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CAPITULO 11

EFEITO DE BIOCIDAS E TOLERANCIA
A EXPOSICAO AO AR

Miriam E Marofas' & Cristina Damborenea?

INTRODUCAO

Os problemas provocados pela introdugdo ndo intencional na bacia do Prata do mexilhdo dourado,
Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), impactam tanto o ambiente natural como o humano. Neste
ultimo, o mexilhdo dourado produz severos danos na infra-estrutura de plantas industriais, de trata-
mento de agua e geradoras de energia que tomam agua dos rios para seu funcionamento, provocando
macrofouling na agua doce da América do Sul (Darrigran, 1997; Darrigran & Ezcurra de Drago, 2000).
Na América do Norte, a corbicula asidtica, Corbicula fluminea (Miiller, 1774) e, em especial, o mitilideo
comumente conhecido como mexilhdo zebra, Dreissena polymorpha (Pallas, 1771), ocasionam sérios
problemas nas industrias. Dada a ampla distribuigdo deste ultimo mexilhdo e os sérios prejuizos
econdmicos que causa, existem numerosos estudos acerca de suas respostas ecofisiologicas frente a
exposicdo as substincias quimicas potencialmente utilizaveis como agentes de controle e sobre a tole-
rancia desta espécie a exposicdo ao ar por tempo prolongado. Sobre prejuizos das industrias sul-
americanas, os conhecimentos em rela¢ao ao mexilhdo dourado sio escassos, apesar do alto impacto
ja provocado por esta espécie.

Neste capitulo apresentaremos uma sintese das experiéncias obtidas por vérios autores, tanto em
ambito local como internacional, sobre o efeito de diversos biocidas e sobre a tolerancia do L. fortunei
a exposic¢do ao ar. Estas experiéncias constituem um elemento fundamental para estabelecer metodo-
logias sustentaveis de prevencao e controle do mexilhdo dourado nos sistemas de 4gua industriais.

BIOCIDAS

Por defini¢do, um biocida é um causador de morte. Este termo ¢é aplicado aos produtos quimicos
utilizados para matar organismos vivos, tanto os que interferem ou ameagam a satide como os que
afetam as atividades humanas. Entretanto, em geral, nido se consideram como biocidas os antibidticos
usados na medicina. Alguns biocidas sdo seletivos, quer dizer, sdo mais potentes contra um numero
pequeno de espécies que contra outras. Ao contrario, outros sdo téxicos indiscriminados. O “biocida
ideal” é uma substincia altamente toxica para um tipo particular de organismo ou grupo de orga-
nismos e que néo tem efeitos prejudiciais para o resto dos componentes bioldgicos do sistema. Além
disso, este “composto ideal“ ndo reage com os elementos abidticos do ambiente e se dissocia em formas
nao toxicas. Como se sabe, este “biocida ideal“ ainda ndo foi obtido, mas ante a necessidade de ser
utilizado na prevengio do assentamento e/ou no controle efetivo do biofouling em sistemas de aguas,
as investigagdes se orientam no sentido de minimizar os impactos ambientais.
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Séo numerosos os quimicos empregados como biocidas. De acordo com seu mecanismo de a¢do
se diferenciam em oxidantes e ndo oxidantes. Entre os primeiros, se destaca o cloro como substincia
utilizada universalmente, e também se pode mencionar o 0zdnio, o perdxido de hidrogénio e o
permanganato de potassio, entre outros. Varias substancias quimicas ndo oxidantes foram desenvol-
vidas como agentes de controle sobre bactérias ou algas e seu uso se estendeu aos moluscos
(molusquicidas).

Cloro

O cloro foi aplicado amplamente nos tratamentos de dgua para o consumo humano desde princi-
pios do século XX. Em épocas recentes, a cloragdo com hipoclorito de sédio comegou a utilizar-se de
forma muito extensa nos sistemas de dgua como método para o controle do biofouling.

De todos os desinfetantes é o mais intensamente estudado em relagdo a sua quimica, toxicidade e
ecotoxicidade. Por isso, ao estar tecnologicamente bem comprovado e porque seu custo econémico é
aceitavel, é utilizado universalmente nas industrias. Entretanto, estd muito longe de possuir as caracte-
risticas do “biocida ideal®.

A agdo do cloro como agente de controle do biofouling se realiza através de seu efeito toxico
oxidante direto sobre os organismos, por inibicdo do assentamento e do crescimento dos estagios
larvais, ou por debilitar os mecanismos pelos quais os individuos permanecem fixos ao substrato
(Claudi & Mackie, 1994).

Dispoe-se de compostos para a cloragio a partir de varios produtos quimicos. Os mais frequente-
mente utilizados sdo o hipoclorito de sédio (NaOCI) e o cloro gasoso (CL). Muitos fatores, tais como o
pH, o contetdo de nitrogénio organico e inorgénico e a temperatura, afetam o poder oxidante do cloro.
Conjuntamente, deve-se considerar as propriedades emergentes de cada populagdo como, por exemplo,
sua estrutura de idade ou de tamanhos, sua densidade, sua biomassa, ja que diferentes populagoes
terdo respostas desiguais frente a concentra¢des semelhantes do oxidante. Por estas razdes é necessario
testar sua efetividade tendo em conta as condi¢es proprias da instalagio a ser tratada.

