (IBRAM, Brasil), e
temperatura de 25°C, mantida por aquecedores de 300 watts, controlado por termostato digital

(BOYU, Taiwan). Em cada tanque eram mantidos |20 alevinos.

Anteriormente ao periodo de exposicao, os exemplares permaneceram por cinco dias
nesses tanques para aclimatagao. Apos a aclimatagao, os sistemas foram desligados, tornando
cada um dos tanques independentes dos demais, formando assim quatro unidades testes com
duas repeticoes cada. Os peixes de cada sistema foram entio expostos a diferentes
concentragoes da FSA de cada composto testado: i) Sistema |: 3% da FSA da gasolina; ii) Sistema
2: 10% da FSA do petroéleo; iii) Sistema 3: 10% da FSA do 6leo mineral lubrificante. No ultimo
sistema (Sistema 4) os peixes nao foram expostos a nenhum xenobionte (controle negativo). Os
animais permaneceram nesses sistemas por |5 dias, sendo realizada a renovagao diaria de 100%

do volume de agua (mesmas condigoes/concentragoes de xenobiontes a cada renovacao).

Ao final desse periodo, foram selecionados, ao acaso, de cada um dos tanques, duas
fémeas, com peso médio de 4,06 + 1,37 g (média + desvio padrao) e comprimento total de 3,9

t 1,0 cm; e dois machos, com peso médio de 1,20 *+ 0,39 g e comprimento total médio de 3,4

I+

0,3 cm, que foram anestesiados em solucao de 6leo de cravo (10%), sacrificados e fixados em
ALFAC® e posteriormente transferidos para alcool 70%, permanecendo até a realizagao das

analises histologicas do segundo arco branquial, do figado e das gonadas.
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Apos este periodo de exposicao, os sistemas foram novamente ligados e os animais
permaneceram em recuperagao por mais cinco dias, sendo realizada a renovagao diaria da agua,
porém sem os xenobiontes. Apés o periodo de recuperagao os demais individuos foram
transferidos para quatro sistemas independentes de manutengao de peixes localizado em uma
estufa agricola. Cada sistema era composto por trés tanques de polietileno de 1000 L cada,
ligados em si, por uma bomba submersa (SB-2700, Sarlobetter, Brasil) e também a filtros
mecanicos e bioldgicos, para manutengao da qualidade da agua, além de aeragao constante e
temperatura mantida em 25° C, mantida por seis aquecedores de 300 watts, controlado por

termostato digital (BOYU, Taiwan).

Os peixes permaneceram nos sistemas de manutengao por 6 meses. Durante todo o
periodo experimental, foram alimentados trés vezes ao dia (08:00, 12:00 e 16:00 horas), com
ragcao comercial extrusada (Kowalski, Brasil) contendo 45% de proteina bruta e 4% de extrato

etéreo.

Mensalmente eram selecionados ao acaso, de cada um dos tanques, trés fémeas e trés machos,
que foram imediatamente sacrificados com solugao de d6leo de cravo (10%) e fixados em solugao
de ALFACS®, posteriormente transferidos para alcool 70%, até a realizagao das analises
histolégicas das branquias, figado e gonadas. As alteragoes histologicas estao em processo final
e serao classificadas segundo o calculo de indice de Alteragao Histopatoldgica (IAH), proposto
por Schwaiger, Wanke et al. (1997), posteriormente atribuindo-se um valor numérico conforme

o grau de alteragao, seguindo a proposta de Poleksi¢ and Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994).

Apos o periodo de seis meses nos tanques de manutengao, os exemplares de cada caixa
de manutengao foram capturados, anestesiados e foram submetidos ao processo de indugao
hormonal, através do uso do produto comercial Vetecor® 5000Ul (Hertape Calier, Brasil). O
horménio foi aplicado, através de injegao com seringa graduada (0,3 mL/cc), na base inferior da

nadadeira peitoral, em um angulo de 45°, em doses unicas de 1,0 mg/kg.

ApOos receberem a aplicagao dos hormonios, os reprodutores de cada tratamento foram
acondicionados em tanques-rede individuais, com dimensoes de 25 x 15 x |5 cm (comprimento,
largura e altura, respectivamente), confeccionado com rede de nylon trangada de 3 mm e malha
de 1,5 x 1,5 cm. Esses tanques-rede, por sua vez, foram mantidos em um tanque de polietileno
de 100 L, em temperatura controlada de 25°C, mantida com o uso de um aquecedor de 300
watts (BOYU, Taiwan). Os animais foram mantidos nesse local até a liberagao e posterior
fertilizagao dos ovécitos. Imediatamente apos a desova, os ovos foram removidos por sifonagem,

retidos em uma peneira de malha de 0,5 mm, lavados em agua corrente.
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Em seguida, foram coletados com uma pipeta de Pasteur e analisados em microscopio
optico Leica® DMLS, adaptados com camera digital ToupCam® (L3CMOS Series C-mount,
China) e transferidos para 60 placas de cultivo celular de 6 pogos cada com tampa (KASVI K| 2-
006, China), de volume unitario de 17 ml, sendo acondicionado um ovo fecundado por pogo,
sendo |5 placas para cada tratamento teste. As placas foram mantidas em incubadora vertical
tipo BOD Microprocessada (ADAMO, Brasil), com fotoperiodo ajustado para 12 h luz: 12 h

escuro e mantida em 25 °C por 96 h.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 Genética Ambiental

Com os resutlados apresentados e discutidos no artigo “Is There Detectable Long-term
Depletion of Genetic Variation in Freshwater Fish Species Affected by an Oil Spill?” (ANEXO 1) foi
possivel concluir que nao ocorreu deplecao duradoura da variabilidade genética em nenhuma
das trés espécies nativas de peixes estudadas (Phalloceros harpagos, Scleromystax barbatus,
Mimagoniates microlepis) nas areas impactadas pelo vazamento de 6leo combustivel leve na Serra
do Mar, no estado do Parana, em 2001. Tal resultado pode ser atribuido a varios fatores que
apresentam influéncia sobre a resiliéncia das populagoes de peixes investigadas neste estudo.
Primeiro, embora os vazamentos fossem graves, eles representaram uma perturbagao de curto
prazo que afetou desproporcionalmente os peixes que viviam nos rios no momento do acidente.
Isso provavelmente permitiu a recolonizagio de peixes de populagoes de outras bacias
hidrograficas, o que reabasteceu a variabilidade genética para as populagoes nos locais afetados.
Em segundo lugar, a estrutura espacial das bacias hidrograficas, bem como o fluxo continuo
unidirecional de agua na porgiao nao estuarina da regido afetada, possivelmente acelerou a
remocao dos hidrocarbonetos de petroleo de baixo peso molecular (BTEX e a maioria dos
PAH) da regiao, acelerando a recuperagao, em comparagao com situagoes analogas em lagos ou

estuarios.

7.2 Quimica
7.2.1 Processamento dos dados cromatograficos HPA e BTEX

Como descrito nos materiais € métodos, uma série de analises para a determinagao de
HPA e BTEX foram realizadas em amostras oriundas de experimentos realizados pela equipe da
area de estudos em “ecotoxicologia”’, coordenada pelo professor Antonio Ostrensky. Utilizando
os métodos analiticos de extragao e quantificagao desenvolvidos durante a execugao do presente
projeto, sao apresentados dados obtidos para capitulos especificos das teses de doutorado dos

alunos Giorgi Dal Pont e Diego Stevanato.

No primeiro capitulo da tese do doutorando Giorgi Dal Pont foram analisadas amostras
da fragao solUvel em agua de varios produtos derivados de petréleo. Os as concentragoes de

HPA e BTEX detectadas sao apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 6. Concentra¢ées médias de hidrocarbonetos monoaromaticos (BETX) e policiclicos
aromaticos (HPA) na fracdao solivel em agua (FSM) de petréleo e produtos refinados
durante testes de toxicidade (LC,, e LC;-96h) para o peixe neotropical Astyanax altiparanae.

Toxicity Trials

WSF Parameter

Gasoline Diesel Petroleum IMO= IMOb Lubricant
BETX (pg L)
Benzene 44830.00 977.14 2873.00 <50 <50 <50
Toluene 42200.00 679.86 1279.50 <5.0 <5.0 <5.0
Ethylbenzene 15960.00 126.77 118.00 <50 <50 <50
m,p-Xylene 18020.00 151.71 321.00 <50 <50 <50
0-Xylene 16480.00 158.17 341.00 <50 <50 <50
z BETX 137490.00 2093.66 4932.50 <50 <50 <50
PAH (ug L)
Naphthalene 3.89 9.19 3.58 ND ND ND
Acenaphthylene <035 ND ND ND ND ND
Acenaphthene <0.35 ND <0.35 ND ND ND
Fluorene ND ND 0.46 <035 ND ND
Phenanthrene ND 7.17 ND ND ND ND
Anthracene ND 7.09 0.59 ND ND ND
Fluoranthene 2.90 ND <035 <0.35 <0.35 <035
Pyr‘ene 2.50 1.00 ND ND ND ND
Benz[a]anthracene 3.80 0.65 0.44 0.46 041 <035
Chrysene 4.60 0.60 0.38 0.40 0.36 <035
Benzo[b]fluoranthene 5.50 1.26 <035 <035 <035 <035
Benzo[k]fluoranthene 5.60 1.08 391 <035 <035 <035
Benzo[a]pyrene 4.20 1.04 <035 <035 <035 <035
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 6.70 1.24 <035 <035 <035 0.46
Dibenz[ah]anthracene 8.90 1.20 0.352 <035 <035 0.43
Benzo[ghi]perylene 6.70 1.10 <035 <035 <035 0.43
z PAH 55.29 32.63 9.70 0.86 0.77 1.32
z 137545.29 2126.28 4942.20 0.86 0.77 1.32

Além das andlises apresentadas acima, também foi realizada a determinagao da

concentragao de HPA e BTEX em amostras da fragao solUvel em agua de gasolina utilizadas em

experimentos para a avaliagao dos efeitos do contaminante em associagao a alteragao de fatores

abioticos (temperatura e pH da 4agua) (Tabela 8).
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Tabela 7. Concentracdes de hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) e policiclicos
aromaticos (HPA) em 100% da fracdo solivel em agua da gasolina (WSFG) utilizada durante
os diferentes ensaios de exposicdo com o peixe de agua doce neotropical Astyanax
altiparanae.

Aromatic Petroleum Experimental Trials
Hydrocarbons 25°C+pH7.0  30°C+pH7.0  25°C+pH4.0
BTEX (wg L)
Benzene 11996.2 9922.6 10344.7
Toluene 11161.6 9335.2 94723
Ethylbenzene 8175 645.9 686.5
m,p-Xylene 1608.2 1204.7 1339.9
o0-Xylene 1487.8 1120.0 1284.1
> BTEX 27071.3 222284 23127.5
PAH (g L)
Naphthalene <0.5 <0,5 <0,5
Acenaphthylene <05 <05 <05
Acenaphthene <05 <05 <05
Fluorene nd nd nd
Phenanthrene nd nd nd
Anthracene nd nd nd
Fluoranthene 1.5 2.1 2.3
Pyrene 1.8 1.9 2.0
Benz[a]anthracene 38 1.2 34
Chrysene 4.6 2.0 4.1
Benzo[b]fluoranthene 5.5 3.7 44
Benzo[k]fluoranthene 5.6 3.9 4.7
Benzo[a]pyrene 4.2 34 3.7
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 54 2.8 3.7
Dibenz[ah]anthracene 53 2.5 3.2
Benzo[ghi]perylene 5.4 4.7 4.3
> PAH 43.0 24.2 35.7

Quantification limit = BTEX < 5.0 pg L-' and PAH < 0.5 L-!. BTEX= Monoaromatic hydrocarbons.

