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Pode o0 mexilhdo dourado reproduzir em laboratério?*
Can the golden mussel reproduce in the laboratory?
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RESUMO

O Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) é um bivalve invasor, nativo do Sudeste da Asia, vem ganhando
espaco ao redor do mundo. Apesar dos danos causados, poucos trabalhos relatam reproducdo em
laboratdrio. O presente trabalho tem como objetivo relatar eventual reproducéo do L. fortunei em condigdes
laboratoriais parcialmente controladas. As coletas dos colonizatérios ocorreram de janeiro a abril de 2021.
As amostras foram aclimatadas em aquarios com capacidade total de 30 a 500 litros. Foram observados
filamentos brancos nos aquarios de amostras recentes. Os autores associam essa substancia com células
gaméticas. Cerca de dois a cinco meses apés a visualizacao dos filamentos, foram identificados individuos
de diferentes tamanhos: 0,1 a 6 mm, enquanto os organismos da amostra colonizadora apresentavam
tamanho entre 1 e 2 cm. O surgimento das substancias brancas filamentosas e o0 achado de organismos de
tamanhos distintos, associados a visualizacdo microscopica de forma jovens, séo indicativos de possivel
reproducdo do mexilhdo dourado em laboratério.

Palavras-chave: Bivalve dulcicola; Espécie invasora; Reproducéo; Potencial bidtico.

ABSTRACT

Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) is an invasive bivalve, native from Southeast Asia, has been gaining
ground around the world. Despite the damage caused, few studies report laboratory reproduction. The
present study aims to report eventual reproduction of L. fortunei under partially controlled laboratory
conditions. Collections from the colonies took place from January to April 2021. The samples were
acclimated in aquariums with a total capacity of 30 to 500 liters. White filaments were observed in
aquariums from recent samples. The authors associate this substance with gametic cells. About two to five
months after viewing the filaments, individuals of different sizes were identified: 0.8 to 3 mm, while the
organisms in the colonizing sample were between 1 and 2 cm in size. The appearance of white filamentous
substances and the finding of organisms of different sizes, associated with microscopic visualization in a
young way, are indicative of possible reproduction of the golden mussel in the laboratory.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) vem ganhando espago
ao redor do mundo. No continente Sul-Americano ndo foi diferente (DARRIGRAN,
2002; RICCIARDI, COHEN, 2007; BARBOSA et al., 2016). Esse bivalve é nativo de
ambientes contentais do Sudeste asiatico (OHTAKA et al., 2011). Sua presenga em novos
ambientes, pode acarretar pressdes ambientais sobre as comunidades nativas, incluindo
sistemas unicos encontrados apenas na América do Sul, como as Veredas (PIMENTA,
PELLI, 2020; DARRIGRAN; DAMBORENEA, 2011).

Esses animais podem influenciar a composicdo e estrutura das comunidades
bioldgicas, como as planctonicas (FRAU; MOLINA; MAYORA, 2016) e bentdnicas
(LINARES; CALLISTO; MARQUES, 2017). A presenca do L. fortunei pode favorecer
a abundancia relativa de determinados grupos, como Oligochaeta e Chironomidae
(DUCHINI; BOLTOVSKOY; SYLVESTER, 2018).

Esse bivalve vive em colbnias, processo denominado de incrustacdo, que pode
acarretar corrosdo e obstrucdo de superficies e tubulacées (ZHAO et al., 2019). Desta
forma podem promover impacto econémico em plantas industriais que usam agua in
natura. Esse tipo de impacto é muito frequente em usinas hidroelétricas, especialmente
em trocadores de calor. Nestes equipamentos, a vazdo reduz paulatinamente,
determinando reducdo da eficacia e consequente necessidade de manutencdo. Os
prejuizos somam milhdes de ddlares anuais (CAMARGO et al., 2021a; REBELO et al.,
2018).

