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1. INTRODUCAO

Os recursos hidricos sdo um dos recursos naturais mais utilizados pelo homem. O
conceito da constante renovacdo da 4gua como um bem inesgotavel levou a sociedade a
utilizar rios e corregos de maneira inadequada na geracéo de energia, abastecimento de &gua,
recreagéo e descarte de efluentes.

As crescentes alteracbes nas bacias hidrogréficas do Brasil tém reduzido a
disponibilidade de &gua com qualidade compativel com as caracteristicas ideais a
biodiversidade natural da fauna e da flora, além das necessarias para a salde do ser humano.
A presenca de poluentes nos corpos aquéticos, tanto quimico, fisico ou bioldgico, pode
modificar as caracteristicas do meio além de alterar a relacdo entre produtores e
consumidores. Nesse processo de contaminagdo da agua, as substancias tdxicas podem ser
absorvidas pelos organismos, entrando na cadeia alimentar e acarretando processo de
bioacumulagéo e bioconcentragdo nos organismos (SILVA e SANTOS, 2007).

Entre os principais poluidores dos corpos d’ &guas, tanto em compostos quimicos e
bioldgicos, estdo os efluentes domésticos e industriais. Ha4 também a presenca de fertilizantes,
agroquimicos e outros residuos orgénicos oriundos das atividades agricolas, os quais podem
alcancar os corpos hidricos quando sofrem transporte por enxurradas e/ou lixiviagdo
(RIBEIRO et al, 2007).

Entre os elementos encontrados nos ecossistemas aquaticos, encontram-se 0s metais
pesados: cobre, zinco, cadmio, mercurio, chumbo, entre outros. Esses metais, presentes
naturalmente em concentracdes baixas sdo essenciais para 0 metabolismo dos organismos.
Porém em concentragfes acima de limiares especificos, geralmente causado pelas atividades
antropicas, podem ser altamente toxicos, tendendo a causar bioacumulagdo por meio da
cadeia trofica. HaA também a presenca de outros elementos, tais como o cromo, o arsénio, o
selénio e outros, os quais podem se tornar um sério poluente com seu uso generalizado,
podendo causar cAncer humano e toxicidade aguda nos organismos aquéaticos.

Devido a complexidade dos compostos organicos e inorganicos que alcancam um
corpo hidrico, nem sempre € possivel estabelecer valores méximos de concentracdo
permissiveis apenas por meio de analises fisicas e quimicas. Nesse sentido, torna-se
necessario um monitoramento da qualidade da 4gua o qual compreenda o efeito toxico de
substancias quimicas e outras antropogénicas nos ecossistemas aquaticos (ESPINDOLA et al.,
2000).
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Segundo Knie e Lopes (2004), a ecotoxicologia € a ciéncia que estuda e avalia de
forma segura o potencial toxico de substancias ou de meios contaminados sobre populagdes
de organismos vivos ou ecossistemas, considerando a interagdo dos poluentes com o meio
ambiente (mobilidade, degradabilidade, bioacumulacdo e bioamplificacéo).

Assim é evidente a importancia do monitoramento da qualidade da dgua por meio de
testes ecotoxicoldgicos, por serem de baixo custo e por avaliarem com precisdo o efeito de
substancias toxicas nos organismos-testes. Além disso, os testes ecotoxicoldgicos destacam-se
pelo fato de apresentar uma resposta integrada entre o organismo e o0 seu ambiente, uma vez
que o intuito € manter comunidades biol6gicas saudaveis, sendo portanto, mais apropriado
para monitorar as comunidades aquéticas do que somente as variaveis fisicas e quimicas
(BRENTANO, 2006). Assim, a avaliacdo toxicologica é uma alternativa complementar da
caracterizacao fisica e quimica de corpos d’agua.

De acordo com a CETESB (1990), vérios estudos desenvolvidos demonstraram que
efluentes liquidos ndo estdo isentos de causar efeitos toxicos & biota dos recursos hidricos,
apesar de atenderem aos padrdes numéricos de emissdo e de qualidade das &guas. Por isso,
foram inseridos os testes de toxicidade como uma das analises indispensaveis para um
controle mais abrangente da poluigdo das aguas.

Em geral, o principio do método de avaliacdo de toxicidade ambiental consiste na
exposicao de organismos-teste a varias diluicbes da amostra a ser testada, por um periodo
determinado de tempo (NBR 12.713 - ABNT, 2003). Levando em consideracdo o tempo de
exposicéo, os testes podem ser classificados, segundo Knie e Lopes (2004), em testes de
toxicidade aguda e testes de toxicidade cronica. Os efeitos avaliados nos testes de toxicidade
aguda séo a letalidade e imobilidade do organismo em um curto periodo de tempo, o qual
compreende geralmente 24 — 48 horas. Os avaliados nos testes de toxicidade cronica séo
aqueles que apresentam efeitos deletérios aos organismos como alteracBes na reprodugo,
crescimento, comportamento, longevidade, entre outros, durante uma exposi¢do prolongada,
abrangendo parte ou todo o ciclo de vida do organismo (BRENTANO, 2006). Estes testes tém
por objetivo determinar a concentracdo letal média (Clso) ou a concentragdo efetiva média
(CEsp), isto é, a concentragdo do agente tdxico que causa imobilidade ou mortalidade,
respectivamente, a 50% dos organismos-teste depois de um determinado tempo de exposi¢ao.

Os organismos-teste sdo usados como indicadores devido as suas caracteristicas de

pequeno limite de tolerdncia ecoldgica a determinadas substancias quimicas, podendo
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apresentar, assim, alguma alteragdo fisioldgica, morfolégica ou comportamental, quando
expostos a determinados poluentes (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008).

Frequentemente, para determinar a toxicidade de efluentes em ambientes aquaticos s&o
utilizados organismos de espécies exdticas 0s quais ndo possuem nenhuma relevancia
ecoldgica, nem ocorréncia no ambiente aquético analisado. Assim, objetiva-se promover a
substituicdo gradual destes organismos utilizados em metodologias ja padronizadas por
espécies autoctones, ja que sdo esses 0s organismos que se deseja proteger e conservar. Além
disso, a utilizacdo de espécies exdticas pode ocasionar sua introdugdo acidental no meio
aquético (MASSARO, 2006).

Dentre os principais grupos de organismos utilizados em ensaios laboratoriais,
destacam-se as algas, bactérias, invertebrados ou peixes. A sele¢do para escolha da espécie-
teste é baseada em vérios critérios, tais como: sensibilidade, ampla gama de agentes nocivos;
ciclo de vida de curta duracéo; relevancia ecoldgica; geragdo de descendentes geneticamente
idénticos e, facil manutencdo em laboratorio.

No grupo dos invertebrados, estudos feitos com algumas espécies de hidras tém
demonstrado que estes organismos constituem uma ferramenta bastante Gtil em estudos
ecotoxicolégicos (TROTTIER et al., 1997; SANTOS, VICENSOTTI, MONTEIRO, 2007).

