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RESUMO

Hyalella azteca tem sido amplamente utilizada em testes de ecotoxicologia. Algumas
caracteristicas, como facilidade de cultivo, ciclo de vida curto e sensibilidade a
diversas classes de contaminantes, a tornam adequada para experimentos com
abordagem populacional, os LTRE (Life Table Response Experiment). Entretanto,
estudos recentes com marcadores moleculares revelam que a espécie representa
na verdade um complexo de espécies, fator complicador na interpretacdo dos
resultados de testes pela comprovada dependéncia genética das respostas obtidas.
O objetivo geral do trabalho foi descrever a estratégia reprodutiva e a dinamica
populacional do morfotipo de H. azteca cultivada no LEAL (Laboratério de
Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental Prof. Dr. Abilio Lopes da Faculdade de
Tecnologia da UNICAMP) e obter os parametros populacionais adequados como
endpoints em testes de ecotoxicidade por meio de construgcdo de tabela de vida
idade especifica. Pelos resultados obtidos, o morfotipo cultivado pertence ao
fendtipo corpo pequeno do complexo de espécies, sendo r estrategista e atingindo
pequeno tamanho corporal e, consequentemente, produzindo, por ninhada, menor
namero de ovos. O pequeno numero de ovos € compensado por uma reprodugcao
continua e idade precoce de maturidade sexual, 0 que acarreta no aumento do
nuamero de ninhadas por fémea ao longo da vida (Ro=4,70 fémeas per fémea) e na
diminuicdo do tempo de geracéo (T=6,94 quinzenas) com o consequente aumento
da taxa de crescimento intrinseco (r=0,26 per capita per quinzena). Os resultados
obtidos para os parametros demograficos apontam para uma cultura bem
estabelecida nas condi¢des laboratoriais empregadas sem condicionantes de
estresse. Diante do alto nivel de divergéncia genética para o complexo H. azteca, e
considerando que as comprovadas diferencas genéticas a nivel de subespécie
podem afetar o resultado de testes de toxicidade com diversos contaminantes, é
importante que os parametros populacionais caracteristicos de estratégia de vida
sejam levantados para a cultura teste no estabelecimento e na selecdo dos
endpoints em nivel populacional. Indica-se como endpoint preferencial a taxa
instantanea de crescimento (ri), obtida em experimento de 18 dias. Periodo de
tempo adequado para a obtencdo de taxa instantdnea de crescimento (ri)
equivalente a taxa intrinseca de crescimento (r) calculada por tabela de vida idade
especifica.

Palavras-chaves: Tabela de Vida, Amphipoda, Endpoints Demograficos, Estratégia
de Vida, Ecotoxicologia
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ABSTRACT

Hyalella azteca has been widely used in tests of ecotoxicology. Some characteristics,
such as easy of cultivation, short life cycle and sensitivity to various classes of
contaminants, make the species suitable for ecotoxicological experiments with
population approach, the LTRE (Life Table Response Experiment). However, recent
studies with molecular markers show that the species actually represents a complex
of species, a complicating factor in the interpretation of test results by the proven
genetic dependence of the responses obtained. The aim of this study was to describe
the reproductive strategy and the population dynamics of H. azteca cultivated in
LEAL (laboratory of Ecotoxicology and Environmental Microbiology Prof. Dr. Abilio
Lopes) of the School of Technology UNICAMP, and propose suitable endpoints for
ecotoxicity tests base on the construction of age specific life tables. From the results,
it was established that the morphological type cultivated belongs to the smaller body
phenotype, being representative of life strategy r, reaching small body size and
producing a smaller number of eggs per clutch. The small number of eggs is offset
by the continuous reproduction and sexual maturity at an early age, increasing, in
this manner, the number of clutches per female produced in lifetime (Ro=4,70 female
per female) and decreasing generation time (T=6,94 fortnight) with the consequent
increase of the intrinsic rate of increase (r=0,26 per capita per fortnight). Resulting
demographic parameters point to a well-established culture under the adopted
laboratory conditions. Considering the high level of genetic divergence of H.
azteca complex, and also that genetic differences, even at subspecies level, can
affect the results of toxicity tests, it is important that test population demographic
parameters are stablished for the selection of population approach endpoints. It is
indicated here, as applicable endpoint, the instant growth rate obtained through an
18 days long experiment. Period required to obtain an instantaneous growth
rate (ri) equivalent to the intrinsic growth rate (r) calculated with an age specific life
table.

Key Words: Life Table, Amphipoda, Demographic Endpoints, Ecotoxicology, Life
Strategy
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INTRODUGAO

A Ecotoxicologia, termo cunhado pelo francés René Truhaut em 1969,
concentra seu foco nos efeitos ocasionados por agentes quimicos e fisicos na
dinamica de populagdes e comunidades integrantes de ecossistemas definidos.
A preocupacao académica, iniciada na década de 60, relativa as consequéncias
para a biota e para a saude humana que a contaminacdo quimica do meio
ambiente possa causar, fomentou a concepgédo da Ecotoxicologia como uma
area especializada da Toxicologia. Nas décadas de 70 e 80, a press&o da opiniao
publica sobre as industrias potencialmente poluidoras impulsionou as agéncias
ambientais dos Estados Unidos e da Europa a desenvolverem protocolos
padronizados de testes de toxicidade com organismos aquaticos. A pesquisa na
area foi levada entdo a uma abordagem mais pragmatica com a constatacao de
que o conhecimento dos resultados de analises fisico-quimicas apenas nao é
suficiente para retratar a real dimensé&o dos impactos ambientais (MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008). Desde entdo, a utilizagdo de ensaios, tanto em
efluentes liquidos quanto em corpos de agua receptor, para a obtencao de
informacdes relativas ao efeito toxico de contaminantes tornou-se cada vez mais
importante nas avaliagcdes de impacto e de qualidade dos ambientes hidricos
(FREIRE et al., 2008; KWAN; DUTKA, 1992; USEPA, 1985).

Basicamente, a analise ecotoxicolégica compreende uma sequéncia de
eventos referida como cadeia de causalidade que envolve a fonte de emisséao
dos contaminantes, o destino e comportamento destes no ambiente, e os efeitos
produzidos na biosfera (Figura 1). As informagdes assim obtidas sdo essenciais
na determinacéo dos niveis de contaminantes no ambiente e de seus destinos;
na estimativa do grau de periculosidade dos contaminantes e de seus
metabolitos para os organismos vivos; na indicagdo dos niveis maximos
permitidos para contaminantes especificos nos diversos meios, ou seja, 0s
padrées a serem mantidos; na diagnose e no prognéstico do efeito do
contaminante no ambiente e do efeito das medidas mitigadoras tomadas; no
controle da emissao de efluentes; e na avaliagdo dos riscos ecoldgicos
associados ao contaminante (COSTA et al., 2008).

10



Fontes pontuais e ndo pontuais

Emissoes de 1
contaminantes

Contaminantes
/ | \
Atmosfera Hidrosfera Litosfera

Destino e 2
comportamento Processos fisicos, quimicos e bioldgicos
dos quimicos

Organismos
L Populagdes
Efeitos sobre L. Comunidades

a biosfera )
L. Ecossistemas

Figura 1 - Sequéncia de etapas compreendidas pela ecotoxicologia e denominada cadeia da causalidade.
Fonte: (COSTA et al., 2008).

O efeito de um contaminante no ambiente pode ser testado em diferentes
niveis de organizacao ecologica, desde estruturas celulares até individuos,
populacdes e comunidades. Historicamente, foram primeiramente privilegiadas
as pesquisas sobre efeitos da exposicao através de parametros de referéncia ou
endpoints individuais como mortalidade ou imobilidade, posteriormente foram
adotados parametros de referéncia ou endpoints populacionais como alteracdes
na expectativa de vida e na reproducao. Estes sao exemplos de endpoints de

interesse em testes com exposicdo aguda ou crénica, facilmente realizaveis em
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laboratério, e que possuem a vantagem de permitir um maior controle das
variaveis testadas, se comparados aos testes realizados in situ, ou seja, em
campo (STARK; BANKS, 2003).

