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RIASSUNTO:

Nell'ambito dei metodl biologici utilizzati per 1la
ricerca tossicelogica e per la valutazione dei limiti di
accettabilitd di sostanze chimiche destinate ad essere im-
messe nel vari ecosistemi, & stata messa a punt¢o una tecni-
ca di allevamento di microcrostacel del genere Daphnia in
gfado di assicurare una elevata produzione di organismi in

condizioni standard.

Nel presente rapporto vengono inoltre riportate le me-
todiche per la conduzione di prove di tossicitd acuta, sub-

acuta e cronica.



INTRCDUZIONE

Nella strategia di ricerca tossicologica per la valuta-~
zione della sicurezza ed accettabilitd di una nuova sostan-
za chimica, o per evidenziare la presenza nei vari ecosigte-
mi, oltre che deil principi attivi, anche dei derivati o me-
taboliti degli stessi, i metodi biologici costituiscono un

mezzo insostituibile per il conseguimento dei fini prepostj.

L'analisi biologica necessita perd di una perfetta
standardizzazione dei "tests", in quanto vari fattori posso-
no modificare la sensibilitd@ degli organismi impiegati, sia

nella fase di allevamento che di conduzione delle prove,

Tra i vari organismi utilizzati nei saggi di tossicitj
acuta, subacuta e cronica, i micro-érostacei del genere Da-
phnia presentano notevolil vantaggi rispetto agli altri, so-
prattutto-in relazione all'uniformitd genetica della coltu-
ra, grazie alla riproduzione partenogenetica. Attualmente

anche in sede CEE sono in fase di avanzata discussione e di

formalizzazione metodiche basate sull'impiego di Daphnia
- spp., atte a svelare concentrazioni assai modeste di conta-
minanti ambientali. '

Numerosi sono i metodi di allevamento riportati in let-
teratura (Banta, 1921; Watanabe, 1955; Saéa, 1960; Dewey,
1964; Frear, 1967; Murphy, 1970; Kefsting, 1378; Ten Berge,
1978), ma le varie tecniche descritte sono molto diverse tra
loro. Sono stati adottati, infatti, i tipi pit diversi di
acque,di contenitori, di alimentazione, ecc., con risultati
in pratica molto spesso insoddisfacenti.

Lo scopo del nostro studio & stato quello di mettere a
punto una tecnica di allevamento molto semplice ed in grado
di fornire una elevata produzione di organismi di etd e di-

mensioni note, con una economia notevole di lavoro e spazio.

Sono state inoltre messe a punto procedure standard per

la conduzione di prove di tossicita acuta e cronica.



1. IL GENERE Daphnia

Per la conduzione delle prove tossicologiche si possono
utilizzare vari ceppi di Daphnia ottenuti da allevamenti
condottl presso laboratori specializzati o raccolti in natu-
ra da focolai sicuramente non contaminati. Si ritiene quindi
opportuno riportare brevi cenni sulla anatomia e biologia di
Daphnia spp. ed i caratteri distintivi della famiglia, del
genere € delle due specie pil diffuse.

1.1. Daphnia spp.: cenni di anatomia e biologia.

Il genere Daphnia & formato da piccoli crostacei acqua-
tici generalmente conosciuti come "pulci d'acqua", apparte-

nenti all’ordine Cladocera ed alla famiglia Daphnidae.

In natura, durante la maggior parte dell'annd, le fem-
mine producono wova che generano solamente altre femmine
partenogenetiche; queste a loro volta danno origine ad altra

prele in una settimana circa.

La giovane dafnia neonata (nauplio) & appena visibile
a occhio nudo, sia per le sue minute dimensioni sia percheé
diafana. Essa deve compiere 4 mute prima di giungere alla
maturitd, processo che si compie in 7-8 giorni circa, a
condizioni di allevamento ottimali. -

La prima muta avviene generalmente nel corso delle
prime 24 ore di vita e la seconda entro le 48. I naupli 4i
36-48 ore misurano gid un mm, e sono ben visibili, anche

perché assumono una colorazione piti decisa.

