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BREVE INTRODUGAO

(Parte do que esta aqui foi apresentada ja a vocés, entdo se quiserem, podem
pular)

Testes ecotoxicoldgicos sédo ferramentas importantes na tomada de decisbes, que
podem ter sérias repercussdes ambientais e/ou econémicas. O efeito medido em estudos
com cladéceros (microcrustaceos) do género Daphnia é a letalidade, ou alguma outra
manifestagao que a anteceda, como o estado de imobilidade, por exemplo. Porém, o fato
de uma substancia ndo produzir efeitos letais ndo significa necessariamente que ela néo
seja toxica aos organismos.

O comportamento dos individuos também pode afetar as variaveis demograficas
fundamentais de sua populagao através da escolha de habitat, captura de presas e fuga
de predadores, entre outros fatores. Alguns efeitos subletais resultantes da agéo de
agentes toxicos em dafinideos, por exemplo, podem se manifestar na forma de reducao
da taxa de filtragao ou paralisia de apéndices natatérios.

la ser 6timo ter um teste adicional que gere resultados relativamente rapidos de
efeitos que contaminantes tém na natagao desses organismos. Desta forma, este trabalho
propde testar se as mudangas no comportamento natatério de Daphnia similis provocadas
por substéncias contaminantes podem ser detectadas e avaliadas por métodos de
captura e de analise de trajetorias de natacao.

OBJETIVO

O objetivo especifico desta fase dos experimentos é determinar se as
configuragdes de filmagem influenciam no comportamento dos organismos. Deseja-se
evitar ao maximo que as reagdes dos animais as condi¢des de filmagem interfiram na sua
reacado ao contaminante.

Por exemplo, se em uma filmagem os organismos se comportaram fora do normal,
eu tenho que saber se isso aconteceu por causa do contaminante.... ou por causa da luz
que atraiu eles pra superficie, ou por falta de alimento, ou por que eles estavam com
sono, ou por qualquer outro fator que ndao o contaminante! Nestas filmagens
especificamente, foram considerados quatro fatores:

1. Tempo de aclimatagdo dos animais nas cubetas (aquarios)
2. Volume das cubetas

3. Cordaluz

4. Taxa de aquisicdo de imagens

Espera-se observar a influéncia desses fatores sobre os seguintes aspectos do
comportamento natatério dos animais, que serdao explicados melhor na parte sobre
meétodos de analise de trajetorias:

e Net-to-Gross Displacement Ratio (NGDR)
e Taxa de pulos
e Altura média das trajetorias



METODOS

Segue uma descrigdo dos processos de flmagem e obtencao de trajetorias:
Dahnia similis

D. similis € uma espécie de cladécero zooplanctdnico comumente utilizada em
testes ecotoxicoldgicos no Brasil. Os individuos dessa espécie tém em média de 0,5mm a
5,0mm e vivem em aguas continentais (lagos, rios, represas) do mundo inteiro. Os
organismos utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo setor de ecotoxicologia
aquatica da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB), todos neonatos
(i.e. com idade entre 6 e 24 horas) e provindos da mesma cepa (sao todos clones
provindos de reproducao assexuada).

Filmagens
Os videos foram gravados em um sistema observacional, simplificado na figura 1,

constituido de (i) iluminagéo incidente por uma lampada LED (Light Emmiting Diode) de
cor branca, (ii) filtro colorido, (iii) lente colimadora, (iv) cubeta (ou aquario) e (v) camera
filmadora com lente de aumento.
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Figura 1: Desenho esquematico do sistema observacional onde: (i) Lampada LED branca; (ii)
filtro de cor; (iii) lente colimadora; (iv) cubeta; (v) camera

Em cada cubeta, foram colocados em média 6 animais por video. A camera grava
a sombra gerada pelos organismos que interrompem os raios de luz que chegam até ela.
Adicionalmente, para diminuir os efeitos de fontes externas de luz, a cubeta foi coberta
por uma caixa perfurada para deixar passar apenas os raios de luz gerados pelo LED. Os
componentes do sistema 6ptico variaram de acordo com os fatores e cada filmagem:

1. Tempo de aclimatagao dos animais nos aquarios

E esperado que os organismos apresentem comportamento diferente assim que
forem colocados nos aquarios de filmagem (cubetas), pois estardo sendo introduzidos em
um ambiente bem menos espacoso do que o seu ambiente de cultivo. Por outro lado,
depois de certo tempo se acostumando no novo ambiente (aclimatagéo), pode ser que
seu comportamento varie menos. Foram considerados dois tempos:

t0 : filmagem feita logo apds os animais serem introduzidos na cubeta

t1 : filmagem feita apds 15 minutos de aclimatacao na cubeta

E importante ressaltar que os animais filmados em t1 ndo sdo os mesmos que os
flmados em t0. Apds as filmagens em cada tempo, os animais foram devidamente
descartados.



2. Volume das cubetas
Também espera-se algum efeito do volume disponivel para natagcdo no
comportamento das Daphnias, tanto pela influéncia nos encontros entre animais quanto
nos encontros entre animais e paredes da cubeta. Neste experimento foram utilizados
dois tamanhos:
v1: cubeta de 4,0ml (10mm de largura x 40mm de altura x 10mm de profundidade)
v2 : cubeta de 8,0ml (20x40x10mm)

3. Cordaluz
Sabe-se que dafinideos tém comportamento fototatico (sdo atraidos pela luz), que
difere de acordo com o comprimento de onda da luz (sua cor): sdo atraidos mais pela luz
azul do que pela luz vermelha, por exemplo. Seria ideal utilizar uma cor de luz que nao
seja atraente aos organismos; portanto, aqui deseja-se saber qual a influéncia de duas
cores de luz incidente:
R : cor vermelha, obtida utilizando-se um filtro de luz (ii) que permite apenas a
incidéncia de luz vermelha na cubeta.
W : cor branca, obtida utilizando a ldmpada LED branca (i) sem o uso de filtros
coloridos.

