Monitorizac&o e controlo da améijoa invasora Corbicula

fluminea em industrias hidro-dependentes

A améijoa asiatica Corbicula fluminea (Muller, 1774) é um bivalve conhecido por causar
problemas de incrustacéo (atividade geralmente designada de biofouling) nas industrias
consumidoras de agua doce, quer como matéria-prima quer como utilidade, no apoio ao
processo industrial (industrias hidro-dependentes). E uma das principais espécies
invasoras biofoulers presentes em Portugal. O presente artigo tem como objetivo geral
expor os principais problemas provocados por esta espécie em indistrias hidro-
dependentes, bem como os métodos de monitorizagdo e as estratégias de controlo
atualmente disponiveis em contexto industrial e aplicaveis a infestagBes ou zonas em
perigo de infestagdo por este bivalve. De uma forma mais especifica, pretende-se
também veicular a importancia da monitorizacdo da dispersdo de espécies invasoras e
sensibilizar para a necessidade de registar e comunicar devidamente avistamentos das
mesmas, utilizando como exemplo o caso da améijoa asiatica em Portugal. Por fim,
pretende-se dar a conhecer a metodologia basica utilizada na procura de solucdes
quimicas para o controlo de bivalves invasores em instalagbes industriais. Neste
contexto, sdo sugeridas duas atividades praticas que poderdo ser integradas, por
exemplo, no ambito das aulas de Ciéncias Naturais e Biologia ao nivel do 3° Ciclo do
Ensino Basico e Secundario ou no ambito de projetos néo-curriculares: uma sobre a
monitorizagdo de populagBes de améijoa asiatica e outra sobre a avaliagdo do potencial

de um composto quimico como agente de controlo da mesma.
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D INTRODUGAO

Corbicula fluminea (Miiller, 1774) é um bivalve de agua doce pertencente ao filo Mollusca. E uma espécie
nativa da Asia, Oceania e Africa, sendo também conhecido por améijoa asiatica. Devido & sua grande
capacidade adaptativa a diferentes habitats, elevada tolerdncia a uma larga gama de condi¢cdes ambientais,
grande potencial reprodutivo, crescimento rapido, maturidade sexual precoce e grande capacidade de
dispersédo, este bivalve é considerado como uma das cem piores espécies invasoras (DAISIE, 2008). A
améijoa asiatica coloniza preferencialmente ecossistemas de agua doce e esta
disseminada um pouco por toda a Europa e América, encontrando-se ainda em
expansédo a sua distribuicao fora da area nativa. Os primeiros registos da presenca
da espécie fora da sua é&rea nativa indicam que tera sido introduzida

intencionalmente na América do Norte em 1924 (Beran, 2006) e tera chegado a

Europa (Franca e Portugal) no inicio dos anos 80 do século XX (Mouthon, 1981).
Atualmente, em Portugal, estd presente no rio Douro (Nagel 1989), no rio Lima
(Sousa et al., 2006), no rio Mondego (Chainho et al., 2006), no rio Minho (Sousa et
al., 2008a), no rio Sado e Guadiana (Morais et al., 2009), na barragem de Santa
Clara, no rio Mira, em Mira (Figueira-da-Foz), e na barragem da Bravura, no Algarve
(Rosa et al.,, 201l1a). Trata-se de um bivalve de concha brilhante com estrias
salientes e uniformemente espacadas (Figura 1), facilmente distinguivel de outras

espécies de bivalves que podem ser encontradas nos sistemas dulcaquicolas

portugueses. Mais detalhes sobre a morfologia externa desta espécie podem ser
consultados em Rosa et al. (2011b). FIGURA 1: Aspeto exte-
rior da améijoa asiatica
Quando estabelecida num novo local, esta espécie tem impactos negativos tanto no
ecossistema invadido (para mais informacéo consultar Rosa et al., 2011b) como em indistrias dependentes
de &4gua captada superficialmente nesse local, onde atua como biofouler* (Claudi e Mackie, 1994; Minchin et
al., 2002; Pimentel et al., 2005; Vitousek et al., 1996). Devido as suas dimensfes reduzidas, as
pedivell’geras2 e 0s juvenis entram na instalac@o industrial através dos sistemas de captacdo de agua,
passam através de crivos e acumulam-se em zonas com caudais inferiores a 1,2-1,5 m s? (Eng, 1979;
Neitzel et al., 1984; Page et al., 1986). Os bivalves captados crescem rapidamente e estabelecem densas
populacdes em estruturas submersas e equipamentos, acabando por dificultar ou até mesmo impossibilitar
a passagem da &gua. As industrias que, em geral, estdo mais vulneraveis a infestacbes pela améijoa
asidtica sdo as estacdes de tratamento de dgua para consumo humano (ETA’s), cimenteiras, industria de
pasta e papel, centrais termo e hidroeléctricas e os sistemas de irrigacdo mecéanica. Neste contexto, os
principais problemas causados pelo biofouling por C. fluminea séo, em alguma extensdo, semelhantes aos
problemas causados por outros bivalves muito conhecidos, como o mexilhdo-zebra (Dreissena polymorpha)
e geralmente incluem (McMahon, 1977; Isom, 1986; Johnson et al., 1986; Page et al., 1986; Potter e Liden,
1986; Smithson, 1986; Rosa et al., 2011a): bloqueio das tubagens/canos; reducéo da eficacia dos sistemas

Organismo capaz de exercer atividade de biofouling, ou seja, de se acumular, de forma indesejada em estruturas
submersas ou humidas.

% Estadio juvenil autbnomo do ciclo de vida de alguns bivalves, incluindo Corbicula fluminea. A estrutura geral de uma
pediveligera inclui uma concha que envolve e protege a massa visceral do organismo, um velum que se estende a volta
da concha - 6rgao com func¢des na natagéo e na alimentacdo, de forma anelar, contratil e ciliado - e um pé que apoia a
locomocgao no sedimento. As pediveligeras da améijoa asiatica possuem tamanhos entre 250 e 500 pm.
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de arrefecimento de agua; distirbios no funcionamento normal da instalacdo para a retirada de conchas e
material biolégico; aumento da corrosdo de estruturas metdlicas; destruicdo ou danificacdo de
equipamentos (condensadores, bombas); risco de falhas nos sistemas de protecdo contra incéndios. Todos
estes problemas envolvem custos que, sé nos Estados Unidos, rondam os mil milhdes de délares por ano
(Pimentel et al., 2005). Apesar de a espécie estar em Portugal ha ja alguns anos, ndo existe um nimero
significativo de locais afetados e, até a data, os danos causados em industrias nacionais séo moderados
(Rosa et al., 2011a). Esta discrepancia pode ser justificada com o fendmeno de mortalidade em massa que
as populagBes de améijoa asiatica enfrentam com alguma frequéncia (Sousa, 2008b) e/ou com a
progressdo natural das invasdes bioloégicas — entre a introducdo da espécie no novo habitat e o
estabelecimento total, a populacdo invasora passa por uma fase de adaptacdo durante a qual persiste em
zonas restritas e com baixa densidade populacional — “fase de laténcia” (Davis, 2010). Esta fase pode durar
semanas, meses ou até mesmo varias décadas. As medidas de minimizacdo de dispersdo de espécies
invasoras, ecologicamente mais viaveis, passam pela prevencédo (contando com a consciencializacdo do
publico), legislagdo e monitorizacdo (Finnoff et al., 2007). No entanto, e apesar da prevencao envolver
menos custos do que o controlo da espécie estabelecida, muitas vezes, esta é detetada tarde demais e o
recurso a metodologias de controlo € inevitdvel. Estas linhas orientadoras aplicam-se no geral as invasdes
biolégicas em contexto natural, mas regem também o enquadramento que sustenta o desenvolvimento de

estratégias de controlo de infesta¢des industriais.

Este trabalho tem como objetivo fornecer informagdo em duas areas essenciais da gestdo de infestacdes
pelo bivalve invasor Corbicula fluminea em contexto industrial: monitorizagdo e controlo. E ainda
apresentada a metodologia subjacente a duas atividades que podem ser desenvolvidas no contexto do
Ensino Béasico e Secundério (ou noutros contextos educativos formais e ndo-formais) e que se enquadram,

de uma forma geral, em cada uma das areas acima referidas.

