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RESUMO  
 

Identificar corretamente as espécies aquáticas invasoras incrustantes, conhecer sua 

biologia, tentar minimizar e monitorar o processo de dispersão são fatores essenciais 

para o estabelecimento de métodos de gestão para o controle das mesmas. Métodos 

baseados em DNA ambiental (eDNA) são eficientes ferramentas metodológicas para 

a detecção precoce dessas espécies até mesmo quando sua abundância é 

relativamente baixa. O objetivo do presente estudo foi identificar, através de uma 

revisão sistemática da literatura, as principais espécies aquáticas invasoras 

incrustantes que têm afetado o funcionamento das UHE em todo o mundo, bem como 

analisar a distribuição geográfica, as estratégias de bioinvasão e o potencial de cada 

uma delas de causar danos operacionais às UHE. Ainda, esse estudo procurou 

avaliar, a partir de um processo de diluição serial, a sensibilidade e acurácia de 

métodos fluorometricos de quantificação de DNA de Limnoperna fortunei em amostras 

de DNA ambiental (eDNA). Por meio de uma extensa revisão de literatura utilizando 

como base a metodologia PRISMA, verificou-se que atualmente oito espécies 

invasoras incrustante de água doce ameaçam a operação da UHE: quatro moluscos 

(Dreissena polymorpha, Dreissena bugensis, Limnoperna fortunei e Corbicula 

fluminea); um cnidário (Cordylophora caspia), duas diatomáceas (Didymosphenia 

geminata e Gomphonema tarraleahae); e um briozoário (Plumatella fungosa). Essas 

espécies são distribuídas globalmente e utilizam diferentes estratégias de invasão e 

estruturas de fixação para anexar às estruturas hidráulicas da UHE. Dentre as 

espécies identificadas, L. fortunei e D. polymorpha foram as que mais apresentaram 

impacto ao setor hidroelétrico. Em experimento laboratorial utilizando o eDNA da 

espécie L. fortunei constatou-se que o método quantitativo por rtPCR mostrou-se 

muito mais sensível quando comparado ao fluorômetro Qubit®. Através do método 

rtPCR foi possível identificar até 10-6 ng/μL de DNA de L. fortunei em amostras de 

água, o que equivale a identificar a presença de um animal adulto em 920.000 L de 

água. 

 
Palavras chave: bioincrustação; invasão biológica; impactos econômicos; UHE; 
eDNA; detecção 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 

Managing control methods against invasive fouling aquatic species requires essential 

factors such as: proper identification, biology understanding, monitoring and 

minimizing dispersion process. Methods based on environmental DNA (eDNA) are 

efficient methodological tools during species early detection even when their 

abundance is relatively low. Therefore, the study purpose is to identify, through a 

systematic literature review, the main fouling invasive aquatic species that have 

affected the operation of HPPs worldwide as well as to analyze the geographic 

distribution, the bioinvasion strategies and the potential of each of them when causing 

operational damage to the HPPs. Furthermore, this study searched to evaluate, from 

a serial dilution process, the sensitivity and accuracy of fluorometric methods for 

quantifying the DNA of Limnoperna fortunei in environmental DNA samples (eDNA). 

Through an extensive literature review based on the PRISMA methodology, it was 

found that currently eight invasive fouling species of fresh water threaten the operation 

of the UHE: four molluscs (Dreissena polymorpha, Dreissena bugensis, Limnoperna 

fortunei and Corbicula fluminea); one cnidarian (Cordylophora caspia), two diatoms 

(Didymosphenia geminata and Gomphonema tarraleahae); and a bryozoan 

(Plumatella fungosa). These species are globally spread with different invasion 

strategies and fixation attaching to the hydraulic structures of the HPPs. Among the 

identified species, L. fortunei and D. polymorpha were the most impacted to the 

hydroelectric sector. In a laboratory experiment using L. fortunei eDNA it was found 

that the quantitative method by rtPCR proved to be much more sensitive when 

compared to the Qubit® fluorometer. Using the rtPCR method it was possible to 

identify up to 10-6 ng / μL of L. fortunei DNA in water samples, which is equivalent to 

identifying the presence of an adult animal in 920,000 L of water. 

 
Keywords: biofouling; biological invasion; economic impacts; HPP; eDNA; detection 
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APRESENTAÇÃO GERAL 

 

O processo de bioinvasão pode ter origem tanto a partir de processos 

naturais como por ações antrópicas (Ricciardi e Macisaac, 2000; Richardson et 

al., 2000). É considerada uma das maiores ameaças à biodiversidade global, 

ficando atrás apenas da destruição de habitats naturais (Mcgeoch et al., 2010; 

Vitousek et al., 2017). As invasões são ocasionadas pela existência de 

corredores de dispersão ou pela vulnerabilidade e baixa resistência biótica 

encontrada em ambientes previamente alterados (Heger e Trepl, 2003; Darrigran 

e Damborenea, 2009; Souza et al., 2009). As espécies invasoras caracterizam-

se pela grande facilidade em quebrar barreiras ecológicas, por possuírem alta 

eficiência reprodutiva, rápido crescimento populacional e dispersão geográfica 

acelerada (Mansur et al., 2012; Pombo, 2016). 

Espécies incrustantes estão entre os organismos invasores que mais 

causam impactos em ambientes aquáticos dulcícolas. As incrustações 

ocasionadas por essas espécies afetam sistemas de abastecimento de água, no 

sistema hidráulico de usinas hidrelétricas, térmicas e nucleares, em refinarias de 

petróleo, em fábricas de papel, entre outros setores (Darrigran e Damborenea, 

2005; Mansur et al., 2016; Castro, 2018). Os sistemas de resfriamento, canais, 

grade e tubulações de usinas hidrelétricas, entretanto, são as estruturas que 

mais têm sido afetadas pela bioincrustação oriundas dessas espécies 

(Grohmann, 2008; Karatayev et al., 2015; Pucherelli et al., 2018). Em casos 

extremos, elas provocam a redução no volume e na velocidade do fluxo de água 

no interior desses sistemas hidráulicos (Darrigran, 2002), oclusão de filtros e 

aumento da corrosão estrutural (Nakano e Strayer, 2014). Além dos efeitos 

negativos ao setor econômico, as espécies aquáticas invasoras incrustantes 

interferem drasticamente na ecologia dos ambientes invadidos. Algumas dessas 

espécies podem levar à redução da quantidade de materiais particulados em 

suspensão na coluna d´água, transferindo-os aos sedimentos de fundo na forma 

de fezes e pseudofezes e, desta forma, provocar alterações na dinâmica de 

nutrientes e de oxigênio dissolvido, afetando o ecossistema como um todo 

(Boltovskoy et al., 2009). Uma espécie aquática invasora incrustante 

característica é o molusco Dreissena polymorpha também conhecido como 
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mexilhão-zebra, ele interage diretamente com níveis tróficos superiores, ao ser 

incorporadas à cadeia alimentar de algumas espécies de peixes de água doce 

(Ferriz et al. 2000, Pechaszadhe et al. 2000, Cataldo et al. 2002, Belz 2006).  

Métodos de gestão para o controle de espécies aquáticas invasoras 

incrustantes são particularmente desafiadores devido às grandes limitações na 

detecção, quantificação e identificação precoce. Com isso, métodos baseados 

em DNA ambiental (eDNA) foram recentemente considerados úteis para 

investigar as distribuições de organismos aquáticos (Bohmann et al., 2014; 

Thomsen e Willerslev, 2015; Goldberg et al., 2016). De acordo com Taberlet et 

al. (2012), todos os organismos liberam fragmentos de DNA nos ambientes em 

que estão inseridos, deixando “rastros” compostos por pele, escamas, fezes, 

mucos, gametas sexuais e diferentes tecidos, referidos como eDNA. Esses 

métodos têm sido aplicados em espécies de vários habitats aquáticos, incluindo 

lagos e lagoas (Takahara et al., 2012), rios e córregos (Minamoto et al., 2012) e 

até mesmo em habitats marinhos (Ardura et al., 2015; Yamamoto et al., 2017). 

Os métodos já foram aplicados para uma variedade de táxons, como anfíbios 

(Pilliod et al. 2013; Katano et al. 2017), peixes (Minamoto et al., 2012; Takahara 

et al., 2012; Miya et al., 2015), crustáceos (Ikeda et al. 2016), insetos (Doi et al. 

2017a) e moluscos (Ardura et al. 2015; Dysthe et al. 2018; Takahara et al. 2019). 

O DNA ambiental também pode ser aplicado para estimar a abundância 

e a biomassa de espécies com base nas concentrações de DNA presente no 

ambiente. Nos últimos anos, métodos de quantificação por meio de fluorometria 

foram desenvolvidos para determinar a concentração de DNA presente em 

diferentes tipos de amostras a partir do eDNA (Nakayama et al., 2016; Pie et al., 

2017; Xia, Zhan, et al., 2018). 

