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RESUMO

Na Biologia Evolutiva pode-se destacar os estudos cromossdmicos, a estrutura e as fungdes de
genes nos grupos de seres vivos. Dentre 0S grupos animais que possuem escassez de
informacdes cariotipicas esta o Filo Mollusca. Uma das familias que faz parte deste grupo é a
familia Cyrenidae, a qual possui seis géneros viventes, com 176 espécies. O género Corbicula
estd presente em distintas localidades do mundo com presenca de populacgdes poliploides (2n
=36, 2 n =38, 3n =54 e 4n = 72). Esse género tem atualmente 69 espécies no mundo. No
Brasil ha a presenca de quatro representantes exoéticos deste género: Corbicula fluminea,
Corbicula fluminalis, Corbicula largillierti e Corbicula. sp., introduzidas em 1980. Sendo
assim, 0s objetivos desse trabalho sdo: uma revisdo sistematizada do estado da arte da
citogenética e ploidia da familia Cyrenidae, para efetuar uma andlise qualitativa destas
informacdes, assim como o teste dessas metodologias em uma populacdo de Corbicula aff.
fluminea. Para isto foi efetuado uma busca de artigos disponiveis digitalmente em bases de
dados cientificas (Google Académico, Scopus e Web of Science) até o ano de 2021. Este
estudo recuperou dados desde o ano de 1987 até o presente e permitiu relacionar informac6es
cariotipicas. Dos 1124 artigos encontrados, apenas 13 tinham relacdo direta com o tema da
pesquisa. Em relagdo a caracterizacdo cariotipica da populacdo de Corbicula aff. fluminea do
Alto Rio Tibagi, encontrou-se 2n = 54 cromossomos, em que por meio da citometria de fluxo
foi observado que os individuos sdo diploides. Esse trabalho traz a luz o incipiente nivel de
conhecimento acerca da citogenética desta familia de moluscos, alguns dos quais invasores e
com relatos de poliploidia pouco elucidada em suas origens.

Palavras-chave: Mollusca; Bivalve invasor; Cromossomos; Ploidia.



ABSTRACT

In Evolutionary Biology, chromosomal studies, the structure and functions of genes in groups
of living beings can be highlighted. Among the animal groups that have scarcity of karyotype
information is the Phylum Mollusca. One of the families that is part of this group is the
Cyrenidae family, which has six living genera, with 176 species. The genus Corbicula is
present in different locations around the world with the presence of polyploid populations (2n
=36, 2 n =38, 3n = 54 and 4n = 72). This genus currently has 69 species in the world. In
Brazil there are four exotic representatives of this genus: Corbicula fluminea, Corbicula
fluminalis, Corbicula largillierti and Corbicula sp., introduced in 1980. Therefore, the
objectives of this work are: a systematic review of the state of the art of cytogenetics and
ploidy of the Cyrenidae family, to carry out a qualitative analysis of this information, as well
as the test of these methodologies in a population of Corbicula aff. fluminea. For this purpose,
a search for digitally available articles in scientific databases (Google Academic, Scopus and
Web of Science) was carried out until the year 2021. This study retrieved data from 1987 to
the present and allowed us to relate karyotype information. Of the 1124 articles found, only
13 were directly related to the research topic. Regarding the karyotype characterization of the
population of Corbicula aff. fluminea from the Upper Rio Tibagi, 2n = 54 chromosomes were
found, in which through flow cytometry it was observed that the individuals are diploid. This
work brings to light the incipient level of knowledge about the cytogenetics of this family of
molluscs, some of which are invasive and with reports of poorly understood polyploidy in
their origins.

Keywords: Mollusca; Invading Bivalve; Chromosomes; Ploidy.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  AMBIENTES AQUATICOS

Os ambientes aquaticos sdo formados por ambientes marinhos e continentais, 0s quais
abrigam uma vasta diversidade de seres vivos (NELSON, 1994). Essa biodiversidade tem um
papel fundamental a manutencdo do meio e para que tudo ocorra de maneira organizada e
sustentavel (DOS SANTOS, 2010). Sendo necessaria a conservacdo desses ambientes para a
manutencdo de sua diversidade, protegendo o ecossistema aquatico para assim manter suas
condigdes naturais (ESTEVES, 1998).

Nos Ultimos séculos, 0s ecossistemas aquaticos estdo sendo alterados
significativamente devido a muitos impactos ambientais causados por acdes antropicas diretas
e indiretas, tais como: construcdo de represas e barragens em ambientes aquaticos; atividades
mineradoras; desvios do curso natural de rios; lancamento de residuos domeésticos e
industriais ndo tratados; exploracdo de recursos de pesca; desmatamento; uso inadequado do
solo préximo a regides aquéticas e introducdo de espécies exoticas (GOULART JUNIOR;
CALLISTO, 2003; SOUZA et. al, 2008). Essas alteracdes podem apresentar como
consequéncia o desequilibrio ambiental, extincdo de espécies e ou introducdo de espécies,

mudancas ecoldgicas, entre outros.

1.2  MOLLUSCA

Nos ambientes aquaticos observa-se uma grande diversidade de invertebrados, dentre
esses, 0s moluscos. Estes animais sdo ativos filtradores, de vida praticamente séssil
(MANSUR; PEREIRA, 2006). Os primeiros representantes do Filo Mollusca surgiram no
Pré-Cambriano (Vendiano), ha mais de 540 milhdes de anos, mas no periodo Cambriano
grande parte dos grupos atuais ja existia. Os moluscos habitam quase todos os ambientes,
estando presentes em fossas abissais e até em desertos térritos, ocupando também ambientes
marinho, dulcicola e terrestre (SALVADOR et al., 1998). Na atualidade, esses animais vivem
da regido equatorial até os polos do Artico e da Antéartica (ABSHER; FERREIRA JUNIOR;
CHRISTO, 2020). S&o estimados em 100.000 espécies marinhas, 35.000 espécies terrestres e
5.000 de a4gua doce (BRUGGEN, 1995).
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O Filo Mollusca agrupa oito Classes (Caudofoveata, Solenogastres, Polyplacophora,
Monoplacophora, Bivalvia, Scaphopoda, Gastropoda e Cephalopoda). Caudofoveados e
Solenogastros: sdo os moluscos sem conchas; Poliplacoforos: animais com oito placas
segmentadas no corpo; Monoplac6foros: moluscos com uma concha apenas e oito impresses
musculares; Gastrépodes e Cefaldpodes: animais que podem apresentar concha externa,
interna ou ausente; Bivalves: moluscos que tém uma concha composta por duas valvas
articuladas; Escafopodes: animais que apresentam uma concha externa cilindrica, levemente
conica e aberta nas extremidades (ABSHER, FERREIRA JUNIOR, CHRISTO, 2020).

Os moluscos sdo importantes na economia de varios paises, principalmente como
fonte de alimento rico em proteinas. Podem ser coletados diretamente da natureza, cultivados,
podendo ser utilizados em decoracbes e em joias com pérolas, zooartesanatos, pesca (lulas e
polvos) para consumo, tém importancia médica e no ciclo de vida de outros seres vivos, como
trematodas (SALVADOR et al., 1998).

1.2.1 Classe Bivalvia

No Filo Mollusca existe a Classe Bivalvia, a qual apresenta animais que tém uma
concha composta por duas valvas calcareas, ligam-se na face dorsal, unidas pelo ligamento e
internamente por um, dois ou mais musculos adutores. Os bivalves sdo animais dotados de
branquias especializadas, alimentam-se predominantemente por filtracdo de material em
suspensdo na agua (MALLMANN, 2000).

A Classe Bivalvia é também chamada de Lamellibranchia (branquias em forma de
lamelas) e Pelecypoda (pé em forma de machado). A maioria dos bivalves é sedentaria, 0s
quais dependem das correntes ciliares produzidas pelas brénquias para obter o alimento
(HICHMAN JUNIOR et al., 2003).

Em relagéo a diversidade dos bivalves, no Brasil, foi registrado até o ano de 1994 um
total de 390 espécies de bivalves marinhos (RIOS, 1994) e 6 familias de bivalves de agua
doce nativos brasileiros, as quais sdo: Hyriidae, Mycetopodidae, Cyrenidae, Sphaeridae,
Dreissenidae e Lyonsiidae (PIMPAO; MANSUR, 2009).
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1.2.2 Ordem Venerida

Anteriormente a ordem Venerida era chamada de Veneroida, esta inclui moluscos
bivalves popularmente chamados de berbigdo e a améijoa. Os bivalves que fazem parte da
ordem Venerida geralmente apresentam valvas grossas, isomias (0s seus musculos adutores

tém o mesmo tamanho) e possuem trés dentes cardinais na charneira (MYERS et al., 2006).

1.2.3 Familia Cyrenidae (Gray, 1840)

Os géneros pertencentes a familia Corbiculidae atualmente fazem parte da familia
Cyrenidae. Existem esforcos para resolver a filogenia dos cirenideos, apresentando desafios
recorrentes entre os estudos filogenéticos do bivalves de dgua doce, por amostragem interna
incompleta e processos atipicos de heranca genética (GRAF, 2013). Fez-se varias tentativas
recentes para recuperar a filogenia de Corbicula usando DNA mitocondrial (LEE et al. 2005;
PIGNEUR et al. 2011). A partir de estudos de analises filogenéticas, onde se confirma uma
nova linhagem invasora norte-americana do género Corbicula, com um perfil genémico
populacional consistente com clonalidade, aumentando o nimero de linhagens invasivas do
Novo Mundo (HAPONSKI; FOIGHIL, 2019). Esses estudos corroboram para a mudanca dos
géneros Corbicula, Batissa e Polymesoda a familia Cyrenidae.

Os bivalves desta familia podem liberar muitos juvenis nas aguas circundantes que
eclodem dentro dos adultos, sdo ovoviviparos e a fecundacdo ocorre internamente
(GLAUBRECHT et al., 2007). Essa é uma familia de améijoas de tamanho moderado,
algumas vezes com coloragéo violeta no interior (MCMAHON, 1983).

Na familia Cyrenidae existem seis géneros: Corbicula (69 espécies), Polymesoda (49
espécies), Batissa (39 espécies), Geloina (17 espécies), Cyanocyclas (13 espécies) e Villorita
(5 espécies). Em relacdo a esses, 0s géneros Corbicula e Cyanocyclas tém varios
representantes que vivem em agua doce (REIS, 2006; MOLLUSCABASE, 2021).

No Brasil ha representantes do género Cyanocyclas, sendo algumas espécies nativas
brasileiras como Cyanocyclas brasiliana (Deshayes, 1854) no Estado do Pard e no Piaui
(BRITO; MANSUR; ROCHA-BARREIRA, 2015, FONSECA; FERNANDES; CUNHA,

2021), Cyanocyclas limosa (Maton, 1809), a qual tem declinio populacional por ocorréncia da


https://pt.wikipedia.org/wiki/Berbig%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%AAijoa
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espécie C. fluminea (MANSUR, 2000). Em Santa Catarina h& registros de Cyanocyclas
paranensis (d’Orbigny, 1835) (AGUDO-PADRON, 2020).

Do género Corbicula observou-se no Brasil a ocorréncia de quatro espécies Corbicula
fluminea, Corbicula fluminalis (O. F. Mdller, 1774), Corbicula largillierti (Philippi, 1844) e
Corbicula sp. (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006).