Massaro; Rocha (2008) avaliaram a espécie brasileira Hydra veridissima, cultivada e
reconstituida, para testes ecotoxicoldgicos, avaliando o crescimento individual, populacional e
tempo de geracdo dos individuos e da populacdo, concluindo que esta espécie pode ser
cultivada em condi¢Bes de laboratorio.

As hidras, pertencente ao filo dos cnidarios, sdo exclusivamente aquéticos, podendo
ser encontrados vivendo em colénias ou solitarios. A grande maioria € marinha, entretanto o
género Hydra é o grupo mais representativo da classe Hydrozoa que vive em &gua doce
(MASSARO, 2011). Como caracteristica geral dos cnidérios, as hidras possuem simetria
radial, corpo cilindrico medindo de 2 a 25 mm de comprimento, e na extremidade oral da
coluna possui tentaculos, cujos comprimentos variam. Possuem também estruturas urticantes
chamadas nematocistos, localizados com mais abundancia nos tentaculos e na extremidade
oral da coluna, funcionando na captura de presas e para sua prote¢cdo. S&o animais carnivoros
e alimentam-se de pequenos crustaceos. Em condi¢des normais reproduzem assexuadamente,
por meio de brotos evaginados da parede corporal (MASSARO, 2011). A Hydra attenuata e a

Hydra salmacidis, foram as espécies selecionadas para o presente trabalho.
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A H. atteanuata, uma espécie canadense, é caracterizada por uma largura de 2-3 mm e
comprimento de 5-20 mm. Segundo Trottier et al, 2007, por apresentar mudangas
morfoldgicas graduais na condicdo de toxicidade crescente, pela ocorréncia ubiqua em
ambientes de &gua doce, pelo facil cultivo e manutencdo em laboratério, pelo baixo custo e
simples realizacdo dos ensaios, bem como pela intensificada deteccéo da toxicidade devido a
rapida taxa de reproducdo e por sua estrutura corpdrea singular, € adequada como organismo-
teste para estudos ecotoxicoldgicos.

A H. salmacidis é nativa de ocorréncia no Estado de S&o Paulo, caracterizada por sua
coloragdo amarronzada. Estas hidras apresentam coluna uniforme, podendo chegar a 13 mm, e
possuem tentculos com comprimentos que podem chegar a trés vezes o comprimento da
coluna (MASSARO, 2011).

Existem evidéncias na literatura de que a adequagdo nutricional da dieta usada para
cultivar os organismos-testes pode afetar os resultados dos testes de ecotoxicidade. Logo, a
metodologia de cultivo e a dieta devem ser de extrema importancia quando se deseja
comparar resultados de testes realizados em laboratérios. Além disso, nos nucleos de
pesquisas, existe uma intensa busca por metodologias menos dispendiosas, com baixos custos
e eficazes.

Por isso, com o intuito de estudar a biologia e a sensibilidade de espécies nativas que
possam ser utilizadas em testes ecotoxicoldgicos, j& que existe escassez de pesquisa nesta
area, o presente trabalho comparou a sensibilidade em testes ecotoxicol6gicos da H. attenuata
e da H. salmacidis quando alimentadas por Ceriodaphnia dubia, com as alimentadas com
Artemia salina. As artémias séo obtidas a partir da eclosdo de ovos de camardo, geralmente
importados do Japdo ou oriundos dos criadouros do Rio Grande do Norte. J& as C. dubia
podem ser cultivada no laboratério, nas mesmas condi¢des que as hidras. Foram comparadas
também a sobrevivéncia e sensibilidade quanto a substituicdo do meio de cultivo dispendioso
da H. attenuata pelo meio da H. salmacidis. Além disso, na cultura da H. salmacidis,
realizou-se a substituicdo do meio de cultivo prdprio pelo meio da H. attenuata, analisando

separadamente as respostas obtidas quando alimentadas com A. salina e C. dubia.
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2. OBJETIVO

Comparou-se a sensibilidade de H.attenuata e H. salmacidis cultivadas em dois meios
de cultura diferentes e com dois tipos de alimentacéo diferentes, com a finalidade de retirar do
meio e da dieta, substancias importadas, as quais encarecem o teste de ecotoxicidade. Para
isto foram realizados teste de sensibilidade com uma substéncia toxica conhecida (NaCl) e
com os resultados foram compilados em cartas-controles. Além disso, este trabalho visa
difundir novos conhecimentos sobre o comportamento da H. salmacidis em testes
ecotoxicoldgicos, a fim de promover a substituicdo da espécie exdtica canadense (H.

attenuata), dando inicio ao desenvolvimento de metodologia para possivel padronizag&o.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Hydras - Histdéria, morfologia, capacidade regeneradora e osmorregulagao

A denominagdo Hydra vem do grego knide que significa urtiga, representando as
células urticantes denominadas de nematdcitos presentes nos tentadculos do animal. Estes
organismos sdo pertencentes ao filo Cnidaria. Os cnidarios sdo invertebrados aquaticos,
podendo ser coloniais ou solitarios, predominantemente marinhos e com poucas espécies de
agua doce. Neste Gltimo habitat, existe a representagdo apenas da classe Hydrozoa. O
exemplo mais conhecido desta fauna sdo as espécies de Hydras, com ocorréncia em todos 0s
continentes, exceto na Antértica (Biota, 2003). Em 1740, estes organismos foram descobertos
pelo cientista suico Abraham Trembley, onde os descreveu como pdlipos de &gua doce que
podem regenerar seu disco pedal e sua cabeca quando cortados em pequenos pedagos, sendo
que estes originam um novo individuo (BOSCH, 2007).

No Brasil, foram registradas quatro espécies de Hydras: Hydra viridissima Pallas,
1766 com ocorréncia no estado da Paraiba e Sdo Paulo; Hydra iheringi Cordero, 1939, com
ocorréncia no estado da Paraiba; Hydra intermedia Wolle, 1978 e Hydra salmacidis Silveira,
Gomes e Silva, 1997, ambas com ocorréncia no estado de S&o Paulo (MASSARO, 2011).
As Hydras sdo compostas pela extremidade aboral, coluna e extremidade oral, como mostra a
Figura 1. Na primeira regido, esta localizado o disco pedal, sendo responsavel pela fixacéo do
animal ao substrato (MASSARO, 2011). Na coluna, localiza-se a regido gastrica e a regido de
brotamento (BOSCH, 2007). E na terceira regido, encontra-se uma coroa de tentaculos onde
no centro existe um cone denominado hipdstomo, com a boca no topo (MASSARO, 2011). A
epiderme destes animais é composta por duas camadas de células, formando a ectoderme e a
endoderme. Estas sdo separadas por uma matriz extracelular denominada de mesogléia
(BOSCH, 2007).
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Figura 1: Foto ilustrativa de um individuo com brotamento de H. salmacidis cultivado no

Laboratério de Ecologia Aplicada, CENA-USP, apresentando as regides identificadas.