A integracdo de parametros populacionais como referéncia em avaliagao
ecotoxicolégica € considerada de maior relevancia ecologica do que o uso
exclusivo de endpoints a nivel individual, ja que incorpora um maior realismo aos
testes (WALTHALL; STARK, 1997). A atual necessidade de prever os principais
efeitos de agentes téxicos em populagdes naturais e sistemas ecoldgicos tem
propiciado o aparecimento de um grande numero de modelos preditivos,
incrementando o conjunto de modelos convencionalmente usados nas
derivagbes mais reducionistas da ecotoxicologia que consideram os efeitos
toxicos a niveis moleculares, bioquimicos, celulares, teciduais e em organismos
(FLYNN; PEREIRA, 2011).

Argumenta-se que muitos fenbmenos ecoldgicos sdo contingenciados
pelos organismos envolvidos e seus ambientes e, que muitos experimentos
ecoldgicos s6 sdo validos para o periodo, lugar e condicdes em que ocorrerem.
Entretanto, a contingencia e a nao reprodutibilidade experimental ndo sao fato
em todos os campos da ecologia. Ha, na ecologia populacional, muitos principios
que podem ser consideradas gerais, com padrdes e regras replicaveis, e varias
linhas de evidéncia sugerem que o efeito de estressores em populagcdes naturais
possa ser adequadamente avaliado por modelagem populacional (FLYNN;
PEREIRA, 2013b). O entendimento da dinamica das populacbes deriva-se de
conceitos estritamente bioldgicos e ecoldgicos que podem ser transformados em
parametros matematicos regentes do comportamento de determinadas
equacoes ao longo do tempo (FUJIWARA; CASWELL, 2002; JAGER; KLOK,
2010; KRAMER et al., 2011; NOEL et al., 2006).

Simulacdes em computador revelam que concentracdes subletais de um
contaminante em nivel individual podem facilmente conduzir a extingéo local da
populacao, ja que parametros isolados de bioensaios ndo sdo adequados para
predizer efeitos em nivel populacional (HALLAM; CANZIANI; LASSITER, 1993).
Estudos experimentais tém encontrado efeitos significativos em populacdes

12



expostas a concentragdes menores do que o valor de CLso agudo em até duas
ordens de magnitude (STARK; VARGAS; BANKS, 2015).

Endpoints populacionais sao gerados através da construgdo de tabelas
de vida que representam um sumario conciso das estatisticas demograficas de
uma populagcdo (ALEGRETTI, 2015). As tabelas de vida sdo ferramentas
utilizadas no estabelecimento da dinamica de determinada populagado e podem
ser: tempo-especifico ou idade-especifica. E mais relevante a construcdo da
tabela de vida idade especifica, obtida através da sobrevivéncia de uma coorte
(individuos nascidos em um mesmo momento) através do acompanhamento de
sua existéncia. Este acompanhamento é feito mais frequentemente em
laboratério (FORBES; CALOW, 1999; WALTHALL; STARK, 1997) mas também
pode ser realizado in situ (FLYNN; PEREIRA, 2013a; FORBES; CALOW, 1999;
WALTHALL; STARK, 1997).

Através da confeccdo de tabelas de vida, varios parametros vitais de
determinada populacdo, como o periodo reprodutivo, a taxa liquida de
reproducgao, o risco de extingdo, a taxa per capita de crescimento populacional,
a fecundidade, a sobrevivéncia e o crescimento de jovens até a maturidade, séo
obtidos e podem ser utilizados como sinalizadores de alteragdes relativas ao
ambiente em que as populagdes estao inseridas. Deste modo € possivel estudar
com maior precisao os efeitos de substancias naturais ou sintéticas sobre uma
populagdo, sendo que 0s endpoints em estagios propicios a modelagem
populacional como, por exemplo, tempo de eclosdo ou taxa de crescimento
juvenil, vém sendo privilegiados (DEVAUX et al., 2011; LAWRENCE; POULTER,
2001).

Os testes baseados em respostas oriundas de tabela de vida, os
chamados LTRE (Life Table Response Experiments), sdo capazes de avaliar as
consequéncias da exposi¢gao aos contaminantes pela integragdo de uma grande
quantidade de parametros demograficos. Sendo a tabela de vida completa a
variavel resposta, os efeitos da exposicdo sao entdo medidos diretamente por
meio de modelo demografico aplicado ao calculo dos indices demograficos

(LEVIN et al., 1996). Nos LTRE s&o avaliados diversos paréametros biolégicos,
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destacando-se o potencial reprodutivo (Ro), a taxa intrinseca de crescimento

populacional (r), o tempo de geragao (T) (CHEN et al., 2007).

O crescimento populacional e, em particular a taxa intrinseca de
crescimento r, tem sido recomendado como endpoint preferencial, pois sua
aplicacao integra a idade especifica de sobrevivéncia e a fecundidade em um
unico parametro, representado por um unico valor ou numero, o que torna a
resposta populacional mais relevante e factivel de ser integrada a modelos
matematicos (VAN LEEUWEN; LUTTMER; GRIFFIOEN, 1985).

A taxa instantanea de crescimento (ri), medida direta do crescimento
populacional em determinado intervalo de tempo, tem sido utilizada
particularmente na avaliagao da toxicidade de inseticidas (STARK; SUGAYAMA;
KOVALESKI, 2007), ja que, como a taxa intrinseca de crescimento (r), também
integra os parametros demograficos sobrevivéncia e a fecundidade. O uso de ri
se mostra muito adequado pela sua eficiéncia e rapidez na obtencao dos
resultados, dispensando a confecgao da tabela de vida propriamente dita (KIM
et al., 2006; KRAMARZ; BANKS; STARK, 2007; MOURAO et al., 2004;
POLETTI; COLLETTE; OMOTO, 2009; TSOLAKIS; RAGUSA, 2008; VENZON et
al., 2007). Além do mais, os testes de toxicidade comparando ambos os
endpoints (r e ri) ttm conduzido a resultados semelhantes (WALTHALL; STARK,
1997).

Desenvolvimentos recentes nas analises populacionais tém refinado o
entendimento em relacdo aos determinantes das taxas de crescimento
populacional e estabelecido uma conexao entre a teoria e os resultados obtidos
em testes tanto de laboratério como de campo. Com isso, se desenvolve a
percepcgao de efeitos subletais nas avaliagbes do risco ecoldgico, que de outra
maneira sdo facilmente mascaraveis por resultados de ensaios conduzidos
unicamente com parametros individuais. Como consequéncia, tem havido um
crescente interesse na aplicacdo da teoria de populacbes em ensaios
ecotoxicoldgicos (SIBLY; HONE, 2002), ja que de uma perspectiva ecoldgica, os
sistemas de maior preocupacgao sao os grupos coletivos de organismos, ou seja,

as populagdes.
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Aspectos do processo reprodutivo estdo diretamente relacionados com o
futuro de uma populagédo, ou seja, as proximas geragdes. Machos gamarideos
podem usar duas estratégias para o pareamento sexual: a) carregam seus pares
até que elas estejam prontas para a muda; ou b) apenas saem a procura de
fémeas na época da muda. A primeira estratégia € a usada pela Hyalella azteca,
comportamento caracteristico de espécies onde a fecundacao se da em periodo
de tempo restrito (HUME et al., 2005). Aparentemente para o género Hyalella
nao existe sinal quimico, ambiental ou enddcrino, que indique o inicio da pré-
copula (THIEL, 2011). Embora os machos estejam prontos para o amplexo em
qualquer periodo de seu ciclo, os custos energéticos para as fémeas sdo maiores
e, portanto, a menor duracdo deste comportamento é evolutivamente mais
efetiva para elas (COTHRAN; JEYASINGH, 2010). O periodo de copula
propriamente dito é curto e o casal se separa logo apos a fecundacao dos ovos.
Uma vez fecundados, os ovos se desenvolvem no marsupio, em
desenvolvimento direto, eclodindo jovens com morfologia basica semelhante a
do adulto, embora sem as caracteristicas secundarias (STEELE; STEELE,
1991).

O género Hyalella Smith (1874) compreende espécies exclusivamente de
agua doce, endémicas do continente americano. Pertence a familia Hyalellidae,
segundo a classificagdo taxonémica mais recente (LOWRY; MYERS, 2013). As
espécies deste género podem ser encontradas em grande variedade de
ambientes, como rios, lagos, areas umidas e cérregos. Sao os unicos anfipodes
limnicos epigeos da regido Neotropical (TORRES, 2012). Alimentam-se de algas
e bactérias associadas ao sedimento e as macréfitas aquaticas, além de detritos
animais e vegetais em decomposicgao, facilitando o fluxo de energia no ambiente
aquatico e atuando diretamente na converséo de energia de detritos em matéria
organica fina particulada (PEREIRA, 2014).