A presenca do género Corbicula foi confirmada em varias bacias brasileiras, tais
como: bacia do Guaiba — RS, bacia do Rio Sapucai — SP, bacia do lago Paranoa — BSB, bacia
rio Negro — AM, bacia do Rio Passalna — PR, bacia do rio Manhuacl — MG, bacia do rio
Uruguai — RS (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006;
RODRIGUES et al., 2007; PIMPAO; MARTINS, 2008; VIANNA; AVELAR, 2010;
OLIVEIRA; MEYER; ARMSTRONG, 2014; LIMA, 2017; CASTILLO, 2007). Além disso,
nas Ultimas duas décadas tem sido verificado que onde ocorre a espécie invasora Limnoperna
fortunei (Dunker, 1857), o mexilhdo dourado, esta presente o berbigdo de agua doce, C.
fluminea (DARRIGRAN; DRAGO, 2000).

Corbicula fluminea, conhecida como molusco asiatico, por ser comum na Africa
Central e Meridional, Asia Central e Meridional, é uma espécie invasora em muitas partes do
mundo, inclusive no Brasil (GLAUBRECHT et al., 2007). C. fluminea esta presente também
no continente Europeu e Americano, tornando-se uma espécie exotica (BILOS; COLOMBO;
PRESA, 1998; REIS, 2006). Acredita-se que o vetor de introducdo dessa espécie seja por
transporte nos cascos de barcos.

Na América do Sul, possivelmente o género Corbicula foi introduzido entre os anos
de 1965 e 1975, tendo o primeiro registro na Argentina no rio da Prata (ITUARTE, 1981). Na
década de 1980 foi registrada a presenca do género Corbicula no Brasil e apds isso varios
trabalhos tém identificado esses animais em varias regides brasileiras (VEITENHEIMER-
MENDES, 1981).

A espécie C. fluminea apresenta grande sucesso adaptativo em muitos locais diferentes
no mundo, pois apresenta resisténcia a estresse ambiental, alta capacidade reprodutiva,
tolerancia a diferentes substratos, crescimento rapido e capacidade de filtrar grandes volumes
de agua (GRANEY et al., 1980). Por outro lado, existem varios impactos negativos que essa
espécie pode representar a ecologia local, tais como: dominio da biomassa das comunidades

bentbnicas, reduzindo ou substituindo o habitat disponivel as outras espécies da localidade
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(SCHMIDLIN; BAUR, 2007); vetores de parasitas e outros patégenos (CHUNG et al., 2001);
alteracdo dos ciclos dos nutrientes (VAUGHN; HAKENKAMP, 2001); e competicdo com
outras espécies bentdnicas e filtradoras (SCHMIDLIN; BAUR, 2007).

No Brasil, a espécie C. fluminea j& foi registrada na Amazbnia (BEASLEY;
TAGLIANO, FIGUEIREDO, 2003), no Pantanal, segundo estudos de Callil e Mansur (2002).
O Rio Parana também tem um aumento consideravel nas populacdes de C. fluminea, causando
declinio nas populac@es nativas (TAKEDA; FUJITA; FONTES JR., 2004).

1.3 ANALISES DE CITOGENETICA EM CYRENIDAE

A Citogenética desenvolveu-se nos Gltimos séculos, acompanhando o progresso do
aprimoramento de técnicas e de equipamentos de microscopia. A citogenética classica é
importante para a designacéo da morfologia e nimero de cromossomos de uma espécie, sendo
importante ferramente para determinacdo de relacbes filogenéticas e evolutivas entre 0s
grupos (RAVEN, 1975; GUERRA, 1988). A citometria de fluxo é uma técnica que faz parte
da Citogenética, sendo esse um eficiente método para identificacdo de ploidia baseado no
conteddo de DNA. Até entdo, apenas Pei e colaboradores (2021) utilizaram citometria de
fluxo para analise de ploidia na familia Cyrenidae.

Em relacdo a familia Cyrenidae existem varios estudos morfoldgicos, sobre diversidade,
sendo escassos trabalhos relacionados a citogenética. Nesta familia observamos estudos de
citogenética em 16 localidades de paises da Asia, Europa e América do Sul, resultando na
caracterizacdo cromossomica de 10 espécies. Nestes estudos da arte de citogenética da familia
Cyrenidae observa-se espécimes da mesma espécie com distintos nUmeros cromossémicos
(NC) e ploidias de diferentes tecidos. Para tal, foram empregados métodos de obtencdo de
cromossomos mitoticos, Regibes Organizadoras de Nducleolos (RON), microfluometria,
densitométrica e citometria de fluxo descritos detalhadamente cronologicamente a seguir.

No ano de 1987, Okamoto e Arimoto desenvolveram um trabalho citogenético sobre as
espécies Corbicula leana (Prime, 1864), Corbicula sandai (Reinhardt, 1878) e Corbicula
japonica (Prime, 1864), coletas no Lago Biwa e Rio Yodo — Japdo. Nesse artigo foi
estabelecida a relacdo entre as espécies C. japonica e C. sandai, em relacdo ao NC e a

morfologia dos cromossomos. A partir disso, a espécie C. japonica (2n = 38) é um possivel
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ancestral de C. sandai (2n = 36), sendo que as duas apresentam namero dipldide a partir da
analise dos cromossomos mitéticos, a primeira se estabeleceu no continente asiatico em agua
doce e C. japonica habitava agua salgada. Supde-se nesse artigo que o fato de a espécie C.
leana ter 3n = 54 cromossomos e seus espermatozoides teriam 54 cromossomos é apenas um
estimulo para induzir o desenvolvimento generalizado (OKAMOTO; ARIMOTO, 1987). Essa
situacdo corrobora com um estudo de Miyazaki (1932), no qual observa-se que a espécie C.
leana apresenta um modo de reproducao especial, sdo animais hermafroditas que carregam as
larvas nas branquias.

Dez anos apos, fez-se um estudo sobre o género Corbicula produzir espermatozoides
ndo reduzidos quando comparados com conteudo somaético. Nesse trabalho, os autores
observaram que C. leana apresenta 54 cromossomos. Em C. aff. fluminea, visualizou-se 36
cromossomos. Em relagdo ao DNA, o contetdo relativo de DNA de células gonadais e células
somaticas € idéntico em C. leana, C. aff. fuminea e C. fluminea. Na espécie C. sandai, 0
conteddo de DNA dos espermatozoides era metade quando comparado com do das células
somaticas (KOMARU et al., 1997).

Um outro estudo citogenético foi realizado a partir de trés espécies de bivalves, sendo
essas Unio elongatulus (C. Pfeiffer, 1825) (Familia: Unionidae), Mutela rostrata (Rang,
1835) (Familia: Mutlelidae) e C. fluminalis (Familia: Cyrenidae). Os animais foram coletados
na cidade Quena (El-Taramsah, El-To-warat, Dandara and El-Sheikh Unis) — Egito. Em
relagdo a C. fluminalis 0 NC desta espécie é igual a 2n = 26 cromossomos (tecido gonadal).
Sendo assim observado que os cariotipos entre as espécies estudadas, sendo de M. rostrata o
NC de 2n = 20 e da espécie U. elongatulus é 2n = 28. Com esses resultados, o autor indicou
que a diferenca do NC e das caracteristicas cariotipicas sdo claramente especificas para essas
trés espécies, confirmando assim a opinido da importancia do uso de analise cromossémica
em adigdo aos caracteres morfoldgicos na taxonomia moderna atualmente (EBIED, 1998).

Correlacionando esses trés trabalhos iniciais de citogenetica da familia Cyrenidae
(OKAMOTO; ARIMOTO, 1987; KOMARU et al. 1997; EBIED, 1998), observou-se a
tripldidia na espécie C. leana e processos reprodutivos, tais como hermafroditismo,
espermatozoide nao reducional e androgénese (OKAMOTO; ARIMOTO, 1987; KOMARU et
al. 1997). Todos os trabalhos utilizaram o KCL como solucdo hipotonica, evidenciando a

necessidade de uma solucédo salina para romper a membrana celular, juntamente a maceragéo
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do material. Diferencas nas metodologias estavam relacionadas com a fixa¢do do material
com uso (OKAMOTO; ARIMOTO, 1987; KOMARU et al. 1997) ou ndo de centrifugacéo
(EBIED, 1998).

Molleda e colaboradores (1999) estudando a espécie Polymesoda solida (Prime,
1861), atualmente aceita como Polymesoda fortis (Prime, 1861), coletados no Lago de
Maracaibo — Venezuela observaram que o NC variou entre 2n = 22 e 2n = 30. Com isso,
acredita-se que essa variacao pode ter relacdo com a alta incidéncia de aneuploidias, causadas
por exposi¢do a contaminantes (MOLLEDA et al., 1999).

Komaru e Konishi (1999) avaliaram espécimes de C. fluminea de Taiwan — China que
apresentam trés diferentes coloragdes das suas conchas. Essas diferencas foram separadas em
trés morfotipos em: Tipo | — interior € branco, mas a area do umbo € laranja-claro; Tipo Il —
interior da concha é branco; Tipo Il — interior da concha é roxo escuro. Todos os morfotipos
apresentam a superficie externa marrom-amarelada. Vinte améijoas amostradas consistem em
12 améijoas do tipo I, seis améijoas do tipo Il e duas améijoas do tipo Ill. As cores de concha
tipo I e tipo Il incluiram dipléides e triploides. Os dois moluscos do Tipo Il eram apenas
dipldides. No que diz respeito ao conteido de DNA, observou-se que o conteudo relativo de
DNA dos espermatozoides era quase idéntico ao das células somaticas (KOMARU;
KONISHI, 1999).

A partir da analise do DNA revelou-se que esses animais sdo diploides e triploides, 0s
quais produziram espermatozoides ndo reducionais (KOMARU; KONISHI, 1999). Esses
triploides sdo semelhantes aos dos estudos anteriormente citados em relacdo ao Japao, Taiwan
e Venezuela. Assim, sugere-se que esses niveis de ploidia tem relagdo com a reproducdo por
androgénese, como mostrado em C. leana (KOMARU et al. 1997; OKAMOTO; ARIMOTO,
1987).

Cariotipos de trés espécies do género Corbicula na Coreia: C. fluminea, 3n = 54
cromossomos, Corbicula papyracea (Heude, 1880) com 3n = 54 cromossomos e Corbicula
colorata (Martens, 1905) com 2n = 38 cromossomos. A partir de estudos anteriores C.
colorata foi considerada uma subespécie de C. papyracea, mas seu cariotipo indica que se
trata de uma espécie distinta, uma vez que esté isolada reprodutivamente das outras duas
especies coreanas estudadas (PARK, YONG E CHUNG, 2000).
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Foram estudados espécimes de C. fluminea que apresentam conchas amarelas e
marrons, provenientes da China. Fez-se a obtencdo de cromossomos mitéticos e extracdo de
DNA, a partir de microfluorometria (QIU; SHI; KOMARU, 2001). As cores das conchas
encontradas no trabalho de Qiu, Shi e Komaru (2001) na China, sdo semelhantes as cores das
conchas encontradas em Taiwan (KOMARU; KONISHI, 1999).

Em relacdo ao caridtipo e conteudo relativo de DNA de células somaticas, 0 hiumero
dos cromossomos do tipo morfologico amarelo € de 3 n = 54 cromossomos nas branquias.
Sendo que no tipo morfolégico marrom, o nimero de cromossomos foi 4 n = 72 cromossomos
nas branquias. No que diz respeito ao conteddo de DNA de espermatozoides e celulas
somaticas estudados nesse trabalho, sete individuos com morfologia amarela e oito individuos
com morfologia marrom produziram espermatozoides com conteudo de DNA semelhante ao
de suas préprias células sométicas (QIU; SHI; KOMARU, 2001).