O L. fortunei esta presente em aguas brasileiras desde a década de 90 e atualmente
sua ocorréncia € registrada nas regifes Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste
(BARBOSA etal., 2016; MMA, 2021; HERMES-SILVA etal., 2021; LEAL etal., 2021).
Sua alta capacidade de dispersdo pode estar associada a sua fase larval que é livre natante,
juntamente a condi¢cdes ambientais favoraveis (BOLTOVSKOY, 2015; AMO et al.,
2021). Atividades antropicas, como navegacBes que conectam distintas bacias
hidrograficas, também contribuem na dispersao do bivalve (MANSUR et., 2012).

Os unicos trabalhos, que nosso grupo de pesquisa teve acesso, sobre historia de
vida, dindmica de populacdes e em especial biologia reprodutiva de L. fortunei, foram:
Morton (1977); Morton (1982); Choi, Kim (1985); Iwasaki, Uriu (1998); Boltovskoy,
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Cataldo (1999); Darrigran, Penchaszadeh, Damborenea (1999); Marofias et al. (2003);
Cataldo et al. (2005); Guimarey et al. (2011); Mansur et al. (2012) e Giglio et al. (2016).

Alguns autores relatam a biologia e fases de desenvolvimento, desde a reproducéo
sexuada até a fixacdo do animal ao substrato, passando pela fase livre natante/planctonica
(CATALDO et al., 2005; MANSUR et al., 2012).

Manter populaces viaveis de L. fortunei, em laboratdrio é vidvel, desde que os
pré-requisitos minimos sejam atendidos. Para outros moluscos essa etapa foi vencida
(CAMARGO et al., 2021b). Porém, nédo existe um protocolo para induzir a reproducao
de L. fortunei, de forma controlada. Esta etapa, caso venha a ser superada, ird constituir
importante passo no conhecimento da biologia e historia de vida da espécie. O cultivo em
laborat6rio também ird viabilizar a realizacdo de novas abordagens experimentais com a
espécie, incluindo a fase de larva.

O presente estudo tem o objetivo de relatar provaveis episodios de reproducéo de

L. fortunei em condicGes laboratoriais parcialmente controladas.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de L. fortunei sdo provenientes de oito campanhas que ocorreram de
janeiro a agosto de 2021, em dois trechos da Bacia do Baixo rio Grande, sendo um trecho
localizado no municipio de Agua Comprida/MG, nas coordenadas 20°05°33”’S e
48°06°18°W; e outro no municipio de Migueldpolis/SP nas coordenadas 20°02°57°’S e
48°13°12”’W, conforme Figura 1.

FIGURA 1 — Bacia do Baixo Rio Grande destacando os pontos de amostragem do
Mexilhdo Dourado no Reservatorio da UHE de Volta Grande.

*

Miguelopolis-SP

Brasil

Agua Comprida-SP

Estado de Minas Gerais Bacia do Baixo rio Grande

Fonte: dos autores
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As coletas ocorreram dentro de um transecto de 100 m, em intervalos de 10 m
entre os pontos. Com auxilio de concha de mdo (método de Dipping), foram coletadas
rochas com incrustagdes de L. fortunei. As amostras de rochas foram recolhidas em sacos
plasticos com agua do préprio ambiente, depositadas em baldes e transportadas para o
laboratério de Ecologia e Evolugdo Nico Nieser da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro.

Todas as amostras que chegaram do campo foram lavadas com &gua corrente
clorada potavel, e depositadas em trés tipos de ambientes distintos: aquéario de vidro;
estante com aquarios de plastico e caixa d’agua. Aqui sdo descritos separadamente os trés
experimentos.

EXPERIMENTO 1

As amostras dos meses de janeiro; fevereiro; marco; maio e junho foram
aclimatadas em sala climatizada, a 24°C, fechada. Para manter as amostras foram
utilizados aquarios de vidro com capacidade de 30 L, com temperatura ndo controlada e
fotoperiodo artificial com 7 lampadas hal6genas brancas mornas com 60W de poténcia,
com 12 horas de claro/escuro. Também foram utilizadas lampadas artificiais brancas frias
do tipo LED. Em cada aquério foi depositada uma rocha com incrustacdo de mexilhéo.
Foi utilizado aerador isento de 6leo com pedra porosa nos aquarios, com vazao estimada
de 1 litro por minuto. Neste experimento ocorreram troca de agua dos aquarios, uma vez
por semana, sempre antes da avaliacdo dos parametros fisico-quimicos.
EXPERIMENTO 2