D METODOS DE MONITORIZACAO DE POPULACOES DE AMEIJOA ASIATICA

A gestdo de invasfes pela améijoa asiatica requer a identificacdo dos vetores de introdugdo, o
reconhecimento das caracteristicas que fazem dela uma invasora bem-sucedida e o uso de metodologias
adequadas para a prevencédo, erradicacdo ou controlo das populagBes estabelecidas. A prevencdo de
introducdes sera sempre a ferramenta ambiental e economicamente mais eficaz para combater os impactos
de C. fluminea. Como complemento integrado das estratégias de preven¢éo, a monitorizagdo com o objetivo
de detetar o primeiro aparecimento de pediveligeras, juvenis e adultos, e registar o seu crescimento e
abundancia, é extremamente importante na escolha das ferramentas de mitigagéo/controlo mais eficazes a
utilizar no caso do estabelecimento da populagdo invasora se tornar um problema a resolver. Também
importante a este nivel é a identificacdo de barreiras de disperséo e nichos ecolégicos onde C. fluminea nao
consegue sobreviver ou causar danos (Francis, 2012). Os programas generalistas de monitorizacdo da

qualidade ecolégica da agua, que, em geral, sdo estabelecidos no seguimento da implementacdo da
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Diretiva-quadro da Agua’®, ao requererem um grande esforco de amostragem, podem constituir uma
preciosa e proficua fonte de informacédo sobre a dispersdo e o estabelecimento de espécies invasoras
aquaticas como a améijoa asiatica, com enfoque nas condicbes ecolégicas que sustentam a sua
progressado. Tais programas podem portanto constituir um apoio fundamental a monitorizacéo de espécies

invasoras e assim facilitar a implementacéo de estratégias mais eficazes de gestédo das invasoes.

Apesar de algumas indUstrias usarem a agua da rede ou de furos subterrdneos para as suas atividades e,
por isso, ndo necessitarem de estar particularmente alerta para o aparecimento de bivalves invasores, ha
um grande numero de inddstrias que, ou devido as grandes quantidades de dgua de que necessitam, ou por
uma questao econémica e/ou de comodidade, tém que fazer captacdo prépria em rios, lagos ou albufeiras.
Este é o caso das industrias termoeléctricas, que usam grandes quantidades de agua para o arrefecimento
de equipamentos; das estacBes de tratamento de agua que utilizam grandes quantidades de agua para
torna-la prépria para consumo humano; e, destas e outras indlstrias que usam a agua nos seus sistemas
de arrefecimento e de prevencdo contra incéndio. Devido aos prejuizos econémicos avultados causados
pelas infestacdes por bivalves invasores, estas industrias procuram metodologias de monitorizacéo que lhes

permitam lidar de forma mais eficaz com estas espécies.

Nem todas as massas de 4gua terdo as caracteristicas necessarias para que haja estabelecimento de
populacdes invasoras de C.fluminea. Por isto, antes de iniciar um programa de monitoriza¢do, é necessério
proceder a uma avaliacdo do risco de invasdo e a identificagdo das estruturas mais suscetiveis a
acumulacéo dos bivalves (a avaliacdo do risco de invasdo tem como base as caracteristicas biologicas da
espécie invasora e da massa de agua - mais informacgéo podera ser encontrada em Mackie e Claudi, 2010).
Outra consideragéo importante antes do desenvolvimento de um programa de monitorizagdo € o nivel de
sensibilidade da instalagdo. As instalagbes que possuem componentes considerados extremamente
sensiveis a interrup¢do do funcionamento ou a dano por bioufouling (tais como as estacdes de tratamento
de agua para consumo humano, onde a paragem do funcionamento para limpeza dos bivalves acumulados
pbe em causa o abastecimento de 4gua as populacdes, e permutadores de calor em indudstrias em que o
arrefecimento de equipamentos € fundamental para garantir a seguranca da instalagdo) precisardo de
monitorizacdo das primeiras fases de vida da améijoa (pediveligeras) regularmente. Por outro lado, as
industrias que até podem suportar o estabelecimento de populagBes de bivalves com densidades
relativamente baixas (indUstrias com condutas de didmetro superior a 180 cm, onde tipicamente o caudal de
agua é superior a 2 ms™) nado terdo necessidade de manter um nivel de alerta tdo elevado, sendo que
poderdo concentrar-se na menos exigente monitorizacdo de bivalves juvenis e adultos. Em ambos os casos,
a informacgéo recolhida nos programas de monitorizacdo implementados é fundamental para avaliar a

necessidade de adocdo de metodologias de controlo no futuro.

Para além da monitorizacdo da massa de agua onde € feita a captacdo, é importante que as inddstrias
suscetiveis monitorizem também as suas instalagdes. Mackie e Claudi (2010) definem dois tipos de
monitorizacao de bivalves invasores em contexto industrial: a monitorizacdo da fonte de agua primaria, que

pode ser um lago natural ou artificial (p. ex. uma albufeira), um canal ou um rio, commummente designada

% A Diretiva Quadro da Agua (Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de Outubro de 2000)
estabelece um quadro de acdo comunitaria para a protecdo das aguas de superficie interiores, das aguas de transicao,
das aguas costeiras e das aguas subterraneas. O documento resultante da transposi¢do desta Diretiva para a legislacéo
portuguesa pode ser encontrado em http://www.dre.pt/pdflsdip/2005/12/249A00/72807310.PDF
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de monitorizacdo da corrente principal; e a monitorizacdo de um sistema onde circula agua proveniente da
fonte priméaria e onde sdo simuladas as condicBes a que as condutas da instalacdo estdo sujeitas, que se
designa geralmente monitorizacdo paralela. De uma forma geral, devera usar-se a monitorizacao da
corrente principal se ainda ndo existirem améijoas na massa de agua. No entanto, é recomendavel 0 uso
dos dois tipos de monitorizacdo em simultaneo; desta forma € possivel, ndo s6 detetar precocemente o
estabelecimento de populagBes de bivalves na massa de agua, como também sinalizar eficazmente a
entrada dos primeiros bivalves na instalacdo antes que haja possibilidade de ai se estabelecerem; e, em
Ultima instancia, quando a indUstria ja esta afetada e ja estdo a ser aplicadas métodos de controlo, avaliar a
eficacia desses mesmos métodos.

Cada industria tera as suas especificida-

OBJETIVO

O estabelecimento dos objetivos especificos do programa é a etapa
mais importante, dela dependendo o desenho adequado dos métodos a
realidade, mas existem orientagBes aplicar nas etapas seguintes, logo o sucesso geral do mesmo.

des e as metodologias de monitorizacédo

deverao ser ajustadas de acordo com cada

metodolégicas bésicas que deverdo ser J\ /L

seguidas (Figura 2), bem como técnicas de TIPO E LOCAL DE AMOSTRAGEM

amostragem que se ajustam a programas Na defin_igéo do tipo e local de amostragem‘é importan_te consiqera_r as
] o necessidades do programa relativamente & observacéo de variagdes

de inspecao inicial (i) e/ou a programas de sazonais e espaciais da populagao, ao tamanho dos organismos e ao

monitorizac&o de longo-termo (ii). carater quantitativo ou qualitativo requerido.

() Inspegao inicial TECNICAS DE AMOSTRAGEM

A inspecdo inicial € um programa de A selegdo da técnica e instrumentos esta dependente do definido na

monitorizacdo que visa a dete¢do da etapa anterior. A recolha de amostras em cada local deve ser replicada

para que a avaliagéo final considere a variabilidade natural do sistema
amostrado. A recolha de 3 amostras replicadas devera capturar

caso da améijoa asiatica, has massas de eficazmente a variabilidade da maior parte dos sistemas aquaticos.

presenca de uma espécie invasora, no

agua préximas ou dentro de instalagdes J\ /L

industriais  suscetiveis. Seguindo as REGISTOS E ANALISE DE DADOS

orientacdes gerais patentes na Figura 2, o Dados importantes a considerar sé&o relativos ao primeiro aparecimento
_ verificado, a variagdo temporal e/ou espacial na densidade dos
estabelecimento de um programa de tamanhos dos organismos da populagao, taxas de crescimento.

monitoriza¢cdo deste tipo deverd ter em
. S FIGURA 2: Diagrama com as etapas que devem ser cumpridas para
conta as seguintes indicacdes: o desenho de um programa de monitoriza¢ao antes da sua aplicagéo.

e OBJETIVO: A inspecéo inicial de um

local ou instalagdo tem como objetivo determinar se a améijoa asiatica esta presente na massa de agua que
alimenta a instalagdo industrial e nos locais da instalacdo onde se poderd acumular preferencialmente —
reservatérios de agua com tempos de retencdo significativos, zonas de baixo caudal (inferior a 2 ms'l),
filtros fixos, bem como se a densidade das populacbes estabelecidas requer a ado¢do de medidas de
controlo (populacdes com densidades superiores a 1500 améijoas m?, valor a partir do qual se classifica

uma infestacédo de intensidade moderada).