Hyalella azteca tem sido amplamente utilizada em testes de
ecotoxicologia (NELSON; BRUNSON, 1995). Algumas caracteristicas a torna
adequada para experimentos LTRE: apresenta populacbes abundantes, os
individuos séo facilmente cultivados em laboratério, tem ciclo de vida curto e

tempo curto de geragao, responde de forma rapida as mudangas no meio
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ambiente, e é sensivel a diversas classes de contaminantes (WANG; GOULET;
CHAPMAN, 2004).

Tradicionalmente, os anfipodes denominados como H. azteca foram
considerados, com base em semelhanca morfolégica, como uma unica espécie
distribuida por toda a América do Norte e América Central, e na por¢ao norte da
Ameérica do Sul. Variagbes em tamanho de corpo e estratégia de vida tém sido
reportadas para diferentes popula¢des de H. azteca (FRANCE, 1992; MAJOR,
2012; STRONG, 1972). Diversos autores pesquisando estas variacdes
(WELLBORN; BROUGHTON, 2008; WELLBORN; COTHRAN; BARTHOLF,
2005; WELLBORN, 1995a, 1994a, 1994b, 1995b) reportaram a evolugcdo de
espécies provisérias com os fendtipos - corpo pequeno e corpo grande - como 0
resultado de pressao seletiva associada ao risco de predacdo. Estudos recentes
com diferentes marcadores moleculares revelam que na verdade H. azteca
representa um complexo de espécies cripticas composto de pelo menos 33
espécies provisérias (DIONNE et al., 2011), o que se coloca como um fator
complicador na interpretacao dos resultados de testes, ja que comprovadamente
respostas a um contaminante apresentam forte dependéncia genética (DUAN et
al., 1995; GUTTMAN, 1994).
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OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi descrever a estratégia reprodutiva e a
dindmica populacional de Hyalella azteca sob condigdes de cultivo em
laboratério, e obter parametros populacionais adequados como endpoints em
testes de ecotoxicidade. Para isso, foram definidos os seguintes objetivos

especificos:

e Obtencdo da tabela de vida idade especifica pelo

acompanhamento de uma coorte de H. azteca,;

e Estabelecimento da estrutura por classe de idade, da fecundidade
(numero médio de ovos produzidos), da razdo sexual, da taxa
liquida de reprodugado, da taxa de sobrevivéncia, do potencial
reprodutivo, da taxa intrinseca de crescimento da coorte e das

taxas instantadneas de crescimento da coorte;

e Estabelecimento da relacdo comprimento de cefalotérax e numero

de ovos ou juvenis ho marsupio;
¢ Identificagcdo do morfotipo de H. azteca cultivada no LEAL,;

o Estabelecimento de critérios de aceitabilidade do ensaio com H.
azteca a partir de parametros populacionais gerados para a

populacao teste, de forma a eliminar a divergéncia genética; e

e Formulagcdo de recomendagdes para o design de teste de

toxicidade crénico com H. azteca em abordagem populacional.
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MATERIAL e METODOS

Metodologia Padrdo de Cultivo

O cultivo de Hyalella azteca realizado no LEAL (Laboratério de
Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental Prof. Dr. Abilio Lopes) da Faculdade
de Tecnologia da Unicamp, Limeira, vem sendo feito rotineiramente em
condicdes estabelecidas pela ABNT (2013), pela norma da Agencia Ambiental
do Canada (ENVIRONMENT CANADA, 2013) e seguindo alguns métodos
utilizados por ARAUJO (2005). As populacdes de cultivo se desenvolvem em
recipientes de vidro contendo 2 litros de agua de cultivo (Meio MS) com as
caracteristicas previstas nas normas ja mencionadas. Os recipientes de vidro
sdo mantidos em incubadoras com temperatura controlada de aproximadamente
23°C e aeracao branda, individual para cada recipiente, com mangueiras ligadas
a um compressor de ar (Figura 2). O foto-periodo da incubadora é controlado,
com 12 horas de luz e 12 horas de escuro, com intensidade luminosa de 500 a
1000 lux. Em alguns recipientes é utilizado como substrato a macrdfita Elédea
(Egeria densa) e em outros se utiliza uma rede de nylon (10 cm por 10 cm). O
meio de cultivo é trocado semanalmente e os recipientes sao lavados utilizando-

se apenas agua destilada e uma esponja.
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Figura 2. Incubadora para as culturas de H. azteca

Sao administrados dois tipos de alimentos compostos, um sélido e outro
liquido. O alimento sélido, fornecido trés vezes por semana, € preparado com
racdes de peixe, de derivacdo animal e vegetal, e ragdo de coelho, maceradas
em um cadinho com auxilio de um pistilo. O alimento liquido, fornecido
diariamente, é feito com a mistura de racao de peixe fermentada, fermento seco,

6leo de primula e agua destilada.

Os registros fotograficos dos individuos foram realizados com o auxilio de
uma camera fotogréfica digital acoplada a um microscépio estereoscoépico
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(Figura 3 a). O software “Image Tool” (Figura 3 b) foi utilizado para a medi¢ao do

tamanho corpéreos dos individuos.

a) Microscopio Estereoscopico com camera fotografica

Creptes T I K THREETEL

B R et e e Tt

CVS ) A 9] A4 DR Gl A

TR TUT @RS
b) Tela do software Image Tool em medigao de organismo

Figura 3. a) Microscopio estereoscopico com camera fotografica acoplada, utilizada para a realizagdo
de todas as fotografias; b) Imagem apresentando a medi¢do do comprimento do cefalotérax de um
individuo macho de H. azteca através do software Image Tool



Estabelecimento da Coorte

A partir das culturas do laboratério, foram separados 10 casais de H. azteca
em comportamento de amplexo copulatério (Figura 4b), denominados Geragao
Parental ou P1. Os casais foram colocados em béqueres, um casal por béquer
(Figura 4f), contendo 150 ml do mesmo meio de cultivo utilizado nas culturas do
laboratério, com aeracao branda. Foi adicionado também, um ramo de El6dea
(de aproximadamente 5 cm) em cada béquer, como substrato e suporte
alimentar, além da administracao diaria das ragdes preparadas no laboratério. O
meio de cultivo foi trocado diariamente, assim como feita a lavagem de cada

béquer com agua destilada.

21



a) Macho b) Amplexo copulatdrio

c) Fémea

e) Embrides f) Béquer com casal

Figura 4. a) Individuos macho com aproximadamente 3mm de tamanho corpéreo total; b) Macho e
fémea em comportamento de amplexo copulatério; c) Individuo fémea com aproximadamente 2,5mm
de tamanho corpdreo total. Seta indica os ovos no marstpio; d) Jovens recém eclodidos com
aproximadamente 1Imm de tamanho corpéreo total; e) Ovos com embrides em desenvolvimento; f)
Béquer com meio de cultivo e ramo de Elédea para o acompanhamento da reprodugdo dos individuos.

Os machos da P1 (Figura 4a) foram retirados de seus respectivos béqueres
(Figura 5a) e devolvidos ao recipiente de cultivo assim que o tempo de
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fertilizacdo terminava, ou seja, no momento em que o macho liberava a fémea
do amplexo copulatério (Figura 4b). Permanecia, assim, apenas a fémea P1
dentro de cada béquer, fecundada ou ndo. As fémeas P1 (Figura 4c e 4f)
somente foram retiradas do béquer quando da eclosao dos ovos (Figura 4e) em
seus marsupios e da liberagdo de todos os neonatos (Figura 4d), denominados
Geracao Filial 1 ou F1. A partir desse momento, permaneceram em seus

respectivos béqueres, apenas a F1, ou seja, a coorte a ser estudada.

Foi estabelecido, tendo respaldo estatistico, a selecdo aleatéria de trés
neonatos de cada béquer para a realizagdo da média do tamanho corpéreo dos
recém-nascidos. Apdés serem fotografados e medidos, os neonatos foram

devolvidos vivos aos seus respectivos recipientes.

