
RESUMO

Os bioensaios podem ser empregados em complementação às análises químicas tradicionais nos 
trabalhos de avaliação e monitoramento ambiental. Entretanto, não existe um protocolo definido 
no Brasil para peixes erihalinos para avaliação de amostras estuarinas cuja salinidade varia de 
forma significativa, e a escolha de organismos-teste adaptados se torna imperativa. Este trabalho 
avaliou a sobrevivência das espécies Poecilia latipinna, P. reticulata, P. sphenops e P. vivipara 
expostas por 96h a diferentes salinidades (zero, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 g/kg) após 7 dias de 
aclimatação em água doce ou salobra (15 g/kg) visando determinar a espécie mais indicada para 
bioensaios com amostras de água salinizada. Nos grupos aclimatados à água doce, no geral, houve 
um aumento progressivo da mortalidade dos peixes a partir da salinidade 20 g/kg, exceto para P. 
vivipara que apresentou 100% de sobrevivência em toda a faixa de salinidade estudada. As CLs 
50(96h) determinadas pelo método Trimmed Spearman-Karber foram: 23,67 g/kg para P. reticulata, 
23,35 g/kg para P. sphenops, e 31,86 g/kg para P. latipinna. Estas espécies quando aclimatadas 
à água salobra apresentaram maior sobrevivência quando expostas às salinidades mais elevadas. 
Considerando a tolerância à uma ampla faixa de salinidade e o fato de ser uma espécie nativa, P. 
vivipara é a espécie mais indicada para realização de bioensaios com amostras de água de origem 
estuarina, sendo recomendada uma aclimatação prévia à água salobra.
Palavras-chave: Bioensaio, eurihalino, organismo-teste, Poecilia latipinna; Poecilia reticulata; 
Poecilia sphenops; Poecilia vivipara.

ABSTRACT

Tolerance of Poecilia spp. to salinity: use in bio-essays with salinized samples

Bioassays can be used in addition to the traditional chemical analyzes in environmental assessment 
and monitoring. However, there is no protocol defined in Brazil for euryhaline fish for evaluation 
of estuarine samples whose salinity varies significantly, and the choice of adapted test organisms 
becomes imperative. This work evaluated the survival of the species Poecilia latipinna, P. reticu-
lata, P. sphenops and P. vivipara exposed for 96h at different salinities (zero, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 
35 and 40 g/kg) after 7 days of acclimatization in fresh or brackish water (15 g/kg) to determine 
the most suitable species for bioassays with salinized water samples. In the groups acclimatized in 
freshwater, in general, there was a progressive increase in fish mortality from the salinity 20 g/kg, 
except for P. vivipara that presented 100% survival in the salinity range studied. The LCs 50(96h) 
determined by the Trimmed Spearman-Karber method were 23.67 g/kg for P. reticulata, 23.35 g/kg 
for P. sphenops, and 31.86 g/kg for P. latipinna. These species when acclimated to brackish water 
showed higher survival when exposed to high salinities. Considering the tolerance to salinity and 
the fact that it is a native species, P. vivipara is the best species to perform bioassays with samples 
of water of estuarine origin and we recommend a previous acclimatization in brackish water.
Keywords: Bioassay, euryhaline, Poecilia latipinna; Poecilia reticulata; Poecilia sphenops; Poecilia 
vivipara, test organism.
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INTRODUÇÃO

A partir da revolução industrial, a capacidade 
do homem para modificar o ambiente tem se 
intensificado e um grande número de substâncias 
químicas tem sido lançado nos ecossistemas 
aquáticos. A poluição de corpos hídricos altera as 
características ambientais e a avaliação do nível dessa 
degradação se dá através de análises físicas, químicas 
e biológicas, as quais são utilizadas como parâmetros 
de qualidade ambiental. Em complementação às estas 
análises tradicionais, os testes de toxicidade auxiliam 
na avaliação dos efeitos dos contaminantes sobre 
os sistemas biológicos. Diferentes bioensaios que 
quantificam as reações adversas em decorrência da 
exposição aos agentes estressantes têm auxiliado nos 
trabalhos de monitoramento e avaliação ambiental.

