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RESUMO GERAL

O mexilhdo-dourado (Limnoperna fortunei), um bivalve dulcicola asiatico, foi
introduzido na América do Sul em 1991 por meio da agua de lastro de navios, sendo
registrado no Brasil em 1998, no Rio Guaiba (RS). Desde entdo, tornou-se uma
espécie invasora preocupante, afetando sete das doze bacias hidrograficas do pais e
causando impactos econémicos e ambientais, como obstrucdo de tubulacdes e
contaminagdo da agua devido ao uso de produtos quimicos no controle. A espécie
apresenta alta tolerancia térmica, sobrevivendo entre 5 e 47,3°C e reproduzindo-se
entre 26 e 28°C. Apesar de diversos estudos sobre a sobrevivéncia e abundancia
larval da espécie em diferentes temperaturas, ndo foram encontradas pesquisas sobre
seus limites de tolerancia térmica em distintos estagios de desenvolvimento nem
sobre as respostas fisioldgicas ao estresse térmico. Assim, este trabalho avaliou a
tolerancia térmica do mexilhdo-dourado em cinco classes de tamanho, determinando
a temperatura letal média para cada uma e analisando os parametros fisioldgicos
basais e as respostas ao estresse térmico. Para determinar os limites térmicos da
espécie em diferentes fases de desenvolvimento, as temperaturas experimentais
foram estabelecidas em 30, 35, 40 e 50°C. A média de temperatura para o grupo
controle foi de 23,32°C. Os experimentos de determinagéo da tolerancia térmica
ocorreram em um periodo de 60 min para as larvas e 96 h para as demais classes,
sob condigdes estaticas. Para a avaliacao fisiologica, bioquimica e histolégica foram
realizados experimentos com individuos juvenis |l e adultos expostos duragao de 96h
horas a uma temperatura subletal de 32°C. Os individuos sobreviventes foram
retirados do experimento e coletadas amostras de tecido e hemolinfa para analises de
concentracao de ions e atividade enzimatica. A temperatura letal média (TL50) para
os mexilhdes pertencentes a Classe | (Larvas) foi de 37,79°C (n=307/ml), Classe Il
(p6s larvas) 30,44°C (n=80), Classe lll (Juvenis 1) 32,55°C (n=80), Classe IV (Juvenis
II) 34,65 °C (n=80) e Classe V (Adultos) 34,68 °C (n=80). Quanto aos experimentos
subletais, os animais expostos a 32°C apresentaram aumento significativo na
concentragao de lactato tanto na hemolinfa (p=0,023), quanto na agua da cavidade do
manto (p=0,014), em relagdo ao grupo controle. O grupo experimental apresentou
alteracbes nos filamentos branquiais, como dilatacdo do seio hemolinfatico e
vacuolizag&do epitelial, enquanto o controle mostrou estrutura normal. Apesar da
temperatura letal média de 34°C, a exposicao subletal a 32°C induz alteracbes
metabdlicas significativas, sem causar desequilibrios osmo-iénicos, indicando
tolerancia ao estresse térmico. Conhecer os limites de tolerancia térmica do L. fortunei
em diferentes estagios de desenvolvimento € essencial para prever sua invasividade
e desenvolver estratégias de controle mais eficazes, diante da auséncia de métodos
eficientes para conter essa espécie invasora.

Palavras-chave: estresse térmico, espécies invasoras, mexilhdo-dourado,
termoregulagao, ecofisiologia.



GENERAL ABSTRACT

The golden mussel (Limnoperna fortunei), an asian dulcicolous bivalve, was
introduced to south america in 1991 via ships' ballast water and was recorded in Brazil
in 1998, in the guaiba river (RS). Since then, it has become an invasive species of
concern, affecting seven of the country's twelve river basins and causing economic
and environmental impacts, such as clogging pipes and water contamination due to
the use of chemical control products. The species has high thermal tolerance, surviving
between 5 and 47.3°C and reproducing between 26 and 28°C. Despite several studies
on the survival and larval abundance of the species at different temperatures, no
research has been found on its thermal tolerance limits at different stages of
development or on the physiological responses to thermal stress. Therefore, this study
evaluated the thermal tolerance of the golden mussel in five size classes, determining
the average lethal temperature for each one and analyzing the basal physiological
parameters and responses to thermal stress. To determine the thermal limits of the
species at different stages of development, the experimental temperatures were set at
30, 35, 40 and 50°C. The average temperature for the control group was 23.32°C. The
experiments to determine thermal tolerance took place over a period of 60 min for the
larvae and 96 h for the other classes, under static conditions. For the physiological
,biochemical and histological assessment, experiments were carried out with juvenile
[l and adult individuals exposed for 96 hours at a sublethal temperature of 32°C. The
surviving individuals were removed from the experiment and tissue and hemolymph
samples were collected for analysis of ion concentration and enzyme activity. The
average lethal temperature (TL50) for mussels belonging to Class | (Larvae) was
37.79°C (n=307/ml), Class Il (post larvae) 30.44°C (n=80), Class lll (Juveniles 1)
32.55°C (n=80), Class IV (Juveniles Il) 34.65°C (n=80) and Class V (Adults) 34.68°C
(n=80). As for the sublethal experiments, the animals exposed to 32°C showed a
significant increase in the concentration of lactate both in the hemolymph (p=0.023)
and in the water in the mantle cavity (p=0.014), compared to the control group.
Histopathologically, the experimental group showed alterations in the gill filaments,
such as dilation of the hemolymphatic sinus and epithelial vacuolization, while the
control group showed normal structure. Despite the average lethal temperature of
34°C, sublethal exposure to 32°C induces significant metabolic changes, without
causing osmo-ionic imbalances, indicating tolerance to thermal stress. Understanding
the thermal tolerance limits of L. fortunei at different developmental stages is essential
for predicting its invasiveness and developing more effective control strategies, given
the current lack of efficient methods to manage this invasive species.

Keywords: thermal stress; invasive species; golden mussel; thermoregulation;

ecophysiology.
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17

INTRODUGAO GERAL

Limnoperna fortunei (Dunker,1857 Mollusca: Bivalvia) (mexilh&do-dourado) é
uma espécie de bivalve dulcicola invasora originaria do sudeste asiatico (Boltovskoy
et al., 2022), caracterizado por sua coloragdo marrom e pela auséncia de dimorfismo
sexual. Seu ciclo de vida é constituido de quatro fases larvais bem definidas, séo elas:
trocéfora, véliger de charneira reta, véliger umbonada e larva plantigrada (Cataldo,
2015). A concha do mexilhdo apresenta diferentes estagios de desenvolvimento. Os
dois primeiros sao formados durante o estagio larval conhecido como prodissoconcha
[, que mede entre 115 e 117 pm, e prodissoconcha Il, com 320 ym (Morton, 2015).
Em seguida ocorre a formacédo da nepioconcha com 1300 uym e, por fim, a
dissoconcha, que se desenvolve no individuo juvenil tornando-se a concha
permanente na fase adulta (Cataldo, 2005; Morton, 2015). Apesar destas
classificagdes, ndo encontramos até o momento na literatura um consenso a respeito
das diferentes fases de desenvolvimento.

A espécie exibe atributos como o curto periodo de vida, rapido crescimento
individual, maturidade sexual precoce, alta fecundidade, presenca de estagio larval
natante, comportamento gregario e habito alimentar suspensivoro (Morton, 1996;
Darringran & Damborenea, 2011). A presencga da larva livre natante facilita a dispersao
do molusco no plancton, permitindo que ele ocupe diferentes substratos onde os
adultos sésseis se agregam através do bisso (IBAMA, 2020). Estas duas ultimas
caracteristicas sdo essenciais no sucesso da invasao, aliado as atividades antropicas
que impulsionam a sua dispersao (Boltovskoy, 2015).

Os primeiros registros da espécie na América do Sul ocorreram na década de
90 no Rio da Prata (Argentina) e no Delta do rio Jacui (Rio Grande do Sul) (Pastorino
et al, 1993; Darrigran et al, 2011). Desde entdo, atividades de pesca, recreagao
embarcada e o intenso trafego fluvial contribuem para a dispersdo da espécie em
diferentes bacias hidrograficas brasileiras (Darringran & Damborenea, 2005).
Atualmente é considerada uma das espécies invasoras mais agressivas causando
problemas ecoldgicos e econdmicos em corpos de agua doce do Brasil (Darringran &
Damborenea, 2011; Karatayev et al, 2015; Silva et al, 2021).

Dentre os impactos econémicos gerados pela presenga do mexilhdo, podemos
destacar a obstrugao e corrosao de instalagdes em usinas hidrelétricas e tanques de

piscicultura (Jurgens & Gaylord, 2017; Yao et al., 2017). A espécie, que possui alta
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capacidade incrustante, acaba contribuindo para a contaminagao ambiental devido as
elevadas quantidades de produtos quimicos necessarios em seu controle, bem como
com a diminuigdo da qualidade de agua gerada pela mortalidade dos animais (Pereyra
et al., 2011; Andrade et al., 2015; Zhang et al., 2022). Outros problemas estéo
relacionados com a modificacdo de substratos e diminuigdo da biodiversidade local
(Paolucci et al., 2010; Darringran & Damborenea., 2011; Silva et al., 2013).

A introdugao de espécies invasoras representa uma das principais ameacas a
biodiversidade global (Pysek et al., 2020; Roy et al., 2023; Henriksen et al., 2024).
Porém, embora estudos a respeito dos impactos ambientais e econémicos tenham
sido amplamente realizados ao longo dos anos (e.g., Cuthbert et al., 2021; Gentili et
al., 2021; Roy et al., 2023; Henriksen et al., 2024), aqueles envolvendo outras escalas
biolégicas como a fisiologia da espécie ainda séo insipientes (Zerebecki & Sorte, 2011;
Ornelas et al., 2020). No entanto, estudos dessa natureza sdo necessarios, uma vez
que a historia de vida e as caracteristicas fisioloégicas das espécies desempenham
importantes papéis na sobrevivéncia e no sucesso da invasao dessas (Boher et al.,
2018). Em vista disso, caracterizar os fenotipos fisiologicos envolvidos no
estabelecimento de espécies n&do nativas pode ampliar a compreensao a respeito da

ecologia de invasdo de espécies (Kelley, 2014).
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OBJETIVOS E HIPOTESE

Objetivo geral

Avaliar a tolerancia térmica do mexilhdo-dourado (L. fortunei), em diferentes
estagios de desenvolvimento, (do estagio larval a adulto), bem como caracterizar as
respostas dos metabdlitos da via glicolitica basais e diante da exposi¢cao a

temperatura de 32°C.

Objetivos especificos

e Estabelecer a temperatura letal média (TL50) para L. fortunei em diferentes
estagios de desenvolvimento;

e Caracterizar as respostas fisioloégicas basais (e.g. osmorregulatorias) de
juvenis de L. fortunei apos exposicao a temperatura subletal;

e Comparar as respostas fisioldgicas basais de juvenis de L. fortunei as

respostas desses animais frente ao estresse térmico.

