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RESUMO

No Brasil existe uma lacuna de conhecimento na selecéo e padronizacdo de espécies nativas
com potencial para uso na ecotoxicologia, sobretudo em regides semiaridas. O uso de espécies
zooplanctbnicas autéctones com protocolos padronizados garante a confiabilidade e a
reprodutibilidade dos mesmos, haja vista sua representatividade ecolégica, que possibilita com
mais eficiéncia antecipar e diagnosticar os efeitos nocivos de agentes toxicos em ambientes
aquaticos. Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo padronizado para o cultivo
laboratorial e ensaios ecotoxicoldgicos com a espécie Ceriodaphnia cornuta em condig6es fisicas
e quimicas semelhantes as de ambientes dulcicolas do semiarido. Para tanto, foram realizadas
amostragens da comunidade zooplanctbnica nos reservatérios de Umari e Santa Cruz
localizados no Rio Grande do Norte (Brasil), para capturar e isolar a espécie selecionada por
critérios ecotoxicologicos e representatividade ecoldgica no semiarido. Posteriormente, foram
estabelecidos e realizados testes ecotoxicolégicos em diferentes faixas de pH, dureza,
temperatura e luminosidade com base na ecologia e biologia da espécie nativa e nas condi¢tes
dos recursos hidricos de regides semiaridas, bem como adaptado de normas ja padronizadas.
Concluiu-se que o cultivo de C. cornuta em condi¢cbes semelhantes aos ecossistemas aquéticos
do semiéarido tem a maior sobrevivéncia e reprodu¢éo quando esta é cultivada em agua com pH
entre 7,5 a 7,9, com dureza 66mg de CaCOs/L, em temperatura de 25°C+2 e luminosidade entre
3000 a 3500lux. Portanto, o uso da espécie nativa C. cornuta nas condi¢Bes supracitadas se
mostra promissora como organismo-teste para analise da qualidade de ambientes dulcicolas do

semiarido brasileiro.

Palavras-chave: Zooplancton. Ceriodaphnia cornuta. Semiarido. Ecotoxicologia aquatica.



ABSTRACT

In Brazil, there is a knowledge gap in the selection and standardization of native species with
potential for use in ecotoxicology, especially in semi-arid regions. The use of autochthonous
zooplanktonic species with standardized protocols guarantees their reliability and reproducibility,
given their ecological representation, which makes it possible to more efficiently anticipate and
diagnose the harmful effects of toxic agents in aquatic environments. This work aimed to establish
a standardized protocol for laboratory cultivation and ecotoxicological tests with the species
Ceriodaphnia cornuta under physical and chemical conditions similar to those of semi-arid
freshwater environments. For that, samples of the zooplankton community were carried out in the
Umari and Santa Cruz reservoirs located in Rio Grande do Norte (Brazil), to capture and isolate
the species selected by ecotoxicological criteria and ecological representativeness of the semiarid
region. Subsequently, ecotoxicological tests were established and carried out in different ranges
of pH, hardness, temperature and luminosity based on the ecology and biology of the native
species and on the conditions of the water resources of semi-arid regions, as well as adapted
from already standardized norms. It was concluded that the cultivation of C. cornuta in conditions
similar to the semiarid region has the highest survival and reproduction when it is cultivated in
water with a pH between 7.5 and 7.9, with a hardness of 66mg of CaCOs/L, at a temperature of
25°C+2 and luminosity. between 3000 to 3500lux. Therefore, the use of the native species C.
cornuta under the aforementioned conditions shows promise as a test organism for analyzing the

quality of freshwater environments in the Brazilian semiarid region.

Palavras-chave: Zooplancton. Ceriodaphnia cornuta. Semiarido. Ecotoxicologia aquatica.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

O ambiente aquatico recebe todos os materiais advindos de sua bacia de
drenagem em consequéncia dos usos e da ocupacédo do solo de seu territorio;
uso e descarte de substancias, gerando uma mistura de diferentes tipos de
poluentes acarretando efeitos toxicos crénicos (HOSSAIN et al., 2020; ZHAO et
al., 2020; CHOWDHURY et al., 2016; TALLINI et al., 2012). A biota aquatica é
exposta a esses agente toxicos e, em funcédo da concentracdo dos mesmos e do
tempo de exposicao, pode sofrer efeitos agudos, como a letalidade; bem como
efeitos cronicos letais e subletais, como por exemplo efeitos no desenvolvimento,
na reproducéo, na morfologia de tecidos, nas células e no material genético, e a
possivel bioacumulacdo das substancias (LI et al.,, 2019; ABESSA; SOUSA;
TOMMASI, 2006).

O zooplancton apresenta relevancia ecoldgica, uma vez que transfere
matéria e energia entre 0s organismos produtores e consumidores, sendo um
dos pilares para integridade ecologica dos ecossistemas aquaticos (MELO;
MEDEIROS, 2013; TUNDISI; MATSUMURA, 2008). Esses organismos sao
considerados bioindicadores e podem ser utilizados no monitoramento da
qualidade de &gua, devido a sua sensibilidade as mudancas no ambiente e por
responderem rapidamente a elas (JOSUE et al., 2021; BAKHTIYAR et al., 2020;
SOUSA et al., 2008). Desta forma, o estudo destes organismos pode revelar o
grau de trofia e a qualidade do recurso hidrico (FLORESCU et al., 2021;
GUTIERREZ et al., 2020; DANTAS-SILVA; DANTAS, 2013). Além do uso como
bioindicador, o conhecimento sobre esses organismos pode ser aplicado em
varias outras areas, que vao desde a ecotoxicologia, usado como organismo-
teste (BARKA et al.,, 2020; SILVA, 2017) até sua utilizacdo na aquicultura
(BELFIORE et al., 2021; PERBICHE-NEVES et al., 2012), como no cultivo de
larvas de espécies de peixes e crustaceos.

