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RESUMO

Diferentes condicdes de cultivo podem influenciar a produtividade e sensibilidade dos organismos. Este trabalho tem por
objetivo avaliar ainfluéncia de diferentes dietas e meios de cultivo na sensibilidade e nareproducéo de D. similise D. magna.
As dietas consistiam na utilizacdo das algas Pseudokirchneriella subcapitata na concentracdo de 1,5.10° célsml e
Scenedesmus subspi catus na concentracao de 10° céls.ml-2. A combinac&o dessas algas com o complemento de uma ragéo
de truta ou artémia também foi utilizada. Em cada tratamento observou-se diariamente o nimero médio de neonatos
produzidos por fémea no periodo de 21 dias. Paralelamente, foram realizados ensaios de sensibilidade ao dicromato de
potassio de acordo com a NBR 12713 para cada dieta. Os resultados obtidos quanto a fertilidade, quando submetidas a
uma dieta com as algas P. subcapitata para D. similis e S. subspicatus para D. magna, tendo o complemento de uma ragéo
de artémia, demonstraram que, independente do meio utilizado para o cultivo, a reproducdo n&o variou significativamente,
0 que caracteriza aracdo de artémia como uma alternativa ao meio M4. Quanto a sensibilidade, em todos os casos analisados,
guando cultivados em meio M4, os organismos mostraram-se mais resistentes ao dicromato de potassio do que quando
cultivados em meio | SO.
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ABSTRACT

Productivity and sensitivity of Daphnia similis and Daphnia magna in different cultivation’s aspects

Various aspects of cultivation may influence an organism’s productivity and sensitivity. This research focuses on eval u-
ating the effects of different diets and cultivation media on sensitivity and reproduction of D. similis and D. magna. Diets
consisted of Pseudokirchneriella subcapitata at 1.5.10° cells.ml™ and Scenedesmus subspicatus at 10°cells.ml=. This algae
combination was supplemented with a trout or Artemia feed. During twenty one days the mean number of neonates per
female were observed daily for each treatment. Simultaneously to this, Potassium dichromate sensitivity essays were also
performed, according to NBR 12713, for each diet. Results on fertility was not significantly altered while using a diet
of P. subcapitata for D. similis and S. subspicatus for D. magna, indicating Artemia feed as an alternative to M4 medium.
Regarding sensitivity, every analyzed case showed more resistance to Potassium dichromate when cultivated in 1SO medium.
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INTRODUCAO

Espécies do género Daphnia, com grande participagdo
na comunidade zooplancténica em todo o mundo, tém tido
sua biologia amplamente estudada (Herbert, 1978). Diferentes
espécies, como D. pulex, D. pulicaria, D. magna e D. similis,
vém sendo cultivadas em laboratdrio e utilizadas em ensaios
ecotoxicol 6gicos (Green, 1955; Allan, 1976; Lei & Armitage,

1980; Fonseca, 1991; CETESB, 1992; Campagna, 1994;
Pedrozo, 1995; Ferréo-Filho et al., 2000).

Ha diferentes metodol ogias pararealizagéo de cultivos
e ensaios de toxicidade, como USEPA (USEPA, 1993) e as
normas NBR 12713 (ABNT, 1993), DIN 38412 (DIN, 1989),
SO 6341(1S0O, 1996) e OECD 202 (OECD, 2000). Em relagéo
aos cultivos, no entanto, sd0 sugeridas diferentes combinagtes
e concentracoes de alimentos, assim como caracteristicas da
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agua de cultivo, que podem ser utilizadas de acordo com as
condicdes e necessidades de cada laboratorio.

Segundo Maranho & Nieweglowski (1995), o uso de
véarias fontes de alimentos e diversos meios de cultura
influenciam a variabilidade interlaboratoria de resultados dos
ensaios de toxicidade com D. magna.

Seco-Gordillo et al. (1998) consideram a natureza do
meio utilizado para o ensaio e as condi¢des de cultivo como
causas da obtencao de diferentes respostas de D. magna aalguns
metais pesados, entre eles o Dicromato de Potassio. Assim
como Silva et al. (2003), deixam clara a necessidade de
estabelecer condic¢des mais definidas para os cultivos de
Daphnia a fim de reduzir essa variabilidade nos resultados
de EC,, 24 h. O presente estudo objetiva verificar se as
condicdes de cultivo dos organismos-teste Daphnia similis
e Daphnia magna utilizados em ensaios ecotoxicol 6gicos
podem influenciar suas respostas a determinadas variaveis,
como fertilidade e sensibilidade.

MATERIAL E METODOS

Osindividuos da espécie D. similise D. magna foram
mantidos com base na norma NBR 12713 (ABNT, 1993) e
D. magna com base na norma 1SO 6341 (1SO, 1996).