Como descrito por Abraham Trembley, as Hydras apresentam a capacidade de
regeneracao. Todos os fatores e genes necessarios para a regeneragdo sao ativados
obrigatoriamente nas células epiteliais. Sabe-se que um pouco mais de 100 células epiteliais
podem iniciar o processo de regeneracdo do animal (BOSCH, 2007). Contudo, ndo existe 0
auxilio das células intersticiais. Porém estas diferenciam-se em células nervosas, cnidécitos,
células da glandula e em gametas (NORMANDIN, 1965). Para a regeneragdo da extremidade
oral, além das células epiteliais, a mesogléia deve-se apresentar intacta, pois se faz necessario
a separacgdo das duas camadas de células (ectoderme e endoderme) (BOSCH, 2007). A Unica
area que permite a regeneracdo completa do animal é a regido gastrica, localizada abaixo do
hipéstomo e acima da regido de brotamento. Esta regido é composta por células-tronco
multipotentes, onde diferenciam-se em células especificas da extremidade oral e aboral
(QUINN, GAGNE e BLAISE, 2008).

As Hydras ndo possuem sistema excretor. Elas utilizam a osmose para equilibrar a
entrada e saida de agua e a concentracdo de solutos em seu interior. A osmorregulacéo é
conseguida devido a presenga de vactolos celulares ligados por canais no interior da cavidade

gastrica, denominado de enteron. No enteron, existem depdsitos de ions potassio o que
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permite a &gua fluir para os vactolos e posteriormente para a cavidade gastrica. Portanto, o
enteron € hiposmético ao tecido. O sddio ndo é absorvido pelo animal, mas constantemente
flui pelo interior do corpo participando do processo (KUCKEN et. al., 2008).

O excesso de agua é eliminado do enteron através de contracfes espontaneas da
coluna, permitindo que o liquido seja ejetado pela abertura da boca. A frequéncia destas
contragdes diminui com o aumento da osmorregularidade do meio externo (KUCKEN et. al.,
2008).

A forma de alimentagdo destes organismos € peculiar e curioso. Uma presa ao entrar
em contato com 0s nematocitos presentes nos tentaculos é imobilizada devido a agéo tdxica
das células urticantes. A presa imdvel é envolvida pelo tentaculo que se contrai levando o
alimento até o hipdstomo. A presa em contato com a boca estimula sua abertura e assim, o

alimento é ingerido, como demostrado na Figura 2.

W — [
1 -

Qﬁ Ceriodaphnia dubi

Figura 2: Foto ilustrativa de um individuo de H. salmacidis cultivado no Laboratério de

Ecologia Aplicada, CENA-USP. Esta foto foi obtida durante a alimentacéo da hydra,

apresentando varios individuos de C. dubia em seu interior.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Manutencéo das Culturas de Hydra attenuata e Hydra salmacidis

A metodologia de cultivo foi baseada em Blaise et al. (2000). As Hydras foram
mantidas em recipientes circulares de vidro (cristalizadores de 20 cm de diametro), recoberto
com folha de aluminio, o que diminuiu a incidéncia direta de luz e a formagéo de algas no
fundo. A superficie foi coberta por filme plastico perfurado. O recipiente foi preenchido com
2/3 de meio especifico de cada espécie. As culturas foram mantidas a temperatura ambiente
em BOD (20 - 24°C), sob fotoperiodo (16/8 h luz-escuro). As hydras foram alimentadas trés
vezes na semana (segundas, quartas e sextas-feiras) com artémias frescas, recém-eclodidas e

desinfetadas com iodine. A troca do meio foi realizada com 1 a 2 h apds a alimentag&o.

4.1.1 Preparo do meio de cultivo da Hydra attenuata

A composicdo do meio de cultivo esta descrito abaixo:

REAGENTE QUANTIDADE (g)
C&Clg X2 Hgo 2,94
Tampédo TES 2,2

Os reagentes foram dissolvidos em 1 L de &gua destilada, ajustando o pH para 7,0 =
0,1 com 0,1N NaOH ou 0,IN HCI. O volume foi completado para 20 L. O meio foi

armazenado em frasco & temperatura ambiente.

4.1.2 Preparo do meio de cultivo da Hydra salmacidis e da Ceriodaphnia dubia

Os meios de cultivo da H. salmacidis e da C. dubia necessitam das seguintes solu¢des

estoques:
Solucdo estoque Reagente Quantidade g L™
Solugdo 1* CaS0, x 2 H,O 15
Solugéo 2 KCI 0,2
NaHC03 4,8
MgSO4 x 7 H,O 6,1

*Solucdol: Deixada no agitador por 24 horas aproximadamente para a diluicdo do composto.

Este meio é preparado com base na dureza desejada, a qual deve ser de 40 a 48 mg

CaCO; L. Para tanto utilizou-se o célculo:
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Volume a preparar X (dureza desejada — dureza agua) x constante = Solu¢do 1 em mL
Onde: Constante = 0,5

A quantidade de Solucdo 2 utilizada é sempre a metade do volume da Solucéo 1.
Antes de ser utilizado, o0 meio de cultivo foi aerado por 24 horas, para a saturacéo de
oxigénio, e o pH foi ajustado para 7,2 a 7,6 com 0,1 N, HCl ou 0,1 N, NaOH.

4.2 Cultivo da Ceriodaphnia dubia

As culturas foram mantidas de acordo com a NBR 13.373. Os organismos foram
mantidos em lotes de 70 a 80 organismos por litro de meio de cultivo e incubados em BOD a
22 + 1°C, sob fotoperiodo de 12 h. A manutencéo e alimentacéo das culturas foi realizada trés
vezes na semana (segundas, quartas e sextas-feiras), efetuando a limpeza do béquer somente
com &gua destilada e gaze. A troca do meio foi realizada apenas da % v/v. O meio utilizado
nas culturas foi passado por peneira de 45 pum, com o intuito de retirar qualquer residuo. A
alimentacdo foi realizada com 1,5 mL de suspenséo de algas e 2 mL de solucdo de racéo de

peixe solubilizada. Foram mantidas quatro culturas de C. dubia.

4.2.1 Preparo da solucé@o de suspenséo de algas

Foi preparada uma cultura-mde da espécie de alga Selenastrum capricornutum,
transferindo a cultura de alga em meio de cultura AAP 1X, em frasco Erlenmeyer. A cultura
foi incubada sob iluminacéo continua (60-80 PE.m%s™) a 24 + 2°C, sob agitacéo de 100 rpm.
As algas foram sub-cultivadas uma vez por semana em meio de cultura para alga (AAP 1X)
por transferéncia de 1-2 mL do indculo. Isto assegura um suprimento continuo de células na
fase logaritmica de crescimento para as inoculagdes bioanaliticas.

A partir desta cultura, foi preparada a suspensdo de algas com concentracéo 3 x 10°

células/mL de acordo com as formulas a seguir:

Fator de diluicdo = células x mL™ em solucao estoque / 300.000 células x mL™

X mL de cultura estoque em Y mL de solugéo de suspensédo de algas = Y mL de

solugéo de suspenséo de algas/fator de diluicéo.