Os estudos ecotoxicolégicos sdo ferramentas mais adequadas para
compreender os danos a biota aquatica e a saude publica, uma vez que se
baseiam na resposta dos organismos a agentes quimicos e, principalmente, em

virtude da complexidade da interagé&o entre as substancias no ambiente natural
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(NATASHA et al., 2020; MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008; FARIAS, 2006).
As espécies escolhidas como organismos-teste para ensaios ecotoxicolégicos
precisam atender a uma seérie de critérios, como: ser sensiveis a diferentes
compostos quimicos; ter suas caracteristicas conhecidas quanto a reproducéo,
hébitos alimentares, fisiologia, biologia e comportamento; apresentarem ciclo de
vida curto e estarem disponiveis durante o ano todo, mas principalmente, serem
representativas ecologicamente do ambiente que esta sendo avaliado (BELDEN,
2020; DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006). Desse modo, a escolha pela
utilizacdo de espécies nativas em ensaios ecotoxicoldgicos, principalmente na
avaliacdo de amostras ambientais, é considerada ideal, jA que a representacéo
do ambiente se torna mais fidedigna (FELIPE et al., 2020; COSTA et al., 2008).

Mesmo sendo a comunidade zooplanctonica notadamente importante,
ainda sdo escassos 0s estudos ecoldgicos sobre esses organismos em
reservatorios do semiarido brasileiro (ESKINAZI-SANT'ANNA et al.,, 2013;
SOUSA et al., 2008), bem como em avaliagdes ecotoxicologicas dos ambientes
aquaticos da regido. Assim, € evidente a necessidade da realizacdo de estudos
gue tenham como objetivo avaliar e elaborar protocolos padronizados com
espécies nativas em condicdes fisicas e quimicas representativas do semiarido
para ensaios ecotoxicolégicos. A utilizacdo destes protocolos em estudos
ecotoxicoldgicos na regido sera imprescindivel para garantir a confiabilidade e a
reprodutibilidade dos resultados, haja vista sua maior representatividade

ecologica.

OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo padronizado
para o cultivo laboratorial e ensaios ecotoxicoldgicos com a espécie
Ceriodaphnia cornuta em condicdes fisicas e quimicas semelhantes as de

ambientes dulcicolas do semiarido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar uma espécie nativa do semiarido brasileiro que atenda aos

critérios para uso em ensaios ecotoxicologicos;
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- Determinar se faixas de pH mais basicas podem ser utilizadas no cultivo
de C. cornuta

- Determinar se temperaturas mais elevadas podem ser utilizadas no
cultivo de C. cornuta

- Determinar se durezas mais elevadas podem ser utilizadas no o cultivo
de C. cornuta

- Determinar a intensidade de luminosidade ideal para o cultivo de C.

cornuta
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CAPITULO 2

ASSEMBLEIAS ZOOPLANCTONICAS NOS RESERVATORIOS DE SANTA
CRUZ E UMARI/RN

RESUMO: O objetivo desse capitulo foi identificar as espécies zooplanctbnicas presentes nos
reservatérios de Santa Cruz e Umari, localizados na bacia do rio Apodi-Mossord no semiarido do
Rio Grande do Norte. A comunidade zooplantonica foi amostrada em dois pontos em cada um
dos reservatérios, utilizando uma rede de zooplancton para filtrar 100L de agua por reservatério.
Os organismos retidos na malha foram fixados em élcool etilico a 95% e a identificacdo do
zooplancton foi realizada por meio de bibliografia especializada. Ao total, oito espécies foram
identificadas, sendo cinco claddceros, dois copépodas e um rotifero. Os dois reservatérios
compartilharam as mesmas espécies, com exce¢do de Daphnia gessneri, encontrada apenas
em Umari e Ephemeroporus hybridus somente em Santa Cruz. Em ambos reservatérios,

Ceriodaphnia cornuta e Diaphanosoma spiulosum foram as espécies mais abundantes.

Palavras-chaves: zooplancton. semiarido. cladocera. agudes.

INTRODUCAO

A comunidade zooplancténica € um dos pilares para integridade
ecolégica, porque fazem a transferéncia da matéria e energia dos produtores
primarios para os consumidores no ambiente aquatico (TUNDISI; MATSUMURA,
2008). Esses organismos sdo considerados bioindicadores e podem ser
utilizados no monitoramento da qualidade de agua, devido a sua sensibilidade
as mudancas no ambiente e por responderem rapidamente a elas (SOUSA et
al., 2008), sendo que comumente algumas espécies dominam ou desaparecem
dependendo da qualidade da agua. Neste contexto, o estudo desta comunidade
pode revelar o grau de trofia e a qualidade do recurso hidrico (DANTAS-SILVA;
DANTAS, 2013). Além do uso como bioindicador, o conhecimento sobre esses
organismos pode ser aplicado em varias outras areas, que vao desde a
ecotoxicologia, usado como organismo-teste (SILVA, 2017), até sua utilizagédo
na aquicultura (PERBICHE-NEVES et al., 2012), como no cultivo de larvas de
espécies de peixes e crustaceos. Entretanto, mesmo sendo uma comunidade

notadamente importante, como ja destacado anteriormente, S0 escassos 0S
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estudos ecoldgicos sobre esses organismos em reservatérios do semiarido
brasileiro (ESKINAZI-SANT'ANNA et al., 2013; SOUSA et al., 2008).