Apés a liberagdo por parte das fémeas de todos os filhotes, estes foram
reunidos em um mesmo recipiente de vidro (Figura 5b) contendo 2 litros de dgua
de cultura com procedimentos de manutencédo idénticos aos das culturas do
laboratério, com troca, lavagem e contagem dos individuos realizada uma vez

por semana.
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a) 10 béqueres com os casais P1

b) Recipiente com a coorte em desenvolvimento

Figura 5. a) Disposi¢do dos 10 béqueres, cada um com um casal parental (P1), para o acompanhamento
da reprodugdo da F1. b) Recipiente de vidro contendo 2 litros de meio de cultivo e ramos de Elddea,
onde foram reunidos todos os individuos da F1, ou seja, a coorte acompanhada.

24



Além da contagem semanal do numero total de individuos, foram anotadas
as seguintes totalizacées: numero de machos, numero de fémeas, numero de
fémeas ovigeras, numero de individuos imaturos, nimero de pares em amplexo
copulatério e numero aproximado de jovens nascidos. Conforme os individuos
da coorte analisada iam se reproduzindo, os neonatos eram retirados do aquario
e distribuidos nas culturas mantidas no laboratério, para a manutencdo no

recipiente apenas dos individuos da coorte, ou seja, a geracao F1.

Todos os individuos da coorte foram fotografados em intervalo aproximado
de 15 dias, para posterior mensuracao de seus tamanhos. A medicdo do
cefalotorax, em milimetros, de todos os individuos da coorte, através de seus
registros fotograficos, foi realizada com o fim de agrupa-los em classes de
tamanho, de acordo com o seu crescimento ao longo do tempo, determinando
assim, as faixas de idade ou classes etarias. Como todos os individuos utilizados
neste experimento nasceram no mesmo periodo, com no maximo trés dias de
diferencga entre eles (de acordo com a metodologia mencionada em “Construgéo
da Tabela de Vida”), todos pertencem a mesma classe etaria, caracterizando
assim uma coorte. Dessa forma, as classes etarias foram separadas por dia em
que foram realizadas as medi¢des de todos os individuos, ou seja, faixas de
idade/tamanho de 15 em 15 dias.

Estes procedimentos foram realizados ao longo de aproximadamente 8
meses, desde 0 monitoramento dos casais parentais, em fevereiro de 2013, até
a morte do ultimo individuo da coorte, em outubro de 2013.

Como complementagdo experimental, foi realizada uma estimativa do
namero de ovos por fémea para obtencdo da relacdo tamanho de fémea e
nuamero de ovos produzidos para a espécie H. azteca cultivada no LEAL — FT
UNICAMP. Como havia a necessidade de sacrificar as fémeas para a contagem
dos ovos, tal amostra nao foi realizada com os individuos da coorte, mas sim
com fémeas de outras culturas da mesma espécie mantidas no laboratério. A
retira das fémeas ovigeras nos aquarios de cultura foi feita aleatoriamente com
a coleta de ramos de Eldédea de 20 cm. Assim, foram amostradas 61 fémeas de
tamanhos variados, ou seja, de todas as classes etarias maduras.
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As fémeas ovigeras foram fotografadas para medicdo de seus tamanhos
corporeos e posterior classificacdo em classes etarias. Foi utilizado o0 método de
resfriamento para anestesiar as fémeas ovigeras e com auxilio do microscopio
estereoscopico e um conjunto de pingas, foram retirados e contados os ovos de
cada fémea. Assim, foi possivel realizar a correlagdo entre o tamanho da fémea

(sua classe etaria) e a quantidade de ovos produzidos, isto é, a fecundidade.

Para a modelagem populacional, e na inser¢ao dos dados de fecundidade
por classe etaria na tabela de vida, foram utilizados os valores obtidos pela
aplicacéo da fungéo-poténcia sugerida por Flynn e colaboradores (2008) como
descrito na metodologia a seguir na se¢do Construgcédo de Tabela de Vida.

Classificacdao do Morfotipo

A classificagéo do morfotipo da H. azteca cultivada no LEAL de acordo com
os fenétipos - corpo pequeno e corpo grande — foi baseada em dados de medidas
de tamanho corporal relativas ao nimero de ovos por ninhada e comparados ao
grafico gerado por Wellborn e Broughton (2008). As medidas de cefalotérax,
cabeca e corpo total, assim como numero de ovos, foram realizadas no grupo de
61 fémeas retiradas de culturas mantidas no LEAL. Para estas medidas foram
obtidas as equacgdes de reta que permitiram a extrapolagdo de dados para toda

a coorte experimental.

Construgdo da Tabela de Vida

Houve a necessidade de realizar uma adaptacao para a insercéo dos dados
na tabela de vida, visto que o intervalo de tempo entre o nascimento dos jovens
de cada casal parental foi maior que 3 dias, intervalo adotado para que todos os
individuos da prole fossem considerados da mesma classe etaria, ou seja,

pertencentes a mesma coorte.
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Este intervalo de tempo foi adotado apéds a evidencia, obtida com a medicao
de todos os individuos da prole dos casais parentais, de que intervalos maiores
descaracterizam a geracdo, pois a diferenca de tamanhos observada ja
estabelecia, em momento inicial, a existéncia de subgrupos de tamanhos/idade
diferentes. Dessa forma, através do tamanho e dos registros do dia de
nascimento de todos os individuos, estabeleceu-se uma coorte com parte
adequada da prole total gerada, de modo que, apenas 0s jovens que nasceram
com intervalo inferior a trés dias e que, por conseguinte, estavam dentro da

mesma faixa de tamanho, constituiram efetivamente a coorte a ser estudada.

Como nas tabelas de vida s&o inseridas apenas as taxas de mortalidade e
sobrevivéncia das fémeas, foi aplicada a razdo sexual da prole total relativa ao
nuamero de individuos da coorte. Por convencao, estipula-se um niumero de 1000
individuos para a obtencdo do valor do numero de individuos inicial (No)
padronizado (FLYNN; VALERIO-BERARDO; PEREIRA, 2008). Obtém-se assim
os valores da primeira coluna (Nx) que representa o numero de sobreviventes
para cada classe etaria correspondente. A segunda coluna (Sx) representa a
proporcédo de sobreviventes entre a respectiva classe etaria a classe anterior e
foi calculada pela formula: Sx = Nx/Nx-1. A terceira coluna (/x) refere-se a
proporcao de sobreviventes e foi calculada pela formula: Ix = Nx/No. A proxima
coluna (Dx) apresenta o numero de individuos que morreram entre a classe
etéria correspondente e a anterior, sendo calculada por: Dx = Nx - Nx+1. A quinta
e ultima coluna (gx) refere-se a probabilidade de morte entre uma faixa de idade
e a imediatamente anterior (gx=Dx/Nx) (GOTELLI, 2007).

Apoés a compilagéo da tabela de vida, foi elaborada a tabela de fecundidade
(mx). As informagdes da fecundidade (numero médio de ovos produzidos por
fémea para cada classe etaria) foram obtidas através da utilizagao da funcao-
poténcia, que relaciona o comprimento da fémea (mm) e o tamanho da ninhada
(FLYNN; VALERIO-BERARDO; PEREIRA, 2008), aplicada ao grupo de fémeas
da coorte:

mx = NE = 0,11 . L(mm)>?°
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O potencial reprodutivo (Ro), ou seja, o numero de fémeas que cada fémea

ird gerar em média ao longo de sua vida, foi calculado pela soma do produto

Ro = Z [xmx

O tempo de geracao (T), que representa a estimativa do tempo (neste caso

Ix.mx.

em quinzenas) que a coorte leva para gerar a proxima geracao, foi calculado

pela divisdo da soma do produto de /x.mx.X pelo Ro.

_— > IxmxX
B Ro

A taxa intrinseca de crescimento (r) foi calculada pelo logaritmo natural de
Ro dividido pelo tempo de geracao.