Esta solucdo foi mantida a 4°C.
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4.2.2 Preparo da solugéo de racéo de peixe solubilizada

Conforme descrito no protocolo da CETESB (2010), a racéo para peixe Tetramin® na
proporcdo de 10 g L™ de agua destilada, foi submetida a aeracdo vigorosa durante 1 hora.
Apos esse periodo a aeracao foi interrompida por 1 hora. O sobrenadante foi coletado e

filtrado em rede de plancton com malha de 60 pm. Esta solugdo foi mantida a 4°C.

4.3 Ecloséo de cistos de Artemia salina
Em um beéquer, foi pesado 7,5 g de NaCl, adicionando 500 mL de é&gua destilada.
Foram acrescidas aproximadamente 1 g de cistos de artémia conservadas a 4°C. Para a

ecloséo, aguardou-se 24 horas, sob aeracéo e luz (BLAISE et al., 2000).

4.4 Alimentacdo: Hydra attenuata e Hydra salmacidis

Apos a eclosdo das artémias, a aeracdo foi retirada, aguardando a decantagdo por dez
minutos, onde as carapagas dos cistos se concentraram na superficie da dgua e as larvas no
fundo do béquer. Em seguida, as carapagas foram retiradas com o auxilio de uma pipeta de
vidro, e separadamente, 0 mesmo procedimento foi realizado com as larvas. Estas foram
despejadas em peneira (125 mesh), descartando a &gua. Em um cristalizador pequeno,
adicionou-se 4gua destilada até a metade do volume do frasco, acrescentando seis gotas de
iodo. A peneira foi imersa com as larvas, aguardando dez minutos. Entdo, as larvas foram
deixadas por dois minutos em agua destilada. Em uma placa de Petri contendo meio TES, as
larvas foram inseridas e com uma pipeta de Pasteur, estas foram distribuidas uniformemente
nas culturas de cada espécie de Hydra. O periodo de alimentacdo foi de 1-2 horas. Ao passar
este tempo, as culturas foram enxaguadas com o proprio meio de cultivo para a retirada de
larvas e cistos em excesso, e adicionaram-se 0s meios de cultivos novos, respectivos. A

alimentacdo foi realizada trés vezes na semana (segundas, quartas e sextas-feiras).

4.5 TESTES ECOTOXICOLOGICOS

4.5.1 Selegéo de filhotes da 32 geracdo de Ceriodaphnia dubia

Em dez frascos plésticos contendo meio de cultivo préprio, foi colocado uma fémea de
C. dubia em cada recipiente, incubando-os em BOD a 22 + 1°C, sob fotoperiodo de 12 h, por
24 horas. Devido a reproducdo assexuada, os filhotes foram retirados com o auxilio de uma

pipeta de Pasteur e descartados. Este procedimento se repetiu por mais duas vezes, até atingir



17

a 3% geracdo de filhotes. Estes filhotes foram cultivados em meio préprio com 70 a 80
organismos/mL. Foram feitas quatro culturas de C. dubia. Este procedimento foi realizado

para alimentacdo das duas espécies de hidras, a fim de garantir a viabilidade do experimento.

4.5.2 Alimentacao da Hydra attenuata e da Hydra salmacidis com Ceriodaphnia dubia

As Hydras foram cultivas em cristalizadores pequenos (9,5 cm de didmetro e 5 cm de
altura), como ilustra a Figura 3, devido a imobilidade dos organismos e a necessidade de
elevado nimero de filhotes de C. dubia, ja que a maior parte de seu corpo é composto por um
exoesqueleto ndo absorvido pelas Hydras.

Figura 3: Culturas de H. salmacidis e H. attenuata em cristalizadores pequenos de 9,5 cm de

didmetro e 5 cm de altura.

As Hydras foram alimentadas nas mesmas condi¢des e metodologia descrita no topico
Alimentacdo: Hydra attenuata e Hydra salmacidis, porém utilizando a 32 geracao de filhotes
da C. dubia e a H. attenuata sofreu substituicdo de seu meio de cultivo. Também, manteve-se
uma cultura da espécie canadense aclimata, porém alimentada com A. salina. Além disso,
elaborou-se mais duas culturas de H. salamacidis. Nestas culturas foi realizada a substituicao
do meio préprio pelo meio da H. attenuata, e distintamente, foram alimentadas com C. dubia
e A. salina. Portanto, obteve-se 7 culturas, como exposto na Tabela 1.

4.5.3 Substituicdo do meio de cultivo da Hydra attenuata e da Hydra salmacidis
Com o intuito de realizar a aclimatacdo da H. attenuata e da H. salmacidis nos
diferentes meios, em cada troca, foi realizado a adi¢do de 20% v/v do meio de cultivo da H.

salmacidis e da H. attenuata, nas respectivas culturas, em um volume final de 100 mL.
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Tabela 1: Descricdo das culturas de Hydras obtidas para andlises de sensibilidade e

sobrevivéncia

Meio de Cristalizador

Cultura Espécie Alimentacéo cultivo (diametro) Metodologia
1 Hydra attenuata A. salina H. attenuata 20cm Padréo
2 Hydra attenuata A. salina H. salmacidis 95cm Teste
3 Hydra attenuata C. dubia H. salmacidis 95cm Teste
4 Hydra salmacidis A. salina H. salmacidis 20cm Padréo
5 Hydra salmacidis C. dubia H. salmacidis 95cm Teste
6 Hydra salmacidis C. dubia H. attenuata 95cm Teste
7 Hydra salmacidis A. salina H. attenuata 95cm Teste

4.5.4 Testes de sensibilidade

Para verificar a sensibilidade das culturas de Hydras em teste, foi realizado teste

toxocolégico com solucéo de NaCl 50 g L™, de acordo com as metodologias de Trottier et al
(1997), Blaise e Kusui (1997) e Santos, Vicensotti e Monteiro (2007). No total, foram feitos

cinco testes de sensibilidade para cada organismo.

4.5.4.1 Preparo das dilui¢des

Em microplaca de 12 pocos, o teste foi realizado em triplicata, com solugdo de NaCl

50 g L? nas concentragdes 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5% e 5,0%.

O volume final de cada pogo foi de 4 mL, com as seguintes proporgdes:

Concentragdo 0,5%: 15,84 mL de meio de cultivo respectivo + 0,16 mL de solugéo
salina.

Concentragdo 1,0%: 15,68 mL de meio de cultivo respectivo + 0,32 mL de solugéo
salina.

Concentragdo 1,5%: 15,50 mL de meio de cultivo respectivo + 0,48 mL de solugéo
salina.

Concentragédo 2,0%: 15,36 mL de meio de cultivo respectivo + 0,64 mL de solugdo
salina.

Concentragdo 2,5%: 15,20 mL de meio de cultivo respectivo + 0,8 mL de solucéo
salina.