PAH= Polycyclic aromatic hydrocarbons.

Nesta etapa do trabalho foi realizado o processamento adicional para determinagao de
HPA e BTEX em amostras de fragao solivel em agua de gasolina proveniente de experimentos
realizados na Universidade da Columbia Britania (UBC) — Vancouver, Canada. Tais experimentos
foram executados durante o estagio sanduiche realizado pelo doutorando Giorgi Dal Pont. Um
total de nove amostras foram enviadas para analise no GQA e os valores médios das

concentragoes de HPA e BTEX sao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Concentra¢ées de hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) e policiclicos
aromaticos (HPA) da fracdo solivel em agua da gasolina (WSFG) utilizada durante os
ensaios de exposicao com Goldfish Carassius auratus.

BTEX (pg L) 100% WSFg
Benzene 1336.1
Toluene 5562.6
Ethylbenzene 227.6
m,p-Xylene 429.9
o-Xylene 407.7
> BTEX 7963.8
PAH (ug L")

Naphthalene <0.5
Acenaphthylene <0.5
Acenaphthene .1
Fluorene 0.9
Phenanthrene <0.5
Anthracene nd
Fluoranthene 3.1
Pyrene 3.0
Benz[a]anthracene 54
Chrysene 7.1
Benzo[b]fluoranthene 8.0
Benzo[k]fluoranthene 8.7
Benzo[a]pyrene 6.0
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 7.9
Dibenz[ah]anthracene 79
Benzo[ghi]perylene 8.7
> PAH 67.8
> 8031.58

Quantification limit = BTEX < 5.0 pg L-' and PAH < 0.5 L-!. BTEX= monoaromatic hydrocarbons.

PAH= Polycyclic aromatic hydrocarbons.

Em paralelo foram realizadas as analises cromatograficas das amostras obtidas durante
a realizagao dos estudos relacionados ao trabalho de doutorado do aluno Diego Stevanatto, no
ambito do projeto Marcadores Moleculares. Os resultados para determinagao de BTEX e HPA

em amostras aquosas sao apresentados nas Tabela 9 e Tabela 10.
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Tabela 9. Determinagido de BTEX em fragdes hidrossoluveis de derivados de petroleo.

Amostra Lubrificante OMI Petroleo Gasolina Diesel
conc. determinada pg L-!

Benzeno <5 17 8 15 1782
Tolueno ND 9 <5 16 1757
Etilbenzeno ND 19 18 21 153
m-Xileno+p-Xileno ND 16 14 21 599
o-Xileno ND 20 15 23 ND

<5 = menor que o limite de quantificagao (5 pg L-'); ND = nao detectado;

Tabela 10. Determinacdo de HPA em fragcoes hidrossoluveis de derivados de petroleo.

AMOSTRAS

Diesel Gasolina Petréleo Lubrificante OMI
HPA Concentragao determinada (ug L-')
Naphthalene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Acenaphthylene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Acenaphthene 0,36 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Fluorene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Phenanthrene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Anthracene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Fluoranthene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Pyrene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Benz[a]anthracene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Chrysene <0,25 <0,25 0,27 <0,25 <0,25
Benzo[b]fluoranthene <0,25 0,33 0,25 <0,25 <0,25
Benzo[k]fluoranthene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Benzo[a]pyrene <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Indeno[1,2,3-cd]pyrene <0,25 0,29 <0,25 <0,25 <0,25
Dibenz[ah]anthracene <0,25 0,36 0,34 <0,25 0,33
Benzo[ghi]perylene <0,25 0,28 <0,25 <0,25 <0,25
> nea (g L-Y) 0,36 1,27 0,85 0,00 0,33

<0,25 = menor que o limite de quantificagao (0,25 pg L-'); ND = nao detectado;

7.2.2 Determinacao de espécies metalicas em matriz fracio soluvel em

agua de gasolina

Os resultados da concentragao de metais dissolvidos na fragao soluvel em agua da
gasolina utilizada nos experimentos de exposicao cronica desenvolvido pelo doutorando Giorgi

Dal Pont, em Vancouver — Canada, sao apresentados na Tabela | 1.
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Tabela 11. Concentragdes de compostos metalicos da fracdao solivel em agua da gasolina
(WSFG) utilizada durante os ensaios de exposicdo com Carassius auratus.

Metallic Compound (rr:r(::;ylo I\_’-Yill:g-ﬁ
Ag <0.92
Al 7.16
Ba <0.72
Cd <0.89
Co <I1.70
Cr <1.92
Cu <|.57
Fe 4.12
Mn <1.82
Ni <1.70
P <3.23
Pb <0.48
Sr 2.13
Zn 3.14

7.2.3 Desenvolvimento de método analitico voltado a extracao de HPA em

tecidos de peixes

Para a extragio dos HPA em tecido de peixes estd sendo avaliado o método de
dispersao de matriz em fase solida (MSPD). Este procedimento se baseia na mistura da amostra
(tecido in natura) juntamente com um material sorvente sélido como octadecilsilano (Cisg), silica
(SiO2), alumina (ALO3) e florisil (Mg2SiOs). A abrasiao do tecido pelo material sélido promove o
rompimento das células favorecendo o acesso aos analitos. Na sequéncia é utilizado um solvente
de eluicdo com polaridade compativel aos compostos alvo, para posterior determinagao
cromatografica (Barker, Long et al. 1989, Barker 2007). Essa estratégia se torna atrativa, pois

empregando poucas etapas é possivel a extragao, concentragao e clean-up dos extratos, com a

possibilidade de miniaturizagao e melhor controle das variaveis envolvidas no processo.

Neste trabalho a MSPD foi avaliada inicialmente empregando tecidos de peixes e um
material sorvente alternativo (Montmorilonita modificada com liquido i6nico — MMT-LI). O
principal objetivo foi verificar se a fase sdlida utilizada como sorvente possui a capacidade de
extragao dos |6 HPAs, mantendo integra sua estrutura modificada pela inser¢ao do liquido
idnico, sem perdas de material e geragio de compostos interferentes. Os resultados obtidos
indicam que a MMT-LI é capaz de sorver os compostos em estudo e a extragao assistida por

vortex é eficiente para a separagao e identificacao por GC-MS.
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Nas proximas etapas serao avaliados alguns parametros relativos ao preparo das amostras
empregando o método MSPD: massa de amostra e sorvente; tipo de sorvente; solventes de

extragao e procedimento de clean-up.

7.3 Ecotoxicologia

71.3.1 Efeitos fisioléogicos e bioquimicos em Astyanax altiparanae expostos a

fracdo soluvel em agua da gasolina

Os resultados apresentados abaixo compoem os resultados da tese de doutorado do
candidato Giorgi Dal Pont, desenvolvida junto ao programa de Pés-graduagao em Zootecnia da
UFPR. A tese foi defendia em marco de 2018 e o documento pode ser acessado no repositorio

de teses e dissertacdes da UFPR (https://acervodigital.ufpr.br/handle/1884/55165).

Com base nos resultados dos testes de toxicidade (CLo e CLso-96h) realizados com
diferentes produtos derivados de petroleo, descritos no relatorio anterior, a gasolina foi o
derivado que apresentou maior toxicidade para A. altiparanae (CL,0-96h= 0,5 % (0,15-0,91); CLso-
96h= 2,65 (1,63-4,48)). Essa maior toxicidade ja foi descrita para outras espécies e € atribuida a
composigao e proporgao dos hidrocarbonetos presente FSA da gasolina (Barron, Podrabsky et
al. 1999, Rodrigues, Miranda-Filho et al. 2010). De fato, a FSA da gasolina apresentou
concentragoes de hidrocarbonetos, principalmente os monoaromaticos (BTEX), superiores aos
demais produtos testados. Por esse motivo, a gasolina foi escolhida como produto-teste nos
experimentos para a avaliagao da influéncia da contaminagao por hidrocarbonetos de petroleo

em associagao a alteragoes de fatores abioticos (temperatura e pH).

Em geral, fendmenos decorrentes da exposigaio a um poluente apresentam maior
frequéncia em nivel celular do que em niveis de alta organizagao bioldgica. Dessa forma,
respostas bioquimicas podem ser similares em grande parte dos organismos. Nesse sentido,
bons biomarcadores devem ser indicadores sensiveis tanto da biodisponibilidade do poluente no
ambiente quanto das respostas biologicas primarias do organismo (van der Oost, Beyer et al.
2003) podendo ser utilizados no diagnéstico do status de saude do organismo e na obtengao de
sinais primarios de risco ambiental (Heath 1995). Em peixes, um biomarcador comumente
considerado é enzima etoxiresorufina-O-desetilase (EROD). Esse marcador apresenta um
aumento na sua atividade quando peixes sio expostos a compostos agonistas, como
hidrocarbonetos de petréleo (HPA e BTEX). Além de se caracterizar como um dos mais
sensiveis marcadores de exposicio, a atividade da EROD também pode preceder alteragées em

diversos niveis de complexidade biologica.



https://acervodigital.ufpr.br/handle/1884/55165
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Resultados obtidos apos a exposicao de exemplares de A. altiparanae expostos a FSAG

por 96 h, seguido de recuperagao (retirada da contaminagao por FSAGg) por 96 h em condigoes
abioticas normais (25 °C e pH 7,0), indicaram um aumento significativo na atividade da EROD
hepatica nos animais dos tratamentos contaminados (Erro! Fonte de referéncia ndo
encontrada.). Esses resultados, indicam que concentragoes muito pequenas da FSAG, como a
utilizada no presente trabalho (0,5 % v/v), ja sao suficientes para induzir alteragoes bioquimicas
detectaveis. Apesar da sensibilidade do biomarcador em condigdes de temperatura e pH
normais, a mesma condicao de contaminagao nao promoveu alteragao da atividade da EROD
quando do aumento da temperatura (de 25 para 30 °C) e redugio do pH ( de 7,0 para 4,0)
(Figura 6). Tais resultados demostram que a resposta de um dos principais biomarcadores
utilizados para a avaliagao de contaminagao ambiental por hidrocarbonetos de petroleo é
diretamente influenciada por parametros abiéticos que variam sazonalmente no ambiente

aquatico.
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Figura 6. Valores médios * S.E.M da atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) no
figado de Astyanax altiparanae apés 96 h de exposicdo a 0,5% (v/v) da fragcdo soltivel em agua
da gasolina (WSFG) e apé6s 96 h de recuperacdo em agua doce limpa (192 h). Letras
minusculas indicam diferenca nos grupos controle em 96 h (a,be c) e 192 h (x, y e z) entre
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras mailsculas indicam
diferenca nos grupos de exposicao de 96 h (A, B e C) e recuperacdao de 192 h (X, Y e Z) entre
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). * Indica diferenca para o grupo de
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas ndao foram
detectadas (p> 0,05), letras e simbolos foram omitidos.

