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RESUMO

O mexilhao dourado (Limnoperna fortunei) é uma espécie invasora no Brasil, que se fixa a estruturas naturais e
artificiais atingindo altissimas densidades. Além dos impactos ao meio ambiente, traz prejuizos a setores como o
de energia elétrica, setores industriais e de saneamento. No Parana, a espécie ocorre desde 2001, e é
especialmente problematica para usinas hidrelétricas nas bacias do rio Iguacu e Tibagi. Métodos de
monitoramento e deteccdo precoce da espécie tém sido alvo de estudos. Neste trabalho, 58 amostras de dgua
coletadas pela SANEPAR em diferentes regifes do estado foram analisadas utilizando marcadores moleculares
capazes de detectar o material genético da espécie no ambiente, sem a necessidade da coleta de individuos
(DNA ambiental). Houve registro da espécie em 36 dos 58 pontos analisados. Destaca-se a ocorréncia do
mexilhdo dourado na planicie costeira e na regido noroeste do estado, onde ndo havia registros prévios. Estes
pontos merecem atencdo especial, uma vez que existe a translocacdo de organismos por vetores para estas
regides. Os dados deste trabalho confirmam a expansao répida da distribuicdo do mexilhdo dourado no estado
do Parand, e reiteram a importancia do monitoramento da espécie e sua deteccdo precoce para agdes de
prevencgdo de impactos, gestdo e manejo.

PALAVRAS-CHAVE: Mexilhdo Dourado, Espécie invasora, Molusco Bivalve, Deteccdo Precoce, DNA
ambiental.

INTRODUCAO

O mexilhdo dourado, Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), é um bivalve de agua doce originario da Asia que
hoje se encontra amplamente distribuido na América do Sul e em diversas bacias hidrograficas no Brasil (1, 2,
3). A espécie é considerada de grande potencial de impacto devido as suas caracteristicas biologicas, sendo
capaz de colonizar uma grande variedade de habitats (4). A incrustacao e proliferacdo descontrolada de L.
fortunei se enquadram a um evento conhecido como macrofouling. Este problema tem afetado sistemas de
tratamento de &gua, usinas térmicas, fabricas de 6leo e usinas hidrelétricas (5, 6). Nestes ambientes, 0 mexilhdo
dourado pode atingir cerca de 240.000 ind./m2 (3).
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Devido ao alto poder de dispersdo do mexilhdo dourado e os impactos que a espécie causa no ambiente e a
setores industriais, métodos de monitoramento e detecgdo precoce tém sido alvo de estudos ha anos. Técnicas
que permitam detectar a espécie a nivel genético, através de marcadores moleculares, vém sendo desenvolvidas.
O primeiro marcador molecular de Limnoperna fortunei desenvolvido tem a capacidade de detectar a presenca
de larvas da espécie em amostras de plancton, sendo muito rapido e preciso (7). Esta deteccdo precoce permite
o desenvolvimento de a¢Bes para prevenir ou minimizar os impactos da incrustacdo do mexilhdo dourado. Mais
recentemente, alguns estudos tém desenvolvido marcadores moleculares capazes de detectar o material
genético no ambiente sem que seja necessaria a coleta de individuos, chamado de DNA ambiental
(Environmental DNA, ou eDNA). A detecgdo com eDNA geralmente produz uma taxa mais alta de deteccéo se
comparado a métodos tradicionais, uma vez que o material genético presente no ambiente é encontrado em
fragmentos menores (8, 9, 10). Essa é uma abordagem relativamente nova usada para monitorar a distribuicdo
de espécies. Especificamente para o0 mexilhdo dourado, os marcadores foram desenvolvidos muito recentemente
em 2017 (11, 12).

No estado do Parana, o primeiro registro da espécie ocorreu em 2001, na regido da bacia do altissimo rio
Iguacu, em dois pontos proximos a cidade de Curitiba (13), porém, apds este registro, a espécie ndo foi
detectada nesta localidade até bem recentemente (14, 15). Em abril de 2001 foi registrada a ocorréncia do
mexilhdo dourado também na usina hidrelétrica de Itaipu, no rio Parana, extremo oeste do estado (16). Desde
entdo, a espécies dispersou-se para outros rios da bacia, sendo detectada atualmente em quase toda a extensdo
do rio Iguacu (17, 18, 14), rios Piquiri e Tibagi (18).

OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a distribuicdo do mexilhdo dourado em diferentes regiGes do estado do
Parand, através da analise de eDNA em amostras de agua.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de agua foram coletadas em entradas de estacdes de tratamento de agua - ETAS e reservatdrios de
usinas hidrelétricas. As coletas foram realizadas em fevereiro e marco de 2018, totalizando 58 amostras.

No laboratério, as amostras foram processadas em uma sala especial, preparada para minimizar contaminacdo
de outras amostras, e subsequentemente congeladas. Cada amostra foi filtrada em um sistema de filtragem de
vidro do tipo Kitasato, utilizando filtro de nitrato de celulose com 47 mm de didmetro e poro de 0,45 pum. O
filtro de cada amostra foi acondicionado em um tubo Eppendorf de 1,5 ml para extracdo do DNA total. A
extracdo do DNA total de cada amostra foi obtida utilizando kit de extracdo EZ-DNA (Biosystems, Brasil)
adaptado para esse procedimento. Um conjunto de marcadores para a regido ribossomal do 18S foi utilizado
como controle positivo de DNA. O marcador do controle positivo tem como objetivo avaliar a presenca de
DNA de qualidade na amostra, evitando “falsos negativos” associados a degradacdo da molécula de DNA da
amostra.

Apbs a extragdo do DNA total, a concentragio de DNA de cada amostra foi medida para posterior
amplificacdo dos fragmentos do DNA utilizando o conjunto de marcadores desenvolvido por XIA e
colaboradores (12). A amplificagdo do DNA ocorreu através de reacbes em cadeia da polimerase (PCR), e a
visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%, e
revelado em luz ultravioleta.

Adicionalmente, para amostras duvidosas, a deteccdo da banda especifica foi confirmada através do
sequenciamento com iniciador genético marcado com fluorescéncia (marcado com 5-FAM), em sequenciador
automético de DNA ABI 3130.
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RESULTADOS

Das 58 amostras de &gua analisadas, 36 apresentaram resultado positivo para presenca de DNA de Limnoperna
fortunei e sete apresentaram resultado negativo. Quinze amostras apresentaram resultado negativo para a

ABES

presenca de DNA total, ndo sendo possivel indicar presenca ou auséncia do mexilhdo dourado (Tabela 1).

Tabela 1: Pontos amostrais e resultados das analises de detec¢do do mexilhdo dourado utilizando

marcador molecular de eDNA.

| MUNICIPIO | PONTOSDECOLETA | LAT | LONG |BACIA

Presenca de Limnoperna fortunei

1 | Guaratuba Rio do Melo -716417 | -7133695 | Litorénea

2 | Curitiba ETA Passauna -665603 | -7177280 | Alto lguacu

3 | Pinhais Reservatério do Irai -689806 | -7186663 | Alto Iguacu

4 | Curitiba Reservatorio do Passalina -663848 | -7177295 | Alto Iguagu

5 | Piraquara Reservatorio Piraguara 2 -691858 | -7179765 | Alto lguacu

6 | Guarapuava Rio das Pedras -456084 | -7190715 | Médio Iguacu

7 | Reserva do lguagu Rio Jordéo -390892 | -7149771 | Médio Iguacu

8 | Mangueirinha Rio Vila Nova -381169 | -7130627 | Médio lguagu

9 | Foz do Jordéo Rio Passo da Cachoeira -388388 | -7151361 | Médio Iguacu

10 | Paulo Frontin Rio Santana -515622 | -7118960 | Médio lguagu

11 | General Carneiro Rio Avestruz -466117 | -7077045 | Médio lguagu

12 | Boa Vista da Aparecida Rio Jacutinga -254842 | -7184598 | Baixo lguacu

13 | Medianeira Rio Alegria -189897 | -7199305 | Baixo lguagu

14 | Cruzeiro do Iguagu Rio Divisor -286958 | -7164325 | Baixo lguacu

15 | Foz do Iguacu Rio Parana / Lago de Itaipu -142964 | -7181055 | Parana

16 | Santa Terezinha do Itaipu | Rio Parana / Lago de Itaipu -159206 | -7184248 | Parana