Alguns estudos consideram 0s reservatorios como uma ameaca a
biodiversidade, ja que perenizam rios naturalmente intermitentes (BARBOSA et
al., 2012; MALTCHIK; MEDEIROS, 2006) e reducao na biodiversidade pode
ocasionar. Em contrapartida, ha um estudo que mostra que eles sao importantes
para manutencdo de algumas espécies adaptadas e exclusivas desses locais
(CABRAL, 2019). Neste contexto, o objetivo desse capitulo foi identificar as
principais espécies zooplanctdnicas presentes em reservatorios do semiarido

brasileiro.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de agua para identificacdo do zooplancton foram coletadas
em maio de 2019 em quatro reservatorios do Rio Grande do Norte; sdo eles:
Santa Cruz, Umari, Mendubim e Armando Ribeiro Goncgalves, sendo os dois
ultimos apenas para coleta de dados fisicos e quimicos (Figura 1). A amostragem
foi realizada no periodo diurno utilizando uma garrafa de Van Dorn, na regiao
limnética em 2m de profundidade. O conteudo coletado (50 litros) em cada ponto
de amostragem dos reservatorios foi filtrado em rede de zooplancton com malha
de 60um de abertura (ANA; CETESB, 2011). Os organismos retidos na malha
foram fixados ainda em campo em alcool etilico a 95%. A identificacdo e a
quantificacdo das amostras foram realizadas de duas formas: 1) para
claddceros, as amostras foram analisadas integralmente em estereomicroscopio
(Carl Zeiss, modelo Stemi 508) e, eventualmente, levados ao microscopio para
verificacdo de elementos particulares da espécie; 2) para copépodos e rotiferos,
uma subamostra de 1mL foi colocada em camara de Sedgewick-Rafter e
analisada em microscopio (Nikon, modelo Eclipse E100). A identificacdo do
zooplancton foi realizada por meio de bibliografia especializada até ao nivel de
espécie (e.g. EL-MOOR LOUREIRO, 1997; SANTOS-SILVA; ROCHA;
BOXSHALL, 2015; KOSTE, 1978).
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Figura 1. Sistema hidrografico do Estado do Rio Grande do Norte com destaque para os reservatorios de
Santa Cruz (5° 45’ 55’S, 37° 49’ 10'W), Umari (5° 42’ 05’S, 37° 15’ 08'W), Mendubim (5° 38’ 53'S, 36° 56’
03'W) e Armando R. Gongalves (5° 40’ 27°S, 36° 53’ 31'W). Fonte: Modificado de Farias (2018).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas em ambos os reservatorios oito espécies, sendo
cinco cladoceros (Bosmina hagmanni, Ceriodaphnia cornuta, Daphnia gessneri,
Diaphanosoma spinulosum, Ephemeroporus hybridus), dois copépodos
(Notodiaptomus cearensis e Notodiaptomus iheringi) e um rotifero (Keratella
americana) (Figura 2 e Tabela 1). As espécies C. cornuta e D. spinulosum foram
as mais abundantes, sendo a primeira mais presente em Umari e, a segunda,
em Santa Cruz. Essas espécies possuem estratégias especificas para enfrentar
condi¢cBes semiaridas, como a diapausa (CRISPIM; PAZ; WATANABE, 2014) e,
por isso, sdo abundantes em toda a regido. Os dois reservatérios compartilharam
as mesmas espécies, com excecao de D. gessneri, encontrada apenas em
Umari e E. hybridus identificada somente em Santa Cruz. As espécies
identificadas em ambos o0s reservatérios sdo amplamente encontradas em
outros reservatoérios do semiarido (ROCHA, 2017; ESKINAZI-SANT'ANNA et al.,
2013; SOUZA, 2008; ESKINAZI-SANT'ANNA et al., 2007).

A ordem Cladocera teve um numero maior de espécies quando
comparado aos demais grupos. Esse dado difere do encontrado por outros
trabalhos do semiarido brasileiro, onde a maioria das espécies pertenciam ao
grupo Rotifera e Copepoda e os ambientes amostrados eram considerados
eutréficos (CABRAL, 2019; ESKINAZI-SANT'ANNA et al., 2013; SOUSA et al.,
2008). Tal resultado pode ter sido influenciado pelas condi¢cdes mesotroéficas e
oligotréficas dos locais estudados, que difere dos estudos citados acima
(HENRY-SILVA et al.,, 2013). Em geral, ambientes com pouco nutrientes
geralmente possuem mais cladéceros do que filtradores menores, como rotiferos
(CRISPIM; MARINHO, 2018). Também é comum que em ambientes ricos em
nutrientes, os rotiferos sejam mais abundantes em relacdo aos demais grupos,
devido a sua caracteristica oportunista (DE-CARLI et al., 2018; GALVAO, 2014,
DANTAS-SILVA; DANTAS, 2013) e, por isso, podem ter sido pouco encontrados
nos reservatorios amostrados. Além disso, a auséncia da espécie Moina micrura
nas amostras também pode corroborar para um cenario de ambiente oligotréfico,
pois ha um estudo que mostra seu predominio em condi¢cdes eutrdficas,
enquanto C. cornuta e D. spinulosum declinavam em condi¢des semelhantes
(VIEIRA et al., 2011).
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Tabela 1. Espécies zooplantdnicas identificadas, a representa¢do da abundancia média
e densidade média (ind/L) nos reservatérios de Santa Cruz e Umari.

SANTA DENSIDADE UMAR| DENSIDADE
CRUZ MEDIA (ind/L) MEDIA (ind/L)
CLADOCERA
Bosmina hagmanni (Stingelin, 1 )
1904)
Ceriodaphnia cornuta (Sars, 1885) ° 3,4 ) 55
Daphnia gessneri (Herbst, 1967) NE NE . 0,3
Diaphanosoma spinulosum
14,5 ° 4,3
(Herbst, 1975)
Ephemeroporus hybridus (Daday,
P P Y ( y 0,5 NE NE
1905)
COPEPODA
Notodiaptomus cearensis (Wright,
[ ) 5,1 L 5,7
1935)
Notodiaptomus iheringi (Wright,
p gi (Wrig o 5.1 . ”8
1935)
Copepodito . 1,8 ° 2,8
ROTIFERA
Keratella americana (Carlin, 1943) R 1,4 o 1,4

Legenda: NE — ndo encontrado.