Uma amostra de 23 de abril de 2021 foi lavada em laborat6rio com agua corrente,
clorada e potavel. Os mexilhdes foram arrancados do substrato, lavados e depositados em
oito aquarios, de uma estante, composta por doze aquarios, com volume individual de 14
L, mais um filtro com capacidade de 30 L, totalizando, aproximadamente 198 L. A 4gua
de todos os aquarios era drenada por um vertedouro superior central e direcionadas
diretamente para o filtro na parte inferior. A agua neste filtro era bombeada por moto
bomba para os doze aquarios, retornando por gravidade. A circulagdo estimada do sistema
foi de 500 litros por hora (Figura 2).

O experimento ocorreu em uma sala climatizada a 24 °C. A temperatura nos
aquarios foi mantida por termostatos e aquecedores regulados para acionamento apenas
com temperatura da agua inferior a 24°C. Os organismos foram expostos a fotoperiodo

natural, pois a sala possuiu pequena janela (80 cm x 120 cm) e; fotoperiodo artificial com
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3 lampadas haldgenas brancas mornas com 60W de poténcia, com 12 horas de
claro/escuro. Foi utilizado aerador isento de 6leo com pedra porosa nos aquérios, com
vazdo estimada de 1 litro por minuto/aquario.

Foram introduzidos moluscos coletados nos locais citados na Figura 1,
pertencentes aos géneros Pomacea, Physa, Melanoides, Corbicula e L. fortunei. Os
mexilhdes introduzidos no sistema possuiam mais de 1,5 cm, garantido assim a
maturidade sexual dos animais (Maroiias et al., 2003).

O proposito da introducdo de diferentes grupos de moluscos é que sirvam de
controle positivo. Estes animais iriam indicar se 0 ambiente esta adequado ou ndo para
moluscos dulcicolas.

Foi adicionada uma fémea gravida de peixe da espécie Poecilia sphenops
(Valenciennes, 1846), nos aquarios 1 a 4. Essa espécie é utilizada em estudos
experimentais e aquariofilia, vulgarmente denominada de Molinésia. Nos aquarios 1 e 3
nasceram 4 alevinos; enquanto nos aquarios 2 e 4 nasceu 1 animal. Estes foram utilizados
por serem considerados bons bioindicadores de qualidade da agua, incluindo toxicidade
e oxigenacao.

Caso a reproducao dos moluscos tivesse éxito, esses aquarios também poderiam
servir de unidades experimentais quanto a eventual invasdo de moluscos, ja que nesses
aquarios estes nao foram introduzidos.

Rochas coletadas nos ambientes naturais, incrustadas com mexilhdes foram
lavadas com escovas e deixadas de molho em solucéo aquosa de hipoclorito de sodio 5%.
Apo6s uma semana, o procedimento foi repetido e as amostras de rochas foram entdo
depositadas como eventual substrato, para os mexilhdes, nos aquarios. Em seis aquarios
foram utilizados tijolos novos furados para construcdo civil e, nos demais aquarios,
substratos naturais previamente preparados e limpos.

Apos a introducdo dos moluscos e peixes, foram realizadas coletas de plancton
selvagem, com rede de arrasto com abertura de malha de 47 um; do tipo “international
standard net” conica, sem sistema de fechamento. O plancton selvagem foi utilizado como

indculo para a estante.
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FIGURA 2 — Estante com doze aquarios interligados e filtro, totalizando 198 litros,
aproximadamente. Sistema montado com condi¢fes ambientais parcialmente
controlados, em Uberaba/MG, no Laboratério da Disciplina de Ecologia & Evolucgéo
Nico Nieser.

W t

Fonte: dos autores

Foram realizadas coletas em dois ambientes distintos, sendo um ambiente I6tico,
de pequeno porte, proximo a Uberaba e outro no Reservatorio da UHE de Volta Grande.