Outro biomarcador bioquimico que apresentou aumento significativo (p<0,05) durante
as 96 h de exposicao a FSAG foi a atividade da glutadiona-S-transferase (GST) no tecido branquial
(Figura 7). Durante o periodo de recuperagao foi observada uma redugao da atividade em

relagao ao tratamento controle (p<0,05). No tecido hepatico, por outro lado, somente foi
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detectada a redugao da atividade nos animais do tratamento durante o periodo de recuperagao
(p<0,05) (Figura 8). Assim como os nos resultados obtidos com o ensaio de EROD, a atividade
da GST apresentou alteragao nos padroes de resposta em consequéncia da alteragao da

temperatura e pH da agua.
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Figura 7. Valores médios £ SEM da atividade da glutationa-S-transferase (GST) em tecido
branquial de Astyanax altiparanae apés 96 h de exposicao a 0,5% da fracdo soliivel em agua
da gasolina (WSFG) e ap6s 96 h de recuperacdo em agua doce limpa (192 h). Letras
minusculas indicam diferenga nos grupos controle em 96 h (a,be c) e 192 h (x, y e z) entre
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiusculas indicam
diferenca nos grupos de exposicdao de 96 h (A, B e C) e recuperacdao de 192 h (X, Y e Z) entre
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). * Indica diferenca para o grupo de
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas ndao foram
detectadas (p> 0,05), letras e simbolos foram omitidos.
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Figura 8. Valores médios £ SEM da atividade da glutationa-S-transferase (GST) em tecido
hepatico de Astyanax altiparanae apos 96 h de exposicdo a 0,5% da fracdao soliivel em agua da
gasolina (WSFG) e ap6s 96 h de recuperacdo em agua doce limpa (192 h). Letras minusculas
indicam diferenc¢a nos grupos controle em 96 h (a,b e c) e 192 h (%, y e z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiuasculas indicam diferenca nos
grupos de exposicdo de 96 h (A, B e C) e recuperacdo de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). # Indica diferenca para o grupo de controle
correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas nao foram detectadas (p>
0,05), letras e simbolos foram omitidos.

A atividade da catalase (CAT) nao apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos e respectivos controles no tecido branquial (p>0,05) (Figura 9). No tecido hepatico
apresentou um aumento significativo (p<0,05) na atividade dos animais do tratamento durante

o periodo de recuperagao (Figura 10).
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Figura 9. Valores médios £ SEM da atividade da catalase (CAT) em tecido branquial de
Astyanax altiparanae apos 96 h de exposicdo a 0,5% da fracdao soliivel em agua da gasolina
(WSFG) e ap6s 96 h de recuperacao em agua doce limpa (192 h). Letras minusculas indicam
diferenca nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiuasculas indicam diferenca nos
grupos de exposicdo de 96 h (A, B e C) e recuperacdo de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). # Indica diferenca para o grupo de controle
correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas ndo foram detectadas (p>
0,05), letras e simbolos foram omitidos.
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Figura 10. Valores médios * SEM da atividade da catalase (CAT) em tecido hepatico de
Astyanax altiparanae apos 96 h de exposicdo a 0,5% da fracdo soliivel em agua da gasolina
(WSFG) e ap6s 96 h de recuperacao em agua doce limpa (192 h). Letras minusculas indicam
diferenca nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiusculas indicam diferenca nos
grupos de exposicdo de 96 h (A, B e C) e recuperacdo de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). # Indica diferenca para o grupo de controle
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correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas nao foram detectadas (p>
0,05), letras e simbolos foram omitidos.

Tanto a atividade da GST quanto da CAT sao indicadores de atividade antioxidante do
organismo em cenarios de estresse quimico (van der Oost, Beyer et al. 2003). Nesse contexto
o aumento significativo na atividade da GST no tecido branquial, seguido de uma redugao
também significativa durante o periodo de recuperagao, pode ser resultado de um elevado
estresse oxidativo nesse importante tecido de regulagao fisiologica. Além disso, os resultados
também sugerem uma maior atividade da GST no tecido branquial e maior atividade da CAT no
tecido hepatico. De fato, esse funcionamento alternado fica bastante claro quando comparamos
a atividade da GST e CAT no tecido hepatico. Quanto a atividade da GST é inibida a CAT ¢é

aumentada durante o mesmo periodo de recuperagao.

A FSA da gasolina causou aumento na atividade da CAT hepatica em A. altiparanae
somente durante o periodo de recuperagio no ensaio de 30 ° C, indicando uma ativagio tardia
dos mecanismos de estresse oxidativo e producao de ROS (Lushchak 2011). Essa falta de
indugao de atividade de CAT pelo hidrocarboneto de petroleo, nos tratamentos remanescentes,
esta de acordo com o estudo realizado por Bettim, Galvan et al. (2016), onde nao foram
observados aumentos na atividade de CAT para A. altiparanae expostos a VWSFG. A enzima CAT
¢ responsavel pela reducao do peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua (H.0; a O; e H,0).
As moléculas de peréxido de hidrogénio derivam, especialmente, da dismutagao de anions
superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio e agua pela superoxido dismutase (SOD) (van
der Oost, Beyer et al. 2003). Essa cascata de reagdes ocorre na tentativa de neutralizar o grupo
oxidativo altamente reativo, como o radical hidroxila (OH), para evitar a oxidagao de
importantes moléculas biologicas como lipidios, DNA e proteinas. O aumento da concentragao
de proteinas carbonilas no tecido muscular de A. altiparanae (Figura |1) indica que o dano
oxidativo foi induzido pela formagao de radicais OH sob alta temperatura da 4gua e baixo pH.
No presente trabalho, uma vez que a carbonilagio protéica foi severamente afetada pela
temperatura e pH da agua, assumimos que a defesa antioxidante em A. altiparanae foi ineficiente
para lidar com essas alteragoes fisico-quimicas da agua, uma vez que esses desafios adicionais

prejudicam gravemente A. altiparanae quando exposto a FSA da gasolina.
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Figura Il. Valores médios * SEM da concentragcdo de proteina carboniladas em tecido

muscular de Astyanax altiparanae apos 96 h de exposicao a 0,5% da fracdo soliivel em agua
da gasolina (WSFG) e apé6s 96 h de recuperacdao em agua doce limpa (192 h). Letras
minusculas indicam diferenc¢a nos grupos controle em 96 h (a,be c) e 192 h (x, y e z) entre
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiusculas indicam
diferenca nos grupos de exposicdao de 96 h (A, B e C) e recuperacdao de 192 h (X, Y e Z) entre
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). * Indica diferenca para o grupo de
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas ndao foram
detectadas (p> 0,05), letras e simbolos foram omitidos.

A atividade da acetilcolinesterase (Ache), bioindicador neural envolvido na desativagao
da acetilcolina nas terminagoes nervosas que evita o disparo continuo dos nervos, foi inibida no
tecido muscular dos peixes expostos a FSAg por 96 h (Figura |3Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada.). Essa reducao na atividade da Ache pode ser responsavel pela letargia
apresentada pelos animais no presente experimento. Tal comportamento letargico ja havia sido
descrito para A. daltiparanae durante exposigao a fragao solivel em agua do oleo diesel (Dal Pont
2012). Do ponto de vista ecolégico uma redugao na atividade da Ache pode ser associada a

reducao da mobilidade espacial e redugao da capacidade de percepgao e fuga de predadores (van

der Oost, Beyer et al. 2003).

Apesar dessa redugao inicial na atividade da Ache no muisculo durante exposicao a FSAg,
apos o periodo de recuperagao foi observado um aumento significativo na atividade tanto no
musculo quanto no tecido cerebral (Figura 12). Apesar desse padrao nao ter sido identificado
em outros trabalhos ja publicados, uma avaliagao inicial pode indicar um aumento compensatorio
da atividade, ou seja, com a retirada do contaminante, a produgao da Ache é retomada de

maneira aumentada.
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Figura 12. Valores médios * SEM da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em tecido
cerebral de Astyanax altiparanae apos 96 h de exposicao a 0,5% da fracao soliivel em agua da
gasolina (WSFG) e apos 96 h de recuperacdao em agua doce limpa (192 h). Letras minusculas
indicam diferenc¢a nos grupos controle em 96 h (a,b e c) e 192 h (x, y e z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiuasculas indicam diferenca nos
grupos de exposicdo de 96 h (A, B e C) e recuperacdo de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). # Indica diferenca para o grupo de controle
correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas ndo foram detectadas (p>
0,05), letras e simbolos foram omitidos.
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Figura 13. Valores médios * SEM da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em tecido
muscular de Astyanax altiparanae apos 96 h de exposicao a 0,5% da fracdo soliivel em agua
da gasolina (WSFG) e apés 96 h de recuperacdio em agua doce limpa (192 h). Letras
minusculas indicam difereng¢a nos grupos controle em 96 h (a,be c) e 192 h (x, y e z) entre
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras mailsculas indicam
diferenca nos grupos de exposi¢cdao de 96 h (A, B e C) e recuperacdao de 192 h (X, Y e Z) entre
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os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). * Indica diferenca para o grupo de
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferencas significativas ndao foram
detectadas (p> 0,05), letras e simbolos foram omitidos.

Os demais resultados bioquimicos e fisiologicos estao sendo analisados e discutidos e

serao apresentados no relatério final de atividades.

7.3.2 Avaliacdo de embrides e larvas de Astyanax altiparanae expostos a

fracdao solavel de produtos derivados de petréleo

Na exposi¢ao aguda de embrides, o valor obtido da CLso da gasolina foi 10 vezes menor
do que o valor da Clso do petréleo nas primeiras 24 horas de exposicao (Figura [4),
apresentando 13,13 pg L-'e 133,30 pg L-' respectivamente. Apos o periodo de 24 horas, houve

uma redugao na taxa de mortalidade para todos os compostos teste.
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Figura 14 - Valores de CL;, para embrides de Astyanax altiparanae expostos a FSA do
petroleo, diesel, 6leo mineral | e I, 6leo lubrificante e gasolina durante o periodo de 24, 48,
72 e 96 horas.

A ClLso 96 horas da gasolina foi de 3,35% da FSA para embrides. Para as larvas esse valor
foi superior, correspondendo a 19,65% da FSA. Somente a exposigao a FSA do petréleo e da
gasolina ocasionaram mortalidade para as larvas da espécie (Figura 15). Os demais compostos
nao ocasionaram mortalidade a nenhuma larva durante o periodo de 96 h, mesmo em

concentracoes de 100% da FSA.
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Figura 15 - Valores de CL;, para larvas de Astyanax altiparanae expostos a FSA do petréleo
e da gasolina durante o periodo de 24, 48, 72 e 96 horas.

A unidade térmica calculada durante a exposicao 96 horas foi: 9,53 (6leo mineral Il),

17,83 (6leo lubrificante), 19,67 (petrdleo), 23,07 (diesel), 24,86 (6leo mineral |) e 507,46

(gasolina). Os demais parametros observados estao descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Expressdao dos resultados (mg L') de toxicidade dos compostos durante a

exposicdo aguda (96 horas) de embrides e larvas de Astyanax altiparanae.