Hipotese

A hipoétese deste trabalho € de que a tolerancia térmica de Limnoperna fortunei
varia entre os diferentes estagios de desenvolvimento, com menor tolerancia térmica
em estagios iniciais. Além disso, a exposi¢cao a temperatura subletal de 32°C induz

alteracbes fisiologicas significativas.



Capitulo 1: Tolerancia térmica do mexilhao-

dourado (Limnoperna fortunei)’

' Capitulo formatado para submissdo na revista Hydrobiologia
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RESUMO

Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), ordem Mytiloida e familia Mytilidae é uma
espécie de bivalve dulcicola invasora, originaria da Asia. Por se tratar de uma espécie
invasora associada a impactos econdbmicos e ambientais, e como atualmente nao
existem métodos eficientes de controle de L. fortunei, € necessario conhecer seus
limites de tolerancia térmica nas diferentes fases de desenvolvimento para o
desenvolvimento de mecanismos de controle. Nosso objetivo foi avaliar a tolerancia
térmica do mexilhdo-dourado em cinco classes de tamanho (do estagio larval a adulto)
e determinar a temperatura letal média (TL50) para cada classe avaliada. As
temperaturas experimentais foram 30, 35, 40 e 50°C. A média de temperatura para o
grupo controle foi de 23,32°C. Os experimentos de determinagao da tolerancia térmica
ocorreram em um periodo de 60 min para as larvas e 96 h para as demais classes,
sob condi¢cbes estaticas. A temperatura letal média (TL50) para os mexilhdes
pertencentes a Classe | (Larvas) foi de 37,79°C (n=307/ml), Classe Il (pds larvas)
30,44°C (n=80), Classe Ill (Juvenis I) 32,55°C (n=80), Classe IV (Juvenis Il) 34,65 °C
(n=80) e Classe V (Adultos) 34,68 °C (n=80). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre as classes Il, Ill, IV e V. Essa caracterizagédo € uma ferramenta
poderosa para prever a invasividade, pois, indica quais ambientes sao propicios para
sua sobrevivéncia e reprodugdo e pode ajudar no desenvolvimento de técnicas de
controle mais eficazes. Sendo assim, conhecer os limites de tolerancia térmica de L.
fortunei em diferentes estagios de desenvolvimento é crucial para prever sua

invasividade e aprimorar métodos de controle mais eficazes.
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INTRODUGAO

Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), Mollusca:Bivalvia, ordem Mytiloida e
familia Mytilidae, popularmente conhecido como mexilhdo-dourado, € uma espécie de
bivalve dulcicola invasora, originaria da Asia (Xu, 2015; Boltovskoy et al., 2022). Sua
area de distribuicdo nativa € na bacia do Rio das Pérolas na China (Miller & McClure,
1931; Boltovskoy & Correa, 2015; Xu, 2015), porém, a espécie se dispersou por
diferentes bacias ao redor do mundo e, atualmente, esta estabelecida como invasora
em Hong Kong, Taiwan, Japao e América do Sul (Silva et al., 2021). O primeiro registro
de ocorréncia na América do Sul foi no ano de 1991, no rio da Prata, Argentina
(Pastorino, 1993), onde avangou em uma velocidade de 240 km por ano (Darringan &
Ezcurra de Drago, 2000). No fim de 1998, adentrou o Brasil, sendo encontrada,
inicialmente, no Rio Guaiba (RS) (Mansur, 2003). Atualmente, das doze bacias
hidrograficas brasileiras, sete sdo impactadas pela presenga do mexilhdo-dourado
(Silva et al., 2021).

Esse bivalve é considerado a espécie invasora que mais gera impactos no pais,
e a que se espalhou mais rapidamente pelos reservatorios brasileiros (1,68
reservatérios/ano) (Miyahira, 2020; Silva et al, 2021). A combinagao de fatores como
o0 aumento da conectividade entre bacias, construcdo de reservatérios e navegacao
em aguas continentais impulsionaram sua distribuicdo (Boltovoskoy, 2015). A espécie
habita aguas de fluxo relativamente lento, formando aglomerados de individuos que
se agrupam através de uma estrutura proteica denominada bisso (Morton, 2015). Esta
caracteristica permite que os individuos se fixem em diferentes superficies naturais e
artificiais (Darringran e Damborenea, 2009). Além disso, exibe atributos que
favorecem o seu sucesso como uma espécie invasora sendo eles o curto periodo de
vida, rapido crescimento individual, rapida maturidade sexual, alta fecundidade,
grande capacidade de colonizar diferentes habitats, ampla faixa de tolerancia
fisiolégica e associagao com alguma atividade humana (Morton, 1996).

Limnoperna fortunei possui alto potencial incrustante e acaba sendo um
problema prevalente em usinas hidrelétricas devido a obstrugdo e corrosdo de
instalagdes (Morton, 1975; Jurgens & Gaylord, 2018; Yao et al, 2017). No Brasil, 40%
das usinas hidrelétricas, que representam 55% da capacidade de geragao de energia
no pais, encontram-se afetadas (Rebelo, 2018) por um ou mais dos problemas

relacionados com a presenga de mexilhdo-dourado. Além dos problemas econémicos,
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L. fortunei gera problemas ecoldgicos como, por exemplo, a contaminagao do
ambiente aquatico por produtos quimicos utilizados em seu controle (Pereyra et al,
2012; Andrade et al, 2015; Zhang et al, 2022) a modificagdo de substratos pelo
aumento da matéria organica através da liberacdo de pseudofezes e alteragdo da
dinamica de luz nos corpos hidricos a partir do processo de filtracdo, o que pode
culminar em diminuigdo da biodiversidade local (Mansur et al, 2003; Borthagaray e
Carranza, 2007;Sylvester et al, 2005; Karatayev et al, 2007; Darrigran e Damborenea,
2011; Silva et al, 2013).

Corroborando o fato de a espécie apresentar ampla plasticidade fisiolégica, L.
fortunei mostra-se capaz de tolerar temperaturas que variam de 5 a 47,3°C variando
entre as classes de tamanho (Perepelizin & Boltovskoy, 2011 a;b; Spaccesi, 2013;
Cataldo, 2015; Duchini et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Ernandes-Silva et al., 2016;
Andrade et al., 2018; De Andrade et al., 2021; Ayroza et al., 2021; Fabian et al., 2021;
Paolucci & Thuesen, 2022; Somma et al., 2021; Xia et al., 2021; Boltovskoy et al.,
2022; Yang et al., 2023)). No entanto, apesar da temperatura elevada ser um fator
limitante a distribuicdo de espécies no ambiente natural, as estacbes mais quentes
(primavera/verao) favorecem a abundancia e o desenvolvimento larval de L. fortunei
(Ernandes-Silva et al., 2016; Ernandes-Silva et al., 2017; Ayroza et al., 2021;
Boltovskoy et al., 2022; Somma et al., 2021).

Apesar de diversos estudos terem avaliado a sobrevivéncia e abundancia larval
dessa espécie em diferentes temperaturas (Perepelizin & Boltovskoy, 2011 a;b;
Spaccesi, 2013; Cataldo, 2015; Duchini et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Ernandes-
Silva et al., 2016; Ernandes-Silva et al., 2017; Andrade et al., 2018; De Andrade et al.,
2021; Ayroza et al., 2021; Boltovskoy et al., 2022; Fabian et al., 2021; Paolucci &
Thuesen, 2022; Somma et al., 2021;; Xia et al., 2021), até o presente momento n&o
foram encontrados estudos que tenham avaliado os limites de tolerancia térmica para
a espeécie, em especial, para os diferentes estagios de desenvolvimento (larval ao
adulto). Sabe-se que os estagios iniciais da vida de um organismo podem apresentar
tolerancia inferior ao aumento da temperatura, ao passo que individuos juvenis e
adultos tendem a possuir limites de tolerancia superiores (Miller et al., 2013). Do
mesmo modo, o aumento da temperatura pode resultar em alteracbes na homeostasia
do organismo interferindo nas transicbes ocorridas em diferentes estagios de
desenvolvimento (Fields, 2011; Truebano et al., 2018), portanto, o aumento da

temperatura poderia ser um elemento empregado no controle da espécie. Diante
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disso, conhecer os limites de tolerancia de uma espécie invasora e, em diferentes
classes de desenvolvimento, pode ampliar o conhecimento a respeito dos
mecanismos envolvidos em um processo de invasdo. Além disso, conhecer os limites
pode auxiliar na utilizacdo de métodos de controle antes a pds o processo de invasao.

Assim, como se trata de uma espécie invasora associada a impactos
econdmicos e ambientais e, como atualmente ndo existem métodos eficientes para o
controle de L. fortunei, é necessario conhecer seus limites de tolerancia térmica em
diferentes estagios de desenvolvimento. Essa caracterizagdo € uma ferramenta
poderosa para prever a invasividade e pode auxiliar no desenvolvimento de técnicas

para controlar a espécie de forma mais eficaz.

Figura 1. Agregado de mexilhbées unidos através do bisso
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MATERIAL E METODOS

Classificagcao dos animais

Os animais foram classificados de acordo com a classe de tamanho, sendo elas:
classe | que correspondeu as larvas (micrémetros), classe Il que correspondeu as poés-
larvas (0,3 até 0,7mm), classe Il que correspondeu aos juvenis | (>0,7 até 1cm),
classe IV que correspondeu aos juvenis Il (>1 até 2cm)e classe V que corresponde

aos adultos (2 até 3cm).

Coleta, manutencao e experimentacado com larvas de L. fortunei

As amostras de larvas de L. fortunei foram obtidas através da filtragem da agua
bruta do sistema de resfriamento da Usina Hidrelétrica de Jupia, na cidade de Trés
Lagoas, MS (-20.781961201204023, -51.633460646618495) no més de abril de 2023.
A filtragem da agua foi realizada com rede de zooplancton de 68 ym durante 1 h. Apos
filtragem, a amostra foi concentrada em 100 ml de agua do local, sendo mantida no
laboratdrio, sob aeracao constante. Os dados de temperatura, oxigénio dissolvido,
solidos totais, salinidade e turbidez da agua do local de coleta foram obtidos com a
utilizagéo da sonda ProQuatro (YSI®) e estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros abidticos da agua bruta coletada no ponto de filtragem para obtengéo das
larvas de mexilhdo-dourado

Oxigénio Dissolvido Oxigénio Dissolvido H Sdlidos totais Turbidez
(%) (mg/l) P (mg/l) (NTU)

26,55 +0,15 92,45 + 0,65 7,42 £0,07 7,72+0,02 105,70 £ 0,40 0,08 £ 0,01 1,13+ 0,01

Temperatura (°C) Salinidade (%o)

Dados apresentados como média + erro padrao da média

Para a avaliacdo da condi¢do do zooplancton e quantidade de larvas, uma
aliquota da amostra (1 mL) foi observada em microscépio éptico. Adicionalmente, uma
aliquota (1 mL) foi mantida em um béquer sem oxigenagdo e monitorada durante 2
horas para avaliagdo da viabilidade das larvas diante da auséncia de oxigénio.
Noventa e cinco (95%) das larvas permaneceram viaveis/vivas ao longo do periodo
monitorado (25°C). A partir do teste de viabilidade o periodo experimental foi
estabelecido em 1 hora, no intuito de garantir a sobrevivéncia das larvas durante todo

o experimento de tolerancia térmica. Durante o teste de viabilidade das larvas e os



27

experimentos, nao foi utilizado aeracgéo, isto porque, impossibilitaria a contagem das
larvas pela presenca de bolhas.