Com relação à seleção de organismos-teste para 
os ensaios ecotoxicológicos, Domingues & Bertoletti 
(2014) ressaltam a percepção dos seguintes critérios, 
1) ter sensibilidade a uma diversidade de agentes 
químicos; 2) a sensibilidade deve ser relativamente 
constante, de maneira que possibilite a obtenção de 
resultados precisos, garantindo uma boa exatidão e 
reprodutibilidade dos resultados, 3) conhecimento de 
sua biologia, fisiologia e hábitos alimentares; 4) ser 
preferencialmente de pequeno porte e ciclo de vida 
curto; 5) ser de fácil manuseio em laboratório e 6) 
distribuição ampla.

Powers (1989) discute as diversas características 
que fazem dos peixes excelentes modelos biológicos, 
entre elas o fato de serem os vertebrados mais antigos 
e diversos, ocuparem diferentes ambientes, e ainda 
o fato de serem apropriados tanto para ensaios 
em campo quanto em laboratório. Além disso, há 
abundante informação disponível para diversas 
espécies permitindo sua manutenção e reprodução 
em laboratório. 

Os peixes estão presentes em quase todos os 
ambientes aquáticos e desempenham um importante 
papel ecológico na cadeia alimentar sendo que 
algumas espécies têm a função de transferir a energia 
dos níveis tróficos inferiores para os mais altos. Dessa 
forma, conhecer as respostas frente à exposição aos 
agentes tóxicos possui elevada relevância ecológica, 
sendo os peixes, um grupo importante na avaliação 
de contaminantes no ambiente (Powers, 1989; 
van der Oost et al., 2003). Ensaios agudos com 
peixes têm sido amplamente utilizados por diversas 
agências de controle ambiental, sendo que no Brasil, 
a ABNT através da NBR 15088 (2016) estabeleceu 
a norma para a determinação da toxicidade aguda 

para os peixes Danio rerio e Pimephales promelas. 
Entretanto, estas espécies são restritas a água doce, 
sendo que não há um protocolo estabelecido no Brasil 
para as espécies estuarinas ou marinhas.

Os peixes da família Poeciliidae, conhecidos 
popularmente como barrigudinhos, guaru ou guppy, 
são abundantes e habitam as regiões dulcícolas e 
estuarinas desde os Estados Unidos até a Argentina 
(Neves & Monteiro, 2003). Estes organismos são 
eurihalinos e encontrados em ambientes lênticos 
(Amaral et al., 2001), se alimentando principalmente 
de pequenos invertebrados e algas (Bizerril & Primo, 
2001). Apresentam dimorfismo sexual sendo as 
fêmeas de algumas espécies maiores que os machos, 
os quais possuem um órgão especializado para 
fecundação interna chamado gonopódio formado a 
partir da nadadeira anal (Monteiro, 2013). 

Os poecilídeos são qualificados como 
bons modelos para pesquisa em biologia do 
desenvolvimento devido ao seu pequeno tamanho 
e facilidade de manejo, elevada prolificidade, 
altas taxas de natalidade e número embriões 
por fêmea. Essas características favorecem a 
amostragem, processamento, manutenção e 
manuseio em laboratório, bem como a visualização 
de características macro e microscópicas (Rocha et 
al., 2010).

Segundo Meffe & Snelson Jr (1989) os 
poecilídeos são bastante utilizados como espécies-
modelo por apresentar elevada capacidade de 
resposta à presença dos contaminantes. A tolerância à 
salinidade difere significativamente entre as espécies 
de poecilídeos, sendo associada tanto a fatores 
genéticos quanto ambientais (Shikano & Fujio, 
1995; Shikano & Fujio, 1997). Vale ressaltar que 
muitas espécies desta família são conhecidas por sua 
resistência à poluição orgânica, sendo comumente 
encontradas em córregos contendo esgoto doméstico 
(Araújo et al., 2001, Paulo et al., 2012).