O presente trabalho identificou e caracterizou as principais espécies 

aquáticas invasoras incrustantes que afetam o funcionamento de UHE e avaliou 

a sensibilidade de métodos quantitativos baseado em eDNA.  

A dissertação é constituída por dois capítulos, sendo:  

 Capítulo I: Invasive Freshwater Encrusting Species: A Systematic 

Review of Problems caused in Hydropower Plants Worldwide; 
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 Capítulo II: Avaliação da sensibilidade de métodos quantitativos 

para análises de DNA ambiental do mexilhão-dourado Limnoperna 

fortunei (Dunker, 1857) 
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CAPÍTULO I. INVASIVE FRESHWATER ENCRUSTING SPECIES: A 
SYSTEMATIC REVIEW OF PROBLEMS CAUSED IN HYDROPOWER 

PLANTS WORLDWIDE 

 
Abstract: 
One of the problems often faced during the maintenance and operation of 

hydroelectric plants (HPP) is the occurrence of biofouling, which affects the 

operation of several hydraulic systems. Biofouling leads to a reduction in the 

service life of the equipment and a higher demand for energy, decreases the 

intervals between cleaning and, consequently, increases operational costs of 

companies. The present study aimed to identify, through a systematic review of 

the literature, the invasive freshwater encrusting species that affect the operation 

of HPPs, as well as to analyse the distribution and invasion strategies of these 

species. This review was based on the criteria defined in the PRISMA (Preferred 

Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses) methodology. From 

an initial collection of of 3,594 articles, 89 studies were selected. It was found that 

currently, eight invasive freshwater encrusting species have threatened the 

operation of HPP: four molluscs (Dreissena polymorpha, Dreissena bugensis, 

Limnoperna fortunei, and Corbicula fluminea); one cnidarian (Cordylophora 

caspia), two diatoms (Didymosphenia geminata and Gomphonema tarraleahae); 

and one bryozoan (Plumatella fungosa). These species are globally distributed, 

and utilize different invasion strategies and fixation structures to attach to the 

hydraulic structures of HPP.  

  

Keywords: fouling, bioinvasion, power generation, economic impacts, HPP 

 

1.1 INTRODUCTION 

Today, hydroelectric plants (HPP) are the second leading source of energy 

in the global electrical matrix (Felix, 2011; Hoppe e De Vries, 2018), only 

surpassed in importance by thermoelectric plants (Van Vliet et al., 2013; Van Vliet 

et al., 2016). In 2015, energy generated from HPP accounted for about 15% of 

the world's electricity grid and, despite the growth of cleaner energy sources such 

as wind and photovoltaic power (Jung et al., 2019; Stephens, 2019), the 
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projection is that by 2035 this share will reach 20% of the electrical energy 

produced worldwide (Mcnabb, 2019).  

One problem that is increasingly encountered during the HPP process is 

fouling, which is a continuous threat to the proper functioning of hydraulic 

structures (Lopes et al., 2010; Mansur et al., 2012; Pucherelli et al., 2018) and, 

more specifically, of the cooling systems of the plants (Rajagopal et al., 2003; 

Netto, 2012). Cooling systems dissipate the heat generated during the operation 

of pumps, generators, turbines, and various other electrical and hydraulic 

equipment (Chiesa, 2002; Netto, 2012). The decrease in efficiency and the 

increase in temperature caused by fouling impairs the useful life of such 

equipment, increasing energy demands, and also reduces the intervals between 

the cleaning of the hydraulic systems, increasing the associated operating costs 

(Darrigran e Pastorino, 1995; Ricciardi, 1998). In extreme cases, overheating of 

this equipment can even cause blackouts (Behera e Varma, 2019).  

Fouling may be due to deposition of suspended solids, precipitation of 

dissolved salts, or biological activities biofouling (Vrouwenvelder et al., 2003; 

Antony et al., 2011; Lauxen, 2014). Biofouling is considered the primary cause of 

pipeline clogging and efficiency loss in the hydraulic systems of HPP (Mansur et 

al., 2016; Pucherelli et al., 2018). This type of fouling is caused by the colonisation 

and growth of bacteria, algae, and sessile invertebrates on submerged or water-

filled surfaces, such as grids, filters, and pipes (Da Gama e Renato, 2009; Mansur 

et al., 2012).   

The major problems caused by biofouling usually relate to the occurrence 

of invasive aquatic species (Netto, 2012; Boltovskoy, 2015), which colonize 

environments that are geographically distinct from their original distribution 

(Fernandes et al., 2012), affecting the invaded region both economically and 

environmentally (Latini et al., 2016; Mansur et al., 2016). According to Vitousek 

et al. (2017), biological invasions are also considered to be the second-largest 

cause of global biodiversity loss, second only to habitat destruction. Invasive 

species exhibit ease in breaking down ecological barriers and have high 

reproductive efficiency, rapid population growth, and accelerated geographic 

dispersion (Mansur et al., 2012; Pombo, 2016). Such characteristics, when 

associated with fouling organisms, become a serious potential problem for 
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hydroelectric plants. Because of this, correctly identifying these organisms, 

knowing their biology, and trying to minimize and monitor the dispersion process 

are essential factors for establishing operational and risk control plans for HPP. 

The objective of the present study was to identify, through a systematic review of 

the literature, the main aquatic invasive freshwater encrusting species that have 

affected the operation of HPP worldwide, and to analyse the geographic 

distributions, bioinvasion strategies, and potential that these species have to 

cause operational damage to HPP.  

  

1.2 MATERIALS AND METHODS 

A systematic literature review was conducted based on the PRISMA 

(Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses; (Moher et 

al., 2009) methodology, with Google Scholar as the central search platform. 

Scientific articles, technical reports, books, book chapters, case studies, 

dissertations, and theses published up to January 2019 were investigated if the 

terms listed in Table 1 were present in their title, abstract, or keywords, both in 

English and in Portuguese. 

 

Table 1. Terms used for the searches of articles related to invasive aquatic 
species that affect hydropower plants. 

Group Combinations 

I Fouling + Invasive + Hydroelectric + Power 

II Biofouling + “Invasive Species” + Hydroelectric 

III 
Fouling +Invasion + Hydroelectric + Species + 

Dispersion 

 

The documents obtained through the searches were evaluated to assess 

whether they: a) addressed aquatic species that were both invasive and 

encrusting; b) established a relationship or causal nexus between the presence 

of the species and the operation of the HPP; and, c) contained information on the 

geographical dispersion of the aquatic encrusting species. After defining the 

search base, terms, and inclusion criteria, documents were evaluated and 

selected by the Mendeley 1.19.2 software (Elsevier, Netherlands).  
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At the end of the search phase, 3,594 documents were identified. After the 

elimination of duplicate documents and evaluating the relevance of the title of the 

publications to the focus of the present research, 1,080 of these documents were 

pre-selected. Of the 1,080 documents identified at the end of Phase 2, 245 were 

pre-selected after analysis of their abstracts. In those documents that did not 

have a structured abstract, such as technical reports, books, and book chapters, 

the relevant keywords were selected, and then the context in which the 

associated themes were treated by the respective authors was evaluated. After 

the complete reading of these 245 pre-selected documents, 89 documents were 

identified which complied with all previously determined inclusion criteria. Based 

on these documents, the following information was tabulated in electronic 

spreadsheets: species, continent/country of origin, country of first report, HPP 

where the invasive encrusting species were reported, the structure affected by 

organisms in the plant, damage caused to the electric sector. Information that 

enabled the biological characterization of each species was also added to the 

electronic spreadsheets. The entire selection process is summarised in Table 2. 

 

Table 2. The selection process, based on the PRISMA methodology, applied to 
identify the invasive freshwater encrusting species affecting hydroelectric plants. 

Phase 1: Pre-identification 
Number 

of 
documents 

Total number of documents identified 3,594 
Duplicate documents 1,028 

Phase 2: Selection  
Documents selected after deletion of duplicates 2,566 
Exclusions for non-compliance with defined criteria 1,486 
Documents selected after analysis of the securities and 
analysed by data mining 1,080 

Phase 3: Eligibility  
Documents evaluated for eligibility 1,080 
Deleted documents 835 
Documents evaluated through full reading 245 

Final Result: Total documents included 89 
Documents included in English and analysed by data 
mining 72 
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The 1,080 documents selected at the end of Phase 2 were saved in PDF 

format and, using the software R (R Core Team, 2015), word mining was 

performed on the words used by the respective authors in the pre-selected texts. 

A correlation analysis was performed between all of the main words used by the 

respective authors in each document using specific algorithms. To make the 

results of the analysis more representative, the so-called "stopwords" (articles, 

prepositions, and adjectives) were removed from the sample. Next, the words 

with frequency ≥ 0.03% of the total number of words in each text were selected. 