Conhecem-se numerosas investigacdes acerca do efeito do cloro em outros bivalves invasores
como os ja nomeados D. polymorpha e C. fluminea. No L. fortunei, os primeiros estudos para deter-
minar a eficacia do cloro como agente para seu controle foram os realizados por Morton et al. (1976).
Estes autores trabalharam com exemplares adultos provenientes da represa de Plover Cove de Hong
Kong, utilizando grupos de organismos sem especificar seu tamanho. Mais recentemente, Cataldo
et al. (2003) realizaram vérios ensaios com individuos desta espécie coletados nas costas do Rio de la
Plata, na localidade de Quilmes (Buenos Aires, Argentina).

Morton et al. (1976) utilizaram agrupamentos com aproximadamente 30 individuos que foram
colocados em tanques com agua proveniente do ambiente natural (a represa), mantendo-a em circu-
lagdo. Os mexilhdes dourados foram alimentados durante todo o tempo de duragio da experiéncia.
Realizaram ensaios com trés tratamentos diferentes, nos quais se aplicou cloro em: (a) baixas concen-
tracdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 mg/L), adicionando hipoclorito de s6dio a cada quatro horas para
manter a concentragio constante; (b) altas concentragdes (200; 300 e 400 mg/L), sem cloro adicional e,
por tltimo (c), altas concentragdes (200; 300 e 400 mg/L) por um periodo de quatro dias e, a seguir, os
animais permaneceram expostos a baixas concentragées (1 mg/L), adicionando hipoclorito de sédio a
cada quatro horas. Os tratamentos realizados tiveram diferente dura¢éo temporal e sempre se manti-
veram grupos de controle com agua procedente da represa.

Os ensaios realizados por Cataldo et al. (2003) foram levados a cabo com 6 concentragdes de cloro
diferentes (1, 5, 10, 25, 50 e 100 mg/L) a temperaturas de 15, 20 e 25 °C. A concentragio de cloro foi
mantida de forma constante pela adicdo de hipoclorito de so6dio uma vez por dia. Os
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organismos utilizados tinham entre 15-25 mm de comprimento maximo valvar e se encontravam fixos
nas superficies de ensaio. Neste estudo néo se lhes proporcionou alimento durante o desenvolvimento
das experiéncias. Estes autores mantiveram grupos de controle e todas as rotinas foram levadas a cabo
em triplicata. A cada 24 horas removeram os individuos mortos identificados pela auséncia de resposta
frente a estimulos mecanicos.

Morton et al. (1976) encontraram que baixas concentra¢des do cloro ndo produzem mortalidade
imediata, mas que, recém transcorridos 24 dias, com uma concentracio de 0,2 mg/L, pode registrar
37% de mortalidade, considerando que a mortalidade no grupo controle tinha sido de 11%. Na Tabela 1
se consignam a dose letal cinquenta (LD, ) estimadas para as distintas concentragdes utilizadas. Neste
trabalho, os autores nio especificam as temperaturas de realizacio dos ensaios, mas pode deduzir-se,
pela informagao aportada nos gréaficos, que a mesma estava na faixa de 19,8-21,8 °C. Morton et al.
(1976) concluem que, com dose entre 200-400 mg/L, 50% dos espécimes morre aos 6 dias, mas se
depois se aplicam baixas doses de cloro para manter as concentracdes de 1 mg/L, vai assegurar a morta-
lidade da populagdo restante em 11 dias. Ha que assinalar que com concentragdes entre 200-400 mg/L
de cloro se produz um marcado incremento na alcalinidade, chegando o pH a valores préximos a 10.
Morton et al. (1976) destacam que este fator poderia contribuir para a mortalidade do mexilhdo
dourado. Os resultados obtidos por Montalto e Marchese (2003) para o L. fortunei com respeito ao pH

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade com distintas doses de cloro e para diferentes temperaturas obtidas
para o Limnoperna fortunei e Dreissena polymorpha em diferentes experiéncias.

Dias  Doses(mgl) Temp.(°C) Mortalidade (%)  COMPrimento

valvar (mm)
5.6 200 50 M"gg‘;g; al.
L. fortunei 6 300-400 50
14 -15 1,0-1,2 50
31 0,1 50
25 93,2 15 50 15-25 Catfz'ggg)t al
30 51,7 15 50
35 27,2 15 50
L. fortunei 40 140 15 50
45 21 15 50
20 3,3 20 50
25 1,2 20 50
10 55 25 50
4 8,0 12 50 2-10 Martin et al. (1993).
6 50 12 50
D. polymorpha 29 5,0 12 100
10 2,5 12 50
22 2.5 12 100
15 1,0 12 50
Van Benschoten.
D. polymorpha En: Van
povmorp 25 10 20-22 100 0,752 Benschoten et al.
(1993).
D. polymorpha Lewis. En: Van
28 1,0 8-12 70 > 2-5 Benschoten et al.