Para realizacdo dos testes de tolerancia térmica apenas as larvas no estagio
de véliger de charneira reta (Figura 2) foram utilizadas, por ser o estagio encontrado
em maior numero nas amostras. Uma aliquota de 1 mL da amostra de agua contendo,
em média, 307 larvas foi utilizada no experimento, de modo a viabilizar a contagem
das larvas em intervalos de 20 minutos.

A aliquota de agua (1 mL) foi colocada em béqueres de 50 mL e esses mantidos
a temperatura ambiente (condi¢ao controle) ou nas temperaturas de 30, 35, 40 e 50°C
(condicoes experimentais). Os béqueres experimentais foram colocados em banho-
maria com controle digital da temperatura. Tanto os testes de exposi¢cao a temperatura
ambiental quanto os experimentais foram realizados em duplicatas.

A contagem das larvas correspondentes as condigdes controle e experimentais
foi realizada em microscoépio estereoscoépico (Olympus® SZ2 - LIST) sobre uma folha
quadriculada adaptada a area da luz inferior do equipamento. A contagem foi realizada
com 20, 40 e 60 minutos de experimentacdo. A amostra foi avaliada de modo que
todas as larvas existentes fossem contabilizadas. A mortalidade nas condi¢des
controle e experimentais foi calculada na forma de porcentagem em relagédo ao total
de larvas presentes nas amostras de cada uma das condigdes. Deste modo, os dados
utilizados na alimentacédo do software utilizado para o calculo da temperatura letal
média (TL 50%) para as larvas correspondem a média obtida entre as duplicadas de

cada uma das condigdes controle e experimentais.
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Figura 2. (a,b) Larva de L. fortunei em estagio Véliger de Charneira Reta (aumento 40 vezes = 25
um).
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Coleta, manutencéao e experimentagao com os demais estagios de desenvolvimento

de L. fortunei

Os exemplares de mexilhdo-dourado das classes de tamanho (pds-larvas,
juvenis I, juvenis Il e adultos)foram obtidos no reservatério da Usina Hidrelétrica de
Itaipu, Foz do Iguagu/PR (-25.407059291083062, -54.5947444751121) no periodo de
agosto/2022 a maio/2023. Durante a coleta foram obtidos dados de temperatura do
ar, temperatura da agua, oxigénio dissolvido, condutividade, salinidade, pH, turbidez
(Tabela 2).

Tabela 2. Parametros abidticos medidos no ponto de amostragem de mexilhao-dourado, barragem
daUsina Hidrelétrica de Itaipu, Foz do Iguagu/PR

Oxigénio Solidos totais . Turbidez
Temperatura (°C) . pH Salinidade (%o)
Dissolvido (mg/l) (mg/l) (NTU)
26,99 + 4,16 8,45+ 0,93 8,02+0,17 124,00+0,00 0,06 +0,02 0,76 + 0,04

Dados apresentados como média + erro padrao da média

Os animais foram capturados manualmente e colocados em recipientes plasticos
contendo agua do local de coleta (~15 L) e aeragédo constante, onde permaneceram
até serem transportados (por aproximadamente 10 h) ao Laboratério de Toxicologia e
Avaliacao Ambiental — LabTAA (LACTEC), em Curitiba/PR. Apenas os animais das
demais classes foram transportados, ja que os experimentos com as larvas foram
realizados na propria usina. Ao longo do transporte 50% da agua do recipiente foi
substituida apés ~ 5 h de viagem, afim de reduzir a concentragdo de aménia excretada
na agua. No laboratério, os animais foram lavados duas vezes com agua do local de
coleta e transferidos para aquarios de aclimatagédo (74 L) contendo 50% agua
declorada e 50% agua do local de coleta, filtragao e aeragdo constante. Os aquarios
de aclimatagéo foram mantidos em sala climatizada (22+0,18°C e 66+1,50%; Termo-
higrémetro Digital Akso - Ak28®). Diariamente (manhé&/tarde), eram monitorados os
dados abidticos dos aquarios: pH, temperatura, condutividade, salinidade, sélidos
totais dissolvidos (Medidor Multiparametros Akso®), cloro total livre (Cloro Tester
Akso®), iluminancia (Luximetro Akso — Ak 305), aménia total (Kit Labcon Test Agua
Doce: Determinacdo de Aménia - ALCON®), nitrito (Kit Labcon Test Agua Doce:
Determinagao de Nitrito - ALCON®) e dureza (Kit Labcon Test Agua Doce: Dureza em
carbonatos KH — ALCON®). A média dos parametros medidos durante o periodo de

aclimatacao é apresentada na Tabela 3. Os filtros foram higienizados diariamente.
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Caso necessario, 30% do volume era trocado por agua doce declorada e os
parametros abidticos ajustados através da adicao de solugdes acidificantes (HCI 1M)
ou alcalinizantes (NaOH 1M) e neutralizadora de aménia (AmGuard, Seachem®). Os
animais eram alimentados diariamente com ~10 g de alimento comercial triturado, a
base de Spirulina (Veggie Flakes Nature, Sera marine®). A alimentagao foi

suspendida 24 horas antes do inicio da experimentagao.

Tabela 3. Parametros abidticos determinados nos aquarios de aclimatagéo.

NHs total NH3s toxica NO;  Cl total livre Salin Condut. Sél.Totais

pH Temp.(°C) DurCaH)  (om) (pm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (us/em) MM )

6,9+0,04  22,0+0,19 3,3#0,19  3,2+0,24 0,015+0,001 2,1+0,12 0,5+0,05 167,4+8,38 334,9+16,77 192,7+5,66 171,7+8,85

Dados apresentados em média * erro padrao da média
Para a realizagao dos experimentos, os animais foram separados e submetidos

as baterias experimentais conforme as diferentes classes de tamanho. A classificagao
foi definida a partir da composicao estrutural comumente observada nas populagdes
dos individuos em campo. As classes de tamanho definidas para os experimentos

encontram-se descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Média do tamanho dos mexilhbes (cm) de cada classe em cada temperatura testada

Classe I Classe lll  Classe IV Classe V

. Controle 0,53+0,03 0,76+0,03 1,43+0,04  2,70+0,03
30°C Experimental ~ 0,43+0,03 0,82+0,03 1,42+0,03  2,81+0,05
. Controle 0,58+0,02 0,94+0,01 1,94+0,02  2,89+0,04
3¢ Experimental ~ 0,57+0,03 0,90+0,02 1,91+0,02  2,94+0,06
. Controle 0,65+0,01 0,81+0,02 1,78+0,04  2,35+0,06
a0%c Experimental ~ 0,65+0,01 0,89+0,03 1,81+0,05  2,35+0,06
s00C Controle 0,68+0,01 0,94+0,01 1,78+0,04  2,39+0,03

Experimental 0,67+0,02 0,94+0,02 1,50+0,01 2,88+0,04

Dados apresentados como média + erro padrao da média

Minutos antes do inicio dos experimentos um agregado de mexilhdes foi
removido do aquario de aclimatacao e os individuos separados, através do corte dos
bissos, com o auxilio de uma tesoura cirurgica. Os animais selecionados eram
mantidos em um béquer (500 mL) contendo agua do aquario de aclimatacéo para
posterior medigdo da concha (paquimetro digital, Absolute Mitutoyo®). A média de

tamanho dos animais utilizados nos experimentos, de acordo com cada classe de
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tamanho, esta apresentada na Tabela 5. Ap6s serem medidos, dez individuos (n=10)
de cada classe de tamanho eram alocados individualmente em béqueres de vidro
contendo 100 mL de agua declorada, com aeracéo constante e fotoperiodo natural.
Os animais foram expostos a temperatura ambiente (condi¢do controle) ou as
temperaturas de 30, 35, 40 e 50°C (condigbes experimentais) por 96 horas. Os
aquarios experimentais foram mantidos em banho-maria com controle digital da

temperatura (Figura 3).

Figura 3. Animais em aquarios individuais, submetidos as condi¢des controle (A e B) e experimentais
(CeD)

Tabela 5. Média dos parametros abidticos (temperatura e aménia) determinada em cada uma das
condigbes (controle - CT e experimental — EXP) experimentais

Classe Il Classe lll Classe IV Classe V
CT EXP CT EXP CT EXP CT EXP

. amoénia total (ppm) 0,66+0,08 0,89+0,23 0,62+0,08 0,70+0,08 1,00+0,16 1,20+0,28 0,52+0,15 1,26+0,32
s0°¢ temperatura (°C) 26,8+0,05 29,7+0,02 20,2+0,05 29,0+0,15 23,7+0,04 29,5+0,05 24,1+0,02 29,7+0,05
amoénia total (ppm) 0,32+0,06 0,45+0,12 0,44+0,16 0,78+0,04 0,67+0,25 1,00+0,08 0,42+0,11 2,05+0,44
temperatura (°C) 22,6+0,03 34,5+0,15 21,1+0,03 34,1+0,13 23,0+0,03 34,3+0,10 23,2+0,06 34,4+0,11

. amoénia total (ppm) 0,12+0,02 0,16+0,04 0,10+0,02 0,46+0,07 0,16+0,02 1,88+0,46 0,37+0,05 2,73+0,64
40°C temperatura (°C) 22,4+0,11 39,0+0,21 24,0+0,02 39,1+0,14 22,4+0,11 39,2+0,11 22,4+0,10 39,4+0,12

amonia total (ppm) 0,05+0,01 0,07+0,01 0,09+0,01 0,10+0,02 0,12+0,04 0,06+0,03 0,12+0,05 0,16+0,02
50°C

temperatura (°C) 22,3+0,15 49,1+0,18 22+0,17 49,3+0,09 23,9+0,09 49,7+0,09 23,1+0,05 49,7+0,11

Dados apresentados como média + erro padrao da média

A mortalidade e os parametros abidticos (concentracdo de aménia total e

temperatura) foram determinados em cada um dos aquarios a cada 24 horas. Os



31

animais foram considerados mortos quando as valvas permaneciam abertas e quando
nao respondiam ao estimulo de toque, realizado com uma agulha de insulina. A
concentragdo de amoénia total foi determinada pelo método de Verdouw (1978). A
temperatura foi mensurada com termémetro digital de pistola (Termémetro digital
infravermelho, ICEL®). A média dos dados para todos os parametros sao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Temperaturas letais (TL; °C) determinadas para 10, 50, 90 e 99% das larvas de mexilhdo-dourado
(L. fortunei) expostas por 60 min a temperaturas entre 30 e 50°C

Temperatura letal (TL, °C)

TL 10-60 min 36,02 (32,89 — 37,26)
TL 5060 min 37,79 (35,96 — 38,58)
TL 90 - 60 min 39,64 (38,92 — 40,35)
TL 99 - 60 min 41,22 (40,47 — 42,93)

Os dados entre parénteses correspondem aos intervalos de confianga de 95%

Analises Estatisticas

Os dados de temperatura letal (TL) sé&o apresentados como médias
acompanhados do intervalo de confianga (95%). Os demais parametros sao
apresentados como média + erro padrao da média (SEM). As temperaturas letais para
10, 50, 90 e 99% dos mexilhdes testados, em cada uma das classes de tamanho,
foram calculadas através da analise Probit (Finney, 1978). Nos poucos casos em que
a mortalidade ocorreu nos controles, os dados experimentais foram corrigidos
conforme descrito por Sprague (1969), antes de serem submetidos aos testes. Para
verificar a diferenga entre as curvas de sobrevivéncia foi utilizado o teste de Kaplan-
Meyer e Log-Rank/Mantel-Cox no Graphpad Prisma 5.0 (Kleinbaum & Klein, 1997).
Os graficos de sobrevivéncia das larvas e demais classes de tamanho foram

produzidos com o software SigmaPlot 14.0.