e TIPO E LOCAL DE AMOSTRAGEM: Tendo em conta o objetivo deste tipo particular de monitorizacéo, €
necessario desenhar o programa de amostragem considerando as diferentes fases do ciclo de vida do
organismo (pediveligeras, juvenis e adultos), o que na pratica e para o efeito pretendido significa procurar

abranger toda a gama de tamanhos corporais, em varias zonas da massa de agua e da instalagdo
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industrial. As pediveligeras e juvenis podem estar presentes na coluna de agua, por acdo das correntes
e/ou de mecanismos fisioldgicos que apoiam a flutuacao (producédo de uma substéncia mucosa em células
especializadas das demibranquias, que assiste a impulsdo do organismo para ficar suspenso na coluna de
agua e assim iniciar a dispersdo com as correntes), mas apenas por breves periodos e durante ou logo
apos a época de reproducao. Esta fase do ciclo de vida de C. fluminea é muita curta e as pediveligeras e os
juvenis mais pequenos ndo sao facilmente identificaveis a olho nu. Tendo em conta estas particularidades, a
amostragem de plancton para detecdo da presenca de pediveligeras no sistema é muito pouco fidedigna.
Assim, a maneira mais eficaz de avaliar diretamente a presenca da espécie € a procura de bivalves em
fases juvenis avancadas e adultos. Nestas fases as améijoas vivem enterradas no sedimento. A bibliografia
indica que C. fluminea tém preferéncia por substrato arenoso, privilegiando substratos heterogéneos com
uma mistura de areia, pedras e rochas (Strayer, 1999; Reis, 2006), pelo que devem ser procuradas com
particular empenho em locais com estas caracteristicas. No entanto, uma vez que ha registo de populacdes
extensas de améijoa asiatica em substratos de outros tipos, devem também ser amostradas zonas com
caracteristicas diferentes, em particular zonas lodosas e zonas com seixos, cascalho, areia, argila, etc. A
verificagdo da presenca de améijoa dentro da instalacdo industrial pode ser feita recorrendo a inspecao
visual de zonas acessiveis como condutas, valas e filtros ou & inspecdo de amostradores associados a

monitorizacao paralela como a biobox (detalhes sobre estes amostradores sdo apresentados a seguir).

e TECNICAS DE AMOSTRAGEM: O método de amostragem aplicado para a detec&o inicial da presenca de
améijoa num determinado sistema aquatico ndo precisa de ser quantitativo. Rosa et al. (2011b) propuseram
um método de amostragem qualitativa simples que consiste na recolha do sedimento com uma pa e
posterior despejo do contetdo da pa para um saco de rede com malha larga (0,5 — 1 cm; por exemplo, um
saco de batatas serve este propésito). O saco deve ser bem agitado dentro de agua de modo a fazer uma
crivagem grosseira do sedimento e, depois desta lavagem, é despejado para um tabuleiro onde se verifica a
presenca de améijoas. No contexto da monitorizacdo paralela, a metodologia mais popular de inspe¢éo
inicial qualitativa passa pelo uso de monitores em forma de caixa (p.ex. de material acrilico ou adaptando
aquérios), conhecidos por bioboxes. Esta metodologia foi desenvolvida para a monitorizacdo do mexilhao-
zebra e faz uso da sua capacidade de se fixar em substratos sélidos através do bisso, pelo que, dentro da
caixa, sdo colocadas placas (p.ex. de material acrilico) com diversas configuracdes, de tal forma que
apenas € deixado um espaco (na zona superior, lateral ou na superficie da placa através de um buraco)
para que a agua possa circular e 0s bivalves possam avancar no sistema (Figura 3). Uma vez que a
améijoa asiatica ndo possui a capacidade de se fixar, neste caso as placas funcionardo apenas como
barreira fisica a progressao das mesmas ao longo da caixa, podendo ser ajustadas a configuragéo particular
das estruturas submersas de cada instalacdo industrial. A detecdo de juvenis e adultos na biobox nao
requer a aplicagdo de um procedimento de amostragem porque a area a analisar € muito limitada, podendo
efetuar-se a simples observacdo da caixa para verificar a presenca de améijoas. Em sistemas
particularmente sensiveis podera investir-se na detecdo da presenca de pediveligeras na biobox. Para o
efeito & necessério fazer passar toda a agua contida na caixa (cerca de 20L) por um filtro (rede) de malha
muito fina — uma malha de 65 um € o mais indicado para evitar que se percam pediveligeras que passem
através da rede posicionadas em angulos que ndo o do comprimento antero-posterior; no entanto, uma
malha tao fina pode resultar na colmatacao rapida da rede e, nestes casos, deve proceder-se a substituicao

da mesma no sistema de filtracdo tantas vezes quantas seja necessario. O material retido na(s) rede(s)
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devera ser analisado ao microscopio (0 contraste

de fase ou a luz polarizada, se disponiveis no

microscépio a usar, podem facilitar em alguns

|
|
|
1
| Yy )
. . " Entrada | Saida
casos a visualizacdo da amostra). : —
M .

e REGISTOS E ANALISE DE DADOS: De acordo i

com os objetivos previamente estabelecidos, deve

Entrada

ser registada a localizacdo e caracteristicas gerais s

. L ~ Saida
dos locais amostrados, uma indicacdo da —_—

presenca/auséncia de améijoas nas amostras

recolhidas, uma indicacdo geral acerca da sua

abundancia® e estagios de vida encontrados® e, se
Entrada

possivel, danos verificados. Se se confirmar a O

presenca da améijoa na massa de agua deve

I
|
|
I
|
|
|
fazer-se o registo do avistamento em plataformas ji
/

|
% [/ Al s

gue possam existir para o efeito - uma plataforma v

deste género na internet estar4d brevemente — S

disponivel, associada ao projeto Controlclam (vide = Entrada Saida

seccédo de agradecimentos deste artigo).

ii) Monitorizagéo de longo-termo

Uma vez detetada a presenca do bivalve invasor

nas imedia¢gdes de uma industria que podera vir a Entrada

O U O O_&;ida

ser afetada, ou quando se constata que uma

determinada instalacdo ja se encontra infestada e

se pretende conhecer em maior detalhe a potencial y

C
progressdo da espécie, deve estabelecer-se um

programa de monitorizacio de longo-termo. FIGURA 3: Representacdo esquematica de um monitor
paralelo conhecido por Biobox com placas colocadas de

Seguindo a metodologia proposta na Figura 2, o | forma a que a agua escoe através da zona superior da
caixa (A); da zona lateral da caixa (B); e do interior da

estabelecimento de um programa deste tipo deve placa (C) (mais detalhes em Claudi e Mackie, 1994).

considerar as seguintes indicagdes:

e OBJETIVO: No contexto desta abordagem de monitorizacdo, tém-se como objetivo caracterizar temporal
e espacialmente a dispersdo de uma populacdo de améijoa asiatica ja estabelecida na massa de agua que

alimenta a instalacéo.

e TIPO E LOCAL DE AMOSTRAGEM: Para a caracterizagdo da populagdo estabelecida é fundamental
aplicar métodos que permitam sinalizar as épocas de reproducao daquela populacéo especifica, bem como
implica quantificar as améijoas juvenis e adultas ao longo do ano, para isso estabelecendo uma rotina de
amostragem com uma periodicidade relativamente apertada (p.ex. mensal). Durante a época de

reproducéo, os progenitores libertam as pediveligeras para a coluna de agua através dos sifdes; como ja foi

4p.ex. numa escala de 1 a 5 sendo 1 menos de 100 améijoas m™ e 5 mais de 5000 améijoas m

5p.ex. registar a presenca/auséncia de améijoas juvenis (até 14 mm de comprimento, inclusive) e a presenca/auséncia
de améijoas adultas (> 14 mm)
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acima detalhado, a amostragem das mesmas na coluna de agua é pouco fidedigna e, no que diz respeito a
monitorizacdo de massas de agua, alternativamente, deve focar-se a amostragem nas fases juvenil e
adulta, podendo adicionalmente capturar-se améijoas adultas de forma a verificar a presenca de
descendéncia em incubacéo (o que sinaliza eventos reprodutivos eminentes). Devem ser amostrados locais
da massa de agua com populacdes estabelecidas e as suas imediacGes. Dentro da instalacédo, a biobox

pode funcionar como um amostrador quantitativo (ver detalhes abaixo).

e TECNICAS DE AMOSTRAGEM: Nos planos de monitorizagdo de longo-termo pretende-se geralmente
avaliar a variacdo na densidade das populagGes amostradas, pelo que € necessario recorrer a instrumentos
gue permitam determinar o volume de sedimento recolhido ou area amostrada (amostragem quantitativa).
Existem varios equipamentos disponiveis que servem este propoésito (tais como dragas e corers), sendo que
se podem utilizar equipamentos simples como o proposto por Britton e Morton (1982), referido por Rosa et
al. 2011b: cilindro aberto com duas pegas, em que uma das extremidades do cilindro tem o bordo cerrado
para facilitar a penetragdo deste no sedimento; o cilindro & empurrado para o substrato até ficar fixo e o
material retido é recolhido com uma p4; apés a passagem do sedimento
por um saco de rede coloca-se o material crivado num tabuleiro e
selecionam-se e quantificam-se 0s tamanhos de interesse. Num trabalho
rigoroso, recomenda-se a realizacdo de pelo menos 3 amostragens deste
tipo que funcionardo como réplicas. Usando o mesmo principio e de forma
igualmente simples, podem usar-se estruturas (quadrados ou cilindros de

varios tamanhos que podem ser feitos de PVC, ferro, aco inoxidavel,

madeira) que delimitam uma area sobre o substrato a amostrar (Figura 4).