Finally, each word was correlated to every other word by the Phi ( ) coefficient, 

which corresponds to the Pearson correlation coefficient for dichotomous 

variables. The objective was to examine the frequency with which the words were 

quoted concomitantly in the same text, concerning the frequency with which they 

appeared separately. The coefficient Phi was calculated using the following 

formula: 

 

 
 

Where: n11 indicates the number of documents in which two words (x and 

y) appeared together; n00 the number of documents in which neither of the two 

words was cited; n10 and n01 the number of documents in which only one of the 

words was cited, as is reiterated in Table 3. Only words presented Φ ≥ 0.5 were 

considered.  

 

 

Table 3. Conceptual synthesis of the algorithm used to analyse the correlation 
between words in the texts analysed.   

 Contains the 
word ‘Y’ 

Does not contain 
the word ‘Y’ 

Contains the word ‘X’ n11 n10 

Does not contain the word ‘X’ n01 n00 
  

Documents included in Portuguese 17 
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As the last step of the study, the 72 documents in English went through a 

second word mining process. In this case, those words with a frequency ≥ 0.04% 

of the total words used in each selected text were selected, excluding stopwords 

and considering Φ ≥ 0.5. 

 

1.3 RESULTS 

 

1.3.1 Origins and dispersion of invasive freshwater encrusting species  
Table 4 shows the main inland aquatic encrusting species that negatively 

affect the functioning of hydropower systems in the world. Four of these species 

belong to the phylum Mollusca and were originally endemic to the Asian 

continent. The cnidarian Cordylophora caspia is also endemic to the Asian 

continent. The two species of diatoms, Didymosphenia geminata and 

Gomphonema tarraleahae, originated in North America and Oceania, 

respectively, while the bryozoan Plumatella fungosa is of European origin.   

 

Table 4. Freshwater invasive aquatic species reported as causing biofouling in 
hydroelectric plants. 

 

Species Common name Phylum Origin Reference 

Dreissena polymorpha Zebra mussell Mollusca Asian (Mccarthy et al., 1997) 

Dreissena bugensis Quagga mussell Mollusca Asian (Mills et al., 1996) 

Limnoperna fortunei Golden mussell Mollusca Asian 
(Ricciardi, 1998) 

(Mansur et al., 2016) 

Corbicula fluminea Asian clam Mollusca Asian (Mansur et al., 1999) 

Cordylophora caspia 
Freshwater 

hydroid 
Cnidaria Asian (Folino et al., 2000) 

Didymosphenia 
geminate 

Didymo Bacillariophyta 
North 

America 

(Blanco e Ector, 2009) 

(Segura, 2011) 

Gomphonema 
tarraleahae 

- Bacillariophyta Oceania (Ravizza, 2015) 

Plumatella fungosa Bryozoan Bryozoa Europe 
(Wood e Okamura, 

2005) 
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Table 5 summarises the dispersion records of these species over time. 

Cordilophora caspia is the only fouling species that has a history of invasion on 

all continents, except Antarctica. Brazil is the country with the most reports on the 

damage caused to HPP by the invasion of fouling species. Limnoperna fortunei 

began its history of invasion decades after the start of problems caused by the 

dispersion of D. polymorpha in North America and Europe. However, its invasion 

remains practically limited to South America and some Asian countries where the 

species is not considered endemic. Brazil is the country with the most significant 

number of reports on the problems caused by L. fortunei and C. caspia in HPP. 

Among the eight encrusting aquatic species identified, the least diatomaceous 

species (Bacillariophyta phylum) and the bryozoan P. fungosa represented 

species with the smallest numbers of citations. 
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1.3.2 Biological characteristics of invasive fouling species  
The main invasion strategies shared by the vast majority of the freshwater 

invasive aquatic species are the ability to attach rigidly to the substrate, high 

tolerance to different environmental conditions, and rapid ontogenetic 

development. Didymosphenia geminata and G. tarraleahae are the invasive 

species that have the lowest levels of tolerance to environmental variation, 

although they can survive even in the absence of luminosity. Reports show that 

incrustations caused by these diatoms in HPP have mainly taken place in oligo 

or mesotrophic environments. Cordilophora caspia and the bryozoan P. fungosa 

enter into a state of latency when the environmental conditions (mainly water 

temperature) are unfavourable. The molluscs are distinguished by the presence 

of free-swimming larvae, except C. fluminea, whose larvae are kept incubated in 

the gills (BD) until they reach the pediveliger phase. The main problems caused 

by these species in HPP were reported in pipes, filters, protection grids, heat 

exchangers, and generators, causing issues such as clogging, loss of water flow 

pressure, low heat transfer by heat exchangers, and corrosion of equipment 

(Table 6). 
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1.3.3 Data Mining 
Figure 1 shows the result of the correlation analysis performed based on 

the words and terms used by the authors of the 1,080 pre-selected documents at 

the end of Phase 2. The lower the link distance between the terms, the higher the 

correlation (Φ) between them.  The pre-selected articles mainly focused on the 

ecological and environmental aspects associated with the presence of invasive 

freshwater encrusting species. There were few references to the operational or 

economic impacts caused by these species on the hydroelectric sector. It is also 

evident that Dreissena polymorpha is the most studied aquatic invasive 

encrusting species in the world. 
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 Figure 2 shows the results of the correlation analysis based only on the 

words and terms used by the authors of the 72 documents written in English 

selected at the end of the selection process. It was observed that six of the eight 

species reported in the studies had a citation frequency ≥ 0.04% and a correlation 

of Φ ≥ 0.5 with other words. Only Cordylophora caspia and G. tarraleahae did not 

meet these criteria. The absence of these species can be explained by the fact 

that most of the texts that deal with the impacts caused by C. caspia have been 

written in Portuguese and by the fact only a small number of studies have 

addressed the impacts of G. tarraleahae. Two other points to be highlighted are 

the relationship between the dispersion of these invasive species and ballast 

water, and the importance of the fixation structures of molluscs and diatoms to 

the success of the biofouling process. The final selection also shows the 

economic and operational impacts caused by the fouling organisms on the 

electric sector. 
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Figure 2. Correlation (Φ ≥ 0.5) between words used in 72 scientific documents 
written in English relating to the occurrence of invasive freshwater encrusting 
species. 
 

1.4 DISCUSSION 

According to Rajagopal e Van Der Velde (2012), invasive freshwater 

encrusting species are being introduced into new areas mainly through human 

activities that eliminate geographical barriers and allow the dispersion of these 

species to other biogeographic regions. The authors also explain that the 

problems caused by biofouling to the HPP hydraulic systems are fundamentally 

associated with the efficiency of fixation of these species to different substrates, 

which somewhat explains the successful dispersion of the eight fouling species 

identified in the present study.  

Dreissena polymorpha is originally from the Caspian Sea and is considered 

to be one of the world's most significant invasive aquatic pests (Aldridge et al., 

2004). The species was identified in Europe in the 19th century and, decades 
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later, in North America (Hebert et al., 1991; Claudi e Mackie, 1993; Schloesser e 

Nalepa, 1994). According to Karatayev et al. (2007) and Uliano-Silva et al. (2013), 

the zebra mussel shares many biological characteristics with the golden mussel 

L. fortunei, as well as similar environmental and economic impacts, but these 

similarities have not so far been sufficient for both species to share the same 

dispersion routes. It is known that high temperatures (> 26-32 °C) may result in 

the death of larvae and adult D. polymorpha individuals (Mcmahon, 1990). The 

same applies for D. bugensis, which presents significant mortality rates at 

temperatures above 28 °C, and temperatures between 32-35 °C are considered 

lethal for the species (Mills et al., 1996; Benson et al., 2018). According to 

Stoeckmann (2003), D. bugensis has a higher tolerance to low oxygenation 

environments when compared with D. polymorpha, which may be due to the 

lower metabolic rate of D. bugensis. Dreissena polymorpha, L. fortunei, and D. 

bugensis also share the characteristic wherein they are fixed to solid substrates 

through a byssus a rigid, rapidly-regenerating structure consisting of a complex 

set of protein wires, which can reach up to twice the length of the animal's shell 

(Reinecke et al., 2017; Byette et al., 2019). 