Figura 2. Espécies zooplanctdnicas identificadas nos
reservatérios de Santa Cruz e Umari, Rio Grande do
Norte, Brasil. Legenda: A (B. hagmanni), B (C.
cornuta), C (D. gessneri), D (D. spinulosum), E (E.
hybridus), F (Notodiaptomus cearenses), G
(Notodiaptomus iheringi) e H (K. americana).
Fonte: Autoria propria.

CONSIDERACOES FINAIS

Foram

identificadas oito espécies zooplanctdnicas,
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sendo cinco

clad6ceros, dois copépodas e um rotifero, sendo que os dois reservatorios

compartilharam praticamente as mesmas espécies. Os claddceros foram os

mais abundantes dentre 0os grupos amostrados e as espécies C. cornuta e D.
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spinulosum foram as mais frequentes. As espécies encontradas puderam

confirmar os graus de trofia dos reservatorios.
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CAPITULO 3

PADRONIZACAO DO CULTIVO DA ESPECIE Ceriodaphnia cornuta Sars
(1885) PARA ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS SOB CONDICOES FiSICAS
E QUIMICAS DE AMBIENTES AQUATICOS DO SEMIARIDO BRASILEIRO

RESUMO: No Brasil existe uma lacuna de conhecimento na selecdo e padronizagdo de espécies
nativas com potencial para uso na ecotoxicologia, sobretudo em regifes semiaridas. O uso de
espécies zooplanctbnicas autéctones com protocolos padronizados garante a confiabilidade e a
reprodutibilidade dos mesmos, haja vista sua representatividade ecolégica, que possibilita com
mais eficiéncia antecipar e diagnosticar os efeitos nocivos de agentes toxicos em ambientes
aguaticos. Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo padronizado para o cultivo
laboratorial e ensaios ecotoxicol6gicos com a espécie Ceriodaphnia cornuta em condicdes fisicas
e quimicas semelhantes as de ambientes dulcicolas do semiérido brasileiro. Para tanto, foram
realizadas amostragens da comunidade zooplanctdnica nos reservatorios de Umari, Santa Cruz,
Mendubim e Armando Ribeiro Gongalves, localizados no estado do Rio Grande do Norte, para
capturar, isolar e selecionar uma espécie de zooplancton, fazendo uso de critérios
ecotoxicolégicos e levando em consideracéo a sua representatividade ecoldgica em ambientes
aquaticos do semiarido. Posteriormente, foram estabelecidos e realizados testes
ecotoxicolégicos em diferentes faixas de pH, dureza, temperatura e luminosidade com base em
na ecologia e biologia da espécie nativa e nas condi¢cdes dos recursos hidricos da regido
semiérida brasileira, bem como adaptado de normas ja padronizadas. Concluiu-se que o cultivo
de C. cornuta, considerando-se condi¢cdes semelhantes ao semiéarido brasileiro, teve a maior
sobrevivéncia e reproducao em agua com pH entre 7,5 a 7,9, dureza de 66mg de CaCOsl/L,
temperatura de 25°C+2 e luminosidade entre 3000 a 3500lux. Portanto, a espécie nativa C.
cornuta pode ser cultivada em condi¢cdes semelhantes as do semiarido brasileiro, bem como

utilizada como organismo-teste para analise da qualidade desses ambientes.

Palavras-chaves: Zooplancton. Ceriodaphnia cornuta. Semiérido. Ecotoxicologia aquatica.

INTRODUGCAO

Para mensurar os danos causados aos organismos aquaticos, as analises
quimicas, que identificam as concentragfes de compostos e sdo essenciais nos
estudos de qualidade ambiental, isoladamente, possuem limitagdes, sobretudo
por ndo oferecerem informacdes a respeito dos efeitos dessas substancias na
biota (BRACK, 2019; RODRIGUES; SILVA; SILVA, 2009). Assim, séao

imprescindiveis os estudos ecotoxicolégicos porque ha um consenso na ciéncia
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que riscos ambientais ndo podem ser avaliados somente por analises puramente
guimicas, sendo necessario quantificar os efeitos destas concentracdes na biota,
ou seja, a ecotoxicidade (ALTENBURGER et al; 2019; SIDDIG et al., 2016;
VOLATIER et al., 2009).

Diante disto, os estudos ecotoxicologicos sdo ferramentas mais
adequadas para compreender os danos a biota aquéatica (LTENBURGER et al.,
2019; SIDDIG et al., 2016; FARIAS, 2006). Os testes ecotoxicologicos tém por
finalidade simular o efeito de substancias na biota, por meio da exposi¢cédo de
organismos-teste, efluentes ou amostras ambientais e assim determinar sua
toxidade ou auséncia desta (SAARISTO, 2018, ARAGAO; ARAUJO, 2006).

Ha uma tendéncia de se utilizar espécies aloctones em estudos
toxicolégicos no Brasil usam espécies nativas de regides temperadas
(NOBREGA, 2019; MANSANO et al., 2018; CAMPAGNA, 2005; CAMPAGNA,
2010; FARIAS; 2016; FREITAS; ROCHA, 2010). No entanto, é pertinente
ressaltar a importancia de também se realizar estudos com organismos
aquaticos autéctones, como o zooplancton Ceriodaphnia cornuta, visando testar
espécies nativas que possam melhor representar os ecossistemas aquaticos
tropicais (LACHER; GOLDSTEIN, 1997; DAAM; RICO, 2016). Assim, € evidente
a demanda por mais estudos para se conhecer a sensibilidade e avaliar a
aplicabilidade das espécies tropicais em estudos ecotoxicologicos
(GUNNARSSON; CASTILLO, 2018).