O material que ficar dentro do delimitador € removido com uma pa para  FGURA 4: Delimitadores no forma-

to quadrado (ao fundo) e circular (a
frente). Foto de D. Pereira e J.0.
Arruda (Mansur et al., 2012);
publicag&o simpaticamente autoriza-

adultas pode ser feita de acordo com a metodologia proposta por Mansur ~ da pelos autores.

um saco de rede e procede-se como descrito em cima.

A verificacdo da presenca de descendéncia em incubagcdo em améijoas

et al. (2012). Os autores propdem recolher os organismos, enrola-los em algoddo ou gaze humedecida
(permite manter a integridade das estruturas bhiolégicas fora de éguae, evitando a sua dessecacdo) e
acondiciona-los em recipientes de plastico, que sdo posteriormente colocados em caixas de esferovite com
gelo (o arrefecimento fomenta a diminuicdo das taxas metabdlicas do organismo, evitando a acumulacéo de
metabolitos téxicos que o animal ndo pode excretar por estar fora de 4gua). Quando o animal é
desembalado e colocado num tabuleiro com agua e alimento, a descendéncia que esteja a ser incubada é
libertada logo de seguida. Através da visualizagdo da amostra de 4gua do tabuleiro ao microscépio (as
opcdes de contraste de fase ou a luz polarizada podem facilitar a visualizacdo da amostra), as pediveligeras

podem ser facilmente identificadas e contabilizadas.

®o transporte de organismos em agua para os fins definidos apresenta um problema associado: uma das estratégias
gue estes organismos empregam para fazer face a atuacdo de agentes de stress € a libertacdo da descendéncia que se
encontra em desenvolvimento; desta forma aumentam as probabilidades de garantir a sobrevivéncia da populagdo (se
alguns dos descendentes se conseguirem desenvolver para dar continuidade a populagdo quando as condigbes
ambientais voltarem a ser favoraveis). Como o interesse neste caso € a verificacdo da existéncia de descendéncia em
incubacgdo, é de evitar o transporte em agua que potenciaria o fendmeno descrito. Quando estdo fora de agua as
améijoas tendem a proteger-se mantendo as valvas fechadas, metabolizando em niveis minimos e em condi¢gbes de
andxia, mesmo por periodos relativamente grandes de tempo.
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Se mantido por longos periodos dentro da instalagdo, a biobox pode funcionar como um amostrador
guantitativo (conhecida a area da face inferior (fundo) e/ou volume de agua que contém) que permite, nao

s6 quantificar améijoas juvenis e adultas, como também pediveligeras.

e REGISTOS E ANALISE DE DADOS: Qualquer das téchicas de amostragem quantitativas sugeridas
permite obter valores de densidade de améijoas no local amostrado. No caso dos métodos que utilizam
cilindros, quadrados de amostragem, dragas, corers, etc, a densidade de améijoas é faciimente calculada

conhecendo a area de amostragem de cada um dos

instrumentos (naturalmente que a quantificagdo da amostra = ~ Més X
envolve um passo adicional de extrapolacdo para uma ;,51600-

determinada medida de area normalizada, geralmente 1 m?). § 12001

Seguindo o mesmo principio, a densidade de améijoas § 8001 _

juvenis e adultas na biobox pode ser obtida através da 2

contagem de todos os individuos contidos na caixa no § 2k ”

momento da amostragem e dividindo o nimero obtido pela é 0 [ """”nnn"""
area da mesma (n° individuos m?). A densidade de @ © . Més X+1
pediveligeras também pode ser obtida através da divisdo do I

namero de pediveligeras contabilizadas pelo volume de agua 12001

que passa pelos crivos de rede (ver acima metodologia de 8001

inspecdo da biobox para observacdo de pediveligeras). Uma 400+

das formas mais simples de integrar dados de densidade 0 ,-,ﬂ” ”ﬂ”nﬂﬂnn
populacional registados ao longo do tempo, e elucidativas 0 5 10 15 20 25 30

das variacdes nas populacdes analisadas, é a construcdo de Bompaiehte (M)

histogramas de frequéncia de classes de tamanho. A pFGURA 5: Histogramas de frequéncia de

comparacdo dos histogramas ao longo do tempo permite  tamanhos, construidos com base em medicdes

feitas numa populagdo de améijoa asiatica em
concluir acerca das variacbes da populagdo no local dois meses consecutivos. Apesar de s6 estarem
identificados juvenis >8mm, o periodo reproduti-
vo € identificado pelo avango das barras (identi-
médio de vida da populacdo, fase de recrutamento de fica o crescimento dos individuos ao longo do

tempo). Dados simpaticamente fornecidos por
juvenis, etc. A figura 5 evidencia este tipo de analise. Inés Rosa.

estudado, nomeadamente crescimento/regressdo, tempo

D METODOS DE CONTROLO DE BIVALVES DE AGUA DOCE EM CONTEXTO INDUSTRIAL

Estdo disponiveis véarias opc¢des para controlo de bivalves invasores em contexto industrial e o desafio
passa pela escolha e aplicagdo de uma metodologia com uma razdo custo-eficiéncia favordvel. Nem
sempre as indUstrias sentirdo necessidade de implementar metodologias de controlo. Por vezes a espécie
invasora de interesse estabelece-se na massa de agua que alimenta a instalagao industrial com densidades
baixas, ndo representando uma ameaca; noutras situacdes pode ocorrer infestacdo da instalacdo, mas a
densidade de bivalves que se acumulam até cada paragem periédica ordinaria para limpeza nao justifica
recorrer a métodos de controlo adicionais para além da remocdao fisica. Torna-se assim importante fazer
uma pré-avaliagdo dos danos causados, bem como conhecer em pormenor a dindmica especifica da
populacdo que potencialmente afetara a instalacdo (através de planos de monitorizacdo). Apds constatar

gue a espécie ira causar danos significativos na instalacdo industrial, que causardo prejuizos significativos,
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deverda ser feita uma avaliacdo individual das estruturas vulneraveis, das estratégias de controlo/mitigacédo
que melhor se aplicam e da capacidade de tratar eventuais efluentes’ resultantes da aplicagdo dos métodos

de controlo/mitigacdo selecionados.

As medidas de controlo de bivalves invasores neste contexto podem ser classificadas de reativas ou
proactivas. As medidas reativas sdo usadas quando é possivel tolerar algum grau de biofouling sem
comprometer a eficacia e/ou seguranca do processo/sistema. Estas medidas tém como objetivo impedir que
os bivalves se estabelecam e tém como alvo principal os organismos adultos. Podem ser quimicas
(dosagem de quimicos periodicamente ou no final da época de reproducédo) ou nao-quimicas (choque
térmico, dessecacao, etc.) e, normalmente, sédo a primeira escolha quando se encontra uma infestacédo
significativa pela primeira vez. Os métodos de controlo proactivos sdo usados para prevenir a acumulacao
de bivalves num dado local e séo indicados para atuar sobre as primeiras fases de vida da espécie. As
estratégias proativas sdo geralmente quimicas, envolvendo a dosagem de quimicos de forma intermitente,

semi-continua ou continua.

A estratégia central na maioria dos programas de controlo proactivo e reativo de bivalves biofoulers em
instalacdes industriais € o tratamento com cloro. Dado haver alguns inconvenientes associados a
administragdo desta substancia, nomeadamente a formacdo de compostos carcinogénicos (Morris et al.,
1992), e o consequente aumento das limitagdes legais associadas, tém-se procurado solugdes alternativas.
Assim, tem vindo a ser avaliado o potencial do tratamento com doses letais de quimicos toxicos, de que séo
exemplos: o polimero catiénico polyDADMAC, que se cré que, a semelhanca de outros polimeros
surfatantes, atue sobre a osmorregulacdo das células, prejudicando, em primeira insténcia, a normal
filtracdo do organismo, e induzindo a morte por asfixia (Post et al., 1996); o ido potassio (geralmente
utilizando o sal KCI na dosagem) que, a semelhanca do verificado no mexilhdo-zebra, cré-se que provoque
a despolarizacdo das membranas, comprometendo a sua funcdo (Fisher et al., 1991); o agente moluscicida
niclosamida, que, & semelhanca do verificado no molusco de agua doce Biomphalaria alexandrina, cré-se

gue interfira na respiracao celular (Ishak et al., 1970).