La dafnia continua ad accrescersi compiendo altre due
mute entro 7 giorni, dopodiché & pronta per la prima ripro-
duzione. Dopo la prima volta essa si riproduce con regola-
ritd a giorni alterni per le due settimane seguenti. Alla
quarta settimana di vita la riproduzione non & pil regolare
ed il numero dei naupli comincia a diminuire fino a cessare
del tutto.



L'accrescimento continua attraverso ulteriori mute (che
possone essere anche pid di 20) ed il crostaceo pud raggiun-
gere, nel caso di Daphnia magna, anche 5 mm di lunghezza. La
.regolariti nella produzione dei naupli ed il loro numero di-

pendono dalle condizioni ambientali: disponibilitd di cibo,
temperatura dell'acqua, sovrappopolamento, ecc. In condizio-
ni ottimali (21° C, alimentazione mista, 100 ml d'acqua per
individuo) una singocla dafnia produce nelle prime due setti-
mane di maturitd circa 120 naupli, cioé una media di 8 indi~
vidui per giorno, ovvero 16 per ogni riproduzione. In realti
guesto numero medio &, per la prima generazione, pill basso
(8-10} , mentre aumenta gradatamente fino a raggiungere il
valore massime al termine della prima settimana (anche pii
di 20), per poi ridiscendere rapidamente nel corsc della se-
conda. In condizioni ottimali non vive pild di 6-8 settimane.

La partenogenesi continua fin quando le condizioni non
divengono;sfavorevoli per le cause gid citate (carenza d4di
cibo, accumulo di tossine, sovrappopeclamento, ecc.). In
queste condizioni difficili la produzione di uova parteno-
genetiche diminuisce e da queste si sviluppano anche alcuni
maschi {(anziché tutte femmine). Nello stesso periocde le fem-
mine adulte producono uova, pill scure delle altre, che hanno
bisogno di essere fecondate. Alla muta seguente gqueste uova
ed i carapaci, insieme ai quali si sono liberate come unita
(efippi), giacciono” inattive finché& le condizioni ambientalil

non ridiventino favorevoll per la ripresa delleo sviluppo.

I maschi aumentano od appaiono nella popcolazione soprat-
tutto in condizioni di soprappopolamento, mentre la carenza
di cibo & ritenuta la condizione pidl importante per stimo-
lare la produzione di uova asessuate.

La bassa temperatura invernale, invece, induce la dia-

pausa, stato di ridotta attivitd biologica tipico 4i molti
artropodi,

Femmine partenogenetiche, maschi, femmine normali, uova

sessuate ed asessuate possono coesistere simultaneamente, ma

e
e ——————————



Fig. 1 Anatomia della Daphnia.

-'/4//}7“2/)..7 Al

e

weowe SRE
5

-
-
pRd

——

: 'i_?:.“‘-‘
o fﬁ;ﬁ:u g

L Wit Yo
T,

oy,

1. Hostro o becco 13. Uovo - 25. Carapace
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Da Dioreview Sheet, Carolina Biological Supply Company, 1959,



in condizioni favorevoli controllate la riproduzione & in

genere limitata alle sole femmine partenogenetiche.

1.2. Caratteri distintivi della famiglia, del genere e

delle due specie pild diffuse:

Famiglia Daphnidae Straus:

——

Antennule attaccate alla faccia ventrale del capo

.Antennule delle femmine corte e spesso rudimentali

Ramo dorsale dell'antenna diviso in 4 branche, ramo ventra-
le diviso in 3 branche
Formula delle setae 0013

133
5 paia di appendici di cui le prime 2 prensili e prive 4i
lamelle branchiali. Il quinto paio munito di un grosso un-
cino ricurvo. Intestino con due ciechi epatici. Occhio lar-
go, ocello piccolo o rudimentale, raramente assente.

Genere Daphnia Miller 1785:

Rostro presente

Sinus cervicale assente

Cresta sulla parte dorsale del capo

Valve reticolate, a disegno romboidale, con spina termina-
le

Forma ovale od ellittica; rostro marcato nelle femmine ed

assente nei maschi, muniti invece di antennule sv11uppate.
Post-addome munito di pettine o dentato.

Daphnia magna Straus 1820:

Post-~addome munito di due pettini ben distinti, di cui
quello distale & munito di pit di 12 denti

Fornice e fornice secondario ben sviluppati

Forma ovale e corpo spesso; lunghezza fino a 5 mm la fem-
mina e 2 mm o pocod pill il maschio. Efippioc con due uova
poste trasversalmente.