(1993).
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confirmam que valores de 10 produzem uma alta mortalidade. Estes ultimos autores trabalharam com
organismos divididos em trés grupos de tamanho segundo seu comprimento maximo valvar: os
recrutas até 6 mm; adultos de 6 até 15 mm; e adultos com uma altura maior, de 15 até 27 mm. A
temperatura da experiéncia teve uma média de 21 £ 1 °C . O tempo no qual ocorreu a morte estava
relacionado com o tamanho da valva, ja que os individuos maiores mostraram maior tolerancia que os
menores. De todas as formas, em 72 horas ap6s iniciada a experiéncia, a mortalidade era proxima de
100% para todas as alturas que formaram parte dos ensaios.

Na Tabela 1 também se sintetizam os valores estimados por Cataldo et al. (2003) de LD, sob as trés
temperaturas das experiéncias e para distintas concentragdes de cloro. Estes autores observam que a
15°C com doses de até 100 mg/L se necessitam entre duas e quatro semanas para provocar 100% de
mortalidade, enquanto que com doses de 5 a 100 mg/L e 20 °C esta mortalidade é alcangada em quatro
semanas. Em troca, com temperaturas de 25 °C, o tempo requerido para alcancar 100% de mortalidade
diminui notavelmente; com 100 mg/L de cloro apenas 11 dias, enquanto que com 1-5 mg/L sdo neces-
sarios 17 dias para obter tal mortalidade.

Cataldo et al. (2003) apresentam resultados em parte coincidentes com o trabalho prévio de
Morton et al. (1976) e outros realizados para o Dreissena polymorpha (Tabela 1).

Os estudos realizados demonstram que tratamentos breves com cloro nio sdo efetivos para
controlar a totalidade da populagdo. Em investigacdes efetuadas em outros bivalves (de Kock &
Bowmer, 1993) foi observado que isto se deve fundamentalmente ao fato de que os organismos
detectam a substancia toxica e, como resposta, fecham as valvas impedindo o ingresso do agente
oxidante. Somente com temperaturas superiores a 25 °C e concentragdes maiores que 25 mg/L o cloro
afetaria significativamente a taxa de sobrevivéncia dos bivalves dentro dos primeiros dois ou trés dias
de exposic¢do. Supde-se que isto se deve a que em animais poiquilotérmicos, expostos a maiores tempe-
raturas, se produz um incremento da taxa metabolica e, em consequéncia, hd uma acelera¢io na incor-
poragio do agente oxidante incrementado o potencial téxico do mesmo.

MOLUSQUICIDAS

Apesar dos compostos ndo oxidantes, utilizados como biocidas, resultaram em alto custo, possuem
algumas vantagens com respeito ao cloro. Estas substancias sdo relativamente inertes em relagao aos
materiais constitutivos dos sistemas de agua das industrias e, até o presente, nao se detectaram reagdes
com elementos do meio, produzindo compostos cancerigenos ou deletérios, tal como ocorre com os
oxidantes. Além disso, para o controle de moluscos, sdo efetivos em baixas concentrag¢des, se desativam
rapidamente e sdo de simples manipula¢io para sua aplicagio.

Polimero de amonio quaternario

Nos Estados Unidos foi usado um composto catiénico liquido de aménio poliquaternario (BULAB
6002°) para o controle de algas em tanques de natagdo. Este composto é um ion de n polimeros de
cadeia aberta com atomos de nitrogénio carregados positivamente na coluna de sua cadeia polimérica.
Também ¢é utilizado como microbiocida em sistemas de dguas comerciais e industriais, e empregado
como molusquidica na prevencdo e controle do biofouling, especialmente o causado pelo Dreissena
polymorpha (Martin et al., 1993; McMahon et al., 1993). O BULAB 6002° se liga com as superficies
carregadas negativamente, incluindo os microorganismos e as membranas dos moluscos. Estes tltimos
nao sdo capazes de detectar a substincia ativa como um agente nocivo e, portanto, nao fecham suas
valvas ao serem expostos ao molusquicida que provoca rapidamente a morte.

Darrigran et al. (2001) realizaram uma primeira aproximagdo ao estudo do efeito deste tipo de
molusquicida sobre as larvas do mexilhdo dourado. Para o desenvolvimento das experiéncias
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coletaram o material planctonico com uma rede de fitoplancton na ribeira do Rio de la Plata (Ensenada,
Provincia de Buenos Aires). Uma vez no laboratério, tomaram aliquotas que foram observadas sob
lupa e, com uma micropipeta, extrairam as larvas véliger umbonadas (237,5-287,5 micras) de
Limnoperna fortunei que utilizaram de forma imediata nas experiéncias. As concentragdes ensaiadas
foram de 1, 2, 4, 8 e 16 ppm da substincia ativa do BULAB 6002°. As solugdes foram preparadas com
agua corrente da rede domiciliar parada. Em capsulas de Petri colocaram entre 9 a 10 larvas e, como
controle, prepararam brancos com 10 larvas na dgua utilizada como diluente. Realizaram toda a expe-
riéncia em duplicata e a temperatura ambiente de 18 + 2 °C. O ensaio foi controlado nas 24 horas,
contando (sob microscopio estereoscopico) a quantidade de larvas sem nenhum tipo de mobilidade
(consideradas como mortas) e as que apresentavam algum sinal de atividade (consideras como vivas).
Na Figura 1, pode observar-se o resultado da experiéncia. Os resultados foram tratados com o programa
de andlise Probit da EPA para o célculo da concentragio letal (LC,) de testes de toxicidade de distintas
substancias. A LC_ da réplica 1 resultou ser 9,6 ppm, e a da réplica 2 foi de 4,65 ppm. Os autores
comprovaram, mediante a prova de Qui-quadrado, que a diferenca entre os valores esperados e os
observados nao eram significativas.