Composto Estagio CLio CLso CEzero FT NOEC LOEC
, ) Embrices 44,57 73,68 21,93 28,54 36,17 20,95
Oleo Diesel
Larvas =100 =100 =100 =100 =100 =100
] Embrides 50,88 86,44 24,08 31,50 40,25 23,07
Petroleo
Larvas 95,52 120,8 68,57 68,58 78,87 78,87
) Embrices 0,04 3,35 0,00 0,01 0,00 0,00
Gasolina
Larvas 0,80 19,65 0,08 0,19 0,58 0,00
, ) Embrices 34,79 68,38 13,41 20,83 28,12 10,06
Oleo Mineral |
Larvas =100 =100 =100 =100 =100 =100
, ) Embrices 31,6l 178,3 2,75 13,54 23,17 13,53
Oleo Mineral Il
Larvas =100 =100 =100 =100 =100 =100
Oleo Embrices 34,33 95,33 8,24 17,54 26,14 2,71
Lubrificante Larvas >100 >100 =100 =100 =100 >100

Dado a diversidade dos hidrocarbonetos, € incerto dizer que quanto mais BTEX mais

toxico € o composto. Pelo contrario, neste trabalho, o 6leo mineral | e o 6leo lubrificante

apresentaram concentragoes muito proximas, porém, a toxicidade do dleo mineral | foi superior
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inclusive ao 6leo diesel e ao petroleo, que continham pelo menos 60% a mais hidrocarbonetos
monociclicos aromaticos em suas respectivas fragoes. Seguramente podemos afirmar que outros
componentes, como aditivos por exemplo, podem influenciar drasticamente na toxicidade do
composto, como aqui foi observado pelo alto contraste entre a toxicidade da fragao solGvel do

6leo mineral | e do 6leo mineral Il.

A sensibilidade dos organismos a fragao soltvel do petrdleo e derivados foi claramente
afetada pelo estagio de desenvolvimento ontogenético em que os organismos estao no momento
de exposicao. no momento de exposigao. Observou-se uma maior toxicidade sobre embrides
quando comparado com animais expostos somente apos a sua eclosao. Obviamente que o limite
de quantificagao dos resultados obtidos nas concentragoes letais CLo € CLso € de 100%, porém,
os valores aqui apresentados foram estimados estatisticamente, e indicam claramente a baixa

toxicidade do 6leo mineral Il tanto para os embrides como para as larvas de A. altiparanae.

O contato com a fragao soluvel em agua dos compostos, de uma forma geral, gerou muito
mais efeitos negativos em embrides do que em larvas. Os sinais mais evidentes de malformagoes
foram identificados nas deformagoes nas nadadeiras e no coragao, como a ocorréncia de edemas
no pericardio. Disfungoes no pericardio (Figura 16) foram observadas em 36,66% dos embrides
expostos a FSAg e em 30,00% dos embrides expostos a FSAp, nao sendo relatada a nenhum

embriao exposto a FSAom.

A exposicao ao petréleo ocasionou um maior nimero de deformagoes na nadadeira
caudal dos embrices (Figura 17). Houve uma diferenga estatistica (p<0,05) no tempo de absor¢ao
da reserva vitelinica entre os tratamentos. Observou-se que os embrides expostos a gasolina e
ao petroleo absorveram suas reservas mais rapidas que os demais exemplares, além de

apresentarem uma menor contagem de batimentos cardiacos.

Figura 16 — Larva de Astyanax altiparanae apresentando edema cardiaco (a) ap6s a exposi¢cdao
a fracdo soluvel da gasolina.
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Figura 17 — Exemplar de Astyanax altiparanae apresentando ma-formac¢do da cabeca (a),
edema cardiaco (b), edema de saco vitelinico (c) e ma-formac¢do da notocorda (d).
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8 BENEFiICIOS ACADEMICOS PARCIAIS ALCANGCADOS AO
LONGO DO PROJETO

Dentre os beneficios académicos alcangados no periodo de abrangéncia deste relatério

destacam-se:

I.  Publicagao do artigo intitulado “Is there detectable long-term depletion of genetic
variation in freshwater fish species affected by an oil spill?” na revista Water, air & Soil

Pollution.

Il.  Publicagdo do artigo intitulado “Ontogenetic development of tetra Astyanax lacustris

(Characiformes: Characidae)” na revista Neotropical Ichthyology.

Ill.  Finalizagdo das atividades do doutorando Giorgi Dal Pont junto ao Programa de Poés-
graduagao em Zootecnia e vinculado ao projeto. Titulo da tese: “Effects of petroleum
hydrocarbons to tropical and temperate fish species: a toxicity and multibiomarker approach

for the assessment of environmental contamination”.

IV.  Inicio das atividades do pos-doutorado Giorgi Dal Pont junto ao Programa de Pos-
Graduagao em Zoologia e vinculado ao projeto;

V. Inicio das atividades da mestranda Morgana S. Camargo junto ao Programa de Pos-

Graduagio em Quimica e vinculado ao projeto;

VI.  Finalizagao das atividades do pos-doutorado Rafael Garrett Dolatto junto ao Programa

de Pos-Graduagao em Quimica e vinculado ao projeto;

VIl.  Finalizagao das atividades da pds-doutoranda Luciana Rodrigues de Souza Bastos junto

ao Programa de Pos-Graduagiao em Zootecnia e vinculado ao projeto;

VIII.  Publicagao do resumo intitulado “Acute exposure to water-soluble fraction of gasoline
(WSFG) impairs nitrogen-waste (N-waste) excretion and O, uptake in goldfish Carassius
auratus” no |3t International Congress on the Biology of Fish realizado em Calgary —

Canada.

IX.  Publicagido do resumo intitulado “The role of water temperature and pH on
physiological parameters of the neotropical yellow-tail tetra (Astyanax altiparanae)
acutely exposed to water-soluble fraction of gasoline (WSFG)” no |3t International

Congress on the Biology of Fish realizado em Calgary — Canada.

X.  Publicagiao do resumo intitulado “Does water temperature and pH modify the responses

of biotransformation and oxidative stress biomarkers of yellow-tail tetra (Astyanax




XI.

XII.

XII.

XIV.

XV.

XVI.

XVIL.

XVIII.

Beneficios Académicos parciais Alcangados ao longo do projeto

altiparanae) exposed to gasoline water-soluble fraction (WSFG)?” no |3t International

Congress on the Biology of Fish realizado em Calgary — Canada.

Publicagao do resumo intitulado “The effects of neotropical tetra Astyanax altiparanae
exposure and recovery to water-soluble fraction of gasoline (VWSFg) in aquatic acidosis
condition” na 54° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Zootecnia realizada em Foz

do Iguagu — Brasil.

Publicagdo do resumo intitulado “Energetic metabolism of neotropical tetra, Astyanax
altiparanae, exposure to water-soluble fraction of gasoline (WSF), high temperature and

low pH” na |12t SETAC Latin America Biennial Meeting realizada em Santos — Brasil.

Publicagao do resumo intitulado “Toxicity of water-soluble fraction (WSF) of petroleum
and five derivative products to the neotropical tetra, Astyanax altiparanae” na 12t SETAC

Latin America Biennial Meeting realizada em Santos — Brasil.

Publicagao do resumo intitulado “Efeito da temperatura durante a exposigao de Astyanax
altiparanae a fragao sollvel em agua da gasolina (FSAG) sobre a atividade de enzimas de
estresse oxidativo” no 25° Evento Anual de Iniciacio Cientifica da Universidade Federal

do Parana realizada em Curitiba — Brasil.

Publicagdo do resumo intitulado “Effect of temperature on larval and post-larval
ontogenic development of Astyanax altiparanae in laboratory conditions” no International
Conference & Exposition WAS (World Aquaculture 2017) realizado em Cape Town,
Africa do Sul.

Submissao e aprovagao do resumo intitulado “The effects water temperature and pH
on hematological parameters of Astyanax altiparanae acutely exposed to water-soluble
fraction of gasoline” no XV Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia que sera realizado

em Aracaju, Brasil.

Submissao e aprovagao do resumo intitulado “Dispersio da matriz em fase solida
(MSPD) aplicada a determinagido de HPA em tecido de peixes” no 19° Encontro

Nacional de Quimica analitica (ENQA) que sera realizado em Caldas Novas, Brasil.

Submissao e aprovagao do resumo intitulado “Matrix solid phase dispersion (MSPD)
using montorillonite modified with ionic liquid for the determination of PAHs in fish
tissue” no Xlll Latin American Symposium on Environmental & Analytical Chemistry

(LASEAC) que sera realizado em La Serena, Chile.




XIX.

XX.

XXI.

XXII.

XXIIl.

XXIV.

Beneficios Académicos parciais Alcangados ao longo do projeto

Iniciagao Cientifica (Marcelo Pereira de Souza Junior) sob orientagao do Dr. Antonio

Ostrensky e vinculado ao projeto;

Estagio Curricular (Felipe Kacham de Carvalho) sob orientagio do Dr. Antonio
Ostrensky, com o trabalho em andamento intitulado “Efeitos reprodutivos da exposigao
subletal a fracao solUvel em 4gua da gasolina em juvenis de Astyanax altiparanae (Pisces,
Characiformes)”;

Estagio Curricular (Roger Felipe Gongalves) sob orientagao do Dr. Antonio Ostrensky,
com o trabalho em andamento intitulado “Efeitos reprodutivos da exposicao a fragao
soluvel do petroleo, do 6leo mineral e da gasolina em Astyanax altiparanae”;

Estagio Curricular (Gabriel Lemos Zoch Matthes) sob orientagio do Dr. Antonio
Ostrensky;

Trabalho técnico-cientifico apresentado pela aluna do curso de zootecnica/UFPR Gisha
Toresin, na disciplina de piscicultura do 2° semestre de 2016, intitulado “Toxicologia de
embrides e larvas de Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000)”;

Trabalho técnico-cientifico apresentado pelas alunas do curso de Zootecnica/UFPR
Fernanda Thaline da Silva Martins e Raphaela Toniolo Trauczynski, na disciplina de
piscicultura do 1° semestre de 2018, intitulado “Efeitos da exposicao a fragao sollvel
em agua da gasolina, do petréleo e do dleo mineral em embrides e larvas de Astyanax

altiparanae (Pisces, Characiformes)”.
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9 DIFICULDADES ENCONTRADAS

As principais dificuldades técnicas enfrentadas no periodo de abrangéncia deste relatério
foram decorrentes de problemas relacionados a administragao financeira e administrativa do

projeto, e nao dificuldades técnicas.

Por exemplo, a compra de um freezer -80 °C, por motivos variados, levou quase dois anos
para ocorrer. Caracteristicas do sistema de prestagio de contas do SIGITEC ocasionaram
dificuldades adicionais a FUNPAR e a prestagao de contas relativa ao segundo desembolso (de
um total de trés) atrasou, levando ao atraso no repasse da ultima parcela. Além disso, cada

reformulagao financeira realizada levou varios meses para ser autorizada e concretizada...