Daphnia pulex de Geer 1778:

-~ Fornice secondario rudimentale o molto piccolo

Denti del pettine distale normalmente meno di 10

~ Ocello presente ed antennule molto piccole

Corpo tozzo e robusto generalmente non trasparente. Lun-

ghezza della femmina circa 2,5 mm. Efippio con due uova po-

ste verticalmente.

Daphnia pulex include un gran numero di varietd, molte

delle quali sono considerate come specie a s&, anche se spes-

so si pende a considerare come pulex tutti gli appertenenti

al genere'DaEhnia, dotati di corpo tozzo e non trasparente,
e con il pettine munito di uncini.



1.3. Il dimorfismo sessuale:

Il dimorfismo sessuale in Daphnia magna & molto accen-

tuato. Le femmine ed i maschi adulti differiscono fra loro
per molti caratteri, che vengono acguisiti nel corso dello
sviluppo post-embrionale durante le prime 4 mute. I princi-
pali sono:

Femmine: maggiore taglia corporea (4 mm di lunghezza);

- corpo arrotondato con rostro ben marcato;

- antennule molto piccole poste dietro il rostro;

~ margini ventrali del carapace ovali, regolari e rav-
vicinati tra loro;

- margine dorsale del post-addome con profonda inse-
natura dietro l'ano che divide la doppia fila 4i
13-17 denti anali in due parti: una anale vera e
propria (9-11 denti) ed una post-anale (4-6 denti).

Maschi: minore taglia corporea (2-3 mm di lunghezza);

- capo di forma diversa con occhio pillt grande e spor-
gente;

- assenza del rostro;

- antennule grandi e mobili, terminanti con un lungo
flagello piumoso;

- margini ventrali del carapace appiattiti, ricoperti
da una fitta massa di lunghe setole, e divaricati
in modo da lasciar sporgere il primo paio di piedi
toracici muniti di uncini e flagelli.

2. CONDIZIONI D'ALLEVAMENTO

2.1. Temperatura ed illuminazione: l'allevamento & sta-
to condotto ad una temperxratura di 21¢ C; il foto-
pericdo & stato di 12 ore.

2.2, Camere d'allevamento: per l'allevamento sono sta-
te utilizzate delle vasche in vetro tipo acquario,
delle dimensioni di 30x50x30 cm, con pareti spesse
circa 5 mm. I 45 litri di volume sono stati normal-
mente sfruttati per i 3/4., Per contenere individui
selezionati, di et3d compresa fra 1-8 giorni, sono

state utilizzate invece delle vasche pil picceole,



di dimensioni 20x30x15.

Per la riproduzione controllata vengono utiliz-
zate le apposite camere a forma di imbuto (pag. 14)
¢ dei grossi recipienti cilindrici tipo cristallizza-
tori da 3-5 1, sempre in vetro. Allo scopo di non scon-
volgere il delicato equilibrio creatosi in ognuna delle
vasche, queste sono state svuotate e pulite il meno
possibile, cio& solamente quando alcuni microrganismi,
quali funghi ed alghe, vi si sono depositati aderendo
alle pareti. Inocltre sono state lavate con acido ogni
6 mesi, per eliminare 1 depositi di calcio e i detriti
sul fondo.

2.3. L'acquar:

In letteratura si trovano molti egempi di acgue "stan-
dard" costituite da soluzioni di sali ed elementi nutritivi
ma la loro complessa preparazione ne rende difficoltosa 1!
utilizzazione in un allevamento di medie dimensioni. E' pos-
sibile utilizzare un'acqua naturale purché le caratteristi-
che chimico-fisiche di questa non siano molto differenti
dalle seguenti:

- Conducibilita a 18° C (K,;g) 7.19 ns
= Durezza 36° F
-~ Alcalinitd (HC1 N/10.1) 60. 8

- PH 7.8

L'acqua deve essere libera da cloro addizionato; a
questo scopo & sufficiente utilizzarla 24 o 48 ore dopo la
raccolta.