RESULTADOS

Experimentos de tolerancia térmica com larvas de L. fortunei
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As larvas expostas as temperaturas experimentais de 30°C e 35°C, por 60 min,
apresentaram taxa mortalidade de 20% e 12%, respectivamente. Quando submetidas
a 40°C as larvas apresentaram 50% de mortalidade apds 20 min e 95% de mortalidade
apos 60 min. As larvas expostas a 50°C atingiram 100% de mortalidade apds 20 min
(Figura 4). A mortalidade das larvas submetidas a condigdo controle variou entre
1.25% e 29% ao longo dos 60 min de experimento. A temperatura letal média (TL50)
para as larvas de mexilhao-dourado expostas por 60 min as temperaturas testadas foi
37.79°C. A temperatura média para mortalidade de 10% das larvas foi de 36.02°C,
para mortalidade de 90% das larvas foi de 39.64°C e para 99% das larvas foi de 41.22
°C.
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©
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0+ —h— 40°C
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30C 35¢C 40C 50C

Figura 4. Mortalidade de larvas (%) em cada temperatura testada (C°) em 20, 40, 60 min. Simbolos
vazados correspondem a temperatura ambiente e simbolos preenchidos correspondem a temperatura
experimental.

Experimentos de tolerancia térmica com pods-larvas, juvenis e adultos de L. fortunei

As temperaturas letais para pos-larvas, juvenis e adultos de L. fortunei foram
determinadas através de experimentos com 96 horas de duracgdo (Figura 5). A maior
taxa de mortalidade (30%) foi observada nos individuos da classe Il (pds-larvas)
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expostos a 30°C. A classe lll (juvenis |) apresentou apenas 10% de mortalidade em
30°C, enquanto que nas demais classes nao houve mortalidade. A temperatura de
35°C causou a mortalidade de 100% dos individuos da classe I, 90% da classe Il
(juvenis 1) e 70% para a classe IV (juvenis Il) e V (adultos) apos 96 horas. A exposi¢cao
as temperaturas de 40 e 50°C por 96 horas resultou em 100% de mortalidade dos
animais de todas as classes de tamanho. A temperatura letal média estabelecida para
a classe Il (p6s larvas) foi de 30.44°C; classe Il (juvenis 1) 32.55°C; classe IV (juvenis
II) 34.65°C e, para a classe V (adultos) 34.68°C (Tabela 7). Nao foram encontradas

diferencgas significativas entre as classes II, IIl, IV e V.

Tabela 7. Temperaturas letais (TL; °C) determinadas para 10, 50, 90 e 99% dos mexilhbes-dourados
(L. fortunei) expostos, por 96h, a temperaturas entre 30 e 50°C

Temperatura Letal (TL; °C)

Classe Il Classe Ill Classe IV Classe V
TL10-96n 29,56 (28,94 — 30,20) 30,25 (25,53 —31,90) 33,77 (33,45 -34,41) 33,92 (33,45 - 34,41)
TLso-9en 30,44 (29,80 —31,10) 32,55 (30,24 — 34,36) 34,65 (34,20 — 35,18) 34,68 (34,20 — 35,18)
TLoo-9n  31,35(30,68 —32,02) 35,02 (33,37 —39,73) 35,54 (34,96 —35,97) 35,46 (34,96 — 35,97)
TLoo-96n 32,11 (31,42 -32,81) 37,18 (34,99 —46,20) 36,29 (35,60 — 36,63) 36,11 (35,60 — 36,63)

Os dados entre parénteses correspondem aos intervalos de confianga de 95%
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Figura 5. Mortalidade (%) das classes Il (Pds larvas), Ill (Juvenis 1), 1V, (Juvenis Il) e V (Adultos) em
cada temperatura testada (C°)

DISCUSSAO

A temperatura desempenha um papel crucial na sobrevivéncia dos seres vivos
influenciando a fisiologia, comportamento e abundancia desses (Franks & Hoffmann,
2012; Perepelizin & Boltovskoy, 2015; Alfonso & Sadoul, 2021; Fernandez et al., 2022;
Bonacina et al., 2023; Gosh et al., 2024). Devido a isso, € considerada uma variavel
importante no processo de dispersao podendo atuar como um fator limitante para a
distribuicao das espécies (Sunday et al., 2012; Rutterford et al., 2015; Campana et al.,
2020), especialmente em ambientes aquaticos, onde os processos de reproducao,
desenvolvimento e sobrevivéncia das populacbes sao determinados por este fator
(Perepelizin & Boltovskoy, 2015; Rutterford at al., 2015; Campana et al., 2020;
Fernandez et al., 2022).
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Espécies invasoras, como o mexilhdo-dourado, sdo capazes de ocupar e
sobreviver em ambientes com grandes variagbes abiodticas, consequentemente,
possuem facilidade em se estabelecer em novos ambientes (Kelley, 2014). No
entanto, apesar da relevancia dessa informac¢do, nenhum estudo, até o momento,
havia determinado a tolerancia térmica do mexilhdo-dourado em suas diferentes
classes de tamanho. No presente estudo, a temperatura letal média determinada para
as larvas foi de 37.79°C (35.96-38.58) enquanto para as demais classes de tamanho
variou entre 30.44°C e 34.68°C. Embora este resultado sugira maior tolerancia térmica
das larvas é importante reforgar que o tempo de experimento dessas foi de apenas 60
min. Portanto, as larvas demonstraram maior sensibilidade ao aumento da
temperatura, corroborando dados previamente apresentados na literatura como os
encontrados para a ostra Pinctada margaritifera (Lugue et al., 2024) e para o bivalve
Spisula solidissima (Roosenburg et al., 1984). Isso indica que, ao contrario dos
individuos adultos, as larvas sao altamente suscetiveis a alteragcdes nas condigcdes
fisicas do ambiente, incluindo a temperatura (Rayssac et al., 2010; Masanja et al.,
2023).

Os testes foram realizados com larvas no estagio véliger de charneira reta que
ja apresentam valvas. Observou-se que embora as valvas oferecam protecao, esta
nao foi suficiente para proteger os animais dos efeitos do aumento da temperatura.
Isso pode ter ocorrido porque € nessa fase que se desenvolvem os 6rgaos internos,
manto e pé (Ramli et al., 2022) ou seja, durante a transigao das fases larvais, ocorrem
mudancas na morfometria da concha e reorganizagdes anatdbmicas que exigem
gastos metabdlicos (Sprung & Widdows, 1986; Schneider et al., 2003). A presenga do
estressor térmico provavelmente alterou as atividades metabdlicas, realocando a
demanda energética e, consequentemente, desencadeou alteragcdo da homeostasia
dos animais inviabilizando sua sobrevivéncia (Schneider et al., 2003). Deste modo,
embora a estrutura da concha possa mitigar estresses abioticos (dissecagao, radiagao
UV e choque osmoético), a sua capacidade protetora possui limites de tolerancia
(Zippay & Hofmann, 2010). Isto porque a protegcao conferida pela concha depende do
aumento de sua espessura que ocorre a medida que o molusco se desenvolve
(Bondarev et al., 2013).

Além disso, como as larvas se desenvolvem em ambientes termicamente
estaveis, esta fase exibe menor tolerancia térmica em relacédo a individuos adultos

que vivem em ambientes mais variaveis (Truebano et al., 2018). Por serem mais
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sensiveis, as larvas podem constituir a fase ideal para utilizagdo de mecanismos de
controle, ja que a sobrevivéncia da larva plancténica é essencial para a colonizagao
(Oliveira, 2010). Assim, compreender esta informacgao é fundamental para a detecgao
precoce e monitoramento da colonizagdo do mexilhdo-dourado (Cataldo, 2015). Outro
aspecto relevante é que durante o experimento nao foi possivel incluir a oxigenacgao,
isto influencia no experimento assim como, o aumento da temperatura que
compromete a disponibilidade de oxigénio.

No que diz respeito aos limites de tolerancia térmica entre as classes Il, lll, IV
e V em cada temperatura, ndo foram encontradas diferencas significativas (p=0.0992
para 30°C / p=0.1325 para 35°C / p=1.000 para 40°C / p=1.000 para 50°C). Esses
resultados corroboram os encontrados em outros dois estudos que avaliaram pos-
larvas (6mm) e juvenis Il (20mm) submetidos ao aumento gradativo da temperatura
(12 a 51°C) (Perepelizin & Boltovskoy, 2011a) e entre pds-larvas (7 mm) e adultos (21
mm) (Perepelizin & Boltsvoskoy 2011b) expostos a 34, 36, 38, 40, 41, 42 e 43°C
gradativamente (0.1 °C/min). Porém, apesar da auséncia de diferenca entre a
tolerancia térmica das diferentes classes de tamanho, a temperatura letal média variou
de 30,4°C a 34,6°C. Essa variacao é relevante, pois, pode indicar que L. fortunei
dispbe de mecanismos fisioldgicos que o permite tolerar uma ampla faixa de aumento
da temperatura. No entanto, novos estudos que avaliem mecanismos fisiolégicos da
espécie precisam ser desenvolvidos para melhor compreensao dessa capacidade.

De qualquer modo, sabe-se que em individuos poés larvas, juvenis e adultos, o
habito gregario e o fechamento das valvas sdao comportamentos importantes em
condi¢oes de oscilagao de temperatura (Dowd & Somero, 2013; Jurgens & Gaylord,
2018; Miller & Dowd, 2019), uma vez que mitigam os efeitos fisioldgicos destas
mudangas, permitindo um equilibrio entre o ganho e a perda de calor (Majansa, 2023).
As agregacdes densas, formadas através do fio bissal, proporcionam um micro-habitat
que retém a umidade e mantém o conforto térmico dos animais no ambiente (Jurgens
& Gaylord, 2018). Sendo assim, a presencga da concha é um atributo importante para
a tolerancia térmica do mexilhdo-dourado e pode ter contribuido para a tolerancia da
espécie frente aos desafios impostos.