No Japdo foi feito um estudo sobre a reproducdo androgenética na espécie C.
fluminea, sendo que essa espécie é exotica no Japdo. A microfluorometria de DNA revelou
gue ambos os tipos eram diploides. Observou-se a coloracdo das conchas desses animais com
relacdo ao contelido de DNA, em que no morfotipo verde os animais eram dipl6ides e o
morfotipo rosa eram dipldides (ISHIBASHI et al., 2003).

Anisimova (2007) estudou o tamanho do genoma de 12 espécies de bivalves da Baia
do Pedro, no Grande Mar do Japdo, as quais sdo pertencentes a 8 familias e 2 subclasses
(Pteriomorphia e Heterodonta), sendo analisado o contetdo do DNA nuclear (2N) do tecido
musculo adutor. A metodologia empregada foi a Analise Densitométria (Fuelgen). Dentre as
espécies estudadas encontra-se a C. japonica que faz parte da familia Cyrenidae. A partir
disso, observa-se que os valores de massa de DNA na classe Bivalvia variam
significativamente, mesmo dentro das familias. Dessa maneira, as espécies na subclasse
Heterodonta diferiram entre si em ndo mais do que 1,5 vezes (ANISIMOVA, 2007).

Choi, Chung e Kwak (2007) estudaram as espécies C. japonica e C. fluminea em na
Coreia, nos Lagos Uiam e Songji, as quais mostraram NC de 2n = 38 e 2n = 54 cromossomaos,
respectivamente.

Skuza e colaboradores (2009) avaliando a citogenética e caracterizacdo morfoldgica
de C. fluminalis na Poldnia de um canal de descarga de agua de resfriamento da usina de

carvdo Dolna Odra, apresentando 3 n = 54 cromossomos. Neste trabalho foi empregada a
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técnica de Regifes Organizadoras de Nucléolos (NOR) em algumas Iaminas, observando-se
trés pontos dentro das células, o que possibilita causar maior embasamento na tripldidia
encontrada nos cromossomos.

Tejima et al., (2020) estudaram C. fluminea no Rio Shirakawa, em Kyoto, Japdo.
Nessa pesquisa avaliou-se 0 sexo, maturidade, incidéncia de machos e dois tipos de cor de
concha (amarelo e verde) na populacdo. Andlise de ploidia por meio da microfluorometria
(DAPI) de DNA indicaram que animais com a coloracdo verde apresentaram 37,3% diploides
e 62,7% tripldides, enquanto animais com a coloracdo amarela apresentaram 11,6% dipldides
e 88,4% tripldides. Em ambas as cores, as fémeas e os hermafroditas compreendiam
individuos dipldides e triploides, enquanto os machos eram apenas dipldides (Tejima et al.,
2020).

Em 2021, fez-se estudo sobre investigacdo de ploidias em representantes do género
Corbicula coletados no Rio Yuan, Lago Dongting Basin na China. Neste estudo, além da
analise de cariotipo tradicional, a citometria de fluxo também foi usada para identificar a
ploidia destes moluscos. Os resultados mostraram que haviam 30 dipldides e 15 triploides em
45 amostras coletadas. Entre os 30 dipléides, as propor¢des de hermafrodita, macho e fémea
foram 53,4%, 23,3% e 23,3%, respectivamente. As propor¢des de hermafrodita, machos e
fémeas nos 15 tripldides foram 46,7%, 40,0% e 13,3%, respectivamente (PEI et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA

A construcdo de uma revisdo sistematica sobre a citogenética da familia Cyrenidae
possibilitard analisar e comparar estudos sobre as varias espécies desse grupo de bivalves. Em
adicdo, possibilitara ainda analisar a evolucdo das metodologias descritas em trabalhos
divulgados durante a compilacdo do estado da arte em mais de 40 anos.

No Parana e no Brasil ndo sdo verificadas descricbes cromossémicas de Cyrenidae,
um viés que dificulta o entendimento da evolucdo cariotipica da familia. Destaque-se ainda, a
fragilidade flagrante das relacdes sistematicas e a filogenia de varias espécies de moluscos.
Buroker, Hershberger e Chew (1979) ja afirmavam que estudos apenas com dados atuais e
fésseis das conchas de alguns animais podem levar a conclusdes erréneas quanto a posicao de
determinadas espécies em relacfes filogenéticas. Sugerindo-se assim que os métodos mais
adequados para esta distincdo sejam aqueles que utilizam a estrutura ou sequéncias do DNA,
integrada as caracteristicas morfologicas.

Sendo assim, conhecendo os trabalhos publicados e disponiveis sobre a familia
Cyrenidae, elucidard o estado de conhecimento a cerca da estrutura cariotipica destes
moluscos, assim como do conteddo de DNA e das técnicas que foram empregadas ao longo
do tempo. Tais informacOes serdo levadas em consideracdo para ampliacdo de estudos nessa
area e para a integragdo com o uso de outros marcadores, a exemplo do DNA barcoding, para
abordagem de questbes evolutivas, taxonémicas e para a biologia de invasdo. Assim o
referido trabalho sera organizado em dois artigos. Sendo o Artigo 01 o estado da arte e
intitulado de Revisdo Sistematica de Literatura Citogenética da familia Cyrenidae. O Artigo
02 versard sobre adaptacbes metodoldgicas para obtencdo de cromossomos em uma
populacdo de Corbicula fluminea e intitulado de Caracterizacdo Cariotipica de Corbicula aff.
fluminea (Bivalvia: Venerida proveniente do Rio Tibagi — Brasil, com a proposta de elucidar

duvidas sobre o caridtipo da espécie Corbicula fluminea no Brasil.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal é produzir uma revisao sistematica sobre a citogenética da familia
Cyrenidae, adaptar e aperfeicoar protocolos de metodologias de citogenética classica e
molecular para descrever o cariotipo de Corbicula fluminea como padronizacdo para a

ampliac&o de estudos nessa area.

2.2.2 Objetivos Especificos

e Fazer um estudo de cienciometria da familia Cyrenidae;

e Efetuar uma andlise qualitativa de informacdes de cada espécie da familia Cyrenidae,
no que diz respeito a dados cariotipicos, contelldo de DNA e técnicas empregadas;

e Comparar os protocolos utilizados nos trabalhos e estabelecer novos protocolos de
referéncia;

e Caracterizar carioticamente uma populacdo da espécie Corbicula aff. fluminea

proveniente do Rio Tibagi — Parana.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REVISAO SISTEMATICA

A partir do momento em que se verifica que os estudos primarios incluidos em revisdo
sistematica seguem procedimentos homogéneos, 0s seus resultados podem ser combinados
utilizando de técnicas de metanélise (GALVAO; PEREIRA, 2014). Segundo Demo (2000)
este processo é uma pesquisa dedicada a reconstruir teoria, conceitos, pensamentos,
ideologias, polémicas, a fim de aprimorar fundamentos teoricos.

Para a realizacdo da revisdo sistematica foi utilizado o método do Cochrane
Handbook (CLARKE; OXMAN, 2000) com algumas modificacdes, em que recomenda-

se que seja efetuada nos seguintes passos (Figura 1):

Figura 1 — Etapas para a realizacdo de uma Revisdo Sistematica.
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Fonte: Adaptado de Clarke e Oxman, 2000
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Neste Artigo foram coletados os dados de varios artigos e trabalhos sobre os temas
citogenética classica e citogenética molecular da familia de moluscos bivalves Cyrenidae
disponiveis digitalmente em bases cientificas (Google Académico, Scopus e Web of Science)
até o ano de 2021.

Os dados foram coletados a partir de uma pesquisa sobre artigos, trabalhos,
monografias, dissertacfes e teses sobre 0s temas citogenética classica e citogenética
molecular em relacdo a familia de moluscos bivalve Cyrenidae, assim observando-se todos os
estudos que estejam disponiveis para visualizacdo, que foram publicados em revistas ou que
estejam disponiveis em algum site (como os sites de Universidades).

Apds isso, fez-se uma avaliacdo critica dos estudos encontrados, observando se foram
utilizadas metodologias foram adequadas e detalhadas, se os dados, resultados e discussfes
condizem com o que se deve seguir em protocolos de citogenética, observando-se o risco de
viés das publicacBes. Entdo, selecionou-se os trabalhos que foram utilizados para a revisdo
sistematica, fez-se uma sintese das informacdes dos estudos, e fez-se uma comparacao entre

o0s estudos para a obtencdo da analise dos dados nos resultados e discussao.

3.1.1 Estratégia de Pesquisa

Os artigos foram localizados a partir de algumas palavras-chaves ou unitermos, em que
seria familia ou género + palavra-chave. As familias ou género sdo: “Cyrenidae”,
“Corbiculidae”, “Corbicula”, “Batissa”, “Cyanocyclas”, “Geloina”, “Polymesoda” e
“Villorita”. As palavras-chave sdo: “cytogenetic”, “karyotype”, “chromosomes”, “molecular”,
“probes”, “hybridization”, “FISH”, “flow cytometry”, “ploidy”, “mass number”. A pesquisa
foi limitada a artigos completos e em todas as linguas disponiveis. Alguns artigos adicionais

foram localizados por busca manual nas referéncias dos artigos que foram lidos.

3.1.1.1 Critérios de selecdo dos trabalhos

Para a pesquisa qualitativa foram definidos alguns critérios diferenciadores: estudos

experimentais que abordassem os temas citogenética classica e citogenética molecular em
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relacdo a familia de moluscos bivalves Cyrenidae, e que possuissem dados passiveis de

analise estatistica.

3.1.1.2 Ciritérios de inclusdo e exclusdo

Foram considerados para inclusdo os estudos e 0s experimentos com espécies da
familia Cyrenidae com técnicas de citogenética classica e citogenética molecular, podendo ser
protocolos para a obtencdo de metafases mitoticas, utilizacdo de coloragcdo convencional com
Giemsa, heterocromatina constitutiva (bandeamento C), mapeamento cromossémico de genes
ribossémicos (coloracdo por Nitrato de Prata) e o emprego de FISH (Hibridizacdo in situ
Fluorescente), sondas e genes utilizados nos trabalhos, citometria de fluxo, ploidia, contetdo
de DNA e sexagem.

Para este desenho de meta-analise foram excluidos os estudos priméarios que néo
pesquisaram e ndo utilizaram varios procedimentos citogenéticos classicos e moleculares que

sdo primordiais para a obtencdo dos cromossomos e também sua analise.

3.1.2 Coleta de Dados

Coletou-se os dados a partir de uma pesquisa sobre artigos, trabalhos, monografias,
dissertacOes e teses sobre os temas citogenética classica e citogenética molecular em relacéo a
familia Cyrenidae, assim observando-se todos os estudos que estejam disponiveis para
visualizacdo, que foram publicados em periddico ou que estejam disponiveis em algum site
(como os sites de Universidades). Apos isso, fez-se uma sintese das informacgdes dos estudos

e comparando-os com foco das metodologias utilizadas.

3.1.3 Andlise de Dados

Utilizou-se o tipo de pesquisa qualitativo, a qual ndo procura enumerar ou medir
eventos estudados, nem emprega instrumentos estatisticos na analise de dados. Varias das
questdes e do foco do trabalho sendo desenvolvido ao longo do estudo, envolvendo-se na

obtengdo de dados descritivos sobre os processos pelo contato direto do pesquisador com a
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situacdo estudada (GODQY, 1995).