Concentragéo 3,0%: 15 mL de meio de cultivo respectivo + 1 mL de solucéo salina
Concentragdo 3,5%: 14,88 mL de meio de cultivo respectivo + 1,12 mL de solugdo

salina.



19

e Concentracdo 4,0%: 14,72 mL de meio de cultivo respectivo + 1,28 mL de solucéo
salina.

e Concentragdo 4,5%: 14,56 mL de meio de cultivo respectivo + 1,44 mL de solucdo
salina.

e Concentragdo 5,0%: 14,40 mL de meio de cultivo respectivo + 1,60 mL de solucéo

salina.
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0,5% Solugdo NaCl 50 g L™ . 1,0% Solugéio NaCl50 g L 1,5% Solucéo NaCl
50gL*

0% Solugdo NaCl 50 g L™ . 2,5% Solucdo NaCl 50 g L™ . 3,0% Solucéo NaCl

50gL"* v 3,5% Solucdo NaCl 50 g L™ v 4,0% Solucdo NaCl 50 g L™ . 4,5%

]

Solucdo NaCl 50 g L™ 5,0% Solugdo NaCl 50 g L™ Branco

Figura 4: Representacdo esquematica do teste de sensibilidade com as Hydras (testes e

padrbes), em microplaca de 12 pocos. As analises foram realizadas em triplicata.
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4.5.4.2 Inoculagéo das hidras

A fim de obter resultados confiaveis, os testes foram realizados com organismos da
mesma idade (jovens entre 6 e 24 horas de idade, obtidos a partir da fémea com idade entre 7
a 28 dias) e provenientes da mesma cultura. Com esse mesmo objetivo os principais fatores
abidticos, que podem interferir nos resultados dos ensaios, foram monitorados durante a
execugdo do teste, tais como pH, oxigénio dissolvido, temperatura e dureza da &gua
(ZAGATTO e BERTOLETT]I, 2006).

Apbs o preparo das diluicbes, foram adicionadas trés Hydras, de cada cultura, nos
pogo, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Preferencialmente, foram selecionadas aquelas
que ndo possuem brotos ou com brotos pouco desenvolvidos. A inoculagdo iniciou-se pela
concentracdo de 12,5%, terminando com a concentragcdo de 100%. As microplacas foram
incubadas em BOD a 22°C por 96 horas.

4.5.4.3 Observacao das hidras
A observacdo da mudanga na morfologia foi realizada em lupa (Leica Zoom 2000)

apls 24, 48, 72 e 96 horas. As Hydras devem manter a mesma morfologia durante o ensaio.

4.5.4.4 Avaliando os End Points

Hydras adultas sofrem mudangas morfoldgicas drésticas quando a toxicidade
intensifica. Quando exposta as substancias tdxicas a hidra pode mostrar sinais de baixa
toxicidade, isto €, presenca de tentdculos com bulbos, ou mais severos, apresentando
tentaculos mais curtos. O proximo estdgio é a “fase de tulipa”, na qual, na maioria dos casos é
irreversivel levando a morte dos individuos. A fase poés-tulipa leva a desintegracdo do
organismo. Os tenticulos com bulbos ou encurtados sdo selecionados como end points de
sub-letalidade, enquanto que o estagio de tulipa é o end point de letalidade. Os estagios estéo
representados na Figura 5.

A concentracdo afetando 50% dos organismos (ECsp ou LCsp) a um tempo de
exposicao especifico e seu limite de confianga 95% ¢é calculado pelo nimero de Hydras que
exibem efeitos sub-letais (tentdculos com bulbo ou encurtados) ou letais (fase de tulipa) em
cada solugdo. Os individuos em estéagios de tulipa e pos-tulipa séo incluidos no célculo de
LCso. E para 0 ECsp sdo incluidos todos os estagios diferentes da morfologia normal da
Hydra. Estes end points foram determinados através do método estatistico Trimmed-
Spearman Karber (HAMILTON et al., 1997)
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Figura 5: Alteracdo morfoldgica progressiva de Hydra quando exposta a agente toxico. End
points toxicoldgicos sub-letais e letais sdo determinados pelos tentdculos com bulbo e estagio

de tulipa, respectivamente. Esta figura é uma adaptagdo do trabalho de Trottier, et al. (1997).

4.5.4.5 Carta-controle

A partir dos cinco resultados obtidos no teste de sensibilidade para cada organismos
testado, elaborou-se carta-controle.

Para a elaboracdo de uma carta controle, sdo necessarios 20 resultados de ensaios.
Porém com a inexisténcia destes, deve-se calcular uma média proviséria com no minimo 5
resultados, até que se completem os 20, obtendo a meédia definitiva. Calculou-se o valor
medio provisorio (X), dois desvios padrbes (2 o), superior e inferior a média obtida e o
coeficiente de variacdo (CV). Os desvios padrdes foram grafados na carta-controle através de
linhas perpendiculares ao eixo que apresenta os resultados dos ensaios de toxicidade (NBR
12.713, ABNT, 2003). Para a confeccdo dos gréficos, utilizou-se o programa Microsoft Office
Excel 2007.
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5. RESULTADOS

5.1 Culturas de Ceriodaphnia dubia

As quatro culturas de C. dubia elaboradas de acordo com a metodologia descrita no
topico Selecdo de filhotes da 32 geracdo de C. dubia, obtiveram resultado satisfatério, pois a
taxa reprodutiva dos organismos estd adequada, com producdo de aproximadamente 15
jovens/organismo adulto (ABNT, 2005).

5.2 Alimentacdo da Hydra attenuata e da Hydra salmacidis com Ceriodaphnia dubia e
substituicdo do meio da Hydra attenuata

A H. salmacidis em meio proprio apresentou resposta positiva quando alimentada com
0 microcrustdceo C. dubia. Os organismos ndo apresentaram mortalidade, alteracdo da
coloracéo e diminui¢do do tamanho, como demonstrado na Figura 6. Porém, esta espécie em
meio da H. attenuata, com ambas alimentagdes (C. dubia e A. salina), ndo obteve resultado
satisfatorio, apresentando-se em fase de tulipa, como ilustrado na Figura 7, sendo que com 27
dias, as culturas desapareceram. Portanto, H. salmacidis ndo se desenvolve em meio de

H.attenuata.

Figura 6: Foto ilustrativa representando uma por¢éo da cultura de H. salmacidis em meio
préprio com alimentacdo da C. dubia, cultivada no Laboratdrio de Ecologia Aplicada, CENA-
USP.
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Figura 7: Foto ilustrativa representando uma porg¢ao da cultura de H. salmacidis em meio da
H. attenuata com alimentacdo da C. dubia, cultivada no Laboratério de Ecologia Aplicada,
CENA-USP.