17 | Ramilandia Rio Sdo Domingos -1965933 | -7218430 | Parana

18 | Foz do Iguacu Rio Tamandua 146508 | -7167375 | Parana

19 | Vera Cruz do Oeste Rio S8o Pedro 208772 | -7223666 | Parana

20 | Cascavel Rio Cascavel -251267 | -7229518 | Parana

21 | Cascavel Rio Peroba -250119 | -7228273 | Parana

22 | Toledo Rio Toledo -226959 | -7262164 | Parand

23 | Campina da Lagoa Ribeirdo Agua da Campina -318517 | -7278413 | Piquiri

24 | Assis Chateaubriand Rio Alivio -247027 | -7297329 | Piquiri

25 | Bituruna Rio Herval -445130 | -7105188 | Ribeira

26 | Carlépolis Rio Jaboticabal -629701 | -7408806 | ltararé

27 | CuriGva Ribeirdo CuriGva -555638 | -7343085 | Tibagi

28 | Pirai do Sul Cérrego das Brotas -611987 | -7283214 | Tibagi

29 | Pirai do Sul Rio Piraizinho -610581 | -7285602 | Tibagi

30 | Telémaco Borba Rio Tibagi -540439 | -7308412 | Tibagi

31 | Tibagi Rio Tibagi -560063 | -7286009 | Tibagi

32 | Ortigueira Reservatorio de Maua -529549 | -7337604 | Tibagi

33 | Castro Rio S&o Cristovdo -599557 | -7255378 | Tibagi

34 | Londrina Rio Tibagi -499996 | -7415162 | Tibagi

35 | Ortigueira Represa Boava -510379 | -7340609 | Tibagi

36 | Reserva Rio Maromba -514040 | -7274456 | Tibagi
Auséncia de Limnoperna fortunei

37 | Matinhos Rio Cambard -741608 | -7152223 | Litorénea

38 | Sdo Mateus do Sul Rio Taquaral -562361 | -7138275 | Alto lguagu

39 | Piraguara Reservatorio Piraguara 1 -698151 | -7177610 | Alto lguacu

40 | Santa Tereza do Oeste Rio Gongalves Dias -237362 | -7225537 | Parana

41 | Ortigueira Reservatorio de Maua -529487 | -7337572 | Tibagi

42 | Ortigueira Reservatorio de Maua -529615 | -7338869 | Tibagi

43 | Londrina Rio Cafezal -480232 | -7416893 | Tibagi
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Resultados inconclusivos

44 | Lapa Rio Stinglen -629018 | -7146537 | Alto lguacu
45 | Campo Largo Rio Verde -655239 | -7186262 | Alto Iguacu
46 | Curitiba ETA Iguacu -680558 | -7180916 | Alto lguagu
47 | Pinhais ETA Irai -685859 | -7184643 | Alto Iguacu
48 | Sao José dos Pinhais Rio Pequeno -688645 | -7172262 | Alto lguagu
49 | Unido da Vitéria Rio Iguagu -495181 | -7097599 | Médio lguagu
50 | Cascavel Rio Saltinho -250459 | -7224511 | Parand

51 | Maringé Rio Pirap6 -413744 | -7419912 | Pirapd

52 | Imbituva Rio Ribeira -537205 | -7208200 | Tibagi

53 | Ponta Grossa Rio Pitangui -588073 | -7230960 | Tibagi

54 | Ponta Grossa Reservatério de Alagados -594649 | -7232627 | Tibagi

55 | lvai Arroio Barreiro -514281 | -7233347 | Tibagi

56 | Imbau Rio Furneiros -524087 | -7294439 | Tibagi

57 | Carambei Rio S0 Jodo -586492 | -7244921 | Tibagi

58 | Castro Rio lapé -600956 | -7259351 | Tibagi

Na Figura 1 é possivel visualizar 0 mapa indicando a distribui¢do do mexilhdo dourado no estado do Parana,
contendo pontos de ocorréncia publicados previamente (pontos azuis) e que podem ser consultados na Tabela 2
(13, 16, 17, 18, 19, 20), pontos de deteccdo do eDNA de mexilhdo dourado neste estudo (pontos vermelhos),
além de locais onde a espécie ndo foi detectada nas andlises realizadas (pontos verdes), e pontos com resultados
inconclusivos (pontos amarelos).
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Figura 1: Distribuicdo do mexilh&o dourado no estado do Parana a partir de dados publicados e
resultados de analises de eDNA obtidos nesse estudo.
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Tabela 2: Lista de pontos com ocorréncias publicadas do mexilhdo dourado, data de deteccéo e
referéncia bibliogréfica.

