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RESUMO

A Daphnia similis € um organismo utilizado para ensaios ecotoxicoldgicos, estes servem para avaliar os efeitos tdxicos
de compostos em ambientes aquaticos de agua doce. Desse modo, os organismos devem ser cultivados em um
ambiente ideal para sua sobrevivéncia e reprodugdo. Este trabalho visou avaliar a importancia do cumprimento das
normas de cultivo de Daphnia similis. Todos os métodos de avaliagdo foram baseados na NBR12713, que padroniza o
cultivo de Daphnia similis e Daphnia magna. A partir das observagdes realizadas foi possivel observar o que acontece
em ambientes desfavoraveis de cultivo e o que pode ocorrer caso haja um desvio do padrao estabelecido.

PALAVRAS-CHAVE: Daphnia; ecotoxicologia; cultivo; NBR12713.
1. INTRODUGAO

Daphnia similis € um crustaceo amplamente utilizado em pesquisas de ecotoxicologia aquatica por ser um
organismo sensivel e com maior superficie de contato para a analise mais profunda de compostos. A sua
reproducdo € por meio da partenogénese, ou seja, assexuada, porém, apesar de se reproduzirem por
partenogénese, podem haver organismos machos, estes sao indicados através dos organismos efipios, que
geram ovos de resisténcia (ndo geram neonatos), o que indica que houve fecundacédo. Por volta dos oito
dias de idade, a Daphnia similis comega seu ciclo reprodutivo, entrando na fase gestacional, onde séo
gerados ovos em suas costas, esses ovos podem ser gerados até seus 28 dias de idade, em média, apos
esse periodo as Daphnias param de se reproduzir (Figura 1).

Figura 1. Anatomia da Daphnia similis.
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Fonte: adaptado® - Visualizag&o através de microscopio.

A Daphnia similis € uma espécie de agua doce utilizada majoritariamente em climas tropicais e
subtropicais por conta de sua predominéncia nessas regides além de ser a espécie recomendada para
testes nas mesmas, incluindo o Brasil. Ademais, a espécie Daphnia magna também é amplamente utilizada,
no entanto, ao contrario da Daphnia similis, seu ciclo de vida é mais longo e o organismo € mais sensivel.
Além disso, esses dois organismos sao pequenos (entre 0,5 e 5 nm) e de facil manuseio e cultivo em
laboratorio.®

A aplicagédo dessas espécies em ensaios ecotoxicoldgicos sdo em ensaios agudos (resposta obtida
apos 6 a 48 horas de exposigcdo a algum composto, geralmente, quimico em concentragdes diferentes onde
€ observado taxa de mortalidade e imobilidade dos organismos expostos?) e ensaios cronicos (utilizando da
mesma metodologia, porém os organismos sao expostos por um tempo além de 48 horas, normalmente,
pela necessidade de maior tempo de exposi¢ao para certos compostos). Esses ensaios sao feitos com os
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neonatos, que sdo Daphnias com entre 6 e 24 horas de idade, que sao obtidos através de Daphnias jovens
e adultas (de 8 a 21 dias de vida).

Neste contexto, este trabalho visou avaliar a importancia da qualidade do meio de cultivo no ciclo de
vida da Daphnia similis.

2. METODOLOGIA

A metodologia empregada no trabalho foi a estabelecida na norma da ABNT, NBR 12713
(Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp), que especifica os
métodos ideais para cultivo e testes para Daphnia similis e Daphnia magna.* Para ambos organismos,
deve-se produzir o meio de crescimento e o alimento; averiguar se esta dentro dos padrdes estabelecidos
de pH, oxigénio dissolvido (OD), dureza e condutividade elétrica; em um recipiente limpo e esterilizado,
realocar os organismos para 0 meio e realizar a alimentagdo com alga e racdo. A ragao é utilizada para o
meio de cultivo agua reconstituida, que n&o apresenta um nutriente essencial para o crescimento dos
organismos, que se faz presente no meio MS, um meio de cultivo alternativo para Daphnias.