Limnoperna fortunei is endemic to the rivers and streams of Southeast Asia 

(Ricciardi, 1998). The species has colonised areas where the water temperature 

exceeds 30-32 ° C, as is the case for the Pantanal region in Brazil  (Sylvester et 

al., 2005). Pastorino et al. (1993) recorded this species in South America for the 

first time on the Rio de la Plata in 1991, where it was probably introduced through 

ballast water from cargo ships. According to Darrigran et al. (2000), Darrigran 

(2002), and Karatayev et al. (2007), ten years after the first report of L. fortunei in 

the Prata River, an average dispersion rate of the species upstream of this basin 

of about 250 km/year has been observed. Since then, the golden mussel has 

expanded its geographic distribution through the basins of the Paraná, Uruguay, 

and Paraguay rivers (Darrigran et al., 1998; Cataldo e Boltovskoy, 2000). In 

Brazil, the golden mussel has already been detected in the Paraná and Paraguay 

rivers, in the states of Mato Grosso do Sul, Paraná, São Paulo, Minas Gerais, 

Rio Grande do Sul (Pestana et al., 2010), Bahia (Barbosa et al., 2016), and in 

the Amazon and  Orinoco basins (Oliveira et al., 2015). According to Ricciardi 
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(1998), L. fortunei is highly likely to invade countries in North America and 

Europe, as there is heavy maritime traffic in these regions.  

According to Mansur et al. (1999), C. fluminea is of Asian origin, as well as 

the other molluscs mentioned above. This species was introduced into North 

America by the Chinese, as food, in the mid-1920s (Suriani et al., 2007). In South 

America, introduction occurred via the Rio de la Plata, between the 1960s and 

1970s (Ituarte, 1994). In Brazil, different authors have reported the presence of 

C. fluminea in places as distinct as the Rio Grande do Sul (Mansur e Garces, 

1988), Pantanal (Callil e Mansur, 2002), the Amazon basin (Beasley et al., 2003), 

and São Paulo state (Avelar, 1999). The invasion success of this species is 

associated with different biological characteristics such as high resistance to 

environmental stress, high reproductive capacity, and rapid growth (Graney et 

al., 1980; Mackie, 1991). Mansur e Garces (1988) have stated that densities from 

200 individuals/m² are sufficient to cause damage to HPP. 

An essential difference in C. fluminea, when compared to other species of 

molluscs, is that this species has internal fertilization. Larvae are incubated in two 

pairs of gills,  and are released upon reaching the pediveliger developmental 

phase (Morton, 1977; Aldridge e Mcmahon, 1978; Park e Chung, 2004). When 

released, these larvae are small (around 250 μm), and have well-developed 

shells, adductor muscles, feet, gills, digestive systems and a D-shaped 

configuration (Sousa et al., 2008). Some days after their release into the water 

column, C. fluminea larvae adhere to different types of substrate, such as 

vegetation or hard substrates, producing a structure similar to the byssus called 

the "mucous thread" (Sousa et al., 2008; Mansur et al., 2012). This structure is 

produced by an elastic gland located at the foot of these bivalves, has adhesive 

properties, and assists in the movement of the individual (Kraemer et al., 1986). 

The mucous thread is not as resistant as the byssus (Mansur et al., 2012), 

however, in its early stages of development, this structure allows the attachment 

of C. fluminea to different substrates (Karatayev et al., 2005). When the 

individuals reach the juvenile stage, measuring about 5 mm, the mucous thread 

disappears, and the individual ceases to be sessile (Latini et al., 2016). 

Cordilophora caspia originates from the Caspian and Black Seas (Folino et 

al., 2000), but has spread across several countries, transported by the ballast 
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water of ships and even through passive introductions associated with 

commercially grown aquatic species (Netto, 2012). According to Nakano e 

Strayer (2014) and  Obolewski et al. (2015), there are records of invasions of this 

species from almost all of the continents, except Antarctica and western Asia, 

where it is endemic. The introduction of C. caspia in Brazil probably occurred in 

the Prata Basin. The first report of the species on the Paraná River is from 1996 

(Haddad e Nakatani, 1996). The presence of the species has also been reported 

in the states of São Paulo (Silveira e Boscolo, 1996) and Rio de Janeiro 

(Grohmann e Brum, 2007).  

According to Moore (1952) and Smith et al. (2002), the success of the 

invasion of C. caspia is allied to its strategy of remaining in a state of latency 

under unfavourable conditions, especially in relation to temperature, and its ability 

to regenerate from fragments, adjusting its ecological and physiological needs 

when necessary. Roos (1979) reported that the state of latency, also called 

dormancy, occurs when a tissue called menontes envelopes the C. caspia stalks, 

protecting the animal from unfavourable environmental conditions. According to 

Folino-Rorem e Indelicato (2005), strategies to combat the species should focus 

on thermal or chemical control methods in order to minimise the regeneration of 

the individuals. Cordylophora caspia is still able to survive for long periods without 

feeding, as observed by Kinne (1956), which found that colonies of this species 

remain alive even after six months without access to food. Cordylophora caspia 

adheres to the substrate through its hydrorhiza (Folino-Rorem, 2015). According 

to Netto (2012) and Borges (2013), the presence of C. caspia encrusted in filters, 

heat exchangers, and in the piping of the cooling systems in the Governador José 

Richa and Governador Ney Braga HPP, both in Brazil, has been observed. In the 

latter, the increase in the temperature of the machines even jeopardized the 

operation of the plant. 

Didymosphenia geminata, commonly known as didymo, is a diatom of 

temperate waters of the Northern Hemisphere (Cleve, 1894; Kociolek et al., 

2004). However, in recent years, the species has expanded its distribution at a 

fast pace (Spaulding e Elwell, 2007). This species was reported in New Zealand 

for the first time in 2004 (Kilroy, 2004), and later in Chilean Patagonia waters 

(Segura, 2011) and on the Futaleufú river in Argentina (Sastre et al., 2013). 
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Didymosphenia geminata, similarly to G. tarraleahae, uses a peduncular 

structure to fix itself to fishing and recreation equipment, footwear (Kilroy, 2004; 

Bothwell et al., 2009), and even other organisms, including birds and fish (Sastre 

et al., 2013). These diatoms reproduce by binary division. The frustules (outer 

cell wall) divide, thus creating daughter cells and facilitating dispersion of the 

species in aquatic environments (Kawecka e Sanecki, 2003; Perkins et al., 2009).  

Fouling by D. geminata and G. tarraleahae occurs due to the production of 

mucilage, a brown extracellular polymer substance (Thompson et al., 2008; 

Ravizza, 2015), that assists in their growth and survival due to massive 

accumulation of organic matter (Andrewartha et al., 2007). The peduncular 

structure, together with mucilage, allows the fixation of the organisms, even on 

substrates subjected to fast water flow (Callow, 1993; Wetherbee et al., 1998). 

Perkins et al. (2010) identified these peduncular structures on the concrete walls 

of the main channel that transports the water to Tarraleah HPP, in Tasmania. 

According to Kirkwood et al. (2007), the peduncles remain attached to the 

substrate even after the death of the cells that produce them. The biofouling 

caused by the diatoms amounts to 17.6 tons (dry weight) for every 20 km of hydro 

channels reached, according to estimates (Perkins et al., 2009), even causing 

reductions in water flow velocity (Andrewartha et al., 2010) and, consequently, 

affecting power generation. A study conducted by Ravizza (2015), using metal 

tubes simulating the hydraulic systems of a hydropower plant, found that fouling 

peduncle-forming diatoms, such as D. geminate and G. tarraleahae, are capable 

of developing even in places where there is no light, although in smaller quantities 

than those observed in open channels. In an experiment conducted by Larned et 

al. (2011) with D. geminata, the authors observed that the species adopted a 

heterotrophic metabolism in reduced light and oxygen concentrations. Qing et al. 

(2003) and Tuchman et al. (2006) reported that, under limited light conditions, 

many diatoms could enter a dormant state or trigger heterotrophic metabolism to 

develop. These freshwater species, according to Tuchman et al. (2006), can 

metabolise efficiently even in the absence of light, but only use these 

mechanisms in extreme conditions. Plumatella fungosa is a sessile, filtering 

organism found in a wide range of submerged habitats, and is considered 

dominant in freshwater fouling communities (Ricciardi e Reiswig, 1994). 
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According to Jónasson (1963), fouling colonies of this species multiply rapidly 

and are capable of causing damage to different economic sectors, but mainly to 

the generation of energy. Pourcher e D´Hondt (1987) and Aprosi (1988) reported 

that the high density and rapid growth of P. fungus fouling colonies could obstruct 

the cooling systems of hydroelectric plants, causing significant operational 

damage. In an experiment performed by Aprosi (1988), it was observed that the 

colonies of this species are detached from the pipe when they are subjected to 

water velocities above 0.9 m/s. Plumatella fungosa, as well as most of the species 

presented in this study, has been propagated through the ballast water of 

transoceanic ships (Kipp et al., 2010). This species is among the most dispersed 

bryozoans in Europe (Wood e Okamura, 2005), having been reported in countries 

such as Finland, Denmark, Iceland, Sweden (Økland and Ökland 2005), as well 

as in Poland (Kaminski, 1984), in addition to already being present in the east 

coast of North America (Kipp et al., 2010). This species presents a dormant stage 

(statoblasts) as the main invasion strategy. Statoblasts are a type of “capsular” 

dormant, floating structure, rich in nutrients and germinative tissue, which are 

resistant to different types of environmental stressors (Bushnell, 1966; Wood, 

1996; Wood, 2001). In this dormant stage, the species is able to survive even in 

slightly brackish water (Everitt, 1975; Massard e Geimer, 2008).  