As estratégias de controlo de natureza quimica tém tendéncia a ser mais eficientes, econdémicas e versateis
relativamente a outros tipos de métodos de controlo de biofouling, podendo ser facilmente aplicadas em
industrias (particularmente naquelas cujo sistema de circulacdo de 4gua é fechado ou semi-fechado e/ou ha
tratamento das aguas residuais antes da descarga no ambiente) e permitindo a protecdo completa do
sistema contra uma grande variedade de biofoulers, incluindo bivalves invasores. Apesar das vantagens
deste tipo de tratamento, os biocidas disponiveis até a data possuem uma relacdo custo-eficiéncia
desfavoravel e/ou causam impactos negativos significativos em organismos nao-alvo, o que condiciona a
sua aplicacdo a possibilidade de tratamento dos residuos gerados antes da sua descarga a jusante da
instalacdo. As estratégias de controlo ndo-quimicas consideram desde técnicas de carater tipicamente

proactivo, como galerias de infiltracdo e filtros de areia®, até as técnicas geralmente classificadas como

! Liquido ou gas resultante de uma atividade humana e que é langado para o ambiente

8Estas metodologias tém como base a construgdo de reservatérios geralmente subterrdneos. As paredes destes séo
permeaveis de forma a permitir a filtragem da agua. Para mais informag8es acerca desta metodologia consultar Mackie
e Claudi (2010)
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reativas, como a limpeza mecanica, a mitigacéo por dessecacdo® ou a utilizacdo de agentes biolégicos de

controlo.

N&do existe nenhuma metodologia de controlo de bivalves invasores completamente eficaz e
ambientalmente segura, por isso tém sido procuradas novas metodologias, mais eficientes e com menor
impacto negativo em organismos ndo-alvo. Algum do trabalho que tem sido feito neste sentido passa pela
avaliacdo do potencial biocida de substancias naturais como 6leos essenciais de plantas; de combinages
de dois ou mais compostos toxicos que produzam o efeito pretendido com doses mais reduzidas de cada
composto envolvido (e.g. Costa et al.,, 2011); de toxinas altamente especificas - por exemplo, foi ja
desenvolvido e testado, com algum sucesso, um biocida especifico para o mexilhdo-zebra composto por
toxinas produzidas pelas bactérias Pseudomonas flurescens (estirpe CL145A) que afetam negativamente o
bivalve sem afetar organismos nado-alvo, comercializado sob o nome Zequanox®'® (Marrone Bio Innovations,
Inc.); de quimicos encapsulados (BioBullets'), permitindo uma administracéo direta e mais concentrada do
agente biocida nos organismos-alvo. A viabilidade préatica do controlo biolégico direto e indireto também tem
sido analisada recorrendo a espécies potencialmente predadoras de C. fluminea tais como o peixe-gato,
Pterodoras granulosus (Garcia & Montalto 2006), o barbo, Barbus sp., a carpa, Cyprinus carpio, e a perca-

sol, Lepomis gibbosus (French 1993).

A tabela 1 resume as principais medidas de controlo de bivalves invasores, incluindo a améijoa asiatica, que

séo aplicadas/aplicaveis em contexto industrial ou que tém vindo a ser desenvolvidas com essa finalidade.

TABELA 1: Resumo dos métodos disponiveis ou em desenvolvimento para controlar bivalves invasores na industria
(baseado em Sousa et al., in press)

Tipo de Controlo Método

cloro, diéxido de cloro, cloroaminas, 0zono, bromo, peroxido de

QeSS B ERIES hidrogénio, permanganato de potassio

aminas quaternarias, niclosamida, formulagées encapsuladas
(BioBullets), nitrato de amonio, ido cobre, ido potassio, metabisulfito
de sédio, coagulantes, floculantes, variagoes extremas de
salinidade, agentes de ajuste de pH

Quimico Quimicos n&do oxidantes

Limpeza quimica®

filtros de areia, galerias de infiltracao, filtragdo mecanica, luz ultravioleta, corrente elétrica,
N&ao Quimico agitadores de alta velocidade, aumento de caudal, campo magnético, choque térmico, privagédo
de oxigénio, limpeza mecanica.

agentes predadores

Bioldgico biocida de base bacterioldgica (Zequanox®)
extratos ou exudados de plantas
@ Consiste na aplicacdo de misturas inorganicas de acidos (p.ex. misturas de éacido fosférico) que dissolvem as

conchas dos bivalves e outros produtos derivados da corrosdo sem danificar as tubagens. Esta metodologia é usada
guando o diametro das tubagens é pequeno e é muito dificil ou até mesmo impossivel limpar mecanicamente.

9 - ~ 2
Processo de secagem extrema. A utilizacdo deste processo, como forma de controlo, envolve a drenagem da agua das
tubagens e pode requerer a paragem do processo durante um periodo de tempo prolongado.

O\ais informacéo acerca do produto em http://www.marronebioinnovations.com/products/brand/zequanox/

"Mais informacdo acerca do produto em Aldridge et al., 2006 e Costa et al., 2011
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D AVALIACAO DO POTENCIAL DE QUIMICOS PARA O CONTROLO DE C. fluminea

Apesar de existir um grande nimero de compostos quimicos capazes de provocar a morte da améijoa
asiatica, o seu uso em programas de controlo estd muitas vezes restringido pela relacdo custo-eficiéncia,
pelos impactos provocados quando libertados para o ambiente e pelo custo do tratamento necessario para
a desativacdo ou remocao do efluente. Torna-se assim necessario encontrar estratégias que permitam
otimizar o tratamento quimico, minimizando os impactos em organismos n&o-alvo embora mantendo ou
melhorando a sua eficiéncia. Estas estratégias podem passar pela descoberta de novos biocidas ou pela

concecao de métodos de aplicagdo mais adequados de agentes de controlo quimico ja existentes.

Grande parte da metodologia de desenvolvimento de novos métodos de controlo passa pela realizacao de
testes de toxicidade, cujo principio fundamental é o reconhecimento de que a resposta de organismos vivos
a presenca de um agente toxico (exposicdo) € dependente da dose (nivel de exposicao) desse mesmo
agente. Usando este principio, os testes de toxicologia aquatica permitem descrever a relacdo entre
guantidades de contaminante e a natureza e grau de efeitos nocivos (t6xicos) que provocam em organismos
aquéticos expostos — relacdo dose-resposta. Estes bioensaios podem ser agudos, em que tipicamente sdo
aplicadas doses elevadas do agente testado e os efeitos (geralmente letais) sdo avaliados apdés um curto
periodo de tempo (ensaios de curta-duragéo); ou cronicos, em que as doses aplicadas sdo mais moderadas
e os efeitos sdo avaliados apds, ou ao longo de um periodo de tempo mais extenso (longa duracgao).

e Testes de toxicidade aguda com C. fluminea para avaliar a eficiéncia de quimicos para o controlo
de populagdes infestantes

No caso dos testes agudos com C. fluminea, os organismos-teste sdo expostos a concentracdes elevadas
de agente téxico, geralmente por um periodo de 72 h a 96 h. Durante o ensaio, uma vez por dia ou uma vez
de dois em dois dias, € feito o registo da mortalidade dos organismos. Ao
contrario de alguns bivalves que, ao morrer, relaxam os musculos adutores e as
valvas ficam abertas, no caso da améijoa asiatica nem sempre isso acontece.
Assim, é necessario verificar sempre se 0s organismos que se encontram com as

valvas fechadas estdo ou n&o vivos. Para isso, forca-se cuidadosamente a

entrada de uma agulha de dissecéo entre as duas valvas, na zona oposta aos

FIGURA 6: Avaliagédo

sifées (lado anterior; ver Rosa et al. 2001b); se o organismo oferecer resisténciaa 45 ortalidade por

abertura das valvas esta vivo, enquanto se no se sentir essa resisténcia o  introducdo de uma agu-
Iha entre as valvas.

organismos esta morto (Figura 6).