A H. attenuata aclimatada em meio da H. salmacidis sendo alimentada com A. salina
também apresentou resultado satisfatorio, como demonstrado na Figura 8. Mas a espécie
canadense aclimatada em meio da H. salmacidis e alimentada com o neonato ndo sobreviveu,
adquirindo fase “short” (tentaculos encurtados), de acordo com a Figura 9. Como o0s testes
com a espécie brasileira, ap6s 27 os organismos obtiveram mortalidade. Concluindo que

H.attenuata néo se desenvolve quando alimentadas com C.dubia.
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Figura 8: Foto ilustrativa representando uma por¢édo da cultura de H. attenuata em meio da
H. salmacidis com alimentacdo da A. salina, cultivada no Laboratdrio de Ecologia Aplicada,
CENA-USP.

Figura 9: Foto ilustrativa representando um individuo da cultura de H. attenuata em meio da
H. salmacidis com alimentacdo da C. dubia, apresentando tentaculos encurtados, cultivada no
Laboratdrio de Ecologia Aplicada, CENA-USP.
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5.3 Teste de sensibilidade

Devido a mortalidade da H. attenuata quando alimentadas com C. dubia e em meio de
cultivo da H. salmacidis e das duas culturas de H. salmacidis em meio da H. attenuata sendo
alimentadas com C. dubia e A. salina, o teste de sensibilidade foi realizado apenas com a
cultura de H. salmacidis em meio prdprio e alimentacdo com C. dubia e com a cultura de H.
attenuata em meio da H. salmacidis e alimentagdo com A. salina.

Os resultados das leituras obtidas nos testes de sensibilidade estdo apresentados nas
Tabelas 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11 e 12. Com o intuito de comparagdo, também foi realizado
0 teste com a H. salmacidis e H. attenuata mantidas de acordo com a metodologia

padronizada.

Tabela 2: Resultado da leitura do Primeiro Teste de Sensibilidade da H. salmacidis (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentrages diferentes de solugio de NaCl 50 g L™

Solucéo de NaCI50 g L™

Horas Organismo 05% 1% 15% 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
Hydra salmacidis 35 35
y 9N 9N 9N ON 9N 3T 3T 9D 9D 9D
(teste)
3D 3D
24 ............................... e,
Hydra salmacidis 3N
Y " 9N ON 9N ON 3T 9D 9D 9D 9D 9D
(padréo) 3D
Hydra salmacidis 9S 3T
y (toste) 9N 9N 9N 9N 9N 3T - 9D 9D 9D
L b~~~
Hydrasalmacidis o\ gy on on 3T 9p 9D 9D 9D 9D
(padréo) 6D
Hydra salmacidis o\ gy 9N o 3T 9D 9D 9D 9D 9D
by (testy  ~° 7 "7 % 6D R
Hydrasalmacidis o\ gy 9N 9N 9D 9D 9D 9D 9D 9D
(padréo)
Hydra salmacidis 6N 6N 3N
o (teste) °N 3B 3p s °P 9P 9D 9D 9D 9D
Hydra salmacidis 6N 3S
(padrio) 9N 9N 3B 6T 9D 9D 9D 9D 9D 9D
Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas
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Tabela 3: Resultado da leitura do Segundo Teste de Sensibilidade da H. salmacidis (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solucdo de NaCl50 g L™

Horas  Organismo ;oo 195 1506 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
Hydra salmacidis 9N 9N 9N 9B 3S 9T 9T 9D 9D 9D
Y (teste)  ~ 6T R
Hydra salmacidis 3B 3B 6T
(padrio) 9N 9N 9N 6S 6T 3D 9D 9D 9D 9D
Hydra salmacidis 6B 3S 3S 6T
_________ teste)  °N N 98 35 61 67 3p °P %P 9P
48 - 3S
Hydrasalmacidis g\ gy on 3N 37 9p 9D 9D 9D 9D
(padréo) 6S 3D
Hydra salmacidis 3N 6S
o et M N ON e g7 %P 9P 9D 9P 9P
Hydra salmacidis 6N 6N
(padrio) 9N ON 3B 3B 9D 9D 9D 9D 9D 9D
Hydra salmacidis 3N 3B 6N
o5 (et M N 6s 6s 3s °P 9P %P 9P 9P
Hydra salmacidis 6N 6N
(padrio) 9N ON 3B 3B 9D 9D 9D 9D 9D 9D
Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

Tabela 4: Resultado da leitura do Terceiro Teste de Sensibilidade da H. salmacidis (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solucéo de NaCI50 g L™

Horas Organismo 5o, 10, 150% 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
Hydra salmacidis 6N 6B 9SS 9T
24 Hydreftse;:ﬁw)acidis " z: gﬁ = 6S Z? o 9 0 o
(padrao) IN 3B 6B 9 95 3T 6D 9D 9D 9D
Hydra salmacidis 6N 6N 3 3
48 Hidreftse;:ﬁw)acidis " gﬁ gl?l 22 gi 618- 9D 9D o
(padrio) 9N 6B 3B 3B 9D 9D 9D 9D 9D
Hydr%:'tgaddis on N 3B s o % 9D 9D 9D 9D
72 ......................... 38 ...... e ———————
Hydr(%;gr'g“o"’;ddis 9N gg ON gg gg 9D 9D 9D 9D 9D
6 om0 O e gp o5 S ar %0 80 90 00
(padrio) 9N ON 68 6B 6D 9D 9D 9D 9D 9D

Branco 9N |
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N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

Tabela 5: Resultado da leitura do Quarto Teste de Sensibilidade da H. salmacidis (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solugdo de NaCI50 g L™

Horas  Organismo oo 195 150 20 25% 3% 35% 4% 45% 5%
- 3S
Hydr"?t:'tgac'd's 9N 9N 22 os 95 31 9D 9D 9D 9D
4 sb
Hydra salmacidis 6N 6S 6T
(padrio) 9N 9N 9N 3B 3T 9T 3D 9D 9D 9D
Hydra salmacidis 6N 6T
_________ (este)  ON N %N sp % gp P D 9D 9D
48 Hydra salmacidis 3N 3N
y ) 9N 9N 9B 3B 6S 9S 9D 9D 9D 9D
(padréo) 3s
Hydra salmacidis 6N 6S 35
(teste) 9N O9N 3B 9S 3T 3T 9D 9D 9D 9D
72 ............................... 3D e ——————————————————
Hydrasalmacidis g\ gy oy 3N 95 95 9p 9D 9D 9D
(padréo) 6B
Hydra salmacidis 6N 6S 6S
oo (ese)  °N 3g gg °S gp P OP 9D 9D 9P
Hydra salmacidis 3N 6N
(padrio) 9N 9N 9N 6B 3B 9S 9D 9D 9D 9D
Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

Tabela 6: Resultado da leitura do Quinto Teste de Sensibilidade da H. salmacidis (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solucéo de NaCI50 g L™