Cabe destacar que Darrigran et al. (2007) assinalam que, nas 24 horas de iniciada a experiéncia, se
comprovou que nas capsulas destinadas para controle, além de se acharem apenas individuos vivos, as
larvas podiam qualificar-se como nadadoras ativas. Nas capsulas restantes, qualquer que tenha sido a
concentragio da substancia tdxica, as larvas que permaneciam vivas (certificado pelo movimento ciliar
interno) deviam ser qualificadas como inativas, ja que permaneciam depositadas no fundo da cépsula.
O experimentado pelos grupos controle permite determinar que as mudangas de comportamento ou a
morte das larvas foram induzidas pelo BULAB 6002°, e que as larvas desta espécie sdo muito sensiveis
a este toxico, ja que na menor concentragdo de substincia ativa utilizada foram encontradas inativas
dentro das 24 horas de iniciado o ensaio. Seria recomendavel a experimentagdo com concentragdes
menores que 1 ppm com a finalidade de avaliar a minima concentragio necessaria para obter a inati-
vidade larval.

O BULAB 6002° pode também ser utilizado para a limpeza dos sistemas quando nestes foram
desenvolvidos assentamentos importantes de organismos adultos. Desta forma, utilizando concentra-
¢des, tempos e um sistema de recirculagdo adequado, se consegue matar e desprender a populagdo
assentada. Darrigran e Damborenea (2001) realizaram ensaios com esta substancia em diferentes
concentragdes e para distintos tamanhos de L. fortunei. Os exemplares adultos utilizados provinham
do estudrio Rio de la Plata (Berisso, Buenos Aires, Argentina) os quais foram previamente aclimatados
as condigoes de laboratdrio. Os ensaios de toxicidade se realizaram de forma estatica, com renovagio
do meio a cada 24 horas, a uma temperatura de 24 + 1 °C. Os animais selecionados por altura foram
dispostos em potes, colocados em aquarios com dgua do ambiente e dgua corrente (2:1) para obter a
fixacdo a superficie oferecida. Cada tratamento foi realizado em triplicata. Para o controle das experi-
éncias se utilizaram testemunhos tratados sob as mesmas condi¢des. As solucdes finais se realizaram a
partir de uma solugdo inicial de BULAB 6002° com 60% de substéncia ativa. Efetuaram-se um total de
seis ensaios em trés concentragdes diferentes (8, 12 e 20 ppm de substancia ativa) (Tabela 2).

A mortalidade do L. fortunei foi monitorada a cada 24 horas, observando-se, sob microscépio
estereoscopico, a atividade dos mexilhées colocados em dgua do ambiente e sua resposta diante esti-
mulos sobre o manto. As experiéncias realizadas se estenderam por um total de 168 horas.

Os resultados de Darrigran e Damborenea (2001) indicam que em 168 horas, com concentragdes
de 8 ppm (ensaios 1 e 2) e de 12 ppm (ensaios 3 e 4) de BULAB 6002°, ndo se alcangou 100% de
mortalidade dos adultos de L. fortunei (Figura 2). Para concentragdes de 8 ppm se registrou uma
mortalidade de 78,88% (ensaio 1) e de 75,00% (ensaio 2), e com 12 ppm a mortalidade foi de 88,83%
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Figura 1. Porcentagem de larvas véliger umbonadas de Limnoperna fortunei sobreviventes, nas 24 horas
depois de iniciados os ensaios, em distintas concentragdoes de BULAB 6002° e em grupos utilizados como
controle. Modificada de Darrigran et al.(2001).

Tabela 2. Tamanho médio de Limnoperna fortunei e concentragao de BULAB 6002° em cada um dos ensaios
realizados por Darrigran e Damborenea (2001).

Ensaio Concentragdo do téxico (ppm) Comprimento valvar (mm)/Média (faixa) n
1 8 10,80 (6 a 14) 416
2 8 19,97 (182 29) 377
3 12 12,45 (4,52 16) 659
4 12 20,17 (18a27) 625
5 20 7,30 (25a12) 325
6 20 22,76 (18 a 33) 305
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(ensaio 3) e de 82,14% (ensaio 4). Entretanto, com 20 ppm, a mortalidade de 100% foi alcancada nas
120 e 144 horas para os ensaios 5 e 6, respectivamente.

Tantos os adultos de L. fortunei, como seus estagios larvais, sdo sensiveis a esta substancia tdxica.
Nos Estados Unidos se desenvolveram ensaios semelhantes (Martin et al., 1993), com esta mesma
substancia, para o Dreissena polymorpha (mexilhdo zebra). Nestes, os individuos de 2 a 8 mm de
comprimento valvar expostos a 8 ppm apresentam uma mortalidade de 100% nas 144 horas. Segundo
os resultados de Darrigran e Damborenea (2001), no caso do L. fortunei a mortalidade ndo é maior que
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Figura 2. Porcentagem de adultos de Limnoperna fortunei sobreviventes ao longo do tempo em distintas

concentracbes de BULAB 6002° e em grupos utilizados como controle. Modificada de Darrigran e
Damborenea (2001).
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80% com concentra¢des semelhantes do composto e depois de 168 horas de experiéncias. Este fato
indica que os adultos de L. fortunei sio mais resistentes a este biocida que os do mexilhio zebra.