PONTO LAT LONG CITACAO | ANO | BACIA
A | UHE Itaipu -25,416193 | -54,56615 |16 2001 |Parana
B | Reservatorio Piraquara | -25,505488 | -49,028456 | 13 2001 | Alto lguagu
C | Reservatorio Guaricana -25,711855 | -48,971108 | 13 2001 | Alto Iguacu
D |Jusante da UHE Itaipu -25,577836 | -54,592359 | 17 2005 | Parand
E |Jusante das Cataratas do Iguacu -25,582859 | -54,56615 |17 2005 | Baixo lguagu
F | UHE Salto Caxias -25,542018 | -53,501454 | 19 2006 | Baixo Iguacu
G | UHE Segredo -25,792778 | -52,113721 | 20 2007 | Médio Iguacu
H | Marmelandia -25,552319 | -53,568244 | 18 2007 | Baixo lguagu
I Quedas do Iguagu -25,532667 | -53,017833 | 18 2007 | Baixo lguacu
J | Faxinal do Céu -25,991694 | -51,680583 | 18 2007 | Médio Iguagu
K | S8o Mateus do Sul -25,868848 | -50,384149 | 18 2007 | Alto lguagu
L |Porto Amazonas -25,550861 | -49,889306 | 18 2007 | Alto Iguacu
M | Francisco Alves -24,072633 | -53,992833 | 18 2007 | Piquiri
N | Ubiratd -24,5585 | -53,129 18 2007 | Piquiri
O | Primeiro de Maio -22,867167 | -51,029306 | 18 2007 | Tibagi
P | UHE Chavantes -23,128889 | -49,731667 | 20 2007 | Paranapanema
Q | UHE Salto Grande -22,901667 | -49,996667 | 20 2007 | Paranapanema
R | UHE Capivara -22,938333 | -50,250833 | 20 2007 | Paranapanema
S | UHE Canoas | -22,941111 | -50,517222 | 20 2007 | Paranapanema
T | UHE Canoas Il -22,660278 | -51,358056 | 20 2007 | Paranapanema
U | UHE Taquarugu -22,544444 | -52,000556 | 20 2007 | Paranapanema
V | ParNa Iguacgu - montante das -25,602564 | -54,390751 20 2011 | Baixo Iguacu
cataratas
X | UHE Salto Osério -25,535586 | -53,009253 | 20 2011 | Baixo lguagu
W | UHE Santa Clara -25,647778 | -51,953611 | 20 2011 | Médio lguagu
Y | UHE Salto Santiago -25,65 -52,616667 | 20 2013 | Baixo lguacu
Z | UHE Foz do Areia -26,083333 | -51,65 20 2013 | Médio Iguagu
AA | UHE Funddo -25,708611 | -51,998056 | 20 2013 | Médio lguagu
AB | UHE Maud -24,06222 | -50,70639 |20 2013 | Tibagi

Dos locais de conhecida ocorréncia do mexilhdo dourado, a bacia do rio Parana, lguacgu, Piquiri e Tibagi
apresentaram a deteccdo de eDNA de Limnoperna fortunei. A bacia do rio Tibagi possuia registro prévio de
ocorréncia do mexilhdo dourado, porém, restrito a poucos locais (17, 20). Neste estudo foi detectada a
presenca da espécie em 9 pontos entre o alto e baixo Tibagi.

Para a bacia do rio lguacu, apenas duas amostras apresentaram resultado negativo para a ocorréncia do eDNA
de mexilhdo dourado. Cabe destacar que para a regido do alto lguacu houve a deteccdo do mexilhdo dourado
em quatro pontos, em locais onde ndo havia registro prévio (pontos nimero 2, 3, 4 e 5). H4 um registro do
mexilhdo dourado proximo a estes locais, no reservatério de Piraquara 1 em 2001, sendo que desde entdo nao
ha ocorréncia da espécie nesse local (15). O resultado encontrado nesse estudo também foi negativo (ponto
ndmero 39 no mapa, Figura 1). Os dados obtidos para a bacia do rio Iguagu confirmam a disperséo da espécie e
a ampliacéo de sua distribuic&o.

O ponto localizado em Carlépolis, noroeste do estado, ponto nimero 26 no mapa (Figura 1), é o primeiro
registro de ocorréncia da espécie na bacia do rio Itararé. Esse ponto estd localizado proximo de outras
ocorréncias no rio Paranapanema, no qual ja ha registro da espécie ha anos.