Os dados foram agrupados em um grafico de acumulados sobre a quantidade de trabalhos
publicados por ano e em duas tabelas sobre citogenética, sendo uma sobre citogenética
cléassica e outra sobre ploidias com base na técnica de citometria de fluxo em relacéo a familia
Cyrenidae.

3.2 ANALISES CARIOTIPICA E CITOMETRIA DE FLUXO

3.2.1 Espécimes Amostrados

Aproximadamente 300 especimes de Corbicula aff. fluminea foram coletados em
substrato areno-lodoso do Rio Tibagi (25°12' S; 50°04' W) em Ponta Grossa, Parana (Figura
2), durante os periodos de outubro a dezembro de 2019 e janeiro a agosto de 2021
(autorizacdo de coleta nimero 66625 ICMBI0). Os animais foram mantidos em tanque de 30
litros com recirculacdo até o momento dos experimentos, com temperatura ambiente de 18
°C, pH 7, alimentados diariamente com farelo de milho e troca de adgua total do tanque a cada
trés dias. As conchas dos espécimes serdo depositadas na Colecdo Malacologica da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (CMo/UEPG; https://www.taxonline.bio.br/uepg-

cmo).

3.2.2 Testes Experimentais e Andlises Citogenéticas

A partir de andlises de protocolos varios experimentos foram efetuados para a
obtengdo de cromossomos. Um protocolo otimizado foi obtido a partir de modificacdes de
dois protocolos (PARK; YONG; CHUNG, 2000; JARA-SEGUEL; PEREDO; PARADA,
2005) (ANEXO A) que foram mais promissores. Basicamente as branquias inteiras dos
animais foram imersas em colchicina 0,05% por 48 horas, ap06s isso foram maceradas e
cortadas em pequenos pedacos, seguindo uma hipotonizacdo em agua do tanque 1:1 agua
destilada por 45 minutos na estufa a 37 °C. Entdo essa solugdo foi centrifugada por 10
minutos a 1000 rpm. Posteriormente, 0 material foi fixado em metanol: acido acético (3:1).
Apo0s 24 h, essa solucgdo foi gotejada em lamina de vidro em chapa aquecida a 40 °C e corada

com Giemsa 10% por 20 minutos.


https://www.taxonline.bio.br/uepg-cmo
https://www.taxonline.bio.br/uepg-cmo
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Figura 2 — Local de coleta dos espécimes de C. fluminea (circulo vermelho). Em ‘A’ observa-
se a América do Sul com énfase no Brasil, sendo ‘a’ 0 Parana. Em ‘B’ a malha hidrica
mostrando os Rios que fazem parte dessa Regido, na coloragdo azul-escuro no ‘b’ ha o Rio
Tibagi. Em ‘C’ h4 o Rio Tibagi, mostrando em ‘c’ margem direita do rio, em ‘d’ margem
esquerda do rio. Setas vermelhas indicam individuos da populagdo amostrada em substrato
areno-lodoso.

Fonte: A autora (2021).

As melhores metafases foram marcadas para fotomicrografias. A captura das imagens
de citogenética classica foram feitas com o programa DP-Controller-BSW em Céamara de
Captura Olympus DP71 12 mp acoplada ao microscépio de campo claro Olympus Bx41l. A

montagem dos cariotipos foi realizada no programa Photoshop CC 2014.
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3.2.3 Andlises de Ploidia

A andlise de citometria de fluxo foi aplicada em 15 espécimes adultos (> 20 mm de
comprimento da concha). As branquias e tecidos gonadal (obtidos por pulsdo) de cada
espécime foram separadas de forma unitaria em microtubos de 1,5 mL, nos quais foi
adicionada solucdo de lise celular (9,53 mM MgSO 4.7H 2 O, KCI 47,67 mM, Tris 15 mM,
sacarose 74 mM, pH 8,0 e 0,8% de Triton X-100) por 10 minutos, para enucleacdo da
amostra, seguindo protocolo descrito por Xavier et. al (2017).

A coloragdo dos nucleos foi realizada com a adigdo de 800 pL de solugdo de 4,6
Dimidine 2 Phenylidone Di-Hydrochloride - DAPI (0,01% DAPI em Dulbecco's Phosphate
Buffer Saline) (Sigma #D5773, St. Louis, EUA). Toda a solu¢do do microtubo foi filtrada em
telas de 30 um (Celltrics, Partec, GMBh, Germany). Posteriormente, o conteudo do DNA foi
medido com um citémetro de fluxo CyFlow Ploidy, Analyzer (Partec, GMBh, Alemanha) e a
ploidia foi confirmada por comparagdo com a referéncia de calibragdo, anteriormente
realizada com espermatozoides haploides (N) de Astyanax altiparanae (GARUTTI,
BRITSKI, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao serdo descritos nos artigos 1 e 2em 4.1 e 4.2,

4.2 ARTIGO 1 — REVISAO SISTEMATICA DE LITERATURA CITOGENETICA DA
FAMILIA CYRENIDAE

Revisdo Sistematica de Literatura Citogenética da familia Cyrenidae
RESUMO

Na Biologia Evolutiva podemos destacar os estudos cromossémicos, a estrutura e as funcgdes
de genes nos grupos de seres vivos. Estes conhecimentos sdo importantes para identificagéo
de espécies, analises evolutivas e populacionais. Os ambientes aquaticos e sua fauna de
invertebrados possui reduzido conhecimento com abordagens citogenéticas. Um deste grupo
de animais sdo os bivalves, do Filo Mollusca, em especial a familia Cyrenidae que possui 176
espécies, sendo que algumas espécies do género Corbicula presentes em distintas localidades
do mundo com presenca de populactes poliploides (2n, 3n e 4n). No Brasil ha a presenca de
quatro representantes exoticas desta familia: Corbicula fluminea, Corbicula fluminalis,
Corbicula largillierti e Corbicula sp., introduzidas em 1980 e presentes em diversas bacias
hidrogréficas. Do género Cyanocyclas, existe no Brasil as espécies: Cyanocyclas brasiliana,
Cyanocyclas limosa e Cyanocyclas paranensis. Sendo assim, o objetivo desse trabalho é uma
revisdo sistematica do estado da arte vinculado a citogenética e ploidia da familia Cyrenidae,
a fim de efetuar uma analise qualitativa destes temas. Para isto foi efetuado uma busca de
artigos disponiveis digitalmente em bases cientificas (Google Académico, Scopus e Web of
Science) até o ano de 2021. Essa resultou em gréfico de acumulado dos anos das publicacdes
dos estudos (efetuados desde 1987) e duas tabelas (relacionado as técnicas de citogenética
utilizados com as espécies estudadas). Dos 1124 artigos encontrados, apenas 13 artigos foram
totalmente relacionados ao assunto. No que diz respeito a estudos citogenéticos, observou-se
0 nimero cromossdmico (2n) variando de 36 a 38 cromossomos e poliploidias descritas em
determinadas populacGes e espécies, com 3 n = 54 cromossomos e 4 n = 72 cromossomos.
Assim sendo, é de extrema importancia revisfes sistematicas de literatura sobre um assunto,
no caso da citogenética e citometria de fluxo na familia Cyrenidae.

Palavras-chave: Mollusca; Bivalves; Cromossomos; Cari6tipo; Citometria de fluxo.

Systematic Review of Cytogenetic Literature of the Cyrenidae family
ABSTRACT

In Evolutionary Biology we can highlight chromosomal studies, the structure and functions of
genes in groups of living beings. This knowledge is important for species identification,
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evolutionary and population analysis. Aquatic environments and their invertebrate fauna have
little knowledge of cytogenetics approaches. One of this group of animals are bivalves, from
the Phylum Mollusca, in particular the Cyrenidae family which has 176 species, with some
species of the genus Corbicula present in different locations around the world with the
presence of polyploid populations (2n, 3n and 4n). In Brazil there are four exotic
representatives of this family: Corbicula fluminea, Corbicula fluminalis, Corbicula largillierti
and Corbicula sp., introduced in 1980 and present in several hydrographic basins. From the
genus Cyanocyclas, the following species exist in Brazil: Cyanocyclas brasiliana,
Cyanocyclas limosa and Cyanocyclas paranensis. Therefore, the objective of this work is a
systematic review of the state of the art linked to cytogenetics and ploidy of the Cyrenidae
family, in order to carry out a qualitative analysis of these themes. For this, a search for
digitally available articles in scientific databases (Google Academic, Scopus and Web of
Science) was carried out until the year 2021. This resulted in a graph of accumulated years of
publication of the studies (conducted since 1987) and two tables (related to the cytogenetic
techniques used with the studied species). Of the 1124 articles found, only 13 articles were
fully related to the subject. With regard to cytogenetic studies, the chromosome number (2n)
was observed ranging from 36 to 38 chromosomes and polyploidies described in certain
populations and species, with 3 n = 54 chromosomes and 4 n = 72 chromosomes. Therefore,
systematic literature reviews on a subject are extremely important, in the case of cytogenetics
and flow cytometry in the Cyrenidae family.

Keywords: Mollusca; Bivalves; Chromosomes; Karyotype; Flow cytometry.

Introducéo

Os moluscos sdo estimados em 100.000 espécies marinhas, 35.000 espécies terrestres
e 5.000 de a&gua doce (BRUGGEN, 1995). No Filo Mollusca, hd a Classe Bivalvia
representada pelos bivalves, existindo a Ordem Venerida, incluindo berbigdo e a améijoa
(MYERS et al., 2006). A familia Cyneridae ¢ uma das familias representantes da Ordem
Venerida, nessa familia existem 176 espécies no mundo todo. No Brasil observa-se a
ocorréncia de quatro espécies do género Corbicula: Corbicula fluminea (O. F. Miller, 1774),
Corbicula fluminalis (O. F. Miiller, 1774), Corbicula largillierti (Philippi, 1844), Corbicula
sp. (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006;
MOLLUSCABASE, 2021).

No Brasil existem também representantes do género Cyanocyclas, tais como:
Cyanocyclas brasiliana (Deshayes, 1854) (BRITO; MANSUR; ROCHA-BARREIRA, 2015;
FONSECA; FERNANDES; CUNHA, 2021), Cyanocyclas limosa (Maton, 1809) (MANSUR,
2000) e Cyanocyclas paranensis (d’Orbigny, 1835) (AGUDO-PADRON, 2020).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Berbig%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%AAijoa
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No que diz respeito as técnicas de citogenética relacionadas a familia Cyrenidae, em
1987 estudou-se Corbicula leana, Corbicula sandai e Corbicula japonica. A partir disso, a
espécie C. japonica (2n = 38) pode ser um ancestral de C. sandai (2n = 36). Assim sendo, 0
cariotipo da espécie Corbicula sandai seria o resultado da fusdo céntrica de um cromossomo
metacéntrico com um submetacéntrico, ou entdo um acrocéntrico com um subtelocéntrico
(OKAMOTO; ARIMOTO, 1987).

Komaru e colaboradores em 1997, observaram que C. leana tem 54 cromossomos,
sendo esta considerada triploide, em C. aff. fluminea, visualizou-se 36 cromossomos, a qual
seria diploide. Em 1998, Ebied publicou um artigo sobre Unio elongatulus (Familia:
Unionidae), Mutela rostrata (Familia: Mutlelidae) e Corbicula fluminalis (Familia:
Cyrenidae), em que o numero dipldide de C. fluminalis foi de 26 cromossomos. Em 1999,
fez-se um estudo sobre a espécie Polymesoda solida (atualmente Polymesoda fortis), em que
foi observado que o numero cromossdémico variou entre 2n = 22 e 2 = 30 cromossomos
(MOLLEDA et al., 1999).