O zooplancton apresenta relevancia ecolégica no ecossistema aquatico,
uma vez que transfere matéria e energia entre 0os organismos produtores e
consumidores (SETUBAL et al., 2020; MELO; MEDEIROS, 2013); por isso, € um
dos pilares para a integridade ecologica (CHAI et al., 2017; TUNDISI,
MATSUMURA, 2008; TORUAN et al, 2021;). Em especial, a ordem Cladocera
se destaca pela sua alta sensibilidade e repostas imediatas as mudanc¢as na
condicdo ambiental (LEPPANEN, 2018; VIEIRA et al., 2011). Esta ordem esta
presente em diversos tipos de ambientes aquaticos e é largamente utilizada
como organismo-teste em estudos relacionados a estresse ambiental (SUHETT,
2015). Além disso, possui estratégias especificas para as situacdes de estresse,
como a diapausa que ajuda a enfrentar as estiagens prolongadas (CRISPIM;
PAZ; WATANABE, 2014). Por isso, esta ordem consegue ser tdo abundante em

toda a regido semiarida tornando-se ideal para uso em testes ecotoxicolégicos e
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de importancia para a conservagdo. No entanto, é importante destacar que as
condic0es fisicas e quimicas para cultivo conforme as normas padronizadas (pH
7,0-7,6; dureza 40-48 mg CaCOs/L; temperatura 25°C+2), sdo muito diferentes
em relacdo as que as espécies nativas do semiarido estao expostas no ambiente
(pH 7,8-8,5; dureza 54-78 mg CaCOs/L; temperatura 29-31°C) devido ao clima e
a geomorfologia tipica do semiarido brasileiro, esta regido possui ambientes
aguaticos com teores elevados de bicarbonato e carbonato, pH proximo ou
acima de 8, além de valores elevados de dureza, condutividade e temperatura
(BARBOSA et al., 2012).

Algumas espécies frequentemente dominam entre os cladéceros no
nordeste brasileiro, sendo elas, Ceriodaphnia cornuta, Diaphanosoma
spinulosum e Moina micrura (DINIZ et al., 2020; ROCHA, 2017; ESKINAZI-
SANT'ANNA et al., 2013; SOUSA, 2008; ESKINAZI-SANT'ANNA et al., 2007). A
primeira espécie, a C. cornuta, tem tamanho corporal menor que as demais, com
rapido crescimento e maturacdo precoce (VILLALOBOS; GONZALEZ, 2006) e
assim proporcionam respostas mais rapidas, com potencial para avaliar mais
geracbes em menor tempo. Possui também ampla distribuicdo nos ambientes
tropicais e pode apresentar polimorfismo quando exposta a predacéo, onde um
espinho encefalico é desenvolvido como estratégia de defesa (SERPE, 2008).
Além disso, apresenta tolerancia a fome e a escassez de nutrientes (BARBOSA
et al., 2012), demonstrando sensibilidade equivalente a Ceriodaphnia dubia
(exotica) e Ceriodaphnia silvestrii (nativa) (NOBREGA, 2019; JACONETTI,
2005). Apesar da semelhante sensibilidade entre as espécies supracitadas, C.
cornuta € habitualmente cultivada em condicGes fisicas e quimicas muito
distintas as encontradas no semiarido brasileiro, conforme faixas citadas
anteriormente. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo estabelecer um
protocolo padronizado para o cultivo laboratorial e ensaios ecotoxicolégicos com
a espécie Ceriodaphnia cornuta em condic¢des fisicas e quimicas semelhantes

as de ambientes dulcicolas do semiarido.

MATERIAIS E METODOS

Coleta dos espécimes de C. cornuta
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Os espécimes de C. cornuta foram coletados conforme descrito no
capitulo 2 nos reservatérios de Umari, Santa Cruz, Mendubim e Armando Ribeiro
Goncalves e armazenados em garrafas plasticas de material inerte. Em seguida,
foram levados ao laboratério de Ecotoxicologia Aquatica do Semiarido da
UFERSA (LABETOX/UFERSA), onde permaneceram nos mesmos recipientes a
temperatura de 25°C (+2).

Manutencdo do cultivo da espécie Ceriodaphnia cornuta em laboratorio

A priori, a manutencédo e cultivo da espécie C. cornuta foram realizados
com base na média dos parametros fisicos e quimicos obtidos in loco nos
reservatérios amostrados (Tabela 1) (dureza de 66mg de CaCOs/L; pH de 7,5 a
7,9; condutividade entre 200 a 300uS/cm; temperatura de 25°C (+2); fotoperiodo
de 12 horas de luz; intensidade de 3500 lux), contemplando também os valores
da norma NBR1337 (ABNT, 2017).

Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas mensuradas in situ nos reservatérios amostrados no Rio
Grande do Norte, Brasil, ho presente estudo.

PARAMETROS SANTA ARMANDO

FISICOS E QUIMICOS CRUZ UMARI RIBEIRO MENDUBIM
Transparéncia (m) 1,2 1,1 ND ND
Condutividade mS/cm 0,358* 0,203 0,257 0,192
pH 8,1 7,8 8,5 7,8
OD (mg/L) 7,7 7,1 9,6 5,0
STD (mg/L) 0,232* 0,132 0,167 0,136
Turbidez (UNT) 7,4 7,0 54,0* 10,9
Temperatura (°C) 31,0 31,8 31,0 29,4
Dureza (mg de

Cacoul) 78 54 ND ND
Luminosidade (lux) Superior a 3000lux

Legenda: ND — N&o determinado; STD — Sélidos totais dissolvidos; OD — Oxigénio dissolvido; * — Nameros

dispares.

Para tanto, sessenta e cinco organismos adultos de Ceriodaphnia cornuta
foram mantidos em béqueres de vidro com capacidade para um litro, sendo esta
renovada a cada 2 dias. Os cultivos receberam como alimento a alga

Raphidocelis subcapitata na quantidade de 1 a 5 x10° células por organismo e
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1,0mL de alimento composto (racdo de peixe TetraMin®) aerada por 7 dias em
agua destilada e fermento biologico NBR1337 (ABNT, 2017).