Aparentemente 0s moluscos e peixes se adaptaram aos aquarios, 0 que pode ser
considerado indicativo de estabilidade do ambiente e qualidade de agua.

Vale ressaltar que o monitoramento ambiental pode ser realizado por principios
diferentes, incluindo parametros fisico-quimicos, que retratam o0 ambiente
instantaneamente; por bioindicadores, pelas comunidades biologicas e por testes de
toxicidade. No presente estudo sdo conciliadso trés principios distintos: parametros
fisico-quimicos, bioindicadores e comunidade malacoldgica. Para aumentar a
alcalinidade total, foram disponibilizados carbonatos e bicarbonatos, através da adi¢do de
casca de ovo desidratada, seca até peso constante a 100°C e triturada.

Na saida de agua de cada aquario, foi utilizada uma tela de sombrite, com 1 mm
entre noés.
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EXPERIMENTO 3

Amostras de abril e maio foram acondicionadas em caixas d’agua com capacidade
total de 500 I, em local externo. Em cada caixa foi colocada aera¢do, com 1 litro por
minuto e um aquecedor com termostato. As caixas permaneciam parcialmente tampadas,
expostas a temperatura ambiente. A temperatura no local ndo foi controlada, mas a
oscilagdo foi amenizada pelo termostato Boyu®, com poténcia de 25 W.

Neste tipo de ambiente a possivel desova ndo foi visualizada, o que ndo indica que
ndo tenha ocorrido.

ALIMENTACAO

De janeiro a junho foi ofertada alimentagéo nos trés ambientes, composta por 0,15
g de racdo, seis dias por semana. Foi utilizada racdo para peixes de fundo, baseada em
proteina texturizada de soja; farinha de trigo; farinha de peixe; leveduras; fibra vegetal,
oleo de soja refinado; fécula de mandioca; espirulina desidratada; mistura vitaminica
mineral (0,56 %), antioxidantes (Etoxiquin, Propilgalato, Acido Citrico e Hidroxitolueno
Butilano).

Para o Experimento 2 também foi ofertada pequena porcéo de alface verde trés
vezes por semana e racdo farelada 55% de proteina da Guabi® ad libitum para os
molinésia.

De julho a agosto de 2021, além da racdo foram adicionados na dieta dos
mexilhdes alga Chorella spp. Nos aquéarios com capacidade de 30 L foi oferecida 1 g de
alga diluida em 500 ml de agua. Para os Experimentos 2 e 3 foram adotadas 3 g de alga
diluido em 500 ml de &gua do sistema. As por¢des de Chrorella spp. foram pesadas em
balanca de precisdo Shimadzu®, modelo AX200.

O monitoramento dos parametros fisico-quimicos da &gua foi realizado
semanalmente. No Experimento 1, o monitoramento da qualidade da agua, baseado em
parametros fisico-quimicos, foi realizado no dia anterior a troca de 4gua. Para essa analise
foi utilizada a Sonda multipardmetro HORIBA U50®. Os pardmetros analisados foram
temperatura; pH; potencial de oxirreducdo; condutividade elétrica; turbidez; oxigénio

dissolvido; sélidos totais dissolvidos e salinidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO 1
Em janeiro e marco foi observado o aparecimento de substancias brancas nos

aquarios. De acordo com MANSUR et al. (2012) esse material se assemelha & desova do
mexilhdo dourado (Figura 3). Porcdo da amostra foi coletada e montada em lamina, a

fresco, para observacdo em microscopia optica de luz (Figuras 4 e 5).

FIGURA 3 — Substancia branca filamentosa observada nos aquarios com mexilhdes
dourados.

Fonte: dos autores

FIGURA 4 — Coleta de amostra da suposta desova do mexilh&o dourado, no dia 14 de
julho de 2021, em laboratdrio, com condicdes parcialmente controladas, em
Uberaba/MG, no Laboratério da Disciplina de Ecologia & Evolucdo Nico Nieser.