O fato é que, com todas as dificuldades gerenciais enfrentadas, as atividades técnicas nunca
puderam ser realizadas na velocidade e nas condi¢oes infraestruturais imaginadas originalmente.
No entanto, como mostra o presente relatorio, TODAS as a¢oes previstas no projeto estao
sendo efetivamente realizadas (e superadas) a contento e os resultados obtidos sao a maior

prova disso.
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Abstract Oil spills might lead to severe environ-
mental impacts to the affected fauna, disrupting lo-
cal food webs, and causing mass mortality in many
species. However, little is known about long-term
impacts of oil spills, or even if such impacts can be
detectable after several generations. In this study, we
investigate the genetic variability of three freshwater
species—Mimagoniates microlepis (Characiformes:
Characidae), Scleromystax barbatus (Siluriformes:
Callichthyidae), and Phalloceros harpagos
(Cyprinodontiformes: Poeciliidae)—in rivers that
were affected by a large oil spill in the state of
Parana, southern Brazil, on February of 2001. Sam-
ples were obtained from nine different locations,
such that rivers that were directly affected by the
oil spill could be compared with similar rivers in the
same region that were unaffected. A fragment of the
cytochrome C oxidase subunit I mitochondrial gene
was sequenced from each specimen, and the level of
genetic variability was assessed. Based on estimates

tamento de Zootecnia, Universidade Federal do Parana,
Curitiba, PR 80035-050, Brazil

of haplotype and nucleotide diversity, no impact of
the oil spill could be detected in impacted rivers.
These results suggest that fish populations in the
region showed resilience to the pollutant, such that
immigration from other locations was able to rees-
tablish levels of genetic variability comparable to
those of unimpacted rivers.

Keywords Genetic variability - Mimagoniates
microlepis - Scleromystax barbatus - Phalloceros
harpagos - Environmental impact

1 Introduction

Oil spills in natural habitats can lead to severe environ-
mental impacts, depending on the structure of the habitat
and the type and volume of oil being released (Etkin
2004; Peterson et al. 2003). During an oil spill in water
bodies, fishes are also exposed, but to a lesser extent
than other groups, such as marine mammals, birds, and
sessile mollusks (Teal and Howarth 1984). Even so,
many studies have explored acute impacts of such ex-
posures, such as the effects on animal development
(Carls et al. 1999; Incardona et al. 2004, 2012), direct
DNA damage (Bolognesi et al. 2006; Vanzella et al.
2007), and sublethal histopathologies (Hose et al.
1996). However, little is known about long-term poten-
tial impacts of oil spills, particularly in freshwater envi-
ronments and in terms of the genetic variability of
impacted populations.
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Two major oil spills have occurred and impacted
different and important aquatic environments in the
state of Parana, southern Brazil. On July of 2000,
approximately four million liters (=25 thousand bar-
rels) of crude oil (density = 0.9427, 18° API, vis-
cosity (20 °C) = 5000) were spilled from the
OSPAR pipeline into the Iguagu River (Boeger
et al. 2003; Ostrensky et al. 2001). In the following
year, nearly 52 thousand liters of light fuel oil (den-
sity = 0.8164, 41° API, viscosity (20 °C) = 3716 cP,
total monoaromatic hydrocarbons
(BTEX) = 41.8 mg/g, and total polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH) = 16 mg/g) spilled from the
OLAPA pipeline, which connects the Presidente
Getulio Vargas refinery (REPAR), in the municipal-
ity of Araucdria, state of Parana, to the correspond-
ing terminal in the Paranagua port. This accident
occurred in a remote and difficult access area at
Serra do Mar mountain range. Containment barriers
were installed to reduce oil dispersion and to allow
for its removal, but some of the oil reached local
rivers and streams, eventually reaching the
Paranagua Bay (Gabardo et al. 2011). After the
accident, a monitoring program was established with
an initial focus on water and sediment chemistry and
birdlife community. One year later, benthic commu-
nity was also evaluated. Results suggested rapid
reduction on total PAH concentrations (1416.0 to
1.6 pg/L) has minor effect on bird and benthic
community (Faria et al. 2005). Ten years after,
Albarello (2012), Ostrensky et al. (2015), and
Horodesky et al. (2015) evaluated the environmental
quality of the affected area through the analysis of
long-term oil presence, fish population structure,
and fish community, respectively. They found high
concentrations of total petroleum hydrocarbons
(TPH), including benzo(a)anthracene,
benzo(a)pyrene, and indeno(123-cd)pyrene, in eight
locations. On the other hand, no alterations in ich-
thyofaunal community and structure were detected.
Thus, as TPH are still recorded at high concentra-
tions at the studied area and no ichthyofaunal anal-
ysis was performed in order to identify chronic and
long-term genetic alterations that could have oc-
curred, we hypothesize that fish populations thriving
the affected area could potentially present long-term
genetic alterations.

In this study, we assessed the level of genetic vari-
ability in three species of fish found in the original areas

@ Springer

impacted by the OLAPA pipeline oil spill in relation to
similar, non-impacted locations (rivers in the same re-
gion) to determine if there was evidence for long-term
genetic depletion.

2 Materials and Methods

Fish specimens were obtained in eight rivers of the
Nhundiaquara River watershed (Fig. 1), during six
consecutive sampling days, in the summer season
(February) of 2015 (14 years after the spill of the
OLAPA pipeline). Each river was categorized as
either “impacted,” if it was directly affected by the
oil spills (Meio and Sagrado Rivers), or “control,”
rivers from the same watershed as the impacted
rivers, with similar physiographic characteristics,
but that had no record of impact (Sambaqui,
Nhundiaquara, Passa Sete, Rio do Pinto, Mae Catira,
and Marumbi). Previous studies on the physico-
chemical features of these locations were similar
(Horodesky et al. 2015) so that they would be ex-
pected to represent comparable sampling sites.
Based on the previous ichthyological surveys in
the region (Horodesky et al. 2015; Ostrensky et al.
2015), three fish species were selected for this
study: Scleromystax barbatus (Siluriformes:
Callichthyidae), Mimagoniates microlepis
(Characiformes: Characidae), and Phalloceros
harpagos (Cyprinodontiformes: Poeciliidae). These
species were chosen due to their local abundance,
their presence in all sampled rivers, as well as their
occupation of different compartments in the water
column (benthic in the case of S. barbatus, limnetic
in the other two species). Specimens were collected
using a combination of electrofishing, casting, and/
or seine nets (see Ostrensky et al. (2015) for details
on the collection protocols), and a piece of the
caudal fin of each specimen was preserved in abso-
lute ethanol and maintained at —20 °C until being
processed for molecular work. Voucher specimens
were deposited in the Ichthyological Collection of
the Museu de Historia Natural do Capdo da Imbuia,
Curitiba, state of Parana, Brazil.

Total DNA was extracted using DNeasy Blood &
Tissue Spin-Column Kit (Qiagen®—Germany) from
25 mg of fin tissue, following manufacturer’s protocol.
Concentration was estimated using NanoDrop 2000
(Thermofisher®—USA). Amplifications were
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performed in a final volume of 25 pL, using up to 30 ng
of DNA (extracts ranging from 8 to 130 ng/pL). The
chosen marker was cytochrome C oxidase subunit I
(COI), using LCO1490 and HCO2198 primers, which
amplify a segment of 658 bp. The mixture contained 1 U
of Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen®—
USA), 2.5 uL of the enzyme reaction buffer (10x),
3 mM of MgCl,, 0.5 mM of total dNTP mixture,
1 pM of each primer, and 0.2 pg/puL bovine serum
albumin (BSA). Temperature cycling consisted of an
initial step of 94 °C for 5 min, followed by 32 cycles
of' 40 s at 94 °C, 45 s at 4446 °C, and 1 min at 72 °C,
followed by a final elongation at 72 °C for 1 min. PCR
products were purified using a precipitation-based pro-
tocol with polyethylene glycol (PEG 8000 20% NaCl
2.5 M). Sequencing reactions were performed in a final
volume of 10 pL, using 40 ng of amplified DNA. Each
mixture contained 0.5 pL of BigDye® Terminator, 1 uL
of sequencing buffer (5%), and 3.2 pM of the respective
primer.

Nucleotide sequences were obtained using a 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®—USA),
basecalled using Gap4, as implemented in the Staden
Package (v2) (Staden et al. 1998), aligned using
ClustalW2 (Larkin et al. 2007), as implemented in the
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999), and
adjusted manually. Haplotype and nucleotide diversity
were calculated using DnaSp5 (Librado and Rozas

—r T T T
4844w 48°460W 48°4356"W 48°4152°W

f Araucaria, state of Parana, southern Brazil

2009). Haplotype networks were computed and drawn
in R 3.3.1 (R Core Team 2016), using packages pegas
(Paradis 2010), plyr (Wickham 2011), and reshape
(Wickham 2007).

3 Results

Figure 2 depicts the inferred haplotype networks for
each of the studied species. The circles in this type of
diagram represent a particular DNA sequence, whereas
the size of each circle corresponds to their relative
frequency. The edges between circles represent differ-
ence among a given pair of sequences, such that one
edge would indicate the existence of a single nucleotide
difference and two edges would represent two nucleo-
tide mismatches. The observed pattern of genetic vari-
ability shows that many different sites often share the
same haplotypes, which is consistent with a scenario of
high gene flow (i.e., exchange of migrants among pop-
ulations leading to genetic homogenization among sites)
and demographic connections among populations on
each site, which is not unexpected given the small
geographical distances among them. However, if the
oil spill had produced a sufficiently severe population
bottleneck, one would expect that all populations would
tend to be genetically homogeneous, with little to no
evidence of rare haplotypes, for instance. However, the
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Fig. 2 Haplotype networks of the fragment of the COI gene for
the three studied fish species. a Phalloceros harpagos. b
Scleromystax barbatus. ¢ Mimagoniates microlepis. Haplotype

substantial variability that was detected indicates that
any potential population bottleneck was not sufficiently
severe to cause detectable depletions in genetic variabil-
ity in exposed populations, possibly due to emigration
from neighboring regions. This inference is corroborat-
ed by direct estimates of haplotype and nucleotide di-
versity (Table 1), with the obtained estimates being
similar among sites and without any consistent genetic
depletion in the sites directly affected by the oil spill of
January 2001.

b Scleromystax barbatus € Mimagoniates microlepis
@

size scales with frequency. Distance between haplotypes does
not represent actual computed distance values

4 Discussion

The results of the present study were not able to detect a
lasting depletion of genetic variability in any of the three
fish species examined in areas impacted by the light fuel
oil spill at Serra do Mar, in the state of Parana, in 2001.
This is consistent with some other studies on the long-
term impacts of oil spills. For instance, in a study on the
impact of the Exxon Valdez oil spill, Barber et al. (1995)
showed that 2 years after the accident, fish populations

Table 1 Haplotype and nucleotide diversity of the corresponding species and populations.