4. Taxa de aquisicao de imagens
A taxa de aquisigao de imagens pode ser alterada nas configuragdes da camera e
se trata basicamente de quantas “fotos” sao batidas por segundo. Dependendo desse
fator, pode-se perder informagdes das trajetérias dos animais, o que faz os valores de
velocidade dos animais variar, por exemplo. Os videos foram filmados em duas taxas:
10fps: 10 quadros por segundo
30fps: 30 quadros por segundo

Esses quatro fatores foram combinados para cada filmagem, de forma que cada
combinacao de tempo de aclimatagao, volume da cubeta e cor de luz tivesse trés réplicas
(figura 2). E importante citar que para cada réplica, sem haver troca de organismos, foram
filmados dois videos: um a 10 fps e outro a 30fps. A taxa de aquisicdo de imagens,
portanto, é dependente das réplicas.

Por exemplo, uma cubeta com organismos aclimatados por 15 minutos (t1), de
4,0ml de volume (v1), sob luz branca (W), foi filmada duas vezes, uma a 10fps e uma a
30fps, uma seguida da outra, porém nao necessariamente nessa ordem. No total, foram
obtidos 48 videos de aproximadamente 30 segundos cada um. Os videos foram filmados
em ordem aleatoria.
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Figura 2: arvore de combinagéo de fatores de filmagem. Cada combinagao tempo-volume-cor tem 3
réplicas, e cada réplica foi flmada a 10fps e a 30fps. O numero total de videos foi 48.

Analise de trajetérias

Os videos foram tratados utilizando-se o plugin TrackMate do pacote livre de
processamento de imagem chamado Fiji (Fiji Is Just Imaged). Este plugin identifica e
fornece as posi¢des x e y de cada organismo em cada quadro, e consequentemente a

trajetoria de cada organismo no video.




Em alguns casos, as imagens dos animais ficavam sobrepostas e suas trajetorias
se cruzavam. Na impossibilidade de identificar qual individuo era qual antes e depois do
encontro, as suas trajetorias foram consideradas diferentes antes e depois (figura 3). Por
isso, o numero de trajetérias encontradas varia de video pra video. Casos em que 0s
individuos estavam imdveis ou presos na superficie da agua nao foram considerados.
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Figura 3: Exemplo de encontro de individuos na cubeta. No caso de as suas trajetérias se cruzarem por

muito tempo de modo a impossibilitar a identificagdo dos animais, as duas trajetdrias foram separadas
em quatro.

Calculo de parametros
O TrackMate nos da como output os dados de posi¢des x e y de cada individuo
em cada quadro. A partir desses dados, foram calculados o NGDR, a taxa de pulos e
altura média de cada trajetodria.
e Net-to-Gross Displacement Ratio (NGDR): indice de complexidade da trajetéria,
avalia a tortuosidade ou o quéo a trajetéria do animal de aproxima de uma linha
reta (figura 4). Quanto menor o NGDR, mais complexa e cheia de curvas é a
trajetoria; o seu valor maximo é 1,0. Calculada dividindo-se o deslocamento do
animal do comeco ao fim do video (net displacement) pela somatoria das
distancias euclidianas totais percorridas pelo organismo (gross displacement).

NGDR = et displacement
gross displacement

net
displacement

gross
displacement

Figura 4: Exemplo de calculo de NGDR



Taxa de pulos: numero de pulos por segundo de cada animal (ou trajetoria),
representa o numero de “bragadas” que o individuo deu. Calculado plotando-se o
grafico da velocidade instanténea pelo tempo (figura 5). Os picos de velocidade
foram considerados como “pulos” dos animais e foram calculados utilizando-se a
funcao peakfind do matlab, com a condigéo de seus valores serem 1,5 vezes
maior que a velocidade média.
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Figura 5: Exemplo de identificagdo de picos de velocidade (ou pulos) em uma trajetéria. O
programa Peakfind do matlab identifica os picos com valor maior do que 1.5 x a
velocidade média da trajetdria (pontos vermelhos). Os tridangulos verdes nao foram
considerados como pulos.

Altura média da trajetoria: Esse parametro representa a imobilidade do organismo.
Por natureza, os dafinidios tendem a se locomover verticalmente na coluna
d’agua; quando seus 6érgaos locomotores estdo comprometidos, a altura média
que acangam diminui. O préprio TrackMate informa os dados médios de posi¢ao y
para cada trajetoria. Para se obter o valor de altura na cubeta, esses dados de
posicao y foram subtraidos do valor de y do fundo da cubeta (figura 6).
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Figura 6: Exemplo de como foi calculada a altura média de cada trajetoria.



RESULTADOS ESPERADOS

No total, foram obtidas 346 trajetérias dos 48 videos. Em anexo estdo as médias
dos dados de NGDR, pulos e altura calculados para esses dados.

A partir do resultado das analises estatisticas destes dados, espera-se entender
melhor a influéncia desses fatores na natagao de D. similis e, consequentemente, planejar
um design experimental adequado para as filmagens utilizando contaminantes.
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