Sabe-se, ainda, que temperaturas entre 26 e 28°C criam condi¢des favoraveis
para a sobrevivéncia do mexilhdo-dourado (Cataldo, 2015). De fato, a maior parte das
bacias hidrograficas brasileiras sdo consideradas propicias para a ocupacao de L.

fortunei (Oliveira et al., 2010) uma vez que apresentam temperaturas que variam entre
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25°C e 29°C, bem como outras condi¢des que favorecem a sobrevivéncia da espécie,
como um pH entre 5.7 e 9.0 e concentragao de calcio >1.8 mg/L, importante para o
crescimento das conchas (Oliveira et al., 2010). Corroborando essa informacao,
atualmente as areas ocupadas pelo mexilhdo-dourado estdo predominantemente nas
regides centro-sul do Brasil, onde as temperaturas podem variar entre 22 e 27°C
(Pertsch et al., 2021; Brasil das aguas, 2013). No entanto, ha o temor de que as
mudancas climaticas favoregam o crescimento populacional e a expansao da espécie
para novas areas, em especial a bacia Amazdénica, uma vez que a espécie ja ocorre
no rio Cuiaba que esta proximo (150 km) da bacia do rio Tapajés onde a temperatura
média é 27,6°C (Boltovskoy, 2015; WWF,2024). O processo de invasao pode resultar
em um aumento na competicdo entre espécies nativas e invasoras e, dado os
impactos ecolégicos e econdmicos que L. fortunei pode causar, ha elevado risco a
integridade dos ecossistemas aquaticos e a biodiversidade da Amazonia (Simberloff
et al.,, 2013).

Porém, embora a temperatura favorega a dispersdo do mexilhdo-dourado e
seja um fator de preocupagédo para as bacias ainda ndo atingidas é sabido que a
temperatura letal média para a espécie ficou em 34°C e que temperaturas a partir de
40°C sao incompativeis com a sobrevivéncia dos individuos. Dessa forma, embora
esse nao seja o unico fator que controla a dispersao da espécie em seu ambiente
natural, os resultados apresentados demonstram que o aumento da temperatura pode
ser um fator limitante para a espécie e, em espacgos controlados, como instalacoes
industriais, pode ser empregado como um método de controle (Perepelizin &
Boltovskoy, 2011 a; b) ajudando a reduzir o processo de incrustagao e outros efeitos
gerados pela espécie em diferentes superficies. Assim, conhecer as respostas
fisiolégicas do mexilhdo-dourado ao aumento da temperatura pode permitir que
estratégias sejam desenvolvidas para mitigar os seus impactos como uma espécie
invasora. Esta estratégia n&o apenas ajudaria a limitar a proliferagao da espécie, mas
também poderia contribuir para a conservagao da biodiversidade local e a protegéao

dos ecossistemas aquaticos.
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Capitulo 2: Avaliacao fisiologica de
Limnoperna fortunei (Dunker,1857) ao aumento

da temperatura
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RESUMO

A temperatura € uma das principais variaveis abioticas que afetam a dinadmica
da vida nos ecossistemas aquaticos. Considerando que a temperatura € um fator
chave na sobrevivéncia das espécies, o aumento desta representa um fator de
estresse para diferentes organismos. Sabendo disso, espécies aquaticas invasoras
em geral, sdo menos afetadas por aumento da temperatura ambiental do que espécies
nativas, o que torna uma vantagem competitiva em ambientes aquaticos aquecidos,
facilitando a sua proliferacdo e impacto sobre as espécies nativas. O mexilhao-
dourado (Limnoperna fortunei) € um bivalve de agua doce originario do sudeste
asiatico que se estabeleceu como uma das espécies invasoras de maior preocupacao
no Brasil. A ocorréncia da espécie contribui para uma série de impactos econémicos
e ecologicos. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas fisiologicas de L. fortunei
diante do aumento da temperatura, na tentativa de elucidar os mecanismos de
tolerancia e sobrevivéncia do mexilhdo-dourado. Foram realizados experimentos com
individuos juvenis Il e adultos expostos duragdo de 96h horas a uma temperatura
subletal de 32°C. Os individuos sobreviventes foram retirados do experimento e
tiveram amostras de hemolinfa e tecido coletadas para analises de concentragao de
ions e atividade enzimatica, respectivamente. Os animais expostos a 32°C
apresentaram aumento significativo na concentragdo de lactato tanto na hemolinfa
(p=0,023), quanto na agua da cavidade do manto (p=0,014), em relagdo ao grupo
controle. Houve diferencas significativas na concentragao de Cl-na hemolinfa no grupo
experimental em relagdo ao controle (p=0,028), enquanto ndo houve diferengas
significativas nos niveis de magnésio, calcio, potassio e osmolalidade. O grupo
experimental apresentou alteragcdes nos filamentos branquiais, como dilatagcao do seio
hemolinfatico e vacuolizacao epitelial. A exposicao subletal a 32°C induz alteracdes
metabdlicas significativas, sem causar desequilibrios osmo-idnicos, indicando

tolerancia ao estresse térmico.
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INTRODUGAO

A temperatura € uma das principais variaveis abioticas que afetam a dinadmica
da vida nos ecossistemas aquaticos (Somero, 2002; Kelley, 2014; Bonacina et al.,
2022). O aumento de temperatura nos limites de tolerancia de um organismo, pode
alterar processos bioldgicos como taxas de alimentacao, taxas de filtracao, eficiéncia
de absorg¢éo e causar a solubilidade de gases como oxigénio, além de resultar em
alteragdes nos processos fisiologicos, afetando a vascularizagdo de tecidos,
manutencdo da composi¢cdo da concha no caso dos bivalves, regulagdo do pH,
estresse oxidativo, funcionamento do sistema imune e do metabolismo (Mazeaud,
1981; Ungell et al., 1984; Dallas & Gillespie, 2015; Cardoso et al., 2019; Adamski et
al., 2022; Bonacina et al., 2022; Regino et al., 2022; Xu & Wang., 2022; Guo et al.,
2023; Masanja et al., 2023; Murano., 2023; Farias et al., 2024).

Considerando que a temperatura € um fator chave na sobrevivéncia das
espécies (Somero, 2002; Willmer et al., 2004; Adamski et al., 2022), o aumento desta
representa um fator de estresse para diferentes organismos (Sanders, 2008). Nesse
contexto, a compreensao das respostas fisioldgicas dos seres vivos em condi¢des de
estresse é fundamental, pois estas respostas atuam como importantes indicadores de
alteragbes fisiologicas (Boff & Oliveira, 2021), inclusive comprometendo a
sobrevivéncia dos bivalves (Masanja et al., 2023; Raymond et al., 2024; Gordillo et al.,
2025).

No entanto, os organismos possuem estratégias fisioldgicas que os permitem
se ajustar as situagdes adversas para atingir e/ou manter a homeostase (Blewett et
al., 2022), em especial, em ambientes como corpos de agua doce, que sao suscetiveis
a grandes variagdes térmicas (Morash et al., 2020). Tal ajuste é crucial, especialmente
em organismos termoconformadores como os mexilhdes, em que 0s processos sao
limitados pela temperatura da agua (McMahon and Bogan 2001; Ganser et al., 2013).
Sabendo disso, espécies aquaticas invasoras, em geral, sdo menos afetadas por
aumento da temperatura ambiental do que espécies nativas (Sorte et al., 2013), o que
torna uma vantagem competitiva em ambientes aquaticos aquecidos, facilitando a sua
proliferagdo e impacto sobre as espécies nativas (Kelley, 2014).

O mexilhdo-dourado (Limnoperna fortunei) € um bivalve de agua doce originario
do sudeste asiatico que se estabeleceu como uma das espécies invasoras de maior

preocupagao no Brasil (Moutinho, 2021; Boltovskoy et al., 2022). Sua primeira
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apari¢ao no pais ocorreu no final de 1998, no Rio Guaiba (Rio Grande do Sul) e, desde
entdo, a espécie se espalhou rapidamente, afetando sete das doze bacias
hidrograficas brasileiras (Miyahira, 2020; Silva et al., 2021). Essa espécie exotica
possui atributos que favorecem a invasédo, como a presenca de estagio larval natante,
comportamento gregario e associagcdo com atividades humanas (Darringran &
Damborenea, 2011; Boltovskoy, 2015), além de apresentar habito gregario e alta
capacidade de incrustacdo. Devido a isso, afetam diversas infraestruturas como, por
exemplo, usinas hidrelétricas e tanques de piscicultura causando impactos
econdmicos bastante significativos (Morton, 1975; Jurgens & Gaylord, 2017; Yao et
al., 2017). Além disso, a ocorréncia da espécie contribui para uma série de impactos
ecologicos, seja pela poluicdo causada pelos produtos quimicos utilizados em seu
controle, pela reducdo da qualidade da agua em decorréncia da sua mortalidade
(Pereyra et al, 2011; Andrade et al., 2015; Zhang et al., 2022) ou, ainda modificacao
de substratos pelo aumento da matéria organica a partir da liberagao de pseudofezes,
alteracdo da dinamica de luz nos corpos hidricos pela filtragcao, o que pode acarretar
na diminuigdo da biodiversidade local (Mansur et al, 2003; Borthagaray e Carranza,
2007;Sylvester et al, 2005; Karatayev et al, 2007; Darrigran e Damborenea, 2011;
Silva et al, 2013).

Além dessas importantes caracteristicas, L. fortunei demonstra uma tolerancia
notavel a variagbes térmicas (Perepelizin & Boltovskoy, 2015), o que possibilita a
sobrevivéncia e reprodugcdo em condicdes que poderiam ser desfavoraveis para
maioria dos animais aquaticos (Willmer et al., 2004; Bridi, 2010). A faixa de tolerancia
para sobrevivéncia da espécie varia entre 5 a 47,3°C (com exposigao gradual)
(Perepelizin & Boltovskoy, 2011 a;b; Andrade et al., 2018; Andrade et al., 2021;
Boltovskoy et al., 2021; Paolucci & Thuesen, 2021; Xia et al., 2021 ; Yang et al., 2023),
enquanto que para reproducao a temperatura ideal foi estabelecida entre 26 e 28°C
(Cataldo, 2015). Essa tolerancia € um atributo bastante relevante, uma vez que a
temperatura € um dos fatores abidticos de maior importancia na definicdo da
distribuicdo das espécies (Somero, 2002; Kelley, 2014).