Cabe destacar que este biocida é um tdxico nio seletivo que, ao ser despejado ao ambiente causa
um impacto indesejado de acordo com a concentragdo utilizada. Para ensaiar a aplicacdo de shocks
desta substancia em concentragdes adequadas para a limpeza do sistema de dgua com abundantes
assentamentos, estes devem realizar-se em circuitos fechados, onde o téxico ndo seja liberado ao
ambiente quando finalizado o processo, exceto se for previamente desativado.

Outros molusquicidas testados

Cataldo et al. (2003) estudaram em laboratdrio o efeito de outros trés molusquicidas liquidos sobre
o mexilhdo dourado. Os compostos utilizados foram:

a) Molusquicida 1. Um composto de amdnio quaternario, com uns 50% de substincia ativa, que é

um surfactante catidnico da familia dos # alkil dimetilbenzil cloreto de aménio.
b)Molusquicida 2. Um composto organico contendo uma solugdo de um alcali de amonio poli-
quaternario (didecil dimetil cloreto de aménio) com uns 50% de substancia ativa.

¢) Molusquicida 3. Um composto organico, o 2, 5° dicloro 4° nitrosalicilanilida.

Os primeiros dois molusquicidas foram amplamente testados para serem utilizados como agentes
de controle do mexilhdo zebra na América do Norte, e o terceiro é usado em paises tropicais para o
controle de caracdis de agua doce, vetores da esquistossomose.

Cataldo et al. (2003) realizaram os ensaios com organismos de entre 15-25 mm de comprimento
valvar maximo, coletados nas costas do Rio de la Plata (Quilmes, Buenos Aires, Argentina). As provas
de toxicidade foram levadas e realizadas em triplicata nas temperaturas de 15, 20 e 25 °C. Os molusqui-
cidas foram diluidos com agua corrente desclorada e mantiveram grupos de controle. Nem o controle
nem os tratamentos foram alimentados durante as provas. O tempo de exposi¢do dos organismos a
acdo do toxico foi de 48 horas; a cada 24 horas comprovaram a quantidade de individuos vivos e
mortos dos distintos ensaios. Os dois compostos de amonio quaternario (molusquicidas 1 e 2) foram
testados com concentragdes de 1; 2,5; 5; 10; 20 e 30 mg/L e, para o denominado molusquicida 3, as
concentragdes foram de 0,25; 0,5; 1; 2; 4;6 e 8 mg/L. Para o molusquicida 2 a 25 °C, testaram concen-
tragdes de 0,5 e 0,75 mg/l necessdrias para o calculo da dose letal 50% (LC, ). Ja que, de acordo com as
especificagdes técnicas, os molusquicidas apresentam uma agio residual uma vez concluida a expo-
si¢do, os organismos que permaneceram vivos foram transferidos para dguas livres de toxico e sua
resposta monitorada durante varios dias.

Segundo os resultados apresentados por Cataldo et al. (2003) para 15°C, o molusquicida 1 ndo
provocou uma mortalidade de 100% em nenhuma das concentragdes ensaiadas, ainda se realizaram
observagdes até dez dias posteriores a exposicdo. Para as outras duas temperaturas, a partir de 2,5 mg/L
de concentragio, depois do terceiro dia pds exposicao, a mortalidade alcangou valores entre 80-100%.
E concentragdes maiores, chegaram a 100% de mortalidade em menor tempo. O molusquicida 2 foi
efetivo, ao provocar uma mortalidade de 100%, sob todas as temperaturas, quando os moluscos esti-
veram expostos as altas concentragdes de substincia ativa. Com 25 °C sua efetividade foi também alta
para baixas concentragdes. O molusquicida 3 foi o mais eficaz na mais baixa temperatura, tendo um
efeito notavel sobre todo o primeiro dia de exposigao. Em temperaturas elevadas e concentragdes supe-
riores a 0,5 mg/L do molusquicida 3 foram muito efetivos. Em 72 horas de exposi¢do causou a morta-
lidade de todos os organismos. Na Figura 3, se apresentam os resultados da LC, obtidos pelos autores.

Como se verificou no gréfico anterior, a dose depende ndo apenas do efeito do molusquicida como
agente toxico para esta espécie, mas também da temperatura sob a qual estd atuando. Nesta analise se
aplica 0o mesmo raciocinio exposto para a agdo do cloro. Em temperaturas elevadas ocorre



C%p[tulo m - . . 177
Efeito de biocidas e tolerancia a exposigdo ao ar

um incremento da taxa metabdlica dos organismos e, portanto, a aceleragdo da incorpora¢do do
molusquicida, e um incremento de sua potencial toxicidade. A aplicacdo de um molusquicida sobre
esta espécie deve levar em conta este fato e, se for possivel, realiza-la na época de maiores temperaturas
para intensificar seu efeito.