Antes da realizagdo de um cultivo, todas as vidrarias devem ser limpas com uma solugcdo de
detergente extran na concentragdo de 4% e deixadas de molho por pelo menos 2 horas em uma solugéo de
acido cloridrico na concentracdo de 10%. Apds essa etapa de lavagem, as vidrarias sao esterilizadas na
autoclave, assim como frascos com o meio. A preparacdo do cultivo e a realizagcdo do mesmo sao feitas
dentro de uma camara de fluxo laminar esterilizada utilizando a fungdo da lampada germicida e para a
transferéncia dos organismos € utilizada uma pipeta de Pasteur. Para evitar ruidos, o ventilador da camara
de fluxo laminar é desligado durante a utilizagdo com as Daphnias. Os cultivos prontos séo levados a
incubadora, que se mantém a temperatura de 20+2°C e com um fotoperiodo de 16h de luz. Com os cultivos
na incubadora, diariamente, é feita a observagao de cada um deles para notar os que estdo saudaveis, com
meio sujo ou com presenga de neonatos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No Laboratério Integrado de Pesquisa Aplicada em Quimica (LIPAQ) do Senai Cimatec, onde a
metodologia foi avaliada, houve um periodo em que alguns dos padrées ndo foram seguidos, pois n&o tinha
uma incubadora designada. As Daphnias foram cultivadas em uma mesa adaptada, sem muito controle de
temperatura e fotoperiodo. Também néo se tinha o controle de OD, condutividade elétrica e dureza do meio
de cultivo, o que dificultou a sobrevivéncia da grande maioria dos organismos e influenciou a geragao de
efipios (Figura 2).

Figura 2. Comparativo entre um organismo saudavel e um efipio.

Efipio

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Efipios sdo um indicativo de um cultivo ndo saudavel e que teve algum estresse ocasionado. Esses
estresses podem ser ma alimentagdo, fotoperiodo incorreto, algum parémetro fora dos limites,
superpopulagao, limpeza incorreta das vidrarias, manuseio errado dos equipamentos e dos organismos.
N&o s6 isso, mas esses mesmos estresses podem ocasionar mortalidade parcial ou total do cultivo, assim
como a imobilizagdo dos organismos, onde eles ficam presos a superficie do meio de cultivo. Isso foi bem
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comum durante o periodo em que as Daphnias foram cultivadas em ambiente adaptado no LIPAQ (Figura
3).

Figura 3. Comparativo de (a) cultivo ideal e (b) cultivo nao ideal
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Fonte: prépria.

A adaptacdo de sistemas para atendimento a Norma de cultivo de Daphnia similis se mostrou
desfavoravel, uma vez que foram identificados muitos efipios no processo de cultivo.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Esse artigo demonstra os principais fatores que podem prejudicar um cultivo de Daphnia similis. Foi
possivel observar claramente o quao sensiveis sdo os organismos e o quéao é dificil e trabalhoso é ter um
bom cultivo. Todos os parametros (pH, temperatura, OD, condutividade elétrica e dureza) afetam os
organismos, assim como a superpopulagdo, ruidos altos, o manuseio inadequado dos mesmos e o asseio
ao produzir um cultivo novo.

Todos esses fatores infavoraveis sdo causa de mortalidade, efipios, imobilizagdo e podem atrasar
ou simplesmente erradicar todos os cultivos que antes estavam saudaveis. Mesmo sem apresentar
mortalidade e imobilizagéo, efipios na cultura sdo uma causa de descarte, fazendo com que haja uma perda
de diversos organismos e atrase o cultivo e os testes que serao feitos posteriormente.

Recentemente foi adquirido no LIPAQ uma incubadora que podera contribuir para o cultivo ideal de
Daphnia similis e futuros desenvolvimentos com esse microorganismo.
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