Komaru e Konishi (1999) desenvolveram um trabalho sobre a espécie C. fluminea, a
partir da andlise do DNA, revelando-se que esses animais sdo dipldides e triploides,
mostrando-se que todos produziram espermatozoides ndo reduzidos. Em 2000, Park, Yong e
Chung produziram um estudo sobre cariotipos de trés espécies do género Corbicula na
Coreia, observando-se o numeros cromossomicos de: C. fluminea, tripléide com 54
cromossomos, C. papyracea, tripldide com 54 cromossomos e C. colorata 38 cromossomos.

Em 2001, Qiu, Shi e Komaru estudaram espécimes de Corbicula fluminea que tem
conchas amarelas e marrons, provenientes da China. O nimero dos cromossomos do tipo
morfolégico amarelo é de 3 n = 54 cromossomos nas branquias e n = 18 cromossomos nas
gbnadas. Sendo que no tipo morfolégico marrom, o numero de cromossomos foi 4n = 72
cromossomos nas branquias. Na analise histoldgica, os espermatozoides de ambas
morfologias séo biflagelados.

Em 2003, Ishibashi e colaboradores fizeram um estudo no Jap&o sobre a reproducao
androgenética na espécie Corbicula fluminea. A microfluorometria de DNA revelou que
ambos os tipos eram diploides com espermatozoides ndo reduzidos. No ano de 2007,
Anisimova, fez um estudo sobre o tamanho do genoma de 12 espécies de bivalves da Baia do

Pedro, as quais sdo pertencentes a 2 subclasses (Pteriomorphia e Heterodonta), sendo
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analisado o conteudo do DNA nuclear, onde foi observado o conteudo do DNA da espécie
Corbicula japonica. Nesse mesmo ano, foi publicado um artigo sobre as espécies Corbicula
japonica e C. fluminea coletados na Coreia. Observou-se 2n = 38 em C. japonicae 3n =54 em
C. fluminea (CHOI; CHUNG; KWAK, 2007).

Em 2009, Skuza, £abécka e Domagafa fizeram um estudo sobre citogenética e
caracterizacdo morfoldgica de Corbicula fluminalis na Polonia, em que 0s espécimes
coletados apresentavam 3n = 54 cromossomos. Nesse estudo foi utilizado o cloreto de cobalto
0,4% para aumentar o indice mitético. Tejima e colaboradores (2020) fizeram um estudo
sobre a coexisténcia entre hermafroditas e machos em animais androgenéticos no Japdo. Em
adicdo, foram observados exemplares dipldides e triploides.

Em 2021, novamente volta-se a falar sobre a ploidia do género Corbicula, onde Pei e
colaboradores (2021) fizeram um estudo sobre investigacdo de ploidias em Corbicula na
China. Os resultados mostraram que nas populacgdes havia 30 diploides e 15 triploides em 45
amostras coletadas.

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi entender e agrupar os dados sobre
citogenética cléssica e ploidia da familia Cyrenidae, afim de efetuar uma anélise qualitativa
das informagoes.

Materiais e Métodos

Estratégia de Pesquisa

A busca foi conduzida nas bases de dados Google Académico, Scopus e Web of
Science no ano de 2021. N&o houve restricdes em relacdo ao idioma e a data de publicacdo
para se selecionar os estudos a serem utilizados nesse trabalho.

Como estratégia de estudo utilizou-se 0 método do Cochrane Handbook (CLARKE;
OXMAN, 2000), sendo usada para a selecdo dos estudos por meio da seguinte pergunta:
“Quais métodos foram utilizados para a obten¢do do niimero de cromossomos da familia
de estudo?”.

Foram pesquisados trabalhos sobre temas citogenética classica e citogenética

molecular, em varias revistas. Os artigos foram localizados a partir de algumas palavras
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chaves ou unitermos, em que seria familia ou género + palavra-chave. As familias ou género
sao: “Cyrenidae”, “Corbiculidae”, “Corbicula”, “Batissa”, “Cyanocyclas”, “Geloina”,

2 (13

“Polymesoda” e Villorita. As palavras-chave: “cytogenetic”’, “karyotype”, “chromosomes”,
9% ¢¢ 9 ¢ 99 ¢¢

“molecular”, “probes”, “hybridization”, “FISH”, “flow cytometry”, “ploidy”, “mass number”.

A pesquisa foi limitada a artigos completos e em todas as linguas disponiveis.

Critérios de elegibilidade

Foram considerados elegivel para inclusdo os estudos em que 0s experimentos com
espécies da familia Cyrenidae utilizaram técnicas de citogenética classica e citogenética

molecular.

Coleta de dados

Coletou-se os dados a partir de uma pesquisa sobre artigos, trabalhos, monografias,
dissertacOes e teses sobre 0s temas citogenética classica e citogenética molecular em relacéo a
familia Cyrenidae. Apos isso, fez-se uma avaliacdo critica dos estudos encontrados,
observando se os trabalhos apresentavam protocolos de citogenética. Entdo, selecionou-se 0s

trabalhos que foram utilizados para a revisdo sistematica.
Anédlise de dados

Utilizou-se o tipo de pesquisa qualitativa, a qual ndo procura enumerar ou medir
eventos estudados, envolvendo-se na obtencdo de dados descritivos sobre os processos pelo
contato direto do pesquisador com a situagéo estudada (GODOY, 1995).
Resultados

A busca sistematica de literatura recuperou 1124 referéncias potencialmente relevantes

para a construcdo desse trabalho. Destes, 13 artigos foram incluidos a anélise qualitativa, pois

trazem especificamente a tematica da citogenética em Cyrenidae (Figura 3 e 4; Tabelas 1 e 2).
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Figura 3 — Grafico de acumulado dos trabalhos sobre Citogenética relacionados a familia
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Tabela 1 - Técnicas de citogenética classica utilizadas nos artigos de revisao sistematica da familia Cyrenidae. Colch = colchicina; Colc =
colcemida; Hip = hipotonica; Cent = centrifugacdo e RON = Regides organizadoras de Nucléolos. * nao especifica espécie.

Localidade Solucio pg_;ogenéﬁca
- z ) 5 3z
Fabxons (Latinde; M | Cariétipo| Tecido | estimularde | Colch |Cole| Hip | Cent |RoON|Referencias
Longitude) divisi
ivisao celular
Corbicula Rio Yodo, Japao 1m. 1 bran;lulas solucdo 800 Okamoto e
: : (34°41'N, 135°25' | 2n=38 : . - 0.50% | - |salinae - Arimoto
Jjaponica 10" E) sm, 17 st | glandula KCl rpm (1987)
intestinal
Golfo de Pedro. o
Corbicula Grande, Japao 7 i i l ) i i i _ | Anisimova
Jjaponica (42°40'44.6"N (2007)
131°59'36.0"E)
Gt Lago Biwa, Japao lm. 1 brangulas solucdo 800 Okamoto e
' d : (35°17'25.69"N, |2n=36 1ﬂ6 ¢ | elandul - 0,50% | - |salinae - Arimoto
e 136° 7' 24.07" E) ARE VR S 2TEE Kol | P (1987)
intestinal
Corbicula | Rio Taide, Japao branquias 0.002%
aff. (33°1726.7"N | 2n=36 . e T pord- | - je‘;{‘l\gl il K;"?f;g_/e)’
fluminea 130°23'25.0"E) gonadas 5h el e
Shin Wu, Taiwan Komaru et
(25°05'12.4"N - - - - - - - - -
; 121°30'50.2"E) aligko5i)
Corbicula
’ Hou-Don, Keelung
Sfluminea 5 £ Komaru e
River, Tatwm 2n: 3n - - - - - - - - Konishi
(25°04'40N, !
121°49'00E) (1999)
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Tabela 1 - Continuacdo 1.

Lscalidade Solucao pf;:)gene“ca i
Taxons (Latl,t“de; 2n Cariotipo | Tecido estimular de Colch |Colc| Hip Cent | RON Ripfecenclis
Longitude) divisao celular
Komaru e
Hou-Don, Keelung | 2n: 3n - - - - - - - - Konishi
River, Taiwan (1999)
(25°04'40N,
121°49'00E)
Lago Uiam,
Chunchon, Coreia ~ i, 3 ) 0.05% Nacl | 1000 Park, Yong
do Sul 3n=54 . 1260 gonadas - por 20-| - 0.01%| rpm - e Chung
(37°52'12.3"N 24h ’ (2000)
127°41'07.1"E)
Apyue Coun.ty. 2513 gonadas 0.002% Qiu, Shie
Sichuan, China | . _ ¢, sm p ) oaid-5| = H20dd ) ) P
Corbicula o (3F10). branquias h M (2001)
i 105°20'15.2"E) 3 st
A_nyue Coun.ty. 28 02 gonadas 0.,002% Qiu, Shi e
Sichuan, China An =72 sm " ) pord-5| - H20dd ) ) i
(30°05'45.4"N (3+4+8), belingiias h 30 min (2001)
105°20'15.2"E) 3 st
Shishigatani creek,
Kyoto, 2% i ) ) ) i ) ) ) Ishibashi
Japan.(35°07'51.5"N (2003)
135°39'38.9"E)



Tabela 1 - Continuagdo 2.

Localidade Solugiio pf:;ogenética
Laxons (Latl,t ndes 2 Cariotipo | Tecido estimular de Colch |Cole| Hip Cent |RON Beferenchis
Longitude) divisa
ivisao celular
Lago Uiam, Coreia
do Sul
(37°54'10.1"N 3n=54 Im, 5 gonadas - 0,025 - | 075M | 1500 - Choi,
127°43'14.4"E) sm, 12 st % por KCle | rpm Chung e
16-24 h 0,01% Kwak
Corbicula de (2007)
Sfluminea NaCl
Shirakawa River,
Quioto, Japdo ! ) ) ) ) ) ) ) _ | Tejima et
(35°38726.4"N | 2% 30 al. (2020)
137°19'05.5"E)
Lago Biwa, Japao fod bran;luxas solucdo 800 Okamoto e
50 '25.69" ?‘ = ) i " 500 3 . i )
_ 3 017' 69" N, |3n=54 sm, 13 st | glandula 0.50% salinae e Arimoto
Corbicula 136° 7' 24.07" E) ; . KCl (1987)
iy intestinal
Meiwa, Japao branquias 0.002%
(34°32'59.4"N  |3n=54 - e - por4- | - :e"I‘(l\gl 801?1 - IZ;”‘(’la;gf)’
136°37'01.3"E) gonadas 5h ® i
- Lago Biwa, Japao branquias 0.002%
ot | GERGr ||| Te | | -S| mn
136° 7' 24.07"E) gonadas 5h P :
g Chungpyung Dam s
C:;n b;I;:éZ Reservoir, Coreia do =g Im, 5 i ) Oc;gig)_ _ | NaCl | 1000 ) Pzﬂé’hﬁz:g
P e | sul (37°4231.0'N sm, 12 st | i 0.01% | rpm SG00T
cxrodld” | i) i (2000)
Quena (EI-
Taramsah, El-To- 0.005% 0.075 fixacdo
. warat, Dandara and . . : : simples Ebied
Corbicula : 1 2n=26 | 6m, 7sm | gonadas - por2-6| - M -
Ahmirielts El-Sheikh Unis) - = h KCL com (1998)
Egito (26°08'35.5"N 3:1
32°42'32.4"E)
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Tabela 1 - Continuacao 3