Fonte: dos autores
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FIGURA 5 — Microscopia 6ptica de luz de amostra considerada desova do Limnoperna
fortunei (Dunker, 1857), o mexilh&o dourado. Imagem obtida em Microscopio Optico
Zeiss AXIO VERT. A1, com magnificéncia de 100x. Desova obtida em condi¢fes de

laboratdrio, parcialmente controladas, em Uberaba/MG, no Laboratério da Disciplina de

Ecologia & Evolucdo Nico Nieser.

5 s

Fonte: dos autores

N

No aquario com amostra de margo, em junho, foram identificados trés animais
pequenos, com tamanhos entre 4 e 5,5 mm. Esses organismos eram menores que 0S

demais e, portanto, pode ser um indicativo de recrutamento (Figura 6).

FIGURA 6 — Eventuais recrutas, com tamanhos entre 4 e 5,5 mm, identificados em
aquarios, parcialmente controlados, em Uberaba/MG, no Laboratoério da Disciplina de
Ecologia & Evolucao Nico Nieser.

Fonte: dos autores
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Em agosto, no aquario com amostra de junho, foram encontrados alguns
organismos de mexilhdo, relativamente pequenos, comparado aos demais da mesma
amostra, com 1,4 mm a 2,2 mm (Tabela 1).

EXPERIMENTO 2

Cinco dias ap0s a transferéncia dos animais para a estante, foi observada a
liberagdo de substancia branca filamentosa. Material esse considerado como compativel
com a descri¢do de desova do mexilhdo dourado, segundo Mansur et al. (2012).

Apds montado, o experimento foi acompanhado e avaliado durante 4 meses. O
alimento fornecido e os manejos realizados conforme a necessidade. Entre 0s manejos
estdo incluidos apenas completar o nivel da dgua semanalmente e limpeza das telas de
sombrite. As telas foram utilizadas nas saidas de &gua de cada aquério. Dessa forma
animais maiores que 1 mm ndo teriam acesso ao recipiente inferior e, consequentemente,
aos demais aquarios.

Considerando a data da provavel desova e a idade dos animais, 0s autores
consideram o0s animais menores como eventuais recrutas (Tabela 1).

Neste delineamento experimental, o numero total de individuos recrutas foi maior
que nos aquarios individuais; e superior as trés caixas d’agua, que totalizam 1.500 litros
de &gua. Os autores acreditam que o efeito sinérgico de variaveis deve ter favorecido o
observado. Entre eles citam 1) a recirculacdo de dgua pode promover melhores condi¢des
ambientais; 2) a casca de ovo triturada adicionada ao sistema favoreceu o
desenvolvimento de sistema tampéo e elevou ligeiramente o pH, propiciando a formacéo
da concha; 3) o plancton selvagem utilizado como in6culo propiciou alimento de
qualidade aos mexilhdes; 4) ndo trocar a agua do sistema impede a perda de formas jovens
livres e, 5) a circulacdo de agua propiciou melhor qualidade de 4gua e o desenvolvimento
de plancton em maior densidade.

EXPERIMENTO 3
A éarea externa apresentou pouca manutencdo, sendo o nivel da dgua reposta a

cada duas semanas devido a evaporacdo. Para evitar a uma possivel proliferacdo de larvas
de dipteros foi utilizada em cada caixa dois exemplares de Poecilia reticulata Peters 1859.

Em agosto, apds inspecdo foram observados possiveis recrutas nas amostras dos
meses de abril e maio, de ambos os locais de amostragem. Os novos recrutas apresentaram

tamanhos que variavam de 0.1 mm a 6.0 mm (Tabela 1).
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Em relagcdo aos parametros fisico-quimicos, nao foram evidenciadas variagdes
significativas entres os trés experimentos. A temperatura media oscilou entre 21 e 23°C;
opHentre 7,5e 8,4 e aturbidez entre 13 e 33 NTU.

Sabe-se que o0s organismos apresentam distintas estratégias durante a historia de
vida. Alguns como os mamiferos possuem um tamanho definido na fase adulta. Outros
como 0s peixes e moluscos podem continuar a crescer, mesmo depois de atingir a
maturidade sexual (RELYEA, RICKLEFS, 2021).