Horas  OrQanismo oo 1o 1505 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
Hydra salmacidis 3B 3B 3T 3T 3T
y (teste) IN 9N 65 65 0 6> ep °P 9D 9D
“Hydra salmacidis N a7 R
(padrio) 9N ON 3B 6S 6D 9b 9D 9D 9D 9D
Hydra salmacidis 3N 6B 3T 3T 3T
(teste) IN'ON 65 3p sp ep 6p °P 9D 9D
y ) 9N ON ON 9D 9D 9D 9D 9D
(padréo) 6D
- 3B
Hydra salmacidis 6B 3T 3T 3T
9N ON 3S 9D 9D 9D
2 teste) % gp 0 0 B 0
Hydra salmacidis 9N 9N 3N 3T 90 90 9D 9D 9D 9D

(padréo) 3B 6D
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3D
Hydra salmacidis 3N 6B 3T 3T 3T
(teste) IN 9N gg 3s 60 6D ep oD 9D 9D
96 ............................... T,
Hydra salmacidis 3N
y " 9N ON 3B 9D 9D 9D 9D 9D 9D 9D
(padréao)
3D
| Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

Tabela 7: Resultado da leitura do Primeiro Teste de Sensibilidade da H. attenuata (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solucdo de NaCl50 g L™

Horas  Organismo oo 195 1506 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
Hydra attenuata 3N
y (te5te) 9N 9N ON 9N 9N ON 3T 9D 9D 9D
24 T o
Hydra attenuata 6N ©6N 6N 3S
(padrio) SN 9N 35 35 3p e P 9D 9D 9D
Hydra attenuata 6N 3N
g (et SN N SN SN SN a5 gp 9D 9D 9P
Hydra attenuata 6S 6S 3T
(padrio) 9N 9N ON 3D 3D 6D 9D 9D 9D 9D
Hydra attenuata 6N 3N
(teste) 9N 9N 9N 9N ON 3T 6D 9D 9D 9D
72 — H - dra attenuata ........ 6N T ——————
y c 9N 9N 9N ON 90 9D 9D 9D 9D
(padréo) 3D
3N 3S
Hydra attenuata 9N 9N 9N 6N 3B 6B 3T 9D 9D 9D
(teste) 3B 3T
96 ............................... 38 - 3D e —————————
3B
Hydraattenuata o\ 6N g 6N 35 9p 9p 9p 9D 9D
(padréo) 3B 3S 3D
| Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

Tabela 8: Resultado da leitura do Segundo Teste de Sensibilidade da H. attenuata (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentracdes diferentes de solucéo de NaCl 50 g L™.

Solugdo de NaCI50 g L™

Horas  Organismo oo 1o, 1506 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
Hydra attenuata 9N 9N 9N 9N 9N 98 °B 9p 9p 9D

24 (teste) 35
Hydra attenuata 9N 9N 9y ON 6B 3B 6T o5 95 9p

(padréo) 3 35 6T 3D
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Hydra attenuata 6B 3N 3S

(et PN N N PN sp e e PP PP 9P
48 3B
Hydra attenuata 6N 6N 6N
(padrio) 9N ON 38 3B 3B gET) 9D 9D 9D 9D
Hydra attenuata 6N 3B
o ey N N OW N OM g gp PP %P 9P
Hydra attenuata 6N 3B
(padrio) 9N ON 9N 9N 3B 6D 9D 9D 9D 9D
3N 3B
Hydr"’(‘tzgz;“ata ON 9N ON ON 3B S5 6D 9D 9D 9D
% - 3D S
Hydra attenuata 6N ©6N 3B
(padrio) 9N O9N ON 38 3B 6D 9D 9D 9D 9D
Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

Tabela 9: Resultado da leitura do Terceiro Teste de Sensibilidade da H. attenuata (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solugdo de NaCI50 g L™

Horas Organismo 05% 1% 15% 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
3N
Hydr?tsstttee)”“ata 9N 9N gg 9N ON 3B g’[T) 9D 9D 9D
24 T 3D
Hydra attenuata 6N 6B ©6N 6B
(padréao) 9N 9N ON 3B 3D 3B 3D 9D 9D 9D
3N
Hydr"’(‘tzgz;uata 9N 9N 9N ON 9N 3S 9D 9D 9D 9D
e 6
Hydra attenuata 6N ©6N 6N 6S
(padréao) 9N 9N ON 3B 3D 3D 3D 9D 9D 9D
Hydraattenuata o\ 9N gy 9N 9N 25 9D 9D 9D 9D
 (testey " o~ T T o~~~ -
72 3B
Hydra attenuata 6N 6N 3B 3S
(padréo) ON N 3B 3B g’[T) 6D 6D 9D 9D 9D
Hydra attenuata 6B 3N 9D
y ¢ 9N 9N 9N 9B 3B 9D 9D 9D
(teste) 3N
3D
95 — -
Hydra attenuata 3N 3N 3B
(padrio) 9N ON 6B 6B g'l:l; 6D 9D 9D 9D 9D
| Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas
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Tabela 10: Resultado da leitura do Quarto Teste de Sensibilidade da H. attenuata (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solucdo de NaCI50 g L™

Horss  OFganismo ;oo 1o, 150 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
Hydra attenuata 6N ©6N 6N 6N 3S
y (teste) 9N 38 38 38 3p ep P °D 9D 9D
“Hiydra attonvaia T
(padrio) N ON SN g 37 31 T 3p P 9D
3N
Hydra attenuata 3N 6S 3T
(teste) 9N 9N ON 6B ??[S) 3D 6D 9D 9D 9D
48 ............................... 3N 38 —————
Hydzaa"’(‘jt:gg;’ata ON ON ON o 35 3T 9D 9D 9D 9D
P 3D 3D
3N
Hydra attenuata 3N 6N 6N 3B
(teste) 9N 68 3B 3B gg p °°0 9D 9D 9D
T2 N
Hydraattenuata o gy on 3N 35 %8 9p 9p 9D 9D
(padréo) 6B 3D 3D
Hydra attenuata 6N 6B 6B 3T
(teste) 9N 9N 9N 38 3D 3D 6D 9D 9D 9D
06 N
Hydraattenuata o gy on 3N 35 35 9p 9D 9D 9D
(padréo) 6B 3D 6D
| Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

Tabela 11: Resultado da leitura do Quinto Teste de Sensibilidade da H. attenuata (teste e

padréo) quando exposta a 10 concentragdes diferentes de solugdo de NaCl 50 g L™.

Solugdo de NaCI50 g L™

Horas  OFganismo 540 19 150 2% 25% 3% 35% 4% 45% 5%
3N
Hydra attenuata 3S 6B 3T
9N ON O9N 3B 9D 9D 9D
4 et s 08 T b 0
Hydra attenuata 6N 3N 6B 35S 3T
(padrio) 9N 9N 35 8 35 e ep °P °D 9D
Hydra attenuata 6N 6B 3B
et °N SN 9N 35 35 gp 0 9D 9D 90
48 3N 3N
Hydzaa%tﬁgg;’ata 9N ON 35 35 o2 %° 9D 9D 9D 9D
P 3D 3D
72 Hydra attenuata 3B

(este)  °N N N %8 % ep P °P 9P 9B
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6N 3B 3§ 3S

Hydra attenuata
(padréo) IN 9N 3D g; 6D 6D 6D 9D 9D 9D
Hydra attenuata 9N 9N 9N 9B 9B 3B 9D 9D 9D 9D
o (teste) T T 60 -
96 3N 3N
Hydzaa"’(‘jtﬁgg;’ata ON 9N 35 35 g’[B) gg g; 9D 9D 9D
P 3D 3D
| Branco 9N |

N: normal, S: tentaculos encurtados (“short”), T: tulipa e D: desintegradas

A partir destes resultados, calculou-se o ECsy para cada teste de sensibilidade das

Hydras, através do programa estatistico JSPEAR, como mostra a Tabela 12.