Per l'impianto di allevamenti con ceppi di Daphnia rac-
colti in natura, & molto importante cercare di porre i cro-
stacei in un mezzo il pid simile possibile a quello di pro-
venienza, in quanto un brusco cambiamento del suddetto causa
un rallentamento dello sviluppo; per questo & necessario se-
guire un graduale processo di diluizione dell'acqua origina-
le, attraverso le seguenti fasi:



a) distribuzione degli individuil raccolti in wvarie
vasche contenenti l'acqua originale e mantenimento per al-

meno 24 ore;

b} graduale e progressiva diluizione dell'acqua origi-

nale con quella nuova;

c) completa sostituzione del mezzo originale nell'arco

di una settimana.

Le camere d'allevamento non richiedono un ricambio to-
tale e costante dell'acqua. E' infatti sufficiente limitarsi

ad aggiungere alle vasche quella parte di acqua evaporata.

L'areazione dell'acqua mediante aeratori da acguario
non € indispensabile per il buon andamento dell'allevamento,
ma pud® comunque dimostrarsi utile, sia per annullare eventua-
1li effetti tossici da parte della CO2 liberata dai fermenti
utilizzati come nutrimento, sia per rimuovere meccanicamente

lo strato superficiale di polvere e microrganismi,

2.4, L'alimentazione:

In base alle prove effettuate & risultato che un tipo

di alimentazione mista, ottenuto integrando quella primaria
a base di lievito con una accessoria costituita da alghe mo-
nocellulari, 43 i migliori risultati., Infatti lieviteo ed al-
ghe sia usati separatamente sia combinati, si sono dimostra-
ti superiori a tuttdi gli altri tipi di alimentazione studia-
ti per gli allevamenti di Daphnia riportati in letteratura.
Soprattutto la combinazione dei due alimenti ha portato ad
un forte aumento della produzione di prole rispetto a quella

riscontrata nelle ceolture ad alimentazione singola.

Il lievito & del tipo comunemente usato per cucina, co-
stituito da fermenti vivi, in vendita sfuso od in confezioni
pronte. L'uso delle confezioni gid pronte evita 1'inguinamen-~
to da parte di muffe, cosa assai frequente in quello sfuso

quando la conservazione superi i pochi giorni.

La sospensione nutritiva viene preparata alla concen-



trazione dell'1% in acqua distillata; essa pud® essere con-
servata alla temperatura di +5° C per circa una settimana.
Alla conta delle cellule uné sgpensione di questo tipo con-
tiene circa 801x105 cellule/cc e viene distribuita nelle

vasche in guantitd di 1 ml per ogni litro d'acqua.

Questo dato & perd solamente indicativo in quanto &
necessario tenere conto delle dimensioni delle vasche e del-

la densitad della popolazione di Daphnia nelle stesse.

Infatti mentre in una vasca grande (20-40 1) e con un'
ampia superficie & sempre possibile introdurre la relativa
quantitd di lievito, in un recipiente molto piccolo o dalla
ridotta superficie si posscno avere del fenomeni tossici le-

gati alla CO, liberata dalla cellule in fermentazione. Inol-

tre quando lg popolazicone & in fase di crescita ed il rap-
porto acqua/N. dafnie & ancora basso, sard bene immettere un
quantitativo inferiore alla dose normale. A questo proposito
¢ comungue consigliabile di controllare, prima di ogni ulte-
riore distribuzione, che l'acqua delle wvasche sia perfetta-
rente limpida, ciog& che le dafnie abbiamo utilizzato tutto
il lievito a disposizione. L'acqua torbida indica infatti 1a
.presenza residua di cellule dei fermenti. Quando invece 1la

densitd delle dafnie & elevata si pud superare il limite di

1 ml/1, soprattuto nelle vasche di media e grande superficie

Riguardo all’alimentazione dei naupli & consigliabile
una dieta primaria’é base di alghe, integrata con basse dosi
di lievito o, nel caso non si disponesse di alghe, l'alimen-
tazione con solo lievito aumentando gradatamente la dose fi-
no a raggiungere il ml/l1 al 4°-5° giorno, in guanto i naupli
sono molto pilt sensibili degli adulti agli effetti tossici

della C02.