~ In(Ro)
T

Acompanhamento do Crescimento Populacional

Dezesseis individuos (8 machos e 8 fémeas), em comportamento de
amplexo copulatério, foram selecionados aleatoriamente das culturas do
laboratério. Os individuos foram mantidos em um mesmo recipiente com 2 litros
de meio de cultivo, seguindo as metodologias de cultivo do laboratério, ao longo
de 9 semanas, juntamente com toda a prole que foi sendo gerada (F1, F2, F3,
etc.) sem a retirada de nenhum individuo, diferentemente do realizado no
experimento para o estabelecimento da coorte. A manutengdo do aquario,

contagem e sexagem dos individuos foi realizada quinzenalmente.
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Este acompanhamento do crescimento da populacdo se fez necessario
para a obtencao das informagdes de capacidade suporte para a populacao de
H. azteca caracteristica do recipiente padréao do laboratério (aquario com 2 litros
de meio de cultivo) e para o calculo da Taxa Instantanea de Crescimento (ri) da
populagdo nestas condigdes. A capacidade suporte de todos os recipientes
utilizados no laboratério para o cultivo de H. azteca passou a ter como base as
informacgdes obtidas a partir dos resultados deste experimento.

Com o numero de individuos contados a cada semana, foram calculadas
as ri para diferentes intervalos de tempo, através do resultado do logaritmo
natural da divisdo do numero de individuos na populacdo em um determinado
tempo pelo nimero inicial de individuos, dividido pelo tempo a qual se refere o ri
(WALTHALL; STARK, 1997), conforme a equacgao abaixo:

n (5)

t

ri =

Dessa forma foi possivel determinar o menor periodo de tempo que uma
determinada populagéo leva para atingir um ri equivalente numericamente ao r

calculado por construcéo de tabela de vida idade especifica.

Foram elaboradas também, as curvas logisticas para a populacao
acompanhada, utilizando as taxas instantaneas de crescimento (ri) de
determinados periodos de tempo e a taxa de crescimento intrinseca (r) obtida
através da tabela de vida. A férmula para obtencdo da curva logistica segue
descrita abaixo:

K
Nt =K/[1+ le™™t

NO
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RESULTADOS

Acompanhamento da Coorte

Dos dez casais parentais, separados para o estabelecimento da coorte,
sete fémeas foram fecundadas por seu respectivo macho, gerando um total de
108 jovens. O numero maximo e o minimo de jovens eclodidos dentre as sete
fémeas foram de 27 e 1, respectivamente, com numero médio de 15,43 jovens

por fémea e desvio padrao de 8,94 (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de jovens eclodidos no inicio do experimento por cada fémea parental e média de
jovens por fémea

Fémea 1 2 3 4 5 6 7 Total | Média | Desvio
Padrao

7 17 27 23 18 15 1 108 | 15,43 | 8,94

Numero
de jovens

O nascimento da prole que gerou o total de 108 jovens de sete fémeas
ocorreu ao longo de 3 semanas. Dos 108 jovens, 77 constituiram a coorte
monitorada, pois nasceram em um intervalo até no maximo de 3 dias, seguindo

a metodologia descrita na metodologia para caracterizacao da coorte.

Uma amostra de 35 dos 108 individuos foi utilizada para obter a média do
tamanho dos neonatos no periodo em que foram liberados do marsupio. Esta
média foi de 0,78mm de cefalotérax, com valor minimo de 0,54mm e maximo de

0,92mm na primeira semana de vida apés liberagdo do marsupio.

Com os 77 jovens ja alocados em um mesmo aquario, a partir do dia 18 de
marcgo de 2013, a coorte se manteve por mais 8 meses. A Tabela 2 apresenta o
decaimento da coorte, ou seja, foi contado o numero de individuos
remanescentes nas datas em que a cultura foi manipulada para a medicao dos

tamanhos corporeos.
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Tabela 2. Numero de individuos vivos na coorte nas datas estabelecidas para manipulagdo e contagem
dos individuos.

Data Numero de Individuos
18 de marcgo 77
30 de margo 76
17 de abril 73
08 de abril 71
28 de abril 67
12 de junho 64
27 de junho 42
11 de julho 37
23 de julho 31
07 de agosto 27
23 de agosto 19
05 de setembro 10
19 de setembro 6
03 de outubro 6
17 de outubro 5
24 de outubro 0

A Figura 6 indica o declinio da coorte causado pela morte dos individuos
ao longo do tempo.
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18/mar 18/abr 18/mai 18/jun 18/jul 18/ago 18/set

Figura 6. Declinio da coorte ao longo do tempo. N: niimero de individuos.



A razao sexual calculada utilizando-se toda a prole da Geragéo Parental
(P1) foi de 1:0,94, ou seja, 56 machos e 52 fémeas.

Nos anfipodes, ha uma correlagdo entre o tamanho do cefalotérax e o
tamanho total de seu corpo. Esta correlagcao, com valor de 0,92 e representada
por equacgao linear obtida pela mensuracao de individuos da coorte avaliados
esta apresentada na Figura 7.
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Figura 7. Correlagao entre o tamanho do cefalotorax e o tamanho total do corpo de individuos de
Hyalella azteca.

Foram realizadas medidas de comprimento do cefalotérax em todos os
individuos da coorte representando a geracao filial (F1) em 14 datas diferentes,
correspondendo a periodos de 15 dias aproximados, ao longo dos 8 meses,
tempo que levou até que o ultimo representante da coorte morresse. Destas
medidas foram obtidas a média do tamanho de cefalotérax correspondente a
idade dos individuos. O processo de crescimento dos individuos da coorte, pela
medida do cefalotérax médio e respectivo erro padrao, pode ser visualizado
graficamente, ao longo do tempo na Figura 8.
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Figura 8. Valores médios do crescimento dos individuos da coorte monitorada e erro padrao das
medidas tomadas em cada data ao longo do tempo de desenvolvimento do experimento.

Fecundidade e Classificagdo do Morfotipo

Para o estabelecimento da relacao tamanho da fémea/niumeros de ovos
produzidos foi utilizado um grupo de 61 fémeas, de tamanhos variados,
pertencentes as culturas de H. azteca mantidas no laboratério LEAL, para a

contagem dos ovos fecundados em seus marsupios e medida do tamanho da

fémea geradora.

O numero de ovos por fémea e seu respectivo tamanho de cefalotérax em

milimetros estdo listados na Tabela 3, gerando uma média de 9,6 +/- 7,07 por

fémea.
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Tabela 3. Numero de ovos por fémea e respectivo tamanho de cefalotérax em milimetros. N: nimero;

CT: cefalotérax; DesvPad: desvio padrao.

34

Fémea | N ovos (n?;) Fémea | N ovos (n?;) Fémea | N ovos (g;) Fémea | Novos |CT (mm)
1 2 1,19 17 4 1,51 33 4 1,84 49 23 2,25
2 5 1,31 18 5 1,53 34 4 1,88 50 16 2,26
3 1 1,34 19 4 1,54 35 12 1,92 51 12 2,26
4 7 1,34 20 7 1,55 36 6 1,97 52 18 2,28
5 6 1,36 21 5 1,57 37 13 1,98 53 23 2,34
6 3 1,38 22 2 1,58 38 19 1,99 54 30 2,35
7 5 1,4 23 4 1,6 39 14 1,99 55 15 2,36
8 2 1,41 24 4 1,61 40 8 2 56 26 2,4
9 3 1,42 25 3 1,62 41 2 2,03 57 15 2,46
10 4 1,43 26 3 1,62 42 16 2,06 58 18 2,64
11 5 1,43 27 10 1,64 43 14 2,07 59 24 2,68
12 7 1,44 28 5 1,64 44 15 2,09 60 20 2,71
13 6 1,44 29 7 1,65 45 17 2,14 61 15 2,77
14 4 1,44 30 6 1,67 46 11 2,18 Total 588
15 5 1,49 31 3 1,67 47 15 2,21 Média 9,63 1,84
16 6 1,49 32 5 1,72 48 15 2,21 DesvPad | 7,07 0,41

A correlagdo entre o tamanho do corpo da fémea e o numero de ovos

produzidos por ninhada esta apresentada na Figura 9, juntamente com a

equacao da reta e o valor de R2.
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Figura 9. Linha de tendéncia, equagdo da reta e valor de R-quadrado entre o tamanho do individuo e a

quantidade de ovos carregados no marsupio.




As medidas de tamanho corporal realizadas relativas ao numero de ovos

por ninhada estao expostas na Tabela 5.

Tabela 4. Medidas médias do tamanho do cefalotérax, da cabeca e do nimero de ovos para as fémeas
da coorte acompanhada.