Ensaios ecotoxicolégicos com Ceriodaphnia cornuta

Foram testadas as faixas de pH (7,0 a 7,4, 7,5 a 7,9; 8,0 a 8,4),
temperatura (25, 28 e 30°C), dureza (58, 66 e 74mg de CaCOz3/L) e luminosidade
(500 a 1000, 3000 a 3500 lux). Os ensaios de ecotoxicidade aguda e cronica
foram feitos de modo em que somente uma variavel era testada por vez,
enquanto os demais parametros foram fixados de acordo com o do cultivo,

conforme demonstra a Figura 1.

pH7,5a7,9
Temperatura 25°C
Dureza 66 mg de CaCO,/L
25°C | 3000lux

| | AGUADECULTIVO
I
I I I I

T1:70a74 T1:25°C 1198 T1: 500 a 1000lux
T2:7,5a7,9 T2: 28°C T2:66 T2: 3000 a 3500lux
T3:8,0a84 T3: 30°C T3: 74 :

pH | Temperatura | Dureza | Luminosidade |

Figura 1. Diagrama com os tratamentos (T) realizados nos ensaios de ecotoxicidade
aguda e crénica e os valores dos parametros fisicos e quimicos utilizados para a agua
de cultivo.

Os ensaios de ecotoxicidade aguda foram feitos com 4 réplicas para cada
tratamento, com 5 organismos por réplica e ao final de 48 horas foi avaliada a
imobilidade dos organismos NBR13373 (ABNT, 2017). Os ensaios de
ecotoxidade crénica foram feitos com 10 réplicas para cada tratamento, com 1
organismo por réplica e no final de 8 dias, a sobrevivéncia e reproducao dos
organismos foram avaliadas. A alimentacéo diaria foi fornecida conforme citado
anteriormente no cultivo padrdo. Tanto nos controles quanto nos testes, a agua
e alimentacéo foi renovada a cada 48 horas. Ambos o0s ensaios foram realizados
com base nas orientagdes da norma NBR13373 (ABNT, 2017). Os resultados
foram considerados validos se, no término do periodo de ensaio, ensaios de

ecotoxicidade aguda possuiam até 10% de mortalidade no controle e nos
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ensaios de ecotoxicidade cronica de pelo menos 80% de sobrevivéncia no

controle.

Estudo geracional de Ceriodaphnia cornuta

Para verificar efeitos a longo prazo na sobrevivéncia e reproducéo de C.
cornuta, duas geracoes da espécie foram avaliadas até o 14° dia de vida quando
cultivadas em condi¢cdes que foram consideradas étimas nos experimentos
anteriores: pH de 7,5 a 7,9, dureza 66mg de CaCOs/L, condutividade de 200 a
300uS/cm, luminosidade de 3000 lux e em temperatura de 25°C. Para tanto,
duas réplicas contendo 1L de agua com 30 organismos adultos de Ceriodaphnia
cornuta em cada, foram mantidos por 14 dias e, posteriormente, as neonatas
provenientes destas fémeas com 14 dias de vida foram utilizadas para iniciar o
cultivo da segunda geracdo. A cada 3 dias, o numero de adultos e neonatas
presentes nos cultivos foram contabilizados. A agua de cultivo e alimentacdo
foram renovados (alga R. subcapitata e alimento composto) a cada 3 dias
(ABNT, 2017).

Andalise estatistica

Os diferentes tratamentos dos parametros avaliados (pH, dureza,
temperatura e luminosidade), tanto em ensaios de ecotoxicidade aguda quanto
cronica, foram comparados entre si por meio de ANOVA paramétrica (teste de
Tukey), quando os dados apresentassem distribuicdo normal e fossem
homocedasticos e em caso negativo de alguns destes critérios, foi aplicado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Todas as andlises foram realizadas por

meio do software Toxstat 3.5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

TESTES DE ECOTOXICIDADE AGUDA

N&o foi observado efeito agudo significativo (p>0,05) em Ceriodaphnia

cornuta para nenhum dos parametros fisicos e quimicos testados (Figura 2 e 3).
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Dentre eles, ndo houve imobilidade (0%) para dureza e luminosidade. Para a
variavel temperatura, houve toxicidade para o tratamento a 30°C com a

porcentagem de imobilidade de 30%.

100
80
60
40

20

% de imobilidade de C. cornuta

70-74 7,5-7,9 8,0-84
pH

Figura 2. Resultado do teste de ecotoxicidade aguda em diferentes valores
de pH utilizando C. cornuta como organismo-teste. Legenda: Linha
tracejada — limite do critério de validag&o.
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B (o)) (o]
o o o

% de imobilidade de C. cornuta
N
o

25 27 30
Temperatura (C)

Figura 3. Resultado do teste de ecotoxicidade aguda em diferentes niveis

de temperatura (°C) utilizando C. cornuta como organismo-teste. Legenda:
Linha tracejada — limite do critério de validacao.



29

TESTES DE ECOTOXICIDADE CRONICA

Em relacéo as faixas de pH testadas, ndo houve diferenca significativa
e ecotoxicidade cronica quanto a sobrevivéncia dos organismos (p>0,05) (Figura
4). No entanto, a reproducdo dos organismos expostos ao pH de 7,0 a 7,4 foi
significativamente (p<0,05) menor (45 neonatos) quando comparado a faixa de
7,5 a 7,9 (68 neonatos) e 8,0 a 8,4 (59 neonatos) (Figura 5).

100

80

60

40

20

% de sobrevivéncia de C. cornuta

70a74 75a7.9 8asg4

Figura 4. Resultado do teste de ecotoxicidade cronica (sobrevivéncia) em
diferentes valores de pH utilizando C. cornuta como organismo-teste.
Legenda: Linha tracejada — limite do critério de validagéo.
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70a74 75a79 8a8g4
pH

Figura 5. Resultado do teste de ecotoxicidade crénica (reproducdo) em
diferentes valores de pH utilizando C. cornuta como organismo-teste.
Letras distintas indicam diferencas significativas. Legenda: Linha tracejada
— limite do critério de validacao.
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Quanto a temperatura, ndo foi observada diferenca significativa (p>0,05)
na sobrevivéncia dos organismos entre os tratamentos (Figura 6). No entanto, o
tratamento com 30°C foi considerado toxico segundos os critérios de validacao.
A reproducao das fémeas foi significativamente menor (p<0,05) na temperatura
de 30°C (28 neonatos) comparado ao tratamento de 25°C, sendo esta a
temperatura com maior niumero de neonatos desse teste (59 neonatos) (Figura
7).