Per quanto riguarda le alghe in letteratura sono ripor-
tati melti dati circa l'utilizzazione come fonte di alimen-
tazione per Daphnia dei generi Chlorella, Scenedesmus e
Selenastrum (Watanabe, 1955; Sasa, 1960; Ten Berge, 1978).

Per il nostro allevamento & stata utilizzata una coltura di
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Selenastrum capricornutum. Fra le varie soluzioni per coltu-
ra algale riportate in letteratura, particolarmente efficace
di semplice preparazione & risultata la soluzione "Bristol”

(Kantz, 1969), che si ottiene nel segquente modo:

I) prelevare 10 cc da ognuna delle seguenti soluzioni:

NaN03 (2,5 g/100 ml)
MgSO4-H20 (0,42 g/100 ml)
CaCl2 (0,188 g/100 ml)
KH,PO, (0,175 g/100 ml)
NaZHPO4 (0,76 g/100 ml)
NacCl (0,25 g/100 ml)

II) prelevare 1 cc da ognuna delle seguenti soluzioni:

Na,EDTA (1,25 g/25 ml)
KOH (3,1 g/100 ml}
FeC13-6H20 (0,484 g/100 ml)
H,S0, | (0,1 ¢/100 ml)
H;BO, ' (1,142 g/100 ml)
ZnC12 {0,42 g/100 ml)
MnClz—HZO (0,144 g/100 ml)
Na2M004—H20 (0,119 g/100 ml)
CuC12—2H20 (1,07 g/100 ml)
Tiamina {250 mg/25 ml}
Biotina (25 mg/50 ml)
Cianocobalamina e (25 mg/50 ml)

IIT} Portare tutto ad un 1litro con acgua distillata;'il
PH finale deve essere di 6.6; la scluzione pronta pud essere
conservata in frigo anche per diverse settimane.

Le alghe vanno preparate settimanalmente ed utilizzate
dopo il 10° giorno, ciod dopo il raggiungimento della densi-
td ottimale (25° C, fotoperiodo n. 12 ore).

Al momento della preparazione la sospensione & di un
colore verde molto tenue, che scurisce gradatamente col pas-
sare dei giorni. In seguito tende ad ingiallire e se ne scon-
siglia l'uso, in guanto potrebbe dare luoge ad effetti tos-

sici.



Per ottenere un litro di sospensione algale unire:

500 ml di soluzione Bristol.
400 ml di acqua distillata
100 ml di alghe delle stock precedente

Questa sospensione viene mantenuta in beute da 2 1,
chiuse con un tappo di cotone e va aerata in continuazione
mediante un aeratore da acquario. Le beute vanno agitate quo-
tidianamente per evitare che le alghe si depositino sul fon-
do. Le alghe vanno distribuite nelle vasche due volte a set-
timana nella quantitd di 20-25 ml per litro d'acqua, per so-
spensioni algali di 1Sx105 cellule/ml, od in proporzicne a

seconda della concentrazione ottenuta.

E' possibile inoltre conservare parte della coltura di

Selenastrum seminandola in Agar secondo la prmcedura seguente

il mezzo di coltura consiste nelle scoluzioni A e B, mescola-
te in parti uguali:

Sol. &) 1 litro di H,O distillata
0,4 g MgSO4
1,5 g NH,/NO,

0,4 g citrato di sodio

2

3'g0cce di FeSO4 soluzione satura

20 g di glucosio

Sol. B) 1 litro Hzo_distillata

14, 528 g KH,PO ¥

2774

4,646 g K,HPO

2 4

Alle due soluzioni unite in un pallone di vetro vanno
aggiunti 30 g di Agar, che vanno quindi sciolti a bagnomaria;
la scluzione va filtrata su garza. L'Agar si distribuisce
in provettoni da 60 ml in quantitd di circa 15 cc per tubo,
ponendo poi il tutte in autoclave per 20 minuti a 0,75 atmo-
sfere.

Dopo la sterilizzazione sl fa solidificare 1'Agar a bec-

co di clarino nelle provette e si seminanc le alghe con 1°'
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ansa di platino. Le colture vengono conservate alla tempera-
tura dell'allevamento (21° C), evitando l'esposizione diret-
ta alla luce solare.