Os moluscos, por sua vez, possuem alguns atributos que, dependendo das
condi¢cdes ambientais podem ser considerados como grandes trunfos. O crescimento
compensatério, também observado em peixes, pode ser definido como um periodo de
grande ganho de biomassa, ap6s fase de éxtase no crescimento. Apenas organismos que
ndo possuem elevada taxa metabdlica, possuem essa capacidade. A necessidade de
aclimatacdo, a baixa taxa metabdlica, € um pré-requisito para desempenhar crescimento
compensatério. Os moluscos, em condi¢es inadequadas, com alimentacdo deficitaria,
podem reduzir a taxa metabdlica e simplesmente ndo crescer. Dessa forma apenas o
reduzido tamanho ndo garante que os animais sejam realmente novos recrutas (Oliveira
et al., 2020; Souza et al., 2021). Crescer, mesmo em moluscos, estd diretamente
relacionado a atingir a maturidade sexual. Essa fase da historia de vida pode ter
importante impacto na dinamica de populagdes do Limnoperna fortunei (Dunker, 1857),
0 Mexilhdo Dourado (SILVA, PELLI, 2019).

A reproducdo sexuada envolve elevado custo energético, sendo um processo
dispendioso aos individuos (RELYEA,; RICKLEFS, 2021). O armazenamento de energia
para essa finalidade é uma estratégia utilizada pelos organismos, incluindo animais
sésseis com fertilizacdo externa (MENDO et al., 2016). Nesse caso 0 custo € um pouco
mais elevado, pois requer elevada producéo de ambos 0s gametas. De acordo com Mendo
et al. (2016), os organismos gonocoristicos ou didicos, também necessitam de condicdes
ambientais favoraveis para obter sucesso. O resultado da fertilizacdo externa depende
sobretudo do sincronismo dos organismos dentro das populagdes (LEVITAN, 1995).

Mesmo que as condicdes laboratoriais sejam diferentes do ambiente natural, elas
foram suficientes para que os mexilhdes tivessem algum sucesso na desova. Entre as
variaveis consideradas, os autores apontam para os parametros fisico-quimicos da agua e
a alimentagdo (BOLTOVSKOQY et al., 2015; GIGLIO et al., 2016). De acordo com

Cataldo et al. (2005) em condicdes laboratoriais a mortalidade das larvas de L. fortunei
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pode ser superior a 90%; o que deve estar associado com o baixo ndmero de recrutas

encontrados neste trabalho.

Tabela 1 — Numero, comprimento e idade aproximada (dias) de mexilh6es encontrados
nas unidades experimentais, em condi¢des parcialmente controladas de laboratério.

Origem Exp. Idade (dias) N° de Indiv. Comp. (média + DP) mm
Agua Comprida 1 93 3 4,0a5,5 (4,8)
Agua Comprida 1 97 10 4,1)
Agua Comprida 1 63 5 1,4a22(1,8)
Agua Comprida 2 125 20 3,4a10,9 (6,5 +2)5)
Miguelépolis 3 === 10 0,1a6,0(1,1)

Fonte: dos autores

CONCLUSOES

As substancias brancas visualizadas em laborat6rio apresentam caracteristicas
semelhantes com as descritas na literatura para a desova do mexilhdo dourado. As
caracteristicas do ambiente foram compativeis com o0s ambientes naturais e
aparentemente, propiciaram as condigdes minimas necessarias para a reproducdo da
espécie.

Os recrutas, de tamanho reduzido, sdo compativeis com as taxas de crescimento
apontadas pela literatura.

Considera-se pertinente a replicacdo do experimento, preferencialmente sem
renovacdo da &gua, mantendo as condicOes fisico-quimicas estaveis e, dentro de faixa
considerada razoavel; fornecendo alimento de qualidade e substratos adequados.

Considerando o impacto e custo associado com a introdu¢do mexilhdo dourado,
buscar compreender o ciclo reprodutivo é umas das formas de construir conhecimento,

visando a mitigagdo de impactos, sejam ambiental, social ou econdmico.
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