Para a avaliação toxicológica de amostras 
estuarinas, o organismo-teste deve estar adaptado a 
sobreviver em certa faixa de salinidade sem que isso 
altere significativamente a resposta (sensibilidade) 
frente ao agente tóxico. Nesse sentido, conhecer 
esses limites são importantes para a definição da 
espécie candidata a organismo-teste. O objetivo 
deste trabalho foi determinar a sobrevivência de 
quatro espécies de poecilídeos ao choque osmótico 
sendo duas exóticas (Poecilia latipinna e Poecilia 
sphenops) e duas nativas (Poecilia reticulata e 
Poecilia vivipara), após a aclimatação em água doce 
e salobra.
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MATERIAIS E MÉTODOS

Os bioensaios foram feitos no Laboratório 
de Ecotoxicologia da Universidade Federal do 
Maranhão (DEOLI-UFMA), no período de novembro 
de 2014 a junho de 2015. A espécie P. reticulata, 
foi coletada no Campus Dom Delgado da UFMA 
(latitude 9717499.62 m S e longitude 577296.70 m 
O), utilizando rede de malha de 3 mm do tipo puçá. 
A espécie P. vivipara foi coletada em um tanque de 
maré de uma piscicultura de Camurupim (Megalops 
atlanticus) localizada no Porto do Braga, município 
de Raposa, MA (latitude 9732363.35 m S e longitude 
600418.76 m O) também com rede de malha de 3 
mm do tipo puçá.

As espécies exóticas P. sphenops e P. latipinna 
foram cultivadas no Laboratório de Aquicultura 
Continental do DEOLI-UFMA, sendo os reprodutores 
das espécies (n=20) adquiridos em pisciculturas de 
peixes ornamentais na região. Os adultos foram 
cultivados em tanques de PVC 500 L (água de 
poço artesiano) contendo macrófitas (Eichhornia 
crassipes) para manter a qualidade da água e para 
proteger os recém-nascidos. 

Os testes de exposição à salinidade seguiram as 
recomendações da norma ABNT NBR 15088 (2016) 
com relação à quantidade de peixe por frasco-teste, 
quantidade de réplicas por salinidade, parâmetros 
monitorados durante o ensaio, sistema e tempo de 
exposição e tempo de aclimatação. 

Antes da exposição às diferentes salinidades, os 
peixes foram divididos em dois grupos em aquários 
de 30 L com sistema de filtragem, temperatura 
ambiente de 25°C ± 1°C, foto período de 12 h e 
alimentados 3 vezes ao dia com ração comercial 
(Tetra, Alemanha), sendo um grupo aclimatado por 
7 dias à salinidade zero (50% de água destilada e 
50% de água de poço artesiano) e outro aclimatado 
à salinidade 15 g/kg. As soluções salinas foram 
preparadas a parir de sal marinho sintético (Prodac 
Ocean Fish, Itália).

Após o período de aclimatação, os peixes foram 
transferidos para frascos de vidro contendo 1,0 L de 
água nas salinidades zero, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 
40 g/kg, com 3 réplicas e 5 peixes em cada frasco-
teste, totalizando 15 organismos por salinidade.

Foram utilizados pós-alevinos (Rocha et al., 
2010) de P. latipinna com comprimento médio de 
8,01 ± 4,30 mm e peso corpóreo de 0,09 g ± 0,03. 
Para P. sphenops foram utilizados pós-alevinos 
com comprimento médio de 7,85 ± 3,50 mm e peso 
corpóreo de 0,06 ± 0,03 g. Para a espécie P. reticulata 
foram utilizados machos com comprimento médio 

de 15,82 ± 1,78 mm e peso corpóreo de 0,16 ± 0,04 
g. Para P. vivipara foram utilizados machos com 
comprimento médio de 14,17 ± 3,58 mm e peso 
corpóreo de 0,16 ± 0,08 g. Os peixes foram mantidos 
em sistema semi-estático com renovação diária de 
25% do volume (por sifonamento), sob aeração 
constante, sem alimentação e fotoperíodo de 12h. A 
cada 24 horas os organismos mortos foram contados 
e retirados e os parâmetros oxigênio dissolvido, pH, 
temperatura e salinidade foram medidos utilizando 
um sensor multiparâmetro (YSI- 556 MPS) antes da 
troca parcial de água. A biometria dos lotes foi feita 
ao final do ensaio (96h) em 30 % dos peixes, com 
auxílio de um paquímetro e balança com 0,001 g de 
precisão. Os dados de mortalidade nos diferentes 
tratamentos foram submetidos a ANOVA-Tukey 
(p<0,05) com auxílio do programa Statistica 10 
(StatSoft, 2011) e apresentados nos gráficos como 
média e desvio padrão das réplicas de cada salinidade 
testada. A CL50(96h) foi estimada através do método 
Trimmed Sperman-Karber (Hamilton et al., 1977) 
com auxílio do programa TOXSTAT (3.4).