Porém, mesmo que a espécie se mostre tolerante a variagcdes térmicas, €
sabido que mudangas na temperatura podem desencadear estresse, o qual pode
resultar em alteragdes nos processos fisioldgicos em diferentes escalas (Adamski et
al., 2022) influenciando nos processos bioquimicos e celulares. Estas alteragdes

podem ocorrer em dois niveis bioldgicos: primario afetando diretamente os 6rgéos-
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alvo, como as branquias, e provocando mudangas na permeabilidade e
vascularizagao dos tecidos e, secundario impactando o balango hidromineral e o
metabolismo do organismo (Mazeaud, 1981; Ungell et al., 1984; Regino et al., 2022;
Xu & Wang, 2022; Guo et al, 2023; Murano et al.,2023;). Deste modo, processos
essenciais a manutengao da homeostasia e do funcionamento organico como, por
exemplo, a manutencao da composi¢cédo da concha, osmorregulacao, regulagao do pH
metabolismo, estresse oxidativo, valores nutricionais e fun¢gdes imunes, sao afetados
0 que, consequentemente, altera o desempenho dos individuos (Somero, 2002;
Willmer et al., 2004; Kelley, 2014; Cardoso et al., 2019; Farias et al., 2024). Além disso,
o aumento da temperatura pode desnaturar proteinas, alterar a estrutura
tridimensional ou aumentar a energia cinética das moléculas que eleva as taxas de
colisdes entre as enzimas e seus substratos (Willmer et al., 2004; Daniel et al., 2007;
Werlang et al., 2018) inviabilizando a sobrevivéncia dos organismos (Willmer et al.,
2004; Zheng et al., 2024).

Assim, como até o presente momento ndo existia na literatura informagdes
dessa natureza sobre a espécie, 0 objetivo deste estudo foi avaliar as respostas
fisiolégicas de L. fortunei diante do aumento da temperatura, na tentativa de elucidar
0os mecanismos de tolerancia e sobrevivéncia do mexilhdo-dourado. Essas
informacdes sdo fundamentais para compreender aspectos basicos da fisiologia da
espécie e 0s mecanismos envolvidos nas respostas diante do aumento da
temperatura, os quais podem ser importantes para a definicdo dos padrbes e
dindmicas de invasao de uma determinada espécie (Kelley, 2014), bem como uteis

em estratégias de controle de envolvam variagdes deste parametro.

MATERIAL E METODOS

Classificacao dos animais para experimentagao

Para a realizagao dos experimentos os animais foram classificados de acordo com o
seu tamanho. Para isso, as larvas (micrometros) foram consideradas como classe |,
pos-larvas (0,3 até 0,7 mm) como classe Il, os juvenis | (>0,7 até 1cm) como classe

I, juvenis Il (>1 até 2 cm) como classe IV e adultos (>2 até 3cm) como classe V.
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Amostragem e aclimatagcao dos animais em laboratério

A coleta dos animais ocorreu entre os meses de outubro de 2023 a janeiro de
2024, no reservatério do Rio Parana localizado no Refugio Bioldgico de Boa Vista -
Itaipu (25°26'49.30"S 54°32'57.99"0). Durante a coleta, variaveis abioticas como
temperatura da agua (C°), oxigénio dissolvido (mg/L), pH, solidos totais (mg/L) e
salinidade (%) (Sonda YSI ProQuatro®) foram monitorados. Os espécimes coletados
foram depositados em tambores com ~15 L, com agua do local de coleta e mantidos
sob aeracdo constante durante o transporte até o Laboratdrio de Toxicologia e
Avaliacao Ambiental — LACTEC (Curitiba/PR). No laboratério os animais foram
lavados (2x) com a agua do local de coleta e acondicionados em aquarios estoque de
74 L com filtragem e aeragéo constantes, sob fotoperiodo de 12h claro/12h escuro,
em sala climatizada a 21.9+0,28°C e 78.6 £1,72 % de umidade relativa (Termo-
higrdmetro Digital Akso - Ak28®). Os parametros abioticos dos aquarios tais como pH,
temperatura e amoénia total (Sonda YSI ProQuatro®), condutividade, salinidade,
sélidos totais dissolvidos (Medidor Multiparametros Akso®), cloro total livre (Cloro
Tester Akso®), iluminancia (Luximetro Akso — Ak 305), nitrito (Kit Labcon Test Agua
Doce: Determinacdo de Nitrito - ALCON®) e dureza (Kit Labcon Test Agua Doce:
Dureza em carbonatos KH — ALCON®) foram coletados diariamente. A média dos
parametros abiéticos determinados ao longo da aclimatagéo (15 dias) é apresentada
na Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.. Apds avaliagdo dos parametros
abidticos procedia-se a higienizagao do filtro dos aquarios. Nao houve a necessidade
de realizar troca de agua dos aquarios durante o periodo de aclimatacédo. Durante a
aclimatacdo os animais foram alimentados com alimento comercial Sera Marine

Veggie Flakes Nature® contendo Spirulina (7%) e algas Haematococcus.

Tabela 8. Parametros abidticos dos aquarios de aclimatagéo

Sélidos
Temp. NH; total NOy- Total CI-  Condut. llumin
pH Dur (°dH) totais
(°C) (ppm) (ppm)  (ppm) (uS/em) (lux)
(mg/l)

7.12+0.06 21.2+0,22 3.29+0.08 0.031+0.005 1.40+0.15 0.24+0.07 181.0+10.8 437.6+4.72 90.4+5.42

Dados apresentados como + erro padrao da média

Experimentos de exposi¢cao a temperatura subletal
Os exemplares utilizados no experimento subletal foram removidos do aquario

de aclimatacéo, individualizados, através do corte do bisso e, medidos (paquimetro
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digital Absolute Mitutoyo®), de modo que apenas individuos juvenis | (0,7mm até 1
cm) e juvenis Il (1 até 2cm) (n=150), fossem empregados nos experimentos.

Em seguida, os animais foram distribuidos, individualmente, em béqueres de
vidro, de 250ml, contendo 100ml de agua declorada e aerac¢ao constante de modo a
compor dois grupos: controle e experimental. Os animais ndo foram alimentados
durante o experimento, a alimentacgao foi suspensa 24 horas antes do experimento. A
temperatura experimental foi estabelecida em 32°C a partir de experimentos de
tolerancia térmica (Fernandes et al., em preparacao). A exposigdo dos animais a essa
temperatura ocorreu por um periodo de 96h, sob condi¢cbes estaticas, através da
manutencdo dos aquarios em banho-maria. A média da temperatura dos aquarios
experimentais (n=75) foi mantida em 31.5+0.05°C, através de um sistema de controle
digital. Os animais expostos a condi¢do controle (n=75) foram mantidos sob
temperatura ambiente (21.91£0,28°C). A mortalidade dos animais em cada uma das
condigdes foi verificada a cada 24h. Os individuos com as valvas totalmente abertas
ou que nao responderam ao estimulo de toque, foram considerados mortos e retirados
dos experimentos.

Além da mortalidade, dados de temperatura e concentragédo de amonia total,
Sonda YSI ProQuatro) foram determinados em cada um dos aquarios controles e
experimentais. Ao final das 96h, os animais sobreviventes em cada uma das
condigdes foram retirados dos aquarios para a coleta de hemolinfa e agua da cavidade
do manto. Essas foram acondicionadas em microtubos e imediatamente armazenadas
em freezer -20°C até serem utilizadas nas determinagdes de osmolalidade, ions (Na*,
K*, CI, Mg?*, Ca?*), glicose e lactato. Apos isso, 70 animais de cada uma das
condigdes, controle e experimental, foram removidos das conchas, acondicionados
em microtubos e imediatamente congelados em freezer -80°C onde foram mantidos
até a realizacido das analises de determinacéo de teor de hidratacéo e, da atividade
especifica das enzimas Na*/K* - ATPase, H+ATPase e anidrase carbbnica e proteinas
totais. Doze desses individuos (animais inteiros) (n=6 controle e n=6 experimentais)
foram, logo apos a retirada de fluidos, fixados em alfac e, posteriormente submetidos

a preparacéo histologica necessaria a observagao branquial.

Andlise das amostras
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Osmolalidade (Osm)

A osmolalidade foi determinada em amostras de hemolinfa, agua da cavidade
do manto e agua dos aquarios (controles e experimentais), sem diluicdo (10ul),
através da leitura em micro-osmdmetro de presséo a vapor (Wescor ®5600 VAPRO).

Os resultados foram expressos em mOsm.Kg H20".

Dosagens de ions

A concentragdo dos ions cloreto (CI), magnésio (Mg?*) e calcio (Ca?*) foi
determinada em amostras de hemolinfa, agua da cavidade do manto e agua dos
aquarios (controles e experimentais), utilizando kits colorimétricos comerciais
(Labtest®), com leituras de absorbancia a 450, 505nm e 570nm, respectivamente,
através do espectrofotdbmetro (Molecular Devices® SpectraMax M2e) e, resultados
expressos em mM. Para a determinacdo dos ions sdédio (Na*) e potassio (K*), as
amostras de hemolinfa, agua da cavidade do manto e agua dos aquarios controles e
experimentais foram diluidas (1:200) em agua ultra-pura (Mili-Q®) e analisadas em

fotdmetro de chama (DIGIMED-DM-64-4E), com resultados expressos em mM.

Dosagens de glicose e lactato

As concentragdes de glicose e lactato foram determinadas em amostras de
hemolinfa e 4gua da cavidade do manto, sem diluicéo, utilizando kits colorimétricos
comerciais (Labtest®), com leituras de absorbancia a 505 nm e 550 nm,
respectivamente, em espectrofotdbmetro (Molecular Devices® SpectraMax M2e) e,

com resultados expressos em mg/dL.

Teor hidrico

O teor de hidratagao tecidual foi determinado no animal inteiro (n= 10 para cada
uma das condi¢des, controle e experimental). Para a realizagdo dessa analise, os
animais foram pesados em tubos tipo eppendorf, em balanca analitica (Bel
Engineering® M214Ai, precisdao 0,1 mg). Em seguida, eram colocados na estufa
(QUIMIS® Q13) a 60°C graus até a obtengéo do peso constante. Ao final o material
era pesado novamente e, a perda de agua demonstrada por porcentagem em relagéo

ao peso inicial da amostra.
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Quantificagao proteinas totais

A quantificacdo da concentragdo total de proteinas nos homogeneizados
teciduais foi realizada para os ensaios das enzimas anidrase carbdnica,
Na*/K*ATPase e H*ATPase seguindo o protocolo descrito por Bradford (1976). As
analises foram realizadas em triplicata em microplacas de 96 pocos, utilizando o
reagente Bradford Reagent (Sigma Aldrich®). A leitura ocorreu a 595nm no

espectrofotometro (Molecular Devices® SpectraMax M2e).

Atividade das enzimas Na*/K*ATPase e H*ATPase

Para a determinagao da atividade especifica das enzimas Na*/K*-ATPase e H*-
ATPase, foi utilizado o protocolo descrito por Kiltz e Somero (1995). O animal inteiro
foi descongelado, pesado e homogeneizado a 10% (peso/volume em g/mL) em
tampao SEI+SEID com pH 7,5. O homogeneizado foi centrifugado (2000xg por 5
minutos a 4°C), e o sobrenadante foi separado para as analises de proteina total e

para a atividade das enzimas.