100

80

60
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40

20

% de sobrevivéncia de C. cornuta

N

25 2
Temperatura (°C)

Figura 6. Resultado do teste de toxicidade crbnica (sobrevivéncia) em
diferentes niveis de temperatura utilizando C. cornuta como organismo-
teste. Legenda: Linha tracejada — limite do critério de validacao.
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Figura 7. Resultado do teste de ecotoxicidade crénica (reproducéo) em
diferentes niveis de temperatura utilizando C. cornuta como organismo-
teste. Letras distintas indicam diferencas significativas. Legenda: Linha
tracejada — limite do critério de validacéo.
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No que se refere a dureza, tanto a sobrevivéncia quanto a reproducdo nao
tiveram diferenca significativa entre os tratamentos e nem toxicidade (p>0,05)
(Figuras 8 e 9). Esse mesmo padrdo ocorreu quando os organismos foram
expostos em dois niveis intensidades de luminosidade, sendo que nenhuma

diferenca significativa foi constatada (p>0,05) (Figuras 10 e 11).
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Dureza (mg de CaCO,/L)

Figura 8. Resultado do teste de ecotoxicidade cronica (sobrevivéncia) em
diferentes valores de dureza utilizando C. cornuta como organismo-teste.
Legenda: Linha tracejada — limite do critério de validacgao.
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Figura 9. Resultado do teste de ecotoxicidade crénica (reproducdo) em
diferentes valores de dureza utilizando C. cornuta como organismo-teste.
Legenda: Linha tracejada — limite do critério de validagéo.
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Figura 10. Teste de ecotoxicidade crdnica (sobrevivéncia) com diferentes
intensidades de luminosidade utilizando C. cornuta como organismo-teste.
Legenda: Linha tracejada — limite do critério de validagéo.
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Figura 11. Resultado do teste de ecotoxicidade cronica (reproducdo) com
diferentes intensidades de luminosidade utilizando C. cornuta como
organismo-teste. Legenda: Linha tracejada — limite do critério de validagéo.
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Os resultados dos testes ecotoxicolégicos mostraram que o0s valores
testados de pH e temperatura tiveram maior influéncia na sobrevivéncia e
reproducdo de C. cornuta do que as demais variaveis, como a dureza e
luminosidade.

Em relagéo ao pH nos testes de toxicidade aguda, as faixas testadas nao
causaram imobilidade significativa entre os tratamentos. Esse mesmo resultado
foi observado para a sobrevivéncia dos organismos no teste de ecotoxicidade
cronica. Contudo, houve diferenga expressiva quanto a reproducéo das fémeas
entre os tratamentos. O numero de neonatos nascidos na faixa de pH 7,0a 7,4
foi significativamente menor quando comparado as faixas de 7,5-7,9 e 8,0-8,4,
indicando que valores mais altos de pH podem ser melhores para o cultivo da
espécie em condicbes semelhantes as do semiarido. Como demonstrado no
capitulo 2, C. cornuta foi a segunda espécie com maior densidade nos
reservatorios amostrados e todos eles apresentaram pH igual ou acima de 7,8.
Esses valores sao similares aos presentes na regido semiarida, onde as aguas
sdo comumente encontradas com pH proximo ou acima de 8 (BARBOSA et al.,
2012). Outros trabalhos avaliaram o ciclo de vida de C. cornuta em valores mais
baixos de pH, entre 6,4 (RIBEIRO, 2011) e 6,5 (NOBREGA, 2019) e obtiveram
34 e 42 nenonatos por fémea ao longo de 20 dias.

Quanto a variavel temperatura, ndo houve diferenga significativa na
porcentagem de imobilidade dos organismos expostos no teste de ecotoxicidade
aguda mas apresentou toxicidade acima dos critérios de validacdo. Também néo
ocorreu diferenca na porcentagem de sobrevivéncia entre os tratamentos. No
entanto, a reproducdo das fémeas expostas a 25°C foi significativamente maior
quando comparado ao tratamento com 30°C. Apesar dessa temperatura ser
semelhante ao encontrado na agua dos reservatorios, esse valor expressa a
temperatura apenas do periodo diurno, onde a mesma atinge sua maxima.
Assim, os resultados podem indicar que a espécie tolera temperaturas mais
altas, mas sua reproducdo tem maior desempenho em temperaturas mais
baixas. Esse resultado é corroborado com demais experimentos presentes na
literatura, que avaliaram a reproducéo de C. cornuta em 20°C e observaram uma
média de aproximadamente 2 a 4 neonatos/fémea/dia (SERPE, 2008). Em

contraste, quando expuseram a espécie a 30°C (PEREZ-LEGASPI, 2015) se
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obteve cerca 1 a 2 neonatos/fémeas/dia, no entanto, esse ultimo trabalho
também observou uma taxa de reproducdo em temperaturas entre 20 a 25°C.

Em relacéo a dureza, néo foi verificada ecotoxicidade aguda nem cronica
e nao foi detectada diferenca significativa na sobrevivéncia e reproducdo dos
organismos entre os tratamentos. Outros trabalhos cultivaram C. cornuta em
durezas mais baixas, em 32 a 36 mg de CaCOs/L (RIBEIRO, 2011) e 44 mg de
CaCOs/L (NOBREGA, 2019) e o nimero total de neonatos ao longo de 20 dias
foram 34 e 44 individuos, respectivamente. Dehui (1989) em seu estudo expés
a C. cornuta em 103-110 mg de CaCOs/L e como resultado obteve um total de
49 neonatos ao longo de 19 dias, que € um numero préximo a esse e demais
trabalhos citados. Portanto, uma possibilidade € que a dureza pode nao ser uma
variavel determinante como as demais para o cultivo de C. cornuta ou ainda que
espécie tenha uma faixa 6tima maior do que a testada nesse trabalho.