The present analysis found that the majority of studies already conducted 

involving biofouling caused by invasive aquatic species have focused on the 

ecological aspects related to invasive species. Terms such as "conservation", 

"biodiversity", "biology", "ecosystem", among others, are almost always present 

in published articles. On the other hand, studies that specifically analyse the 

operational or financial impacts caused to HPP are rare. Only in the second and 

more restrictive word mining process was it possible to observe the presence of 

terms such as "costs", "pipes", "equipment", and "reduction". Only 8.2% of the 

preselected articles (89 out of 1,080) addressed, albeit often superficially, the 

problems caused by these species to HPP. When the 72 documents written in 

English that formed the basis of the present study were analysed, it was observed 

that terms such as "biology", "ecosystem", and "environment", for example, 

continued to appear in the selected documents, but with a different focus to that 

presented in the initial mining data. In this case, the encrusting invasive aquatic 
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species and their main biological strategies presented, as expected, high 

correlations (Φ ≥ 0.5).  

In one of the rare studies that reported quantitative data on the economic 

impact caused by invasive aquatic encrusting organisms, Inci et al. (2004) 

simulated the potential risks associated with fouling caused by D. polymorpha. 

The authors found that such organisms could cause a reduction of up to 4.2% in 

the amount of energy generated by a hydroelectric plant, a value similar to that 

reported by Jones et al. (1997) for the Wheeler HPP. The scarcity of studies does 

not necessarily mean that the impacts caused by invasive aquatic species are 

not potentially significant, but possibly that access to information may be limited 

by characteristics (industrial and sectoral strategic secrets) related to these 

energy generation ventures. Another hypothesis is that there is a certain lack of 

synergy” between studies in the field of bioinvasion and studies performed in 

HPP, since it is evident that the problems caused by the dispersion of invasive 

aquatic species have only been accentuated over time.  

 

1.5 CONCLUSION  

The problems caused to HPP by the presence of invasive freshwater 

encrusting species may be currently underestimated by lack of access to 

consistent and systematic data and information. However, based on the 

biological characteristics of the eight fouling species that have been proven to 

affect the functioning and operations of HPP, C. fluminea stands out as potentially 

less harmful, because the fouling capacity of this species is limited to the early 

stages of its ontogenetic development. At the other end of the spectrum are L. 

fortunei and D. polymorpha, the two species with the most impact reported 

worldwide, followed by D. bugensis and C. caspia.  Plumatella fungosa, although 

it still has a limited biogeographic distribution when compared with other invasive 

species, it has already demonstrated its capacity to cause significant operational 

damage to HPP. The impacts caused by D. geminata and G. tarraleahae, in turn, 

are limited by the fact that species have only been reported to cause operational 

problems in plants located in a temperate oligo or mesotrophic environments to 

date. 
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CAPÍTULO II. AVALIAÇÃO DA SENSIBILIDADE DE MÉTODOS 
QUANTITATIVOS PARA ANÁLISES DE DNA AMBIENTAL DO MEXILHÃO-

DOURADO LIMNOPERNA FORTUNEI (DUNKER, 1857) 

 

Resumo:  
Bioinvasões são uma das principais ameaças à biodiversidade global, pois as 

espécies invasoras apresentam facilidade para superar barreiras ecológicas, 

rápido crescimento populacional e dispersão geográfica acelerada. Métodos de 

gestão para o controle de espécies invasoras, como mexilhão-dourado, 

Limnoperna fortunei, são particularmente desafiadores devido às grandes 

limitações na detecção, quantificação e identificação precoce do processo de 

bioinvasão. Técnicas baseadas em DNA ambiental (eDNA) são eficientes 

ferramentas metodológicas para a detecção precoce dessas espécies até 

mesmo quando sua abundância relativa é baixa. O presente estudo, realizado 

com base em processos de diluição serial de amostras de eDNA de L. fortunei 

em condições laboratoriais, teve como objetivo avaliar a sensibilidade e acurácia 

de dois métodos fluorométricos de quantificação da biomassa de L. fortunei: 

através do uso de fluorômetro Qubit® e de PCR em tempo real (rtPCR). 

Constatou-se que o método quantitativo por rtPCR mostrou-se muito mais 

sensível quando comparado ao fluorômetro Qubit®. Através do método de rtPCR 

foi possível identificar até 10-6 ng/μL de DNA de L. fortunei em amostras de água, 

o que equivale a identificar a presença de um animal adulto de 10,1 g, em 

920.000 L de água.  

  

Palavras chaves: eDNA; diluição; detecção; invasão; biomassa; quantificação 

 

1.7 INTRODUÇÃO  

Bioinvasões são consideradas uma das maiores ameaças à 

biodiversidade global, ficando atrás apenas da destruição de habitats naturais 

(Mcgeoch et al., 2010; Vitousek et al., 2017). Durante um processo de 

bioinvasão, uma ou mais espécies passam a colonizar ambientes 

geograficamente distintos de sua distribuição original (Fernandes et al., 2012; 

Boltovskoy, 2015), causando tantos impactos ambientais quanto econômicos na 
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região invadida (Latini et al., 2016; Mansur et al., 2016). Espécies invasoras 

caracterizam-se pela facilidade em quebrar barreiras ecológicas, por possuirem 

alta eficiência reprodutiva, rápido crescimento populacional e dispersão 

geográfica acelerada (Mansur et al., 2012; Pombo, 2016). A magnitude dos 

impactos ocasionados pelas espécies invasoras está, na maioria das vezes, 

associada aos seus mecanismos de dispersão, às suas características 

biológicas e à susceptibilidade dos habitats invadidos (Belz, 2006; Espinola e 

Júlio, 2007; Darrigran e Damborenea, 2011).  

Os macroinvertebrados bentônicos, com destaque para os Mollusca das 

classes Gastropoda e Bivalvia, são considerados os organismos invasores que 

mais causam impactos em ambientes líminicos (Callil, 2003; Darrigran e 

Damborenea, 2011; Silva e Barros, 2011; Santos et al., 2012). Um desses 

invertebrados bentônicos, em especial, o mexilhão-dourado Limnoperna fortunei, 

um bivalve nativo do sudeste asiático, tem expandido sua distribuição por 

ecossistemas de água doce do leste da Ásia e da América do Sul nos últimos 30 

anos (Boltovskoy, 2015; Morton, 2015; Xu et al., 2015; Monteiro De Rezende 

Ayroza et al., 2019). De acordo com Boltovskoy (2015), essa espécie tolera 

grandes variações ambientais, tendo colonizado regiões com amplitude térmica 

de 14 a 32º C. O mexilhão-dourado foi registrado pela primeira vez na América 

do Sul por volta de 1991, tendo sido possivelmente introduzido na região 

estuarina do Rio da Prata (Argentina) através de água de lastro de navios 

cargueiros (Pastorino et al., 1993; Mansur et al., 2012). Estudos recentes relatam 

que a espécie já está presente em algumas das principais bacias hidrográficas 

da América do Sul, tais como as bacias dos rios Paraguai, Paraná, Uruguai 

(Pessotto e Nogueira, 2018) e até mesmo do rio São Francisco, na região 

Nordeste do Brasil (Mansur et al., 2012; Barbosa et al., 2016). Segundo Monteiro 

De Rezende Ayroza et al. (2019), a dispersão dessa espécie se dá de várias 

maneiras e pode envolver as mais diferentes fases do seu ciclo ontogenético. 

Larvas com tamanho entre 220 a 250 μm desenvolvem uma estrutura proteica, 

chamada de bisso, que é secretada pelas glândulas dos pés, permitindo que o 

animal se fixe a qualquer substrato subaquático, formando colônias 

extremamente densas, causando sérios problemas de incrustações (Darrigran e 

Damborenea, 2011; Cataldo, 2015; Li et al., 2018). 
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Há registros de incrustações por L. fortunei em sistemas de abastecimento 

de água, no sistema hidráulico de usinas hidrelétricas, térmicas e nucleares, em 

refinarias de petróleo, em fábricas de papel, entre outros setores industriais 

(Darrigran e Damborenea, 2005; Mansur et al., 2016; Castro, 2018). Os sistemas 

de resfriamento, canais, grades e tubulações de usinas hidrelétricas, entretanto, 

são as estruturas que mais têm sido afetadas pela presença da espécie 

(Grohmann, 2008; Karatayev et al., 2015; Pucherelli et al., 2018). Em casos 

extremos, incrustações provocam a redução no volume e na velocidade do fluxo 

de água no interior desses sistemas hidráulicos (Darrigran, 2002), oclusão de 

filtros e aumento da corrosão estrutural (Nakano e Strayer, 2014). Além disso, 

há também diversos registros de impactos ecológicos causados por L. fortunei 

nos ambientes invadidos (Darrigran et al., 2004; Clavero e García-Berthou, 2005; 

Burlakova et al., 2014; Iacarella et al., 2015). A espécie interfere nas condições 

físicas dos habitats, na ciclagem de nutrientes e no nicho ecológico, além de 

estabelecer relações ecológicas facilitadoras para o estabelecimento de outras 

espécies invasoras (Simberloff e Von Holle, 1999). Identificar correta e 

precocemente a presença e definir a evolução da abundância da espécie em 

ambientes aquáticos são fatores essenciais não apenas para monitorar o 

processo de bioinvasão e de dispersão da espécie, mas também para se 

estabelecer métodos mais eficientes de gestão de riscos ambientais e industriais 

(Mehta et al., 2007; Simpson et al., 2009; Pie et al., 2017).  