Phalloceros harpagos

Mimagoniates microlepis

Scleromystax barbatus

River Hd Nd N Hd Nd N Hd Nd N
Marumbi 0.952 0.00701 7 0.867 0.04915 10 0 0 13
Meio - - - 0.833 0.00704 13 0.378 0.00268 10
Sambaqui 0.864 0.0032 12 0.933 0.00851 12 0.455 0.00199 12
Sagrado 0.667 0.00112 3 1 0.13173 4 0.808 0.00568 13
Passa Sete 1 0.01607 8 - - - - - -

Pinto 1 0.01225 5 1 0.00686 5 0.371 0.00089 15
Nhundiaquara 1 0.01088 9 - - 0.455 0.00219 12
Mae Catira 0.929 0.00397 8 - - - - -

Hd haplotype diversity, Nd nucleotide diversity, N number of sequenced specimens in that location
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were largely recovered. While studying the same event,
Lanctot et al. (1999) found that recolonization via emi-
gration of populations of the harlequin duck from non-
affected areas could recover impacted populations, al-
though this effect might only take place in the long term.
It is important to note that our results do not necessarily
mean that no acute impacts took place at the time of the
accident. For instance, it is known that some polycyclic
aromatic hydrocarbon components of oil are acutely
toxic (Barron et al. 1999) and potentially mutagenic
(Eisler 1987; Harvey 1991; Srogi 2007). However, ac-
cording to Cronin and Bickham (1998), if lethal muta-
tions are introduced, the rapidly ensuing mortality
would lead to strong selection and consequently the
elimination of such mutations on the affected popula-
tions, particularly over the first few generations. These
authors explain that although crude oil may be muta-
genic in laboratory experiments or chronically-polluted
sites, oil spills probably would not exhibit the same
effects for two reasons: concentrations of mutagenic
fractions may be lower in an oil spill, and exposure to
oil typically occurs over a limited period of time.
However, the extent to which those factors are true is
likely to depend on the specific oil type and
circumstances of the spill, including the degree of
weathering prior to exposure. Miller et al. (1994) and
Collier et al. (1996) concluded that the absence of DNA
adducts or other DNA damage in teleost fish following
oil spills suggests that such short-term exposure to oil
does not result in somatic mutagenesis. These results are
also consistent with another study in the study region
that did not detect faunal differences between impacted
and non-impacted locations (Ostrensky et al. 2015).
Bickham et al. (2000) also anticipates that reduction in
genetic variability will be the prevalent effect, leading to
compounding effects of continuous erosion of fitness,
but only if there is long-term exposure.

Our results are in contrast with another study on
major oil spill in the state of Parana, but this time in
the Iguagu River (Katsumiti et al. 2013). In that study,
two fish species (Hyphessobrycon reticulatus
[Characidae] and Phalloceros caudimaculatus
[Poeciliidae]) were collected 5 years after the oil spill
and used in biochemical, histopathological, and
genotoxic studies. Although some evidence of distur-
bance was detected in specimens from the impacted site,
the frequency of such impacts was determined in com-
parison with control populations that were obtained
from other locations, including fish farms. Therefore, it

is not possible to determine if those anomalies were
caused by the oil spill in question, or if they were caused
by background pollution or other sources of variation
that were already (and potentially still are) found in the
region.

There are several factors that might have contributed
to the resilience of the fish populations investigated in
this study. First, although the spills were severe, they
represented a short-term disturbance that disproportion-
ately affected the fishes that were living in the affected
rivers at the moment of the accident. This probably
allowed for recolonization of fish from populations in
other watersheds, which resupplied genetic variability to
the populations in the affected locations. Second, the
spatial structure of watersheds, as well as the unidirec-
tional, continuous flow of water in the non-estuarine
portion of the affected region, possibly accelerated the
removal of the low molecular weight petroleum hydro-
carbons (BTEX and the majority of PAH) from the
region, thus accelerating recovery, compared to analo-
gous situations in lakes or estuaries.
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Ontogenetic development of tetra Astyanax lacustris
(Characiformes Characidae)

Diego J. Stevanato! and Antomo Ostrensky?

Oniy elic develop t of the tetra Adyanax lacudris was sindied under labormiory conditions. Larvae obfained by
mdlwed reproduction were maintained individually in tissne-culture plates, at 25°C. Daily observations and morphom etric
measuraments were performed. Larvae hatched with a total length (TL) of 3.02 + 034 mm (average + standard deviation)
withont pizmentation and 0.06 + 0.02 mm* of yolk reserves. The yolk-sac larval peried lasted 26 h post-hatching (hph).
During this perod, eye pigpmentation started, the digestive tract emerged, the anus opened, and the animals began to show
steady movemints. Inflain  of the swimm ing bladder initiates the preflei o - stage, which extended until 230 hph. Durng this
stage, the transition from endog 10 exog feeding was observed, with the yolk reserve being completely absorbed
after 74 hph (TL: 4.17 + 0.36 mm). Up to 86 hph it was possible to observe thesdirt food mgested within the digestive tract.
This period was followed by thedflei m  stage, with the folding of the notochord tip and development of the candal fin (11-13
days post-hatching). Finally, during the last larval developmental stage (postflei ), the sepmentation of the fin rays was
completed, and the emergence of scales was observed (TL: 5.97 & 0.65 mm). The larval onlogenetic development of A
lacusdlris was completed afier 22 post-hatchmg days (dph).

Keywords Adlyanax lacudris, Larval morphometry, Notochord, Ontogeny, Swim bladder.
O desenvolvimento ont ético do lambari Asyanax lacuslris foi estndado em condigies am bientais controladas. Larvas

obtidas através de reproducio induzida, foram mantidas mdividualmente em placas de caltivo celnlar, a 25°C. Diariam ente
foram realizadas observagtes e medigtes morfoméricas As larvas eclodiram 3.02 + 0,34 mm (média + desvio padrio)
de comprim ento total (CT); sem pigmentagio ¢ com 0,06 + 0,02 mm? de reserva vitelinica O perfodo larval vitelino estenden-
sedmameasprim-'t%hmspo&aﬂomn@lpe)ednmteampenndnteveini:ioopmdepigmta;indnsolhos,o
surgimento do tubo digestério, abertura anal e os anim ais passaram a apr WOV 1=Te? stemte. Com o inflae nt o
dabexlganahtouatﬂnmmooestagnxlepre—fbao, que s¢ estenden por até 230 hpe. Dnmteesteestagn,lhobservada
a transicio entre a alimentac e a exbyg sendo a reserva vitelinica totalmente absorvida apds 74 hpe (com os
ammmsntmgm(b417:t0,36mmdeCT)em%hmfmmmelobmrvarammma]mmtamnomd:gestmo
Apés esse periodo, teve inicio o estiigio de fleio da parte fml da notocorda e da estruturaciio da nadadeira candal (11 e
13 dias apés a eclosdo). Por,fim no iiltimo estigio de desenvolrimento larval (pés-fledic), foi observada a sepmentacio
completa dos raios das nadadeiras e o inicio do ap mento das (CT: 5,97 + 0,65 mm). O desenvolvimento
ontogenético larval de A Jacusdlris foi conduido apés 22 dias pés-eclosio (dpe).

Palavras-chave Adyanax lacudris, Bexiga natatéria, Morfometria larval, Notocorda, Ontogenia.

Introduction

Ondinarily, embryos and larvae are the most sasceptible
life stages to changes in environmental conditions, and these
stages can pet affected even by events of low mtensity and
short duration (Ramos & &l., 2015). Thus, studies of post-
hatbhing fis development are often msed to assess the
effects of a varety of xenobiotics, snch as heavy metals

(Sfakianakis & af., 2015), silver (Bamera, 2013), and oil
derivatives (.ema & af., 2007; Ingvarsdéttir f af , 2012),
on the quality of aquatic environment (McKim, 1977; Meier
e al., 2010).

During the early stages of ontopenctic development,
several metamorphic processes lead to the differentiation
of specific stmctures, incluiing the defintim  of food and
reproductive characters of each species. These p
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combined with possible physiological limitations of the
larvae, can camse high mortality rates within thesfirt hours
of hife (Nakatani & af , 2001; Russo & al_, 2014).

The exclusive nse of morphometric indicators, such as
length and weight, does not necesaarily reflet the relations
that have occmred during larval development (Maciel &
al., 2010). According to Gisbert (1999) and Kupren &f &l
(2014) the different morphometric changes associated with
the allometric or isomelrnc development of each region
of the body, as well as larval movement and feeding, are
parameters that allow better analysis of the initial ontogeny
of fis, providing forther accurate information on the norm al
development of the species.

Aslyanax lacusdris (Litken, 1875), achieves 10 fo 15
length and 60 grams in weight, and it is found m small
streams to large rivers m walersheds of the neotropical
envirmments i South America (Porto-Foresti &f &, 2005).
The species has been increasingly used as a bioindicator m
envircnmental stadies (Ostrensky & &/, 2003; Nogueira
¢ al., 2009; Dal Pont, 2012; Siqueir-Silva & a., 2015),
due to its great trophic plasticity and diverse environmental
compartments occopation (Peretti, Andoan, 2008). K
has also been used as a model species in laboratory tests
(Almeida, 2007; Vicente, 2014; Ostrensky & al., 2015)
among other reasons, for presenting short life cycle, small
size and ease of reproduction and handling under controlled

This study sought to describe the m orphological processes
of the tetra Adyarax lacudrisby evaluating and individually
events occuring from hatching to the end of the postflexion
pedod. This stndy may contribute to the nse of this spech

For hormonal induction, we used cmde carp pitnitary
extract (CCPE), which was administered in a single dose
of 5.0 mg/kg for females and 1.0 mg/kg for males. The
accumulated thermal unit (ATU) was calenlated from the
time of homone admmistration and ranged between 190
and 200 honrs-degree (HD).

Spawns After hormonal inductioh, all broodfises were
placed in a tank-grid of 25 x 15 x 15 cm (lkength, width,
height), made from a woven-nylon net of 3 mm and a mesh of
1.5 % 1.5 cm, which was maintained m a 100-1. polyethylene
tank, at a controlled temperature of 25°C using a 300 walts
heater (BOYU, Taiwan). The tank was also connected to
an external 60 L physical and biological filetim  system.
The animalk were kept in the tank-prid until ovnlation and
subsequent fertilization of cocytes.

Immediately after spawning, the eggs were removed by
siphoning, retzined on a 0.5-mm-mesh sieve and washed
with tap water Then, they were collected with a Pastenr
pipette, and observed wsing an optical microscope Leica®
DMLS fital with a digital camera Dino-Eye (AM-423X,
Taiwan). Eggs were then transferred into eight tissne-culinre
plates, each with six wells and a lid (KasviK 12-006, China).
Each well had a total volume of 17 ml and contained one
fertilized egg. The plates were kept in vertical mcubators
B.0D.(ADAMO, Brazil), and maintained with 12 h ight/12
h dark photoperiods at 25°C.

Morphology and morphometric measurements were
obtained wsing a stereomisroscope Leica® MZ6, with a
magnifictim of 0.63x and 0.8k, fitel with a Dino-Eye
camera (AM-423X, Taiwan). Larval development and the

as a model organism in several laboratory studies and assays.
Material and Methods

Broodstock management and hormonal induction. The
specimens of A lacusrisused for the induced reproduction
process were selected based on their secondary sexmal
characters. We selected only the males that presemted
spicnles on theiranal fin based on the texture of the spicnles,
and selected females that presented red nrogenital pore and
bulging belly.

Mature individuals, deprived of food for 24 h, were
removed from the breeding tank wsing a hand net and
anaesthetized, to accordance with the method proposed by
Vicente (2014), by using 35 pL L' clove essential oil solution
(10%). After morphometric evalnation, three females and
nine males, with 24.1+ 1.4 g and 5.2+ 2.0 g (mean weight +
standard deviation), and 9.9 + 1.0 am and 8.4 + 0.3 cm (total
length + standard deviation) respectively, were selected.

Selectedbbroodfises were h d in a finl maturation
system,, consisting of a 1001, polyethylene tank connected
1o mechanical and biclogical filas throngh a snbmerged
pump (SB-2000, Sarlobetter, Brazil), with constant acration
and temperature of 25°C.

e170073[2]

ber of heartbeats were recorded daily using the optical
microscope Leica® DMLS. Differentiation of the various
stages of larval development was performed as described by
Nakatani f &f. (2001) {Tab. 1.), with some modifict ins.
The evolutionary timeline was described in hours-degree
(HD), accumulated thermal unit (ATU'), hours post-induction
(hpi), minutes post-hatching (mph), hours post-haiching
(hph), and days post-hatching (dph).