Data Medidalmédia de Medida média da Numero médio de
Cefalotorax (mm) Cabeca (mm) ovos

30 de margo 1,19 - -

17 de abril 1,57 - -

08 de maio 1,76 - -
28 de maio 1,88 0,340 10,1844
12 de junho 1,95 0,352 11,184
27 de junho 1,99 0,359 11,7552
11 de julho 2,00 0,371 11,898
23 de julho 2,03 0,376 12,3264
07 de agosto 2,07 0,384 12,8976
23 de agosto 2,17 0,396 14,3256
05 de setembro 2,28 0,416 15,8964
19 de setembro 2,41 0,440 17,7528
03 de outubro 2,47 0,451 18,6096
17 de outubro 2,54 0,464 19,6092

As medidas do tamanho da cabeca (comprimento em milimetros da
cabeca) e numero de ovos produzidos pelo morfotipo de H. azteca cultivada no
LEAL foram colocadas em grafico (Figura 10) na mesma composi¢cao de eixos
utilizada por Wellborn e Broughton (2008) na representacdo de seus resultados
a fim de comparar o morfotipos cultivado no LEAL aos definidos pelos autores
como fenétipo corpo pequeno e fendtipo corpo grande. O morfotipo do LEAL
apresenta tamanho da cabeca compativel com o morfotipo corpo pequeno e
namero de ovos por ninhada compativel com o morfotipo corpo grande definidos

por Wellborn e Broughton.
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Figura 10. Pontos obtidos da relagdo entre tamanho de cabega (em mm) e niimero de ovos por
ninhada para fémeas das culturas de Hyalella asteca do LEAL.

Tabela de Vida e Parametros de Referéncia

A tabela de vida e a tabela de fecundidade da coorte acompanhada estéao
apresentadas na Tabela 5. A primeira coluna, denominada “x”, que indica o
tempo, refere-se as classes etarias, divididas de 15 em 15 dias, datas em que
as medidas de tamanho dos individuos foram feitas. A segunda coluna indica o
intervalo de tamanho dos individuos na classe etaria correspondente. As colunas
que se seguem, denominadas “Nx”, Sx, “IX’, “‘Dx” e “gx” representam,
respectivamente, para cada classe etaria, o numero de individuos vivos
(padronizado inicialmente em 1000), a proporcéo de sobreviventes, o numero de
individuos mortos e a taxa de mortalidade.
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Tabela 5. Tabela de vida e de fecundidade da coorte monitorada. Nx: nimero de individuos em cada
classe etdria; Sx: proporg¢ao de sobreviventes entre a respectiva classe etdria e a classe anterior; Ix:
proporgdo de sobrevivente da classe etaria em relagdo ao N inicial; Dx: nimero de mortes entre a
respectiva classe etdria e a classe anterior; qx: probabilidade de morte entre a classe etaria
correspondente e a anterior; mx: numero médio de ovos produzidos por fémea para a classe etaria

correspondente.
X Intervalo de Tabela de Vida F;r:::é?ddaze
(UELIER) | UeliEll Nx Sx Ix Dx qx mx | IxX*mx | Ix*mx*X

0 0-0,91 1000,00 | 0,99 | 1,00 12,99 0,01 | 0,01 | 0,01 0,01
1 0,91-1,4 987,01 0,96 | 0,99 | 38,96 0,04 |0,18| 0,17 0,33
2 1,34-1,78 948,05 0,97 | 0,95 | 2597 | 0,083 [ 0,47 | 0,41 1,24
3 1,45 - 1,95 922,08 0,94 | 0,92 | 51,95 0,06 | 0,62 | 0,55 2,18
4 1,6 - 2,07 870,13 0,96 | 0,87 | 38,96 0,04 | 0,79 | 0,62 3,10
5 1,65 - 2,1 831,17 0,66 | 0,83 | 285,71 | 0,34 | 0,85 | 0,61 3,65
6 1,74 - 2,17 545,45 0,88 | 0,55 | 64,94 | 0,12 [ 0,97 | 0,42 2,97
7 1,75 - 2,22 480,52 0,84 | 0,48 | 77,92 0,16 | 1,02 | 0,44 3,51
8 1,85 - 2,23 402,60 0,87 | 0,40 | 51,95 0,13 | 1,12 | 0,40 3,64
9 1,91 - 2,25 350,65 0,70 | 0,35 | 103,90 | 0,30 [ 1,19 | 0,36 3,63
10 1,99 - 2,31 246,75 0,53 | 0,25 | 116,88 | 0,47 | 1,32 | 0,28 3,10
11 2,14 - 2,38 129,87 0,60 | 0,13 | 51,95 0,40 | 1,56 | 0,17 2,06
12 2,2-257 77,92 0,83 | 0,08 12,99 0,17 | 0,01 | 0,01 0,01
13 2,3-2,64 64,94 0,00 | 0,06 | 64,94 1,00 (0,18 | 0,17 0,33
14 2,41 -2,69 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,47 | 0,41 1,24

A partir dos dados da tabela de fecundidade foram calculados os valores
do potencial reprodutivo (Ro), tempo de geracédo (T) e taxa de crescimento
intrinseco (r). Resultados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores do potencial reprodutivo (R0), tempo de geragdo (T) e taxa de crescimento
intrinseco (r) da geragao de Hyalella azteca monitorada.

Parametro demografico Valor
Potencial Reprodutivo (RO) 4,70 fémeas produzidas por fémea
Tempo de Geragéo (T) 6,94 quinzenas
Taxa de crescimento intrinseco (r) 0,26 per capita per quinzena




Acompanhamento do Crescimento Populacional e Taxa Instantdnea
de Crescimento (ri)

Com relacdo ao experimento relativo a verificagcdo do crescimento
populacional foram gerados, ao longo das 9 semanas de acompanhamento, 511
individuos, a partir de 8 casais parentais. O numero de individuos contados a
cada semana esta apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Experimento de crescimento populacional. Nimero de individuos por tempo transcorrido do
experimento marcado em semanas.

Tempo (semanas) Numero de Individuos
0 16
59
120
148
196
214
262
377
489
511

©| 0| N| O O | W| N| =

O crescimento populacional durante as 9 semanas de experimento se
comportou de maneira exponencial (Figura 9), como é esperado inicialmente
para populagdes cultivadas em ambientes controlados, sem predacdo e com
aporte alimentar ilimitado. Observa-se também o inicio da estabilizagdo da
densidade da popula¢do na 92 semana, quando a curva comega a atingir um
patamar de estabilizacdo numérica, atingindo a capacidade suporte do ambiente
(K).
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Figura 9. Crescimento exponencial da populagao ao longo de 9 semanas

Entre a 82 e 92 semana de acompanhamento, quando a populacao atingiu
tamanho de 511 individuos, foram registrados comportamentos de canibalismo
e 0 meio de cultivo ndo permanecia com qualidade suficiente para sustentar a
populagdo mesmo apds a manutengdo semanal. Sendo assim, com o término do
experimento, a capacidade suporte dos aquarios utilizados para cultivo no
laboratério foi estimada com base nessas informacdes, ou seja, 250 individuos
por litro. Considerando que cada recipiente possui 2 litros de meio de cultivo, a
capacidade suporte corresponderia a 500 individuos por aquario.

As informacodes do crescimento exponencial da populacao foram base para
o calculo da Taxa Instantanea de Crescimento (ri). Assim, foram calculados os
ri para os intervalos de tempo de 14, 18, 21, 28, 35, 42, 56 e 63 dias de
desenvolvimento da populacao, de acordo com a Tabela 8. Como esperado, a
taxa de crescimento da populacdo decai com o0 passar do tempo e mais se
aproxima ao valor de r obtido com a construcdo da tabela de vida quando se
considera o intervalo de tempo de 18 dias, em negrito.
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Tabela 8. Taxas Instantaneas de Crescimento de uma populagdo de H. azteca em diferentes intervalos

de tempo
Tempo (dias) Taxa Instantanea de Crescimento ri

0 0

7 0,537
14 0,331
18 0,265
21 0,232
28 0,18
35 0,151
42 0,131
56 0,109
63 0,094

As curvas logisticas criadas para os periodos de 14, 18, 21 e 28 dias (Figura
10a) foram entdo comparadas com a curva logistica desenhada a partir do valor
do r obtido através da construcao da tabela de vida, Figuras 10 b, c, d, e e,
respectivamente, considerando também a capacidade suporte do meio em 500
individuos. A maior proximidade entre os valores de r e rifoi obtida aos 18 dias

de idade da coorte, quando r é igual a 0, 26 e ri, 0,265.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A ameacga global representada pelos efeitos subletais de contaminantes
téxicos ainda nao é tratada de forma adequada (DEVAUX et al., 2011). Diversos
estudos indicam que os efeitos subletais, pouco perceptiveis, afetam as
populagdes em concentragdes mais baixas do que as curvas resposta dos testes
tradicionais obtidas através da utilizagdo de endpoints em nivel individual
(DEVAUX et al., 2011; INGERSOLL et al., 1998; NORBERG-KING et al., 2006;
STARK; BANKS, 2003).