Uma das formas mais modernas de detecção precoce de espécies 

invasoras é através do DNA ambiental (eDNA). De acordo com Taberlet et al. 

(2012), todos os organismos liberam fragmentos de DNA nos ambientes em que 

vivem, deixando "rastros" compostos por pele, escamas, fezes, mucos, gametas 

sexuais e vários outros tecidos, referidos genericamente como eDNA. Em 

ambientes aquáticos, o eDNA tende a ficar em suspensão na água, onde ele 

pode ser recolhido, extraído e sequenciado/amplificado, permitindo a 

identificação da composição e até a estimação da biomassa das espécies 

monitoradas (Díaz-Ferguson et al., 2014; Rees et al., 2014; Thomsen e 

Willerslev, 2015). Nos últimos anos, métodos de quantificação por meio de 

fluorimetria foram desenvolvidos para determinar a concentração de DNA 

presente em diferentes tipos de amostras a partir do eDNA (Nakayama et al., 
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2016; Pie et al., 2017; Xia, Zhan, et al., 2018). O presente estudo, realizado a 

partir de um processo de diluição serial de amostras de eDNA de L. fortunei, em 

condições laboratoriais, tem como objetivo avaliar a sensibilidade e acurácia de 

dois métodos fluorométricos de quantificação da biomassa de L. fortunei a partir 

de eDNA: através do uso de Qubit® e de PCR em tempo real (rtPCR). 

  

1.8 MATERIAL E MÉTODOS 

1.8.1 Coleta e manutenção dos animais em laboratório  
Espécimes de L. fortunei foram coletados no reservatório da Usina 

Hidrelétrica Governador José Richa (Salto Caxias) (Lat. 25°32’34.99”S, Long. 

53°29’45.82”O), localizada no trecho do Baixo Rio Iguaçu, estado do Paraná, 

Brasil. Os organismos foram coletados por meio de raspagens no log boom 

(estrutura flutuante utilizada para contenção de troncos) da usina. 

Os animais coletados foram acondicionados em caixas térmicas de 30 L, 

contendo 15 L de água, e transportados vivos até o Laboratório de Pesquisas 

com Organismos Aquáticos, do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos 

Ambientais da Universidade Federal do Paraná, Curitiba, Paraná, Brasil. O 

tempo total de transporte dos indivíduos coletados até o laboratório foi de cerca 

de 8 horas.  

Em laboratório, os indivíduos foram mantidos em tanques plásticos com 

capacidade para até 500 L, preenchidos com 300 L de água, e conectados a um 

sistema de filtração física e biológica da água. A água dos sistemas era livre de 

cloro e foi mantida em pH 7,0 ± 0,5 e temperatura de 25 ± 1,0 °C. Os animais 

eram alimentados uma vez ao dia com 20 g de microalga desidratada (Chlorella 

sp.). Antes de serem submetidos a qualquer tipo de teste, as conchas desses 

organismos foram limpas manualmente para a remoção de sujidades e de outros 

eventuais organismos associados. Para isso, utilizou-se uma escova de cerdas 

moles e hipoclorito de sódio à 5%, seguido por enxague utilizando-se a água 

livre de cloro.  

 

1.8.2 Experimento  
A água utilizada no experimento passou previamente por um processo de 

cloração com hipoclorito de sódio (10 - 12%), seguida por neutralização com 
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tiossulfato de sódio, em presença de aeração constante. Os organismos, 

escolhidos ao acaso, foram separados em grupos com biomassa viva 

aproximada de 10 g/L e acondicionados em 9 béqueres (D0A a D0I) de 2 L, 

contendo 1 L de água. Como controle negativo (NC), foram utilizados 9 béqueres 

(NCA a NCI) de 2 L, contendo 1 L de água ultrapurificada (Evoqua Water 

Techonologies, EUA), sem a presença de animais. Todos os béqueres foram 

mantidos no interior de um sistema de banho-maria, em sala com temperatura 

controlada a 25 ± 0,5 °C, durante 24 horas, para aclimatação dos organismos às 

condições laboratoriais. Ao final deste período, a água de cada béquer foi 100% 

renovada e os organismos mantidos nos respectivos béqueres, nas mesmas 

condições, por mais 24 horas. Após este período, todos os indivíduos foram 

cuidadosamente retirados dos béqueres, com o auxílio de pinças esterilizadas, 

para que a água pudesse ser submetida a diferentes diluições sequenciais. 

Utilizando-se água ultrapurificada como diluente, foram preparadas, em balões 

volumétricos de 1.000 mL, concentrações equivalentes à 100, 10, 1, 0,1, 0,01 e 

0,001 e 0,0001% da amostra original (D1 a D6) (Figura 3).  

 

 
Figura 3. Representação esquemática do delineamento experimental adotado, sendo 
D0A a D0I – os tratamentos (exposição dos animais em banho-maria, a 25 ± 0,5 °C, por 
24 horas, para liberação de DNA; D1 a D6 as diluições seriais de cada tratamento; e NCA 
a NCI – controle negativo (apenas água ultrapurificada).  
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1.8.3 Biometria e avaliação da mortalidade  
Finalizado o período de 24 horas, os animais foram retirados dos 

béqueres, com o auxílio de pinças esterilizadas, em seguida realizada a 

identificação e quantificação dos indivíduos que se encontravam mortos ao final 

do experimento. A constatação da morte foi realizada a partir da abertura natural 

de suas valvas e ausência de resposta ao toque. Em seguida, os animais foram 

pesados (P1) em uma balança (Bell Engineering, S2202h–2.200g, Itália) e, em 

seguida, envoltos em tiras de papel alumínio, devidamente identificadas, e 

mantidas em estufa à 60º C, por 48 horas. Após este período, foram novamente 

pesados (P2) para cálculo do peso seco (Peso Seco = P1-P2).  

 

1.8.4 Coleta, preparação, extração e purificação de DNA das amostras 
Após a retirada dos organismos dos béqueres, a água contida nos balões 

volumétricos D0 (D1 a D6) e NC (D1 a D6) foi individualmente homogeneizada e, 

em seguida, filtrada em membrana de nitrato de celulose (Unifil, Alemanha), com 

47 mm de diâmetro e 0,45 μm de poro, com auxílio de uma bomba à vácuo 

(Femic, Brasil). Devido à alta concentração de material orgânico liberado pelos 

mexilhões presentes nos tratamentos (D0), foi possível apenas a filtração de 100 

ml da água contida nesses béqueres. Em todas as demais diluições, a totalidade 

(100%) do volume de água contida nos balões volumétricos foi filtrada. Para 

fixação do DNA presente nas amostras, os filtros contendo o material retido 

foram acondicionados individualmente em microtubos de 1,5 mL, preenchidos 

com etanol absoluto (99,9 %) PA (Emsure Merck®, Alemanha), que foram 

armazenados em freezer (Electrolux, Brasil), a -20°C, até o momento da 

extração.  

Para a extração do DNA, os filtros foram retirados dos microtubos, 

mantidos em temperatura ambiente, para que o etanol residual evaporasse por 

completo, e então processados. O processamento foi feito utilizando-se beads 

magnéticas (microesferas envolvidas por magnetita e carboxila), que se ligam ao 

DNA (ligação carboxila – DNA) pelo processo de Imobilização Reversível de 

Fase Sólida (SPRI). Após esse processo, foi possível separar as partículas de 

DNA das não-DNA. Após a extração, o extrato do DNA foi então armazenado em 

microtubos de 1,5 ml, e estes congelados em freezer a -20°C, até o momento 

das análises. Para a garantia dos resultados, os processos de extração e de 
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quantificação foram realizados em salas separadas, como recomendado por Pie 

et al. (2017). Para a análise das amostras, foram utilizados os métodos de 

quantificação por fluorômetro Qubit® e PCR em tempo real (rtPCR).  