Tab. 1. Desaiption of Advanax Jacudris developmental
stages, from hatching until the end of the initial period of

development.

Stage Description
From haiching wntil the beginning of the devel opment
of the digestive tract, which is characterised by

From the appearance of the swim bladder until the
‘beginning of the distal folding of the notochord Also

fi d by the beginning of the ion of the

pecioral and anal fincays

Devel of the dorsal and candal fin and
Flexion opment rays,

total falding of the distal tip of the nolnchord:
Characterised by the total segmentafion of the anal
FPostflei m dorsal, and candal fin rays, and the beginning of the

development of scales.
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Larval morphology and morphometry. To perform the
morphological analysis and morphometric measurements
the tissue-culture plates were individually removed from
the B.O.D. incubator. The water from each well was then
reduced to 3/4 of its original volume using a Pasteur pipette,
and then the animals were individually observed in the wells
using the stereomicroscope.

General observations were performed at regular
intervals of 60 min from hatching to full absorption of the
yolk reserves; every 12 h from total absorption of the yolk
reserves until complete folding of the notochord; and every
24 h from this point until the end of the postflexion stage.

When 50% of the animals had completely absorbed
their yolk reserves, all animals of the experiment were fed
with 0,1 g the microencapsulated ration (American B.P.,
USA), containing 46% protein, weighed on a precision scale
(Shimadzu-AUY?220, Japan), and then dissolved in 40 ml of
water. By using a Pasteur pipette, one drop of this suspension
was given to each larva every day at 18:00h.

The animals were examined under an optical microscope
(4X), and had their morphological variables recorded based
on the development of internal and external structures.
We established the developmental stage by taking into
consideration the time at which all other remaining animals
completed the development of this structure.

Morphometric analyses involved the measurement of
the following parameters: i) Total length (TL), measured
as notochord length in preflexion and flexion larvae, and as
standard length in postflexion larvae; ii) body height (BH);
iii) head length (HL); iv) head height (HH); v) eye diameter
(ED); vi) yolk-sac length (YL); vii) yolk-sac height (YH);
and viii) yolk reserve volume (V), calculated according to
the equation:

V (mm?) = (& YL.YT) YE.YHA)

At the end of each observation, the original volume (i.e.
17 ml) of water in each well was refilled, and the plates were
again covered with the lid, re-housed in the incubator, and
maintained until the following period of observation. To
ensure temperature control, the room where the tests were
conducted was also maintained at 25°C.

Water quality. The water used for daily renewal of the
culture wells was collected from a polyethylene water tank
(1000 L) linked to a biological and mechanic air-lift-type
filter, being then filtered in a bag (45 pum), chlorinated, and
neutralized with sodium thiosulfate. Before use, the water
was kept in an incubator in order to reach 25°C.

Due to the low volumes, the siphoned water from the wells
was concentrated in a beaker and analyzed as a single sample.
The water collected from the wells and the water used for refills
were both daily analyzed for the following physicochemical
parameters: pH, using a digital pH meter (AZ-86505, Taiwan);
dissolved oxygen (DO) and oxygen saturation percentage
(%S0,), using a digital oximeter (YSI Pro20, USA); alkalinity

and carbon dioxide (CO,) concentration, measured by titration
with 0.02N sodium hydroxide solution (APHA 2005); and
nitrogen concentration in the form of total ammonia [N-AT =
NH, + NH, '], obtained using the indophenol method (APHA
2005) and the nitrite method (APHA 1995). Colorimetric
analyses were performed on a bench spectrophotometer
(Spectronic 20, Genesys, USA).

Statistical analysis. A database was created and organized
using the Excel® and Access®, Microsoft Office Professional
Plus 2013. Water quality data was analyzed using the Shapiro—
Wilk normality test, followed by the Mann—Whitney U test.
Biometric data were compared using descriptive statistics.
Survival was analysed by the Kaplan-Meier method. All
analyses were performed using the Statsoft Statistica¥®
version 12.0%.

Results

Yolk-sac stage (0 - 26 hph). After hatching, the head the
larvae of A. lacustris is attached to the anterior region of the
yolk-sac, resembling a distended posture, and the larvae have
no fins. Some larvae hatch without pigmentation, whereas
others present pigmentation at the edge of the yolk-sac.
At this developmental stage, all larvae have an embryonic
membrane and a rudimentary digestive tract with no anal
opening. During the first hours after hatching, pigmentation
of the eyes is initiated together with great development of
the embryonic fin membrane.

The head is observed in three different positions during
the first hours of larval developmental. Initially, it is attached
to the yolk-sac, separated by the perivitelline space. About
10-12 hph, the head assumes a semi-terminal position and
followed by a terminal position 20 h later. During this stage,
the mouth also undergoes significant transformation, moving
from a ventral to a terminal position (Fig. 1).

The yolk-sac stage was the one with the shortest duration
(between 18 and 26 hph). This stage ends when the swim
bladder, located above the digestive tract and below the
notochordal segment, becomes functional.

The size of the post-hatching larvae ranged from 2.28 to
3.31 mm. Two hph, we observed the beginning of pigmentation
of the yolk-sac frontal region and the eyes. Between 5 and 7
hph, the TL was 2.99 + 0.31 mm (mean =+ standard deviation),
and it was possible to identify the digestive tract, with a
straight morphology, and the anal opening.

Preflexion (27 - 230 hph). After inflating with air, the swim
bladder, along with the other swim structures (caudal and
pectoral fins), supported a steady larval movement. At this
stage, we observed an increased pigmentation particularly in
the eyes, which were completely dark at 32 hph.

The development of the four gill arches rapidly occurred
a few hours later (37 hph). The movement of the operculum,
the constant movements of the pectoral fins, and the blood
flow were now synchronized with the heartbeats (Fig. 2).
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Fig 1. Development of Adyanax Jacudris during the yolk-sac larval stage: a. newly hatched larva, with adhesive gland (A),
eyes with little pizmentation (B), the optic vesicle (C), and no anal opening (I)); b. increased pigmentation of the eye (E),
increased pigmentation of the yolk reserves (F), and button of the pectoral fm (G); € mouth i ventral position (H), further
development of the optic vesicle (I), and pizmentation of the heart (J); d. pigmented eyes (K) and swim bladder (I.).
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Fig 2 Development of Adyanax lacudris duringzthe preflei m ;;Iage:a.opﬁmlvsic]e (Ayb.fm pectoral (B); € operculum
(C), gill arches (D); d. food in the digestive tract (D).
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This was the most crtical time for the survival of the
animals becanse abrupt morpho-physiological changes
occurred in some larvae (Tab. 2), especially in those whose
yolk reserves had been exhansted (74 hph) and still had no
food in the digestive tract (86 hph).

During this stage, there was an imcrease in body
pigmentation. The animals began to show a greater amonnt
of dendritic chram atophores, which were mostly distribmted
above the notochord, and punctate chromatophores, mamly
distributed in the npper region of the head. The key event for
the transition to the following developmental stage was the
beginning of the folding of the notochord distal par. More
precisely, the folding of the tip of the candal fin

Flexion (231 - 314 hph). Dunng the flexion stage,
complete pigmentation of the eye (retina) was observed
At the beginning of the flexion stage, on average 30
myometers were noted (Fig. 3a). Bodies were more
pizmented (dark brown) when compared with the previons
stage. During this period, the rays of the anal fin became
structured, concurrent with the folding of the distal tip of
the notochord, forming a 45° angle (Fig. 3b).

When folding of the notochord was completed, 7-11
(minimum-maximum) rays were observed in the npper
region of the candal fin, and 8-18 rays in the lower
region.

Tab. 2. Chronology of the main morphological events from hatching until complete absorption of the yolk reserves of the
tetra Adyanax lacudris *Time expressed as m nimnm—maximom observed; ** Values are expressed as mezans and standard

deviation.
Time™ (mpf) Timeline Larval Stage Size™ (mm) Observed morphological event
hph ATU
80120 1-2 2550 Yolk sac larval 2994032  Beginning of eye pigmentation
120 - 240 3-4 74-100 Yolk-sar: larval 299+024  Beginning of bloodpi i
300 - 360 5-6 125 -150 Yolk sar larval 300+ 024 Foamation of the digestive track
300 - 420 5-7 125-175 Yolk-sar: larval 300£024  Opening of the anal cavity
360 - 120 6-7 150-175 Yolk sar larval 300+024 Observation of a gill arch
480 - 600 8-10 200 - 250 Yolk-sar: larval 301+032  Head detached from yolk-sac
660 - 720 1-12 275 -300 Yolk-sar larval 3031031 Head in semiterminal position
1140 - 1200 19-20 475 - 500 Yolk sar larval 305+031 Mouth in terminal postion
1380 - 1440 23-24 575 - 600 Yolk-sar: larval 3074031  Development of thetpecineal fin
1080 - 1560 18-26 450 - 650 Yolk sar larval 3041028 Swim bladder inflard
1200 - 1560 20-26 500 - 650 Yolk-sar: larval 305+029  Development of the mandible
1800 - 1920 30-32 750 - R00 Preflei m 311+ 029 Head in terminal position
1860 - 1920 91-32 775 -R00 Preflei m 312+030  Hye pupil fully pigmented
1920 - 1980 32-33 800 - 825 Preflei m 313+ 030 ‘Completed formation of gill arches
2280 - 2460 18 -41 950 -2025 Preflei m 3294029  Bundling of the intestine
2580 - 2700 43-45 1075 -A125 Preflei m 3424030  Appearance of the pharynx and oesophagns
3300 - 4440 55-74 1375 4850 Preflei m 3924032  Complete sbsorplion of yolk
3720 - 5160 62 -86 1550 22150 Preflei m 402+ 030 First food in the digestive tract
5160 - 5880 86-98 2150 2450 Preflei m 416+033 Disappearance of the adhesive gland

Fig 3. Individual of Asfyanax laguidrisin the fleim dae: a. myomeres (A); b. fleia  fie mt;:hord@
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Postfid ov {315 - 542 dph). During the postfleim  stage,
increased pigmentation of the lateral region of the head and
forso was noted. In the operculum, several chromatophores
were observed. The swim  bladder presemted two
compartments, an anterior and a posterior. By using in Wvo
microscopy, the presence of food in the intestinal folds conld
be observed.aThis visnal identifictim of food was only
possible at the beginnimg of the postfleim stage becanse
during this stage the body becomes opaque; thus, after this
stage, the differentiation of intemal organs is no longer
possible.

The first evidence of scales appeared at 17 dph (Fig. 4).
Initially, they were concentrated in the ventral region, along
with the swim bladder extension and the stmctores of the
digestive tract and opercul No myometers conld be
observed at this stage.

Water quality in the experimental system. During yolk-
sac larval development, there was no signifient  difference
in the param eters measured to assess the quality of the water
between maintenance (well) and water renewal (p > 0.05)

ANEXO Il

Ontogenetic development of Asfyanax facugris

(as shown in Tab. 3). Duringsthe preflei m  stage, there was
a tendency to decrease of DO conceniration, %S0, and
alkalinity compared to those of the renewal avater. The pH
showed slight acidifictim compared to the maintenance
water during thexflei mx and postflei m  stages. Regarding
the levels of total ammonia, nitrite.=md CO,, a significnt
increase was observed in the siphoned water from the tissme-
cnlture wells. During the larval stages, there was an incarease
trend in the concentration of ammonia, carbon dioxide, and
alkalinity. Other parameters did not show any comelation
‘with larval development.