TOLERANCIA A EXPOSICAO AO AR

A tolerancia a exposicdo ao ar e a capacidade de fixar-se fortemente a substratos por seu bisso sdo
caracteristicas proprias dos mitilideos, gragas as quais tém podido aproveitar a alta disponibilidade de
recursos existentes nos sistemas intermareais. Estas propriedades também tém favorecido a propa-
gacgdo antropocorica por via terrestre de uma bacia a outra dos bivalves de dgua doce epifaunaes
(Griffths et al., 1991; Ricciardi et al., 1994; Mansur et al., 1999).

Iwasaki (1997) foi quem realizou os primeiros ensaios em laboratério sobre a resisténcia do
L. fortunei a exposigdo ao ar. Os individuos utilizados nas experiéncias provinham de coletas realizadas
no Rio Uji (Japao Central). Uma vez em laboratdrio, foram aclimatados durante dois dias, com alimento
abundante (Chlorella sp. e Euglena sp.). Suas experiéncias consistiram em expor individuos isolados ao
ar atmosférico, com um comprimento maximo valvar entre 4 e 34 mm, numa faixa de temperatura
entre 26-30 °C e umidade relativa entre 72-81%. A cada 24 horas, Iwasaki verificou o numero de indi-
viduos mortos medindo-lhes o comprimento maximo valvar. Segundo este autor, para os pequenos
mexilhoes (<10 mm), a sobrevivéncia média foi de 3,2 dias, caindo abruptamente até o 4° dia do expe-
rimento. No 5° dia todos estavam mortos. A sobrevivéncia média se acrescentou o incremento em
comprimento da valva (Figura 4). Entretanto, no 10° dia do experimento, registrou-se 100% de morta-
lidade. Lamentavelmente, seu projeto experimental néo incluiu grupos testemunhos ou controles, o
que impede de identificar a tinica causa de mortalidade. Em suas conclusdes, Iwasaki sugere que, em
condigdes de campo se incrementaria a sobrevivéncia dos individuos, ja que é conhecido o fato de que

a disposi¢ao em camada ou a agregagao de organismos melhora as condigdes de vida dos individuos
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Figura 3. Dose letal 50 de 48 horas de exposi¢do nas trés temperaturas das experiéncias e para os trés
molusquicidas ensaiados. Dados tomados de Cataldo et al. (2003).
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do mexilhdo, por meio do incremento da umidade, e da menor temperatura nas camadas interiores do
agregado.

Darrigran et al. (2004) também examinaram, em condi¢des de laboratério, a resposta do L. fortunei
a exposi¢do ao ar sob diferentes condigdes de umidade relativa, avaliando a mortalidade em funcéo do
tempo. Os exemplares utilizados foram coletados na costa do estudrio do Rio de la Plata (Ensenada,
Buenos Ars, Argentina). Prévio as experiéncias, durante 48 horas, os mexilhdes foram aclimatados em
laboratério, em aqudrios com agua potavel, com aeragdo permanente, e alimentados com algas
(Scenedesmus sp.) cultivadas em laboratdrio. O experimento consistiu em separar agregados de indivi-
duos que denominaram “rosetas®, distribuidas de forma equidistante em bandejas plasticas. Em uma
primeira etapa expuseram dois lotes de rosetas ao ar atmosférico (S1 e S2) e mantiveram outro como
controle (C1). Na seguinte experiéncia expuseram dois lotes de rosetas ao ar atmosférico (S3 e S4)
enquanto que outros dois foram mantidos cobertos com um len¢o umedecido & saturagdo a cada
24 horas (H1 e H2). Aqui também utilizaram um grupo de rosetas como controle (C2). Ambas etapas
foram realizadas em uma habitagdo fechada sem incidéncia do sol, a uma temperatura média de
25°C £ 0,5 e com uma umidade relativa ambiente que oscilou entre um minimo de 49% e um maximo
de 63%. Os controles foram mantidos com agua potavel aerada sem agitacao e alimento. Diariamente,
extrafram uma roseta de cada uma das unidades experimentais, separaram os individuos, e depois os
submergiram em dgua corrente aerada. Depois de 18 horas determinaram e contaram os exemplares
que permaneciam vivos e os mortos, e a todos lhes mediram o comprimento maximo valvar. Com a
informacéo obtida calcularam a porcentagem de individuos sobreviventes em cada tratamento e amos-
tragem. Também, em todos os casos, realizaram o ajuste ao modelo normal acumulado das porcenta-
gens de individuos mortos em fung¢do do tempo, utilizando a técnica de minimos quadrados, e
calcularam a quantidade de horas necessérias para que 50 e 100% dos individuos morressem. Além
disso, classificaram os individuos de cada roseta em trés categorias de comprimento valvar <10; 10-20
e >20 mm, e analisaram a mortalidade em fungéo da altura (Figura 5).

E notével o incremento da sobrevivéncia do L. fortunei em maior umidade relativa (Figura 5). Nos
casos de exposi¢do permanente, os individuos ndo sobreviveram mais que 120 horas, com excec¢do da
experiéncia S2 aonde aproximadamente 3% permaneceram vivos por mais tempo. Os individuos

Dias de sobrevivéncia

<10 mm <10-15 mm <15-20 mm >20 mm
Comprimento maximo valvar

Figura 4. Sobrevivéncia média em dias dos individuos de L. fortunei de distintas classes de tamanho expostos
ao ar. Modificado de Iwasaki (1997).