Localidade Sl Citogenétea
A ; . 5 oluciao para s
Laxons (Latl.tu(le, an Cariotipo | Tecido estimular de Colch |Cole| Hip Cent |RON Refercacts
Longitude) divisao celular
Canal na Usina 3n=54 | lm, 5sm, | branquias cloreto de 0,1% - NaCl 1000 + Skuza,
Corbicula | Dolna Odra, Polonia 12 st cobalto a 0,4% | por 6h 0.01% | rpm £abécka,
Sfluminalis | (N 53°12° E 14°27°) por 60 h Domagafa
(2009)
oo M Choi
s Lago Songji, Coreia 1m, 3 0,025 KCle 4
Corbicula | ™igopyigamy | 26i=38 | s, 45t | gonadas i wir | - |ome | P9 | _ | Chmse
JAPOMIEA | 158028128 8"E) 11t 16-24 h de | M K ke
NaCl (2007)
Lago Uiam,
4 0,
Corbisala Chunchon, Coreia ~ Y. 5 ) 0,05% Nacl | 1000 Park, Yong
_— . do Sul 3n=54 i 1t gonadas - por .‘?iO- * 10.01%]| rpm - e Chung
: 37°52'12.3"N ] 24 h 2 (2000)
127°41'07.1"E)
2 0,037 5
Lo Dongring 0,02 % mol/L
Basin - China Y36 Im, 1 iRk fitohemaglutinina| ’ 45| - KCl 2500 ) Pei et al.
(28°53'03.0"N = sm, 16 st | randmas por 24 h pon rpm (2021)
112°35'02.6"E) - Bot 30
Corbicula* 0 331171 5
Lago Dongting "0 : .
Basin - China 3n =54 1351::13 biBnmiias fitohemaglutinina 8;3'4_/; ) nllé)é/lL 2500 _ | Peietal
(o] ' "w - L] ~ 7
l(%fo;gvg; .g"]IE\I) P por24 h h por 30 rpm (2021)
- ' min
0.1%
0.1 [KCl ou
. i . iy
Polymesoda Lagails M;laracml) % | 2n= 20; Vg a1.1 meni(ag:ao cm‘)n o .1 4 800 Molleda et
fortis** Venezuela (10 20 =30 - ranquias | microalgas por 2- - por | Citrato bl - al. (1999)
55"N 71° 45"0) = 4h 4-5 de 2
h | Sodio
por 1h
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Tabela 2 - Técnicas de analise de ploidia utilizada nos artigos de revisdo sistematica da familia Cyrenidae.

Analise de ploidia
Taxons Localidade éumero o Hist. nC (variagdo | C (variagio do Referéncia
Cromossomos Morfo. do valor valor
Metodologia Tecido | méd.)/'som. | méd.)/esperm.
Okamoto e
Corbicula Rio Yodo. Arimoto
Japonica Japio 2n =138 - - - - - (1987)
Golfo de Pedro.
Corbicula o Grande. Analise Anisimova
Japonica Japio 2n - - Densitométrica® - 2C 3,864 - (2007)
Okamoto e
Corbicula Lago Biwa, Arimoto
sandai Japio 2n=136 - - - - - - (1987)
Corbicula Rio Taide, gonadae| 2C (204.0 - Komaru et
aff. fluminea Japio 2n =36 - - Microfluorometria® | manto 176.0)8 203.8 - 175,58 | al (1997)
Shin Wu, gonada e Komaru et
Taiwan = = = Microfluorometria? | manto [172.4-151.18| 191.2-161.08 |al. (1997)
Hou-Don. Komarm e
Keelung River, gbnada e 311.42 - 155.30 - Konishi
Taiwan 2n: 3n - I Microfluorometria? | manto 168.93B 314.48¢ (1999)
Hou-Don. 2C/3C Komarm e
Corbicula | Keelung River, gbnada e (283.30- 143.00 - Konishi
fluminea Taiwan 2n:3n = II Microfluorometria? | manto 152.50)¢ 274.72€ (1999)
Hou-Don. Komaru e
Keelung River, I1I gonada e 2CA3C Konishi
Taiwan 2n; 3n - Microfluorometria® | manto (169.46)C 162,288 (1999)
Lago Uiam, Park, Yong
Chunchon, e Chung
Coreia do Sul 3n=>54 - - - - - - (2000)
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Tabela 2 - Continuagéo 1.

Analise de ploidia
Taxons Localidade }ﬁmero de Hist. nC (variagio| C (variacio do Referéncia
€romossomos Morfo. do valor valor
Metodologia Tecido | méd.)'som. | méd.)esperm.
Qiu, Shi e
Anvue County, Yellow 3C(31441- 293.71 - Komaru
Sichuan, China 3n =54 = Microfluorometria® | manto 262.50)P 257.48P (2001)
Qiu, Shi e
Anvue County, Brown 4C (44338 - 40543 - Komaru
Sichuan, China 4n =172 - Microfluorometria® | manto 223,38)P 247.00P (2001)
Shishigatani
creek. G
Kitashirakawa, o branquia | 2C (30,00 - Ishibashi
Kyoto, Japan 2n . Microfluorometria® | e manto 31,32)F 32.63 - 30.35E | (2003)
Shishigatani
Corbicula creek. J
Sfluminea | Kitashirakawa. Pink branquia| 2C (30.50 - Ishibashi
: rinquia | 2 5 shibas
Kyoto, Japan 2n - Microfluorometria® | e manto 31.02)F 31.00 - 30.62E | (2003)
Choi.
Chunge
Lago Uiam, Kwak
Coreia do Sul 3n=>54 + - - - - - (2007)
Shirakawa
River, Quioto, Tejima et
Japio 2n; 3n + Green | Microfluorometria® | brinquia - - al. (2020)
Shirakawa
River, Quioto, Yellow Tejima et
Japio 2n; 3n + Microfluorometria® | brinquia - - al. (2020)
Lago Biwa, Ok_amoto %
Corbicula Japio - Arimoto
s 3n =54 - - - - - (1987)
Meiwa, Japio gonadae| 3C (3155- Komaru et
: 3n=>54 - - Microfluorometria® | manto 251.6)% 328.5-251.24 | al (1997)
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Tabela 2 - Continuagéo 2.
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Analise de ploidia
Taxons Localidade ?’ﬁmero ge Hist. nC (variagio| C (variagio do Referéncia
Cromossomos Morfo. do valor valor
Metodologia Tecido | méd.)/'som. | méd.)/esperm.
Corbicula | Chungpvung Park, Yong
papyracea | Dam Reservoir, e Chung
colorata | Coreia do Sul 2n =38 - - - - - - (2000)
Quena (El-
Taramsah, El-
To-warat,
Dandara and
Corbicula | El-Sheikh Ebied
Auminalis | Unis) - Egito 2n=126 - - - - - - (1998)
Canal na Usina Eaktl)lg:fcaan d
Dolna Odra. Dorrasat
Pol6nia Bk
3n =54 - - - - - - (2009)
Choi,
Chunge
Corbicula |Lago Songji, Kwak
japonica | Corela 2n =38 + - - - - - (2007)
Lago Uiam, Park, Yong
Corbicula | Chunchon, e Chung
papyracea | Coreia do Sul 3n=>54 - - - - - - (2000)
Lago Dongting n Citometria de musculo | 2C (1292182 Peiet al.
Corbicula™ Basin - China 2n =36 - fluxo® adutor -217.43)F - (2021)
Lago Dongting 3n Citometria de musculo | 3C (19041.39 Peiet al.
Basin - China 3n=>54 - fluxo® adutor -375.31F - (2021)
Lagode
Polymesoda | Maracaibo, 2Zn=2:2n= Molleda et
fortis** | Venezuela 30 - - - - - - al. (1999)

Legenda: * nio determinada a espécie, citada como "Corbicula clams"; ***Identificada pelos autores como Polymesoda solida; &: Utilizou-se a
Anilise Densitométrica segundo Gonzalez-Tizon et al. (2000) e Gallardo-Escarate ef al. (2003); ©: Utilizou-se a Microfluorometria segundo
Komaru et al.(1988); ©: Utilizou-se Citometria de Fluxo segundo Bai e Dong (2014); A: Nimero em picogramas; B, C, D, E e F: nio identifica a
unidade de medida.
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Discussao

Entre os anos de 1987 e 2021 foram publicados 13 trabalhos em relagdo a familia
Cyrenidae no que diz respeito as técnicas de citogenética, sendo essas técnicas para obtencao
de cromossomos mitdticos e para obtencdo de ploidias, dos quais nove utilizaram técnicas de
citogenética cléssica, cinco técnicas de obtengdo de conteido de massa do DNA, em trés foi
realizada a sexagem por meio de histologia acompanhada de analise de ploida ou obtencéo de
cromossomos. Apenas um desses trabalhos citados apresentava tanto analise de ploidias
quanto citogenética classica para a obtencdo do nimero de cromossomos, sendo que essa
ultima técnica é importante para se ter o conhecimento que animal é diploide, tripl6ide ou
tetraploide.

No que diz respeitos as Tabelas 1 e 2, pode-se observar que na primeira tabela a
maioria dos trabalhos foi realizado em paises da Asia onde a espécie ¢ nativa, tendo poucos
trabalhos em localidades em que a espécie é invasora. Em oito trabalhos foram encontrados
animais triploides com 3n = 54 cromossomos. No trabalho de Qiu, Shi e Komaru (2001)
realizado na China, onde Corbicula fluminea é nativa, foi encontrado um individuo
tetraploide, 4n = 72 cromossomos, sendo entre todos os outros trabalhos o Unico a relatar
tetraploidia. Além disso, pode-se observar que das 176 espécies da familia Cyrenidae, apenas
oito foram estudadas citogeneticamente até o presente, sendo essas pertencentes aos géneros
Corbicula e Polymesoda.

E possivel inferir que os tecidos utilizados para se fazer a obtencdo das metafases
mitéticas sdo principalmente trés: gbnadas, branquias e glandula intestinal. Em alguns casos
foi utilizada uma solugéo para estimular a divisdo celular nos animais. No trabalho de Skuza,
£abécka, Domaga£a (2009) utilizou-se cloreto de cobalto 0,4% por 60 horas nos animais, no
trabalho de Pei et al. (2021) foi usado fitohemaglutinina por 24 horas e em Molleda et al.
(1999) fez-se alimentacdo com microalgas por 2-4 horas. Nesses artigos foi mencionado que o
estimulo foi necessario devido ao nivel de diviséo celular ser baixo e, consequentemente o
baixo indice de metafases mitoticas (Tabela 1).

O emprego do bloqueador mitético colchicina se mostrou bastante variavel nos
trabalhos revisados, especialmente em relacdo as concentragbes: 0,50%, 0,05%, 0,02%,
0,025%, 0,005%, 0,002%. O tempo de tratamento foi de 4-5 horas, 2-6 horas, 16-24 horas,
20-24 horas. No trabalho de Molleda e colaboradores (1999), foi utilizado colcemida na
concentracédo 0,1 ml por 4-5 horas.