 

1.8.5  Quantificação do DNA por fluorômetro Qubit® 
Inicialmente todos os tratamentos (100 a 0,0001%) e suas respectivas 

réplicas foram submetidos à quantificação utilizando-se o kit fluorométrico High 

Sensitivity (HS) e leitura em fluorômetro Qubit® 4.0 (Thermo Fisher Scientific®, 

Brasil), em comprimento de ondas de 260 e 280 nm. 

Para a realização dessa etapa, foi preparada previamente uma solução-

trabalho (WS) contendo uma sonda de DNA e o buffer fluorométrico, em uma 

proporção de 1:200 (199 μL do buffer de fluorometria e 1 μL da sonda). Para a 

análise, foram adicionados 5 μL do extrato do DNA de L. fortunei, em microtubos 

de 0,6 mL de parede fina e 195 μL da WS, totalizando 200 μL da amostra do 

ensaio. As amostras preparadas foram homogeneizadas em vórtex (Loccus, 

Brasil) e incubadas em temperatura ambiente por dois minutos. Após este 

procedimento, cada amostra foi quantificada individualmente, utilizando-se o 

Qubit®. 

As concentrações de DNA nas amostras correspondentes aos 

tratamentos 100 e 10% ficaram acima do limite superior de detecção do método, 

quando analisadas através do kit HS. Essas amostras foram analisadas e 

quantificadas utilizando o kit fluorômetrico Broad Range (BR), indicado para 

amostras que apresentem altas concentrações de DNA. A solução-trabalho e o 

buffer específico para a execução da fluorometria foram aplicados nas mesmas 

proporções de 1:200, como no caso do uso do kit HS. O volume final do ensaio 

foi de 200 μL, sendo 195 μL da WS e 5 μL do extrato da amostra. As análises 

quantitativas foram realizadas individualmente através do Qubit®. 

 

1.8.6 Quantificação do DNA por PCR em tempo real 
Todas as amostras foram também quantificadas através da PCR em 

tempo real (rtPCR), a partir do uso de sondas de hidrólise (TaqMan), com o 

auxílio de um Rotor - Gene Q (Qiagen, Alemanha). Antes das análises, uma 

curva de sensibilidade para determinar o limite de detecção do ensaio foi gerada. 

Para isso, uma amostra de tecido muscular de L. fortunei foi coletada. Em 
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seguida, o tecido passou pelo processo de digestão, utilizando-se 200 μL de 

buffer de digestão e 20 μL de proteinase K, seguido por 12 horas de incubação 

em temperatura de 56° C (temperatura ótima para a ação da enzima). Após o 

tecido passar por todo processo de extração utilizando o método SPRI, descrito 

anteriormente, o extrato foi quantificado utilizando o kit dsDNA BR, no Qubit® 

4.0.  

Antes da adição do extrato de DNA das amostras, foi preparada uma 

mistura de reagentes (Master Mix), utilizando-se 0,75 μL do primer específico da 

espécie e 0,25 μL da sonda de hidrólise, ambos em uma concentração final de 

10 uM. Para finalizar, foram distribuídos 6 μL do mix em cada poço da placa, 3 

μL do extrato de DNA e, em seguida, realizou-se a quantificação. Ao final de todo 

o processo, as curvas de amplificação foram analisadas e foi determinado o cycle 

threshold (Ct) da reação (o momento exato em que o DNA é identificado e o 

processo de amplificação começa a acontecer após o Background). 

  

1.8.7 Análise dos dados 
Os resultados obtidos foram submetidos a análise de regressão (simples 

e múltipla), utilizando-se como variável dependente a concentração de DNA 

(ng/μL/g) e como variáveis independentes a diluição, o número de indivíduos e 

cada tratamento e taxa de mortalidade quantificada ao final do experimento. Para 

facilitar a análise, todos os dados foram transformados (pelo log de base 10). As 

análises foram realizadas utilizando-se o software Statistica 10.0 (StatSoft®). 

  

1.9 RESULTADOS 

O número de animais utilizado em cada repetição variou entre 7 e 13 e, 

apesar da tentativa de se padronizar em exatamente 10 g a biomassa viva de L. 

fortunei em cada unidade experimental, houve uma variação total de 0,3 g em 

torno desse valor (desvio padrão = 0,1 g). Cada indivíduo utilizado no 

experimento pesava, em média, 0,93 g e as taxas de mortalidade durante a fase 

de obtenção do DNA ambiental variaram de 0 a 57,1% (Tabela 7).  
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Tabela 7. Síntese dos dados (valores totais, médias e desvio padrão) relativos à fase 
de obtenção experimental de DNA ambiental de Limnoperna fortunei.  

Repetição Nº 
inicial 

Biomassa viva 
(g) 

Peso seco 
(g) 

Nº de 
mortos 

Mortalidade 
(%) 

D0 A 12 10,0 3,3 2 16,7 
D0 B 7 10,0 3,2 4 57,1 
D0 C 13 10,1 3,4 3 23,1 
D0 D 12 10,1 3,1 1 08,3 
D0 E 12 10,1 3,2 4 33,3 
D0 F 11 9,9 3,1 1 09,0 
D0 G 10 10,1 3,4 1 10,0 
D0 H 11 10,2 3,1 0 0,0 
D0 I 10 10,2 2,9 1 10,0 

 
(+dp) 

10,9  10,1 3,2 1,9 18,6 

(+1,8) (+0,1) (+0,2) (+1,5) (+17,4) 
 

Em todas as diluições analisadas, o DNA de L. fortunei foi detectado e 

quantificado através da rtPCR. Por outro lado, isso aconteceu com apenas 40% 

das amostras analisadas através dos kits fluorométrico associados à 

quantificação pelo Qubit® (Tabela 8). 
 

Tabela 8. Capacidade de detecção e quantificação de DNA ambiental (eDNA) a partir 
de análises por meio de fluorômetro Qubit (HS e BR) e PCR em tempo real (rtPCR). 

Diluições Log da 
diluição 

Broad Range 
(BR) 

High 
Sensitivity 

(HS) 

PCR em 
tempo real 

(rtPCR) 
D0 - 100% 2 Q LS ** Q 
D1 -10% 1 Q LS** Q 
D2 -1.0% 0 LI* Q Q 
D3 – 0.1% -1 LI* Q Q 
D4 – 0.01% -2 LI* LI* Q 
D5 – 0.001% -3 LI* LI* Q 
D6 – 0.0001% -4 LI* Li* Q 

** LS -  Concentração de DNA superior ao limite de quantificação; * LI - Concentração 
de DNA inferior ao limite de quantificação; Q – Quantificado. 
 

Ao se compararem os resultados obtidos pelo Qubit® (HS e BR) e pela 

rtPCR, observou-se que as concentrações de DNA quantificadas foram 

proporcionais às razões das diluições utilizadas. Nos dois casos, o modelo obtido 

a partir das curvas de regressão entre essas variáveis apresentaram coeficientes 

de determinação relativamente elevados (R2 = 0,85 e 0,86, respectivamente). No 

entanto, o maior número de pontos válidos obtidos através da análise por rtPCR 

fazem com que os resultados evidenciem a maior sensibilidade da rtPCR em 
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relação às análises realizadas através do Qubit®. Mas, mesmo assim, observou-

se uma tendência de aumento da dispersão dos resultados com o aumento da 

diluição das amostras (Figura 4 e Figura 5).  

  

 
Figura 4. Relação entre as concentrações de DNA ambiental de Limnoperna fortunei, 
quantificadas através de fluorômetro Qubit, utilizando os kits fluorometricos BR – Broad 
Range (log da diluição 2 e 1) e HS – High Sensitivity (0 a -4), e a diluição serial aplicada 
às amostras.   
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Figura 5. Relação entre as concentrações de DNA ambiental de Limnoperna fortunei, 
quantificadas através da técnica de PCR em tempo real (rtPCR) e a diluição serial 
aplicada às amostras.   
 

Os Ct obtidos nos ensaios com a rtPCR variaram de forma inversamente 

proporcional às diluições realizadas, com limites entre 12,48 e 35,76, referente 

às concentrações 32,13 (log = 1) e 9,66-6 (log = -5) ng/uL/g, respectivamente. O 

coeficiente de determinação (R2) da curva obtida foi de 0,92 (Figura 6).  
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Figura 6. Relação entre o log da concentração de DNA (ng/uL/g) e o cycle threshold (Ct) 
da reação obtida a partir da análise de rtPCR. 

 

 Através de análise de regressão múltipla, observou-se que a diluição foi o 

fator determinante das concentrações de eDNA quantificadas nas amostras 

analisadas pelos dois métodos.  A mortalidade de mexilhões registrada durante 

a fase experimental efetivamente contribuiu (mas, apenas de forma marginal) 

nos resultados da rtPCR. Já o número de indivíduos utilizados em cada repetição 

não apresentou relação com os resultados obtidos. Nas análises realizadas pelo 

Qubit®, apenas a diluição foi o fator determinante das concentrações de DNA 

quantificadas nas amostras (Figura 7).  
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Figura 7. Resultado das análises de regressão múltipla comparando os efeitos 
de três fatores (diluição das amostras, taxa de mortalidade e número de 
indivíduos utilizados em cada tratamento) sobre as concentrações de DNA 
ambiental de Limnoperna fortunei.  