Os efeitos subletais sutis de contaminantes podem ser discernidos através
de experimentos baseados em tabelas de vida, os LTRE (Life Table Response
Experiments), ou seja, uma abordagem por andlise de parametros demograficos
como enapoints (FORBES; CALOW, 1999, 2010; LEVIN et al., 1996), que vem
sendo privilegiada no desenvolvimento continuo de testes ecotoxicolégicos em
busca de maior relevancia ecologica (ALEGRETTI, 2015; BROWN; CONRADI;
DEPLEDGE, 1999; CONRADI; DEPLEDGE, 1998; FORBES; CALOW, 2010;
LEVIN et al., 1996). Endpoints demograficos levam em consideracdo taxas e
variaveis em nivel populacional que sao importantes caracterizadores da
estratégia de vida adotada pelas espécies teste e, portanto, indicadores mais
adequados de toxicidade.

O conceito de estratégia de vida postula que a selecao natural molda a
ocorréncia e duracao de eventos chave ao longo do ciclo de vida, de forma que
a sobrevivéncia da prole seja otimizada. A idade e tamanho em que a maturidade
sexual é atingida, os eventos reprodutivos, o sucesso reprodutivo, a senescéncia
e a morte dependem das condigdes ecolbgicas as quais 0s organismos foram
submetidos ao longo do tempo, o que determina os caminhos evolutivos
adotados (TOWNSEND; BEGON; HARPER, 2010). Dentre as teorias sobre
estratégia de vida, a de maior respaldo € a estratégia r-K. A estratégia K é
associada a uma alta taxa de sobrevivéncia, tanto para os adultos como para os
individuos jovens de uma populagédo. Nessa estratégia as fémeas apresentam
baixa fecundidade, longo tempo de geracao e sao iteréparas, dessa maneira a
densidade da populagédo acaba se mantendo relativamente estavel. A estratégia

42



r é caracterizada por baixa sobrevivéncia dos adultos, alta fecundidade, fémeas
iteréparas, tempo de geracdo curto, e densidade populacional variavel
(MACARTHUR; WILSON, 1967; PIANKA, 1970; STEARNS, 1976). A estratégia
de vida utilizada por determinada espécie € bem caracterizada pelos parametros
da estatistica demografica: tipo de reprodugéo (semélpara ou iteropara), taxa de
crescimento (r) e tempo de geracéao (T) (DUQUE; TAPHORN; WINEMILLER,
1998).

Pelos resultados obtidos, o morfotipo de H. azteca cultivado no LEAL
(Laboratério de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental Prof. Dr. Abilio Lopes)
da Faculdade de Tecnologia da Unicamp pertence ao fenétipo corpo menor do
complexo, sendo representante de estratégia de vida r atingindo pequeno
tamanho corporal o que acarreta em menor niumero de ovos produzidos por
ninhada. O aumento na fecundidade com o aumento do tamanho do corpo &
geral entre crustaceos (HARTNOLL, 1982), sugerindo que este parametro
reprodutivo pode ser determinado por relacbes fisioldgicas alométricas
(WELLBORN, 1995b). O pequeno numero de ovos € compensado por uma
reproducao continua e idade precoce de maturidade sexual. Deste modo hd um
aumento da produg&o do numero de ninhadas ao longo da vida (Ro) e diminuicéo
do tempo de geracao (T) com o consequente aumento da taxa de crescimento
intrinseca (r). Steele e Steele (1991) afirmam que espécies tropicais e
subtropicais apresentam em geral tamanho de corpo menor, produzindo,
portanto, menos ovos e apresentando fecundidade mais baixa. Sendo assim, a
fecundidade baixa, compensada pelo intervalo de tempo curto entre ninhadas e
ciclo de vida multivoltinico, permite 0 aumento geométrico da populacgéo.

E frequente o uso de espécies cultivadas em laboratério para compor teste
com o intuito de predizer o efeito de um contaminante em populacdes naturais.
Entretanto, populacdes de diferentes espécies ndo reagem da mesma maneira
a estressores (STARK; BANKS; ACHEAMPONG, 2004) e um grande numero de
trabalhos tem demonstrado que as respostas a estressores ambientais em nivel
populacional podem ser geneticamente dependentes (DUAN; GUTTMAN; ORIS,
1997; GUTTMAN, 1994).
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A espécie epibentica H. azteca é uma das mais utilizadas em teste de
toxicidade tanto de coluna d’agua como de sedimento e sua sensibilidade a
diferentes contaminantes tem uma base genética confirmada, sendo, portanto, a
diversidade genética constatada entre populacdes de H. azteca particularmente

problematica no contexto da testagem toxicologica (MAJOR, 2012).

As populagdes naturais de H. azteca que forneceram os estoques
populacionais mantidos para utilizagdo em testes, foram originalmente coletados
de populacdes relativamente isoladas devido a natureza heterogénea dos
ambientes |énticos e a capacidade migratéria limitada da espécie (MAJOR,
2012). Estas particularidades associadas as condi¢des de cultivo em laboratério
favoreceram o aparecimento de alterac6es na estrutura genética das populacoes
cultivadas referentes a alteragcdo na frequéncia de alelos, perda de alelos,
diminuicdo da heterozigosidade, alteragdes resultantes de deriva genética,
cruzamentos nao randémicos e selecéo artificial (DUAN; GUTTMAN; ORIS,
1997; HOGG et al.,, 1998; WELLBORN; BROUGHTON, 2008; WELLBORN;
COTHRAN, 2004; WITT; HEBERT, 2000; WITT; BLINN; HEBERT, 2003; WITT;
THRELOFF; HEBERT, 2006).

Testes crénicos realizados por Major (2012) indicaram a existéncia, entre
populacdes naturais e cultivadas, de 4 clades do complexo de H. azteca com
diferentes caracteristicas relativas a estratégia de vida, em particular o tamanho
do corpo e a eficiéncia reprodutiva. Diversos autores reportaram a evolugao de
espécies provisérias agrupadas nos fenétipos - corpo pequeno e corpo grande -
como o resultado de pressédo seletiva associada ao risco de predagdo. As
populacdes de Hyalella provenientes de ambientes de baixa predagéo atingiriam
tamanhos corporais maiores e possuiriam maior capacidade competitiva,
enquanto aquelas de ambientes com alta predacao apresentariam menor
tamanho corporal (WELLBORN, 1994a). As populagdes com fendtipo corpo
maior tém ninhadas aproximadamente duas vezes maiores que as de corpo
menor (WELLBORN et al., 2005).

Estudos com metais pesados mostraram uma diferenga significativa em
mortalidade e sobrevivéncia para diferentes gendtipos de H. azteca em testes de
exposicado aguda (DUAN et al., 2000a, 2000b, 2001), demonstrando assim que
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variagdes genotipicas parecem afetar a resposta dos organismos em testes de
toxicidade em nivel populacional. A identificacdo das espécies teste, portanto,
constitui uma etapa critica antes da realizacdo de bioensaios ecotoxicoldgicos.

As medidas de tamanho corporal realizadas relativas ao nimero de ovos
por ninhada sugerem que as populagdes cultivadas no LEAL (Laboratorio de
Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental Prof. Dr. Abilio Lopes) da Faculdade
de Tecnologia da Unicamp pertencem a fenétipo corpo menor do complexo
Hyalella. Deducdo gerada pela analise do grafico (Figura 10) gerado por
Wellborn e Broughton (2008) considerando as medidas de corpo (comprimento
em milimetros da cabec¢a) e numero de ovos para os tipos morfoldgicos regionais
americanos publicados (STRONG, 1972; WELLBORN; COTHRAN; BARTHOLF,
2005; WELLBORN; COTHRAN, 2004; WELLBORN, 1995a, 1995b).