C%p;'tulo . . . 179
Efeito de biocidas e tolerancia a exposigdo ao ar

umedecidos diariamente sobreviveram até 168 horas. O tempo necessario para ocorrer 50% de morta-
lidade dos individuos sob exposi¢do permanente do ar é igual ou inferior a metade do tempo sob
condigoes de saturacdo de umidade.

A avaliagdo da mortalidade ao longo do tempo, por categorias de tamanho, demonstraram que os
componentes mais jovens (<10 mm) das populagdes sdo menos resistentes sob prolongados periodos
de exposi¢do e permanente ao ar atmosférico (Figura 6). Os individuos <10 mm apresentaram 100%
de mortalidade em 72 horas de exposi¢do, enquanto que os individuos > 20 mm, em 96 horas.

Darrrigran et al. (2004) concluem que a exposi¢do ao ar como ferramenta de controle resulta mais
eficiente no caso de individuos menores que 10 mm de comprimento valvar. Em instala¢des industriais
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Figura 5. Porcentagem de individuos sobreviventes segundo as horas de exposicdo para as duas experiéncias

realizadas. S1 a S4: exposigdo permanente ao ar atmosférico, H1 e H2: umedecido a saturagdo a cada
24 horas. Dados inéditos de Darrigran, Marofias e Colautti.
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densamente colonizadas pelo L. fortunei a eliminagdo periddica da agua, por lapsos menores que seis
dias, ndo seria suficiente como mecanismo de controle. Para ser efetivo, este método deveria estar
acompanhado de procedimentos que reduzam a umidade relativa do ambiente. Desta forma seria
possivel gerar um estresse capaz de produzir uma mortalidade de 100% dos individuos, em intervalos
de tempo menores. Deste modo, a complexidade das instalagdes industriais a tratar impede que esta

Tabela 3. Quantidade de horas necessarias para que os individuos permanentemente expostos ao ar (S1 a
S4) ou umedecidos diariamente a saturacdo (H1 e H2) alcancem 50% e 100% de mortalidade.

Ensaio Mortalidade 50% (horas) Mortalidade 100% (horas)
S1 57 119
S2 61 168
S3 47,44 96
S4 54,82 96
H1 103,91 168
H2 110,02 144
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Figura 6. Porcentagem de sobreviventes, por classe de tamanho da segunda experiéncia, de acordo com
exposi¢do permanente ao ar (S3 e S4) ou umedecido a saturagdo a cada 24 horas (H1 e H2). a: comprimento
maximo valvar inferior a 10 mm, b: comprimento méximo entre 10 e 20 mm, ¢: comprimento maximo
maior que 20 mm. Dados inéditos de Darrigran, Marofas e Colautti.
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metodologia possa ser implementada em todos os setores dos sistemas. Contudo, este tratamento
representa uma ferramenta complementar as estratégias de controle que visam o tratamento integral
de cada ambiente.

A partir dos resultados obtidos, Darrrigran et al. (2004) concluem que é necessario tomar medidas
sanitarias em relagdo ao transporte por via terrestre de elementos que tenham tido contato com
ambientes aquaticos invadidos pelo mexilhdo dourado. Sob condi¢des atmosféricas semelhantes as de
fim de primavera em relagdo a temperatura em um clima temperado, mas com uma umidade relativa
inferior 4 média para esta latitude, a espécie demonstrou a capacidade de resistir até seis dias de expo-
si¢do ao ar. Isto determina que possa ser transportada até outros ambientes ou bacias, aderidas por seus
bisos em embarcagdes, redes e equipamentos de pesca, entre outros, expandindo nio apenas sua distri-
buicdo geografica, mas também, os prejuizos ambientais e econdmicos que esta dispersdo envolve. Esta
hipétese, sustentada a partir dos estudos da forma de disperséo do Dreissena polymorpha no Hemisfério
Norte (Nalepa & Schloesser, 1993), representa uma via alternativa para explicar a rapida dispersdo do
mexilhdo dourado, a contracorrente, na América do Sul (Darrigran, 2000; Darrigran & Ezcurra de
Drago, 2000; Darrigran et al., 2000). Este fato, que provoca sua ampla distribuigdo atual, favorecerd e
potencializara sua dispersio futura.