RESULTADOS 

Os parâmetros monitorados durante os ensaios 
apresentaram pouca variação em torno das médias, 
sendo que a temperatura ficou em 26,15 ± 0,15°C; 
pH em 8,05 ± 0,32 e oxigênio dissolvido em 6,35 ± 
1,01 mg/L. Os valores de salinidade em cada frasco-
teste medidos após 96h de exposição apresentaram 
variação inferior a 5% em relação ao início dos 
ensaios.

Todos os indivíduos de P. vivipara aclimatados 
tanto à salinidade zero quanto à 15 g/kg sobreviveram 
nas diferentes salinidades testadas. Para as demais 
espécies, observou-se um efeito na mortalidade em 
função do aumento da salinidade. 

Com relação ao grupo de P. reticulata 
aclimatado à salinidade zero, houve um aumento 
significativo na mortalidade a partir da salinidade 25 
g/kg (p=0,00024) (Figura 1), sendo que a CL50(96h) 
foi de 23,67 g/kg (22,53 – 25,06 g/kg). Por outro 
lado, quando os indivíduos  foram aclimatados à 
salinidade 15, houve mortalidade significativa apenas 
na salinidade 40 g/kg (p=0,00030).

Nos ensaios com P. sphenops também houve 
efeito significativo a partir da salinidade 25 g/kg 
(p=0,00017) nos indivíduos aclimatados à salinidade 
zero, sendo que a CL50(96h) foi de 23,35 g/kg 
(21,72 – 25,12 g/kg) (Figura 2). Para os indivíduos 
aclimatados à água salobra, houve mortalidade 
somente na salinidade 40 g/kg.
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Figura 2. Mortalidade média (± s) de Poecilia sphenops após transferência 
a diferentes salinidades em duas condições de aclimatação. * indica efeito 
significativo (ANOVA-Tukey, p<0,05).

Figura 1. Mortalidade média (± s) de Poecilia reticulata após transferência 
a diferentes salinidades em duas condições de aclimatação. * indica efeito 
significativo (ANOVA-Tukey, p<0,05).

Os resultados dos ensaios com P. latipinna 
indicaram mortalidade significativa a partir da 
salinidade 35 g/kg para os organismos aclimatados 
à salinidade zero (p=0,00024), sendo que a CL50(96h) 
foi de 31,86 g/kg (28,87 – 35,18 g/kg). Para os 
organismos aclimatados à salinidade 15 g/kg, não 
foi observada mortalidade para a espécie (Figura 3).

DISCUSSÃO

Em linhas gerais, os peixes eurihalinos 
são capazes de manter relativamente constante a 
osmolalidade e a composição iônica de seus fluídos 
internos, independentemente da composição do meio 
externo, através de processos osmorregulatórios 
(Nordlie, 2009; Kültz, 2015). Porém, sabe-se que 
variações de salinidade afetam o metabolismo 
desses organismos principalmente o crescimento e 

a sobrevivência (Boeuf & Payan, 2001; Varsamos et 
al., 2005; Nordlie, 2006). Diversas espécies, quando 
submetidas às salinidades próximas ao seu ponto 
isosmótico, apresentam menor gasto energético 
para osmorregulação e quanto mais distante, maior 
a necessidade de ativar mecanismos reguladores e 
compensatórios os quais demandam mais energia 
(Gaumet et al., 1995; Boeuf & Payan, 2001; Altinok 
& Grizzle 2001; Herrera et al., 2009; Nordlie, 2009; 
Kültz, 2015).