Normalmente a mortalidade, para cada periodo de teste, € expressa em termos de taxa, relativizando o n°
de organismos encontrados mortos ao nimero total de organismos testados. Normalmente sdo expostos 10
organismos-teste, em 500 ml de agua desclorinada® ou outro meio adequado (p.ex. agua de um lago com
boa qualidade, 4gua de um poco que ndo esteja contaminada, agua filtrada por filtros de polipropileno e
carvao ativado), a cinco ou mais concentragdes do agente que esta a ser testado e a um controlo (meio de

teste ndo contaminado). Os niveis de exposicdo estabelecidos devem ser replicados pelo menos trés vezes

12 Z - . . . . . .

Geralmente obtém-se agua desclorinada deixando agua da torneira com arejamento continuo por, pelo menos, 24h
antes de utilizar. Os métodos quimicos para retirar o cloro da dgua devem ser evitados pois podem interferir com a
resposta dos organismos aos agentes que estao a ser testados durante os testes.
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para que seja possivel verificar/controlar a variabilidade dentro de cada tratamento e, pelo menos no inicio e
no final do teste devem ser registados os parametros de qualidade da agua mais relevantes, tais como a

temperatura, o pH, o oxigénio dissolvido, a

salinidade ou condutividade e a dureza. Estes 188 T ¢
testes tém a vantagem de permitir rapidamente 80 +
tirar conclusbes sobre o efeito letal dos @ & 70 -+
. g 60 +
guimicos, sendo o0s seus resultados uma | g
. o N e ~ CL.=055mgL?
importante indicagdo acerca da eficiéncia do @ ® 40 | 3 50 77
quimico testado enquanto agente potencial de | £ 30 T !
controlo da améijoa asiatica. Um dos 20 & | Y =-34,09x" + 141,33x — 17,491
A ) . 10 + | R*=0,9863
parametros que é normalmente estimado com 0o ® : : : : : ,
base nos dados de mortalidade registados 00 05 10 15 20 25 30 35
13 ; Concentragdo (mg L)

nestes testes é o ClLs, . Este valor é obtido

atraves da analise estatistica do modelo dose-  FiGuRA 7: Curva dose-resposta (mortalidade) obtida apés a
resposta, que consiste na representacdo exposicdo de C. fluminea a um moluscicida, durante 96h. Os
pontos representam as respostas obtidas e a curva constitui uma
grafica do melhor ajuste possivel de uma representagdo gréfica de um modelo matematico ajustado as
. L. . . respostas (apresentado no canto inferior direito do gréfico,
funcdo matematica aos dados experimentais  jyntamente com o R’ uma medida da qualidade do ajuste). A
da mortalidade dos organismos (resposta) tracejado € indicado um método préatico para estimar o CLsp. O
grafico e o ajuste do modelo foram efetuados com base em

guando sujeito a varias concentracdes de  dados ficticios no software Microsoft® Excel®.

biocida (dose) (Figura 7). Em alternativa pode
usar-se software open-source de interface amigével especificamente direcionados para fornecer este(s)
parametro(s) em face de uma tabela com as concentracfes usadas e os dados obtidos nos testes (um

exemplo deste tipo de recursos pode encontrar-se em http://sdi.odu.edu/model/Ic50.php; acesso ao website

em setembro de 2013).

e Testes de longa duragao (toxicidade cronica) para avaliar a eficiéncia de quimicos para o controlo
de populagdes infestantes de C. fluminea

Os testes de toxicidade crénica sao testes de longa duragéo, desenvolvidos para medir o efeito de um
agente toxico num organismo durante um periodo de tempo significativo da sua vida (tipicamente, um
décimo ou mais da esperanca média de vida deste). Os organismos-teste sdo expostos a uma gama de
concentragcdes muito mais baixa do que a usada em testes de toxicidade aguda com o mesmo agente,
avaliando-se os efeitos sub-letais do agente téxico em pardmetros bioldégicos como reproducéo, crescimento
e comportamento. Normalmente € monitorizado o efeito sobre a sobrevivéncia mas em geral ndo é este o
objetivo principal do estudo. Quando a améijoa asiatica € o organismo-teste e estd a ser analisada a
eficiéncia de biocidas para potencialmente integrarem métodos de controlo de infestagfes, podem aplicar-
se testes de longa-duracdo, mas estes ndo se podem entender estritamente de acordo com a definicdo
acima descrita. O parametro avaliado € geralmente a mortalidade e ndo se pode considerar que sejam
testes cronicos sensu stricto ja que tipicamente ndo se prolongam por um periodo de tempo suficientemente

alargado considerando o ciclo de vida do bivalve.

13 Concentracdo Letal mediana — concentragcdo estimada que provoca a morte a 50% dos organismos testados num
determinado periodo de tempo.
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Normalmente sdo expostas 30 améijoas em 1,5 L de agua desclorinada (ou outro meio adequado como
descrito na secdo acima) a duas ou mais™* concentracdes do agente tdxico que esta a ser testado. Pelas
mesmas razdes referidas nos testes agudos, as améijoas sao expostas adicionalmente a um tratamento
controlo, os niveis de exposicdo devem ser replicados pelo menos trés vezes e, no inicio, periodicamente
ao longo do teste, e no final do teste, devem ser registados os parametros da qualidade da agua mais
relevantes. De 48h em 48h'° é verificada a mortalidade de cada améijoa pelo método descrito na secgéo
anterior e, uma vez que o teste se prolonga por um periodo de tempo alargado, € necessario nesta altura

substituir o meio de teste e alimentar as

100 - e 000
améijoas - uma boa opcdo é utilizar %0 -
suspensdes concentradas de microalgas 80 -
verdes numa concentracéo de cerca de 8 g 70 -
x 10* células/mL (Bidwell et al., 1995), | 8 &0 -
. . . Lo T 50 F------- X TL.=264h
mas ha alternativas mais acessiveis para T 4 | | 50
alimentar este organismo conforme § 30 | /o |
. f’ I
sugerido em Rosa et al. (2011b). A 20 /. ! y = 53,342In(x) - 247,56
R i i 10 - / ! R?=0,9184
substituicdo do meio de teste consiste na .f i '
A . rYH H 0 T T . T T T T T T T 1
transferéncia das améijoas para recipien- 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
tes limpos com soluc¢des de teste renova- Tempo (h)

das. Os resultados séo analisados em FIGURA 8: Representacdo gréfica da variagdo da mortalidade da

termos de perfis temporais de mortalida- ~ @Méijoa asiatica com o tempo de exposicéo a uma dada concentragéo
de quimico. Os pontos representam as respostas obtidas e a curva

de para dosagens especificas, ou seja,  constitui uma representacdo grafica de um modelo matematico

ajustado as respostas (apresentado no canto inferior direito do gréfico,

juntamente com o R?). A tracejado é indicado um método pratico para

que uma dada concentracdo de quimico ~ estimar o TLso. O grafico e o ajuste do modelo foram efetuados com
base em dados ficticios no software Microsoft® Excel®.

determina-se o tempo necessario para

dosado provoque a morte a uma

percentagem de interesse (normalmente 50%) dos organismos-teste - TLso'® (Figura 8).

e Testes de toxicidade em organismo nao-alvo

Ao propor agentes de controlo é necessario ter em conta a sua seletividade, isto é, eles devem ser efetivos
contra o alvo, mas devem ter o minimo impacto no ecossistema onde é feita a descarga dos efluentes
resultantes do tratamento. Para avaliar este aspeto, pode empregar-se uma abordagem ecotoxicol6gica
tipica, realizando-se testes de toxicidade para quantificar o efeito do quimico de interesse em organismos
nao-alvo considerados modelo. A resposta destes organismos, que geralmente sdo bastante sensiveis a
diferentes agentes de stress ambiental, fornece informacao acerca do potencial do quimico para promover
impactos negativos no ambiente. Os organismos-modelo mais comuns para estudos em meio aquatico sao

as microalgas verdes, como Pseudokirchneriella subcapitata (vide protocolo de teste em Marques et al.,

14 - . . A . ~ L, - ~ .
E essencial fazer um cuidado planeamento da experiéncia para que ndo se torne inviavel a verificagdo de mortalidade
por terem sido estabelecidos demasiados tratamentos experimentais.

% Este periodo podera ser estendido para 72h quando nao for possivel cumprir o periodo de 48h, ou pode ser diminuido
para 24 h se tal for necessario para o quimico em questéo (efeitos mais drasticos).

16 Tempo Letal mediano — tempo estimado requerido para a morte de 50% das améijoas expostas a uma determinada
concentragao.
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2009), e os dafnideos, como Daphnia magna (vide protocolo de cultivo e teste e.g. em Pereira e Gongalves,
2009 e Castro et al., 2009).