3. CONDUZIONE DELL'ALLEVAMENTO

3.1. Mandenzione generale:

- Controlleo della densitd delle dafnie nelle vsche, con even-

tuale ridistribuzione degli organismi;
- Misurazione del PH;

- Rimozione per agitazione o prelievo superficiale dell'even-
tuale pellicola presente sulla superficie dell'acqua:

- Eventuale aggiunta d'acqua nelle vasche;
- Distribuzione del nutrimento;

- Eventuale preparazione del lievito e/o delle alghe.

3.2. Mantenimento della coltura:

Oltre alle vasche di dimensioni maggiori, necessarie
per l'allevamento vero e proprio dove coesistono crostacei
di tutte le taglie ed etd, & necessario avere a disposizia-
ne una serie di vasche pil piccole contenenti individui di
eta-conosciuta e téélia uniforme, da usare per le “eventuali
prove tossicologiche. A questo scopo bisogna raccogliere
gironalmente una quantitd appropriata di naupli e porli in
una o pid vaschette numerate. Nel giro di 8 giorni si avran-
no una serie di vasche contenenti individui separati, che
vanno da quelli di 12 ore agli adulti pronti per la ripro-
duzione. Parte di questi ultimi verranno utilizzati per la
riproduzione di altri naﬁpli, secondo le seguenti modalita:
il richiesto numero di adulti, nell'interno dei quali siano
gid visibili gli embrioni dei futuri naupli, viene posto
dentro cristallizatori da 2-4 litri, in modo da otienere un

rapporto acqua/N. dafnie di 100 cc/1, ed alimentati con il



lievito, Dopo 24 o 48 ore sarad possibile raccogliere i nuovi
naupli mediante filtrazione dell'acqua. A guesto proposito
sono riportate le dimensioni dei filtri pind comunemente usa-
ti per D. magna, in méteriale plastico a maglia quadrata, in-
dicando in micron il lato delle singole maglie:

800 1@ trattiene solo gii adulti di oltre 2 settimane
650 p trattiene tutti gli adulti

520 p lascia passare i naupli fino a 2-3 giorni

420 p lascia passare solamente i naupli di 12-24 ore

200 p  trattiere tutte le dafnie lasciando passare 1°
acqua con i sedimenti presenti,

Per accelerare le operazioni di divisione e raccolta
dei naupli & stata modificata una particolare camera d'alle-~
vamenteo, descritta da Dewey, 1964, gid predisposta per la se-
parazione dei naupli dagli adulti: essa & costitutita da un
contenitore diwtro che termina con un rubinetto per regola-
re il deflusso dell’acqua. E' stata realizzata con un imbuto
della capacitd di circa 1 litro e mezzo, alla fine del quale
€ montato un rubinetto, sempre in vetro, tramite tubi di gom-
ma di diverso diametro ed una fascetta stringitubo. Nell'in-
terno, all'altezza della strozzatura, & posto un filtro che
trattiene gli adulti e lascia passare  solo i naupli,
ottenuto montandoc un dischétto di rete metallica in ottone
su un tappo privato- del fondo e che entri a pressione nel
collo dell'imbuto. (fig. 2).

Per raccogliere i piccoll si procede nel seguente modo:

a) coprire l'apertura superiore dell'imbuto con un disco

" di cartone di apposite dimensioni;

b) avvolgere ll!imbuto in un panno néro sagomato che non
lasci passare la luce, fino all'altezza del £iltro e fissar-

lo con un legaccio;

c} illuminare con una lampada portatile di discreta po-
tenza la parte dell'imbuto rimasta scoperta per attirare 1
naupli al di sotto del filtro;



d) attendere circa 15' e poi aprire il rubinetto, fa-
cendo scorrere l'acqua fino & che 1 piccoli non siaroc tutti

passati nell'appositec recipiente di raccolta.

I naupli raccolti vengono posti a grupni di 50-100
in vaschette da 3 litri,dové possono rimanere per le prime
72 ore. In seguito vengono posti nei contenitori pit gran-
di gid descritti, da 5 litri, con un rapporto acqua/N. daf-

nie almeno 4di 50 cc/1.