O meio basico (meio |SO) foi preparado segundo anorma
1SO 6341 (IS0, 1996) e o M4 foi preparado segundo a norma
DIN 38412 (DIN, 1989). Esses meios foram gjustados de acordo
com as necessidades das espécies estudas (42 a48 mg.L de
CaCO, paraD. similis e 210 a 260 mg.L™* de CaCO, paraD.
magna). Para a dilui¢do dos ensaios de sensibilidade foi
utilizado apenas 0 meio bésico.

NaDietaA, os organismos receberam como Unicafonte
de alimento a alga Pseudokirchneriella subcapitata cultivada
e administrada para os cultivos na concentragdo de 1,5.10°
célsml~ por individuo, segundo sugere USEPA (USEPA, 1993).
NaDieta B foi fornecida como Unicafonte de alimento aaga
Scenedesmus subspicatus cultivada e administrada para os
cultivos na concentracao de 10° célsml por individuo segundo
sugere DIN 38412 (DIN, 1989). A Dieta C consistia em uma
combinagdo das dietas A e B, na mesma propor¢ao.

ParaD. similis, adieta D consistianacombinagdo daaga
P. subcapitata com o aimento composto de truta (ABNT, 1993)
eadieta E, nacombinacdo damesmaalga, porém com o aimento
composto de artémia (Beatrici, 2000), ambos fornecidos na
concentracéo de 4 g. L. ParaD. magna, adieta D consistia
nacombinagdo daagaS subspicatus com o aimento composto
detrutafermentada e adieta E, na combinaco damesmaalga,
porém com o alimento composto de artémia fermentado.

Os individuos foram divididos em quatro réplicas com
dez individuos cada. Para cada uma das réplicas de cada
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tratamento, o nimero de fémeas vivas e neonatas produzidas
foi observado diariamente, por um periodo de 21 dias, para
gue se estimasse 0 nimero médio de neonatas por fémea por
dia. Depois de contadas, as neonatas foram descartadas.

A fertilidade de D. similise D. magna, para cada dieta,
foi estimada a partir do niimero médio de neonatas produzidas
por fémea vivaldia. Os dados foram analisados estati sticamente
através daAnalise de Variancia complementada pelo Ensaio
de Comparagdes Mltiplas de Dunnett, em nivel de significancia
de 5%, considerando cada dia como uma repeti¢do do
experimento, resultando para cada dieta um total de 21
repeticdes com 4 réplicas em cada.

Os ensaios de sensibilidade foram realizados segundo
NBR 12713 (ABNT, 1993) paraD. similis e segundo | SO 6341
(IS0, 1996) para D. magna. Como substancia de referéncia
utilizou-se Dicromato de Potéssio nas concentracfes de 0,01,
0,02, 0,04, 0,085, 0,17 € 0,35 mg.L* paraD. similise de 0,3,
0,5,0,7,1,0, 1,5 e 2,0 mg.L™ para D. magna.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as andlises estatisticas dos dados
de fertilidade de D. similis e D. magna quando submetidos
aos diferentes tratamentos propostos.

D. smilis, quando cultivadaem meio M4, obteve amelhor
resposta quanto a fertilidade ao receber as dietas A e E, que
diferiram significativamente das dietas B, C e D, que
apresentaram menor producdo de neonatas. Quando mantidas
em meio |SO e expostas as dietas A, B e C, apresentaram
reproducdo inferior a um individuo por fémea por dia. Este
desempenho pode ser considerado insatisfatério se utilizarmos
como referéncia normas reconhecidas internacionalmente que
utilizem dafinideos em ensaios de toxicidade crénica. Em
USEPA (2002), estipulou-se 0 minimo de 40 neonatas produzi-
das por fémea no periodo de 21 dias nos controles dos ensaios
de toxicidade crénica com D. magna e de 15 neonatas para
Ceriodaphnia dubia, ambas equivalendo aproximadamente
a duas neonatas por fémea por dia para que o resultado do
ensaio sgja considerado vélido.

O numero de neonatas produzidas por D. similis, em
presenca de P. subcapitata e racdo de artémia (dieta E), em
meio SO e meio M4, se apresentaram estatisticamente seme-
Ihantes. Para as demais dietas, areproducdo de D. similis foi
sempre estatisticamente maior em presenca do meio M4. A
presenca de um meio nutritivo (M4) ou um complemento a
base de raco incrementa o desempenho reprodutivo desta
espécie. Lewis & Maki (1981), ao exporem D. magna auma
dieta de P. subcapitata com o complemento de umaracéo de
truta, observaram reproducdo 70% maior do que quando
alimentadas somente com P. subcapitata ou somente com rag&o.
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Quando cultivada em meio M4, D. magna responde de
forma semelhante a todas as dietas expostas, ndo apresentando
diferencas estatisticamente significativas para o niUmero de
neonatas produzidas por fémea por dia. Para os cultivos
mantidos em meio 1SO também ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre as dietas. Maranho &
Nieweglowski (1995), ao compararem a reproducéo de D.
magna quando submetidas a trés diferentes meios de cultivo
(Agua de torneira desclorada, aguamineral e M4), verificaram
diferencas significativas no comportamento reprodutivo desse
organismo, observando maior reproducdo de D. magna em
presenca do meio M4. Embora alguns autores (K eating, 1985;
Maranho & Nieweglowski, 1995; Goulden, 1998) e normas
DIN 38412 (DIN, 1989) e OECD 202 (OECD, 2000) enfatizem
autilizacdo de um meio nutritivo para os cultivos de dafinideos,
D. magna, quando cultivada com este meio recebendo como
alimento a dieta E (combinagéo da alga S. subspicatus com
alimento composto de Artémiafermentada), ndo apresentou
fertilidade significativamente diferente do que quando submetida
amesma dieta em meio |1 SO.