D ATIVIDADES PRATICAS NO AMBITO DA MONITORIZAGCAO E CONTROLO DE C. fluminea

Ameéijoa asiatica € um bom modelo bioldgico e apresenta vantagens para ser usada como objeto de estudo
no Ensino Basico e Secundario. Rosa et al. (2011b) sumariaram algumas vantagens da espécie, entre elas
a ocorréncia em grandes quantidades, a facil recolha e manutencao em laboratério, o tamanho apropriado
para ser manuseada sem recorrer a instrumentos de ampliagdo e o facto de apresentar um ciclo de vida
relativamente curto, com pelo menos dois periodos reprodutores anuais, o que permite ter individuos de
diferentes fases do ciclo de vida num mesmo local e com alguma frequéncia. Assim, e tendo em conta que
a espécie se encontra ja estabelecida na maior parte das bacias hidrogréaficas portuguesas, a realizacdo de
atividades nela focadas ou que a utilizem enquanto organismo experimental € uma iniciativa acessivel e de
facil implementagéo nas escolas do Ensino Basico e Secundéario. Nesta seccédo sugerimos duas atividades
gue se enquadram sensu latu nos dois temas abordados no presente artigo: monitorizagdo e controlo da
améijoa asiatica. Ndo obstante a ligagdo que as atividades possam ter com estes dois temas, € possivel
adaptar estas atividades a outros contetdos educativos formais e ndo-formais, tirando assim partido das

caracteristicas da espécie enquanto organismo-modelo e/ou da sua abrangente dispersao.

e Atividade 1 — Avaliac&o dos impactos de C. fluminea em industrias hidro-dependentes

O investimento num programa de monitorizagcdo, por parte de uma inddstria hidro-dependente, deve ser
precedido por uma avaliacdo do risco de invaséo, pela identificagdo das estruturas mais suscetiveis a
acumulacdo de bivalves dentro da instalagdo industrial e do nivel de sensibilidade dessas mesmas

estruturas (vide mais detalhes na seccéo “Métodos de monitorizagdo de populacdes de améijoa asiatica”).

Neste contexto'’, sugerimos a realizacdo de um inquérito ao conjunto de indGstrias hidro-dependentes que
utilizem agua de cursos ou massas de agua acessiveis pelo grupo de trabalho. A realizacdo do inquérito,
gue podera ser acompanhado ou ndo de uma visita as instalagdes (conforme interesse e/ou disponibilidade
do grupo de trabalho), devera ser precedida de uma série de etapas preparatérias identificadas no diagrama
da figura 9, que otimizardo a relacdo entre esforcos investidos e resultados obtidos. Estas etapas permitirdo
definir um grupo de industrias/instalagbes onde a infestagdo pela améijoa asiatica poderd entdo ser
analisada em maior detalhe. Em resumo, este grupo reunird as inddstrias que captam agua a superficie (a
captacdo em profundidade ou a utilizagdo de &gua da rede exclui, a partida, o risco de infestacdo) em

massas de agua onde estéo estabelecidas populacdes de améijoa asiatica.

A aplicacdo de um inquérito durante uma visita as instala¢des selecionadas devera permitir uma andlise
detalhada da infestagdo - p. ex. o processo industrial que envolve a &gua captada poderda ser
esquematizado em diagramas como o0 que se apresenta na figura 10, onde se poderdo assinalar os locais
onde ha maior acumulagdo de organismos -, dos seus impactos - podera ser feito um calculo dos custos
associados a infestagdo e do seu peso no orcamento anual de cada empresa afetada - e das respostas

eventualmente dadas ao problema; se existirem programas de monitorizacdo em curso ou metodologias de

7 Este tipo de atividade pode ser realizada também para avaliar/quantificar os impactos econémicos da espécie, a
semelhanca do que foi efetuado por Rosa et al. (2011a), neste caso abrangendo todo o territorio nacional continental.
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controlo aplicadas, estes poderdo ser
registados e a sua eficacia analisada. Esta
analise podera ser tdo extensiva quanto o
desejado, de acordo com os objetivos
especificos de cada grupo de trabalho. No
Anexo | apresenta-se um exemplo de um
inquérito baseado no que foi aplicado em
Rosa et al. (2011a), que pode servir como
modelo nesta atividade. O inquérito foca
aspetos relacionados com a configuracdo do
sistema (considerando p. ex. bombas, filtros
de malha variada, didmetro de tubagens),
com o tipo de estruturas afetadas pela
infestacdo e as condi¢cbes nessas estruturas,
as eventuais estratégias usadas para fazer
face ao problema e os custos associados ao

mesmo.
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Definicdo da bacia hidrografica/massas de dgua a focar

1. Consulta de mapas, p. ex. usando a plataforma Google Earth
2. Verificagdo da presenca da espécie na(s) massa(s) de agua
selecionada(s) — vide acima os métodos de amostragem
sugeridos (métodos de monitorizag&o - inspecao inicial)

~~

Listagem das industrias potencialmente suscetiveis a
infestacdes na area selecionada

Pesquisa em websites de associa¢des industriais e organismos
governamentais, focada nos setores nos quais se incluem
instalacdes que requerem utilizacdo de agua, nomeadamente:

- Estacdes de tratamento de dgua para consumo humano (ETAS)
- Centrais termoelétricas

- Cimenteiras

- Fabricas da pasta e papel

- Sistemas de irrigacéo de culturas

~ 7

Contacto preliminar com cada instalagdo listada

Contacto telefénico ou via email com cada instalagédo para definir
o grupo de instalacdes de interesse especifico:

- Captam agua a superficie

- Enfrentam ou enfrentaram episédios de infestacao

~"

Aplicacao do inquérito

Podera ser feito telefonicamente, mas a marcacao de uma visita
as instalaces proporciona uma melhor visualizagédo e
caracterizacdo do problema, assim como facilita a eventual
integracdo de contetdos curriculares de outras disciplinas

FIGURA 9: Diagrama com as etapas fundamentais associadas a
planifica¢@o da andlise detalhada de problemas de infestacéo de
instalacdes industriais hidro-dependentes por C. fluminea.

Sistema de prevenc¢ao contra incéndio

Torres de arrefecimento

-*I

Reservatorio
de agua bruta

l

Condensadores

———)

FIGURA 10: Diagrama que esquematiza a configuracdo bésica dos sistemas de circulacdo de agua numa central
termoelétrica portuguesa infestada por C. fluminea. As estrelas assinalam os locais afetados. Baseado em Rosa et al.

2011a.

e Atividade 2 — Ensaio de toxicidade aguda usando C. fluminea como organismo-teste

Tal como foi abordado ao longo deste artigo, a améijoa asiatica € um organismo invasor que traz muitos

problemas as industrias que utilizam a 4gua dos cursos infestados por esta espécie. Assim, varios métodos

tém sido propostos para o controlo de infesta¢des industriais de C. fluminea, entre eles a utilizagdo de
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guimicos que levem ao exterminio dos organismos provocadores do problema. Muitos tém sido os quimicos
estudados para este efeito. Os testes de toxicidade que permitem aferir as concentracfes que é necessario
estabelecer para conseguir controlar as populacdes infestantes sdo um passo fundamental na definicdo

detalhada da estratégia de controlo a utilizar.

Nesta proposta de atividade laboratorial apresenta-se o protocolo tipico de um ensaio de curta-duragéo que
permite fazer uma avaliag&o inicial do potencial do quimico testado para funcionar como agente de controlo
da améijoa asiatica. Aqui propomos a utilizacdo de NaCl (sal de cozinha) como quimico modelo e
chamamos a atencdo para os cuidados necessarios se for equacionada a adaptagdo do protocolo a
guimicos menos indcuos sob o0 ponto de vista da manipulacéo laboratorial. Outros quimicos relativamente
seguros, de facil acesso e pouco dispendiosos que possam ser usados em alternativa ao NaCl séo a lixivia,

o detergente da roupa ou loica e o acido acético.

A salinidade € um dos fatores abibticos que limita a dispersdo desta espécie. Sabe-se que C. fluminea
aparece habitualmente em locais de salinidade inferior a dois e que o limite de tolerancia superior para este
parametro se encontra entre 10 e 17 (Karatayev et al., 2005), sendo que, a partir deste limite, o organismo
entrara em niveis insustentaveis de stress osmotico. Assim, utilizando um gradiente de concentra¢des entre
0 (4gua doce) e 35 (dgua do mar) g L™ de NaCl, podera ser faciimente obtida uma resposta dos
organismos-teste a este fator. Ainda que no caso de outros quimicos que se pretenda testar ndo haja
informacao detalhada acerca da sensibilidade do organismo (e ai provavelmente sera necessario efetuar
testes preliminares com uma gama alargada de concentracdes, para afinar a gama a testar num ensaio
definitivo que produzird a curva dose-resposta tipica), é fundamental pesquisar sobre as caracteristicas do
guimico, principalmente para assegurar a seguranca do grupo de trabalho; esta pesquisa também podera
ser direcionada para a colocagdo de hipéteses acerca do mecanismo de toxicidade através do qual o

guimico provoca a morte destes organismos.