Fig. 2




4. UN SEMPLICE METODO PER LA CONDUZIONE DI PROVE TOSSICOLO-
GICHE :

Premessa

Il metodo descritto di seguito risultato da una lunga
serie di sperimentazioni, ha 1o scopo di fornire utili indi-
cazioni in materia, in attesa della definizione di metodi
standard. Questo paragrafo ha dungue per oggetto la descri-
zione di un metodo che permetta la determinazione della qua-
litd 4di un'acqua, evidenziando la presenza di eventuali so-
stanze tossiche, oppure di saggiare direttamente un prodotto
specifico, valutandone gli effetti immediati (tossicitd acu-
ta) od a lungo termine (tossicitd@ cronica) su Daphnia.

Per guanto riguarda la tossicitd acuta il principio &
quello di determinare la concentrazione che, alle condizioni
descritte, porta a morte od immobilizza in 24 o 48 ore il
50% delle dafnie usate per l'esperimento, dove si intende
per "immobilizzazione® la inibizione della capaciti3 natato~
ria delle stesse, durante un periodo di 15", dopo agitazio-

- ne del contenitore in cui si trovano.

Per la determinazione degli effetti cronici, invece,
& possibile considerare parametri diversi, quali 1'influenza
che il prodotto pud avere sulla regolaritd delle mute, sulla

maturazione sessuale e sulla capacitd riproduttiva di Daphnia.

4.1, Organismi per il test:
a) naupli di 12 ore (pilt di 6 e meno di 24).

b) adulti pronti per la prima riproduzione, cioé& dopo
aver effettuato la 4"muta e raggiunta la maturita
sessuale (circa 7-8 giorni).

4,.2. Acgqua di diluizione:

-

La pil semplice delle Standard Reference Water (SRW) &
riportata di seguito (EEC directive, 1980):
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I) Soluzione madre:

cloruro di calcio (CaCl,2H,O) 11,76 g
sciogliere in acgua dis ilfata e portare ad 1 1

solfato di magnesio (MgSO47H20) 4,93 g
stessa procedura

bicarbonato di sodio (NaHCO3) 2,59 g
stessa procedura

cloruro di potassic (KC1) 0,23 g

stessa procedura
I1I) SRW:

Mescolare 25 ml di ognuna delle 4 precedenti soluzioni

e portare ad 1 1litro con acqua distillata. 2Aerare con aria

gorgogliante. Il PH finale & 7.3 (% 0.3).

4.3. Condizioni per condurre il test:

la temperatura alla quale effettuare il test pud essere
compresa tra 18° e 22° C, ma per ogni singolo test deve ri-
manere praticamente costante (i 1.

1'lluminazione & facoltativa nelle prove di tossicita acu-
ta (anche l'oscuritd completa & accettabile), mentre deve
essere regolata ad intervalli di 12 ore durante le prove
di tossicitd cronica.

4.4. Contenitori:

Cristallizzatori e beakers esclusivamente in vetro.

4.5. Alimentazione:
nessuna per la prova di tossicitd acuta

giornaliera per le altre

4.6, Durata del test:

due giorni (con controlli a 24 e 48 h) per la tossicita
acuta

da una a pill settimane per le altre



4,7. Soluzioni per il test:

Tutte le concentrazioni vanno preparate immediatamente
prima della prova, utilizzando possibilmente come mezzo di
diluizione la stessa acgqua adottata per il tést. Nel caso in
cui, per aumentare la solubilitd in acqua del prodotto da
saggiare, sia stato necessario usare una sostanza ausiliaria,

questa andr3d aggiunta anche nei controlli.

4.8. Metodo - prove di tossicitd acuta e cronica:

- adulti: 10 individui in cristallizzatori da 300 cc (@ 10
cm) contenenti 200 cc¢ dfacqua; allestire 4 repliche per

ogni concentrazione diversa da saggiare, pild 4 di control-
lo.

- piccoli: 10 individui in beakers da 200 cc (@ 5 cm) con
150 ¢cc d'acqua; stessa procedura.
Al fini della wvalidita del test la mortalitid nel con-
trollo non deve superare il 20%; la mortalitd osservata deve
inoltre essere corretta secondo la seguente formula di Abbott:

"mortalitd osservata — mortalitd controllo
100 - mortalitd contrello

X 100
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