A eurialinidade de poecilídeos está diretamente 
relacionada às adaptações morfofuncionais que 
permitem sua sobrevivência em condições de estresse 
osmótico, tendo as brânquias como órgão-chave nos 
processos de trocas gasosas, iono-osmorregulação, 
equilíbrio ácido-básico e excreção de compostos 
nitrogenados (Vigliano et al., 2006). Além de 
variar de espécie para espécie, a eurihalinidade é 
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influenciada por condições de exposição ambiental 
durante seu desenvolvimento ontogenético (Araújo 
et al., 2001). Sabe-se que fêmeas quando expostas 
a maior salinidade produzem descendentes mais 
tolerantes à salinidade (Shikano & Fujio, 1997; 
Shikano & Fujio, 1999).

A tolerância de P. vivipara à salinidade já foi 
descrita por Sabóia-Moraes et al. (1996), Rocha 
et al., (2010) e Antunes et al. (2011), sendo que o 
desempenho demonstrado nos bioensaios corrobora 
com o que se conhece da espécie. Vale ressaltar que 
neste estudo, os indivíduos dessa espécie foram 
coletados em tanques de maré sujeitos a longos 
períodos de exposição a salinidades elevadas, 
conforme verificado por Silva (2014) e, portanto, 
acredita-se que estavam melhor adaptadas ao estresse 
salino que as demais espécies que foram cultivadas 
em água doce. 

A espécie P. reticulata também é reconhecida 
por sua tolerância aos ambientes de maior salinidade, 
entretanto, a mortalidade aqui observada nos ensaios 
pode estar relacionada ao tempo de aclimatação 
adotado o qual, aparentemente, não foi suficiente para 
a ativação dos mecanismos osmorregulatórios desta 
espécie. De fato, Schwerdtfeger & Bereiter-Hahn 
(1978) verificaram aumento nas células de cloreto 
em indivíduos aclimatados por três semanas à água 
do mar. Assim, acredita-se que um maior período 
de aclimatação possa aumentar a sobrevivência em 
condições hipersalinas.

Diversos autores têm indicado que P. sphenops 
é extremamente tolerante à variação de salinidade, 
tendo a espécie sido encontrada em águas com 
salinidade até 87 g/kg (Sublette et al., 1990), embora, 
prefiram águas salobras com menos de 10 g/kg 
(Boschung Jr. & Mayden, 2004), com crescimento 
maior nessa condição quando comparado à água 
doce (Travis et al., 1989). De forma similar, a 

ocorrência de P. latipinna tem sido relatada em 
ambientes aquáticos desde a água doce até água 
hipersalina (Gonzalez et al., 2005; Kumaraguru-
Vasagam et al., 2005; Bachman & Rand, 2008; 
Hussain et al., 2009). De acordo com Nordlie et al. 
(1992), um longo período de aclimatação à água 
salobra permitiu a sobrevivência de indivíduos 
até a salinidade 80, e que o isolamento dessas 
espécies em águas doces ou salobras não altera sua 
capacidade osmorregulatória. De fato, Evans (1973; 
1975) e Gustafson (1981) examinaram a capacidade 
osmorregulatória da espécie e concluíram que P. 
latipinna é fisiologicamente adaptada para grandes 
variações de salinidade do meio.

Neste estudo, foram utilizados pós-alevinos 
de P. sphenops e P. latipinna, seguindo classificação 
adotada por Rocha et al. (2010): “peixe jovem que se 
alimenta exclusivamente de itens exógenos”. Estes 
autores verificaram que nesta fase os indivíduos 
possuem brânquias bem desenvolvidas com elevada 
capacidade para as trocas gasosas e iônicas, sendo que 
a variação da salinidade do meio induziu mudanças 
no conteúdo de glicocomjugados secretados pelas 
células de muco, assim como verificado para adultos 
(Sabía-Moraes et al., 1996). Além disso, Mac Manus 
& Travis (1998) verificaram que a variação de 
salinidade não afetou a alocação de biomassa nem 
as reservas lipídicas em P. latipinna desde a eclosão 
até a fase adulta. Nesse sentido, desconsideramos 
as possíveis variações na resposta adaptativa entre 
pós-alevinos e machos adultos.