Tabela 12: ECsq dos cinco testes de sensibilidade realizados com 4 culturas distintas de

Hydra
H. salmacidis H. salmacidis H. attenuata H. attenuata

(teste) (padréo) (teste) (padréo)
Semana 1 149¢gL" 1,82¢gL" 239gL™? 2,02gL"
Semana 2 1,14¢gL"? 1,82¢gL"? 1,71 gLt 1,49gL*
Semana 3 1,14¢gL"? 217gL? 2,359 L" 2,359 L"
Semana 4 1,37¢gL*? 1,37¢gL"? 1,73¢gL"? 1,59¢gL"?
Semana 5 1,39gL* 1,54g L* 229gL*! 1,76 gL*

De acordo com o0s ECsy obtidos, elaboraram-se cartas controles para as culturas de
Hydras em analise. Nos graficos estdo plotados os valores de ECsp, a média em linha

continua, os desvios padrdes em linha tracejada e o coeficiente de variacéo.

Hydra solmacidis TESTE

Hydrar salmaciais PADRAD

[‘evim.60m

L1
SEMANA

Figura 10: Cartas controles referentes aos valores obtidos de ECsg nos testes de sensibilidade
realizados com H. salmacidis em meio préprio com alimentacéo de C. dubia (teste) e com a

mesma espéecie em meio proprio, mas com alimentagdo da A. salina (padr&o).
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* Hydva attenuata PADRAD

4 Hydra attenuata TESTE 22 CV 18,75%
| €V 16,40%

3 4 s 1 z 3 = F
SEMANA SEMANA

Figura 11: Cartas controles referentes aos valores obtidos de ECsg nos testes de sensibilidade
realizados com H. attenuata em meio da H. salmacidis com alimentagdo de A. salina (teste) e

com a mesma espécie em meio préprio, mas com alimentacdo da A. salina (padréo).

Através da compilacdo dos resultados e levando em consideragdo a média obtida dos
valores de ECs para as quatro culturas distintas de Hydras, podemos verificar que 1,31% da
solugdo de NaCl 50 g L™ promove alteracdo de morfologia da espécie nativa H. salmacidis
cultivada em meio proprio com alimentagdo da C. dubia. Em contrapartida, a alteracéo
morfoldgica da H. salmacidis em meio proprio com alimentagdo da A. salina ocorre com
1,75% da mesma solucgdo de NaCl. Ja a espécie canadense H. attenuata cultivada em meio da
espécie nativa com alimentagdo da A. salina, apresenta alguma modificacdo como tentaculos
com bulbo ou encurtados, “fase tulipa” ou desintegragdo com 2,09 % da solucdo de NaCl 50 g
L. Enquanto que a mesma espécie cultivada em meio préprio com alimentagéo da A. salina,

apresenta alteracdo com 1,84 % da mesma solucéo de NaCl.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que a H. salmacidis ndo se
desenvolve em meio de H.attenuata, independente do tipo de alimentacéo, isto é, a Hydra
apresentou mortalidade em meio da H. attenuata sendo alimentada pela C. dubia e pela A.
salina. Este resultado pode ser explicado pelo fato das espécies brasileira e canadense
viverem em aguas com composi¢des diferentes. Por isso, 0 meio de cultivo da espécie exdtica
ndo foi adequado a espécie nativa, pois apresenta dureza maior daquela necessaria para a
sobrevivéncia da H. salmacidis.

A H. attenuata néo sobreviveu quando cultivada no meio de cultivo da H. salmacidis
e sob alimentagdo com C. dubia, pois o microcrustaceo ndo supriu as necessidades
nutricionais da H. attenuata, j& que este possui grande parte de seu corpo composto por um
exoesqueleto ndo absorvido pelo cnidario.

Entéo, as culturas de Hydras que sobreviveram aos diferentes cultivos, sem apresentar
alteracbes morfoldgicas foram a H. salmacidis cultivada em meio préprio com alimentacéo da
C. dubia e a H. attenuata cultivada em meio da H. salmacidis com alimentag&o da A. salina.

Ao analisar os testes de sensibilidade com as culturas que tiveram sobrevivéncia,
podemos concluir que os meios de cultivo e as necessidades nutricionais sdo diferentes para
as duas espécies de Hydras.

Os valores de ECs, obtidos indicam que a H. salmacidis sendo cultivada com a
metodologia proposta por este trabalho apresenta maior sensibilidade quando comparada com
a sensibilidade da mesma espécie cultivada a partir da metodologia padronizada. Isto mostra
que a alimentagéo pode ter influencia na sensibilidade dos organismos, onde neste caso o sal
utilizado para a ecloséo das A. salina foi o mesmo utilizado para a realizacdo dos testes de
sensibilidade. Considerando que a A. salina absorve parte deste sal durante a ecloséo, a H.
salmacidis alimentada com estes organismos apresenta maior concentracdo de NaCl nos testes
de sensibilidade, indicando que o sal torna a espécie brasileira mais resistente quando
comparada com a alimentacéo feita através da C. dubia, ja que esta é cultivada no mesmo
meio de cultivo da H. salmacidis, o qual ndo promoveu alteracdo na concentragdo do sal nos
testes.

Em relacdo a espécie canadense H. attenuata, podemos considerar que o fator
diferencial foi o meio de cultivo, j& que a alimentacdo foi a mesmo em ambas culturas com A.

salina. A espécie exética em meio de cultivo da espécie nativa apresentou menor
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sensibilidade e maior resisténcia quando comparado com o ECsp da H. attenuata cultivada sob
condicBes da metodologia padronizada, isto €, em meio de cultivo prdprio.

Com isso, podemos concluir que a espécie canadense sobrevivendo em meio de
cultivo da H. salmacidis pode introduzir-se no meio aquético brasileiro ocasionando possiveis
desequilibrios ecoldgicos. Por isso, com o objetivo de substituir gradualmente organismos
exoticos por espécies autdctones, a metodologia proposta neste trabalho para a H. salmacidis
pode-se considerar eficaz comparando os resultados obtidos de ECso da H. salmacidis teste
com a padrdo, ja que os valores obtidos foram proximos, apresentando apenas 3 décimos de
diferenca. Os proximos passos a fim de validar esta metodologia, é a finalizacdo da carta-

controle com os 20 valores de ECsg necessarios.
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