O crescimento das femeas de H. azteca foi continuo por toda a vida em
condic¢des laboratoriais, fato também observado para H. pleoacuta e H. castroi
por CASTIGLIONI (2007), sendo a taxa de crescimento corporal maior nas fases
iniciais (juvenis), quando os individuos crescem exponencialmente (WELTON;
CLARKE, 1980). Resultados semelhantes foram reportados para a H.azteca por
(OTHMAN; PASCOE, 2001).

A estimativa de efeitos toxicos em populacdes é complicada ainda pelo fato
da exposicdo potencialmente resultar em parte da populagdo morrendo
enquanto individuos sobreviventes podem estar prejudicados por efeitos
subletais (STARK; WENNERGREN, 1995). Efeitos subletais podem prejudicar
os individuos de diferentes formas; fracasso reprodutivo (MYERS; HULL, 2003),
duracdo de vida afetada (BUTTER; SINGH; DHAWAN, 2003), a resposta
alterada do macho aos feroménios (HOELSCHER; BARRETT, 2003) e
habilidade diminuida de evitacdo a predadores como resposta a alteracdes
morfoldgicas (BUTTER; SINGH; DHAWAN, 2003; JOSAN; SINGH, 2000). Para
complicar ainda mais o assunto, populacées podem compensar a perda de
individuos. Se, depois da exposicdo ao contaminante, ndo ocorrem efeitos
subletais mas a populacdo é reduzida, os sobreviventes dispbem de mais
recursos e podem produzir prole maior do que em populagdes controle, um
fenbmeno chamado compensacgao populacional (STARK; BANKS, 2003).

45



A aplicacdo da taxa de crescimento populacional (r), pelo fato de integrar
valores de sobrevivéncia das classes etarias especificas e fecundidade em um
mesmo parametro, faz deste por definicdo, um endpoint ecologicamente mais
relevante na avaliacdo de xenobioticos do que as medi¢coes de parametros
individuais tradicionais (FORBES; CALOW, 1999). Entretanto, os experimentos
que se utilizam da ferramenta de tabela de vida s&o considerados muito
extensos, necessitando de um tempo razoavelmente grande para gerar
resultados. Assim, o ri (taxa instantanea de crescimento) tem sido apontado
como um endpoint alternativo e tem sido usado em trabalhos de entomologia de
modo a avaliar o efeito populacional (letal e subletal) de contaminantes (STARK;
BANKS, 2003).

A obtengdo dos valores de ri se baseia no acompanhamento do
crescimento de uma populacdo por um tempo predeterminado, menor do que o
necessario para a obtencdo do r. Diferentemente do que ocorre no
acompanhamento de uma coorte, o célculo do ri se faz basicamente a partir do
namero inicial e final de individuos de uma populacao inteira (ocorréncia de
sobreposicao de geragdes) em intervalo de tempo escolhido. O calculo das duas
taxas de crescimento, a intrinseca (r) e a instantanea (ri), gera, como resultado
particular de cada, um Unico numero. Este valor, sendo negativo, representa que
a populacao estd em decréscimo, em direcao a extincao; sendo o valor igual a
zero, significa que a populacdo se encontra estavel, sem crescimento ou sem
decrescimento; sendo um numero positivo, diz-se que a populagdo esta em

crescimento.

Este fato simplista, da possibilidade de se possuir um Unico valor de
comparacao, representa mais um motivo positivo, na argumentacao do uso de
parametros populacionais, para a utilizacdo do r e do ri. Além disso, a utilizacao
do ri como parametro para a avaliagcdo da acao de contaminantes como fator
significantemente negativo no crescimento de uma populacdo e o uso do r
apenas como valor de referéncia para aquela avaliagdo, possibilita o
estabelecimento de procedimentos em laboratério que integram tanto a teérica
ecolégica como a toxicoldgica, mais discutida em trabalhos que se utilizam
apenas de parametros individuais. Ou seja, com uma metodologia laboratorial
realizavel em um curto periodo de tempo e apresentando resultados mais
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abrangentes, consequentemente apresenta ser um estudo com baixo custo e
mais acurado, no que tange a representacao do impacto de um produto quimico
no ecossistema (WALTHALL; STARK, 1997). Uma questao importante para que
se estabelecga tal comparagéao, é a determinacao do intervalo de tempo em que
se dara o acompanhamento da populagdo para a obtengdo do ri a ser
comparado com o r de referéncia, obtido através da tabela de vida.

Indica-se aqui o método de construgéo de tabelas de vida para a obtencéo
de endpoints para avaliacdo de estresse toxicolégico a nivel populacional,
apontando como preferencial a taxa intrinseca de crescimento, como se segue,
com as recomendacdes metodolbégicas adaptadas de trabalhos publicados que
utiizaram metodologia LTRE (ALEGRETTI, 2015; LEVIN et al., 1996;
NEUPARTH; COSTA; COSTA, 2002), sendo a metodologia de cultivo
recomendada pela ABNT e ja adotada nos cultivos realizados no Laboratério de
Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental Prof. Abilio Lopes — LEAL.

Para cada tratamento, 10 casais em amplexo copulatério devem ser
separados e mantidos em béqueres de 250 ml até o nascimento da primeira
coorte. A escolha do nimero de casais se baseou no numero médio de ovos

produzidos por H. azteca, que é de treze ovos por fémea por ninhada.

Dentre os jovens neonatos liberados do marsupio (F1), 70 individuos,
nascidos em intervalo de 3 dias, devem ser retirados dos béqueres e colocados
juntos em recipiente com capacidade para 2 litros de agua contendo os agentes
estressores nas concentracoes testadas. Os individuos machos e fémeas da
geracao parental (G1) também deverdo ser inseridos no mesmo recipiente.
Estes devem ser mantidos, nos diferentes tratamentos testes e controle, por 18
dias. O tempo de duracdo do experimento foi sugerido como o tempo de
obtencdo de ri equivalente a r. A duracdo de testes ecotoxicoldgicos,
particularmente testes crénicos, se constitui geralmente em um importante
problema técnico. Idealmente, um teste crénico deve englobar todo ciclo de vida
dos organismos, desde o0 nascimento até a época de reprodugao, ou pelo menos
os estagios mais sensiveis (HILL et al., 1994). Apesar de um teste de longa
duracao ter grande utilidade quando se considera do ponto de vista cientifico,
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um periodo maximo de 4 semanas foi acordado para testes cronicos envolvendo
amphipoda (MARTINEZ-MADRID et al., 1999; NIPPER; ROPER, 1995).

O conhecimento das estatisticas demograficas e estratégia de vida de uma
espécie sao importantes no estabelecimento de endpoints populacionais a ser
utilizados em experimentos de ecotoxicologia crénica com maior poder de
previsibilidade para o efeito de agentes estressores. Os dados aqui obtidos
permitem o uso dos parametros, taxa de sobrevivéncia (/x), fecundidade (mx),
tamanho na maturidade sexual, capacidade suporte (K), taxa de crescimento
intrinseco r e instantanea ricomo endpoints. E recomendada a utilizagdo da taxa

de crescimento instantanea (ri) como endpoint potencialmente mais econémico.

Diante do alto nivel de divergéncia genética para o complexo H. azteca e
considerando-se que outros autores demonstraram que diferengas genéticas a
nivel de subespécie podem afetar o resultado de testes de toxicidade com
diversos contaminantes (DUAN et al., 2000a, 2000b, 2001), recomenda-se que
os parametros populacionais caracteristicos da estratégia de vida sejam
levantados para a cultura teste quando do estabelecimento e da selegdo dos
endpoints a serem utilizados em testes de toxicidade em nivel populacional.

Na préxima etapa deste projeto, utilizaremos como referéncia a taxa
intrinseca de crescimento r da coorte de H. azteca apresentada neste trabalho,
para avaliar, através do ri, os efeitos subletais do corante Disperse Blue 291,
que apresentou mutagenicidade, em testes in vitro (TSUBOY et al., 2007) e
UMBUZEIRO et al. ,2005).
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