O ponto localizado em Guaratuba, ponto ndmero 1 no mapa (Figura 1), é o primeiro registro para a bacia
litordnea do estado, com excecdo da ocorréncia publicada para o reservatério de Guaricana, ponto letra C do
mapa. Essa ocorréncia foi registrada em 2001 (13), porém ndo houve registros subsequentes da espécie nas
proximidades até esse estudo.
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Os pontos de novos registros de Limnoperna fortunei, especialmente aqueles em localidades onde ndo havia
ocorréncia prévia, merecem atencdo especial, uma vez que existem vetores que transportaram ou vém
transportando a espécie para estes locais. Além disso, para as bacias hidrograficas dos rios Iguacu e Tibagi, os
resultados mostram a ampliacdo da distribuicdo do mexilhdo dourado, regides onde a espécie ja vem causando
prejuizos especialmente as usinas hidrelétricas ha véarios anos (20).

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os dados deste trabalho confirmam que o mexilhdo dourado estd expandindo rapidamente sua distribuicdo no
estado do Parand. Sugere-se um monitoramento continuo para acompanhar e detectar precocemente 0 processo
de invasdo da espécie, especialmente nos locais de novas ocorréncias.

A deteccdo precoce é um componente essencial para a gestdo e manejo desta espécie invasora. A metodologia
de deteccdo aplicada no presente estudo comprovou a eficdcia do método, sendo um 6timo marcador de
monitoramento ambiental, preciso, rapido, exigindo menor esfor¢co amostral (volume de 4gua) e de baixo custo
quando comparado a métodos prévios.

Apesar da eficdcia do método utilizado, os procedimentos de coleta de eDNA e a intepretacdo dos resultados
devem ser realizados com cautela e deve-se considerar inimeros fatores que listamos abaixo, de forma a
garantir um resultado seguro:

1. Numero de subamostras: sugere-se que a amostragem de cada ponto de interesse seja realizada em pelo
menos 3 pontos distintos para maximizar a probabilidade de deteccdo da espécie alvo e como controle de
possiveis artefatos do método e contaminagéo.

2. Local da amostragem: a amostragem de eDNA de mexilhdo dourado deve ser realizada na coluna de agua,
préximo ao fundo, apds resuspensdo de material sedimentado. Isso maximiza o poder de deteccdo 0o eDNA
tende a se concentrar préximo ao fundo (12).

3. Confidéncia da localizacdo das populacdes alvo: O eDNA de invertebrados pode prevalecer a longas
distancias do local onde foi liberado do organismo vivo. Alguns autores indicam que o eDNA de invertebrados
pode ser detectado mesmo a 10 km do local de origem (e.g. 21). Assim, a localizacdo exata das populacfes da
espécie alvo atraves desse método é de dificil definicdo. Essa é uma das vantagens do método de deteccdo
molecular de larvas. Propagulos sdo detectados diretamente com confirmacdo através da amostragem de
zooplancton.

4. Caracteristicas do ambiente amostrado: O método de coleta de eDNA apresenta um desempenho melhor em
rios pequenos e agua paradas (e.g. lagos, reservatdrios) do que em rios grandes, com forte fluxo. Isso ocorre
porque hd aumento da diluigdo de eDNA em rios grandes e caudalosos, o que diminui a chance de deteccdo de
espécies (22).

5. Presenca de inibidores: Inibidores presentes nas amostras de eDNA também podem impedir a deteccdo de
espécies (23). Nesse estudo isso foi controlado pelo uso de marcadores universais (e.g. 18S rDNA).

Por fim, é necessario compreender que os marcadores de eDNA e de larvas de L. fortunei frequentemente se
complementam no processo de prospeccdo da espécie e permitem acompanhar seu processo de colonizacdo de
novas regides. Por exemplo:

1. A deteccdo de eDNA da espécie em um local apenas permite detectar que individuos dessa espécie estiveram
ou estdo em alguma area proxima ao ponto de deteccdo. Esse resultado aponta para o perigo geral de invasdo
ou para a presenca de populacGes estabelecidas ou de larvas no local. Ndo existe precisdo em postular o
processo ecologico ao qual o local esta submetido no momento.

2. A detecgdo de larvas acompanhada de confirmagdo microscopica, por outro lado, foca no agente dispersor
(propagulo) da espécie e aponta para risco imediato de invasdo. No caso de locais onde a populacdo encontra-
se presente, os resultados desse método permitem reconhecer periodos de expansdo e colonizagdo. Nesse
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momento especifico, a espécie pode promover danos mais significativos através da colonizacdo de novos
substratos (e.g. ductos do sistema de captagdo de agua). Medidas mitigadoras podem ser estabelecidas para
minimizar o impacto dessa expans&o.
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