O ensaio agudo proposto (Figura 11) deve seguir 0 seguinte protocolo:
1. Selecionar grupos de 30 individuos (10 x 3 réplicas) por cada tratamento
experimental que se pretende estabelecer, preferencialmente pertencendo

a classe de tamanho [15, 20[ ou [20,25] mm'®, aclimatados as condicdes de

incubacgdo do teste durante pelo menos 1 semana®®. Para um ensaio tipico,
onde sejam testadas 5 concentragbes de quimico e um controlo, sera

necessario reunir 180 organismos.

N FIGURA 11: Imagem de parte de
2. Um Controlo (0 g L™ NaCl) e vérias concentragcBes-teste devem ser um ensaio agudo com C.
fluminea em execucgao.

estabelecidos, se possivel, de acordo com uma progressdo geométrica. As
varias concentractes deverdo ser preparadas separadamente® usando como base agua desclorinada®* e

através da dissolucdo de sal de cozinha comercial, em balBes volumétricos de 2 L (solugdo-mae).

18 . - g ~ . . . . ~
Tamanhos maiores facilitam a verificagdo da mortalidade, particularmente quando o experimentador ainda nao tem
experiéncia.
19 . . x x . . . . .
Durante o periodo de aclimatagdo as condicdes em que o ensaio sera realizado (idealmente cerca de 20°C e
fotoperiodo de 16 h“:8 h%, ambos constantes) devem alimentar-se 0s organismos com suspensfes de microalgas
verdes (consultar alternativas para a alimentacdo em Rosa et al. 2011b); a ra¢&do ndo deve ser limitada.

20 . . . , . . ~

Alternativamente, e nos casos em que a solubilidade do quimico em agua o permita, pode ser feita uma solugao-stock
muito concentrada, de onde sao retirados pequenos volumes (neste caso sempre menores que 5 ml — 1% do volume de
teste) para adicionar a cada réplica, de forma a estabelecer a concentragao planeada.
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3. Distribuir, por cada frasco de teste, 500 ml de solucdo-mae (3 frascos/3 réplicas por cada solucdo). Os
frascos de teste poderdo ser em vidro, desde que a area da base possibilite a distribuicdo das 10 améijoas
sem necessidade de sobreposicdo. Uma alternativa é a utilizacdo de garrafées de agua de plastico de 5 L
cortados a uma altura de cerca de 10 cm.

4. Estabelecer um sistema de arejamento em todos os recipientes de teste — este sistema deve manter-se
em permanéncia até ao final do teste. A améijoa asiatica é muito sensivel a variagdes na oxigenacao, o que
pode interferir com os resultados dos testes. Material simples de aquariofilia (bombas de ar, tubo de
aquario, derivagdes em plastico e pedras difusoras) permite montar um sistema deste tipo.

5. Adicionar 10 améijoas vivas a cada frasco de teste.

6. O parametro toxicolégico em estudo € a mortalidade. Assim, o nimero de améijoas mortas (vide Figura 6
e texto associado para o procedimento de verificagdo de mortalidade) em cada réplica do ensaio devera ser
contabilizado a cada 24 h, até ao final do ensaio (72 h ou 96 h ap6s a dosagem). Os individuos encontrados
mortos ndo devem ser devolvidos aos frascos de teste para minimizar a degrada¢do do meio. Pelo menos
no inicio e no final do teste devem ser medidos parametros bésicos de qualidade da 4gua, em pelo menos 1
réplica de cada tratamento experimental. A tabela 2 pode ser usada como modelo para o registo de todos
estes dados no decurso do ensaio.

7. O efeito negativo do quimico devera ser analisado com base nas mortalidades obtidas ao fim de 72 h ou
96 h de exposicao (podera ser escolhido o tempo de exposicdo que permite melhor descrever uma curva
dose-resposta completazz) - vide figura 7 e texto associado para detalhes adicionais sobre a analise deste

tipo de dados.

TABELA 2: Modelo para uma tabela de registo adequada a um teste agudo com C. fluminea.

N° de mortos Parametros de qualidade da dgua
24h  48h 72h 96h | pH; pHs Oyi Ox Ti(°C) Tf(°C)

Tratamentos

R1
R2
R3
Ll R1

gL R2
R3

ogL?

R1
35gLt R2
R3

D CONSIDERACOES FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Apesar da introducdo C. fluminea em Portugal datar de 1980, muitos desconhecem esta espécie e a
necessidade da monitorizacdo das fontes de agua primdrias para a minimizacdo da sua dispersédo e dos

seus impactos. No contexto das implicagdes econdmicas que esta peste pode representar, os programas de

2 Agua desclorinada no controlo e agua desclorinada com a quantidade de sal necessaria para perfazer a concentragio
em causa.

% por vezes, dependendo do modo de agédo do quimico testado e das concentracdes selecionadas, 96h de exposi¢édo
resultam numa mortalidade elevada a concentragfes muito baixas, o que inviabiliza a observacdo de uma curva dose-
resposta. Nestes casos, 0s registos feitos as 72 h poderédo ser uma boa alternativa.
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monitorizacdo fornecem dados essenciais para que cada setor possa estimar o risco de infestacées nas
instalacdes suscetiveis, além de gerarem informacdo muito relevante para a definicdo e ajuste de
estratégias de controlo eficientes (e que deverdo ser cada vez mais ambientalmente seguras). A
consciencializacdo da populacdo em geral relativamente aos problemas causados pela améijoa asiatica é
fundamental como base para que se possa cada vez mais promover o envolvimento da sociedade na
gestdo da peste. Neste contexto, o presente artigo centra-se na divulgacédo do problema das infesta¢cbes de
améijoa asiatica na industria, veiculando conhecimento atual sobre as estratégias de monitorizacédo e
controlo que foram e tém vindo a ser desenvolvidas para fazer face a esse mesmo problema. Num
seguimento légico deste texto sera futuramente abordado o papel fundamental da sociedade na gestado da

invasao dos sistemas aquaticos portugueses por C. fluminea.
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ANEXO |
INQUERITO-GUIAO DE VISITA PARA CARACTERIZACAO DE INFESTACOES DE C. fluminea.

1. Aspetos técnicos dos sistemas de agua
1.1. Que sub-sistemas de agua possui (i.e. sistema de refrigeracéo, sistema de incéndio, ...)?

1.2. Ponto de captacéo:
- De onde é feita a captagdo?
- Qual a profundidade na coluna de agua?
- Existe algum tipo de pré-tratamento na zona de captagéo?

1.3. Quais os principais componentes dos sistemas de agua e qual o seu diametro, temperatura e condi¢des
hidrodinamicas aproximadas (tipos de condutas, equipamentos principais, incluindo valvulas e bombas de grande
dimenséo,...)

1.4. E possivel descrever-nos o fluxo geral da agua?

2. Biofouling

2.1. Que tipo de procedimentos de controlo efectuam (filtros, pontos de dosagem quimica, biocidas, etc)? [Apenas
aplicavel se se utilizarem estruturas/procedimentos de controlo]

- Em que pontos aplicam os procedimentos de controlo?

- Porqué a escolha destes métodos de controlo?

- S&o eficientes face ao alvo?

- No caso de utilizarem quimicos, qual é o quimico, as concentracfes e o regime de dosagem?

3. Corbicula fluminea

3.1. Aspectos pré-infestacao:
- Sabiam da existéncia da espécie enquanto praga antes de terem tido problemas?
- Tinham conhecimento da existéncia da espécie no curso de agua de onde fazem a captacdo? Como?
- Tinham em curso algum plano de monitorizacao da peste (dentro e fora da instalagdo)? Porqué?

3.2. Episadios de infestacéo:
- Quando e como € que a espécie foi detectada pela primeira vez na instalagao?
- Com que densidade estava presente?
- Quais as estruturas afectadas pela presenca da améijoa? Que tipo de problemas causaram/causam?
- Qual a estimativa do custo dos danos causados pela peste antes de ser controlada (ex.: substituicdo de
equipamento, pecas que tenham sido inutilizadas ou que tiveram que ser reparadas, redugdo de
caudais/eficiéncias térmicas, paragem para limpeza, custo da descarga e tratamento da biomassa retirada do
sistema)?
- Mantiveram algum programa de monitorizagdo e controlo, para evitar possiveis infestagfes?
- Qual a estimativa do custo envolvido na gestdo da peste - planos de monitorizagdo e métodos de controlo
- A estratégia de controlo implementada resultou? Com que eficiéncia?