Montalto & Ezcurra de Drago (2003) avaliaram o tempo de tolerancia a desseca¢do, também em
laboratério, aonde simularam um sistema de tubula¢des. Os exemplares que utilizaram foram recole-
tados nos Rios Santa Fé, Salado do Norte e no Parana Inferior na altura da cidade de Rosario (Santa Fé,
Argentina). No laboratorio foram mantidos em aquarios com agua de rio aerada e alimentados com
cultivos de algas (Selenastrum capricornutum). Os individuos que utilizaram nas experiéncias foram
classificados em trés classes a partir de seu comprimento méximo valvar: Os recrutas (<6 mm), adultos
médios (>6-15 mm) e os adultos maiores (>15-27 mm). Os autores agruparam 20 individuos por expe-
rimento e fizeram entre 3 a 5 réplicas, sempre usando um grupo como controle. No microambiente
controle mediram o pH, a temperatura, o teor de oxigénio, a temperatura ambiente e o porcentagem de
umidade relativa. Todas as experiéncias foram controladas a cada 12 horas, e se realizaram registros de
individuos vivos e mortos. Conjuntamente, controlaram o tempo de recuperagdo dos organismos ja
que, depois de cada experiéncia, tanto para as de laboratério como para as de campo, agregaram agua
no vaso de experimentagdo e controlaram o tempo que tardaram os primeiros organismos em mostrar
sinais de recuperagdo. As unidades experimentais e o controle usado fora do laboratério foram colo-
cados em um dispositivo especialmente projetado e fixado ao solo; para proteger de possiveis preda-
dores se utilizou uma tela metalica e, para a chuva, uma tela plastica. Estes autores também realizaram
uma analise das mudangas no nivel da agua do Rio Parana para examinar os efeitos dos periodos de
aguas baixas sobre as populacdes de L. fortunei.

Como nas experiéncias realizadas por outros autores, seus resultados mostraram que existe uma
tendéncia a que os mexilhdes maiores tolerem melhor a dessecagao que os menores (Tabela 4). Cabe
destacar que os grupos controles mostraram 100% de sobrevivéncia para todos os tamanhos.

O tempo minimo para a recuperagio dos espécimes classificados como juvenis foi 0 mesmo, tanto
para os que se mantiveram no laboratério como para os submetidos a condigdes de campo (entre 10 e
15 minutos). Os individuos classificados como adultos médios e maiores que foram mantidos em
condigoes de laboratorio se recuperaram mais rapidamente que os expostos a intempérie.

Como se pode observar na Tabela 4, 0 mexilhdo dourado tolerou melhor a dessecagiao em condi-
¢oes de laboratorio. Montalto & Ezcurra de Drago (2003) concluiram que este fato estaria associado a
menor variagdo na temperatura e na umidade relativa reinantes nas condigées de laboratério. No exte-
rior, ao existir uma maior variagdo em os ambos os fatores, se produziria um maior estresse. As expe-
riéncias foram realizadas no outono/inverno, pelo que os autores concluiram que o tempo de tolerancia
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Tabela 4. Quantidade de horas necessarias para que os individuos de distintas classes de alturas alcancem
100% de mortalidade e faixa de condigdes ambientais a que estiveram expostos. Modificado de Montalto &
Ezcurra de Drago, 2003.

Mortalidade 100%

Laboratorio Campo
Juvenis 72 72
Adulto médio 192 96
Adulto maior 276 108
CondigOes ambientais
Temperatura (°C) 9,1-16,5 15,3-16,6
Umidade Relativa (%) 63,4-78,4 65-93

a dessecagdo no campo durante a primavera/verdo, com temperatura mais alta e com maior niumero de
horas de sol, deveria reduzir-se.

A interpretagdo dos resultados obtidos por Montalto e Ezcurra de Drago (2003) no campo é de
sumo interesse no que concerne as populagdes do mexilhdo dourado que coloniza a zona do sistema
Rio Parand. Na planicie de inundagdo deste rio as populagées de L. fortunei estdo sujeitas a pulsos de
cheia. Durante o periodo de dguas altas esta espécie pode colonizar a zona de transi¢do dgua - terra,
enquanto que durante a fase de aguas baixas os individuos estdo sujeitos a condi¢des de dessecagdo. Os
resultados que obtiveram no campo lhes permitem assumir que, com um periodo extenso de aguas
baixas, a populagdo de L. fortunei poderia decrescer naturalmente com um tempo de exposi¢do de ao
menos 96 horas.

Iwasaki (1997) encontrou que os individuos de L. fortunei maiores que 20 mm sobreviviam até
10 dias, enquanto que os registros maximos de sobrevivéncia de Darrigran ef al. (2004) ndo superaram
os 7 dias, apesar de ndo ter usado rosetas. Apesar de que, em ambos os estudos, houve coincidéncia na
temperatura, a diferenca na sobrevivéncia se deveria a que as experiéncias dos tltimos autores se
fizeram em uma atmosfera mais dessecante: 49-63% de umidade relativa ambiente contra 72-81%
utilizada nos ensaios de Iwasaki (1997). Os resultados obtidos por Montalto e Ezcurra de Drago (2003),
em relagdo aos ensaios realizados em laboratdrio, sio coincidentes com as observagdes ja mencionadas,
e confirmam que a sobrevivéncia do mexilhdo dourado estd ligada a temperatura. De todos os ensaios,
estes dltimos foram os que se realizaram as mais baixas temperaturas e os que apresentaram a maior
sobrevivéncia.

As experiéncias realizadas por Darrigran et al. (2004), nas quais se aumentou periodicamente a
umidade até o ponto de saturagio (H1 e H2), incrementaram notavelmente a sobrevivéncia em fungéo
do tempo, comparados com a exposi¢do permanente ao ar. Esta resposta teria relacdo com a capaci-
dade da espécie para viver em zonas de intermarés, aonde a imerséo e exposi¢io sao partes do ciclo de
vida didrio.
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