Similar aos resultados avaliando diferentes durezas, para a variavel
luminosidade ndo houve diferenca significativa na imobilidade, sobrevivéncia e
reproducado nos testes realizados. As faixas de luminosidade 500-1000 e 3000-
3500lux tiveram a mesma influéncia sobre C. cornuta e com isso, pode-se inferir
que o aumento na luminosidade para niveis presentes na regido semiarida
(~3000lux) néo interfere nos parametros biologicos da espécie. Uma
possibilidade € que as horas de luz por dia sejam mais relevantes para a espécie
do que a intensidade de luz.

No que se refere aos cultivos realizados com os valores de parametros
fisicos e quimicos que resultaram em maior sobrevivéncia e reproducdo em
testes anteriores; a longevidade e reproducéo da segunda geracao de C. cornuta
nao diferiu da sua geracdo ascendente (Tabela 2). Os demais trabalhos
publicados com C. cornuta (NOBREGA, 2019; PEREZ-LEGASPI, 2015;
RIBEIRO, 2011; SERPE, 2008) evidenciam resultados similares quanto a
sobrevivéncia mesmo em condi¢ces diferentes de cultivo, o que justifica sua
ampla tolerancia em ambientes além do semiarido. Em comparagéo as outras
espécies do género Ceriodaphnia spp (ABNT, 2017), foi observado um nuamero
menor de neonatos, no entanto, isso pode ser explicado pelo seu tamanho

corporal reduzido em relacéo as demais espécies (RIBEIRO, 2011).
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Tabela 2. Analise geracional de C. cornuta em cultivos realizados com os valores de
parametros fisicos e quimicos que resultaram em maior sobrevivéncia e reproducdo em
testes de ecotoxicidade aguda e crbnica realizados anteriormente.

PRIMEIRA GERACAO

Dia Adultas Média de neonatos/fémea/dia
100% 0
4 100% 0
100% 2,7
10 98% 2,5
14 98% 2,8
SEGUNDA GERACAO
100%
4 100%
98% 2,7
10 98% 2,9
14 98% 2,9
CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos, conclui-se que o cultivo de C. cornuta,
em condi¢cbes fisicas e quimicas semelhantes aos ambientes aquaticos do
semiarido brasileiro € possivel e satisfatorio, demonstrando possibilidade de uso
da espécie em ensaios ecotoxicolégicos nestas condicbes padronizadas para
avaliar a qualidade da 4gua desses ecossistemas semiaridos.

As condi¢cdes mais adequadas foram em agua com pH entre 7,5 a 7,9,
dureza 66mg de CaCOs/L, temperatura de 25°C e luminosidade entre 3000 a
3500lux, onde a sobrevivéncia e reproducdo foram 6timas e atenderam aos

critérios de validacdo para ensaios ecotoxicolégicos.

PERSPECTIVAS

Apesar dos resultados promissores obtidos, € imprescindivel que sejam
realizados novos experimentos para avaliar os efeitos destas condi¢des a longo
prazo, analisando-se mais geracdes e comparando-se a sensibilidade de C.

cornuta com as demais espécies do género Ceriodaphnia spp.
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TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COM Ceriodaphnia cornuta
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pH
pH R1 R2 R3 R4 Total de imoveis
70-7,4 1 0 0 0 1
7,5-7,9 0 0 0 0 0
8,0-8,4 0 1 0 0 1
Temperatura
Temperatura R1 R2 R3 R4 Total de imodveis
25°C 1 0 0 0 1
28°C 0 1 0 1 1
30°C 2 1 0 0 3
Dureza (mg de CaCOa3/L)
Dureza R1 R2 R3 R4 Total de imoveis
58 0 0 0 0 0
66 0 0 0 0 0
74 0 0 0 0 0
Luminosidade
Dureza R1 R2 R3 R4 Total de iméveis
500 a 1000lux 0 0 0 0 0
3000 a 3500lux 0 0 0 0 0

TESTES DE TOXICIDADE CRONICA COM Ceriodaphnia cornuta

pH
- Sobrevivéncia
pH70a7/4
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 9
pH75a7,9
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
pH8a84
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 9
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- Reproducao
pH70a74

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 5 4 1 5 5 6 4 4 5 6 45
pH75a79

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 7 8 7 6 7 6 7 6 7 7 68
pH8a84

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 6 6 7 0 8 6 6 7 6 7 59
Temperatura
- Sobrevivéncia
25°C

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 9
28°C

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 8
30°C

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 6
- Reproducao
25°C

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 7 8 5 7 2 0 7 7 8 8 59
28°C

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 5 6 5 0 5 5 6 0 3 7 42
30°C

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 0 4 4 5 0 5 2 4 0 4 28
Dureza
- Sobrevivéncia
58 mg de CaCOs/L

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
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66 mg de CaCOs/L

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
74 mg de CaCOs/L

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9
- Reproducao
56 mg de CaCOs/L

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 7 7 5 6 6 2 6 7 6 8 60
66 mg de CaCOs/L

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 7 5 7 5 5 6 8 6 7 6 62
74 mg de CaCOs/L

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 0 6 5 6 7 6 6 6 5 7 54
Luminosidade
- Sobrevivéncia
500 a 1000lux

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
3000 a 3500lux

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Sobrevivéncia 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
- Reproducao
500 a 1000lux

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 5 4 6 5 4 5 7 4 7 6 53
3000 a 3500lux

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | Total
Neonatos 7 5 6 6 5 4 7 6 5 6 57
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