O “choque hipotonico” foi utilizado em todos os trabalhos. Os tecidos foram
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seccionados em pequenas partes e imersos em solugdo de KCI, NaCl, 4gua destilada ou citrato
de sddio, normalmente por um tempo de 30 minutos até 1 hora. Na maioria dos trabalhos, a
fixacdo realizada foi Carnoy 3:1 (3-9mL), sendo usado entre 800 rpm — 2500 rpm para a
sedimentacdo das celulas. Esse passo foi repetido até 3 vezes por 10 minutos. Ao final dos
protocolos, os autores guardavam a solucdo obtida com fixador e pingavam na lamina a ser
posteriormente corada. Apenas no trabalho de Skuza, £abécka, Domagafa (2009) foi
observado o emprego de marcadores cromossdmicos do tipo marcacdo das regides
organizadoras de nucléolos por Nitrato de Prata (Ag-RONS).

Em relacdo a técnica para obtencdo das ploidias, seis trabalhos evidenciaram espécies
que apresentam 2n, quatro trabalhos apresentaram espécies com 3n e um trabalho uma espécie
com 4n. Nesses trabalhos, em alguns os morfotipos foram identificados por cores, observou-
se diferenca no numero de cromossomos em relacdo a coloracdo no trabalho de Qiu, Shi e
Komaru (2001), onde o morfotipo Yellow possui 3n = 54 cromossomos e 0 morfotipo Brown
apresenta 4n = 72 cromossomos. A maioria dos trabalhos utilizou o método
Microfluorometria (DAPI) para fazer a quantificacdo de DNA e, apenas Anisimova (2007)
utilizou o método Analise Densitométrica (Feulgen) para esse mesmo fim. Apenas o trabalho
de Pei et al. (2021) utilizou da citometria de fluxo para quantificacdo de DNA e identificacdo
de ploidia, embora seja esse considerado o padrdo ouro para essa inferéncia.

Em relacdo aos dados encontrados pelos autores dos artigos dessa revisao sistematica,
Okamoto e Arimoto (1987) e Komaru e colaboradores (1997) apresentaram trabalhos que
corroboram com o fato da espécie C. leana ser triploide, possivelmente hermafrodita, onde
produzem espermatozoides ndo reduzidos, ou seja, células gonadais e células somaticas como
mesmo conteldo de DNA. Em 2003, Ishibashi e colaboradores e Choi, Chung e Kwak (2007)
também encontraram uma espécie do género Corbicula, C. fluminea, com espermatozoides
ndo reduzidos.

Em 1998, Ebied publicou um artigo sobre a espécie Corbicula fluminalis (Familia:
Cyrenidae), em que o ndamero dipldide de C. fluminalis foi de 26 cromossomos, ndo se
encontrando tripléides ou tetrapldides. Do género Polymesoda estudou-se citogeneticamente
somente a espécie Polymesoda solida, onde o nUmero cromossdmico variou entre 2n = 22 e
2n = 30 cromossomos (MOLLEDA et al., 1999).
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Estudou-se trés espécies do género Corbicula, em que foi encontrado pela primeira
vez C. fluminea, tripldide com 54 cromossomos, C. papyracea, tripldide com 54
cromossomos e C. colorata 38 cromossomos (PARK; YONG; CHUNG, 2000).

Em um estudo foi encontrado um morfotipo de cor marrom da espécie Corbicula
fluminea em que o numero de cromossomos foi 4 n = 72 cromossomos nas branquias, sendo o
unico tetraploide encontrado até o momento na familia Cyrenidae (QIU; SHI; KOMARU,
2001).

Em 2009, Skuza, £abécka e Domagafa fizeram um estudo sobre citogenética e
caracterizagdo morfoldgica de Corbicula fluminalis da Poldnia, local onde a espécie é
invasora, em que 0s espécimes apresentaram 3n = 54 cromossomos.

Tejima e colaboradores (2020), estudaram uma populacdo de Corbicula fluminea
hermafrodita no Japdo. Foi observado diploidia e triploidia nos animais estudados. Pei e
colaboradores (2021) fizeram um estudo sobre investigacdo de ploidias em Corbicula na
China. Os resultados a partir da citometria de fluxo mostraram que havia 30 dipldides e 15
tripldides em 45 amostras coletadas.

Principalmente esse ultimo artigo que apresenta dados de citometria de fluxo,
histologia e citogenética auxilia a elucidar as variages de nimero de cromossomo,
morfologia, ploidia e sexo do animal. Destaque-se a verificacdo de espermatozoides
biflagelados, que indica a reproducdo com espermatozoides ndo-reducionais, 0s quais geram
tripldides e tetrapldides por meio da reproducdo por androgénese, citada em varios artigos.

Assim sendo, essa analise qualitativa das informacdes de citogenética classica e
analise de ploidia das espécies da familia Cyrenidae, possibilitou um compilado de técnicas e
protocolos utilizados nos ultimos 34 anos. Um cenario geral pode ser entendido para esses
animais, em relacdo a caracterizacdo cromossdmica, ploidia, assim como apontar o caminho

para novos trabalhos nessa area.

Referéncias Bibliogréaficas
As referéncias bibliogréaficas deste artigo se encontram no final da dissertagdo no item
“REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS”.



45

4.2 ARTIGO 2 - CARACTERIZAGAO CARIOTIPICA DE Corbicula aff. fluminea
(BIVALVIA: VENERIDA) PROVENIENTE DO RIO TIBAGI — BRASIL

Caracterizacdo Cariotipica de Corbicula aff. fluminea (Bivalvia: Venerida) proveniente
do Rio Tibagi — Brasil

RESUMO

O desenvolvimento em diversas areas, principalmente da biologia molecular e da biologia
evolutiva, gera explicacBes consistentes a variedade de questdes relacionadas a origem e
evolucdo da vida. A diversidade cariotipica pode contribuir para o sucesso de invasdo de
algumas espécies, a exemplo da familia Cyrenidae, a qual possui espécies invasoras do género
Corbicula presentes em distintas localidades do mundo com popula¢des poliploides (2n, 3n e
4n). No Brasil ha a presenca de améijoas invasoras introduzidas em 1980, como Corbicula
fluminea, Corbicula fluminalis, Corbicula largillierti e Corbicula sp. em diversas bacias
hidrogréaficas. Corbicula fluminea foi descrita com 2n = 36 cromossomos, 3n = 54
cromossomos e 4n = 72 cromossomos na Europa e Asia, mas ainda desconhecida a
caracterizacgdo cariotipica (CC) na América do Sul. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a CC de Corbicula aff. fluminea no Alto Rio Tibagi, Paran. Para isso foram efetuadas
analises de citogenética classica, integradas a citometria de fluxo e a conquiliologia. O
namero cromossémico obtido foi 2n = 54 cromossomos. A analise do conteudo de DNA
evidenciou somente organismos com células somaticas diploides. A caracterizacdo
morfologica suportou a identificacdo da espécie. Assim sendo, 0 emprego integrado de
diferentes ferramentas permitiu inferéncias mais consistentes acerca da diversidade do género
Corbicula e, se apresenta como alternativa a estudos de biologia evolutiva e da invaséo destes
organismos.

Palavras-chave: Bivalve invasor; Cariétipo; Cromossomos; Ploidia.

Karyotypic Characterization of Corbicula aff. fluminea (Bivalvia: Venerida) from the
Tibagi River — Brazil

ABSTRACT

Developments in several areas, mainly molecular biology and evolutionary biology, generate
consistent explanations for the variety of questions related to the origin and evolution of life.
Karyotypic diversity may contribute to the successful invasion of some species, such as the
Cyrenidae family, which has invasive species of the genus Corbicula present in different
locations around the world with polyploid populations (2n, 3n and 4n). In Brazil there is the
presence of invasive clams introduced in 1980, such as Corbicula fluminea, Corbicula
fluminalis, Corbicula largillierti and Corbicula sp. in several hydrographic basins. Corbicula
fluminea has been described with 2n = 36 chromosomes, 3n = 54 chromosomes and 4n = 72
chromosomes in Europe and Asia, but the karyotype characterization (KC) in South America
is still unknown. Therefore, the objective of this work was to evaluate the KC of Corbicula
aff. fluminea in the Upper Tibagi River, Parana. For this, classical cytogenetic analyzes were
performed, integrated with flow cytometry and conchiology. The chromosome number
obtained was 2n = 54 chromosomes. DNA content analysis revealed only organisms with
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diploid somatic cells. The morphological characterization supported the identification of the
species. Therefore, the integrated use of different tools allowed more consistent inferences
about the diversity of the genus Corbicula and, it is presented as an alternative to studies of
evolutionary biology and the invasion of these organisms.

Keywords: Bivalve invader; Karyotype; Chromosomes; Ploidy.

Introducéo

Nos ambientes aquéticos podemos observar a presenca dos moluscos, 0s quais
atualmente se distribuem da regido equatorial até os polos (ABSHER, FERREIRA JUNIOR,
CHRISTO, 2020). Ao longo dos anos foram realizados varios trabalhos sobre a distribuicéo
dos bivalves no Brasil (ABSALAO, 1987; GONGCALVES; LANA, 1991; ABSALAO, 1991;
RIOS, 1994; SOARES-GOMES; PIRES-VANIN, 2003; PIMPAO; MANSUR, 2009).

Na Classe Bivalvia ha a Ordem Venerida, representada por berbigbes e améijoas
(MYERS et al., 2006). Nessa ordem existe a familia Cyrenidae representada por améijoas. No
Brasil, observou-se a ocorréncia de quatro espécies do género Corbicula: C. fluminea (O. F.
Mdiller, 1774), C. fluminalis (O. F. Mller, 1774), C. largillierti (Philippi, 1844), Corbicula
sp. (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006).

Corbicula fluminea é comum na Africa (Central e Meridional), Asia (Central e
Meridional), a qual é uma espécie invasora em muitas partes do mundo, inclusive no Brasil
(GLAUBRECHT et al., 2007). Atualmente esta presente no continente Europeu e Americano,
assumindo o status de espécie invasora (BILOS; COLOMBO; PRESA, 1998; REIS, 2006).
Acredita-se que o vetor de introducdo dessa espécie foi o transporte nos cascos de barcos
(SCHMIDLIN; BAUR, 2007). Na América do Sul, possivelmente o género Corbicula foi
introduzido entre os anos de 1965 e 1975 (ITUARTE, 1981). Em 1980 registrou-se, pela
primeira vez, a presenca do género Corbicula no Brasil (VEITENHEIMER-MENDES, 1981).

A espécie C. fluminea ja foi registrada na Amazénia (BEASLEY; TAGLIANO,
FIGUEIREDO, 2003) e no Pantanal (CALLIL; MANSUR, 2002) com caracterizagcdo
morfologica das conchas e partes moles dos espécimes. O Rio Parand também tem um
aumento consideravel das populacdes de C. fluminea, causando declinio das populacdes
nativas de mexilhdes (TAKEDA; FUJITA; FONTES JR., 2004).

Segundo Méndez Felpeto (2001), no que se refere a morfologia dos cromossomos, 0s
cariotipos das diferentes espécies demonstram um arranjo especifico para cada téxon.

Entretanto, algumas familias podem ser caracterizadas pela sua heterogeneidade, uma vez que
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apresentam cromossomos no seu cariétipo com propor¢des muito dispares. A maioria dos
caridtipos descritos para bivalves antes do ano de 1992, incluiu cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, mas, um estudo mais recente realizado com 49 espécies, revela que 13
espécies possuem caridtipos com a maioria dos cromossomos subtelocéntrico ou telocéntrico
(THIRIOT-QUIEVREUX, 2002). Com o desenvolvimento das técnicas de citogenética
cléssicas se permitiu visualizar melhor os cromossomos em metafase, auxiliando o avango nos
conhecimentos para montagem de cariétipo (LEITAO; CHAVES, 2008).