Quanto a sensibilidade dos organismos, independente da
dieta utilizada, em meio M4, tanto D. simlis quanto D. magna
apresentaram menor sensibilidade ao Dicromato de Potéssio do
gue quando cultivadas somente em meio 1SO (Tabelas 4 e 5).

D. magna apresentou maior resisténcia ao Dicromato
de Potéssio quando cultivada em meio M4. Esta diferenca
foi significativa (oo = 0,05) quando utilizada racdo como
complemento alimentar, e sua maior sensibilidade foi
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constatada quando cultivada em meio SO com a dieta B.
D. similis apresentou maior resisténcia a substancia de
referéncia, recebendo a dieta E, quando cultivada em meio
M4 do que em meio 1SO. A maior sensibilidade observou-
se quando cultivada com meio ISO e dietasA, B e C. Assim
como paraD. magna, D. similisfoi significativamente mais
resistente ao Dicromato de Potéssio quando cultivadaem meio
M4 com complemento de racéo.

Pode-se observar neste trabalho que as dietas e meios
de cultivo responsavei s pelo desempenho reprodutivo insatis-
fatério dos organismos foram também responsaveis por maior
sensibilidade ao Dicromato de Potassio. Embora o nimero
de filhotes produzidos por D. magna ndo aumente significa-
tivamente com o uso do meio M4, independente do alimento
utilizado, sua sensibilidade é significativamente menor neste
meio. Essa maior resisténcia dos organismos sugere possives
variagdes de resultados dos ensai os ecotoxicol 6gicos durante
a escolha de um ou outro meio de cultivo e da combinacéo
de alimento utilizado. Winner et al. (1977) observaram que
o0 estado nutricional de Daphnia sp. influenciou a toxicidade
de substancias quimicas para 0s organismos, especialmente
No ensaio crdnico em que o crescimento e a reproducdo foram
avaliados.

Ao compararmos as sensibilidades das duas espécies
avaliadas neste trabal ho, verificamos que, dentro de um mesmo
meio de cultivo, independentemente da dieta fornecida, D.
magna sempre demonstrou menor sensibilidade ao Dicromato
de Potassio quando comparada a D. similis.

Tabela 1 — Médias dos valores de fertilidade (n° médio de neonatas por fémea por dia) de D. similis e D. magna
observadas em cada tratamento. N representa nimero total de eventos reprodutivos considerando as 4 réplicas.

D. similis D. magna
Reproducéo Reproducao
Grupo n — — Grupo n — —
Média Erro-padréo Média Erro-padréo
M4-DSE 59 9,58° 0,91 M4-DM-E 52 6,35 0,82
ISO-DE-E 64 9,30° 0,69 M4-DM-E 52 597® 0,88
M4-DS-A 60 6,61° 0,56 ISO-DM-E 32 5,92° 0,73
M4-DS-C 60 5,94° 0,47 M4-DM-C 52 5728° 0,79
M4-DSB 60 5,32° 0,37 M4-DM-A 51  4,80° 0,64
M4-DSD 60 4,69° 0,51 ISO-DM-D 48 447" 0,54
ISO-DE-D 64 1,20° 0,14 ISO-DM-A 60 4,27° 0,71
ISO-DE-A 57 0,61% 0,15 ISO-DM-C 60 3,97° 0,59
ISO-DE-C 56 0,33 0,08 ISO-DM-B 60 3,77° 0,62

Médias seguidas de letras distintas diferem em nivel de significancia de 5%.

ISO-DS-B néo reproduziul.
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Tabela 2 — Sensibilidade (CE50; 48 h) de D. similis e D. magna em diferentes meios de cultivos e dietas.

D. similis D. magna
Dieta Meio 1SO MeoM4 Dieta MeiolSO MeoM4

0,15 0,87 1,10
A 0,04 0,18 A 0,93 1,17
0,17 0,62 1,19
0,18 0,85 1,27
B * 0,14 B 0,43 1,40
0,29 0,76 1,29
0,18 0,87 1,11
C 0,04 0,07 C 0,84 1,20
0,17 0,95 1,50
D 0,04 0,21 D 0,81 igg
0,08 0,29 0,97 178
0,06 0,23 1,67
E 0,08 0,30 E 122 1,43
0,07 0,29 ' 1,61

*Ensaio de sensibilidade n&o realizado. Vaores em mg.L ™.
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