Atividade especifica da Anidrase Carbénica (AC)

Para o experimento da atividade da enzima AC, amostras de tecidos (animal
inteiro) foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas a 10% (peso/volume em
g/mL) utilizando um tampao fosfato 10 mM, pH 7,4. O homogeneizado foi entdo
centrifugado (12000xg por 5 minutos a 4°C), e o sobrenadante foi aliquotado para as
analises de proteina total e da atividade especifica da enzima. A atividade da anidrase
carbénica foi determinada pelo método descrito por Vitale et al. (1999), baseado em
Henry (1991). A atividade especifica da anidrase carbdnica (AAC) foi calculada pela
formula: AAC = [(TC/TNC) — 1)l/mg de proteina total na amostra (Burnett et al. 1981;
Vitale et al. 1999).

Analise histopatoldgica

Para caracterizagao histolégica das branquias, ao final das 96 horas de
experimentagcdo, seis individuos do grupo controle e seis individuos do grupo
experimental foram cuidadosamente removidos por inteiro das conchas e fixados em
alfac por 16 horas. Apds o periodo de fixagao, os tecidos foram lavados duas vezes
com alcool 70% e em seguida, foram desidratados em bateria alcodlica, diafanizados,

incluidos em Paraplast regular (Sigma P3558®) e emblocados. Os blocos com os
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tecidos foram trimados e, em seguida, seccionados (5 pm), corados com acido
periodico de Schiff e contra-corados com hematoxilina (PAS-H). As Iaminas foram
observadas em microscopio de luz (Leica DMLS2) com captura de imagem
(LeicaXXC300FX e Leica application V3.1.0.).

Analises Estatisticas

Os resultados sao apresentados como média acompanhada do erro padrao da
média (SEM). Os resultados obtidos para os parametros de osmolalidade, ions,
glicose e lactato foram submetidos ao teste T de Student e quando ndo atendiam aos
critérios de normalidade, foi aplicado o teste de Mann-Whitney. As médias de
osmolalidade, ions, glicose e lactato foram comparadas na seguinte relagéo: controle
= hemolinfa X manto; experimental = hemolinfa X manto; hemolinfa = controle X
experimental; manto = controle X experimental. Tanto as analises estatisticas quanto

os graficos foram elaborados no software SigmaPlot 15.0.
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RESULTADOS

A exposicéo de L. fortunei a temperatura de 32°C por 96h n&o resultou em
alteracdes significativas na osmolalidade da hemolinfa e na agua da cavidade do
manto do grupo experimental em relagdo ao controle (p=0,937; p=0,831,
respectivamente) (Figura 6). Houve diferencas significativas entre a hemolinfa e agua
da cavidade do manto na condi¢cdo experimental (p=0,001) e hemolinfa e agua da

cavidade do manto na condic&o controle (p=<0,001).

* *
1 1

40 A A [ hemolinfa
- B manto
O
™
I
o 30 a a
s T
£ I
w
2 20
i H]
o
o
o
o 10
(8]
£
w
O

0

Controle Experimental
219°C 32°C

Figura 6. Osmolalidade (Osm) em hemolinfa e agua da cavidade do manto dos grupos controle
(n=60) e experimental (n=42). Letras denotam a diferenca entre o grupo controle e experimental tanto
para hemolinfa quanto para agua da cavidade do manto e, barras acompanhadas de asteriscos
apontam a diferenca entre hemolinfa e agua da cavidade do manto dentro de uma mesma condigéo
(controle ou experimental).

Houve diferengas significativas na concentragéo de Cl- na hemolinfa no grupo
experimental em relagao ao controle (p=0,028). Nao foram encontradas diferengas
significativas nas concentragbes de Na+ (p=0,609) na hemolinfa e nem nas
concentragdes de Na+ (p=0,764) e CI- (p=0,568) na agua da cavidade do manto entre
0 grupo experimental e o grupo controle. Houve alteragdes significativas entre a
hemolinfa e agua da cavidade do manto tanto no grupo experimental (p=0,001),

quanto no grupo controle (p=<0,001) (
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Figura 7. (A) Concentragéo de ions Na+ em hemolinfa e manto dos grupos controle (n=61) e
experimental (n=39). (B) Concentragao de ions Cl- em hemolinfa e manto dos grupos controle (n=62)
e experimental (n=45). Letras denotam a diferenga entre o grupo controle e experimental tanto para
hemolinfa quanto para agua da cavidade do manto e, barras acompanhadas de asteriscos apontam a
diferenca entre hemolinfa e agua da cavidade do manto dentro de uma mesma condi¢éo (controle ou
experimental).

NZo houve alteragbes significativas nas dosagens de Ca* (p=0,249), Mg?*
(p=0,649) e K* (p=0,616) na hemolinfa e agua da cavidade do manto (p= 0,148;
p=0,398; p=0,064, respectivamente) do grupo experimental em relagdo ao controle.
Houve diferenga significativa nas concentragbes dos ions Ca?* (p=0,006) e
K*(p=<0,001) entre a hemolinfa e agua da cavidade do manto no grupo experimental
e, diferengas significativas nas concentragbes dos ions Ca?* (p=<0,001),
Mg?*(p=<0,001) e K* (p=0,040) entre a hemolinfa e agua da cavidade do manto na
condigao controle. (

Figura 8)
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Figura 8. (A) Concentragdo de ions Ca?*, (B) Mg?* e (C) K* em amostras de hemolinfa (barra cinza
claro) e agua da cavidade do manto (barra cinza escuro) dos grupos controle (n=61) e experimental
(n=44). Letras denotam a diferenca entre o grupo controle e experimental tanto para hemolinfa quanto
para agua da cavidade do manto e, barras acompanhadas de asteriscos apontam a diferenca entre
hemolinfa e agua da cavidade do manto dentro de uma mesma condi¢ao (controle ou experimental).

N&o houve diferengas significativas na concentragao de glicose da hemolinfa (p=0,499) e na agua da
cavidade do manto (p=0,265) no grupo experimental em relagdo ao grupo controle (

Figura 9A). No entanto, houve aumento na concentragao de lactato no grupo experimental em relagéo
ao grupo controle tanto na hemolinfa (p=0,023) quando na agua da cavidade do manto (p=0,014) (
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Figura 9. (A) Concentracao de glicose e (B) Concentragao de lactato em hemolinfa e agua da
cavidade do manto dos grupos controle (n=61 - 62) e experimental (n=45). Letras denotam a
diferenca entre o grupo controle e experimental da hemolinfa e manto.
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Figura 10).
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Figura 10. Teor de hidratacao determinado em exemplares de L. fortunei submetidos aos grupos
controle e experimental (32°C). Letras denotam a diferenga entre o grupo controle e experimental.

Nao houve diferencga significativa na atividade ATPasica total (p = 0,880) e nem
nas atividades especificas das enzimas Na*K*-ATPase (p = 0,255), H*ATPase (p =
0,368) e anidrase carbénica (p=0,328) no grupo experimental em relagado ao controle
(Figura 11).
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Figura 11. Atividade especifica das enzimas Na*K*-ATPase (A), H*ATPase (B) , atividade ATPasica
total (C) e anidrase carbénica (D). Letras iguais denotam a auséncia de diferenca entre o grupo
controle e experimental.

Os exemplares de L. fortunei  submetidos a condigdo experimental
apresentaram alteragbes histopatoldgicas nas branquias tais como: dilatagao do seio
hemolinfatico dos filamentos branquiais, perda de cilios, alteragbes degenerativas na
juncao interfilamentosa, vacuolizacao epitelial nos filamentos branquiais e elevacao
epitelial da zona abfrontal quando comparado aos animais do grupo controle cuja
estrutura dos filamentos branquiais apresentava-se majoritariamente normal e

nitidamente separados em trés zonas: frontal, intermediaria e abfrontal (Figura 12).
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Figura 12. Alterac¢des histopatoldgicas na microestrutura das branquias de L. fortunei coradas com
hematoxilina e eosina. A: Grupo controle. Filamentos branquiais normais com cilios nas células
frontais (), seio hemolinfatico normal dos filamentos branquiais () e jungo interfilamentosa ( ).
B, C e D: Grupo exposto. A: perda de cilios ( l), dilatag&o do seio hemolinfatico (%), alteracdes
degenerativas na jungéo interfilamentosa (=), vacuolizagio epitelial (») e elevacgao epitelial (Y).
Barra de escala: 50um.

DISCUSSAO

Considerando que a temperatura € um fator chave na sobrevivéncia das
espécies (Somero, 2002; Willmer et al., 2004; Adamski et al., 2022), o aumento desta
representa um fator de estresse para diferentes organismos (Sanders, 2008). Nesse
contexto, a compreensao das respostas fisioldgicas dos seres vivos em condi¢des de
estresse é fundamental, pois estas respostas atuam como importantes indicadores de
alteracbes fisiologicas (Boff & Oliveira, 2021), inclusive comprometendo a
sobrevivéncia dos bivalves (Masanja et al., 2023; Raymond et al., 2024; Gordillo et al.,
2025).

Nesse sentido, embora a temperatura possa causar alteragdes
osmorregulatérias (Stanley & Colby., 1971; Fiess et al., 2007; Chacoff et al., 2018;
Walker et al., 2020; Malintha et al., 2023), os presentes resultados corroboram com a

tolerancia de L. fortunei ao aumento nesse parametro (e.g., Perepelizin & Boltovskoy,
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2011b; Karatayev et al.,2015), pois, apesar de a temperatura letal média para a
espécie ter sido estabelecida em 34°C (Fernandes et al. em preparagao), a
temperatura subletal de 32°C ndo foi extrema o suficiente para causar alteracbes
osmo-idnicas.

Dados sobre aspectos osmorregulatérios do mexilhdo-dourado s&o bastante
escassos na literatura. Ha, até o presente momento, um unico estudo reportando
dados dessa natureza. De acordo com Deaton et al. (1989) a osmolidade da hemolinfa
determinada para L. fortunei apresentou valores de 40 (mOsm. Kg H20"), um valor
superior aos nossos resultados em condigado controle (i.e., basais) de 26,14 + 1,46
(mOsm. Kg H20"") em agua doce (0,89+0,20 mOsm. Kg H20"). Do mesmo modo,
valores de osmolalidade descritos na literatura para outras espécies de bivalves de
agua doce também foram superiores ao encontrado para L. fortunei. Os valores
descritos variaram de 31,8 £ 1,1 (mOsm. Kg H20-1) para Pinctada margaritifera
(Shakhmatova et al., 2006), 42,6 (mOsm. Kg H20-1) para Dreissena polymorpha
(Byrne and Dietz, 2006), 45+4,9 (mOsm. Kg H20-1) para Sinanodonta woodiana
(Matsushima & Kado, 1982) e 63,2+0,73 (mOsm. Kg H20-1) para Corbicula fluminea
(Ruiz and Souza, 2008). Desse modo, os valores encontrados para outros bivalves
sao maiores do que os valores encontrados em nosso estudo, o que pode ressaltar,
as diferencas dos meios em que estes animais podem ter sido submetidos ou a
caracteristica particular de cada espécies, baseada em seu arcabouco
fisioldgico/osmorregulatério.