 

1.10 DISCUSSÃO 

Algumas características relacionadas aos métodos analíticos aqui 

empregados já são bem conhecidas na literatura. Tanto o rtPCR quanto o 

fluorômetro Qubit® são considerados métodos adequados para a quantificação 

de DNA ambiental. Porém, enquanto a rtPCR é suficientemente robusta para 

detectar uma única cópia de DNA em uma dada amostra (Arya et al., 2005), o 

Qubit® apresenta menor sensibilidade (Li et al., 2015), o que pode dificultar a 

detecção de DNA em amostras ambientais que apresentem concentrações 

extremamente baixas de material genético. Além disso, as análises realizadas 

através do Qubit® permitem apenas a quantificação do DNA total presente em 

uma amostra, sem possibilitar a medição da qualidade desse DNA ou a 

quantificação seletiva do material genético de acordo com a(s) espécie(s)-alvo. 

Usualmente, as razões para se utilizar os métodos fluorométricos associados ao 
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Qubit® estão relacionadas à facilidade de uso, a rapidez na obtenção de 

resultados e a possibilidade, de acordo com o fabricante, de detecção de 

concentrações tão baixas de DNA quanto 10 pg. Por isso, era importante avaliar 

a viabilidade do uso desse método em estudos de monitoramento ambiental de 

L. fortunei. Os resultados obtidos, entretanto, não recomendam o método.  

No presente caso, ficou também evidenciada a maior sensibilidade e os 

menores limites de detecção alcançados a partir do uso da rtPCR, embora tenha 

havido uma tendência de dispersão dos valores quantificados nas maiores 

diluições. Os resultados obtidos indicam o potencial do método em estudos 

utilizando DNA ambiental, mas também apontam a necessidade de se avançar 

na compreensão e no domínio de fatores que podem afetar os resultados. 

Fatores como o metabolismo, a taxa de liberação de DNA de cada 

indivíduo, a taxa de degradação do DNA durante o experimento e a forma com 

que cada método é aplicado podem, ao menos em teoria, afetar os resultados 

de um experimento como o aqui realizado (Barnes et al., 2014; Strickler et al., 

2015). Há também fatores analíticos que ainda precisam ser melhor 

compreendidos. De acordo com Lacoursière Roussel et al. (2016), as 

características dos filtros utilizados no processamento das amostras de água 

contendo DNA ambiental pode afetar os resultados, visto que o tamanho das 

partículas de DNA liberadas varia mesmo entre indivíduos de uma mesma 

espécie. Para Turner et al. (2014), a utilização de filtros de matriz de tamanho 

regular de poro leva à retenção apenas daquelas partículas maiores que o 

tamanho do poro, permitindo a  passagem das partículas menores do DNA. Já 

Deiner et al. (2018) relataram a falta de uniformidade e espessura da matriz do 

poro dos filtros de alguns tipos de materiais, fazendo com que a retenção das 

partículas não seja realizada uniformemente. De Lambert et al. (2005), utilizando 

sondas oligonucleotídicas, constataram que as mesmas são facilmente aderidas 

covalentemente à superfícies sólidas, como por exemplo, a superfície de vidros. 

Essa observação foi corroborada por Filho et al. (1997), os autores testaram a 

adesão de moléculas de DNA em substrato de mica e de vidro e concluíram que 

o vidro retinha partículas de DNA de maior tamanho que a mica. Nakayama et 

al. (2016), avaliaram diferentes métodos de quantificação e constataram que 

concentrações abaixo de um valor específico induzem a mudanças estruturais 
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no dsDNA (DNA de fita dupla), resultando em uma segunda estrutura estável 

com baixa afinidade pelo corante fluorescente.  

Os resultados aqui obtidos apontam que a sensibilidade do método rtPCR 

avaliada nesse experimento em laboratório foi maior que a estimada em estudo 

desenvolvido a campo por Xia, Johansson, et al. (2018). Em seu estudo, os 

autores compararam o limite de detecção a partir de uma biomassa de 12 

indivíduos de L. fortunei utilizando métodos de rtPCR e PCR convencional 

(cPCR). Os autores obtiveram seu limite de detecção em condições laboratoriais 

em um log da concentração -3,3, em um Ct de 31,5. Posteriormente, o mesmo 

grupo de pesquisa publicou resultados de detecção do mexilhão-dourado em 

uma diluição de 10-5, a partir de um extrato com concentração inicial de 40,0 

ng/μL (Xia, Zhan, et al., 2018). No presente estudo, o log mínimo da 

concentração quantificado foi de -5 (9,67-6 ng/μL/g), em um Ct de 35. Ressalta-

se, porém, que a alta sensibilidade aqui alcançada em laboratório possa ser 

reduzida quando a técnica vier a ser aplicada em campo. Isso porque a 

sensibilidade das técnicas de DNA ambiental pode sofrer interferência de fatores 

como sazonalidade, exposição do DNA a raios UV, pH, temperatura, tipo de 

substrato, transporte a jusante (Jane et al., 2015; Strickler et al., 2015; Buxton et 

al., 2017). Além disso, a presença de impurezas e interferentes nas amostras 

pode inibir a amplificação e resultar em menor eficiência do método (Pedersen 

et al., 2015).  

No presente caso, ao contrário do que supúnhamos pudesse ter ocorrido, 

a mortalidade dos indivíduos durante o experimento não apresentou influência 

expressiva sobre as concentrações finais de DNA quantificadas. Em um 

experimento realizado por Tillotson et al. (2018), utilizando uma espécie de 

salmão, os autores observaram que a concentração de DNA aumentava 

significativamente à medida que a mortalidade dos organismos acontecia, sendo 

que a cada indivíduo morto o número de cópias de DNA liberada na água 

aumentava entre 0.31 (± 1,18) x 10³  cópias. Por outro lado, de acordo com 

Thomsen et al. (2012) e Goldberg et al. (2016), a concentração de eDNA começa 

a decair de forma imediata assim que liberado no ambiente, sendo que a 

atividade microbiana (nucleases), oriunda da mortalidade dos organismos 

constitui um dos fatores que levam a uma rápida degradação do eDNA. A 
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combinação entre o desenho experimental adotado (duração de apenas 24 h), o 

tamanho reduzido dos indivíduos e a indeterminação do momento em que as 

mortes aconteceram, podem ter influenciado nos resultados obtidos.  

Com todas limitações e incertezas ainda típicas de uma metodologia que 

se encontra na fronteira do conhecimento científico, os resultados aqui obtidos 

são especialmente importantes e dignos de nota por duas razões principais: 1) 

atualmente não existe nenhum método convencional minimamente eficiente, 

rápido e funcional para quantificação de populações de L. fortunei. O método 

aqui empregado, possibilitou a obtenção de resultados robustos de quantificação 

das concentrações de DNA, com suficiente grau de predição para o fim a que se 

destina. 2) Pela elevada sensibilidade do método analítico (rtPCR) empregado. 

Como utilizamos, em média, 10,9 mexilhões para atingirmos 10 g de biomassa 

viva (0,92 g/mexilhão) e como a análise por rtPCR possibilitou a identificação e 

quantificação de DNA liberado pelos animais em uma diluição da ordem de 106 

em relação ao tratamento inicial, o método testado foi robusto o suficiente para 

detectar o DNA liberado em 24 h pelo equivalente a um indivíduo de L. fortunei 

em um volume de 920.000 L de água, algo imaginável de ser alcançado por 

qualquer outro método conhecido.   
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Este trabalho identificou e caracterizou as principais espécies aquáticas 

invasoras incrustantes que afetam o funcionamento de UHE. As espécies 

identificadas nesse estudo demostraram o potencial que cada uma tem em se 

incrustarem em diferentes estruturas das UHE´s. Embora, mesmo sendo 

identificadas na literatura oito espécies, L. fortunei e D. polymorpha são as que 

apresentaram um maior impacto a esse setor.   

 Além disso, a partir de ensaios laboratoriais, foi possível avaliar o limite 

de sensibilidade de dois métodos fluorométricos de quantificação da biomassa 

de L. fortunei a partir de eDNA. Observou-se que a análise por rtPCR possibilitou 

a identificação e quantificação de DNA liberado pelos animais em uma diluição 

da ordem de 106 em relação ao tratamento inicial, o método testado suficiente 

para detectar o DNA liberado em 24 h pelo equivalente a um indivíduo de L. 

fortunei em um volume de 920.000 L de água. 
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