A mortalidade observada a partir de 20 g/kg 
nos lotes aclimatados em água doce indica que estas 
duas espécies são sensíveis a partir deste gradiente 
osmótico (entre os fluidos corporais e meio externo), 
mesmo se tratando de espécies capazes de sobreviver 
em ambientes hipersalinos. Nesse sentido, mais 
uma vez destaca-se a importância da aclimatação 

Figura 3. Mortalidade média (± s) de Poecilia latipinna após transferência 
a diferentes salinidades em duas condições de aclimatação. * indica efeito 
significativo (ANOVA-Tukey, p<0,05).
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na ativação dos mecanismos osmorregulatórios que 
permitirão a manutenção da homeostase durante o 
estresse hipersalino.

Nesse ponto cabe a discussão sobre a 
distribuição natural entre os poecilídeos estudados 
para a definição da espécie mais indicada como 
organismo-teste. Apesar da espécie exótica P. 
latipinna ter demonstrado bom desempenho 
nos ensaios, sendo inclusive considerada por 
Large (1985) e Trexler et al. (1990) como sendo 
característica de água salobra, espécies endêmicas 
com ampla distribuição devem preferencialmente 
ser utilizadas nos trabalhos de biomonitoramento.

No período em que as principais agências 
ambientais do mundo estabeleciam os critérios de 
qualidade de água, houve a preocupação em utilizar 
valores de toxicidade a partir de resultados obtidos 
com organismos da fauna local. Os EUA, por exemplo, 
excluíram dos documentos os resultados obtidos com 
espécies que não ocorriam (se reproduziam) nos 
ecossistemas daquele país (USPA, 1986). No Canadá, 
recomendava-se que resultados obtidos com espécies 
exóticas seriam utilizados somente até o momento em 
que os resultados com espécies endêmicas estivessem 
disponíveis (CCREM, 1987). 

É importante considerar que quando a 
toxicidade de um químico em particular é avaliada 
antes do lançamento no ambiente, a espécie testada 
seja daquele ambiente (Sunderam et al., 1992). Além 
disso, Pandrangi et al. (1995) discutindo sobre a 
preferência entre espécies endêmicas e exóticas 
para ensaios ecotoxicológicos (genotoxicidade), 
indicaram que o uso de organismos endêmicos como 
sentinelas ambientais será sempre preferível ao uso 
de espécies exóticas. 

No Brasil, Magalhães e Ferrão-Filho (2008) 
sugeriram a necessidade de se intensificarem 
os estudos na utilização de espécies nativas e 
consequente estabelecimento de novos protocolos 
de ensaios ecotoxicológicos. Nessa linha, Bertoleti 
(2009) avaliou a toxicidade de substâncias de 
referência para diferentes espécies de peixes nativos 
e exóticos e concluiu que os resultados obtidos para 
as espécies nativas foram semelhantes aos verificados 
para a espécie padronizada Danio rerio (zebrafish). 
Entretanto, outras duas espécies exóticas como a 
carpa e a tilápia demostraram menor sensibilidade 
aos agentes tóxicos testados.

Sendo assim, sugerimos que a espécie 
nativa P. vivipara deva receber maior atenção 
no estabelecimento de protocolos de bioensaios 
por se tratar de uma espécie eurihalina de ampla 
distribuição, tanto em ambientes dulcícolas como 
em águas salobra/salinas.

CONCLUSÃO

Com base nos resultados de tolerância à 
salinidade e por se tratar de uma espécie endêmica 

de ampla distribuição em diversas regiões e habitats 
do Brasil, considera-se que a espécie nativa P. 
vivipara seja a mais indicada para realização 
de bioensaios com amostras de água de origem 
estuarina. Recomenda-se uma aclimatação prévia à 
água salobra no caso de lotes coletados ou cultivados 
em água doce, de preferência por um período maior 
que o adotado neste estudo, considerando-se o 
tempo necessário para a ativação dos mecanismos 
osmorregulatórios (limitantes e compensatórios) 
dos peixes os quais demandam energia e podem 
interferir nas respostas frente ao estresse químico 
dos bioensaios. Uma alternativa que também deve ser 
considerada é o cultivo desses peixes em salinidade 
entre 15 e 20 g/kg, o que permitiria a oferta constante 
de organismos-teste prontos para serem utilizados 
nos ensaios de amostras estuarinas.
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