A osmolalidade € a concentracao total de solutos por quilograma de solvente
e, em bivalves como Limnoperna fortunei, € principalmente determinada pelos ions
sédio (Na*) e cloreto (Cl7) na hemolinfa. e A manutencéo da concentragao de ions €
fundamental para o equilibrio do pH dos fluidos como a hemolinfa e a agua da
cavidade do manto (Byrne & Dietz, 1997; Hu et al., 2017; Tresguerres et al., 2023),
além de preservar o volume celular (Eveloff & Warnock, 1987; Land et al., 1998;
Strange, 2004). Neste estudo, observou-se que a osmolalidade da agua da cavidade
do manto foi maior do que a da hemolinfa tanto na condi¢gao experimental quanto no
controle. Esta diferenga entre estes dois compartimentos sugere tratar-se de uma
caracteristica basal de L. fortunei. A cavidade do manto atua como um ambiente
intermediario entre o meio interno e externo do organismo (McLachlan & Erasmus,
1974; Medeiros et al., 2020). A excregao continua de solutos (aménia) e matabdlitos

pela cavidade do manto pode contribuir para elevagdo da sua osmolalidade em
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relacdo a hemolinfa (Allam & Paillard, 1998). Os processos osmorregulatorios da
cavidade do manto sao importantes para manter a homeostase interna dos moluscos,
sendo um epitélio de trocas. A agua proveniente do ambiente que circula na cavidade
do manto do mexilhdo pode conter particulas em suspensdo, nutrientes, oxigénio
dissolvido e residuos que influenciam na osmolalidade da agua da cavidade do manto.
Essa capacidade de regulagao entre os meios permite que estes realizem trocas de
substancias com o ambiente externo (McLachlan & Erasmus, 1974). Compreender
como os ajustes osmorregulatérios ocorrem dentro da cavidade do manto € importante
para o entendimento a respeito de como os moluscos mantém a homeostase interna
e realizam trocas com o ambiente externo (Gony & Boudou., 1997). Corroborando a
manutengdo da homeostasia osmo-idnica dos individuos, ndo foram observadas
alteracbes na atividade ATPasica total nem nas enzimas especificas (AC, NAK e
H*ATPase). A auséncia de diferenga pode indicar um mecanismo regulatério estavel
e que a manutencdo da homeostase osmo-idnica esta ocorrendo nos individuos
experimentais. Estudos futuros sdo necessarios para uma melhor compreensao a
respeito da caracterizagdo destes mecanismos e das respostas osmorregulatorias do
mexilhdo-dourado frente a diferentes estresses ambientais.

A capacidade de ajuste dos indices metabdlicos dentro dos limites de tolerancia
térmica possibilita a obtencado de energia para sobrevivéncia, sendo um ponto chave
para expansao em diferentes habitats (Oliveira et al., 2015; Paolucci, 2022). Sabendo
disso, mensurar os indices metabdlicos pode ser uma ferramenta importante para
conhecer os aspectos de tolerancia a diferentes tipos de estressores (Lighton, 2008).
O metabolismo dos bivalves normalmente é aerdbico, gerando um suprimento de
energia constante para sustentar os processos fisioldgicos (Gordillo et al., 2025).
Diante disso, a auséncia de alteragbes significativas na concentragao de glicose no
grupo experimental em comparagédo com o grupo controle pode ser atribuida a
tolerancia da espécie ao aumento da temperatura ou a uma compensag¢ao metabdlica.
Neste caso, o organismo pode ter ajustado as taxas de consumo e reposigao de
glicose, resultando na manutencdo de niveis estaveis. Isso sugere que
aparentemente, L.fortunei apresenta mecanismos fisioldgicos eficientes para lidar
com o aumento da temperatura, sem comprometer o seu equilibrio osmorregulatorio
e energeético (Paolucci & Thuesen., 2022).

No entanto, foi observado um aumento nas concentracbes de lactato na

condigao experimental em comparagao com a condi¢gao controle tanto na hemolinfa
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quanto na agua da cavidade do manto. Em situagdes de estresse, a concha atua como
o primeiro mecanismo de proteg¢do em bivalves (Tran et al., 2003; Anestis et al., 2007),
levando a necessidade de utilizar fontes anaerdbias para a respiracédo (Weihe &
Abele,2008; Liet al., 2019; Yin et al., 2017; Grimmelpont et al., 2024). Como resultado,
individuos estressados acabam acumulando lactato em comparacgao a individuos n&o
estressados (Weihe & Abele,2008; Li et al., 2019; Yin et al., 2017; Grimmelpont et al.,
2024). Porém, durante os experimentos, 0s animais permaneceram com a concha
parcialmente aberta. No entanto, & importante ressaltar que ha aumento do
metabolismo associado a elevagdo da temperatura, o que ocasiona uma
intensificagdo na producao do ATP e, consequentemente, no consumo de oxigénio,
tornando ainda mais necessaria a respiragéo anaerébia (Gordillo et al., 2025). Assim,
embora os animais estivessem com a concha parcialmente aberta, esta maior
demanda energética pode ter ocasionado estresse metabdlico, levando o organismo
a utilizar as vias anaerobias e ampliando a geracado de subprodutos como o acido
latico (Rabinowitz & Enerback., 2021). Sendo assim, pode-se concluir que em
condigdes de estresse, como o aumento da temperatura, os organismos podem
passar por um estresse metabdlico. Com estes resultados, seria esperado que os
animais desenvolvessem uma acidose, por conta de um possivel aumento da PCOz e
do acido latico. Neste cenario, poderia ocorrer uma maior atividade do trocador
CI"/HCO3", bem como da enzima anidrase carbdnica (Wood & Munger., 1994; Souza-
Bastos & Freire., 2009; Tresguerres & Hamilton., 2017; Jeffrey et al., 2018).

Apesar da auséncia de danos osmorregulatérios significativos, a exposi¢ao de
L. fortunei por 96h a 32 graus foi suficiente para causar danos a microestrutura das
branquias, os quais apresentaram alteragcbes degenerativas e perda ciliar. Neste
estudo, foram observadas diferentes alteracbes na microestrutura dos filamentos
branquiais de L.fortunei. Foi identificada a dilatagcdo do seio hemolinfatico, indicando
a formacao de edema na estrutura onde circula a hemolinfa, o que sugere a ocorréncia
de uma lesédo severa (Khan et al., 2015). Além disso, constatou-se a perda ciliar,
corroborando que temperaturas elevadas podem alterar a frequéncia dos batimentos
ciliares e comprometer a eficiéncia do processo de filtragdo, o que pode explicar o
aumento do lactato (Jorgensen et al., 1990; Specht & Fuchs, 2018; Masanja et al.,
2023). Outras alteragdes encontradas incluem degeneracdo na jungao
interfilamentosa, indicando um processo de degeneracdo tecidual e apoptose e

vacuolizacao epitelial, caracterizada pela formagao de vacuolos nas células epiteliais
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dos filamentos branquiais. Além disso, foi observada a elevagao epitelial na zona
abfrontal indicando um deslocamento da camada de células epiteliais. As branquias
estao diretamente expostas ao meio e, portanto, sdo suscetiveis a fatores quimicos e
fisicos, como, por exemplo, mudangas térmicas (Hwang et al., 2011; Garofalo et al.,
2019). Esses resultados sao compativeis aos descritos para o estresse térmico que,
se prolongado, pode levar a deformagdao e edema grave de lamelas branquiais,
proliferacdo e hipertrofia de mucodcitos, fusdo e hipertrofia de células epiteliais e
necrose (Hooper et al., 2014; Garofalo et al., 2019; Yan et al., 2022).

A lesao celular por calor é caracterizada pela perturbagdo da permeabilidade
da membrana e posterior interrup¢ao do equilibrio iénico (Bowler et al, 1983). E isso
leva ao segundo motivo possivel para o aumento na concentragdo de lactato, que
pode ser atribuido ao dano nas branquias, o qual comprometeria a captagao de Oz e,
consequentemente levaria o animal a recorrer ao metabolismo anaerdbio. Nesse
sentido, como o aumento da temperatura foi capaz de alterar a estrutura branquial do
mexilhdo-dourado, as alteragdes fisioldgicas observadas (i.e., aumento do lactato, CI-
e alteragdes nas branquias) podem refletir alteragdo na capacidade de filtracéo e
realizacao de trocas com o meio externo.

Portanto, os resultados sugerem que o mexilhdo-dourado pode exibir tolerancia
a temperatura e isso € evidenciado pela auséncia de alteragdes osmo-idnicas. Apesar
disso, foram observadas mudangas metabdlicas, o que sugerem que existe um custo
energético para manter a homeostasia em 32°C. Nesse sentido, a fisiologia do
organismo pode priorizar a regulagdo da osmolalidade e ions ao invés de outros
processos metabdlicos. Assim, apesar de ser uma temperatura subletal, os mexilhdes
podem ter se aclimatado a temperatura experimental, significando que ainda estao
dentro de uma faixa funcional. Apesar disso, as alteracbes observadas no
metabolismo e nas branquias podem indicar que o estresse térmico representa um
desafio fisioldgico para a espécie. Sendo assim, estudos adicionais s&o necessarios
para investigar os efeitos da temperatura na fisiologia do mexilhdo-dourado,
especialmente em exposi¢des por um maior periodo ou diante de temperaturas mais
elevadas. Isso tudo pode fazer com que exista a compreensdo a respeito da sua
capacidade de ajuste e os limites de sua tolerancia térmica, sendo relevante para
entender o processo de dispersao da espécie, revelando a sua aptidao para colonizar

novos habitats.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar do aumento da temperatura favorecer a dispersao e desenvolvimento
larval de L. fortunei, temperaturas a partir de 34°C ou extremas como de 40°C sé&o
incompativeis com a vida de L. fortunei consistindo em um fator limitante para sua
dispersao. Assim, com base no presente estudo, € possivel concluir que a temperatura
pode ser uma ferramenta importante para o controle da espécie em ambientes
controlados, como instalagdes industriais. Além disso, o conhecimento a respeito dos
aspectos metabdlicos e osmo-ibnicos da espécie, pode trazer informacgdes
importantes sobre aspectos de tolerancia para mitigar os impactos de sua dispersao,
a partir da identificagdo das faixas ideais de temperatura, salinidade, pH e da
observagédo de como o organismo responde a diferentes estressores. Neste trabalho
constatou-se que embora o mexilhdo-dourado apresente tolerdncia ao aumento da
temperatura, o estresse térmico representa um desafio fisioldgico, afetando o seu
metabolismo e as branquias, o que indica um comprometimento da homeostasia. Por
este estudo ser pioneiro quanto a essas informagdes, sugere-se que novos estudos
sejam realizados para a compreensao de aspectos de tolerancia com exposi¢cdes mais

prolongadas e temperaturas elevadas.
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