Survival. We noted two critical moments for the survival
(Fig. 5) during larval ontogeny (Fig. 6). The first occurmed
during the feeding transition period, camsing 28%
mortality between 4 and 5 dph. The second occurred at
the beginning of the notochord folding (between 10 and
11 dph, doring which the snrvival rate was 36%. From
18 dph onwards, there were no more deaths, and theafinl
smrvival rate was 8%.

b.

Fig 4. Specimens of Adyanax facusiris in the postflexion stage: a. presence of food in the digestive tract (A); b. teeth (B);
€ punctate pizmentation on the dorsal region of the head (C); and d. scales (D).

c170073[#]




D J Sevanato & A Odrensky

ANEXO Il

‘Neotropical Ichthydogy, 16(2) e170073, 2018

Tab. 3. Water quality parameters of the tissne culture plates system measured at each developmental stage of Adyanax Jacudris

before and after water renewal. # Values are expressed as medizns and ranges (min-max). L letters (superscrpt) indicatea

signifiod  diffevences (p < 0.05) of water quality parameters between times of analysis (1.8 measured before and afier water
renewal), in each of the developmental stages. Capital letters (superscrpt) indicate sipnificant differences (p <0.05) of water quality

between stages- YX- Indicateasipnificnt  differences between water quality p eters msed for

l of culture plates (Before),

AB: Indicates sipnifiont d f ferences between the water quality parameters within the calinre plates along each stage (After).

Parameter
Stage - oD o NAT NNOT co, Alcalinity
(mgLY) (% Sat) (mgl™) (mgL™ (mgL ' Cal0) (mgl™)
Renewal 738 661 77.80 0.02 001 04 50,60
Yolk-sar lareal
Maintemance 1.6 57 58,90 0.05 009 045 5020
Renewd 752 671 85.90° 0,03 001 050 68,007
Pectl (725782) (602692) (7210%050) (002000 (0.01-0,01) 0.27057) (35.60-82.80)
.- M 3 3540 17900 0438 015 1045 27.80m
IS GS58768) (25589 (14606370) (006048  (006019) = (062118)  (1440-4650)
Reeveund 746 641 83 607 00257 00 04 15,8057
Flesicn (734768) (631652) (80208450) (0.02003) (0.01-0,02) (0.31-0.56) (44,00-58.00)
M 6.70° 192° 19,06* 0522 o1 1167 3820
et e e @61679) G407 (57050100 ©51059) Q14018 (0813 (36004100
Remewd 77 649 83,95 0.m= 001 04 53,00=
. 737783) (602705 (7L7010280) (©01003) (001002 (028305  (4180-59.40)
Poctfiel m M 67T 383 47000 os1= R E 1600 10,60%
(5.76-705) (3.15443) (43.805660) (0.440.73) (0.12.0.18) (1.29-1.88) (29.00-18.60)
» +— Feeding transition
80 §
70 -,_E‘
= 60 =
[t 2p 2
e =
g <+— Notochord folding —_—
U:jl 40 g . ‘
30 ‘f
10 :i ’
| 0 5 10 5 20
a 5 10 15 20 25

Days
Fig 5 Survival corve, from hatching to the end of the
postflei m stage, of Aslyanax jacudris Armows indicate the
most crtical periods far larval sorvival.

According 1o Makatani e af. (2001), moshfis species
present a relatively similar morphological post-hatching
pattem. Som e of them orphological characteristics mentioned
in therr study are also observed m our study, in the larvae of
A lacusris, sach as the presence of small pigments formed
by dendritic chrom atophores, spread throngh the outer edges
of the yolk-sac and near the eyes. In addition, the post-
hatching morphometric parameters aalysed m this study
agree with those described by Nakatani & al. (2001) also for
A lacudris larvae, althongh in their study, specimens were
collected from the natural environm ent.

Days post-hatching
Fig 6. Total length (mm) of Adyanax lacusris doring its
larval development. Ammows indicate the total ion
time of yolk reserves.

An important characteristic of the A facusris larvae is
the presence of the adhesive gland. According to Godinho
af al. (2003), in the natoral environm ent, this gland allows
the larvae fo remain in the hatching place when dragged
by water currents, increasing their dispersion capacity. The
gland was not recorded in animals after 98 hph.

Durng thes fit homs following hatching, there
was preater pigmentation by dendrtic chromatophores,
spread thromghount the region above the motochord, and
by punctate chro yphores, scattered aronnd the cranial
conheming fises body pigmentation are essentialafor the
identifict im of larval stages in varions species. Larvae of

e170073[7]
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the species Afheringlia brasiienss (Franca & al., 2007)
and FRinelgpis aspara (Perma &f al., 2010) have only one
type of chromatophore. Other species have both types of
chromatophores, such as Pimdodus macidalus (Buzollo &
al., 2011) and Fhandia quelen (Amorim ef al., 2009). At
the yolk-sac larval stage, we also observed the developm ent

specimens of A. Jacudris Pittman & al. (2013) reported
that some factors, such as TL. and mouth size, are essential
during the early stages to increase the chances of larvae
survival, while they are related to a greater ability to capture
food. The same anthors also report that, in the absence of

of the digestive tract structures, in particnlar of those
associated with the opening and functionality of the buccal
cavity, together with the development of the digestive tube
and anal opening.

With the appearance of the swim bladder and the
development of the pectoral and candal fin, dthe preflei m
stage started. According to Trotter &f af. (2003), as soon as
the swim bladder becomes functional, the larvae need to
capture atm ospheric air. The development of these structures
provides better swimming balance and control, increasmg
the potential for food capture and, consequently, the survival
of larvae.

Repanding fin development, the pattern observed in
this sindy was similar to that reported by Bialetzki &f a&f.
(2001) for Aucheniplerus odeomydax, which start with the
metamorphosis of the embryonic candal membrame. The
same process 15 also observed in the larvae of Danio rerio
(Parichy e af, 2009), which is followed by appearamce
of the button of the pectoral fm (yolk-sac larval period),
disappearance of the embryonic membrane, emergence of
the candal fm (prefleia stage), and development of the
anal and dorsal fin i the mstileon stag:.

The period length mntil the absorption of yolk reserves
observed in this study differed from the one reported
by Almeida (2007) for specimens of the same species.
According to the amthor, full absorption of yolk reserves
and the beginning of exop; feeding, d at 18 hph
(yolk-sac larval stage). In the present stndy, these processes
were observed only at 74 hph, close to the developmental
time reported for larvae of Brycon orbignyanus (Maciel &

pred and with high food availability, this advantage no
longer exists, since there are no literature reports showing
that bigger larvae necessarily become bigger juveniles
and adults. In addition, in laboratory studies, one of the
main factors iated with the of the fish feeding
process is the adaptation of the early life stages to extemal
foods, especially when nsing inert feeds. This process can
be affected both by the type of food and by the structure
where de animals are maintained. In this study, since it
‘was not possible to promote continuous resuspension of
food in the tissne-culture plates, the feed particles were
sedimenting over time, hindering or even preventing the
fish access to them.

‘When larvaec reached an average TL of 4.93 mm (11-
13 hph), folding of the notochord caundal tip started. To our
knowledge, there are no otherrecords of the time of notochord
folding for this species. In larvae of Brycon hilarii, total
folding of the notochord occurs when individuals reach a TL
of 9.00 mm (Oliveira & &l 2012). In larvae of Pyrrfuding
audralis notochord folding oocurs when the specmens
reach a TL of about 5.33 mm (Taguti & &, 2009).

During this stage of development, the number of pre-
and post-anal myometers mnged from 13 to 17 and 13 to
16, respectively. In Nakatani & af. (2001), the total number
of myometers in A Jacusis manged from 32 to 37 doring x
the postfleiam stage. In onr work, the maximum mmmber
of myometers observed during the folding stage of the
notochond was 33. There were no visible myometers doring x
the postflciam larval stage. The number of myometers
differentiates A facudris from other species of the
Characidae family, sach as Pyrrhuling audralis (Tagoti of

al., 2010; Nogueira &f al., 2014).

In Nakatani &f af. (2001), total absorption of the yolk-sac
occurred when the specimens of A. Jacusirisreached=s TL of
4.50 mm (preflei m). However, in our work, the larvae had
aTL of 3.90 mm, which can indicate the presence of genetic
variations within the same species, or that the ontogenetic
development i the laboratory differs from the pattems
observed in nature. In natural environments, animals are
often exposed to different water temperatures during early
development, in contrast to hbommry cnnditinns

The transition pedod from end
the nutrition is characterized by a]ugllmmta.hty rate dm:ulg
thesdfirt days of life. Between 62 and 86 hph, the presence
of food in the digestive tract of larvae was observed, which
indicates that the transition occurred when the speci

al., 2009), Brycon orbignyanus (Faustino e &, 2011), and
Brycon hilarii (Oliveira et af., 2012).

According to Nakatani f &f. (2001), individuals of the
species A. Jacusrisreach the postflei m  stage with a TL of
8.10 mm, and scales are visible when the specimens reach
a TL of 13.08 mm. In cur observations, the larvae reached
the notochowd postflei o  stage with a TL of 4.98 mm and
showed scales with a TL of 5.97 mm (17 hph). Again, these
differences may be related to genetic variations or due to the

Althongh there are great individual variations in the
number of fin rays, no sindies are available regarding this
morphological feature during the early developm ent stages of
A lacusdlris The rays of the pectoral, anal, candal, and dorsal
fin  all d differentiation of the A Jacudris specimens

still had traces of yolk reserves. According o Guerrero
Alvarado (2003), larvae do not immediately recognire
mert artificd diets as food, which may explain the great
range of time observed (about 24 h) between the record
of food m the digestive tract in the first and last analysed

e170073[8]

observed by Nakatani ef af. (2001). This sapports that, even

after completion of the larval period, some morphological
alterations may still occur in this species.

In order to use larvae m laboratory experiments, one of

e challenges to overcome is water quality deterioration
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in the experimental setting, which is cansed by increased
production of metabolic waste and decomposition of
unconsmmed diet Such processes conld be mamly noted
by the increase n the concentrations of ammania and CO,
that occnmed during the development of the mdividuals. In a
study perfformed by Dal Pont (2012) on ammonia toxicity in
adult A facusfris the CL, at24 h was more than 100 mg L.
However, there is no detailed information on the toxicity of
ammonia or CO, orabont the critical levels of the other water
quality parameters to the larvae of A facudris Therefore,
the hypothesis that the alterations in the baseline of these
compounds in the water may have affected the prowth mte
or even the survival of animals cannot be exclnded a priod.

Despite variations in water quality, larvae kept at 25 °C
were able to survive (even in relatively low proportion),
adapting to the intense and unavoidable manipulations
to which they were subjected thronghout the experment.
In addition, it was possible to observe that these animals
effectively fed and showed an adequate development of
their morphological and anatomical structures. The results
cormoborate the potential use of tetra, Asyanax lacudlris, as
model animals in laboratory trials.
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