O namero cromossdmico em bivalves é bem variado, podendo ser de 20 cromossomos
em algumas espécies, como Mutela rostrata (familia Mutelidae), 28 cromossomos em Unio
elongatus (familia Unionidae), 38 cromossomos em Corbicula colorata (familia Cyrenidae), e
podendo chegar até 40 cromossomos na espécie Lasaea colmani (familia Laseidae)
(THIRIOT-QUIEVREUX, 2002).

Em relacdo ao género Corbicula existem diversos trabalhos sobre citogenética de
espécies nativas. Em relacdo a espécie Corbicula fluminea, pode-se citar o nimero diploide de
36 cromossomos, triploide de 54 cromossomos e tetraploide de 72 cromossomos, com 0s
conteddos de DNA analisados por meio de microfluorometria (KOMARU et al., 1997;
KOMARU; KONISHI, 1999; PARK; YONG; CHUNG, 2000; QIU; SHI; KOMARU, 2001,
ISHIBASHI et al., 2003; CHOI; CHUNG; KWAK, 2007; TEJIMA et al., 2020)

A diversidade cariotipica presente em populagdes de Corbicula fluminea no mundo
tém se mostrado bastante complexa quando comparada a de outros animais. Tém-se
verificado a ocorréncia de triploideia, tetrapoidia e espermatozoides biflagelados que durante
a reproducédo sdo gametas ndo-reduzidos. Por isso a importancia de se abordar a diversidade
cariotipica desses organismos integrando informacBes de outras ferramentas como a
conquiliologia, citometria de fluxo e outras. Assim, esse trabalho tem como objetivo
estabelecer um protocolo eficiente na obtencdo de cromossomos da espécie Corbicula aff.
fluminea proveniente do Alto Rio Tibagi (Ponta Grossa — Brasil), integrando inferéncias do
conteudo de DNA e conquiliologia em apoio a biologia evolutiva e da invasao.

Materiais e Métodos

Area de estudo

A area de estudo desse trabalho esta inserida na bacia hidrografica do Alto rio Tibagi,
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no segundo Planalto Paranaense, onde ha a predominéncia da estepe gramineo lenhosa
(Campos Gerais), da floresta ombrdéfila mista (floresta de araucéria) e da floresta estacional
semidecidual (“mata de planalto”) (VELOSO; RANGEL-FILHO; LIMA, 1991).

Amostragem e manuten¢do dos espécimes

Aproximadamente 300 espécimes de Corbicula aff. fluminea foram coletados em
substrato areno-lodoso do Rio Tibagi (25°12" S; 50°04' W) em Ponta Grossa, Parana (Figura
1, no topico 3.1), durante os periodosde outubro adezembro de 2019 ejaneiro aagosto de 2021
(autorizacdo de coleta nimero 66625 ICMBI0). Os animais foram mantidos em tanque de 30
litros com recirculacdo até o momento dos experimentos, com temperatura ambiente, pH 7,
alimentados diariamente com farelo de milho e troca de agua total do tanque a cada trés dias.
As conchas dos espécimes serdo depositadas na Colecdo Malacoldgica da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (CMo/UEPG,; https://www.taxonline.bio.br/uepg-cmo).

Caracterizacdo e biometria da concha

A biometria da concha (comprimento, altura e largura) dos espécimes (Figura 5) foram
medidas com um paquimetro digital de inox (Lee Tools, modelo 684132), posteriormente
essas foram fotografadas em uma lupa Leica M205C para observacdo da morfologia detalhada
das conchas de C. aff. fluminea. Foi avaliado a amplitude (maximo e minimo) média e desvio
padrdo do comprimento, altura e largura das conchas utilizando o programa Excel 2007
(Microsoft).

Citogenética

A partir de analises de protocolos varios experimentos foram efetuados para a
obtengdo de cromossomos. Um protocolo otimizado foi obtido a partir de modificagdes de
dois protocolos (PARK; YONG; CHUNG, 2000; JARA-SEGUEL; PEREDO; PARADA,
2005) (ANEXO 1) que foram mais promissores. Basicamente as branquias dos animais foram
imersas em colchicina 0,05% por 48 horas seguindo uma hipotonizagdo em agua do tanque

1:1 4gua destilada por 45 minutos na estufa a 37 °C. Entéo essa solucdo foi centrifugada por
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10 minutos a 1000 rpm. Posteriormente, o material foi fixado em metanol: &cido acético (3:1).
Apos 24 h, essa solucdo foi gotejada em Iamina de vidro em chapa aquecida a 40 °C e corada
com Giemsa 10% por 20 minutos.

As melhores metafases foram fotografadas em um microscopio Olympus BX41l. A
captura das imagens para as técnicas de citogenética classica foram efetuadas com o programa
DP-Controller-BSW. A montagem dos cariotipos foi efetuada utilizando o auxilio do software
Adobe Photoshop CC 2014.

Citometria de fluxo

A anélise de citometria de fluxo foi aplicada em 15 espécimes adultos (> 20 mm de
comprimento da concha). As branquias e tecidos gonadal (obtidos por pulsdo) de cada
espécime foram separadas de forma unitaria em microtubos de 1,5 mL, nos quais foi
adicionada solucdo de lise celular (9,53 mM MgSO 4.7H 2 O, KCI 47,67 mM, Tris 15 mM,
sacarose 74 mM, pH 8,0 e 0,8% de Triton X-100) por 10 minutos, para enucleacdo da
amostra, seguindo protocolo descrito por Xavier et. al (2017).

A coloragdo dos nucleos foi realizada com a adigdo de 800 pL de solugao de 4,6
Dimidina 2 Fenilidona Di-cloridrato (DAPI) (0,01% DAPI em Dulbecco's Phosphate Buffer
Saline) (Sigma #D5773, St. Louis, EUA). Toda a solugdo do microtubo foi filtrada em telas
de 30 pum (Celltrics, Partec, GMBh, Germany). Posteriormente, o conteido do DNA foi
medido com um citémetro de fluxo CyFlow Ploidy, Analyzer (Partec, GMBh, Alemanha) e a
ploidia foi confirmada por comparacdo com a referéncia de calibragdo, anteriormente
realizada com espermatozoides haploides (N) do peixe Astyanax altiparanae (Garutti &
Britski, 2000).

Resultados

Parametros ambientais no rio Tibagi

Os bivalves Corbicula aff. fluminea estudados viviam em um rio areno-lodoso, com

sedimento semelhante a cor dos animais. Nao foram obtidos os dados ambientais durante o

primeiro periodo de amostragem, mas a temperatura média da &gua durante o segundo
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periodo de coleta foi de 15 °C no sedimento e 14 °C na agua do rio, o pH 7,0.

Conquiliologia e biometria

A concha de C. aff. fluminea é ovalada, apresentando a regido do rostro curto (Figs 5
A, B). O ligamento localiza-se externo e anterior ao umbo da concha. O peridstraco é de cor
marrom escura, apresentando regides de marrom mais claro e coberto com costelas
conceéntricas. A regido do oOstraco e hipostraco sdo observados na regido umbonal externa da
concha, onde ha a erosao do peridstraco. O hipostraco é de coloragdo branco-violeta perolado.
A linha palial estava presente, com as impressdes dos musculos adutores bem visiveis,
observando-se auséncia de seio palial, charneira com dentes cardinais e laterais serrilhados.
Em vista lateral ndo se observa a presenca da lunula. Os dados morfométricos relativos as
conchas dos individuos usados nos estudos citogenéticos sdo apresentados na Tabela 3, tendo
as referidas caracteristicas de amplitude e média do comprimento da concha de 9,74 mm (min

- max) e 14,49 +/- 4,44 mm, respectivamente.

Figura 5 — Caracterizacao conquioldgica de Corbicula aff. fluminea. (A) Vistas externa (a
esquerda) e interna (a direita) da concha. (B) Visao lateral da concha. L — comprimento (do
inglés length); H — altura (do inglés height); W — largura (do inglés width). Escala: =5 mm.

Fonte: A autora (2021).
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Tabela 3 — Dados morfométricos de conchas de Corbicula aff. fluminea do rio Tibagi, Parana

Altura (mm) Cirrispzlr.imento (mm) | Largura (mm)
Min 12,04 14,11 8,87
Max 21,78 26,60 13,92
Média 14,49 17,02 10,17
Desvio Padréo 4,44 5,43 2,76

Citogenética e Citometria de fluxo

Ao final da variacdo dos ensaios realizados em 184 espécimes, 7 espécimes resultaram

na obtencdo de cromossomos mitéticos interpretaveis com a Ultima versdo otimizada do

protocolo. A andlise do nimero de cromossomos e a montagem do cariétipo de 12 placas

metafasicas revelou que o cariétipo dos espécimes estudados é composto de 54 cromossomos
(Fig. 6; Tabela 4).

Tabela 4 — Cari6tipos de Corbicula fluminea encontrados no mundo.

Taxons Localidade NUmero de Cariétipo Referéncia
Cromossomos
Corbicula aff. | Rio Taide, Japao
fluminea 2n =36 - Komaru et al. (1997)
Corbicula aff. Rio Tibagi,
fluminea Brasil 2n =54 - Presente estudo
Lago Uiam,
Chunchon, 3n=54 1m, 5sm, 12 st Park, Yong e Chung (2000)
Coreia do Sul
Anyue County,
Sichuan, China 3n =54 2m, 13 sm (3+4+6), Qiu, Shi e Komaru (2001)
3 st
Corbicula Anyue County, 2m, 13 sm (3+4+8),
fluminea Sichuan, China 4n=72 3st Qiu, Shi e Komaru (2001)
Shishigatani
creek, 2n - Ishibashi (2003)
Kitashirakawa,
Kyoto, Japan
Lago Uiam, 3n =54 Im, 5sm, 12 st Choi, Chung e Kwak (2007)
Coreia do Sul
Shirakawa River,
Quioto, Japéo 2n; 3n - Tejima et al. (2020)
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Figura 6 — Caracterizagdo do nimero cromossémico obtido em 69 metafases encontradas em
sete individuos de Corbicula aff. fluminea do rio Tibagi, Parana — Brasil. Moda = 54
Cromossomos.
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Fonte: A autora (2021).

Figura 7 — (A) Cromossomos metafasicos e respectivo cariotipo (A e B) de Corbicula aff.
fluminea proveniente do Rio Tibagi, Parana — Brasil. Barra=10um.
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O indice relativo de DNA medido por citometria de fluxo das células sométicas das
branquias de C. aff. fluminea (11 espécimes) revelou espécimes diploides (2N; 5 espécimes =
45,46%) e com mosaicismo (6 espécimes = 54,54%) quando comparado com o contetdo
relativo de DNA padrao obtido a partir de espermatozoides (N) do lambari A. altiparanae. Ao

ser avaliado o indice relativo de DNA das células germinativas de C. aff. fluminea (13

espécimes) a partir da pulsdo das génadas revelaram espécimes haploides (N; 1 espécime

7,69%), diploides (2N; 10 espécimes = 76,92%) e com mosaico de células (2 espécimes
15,39%). Essa diferenca de localizacdo do pico diploide em células somaticas e germinativas
pode estar associada a contaminagdes (células nas brénquias e desenvolvimento gonadal,
respectivamente) ou artefato da metodologia de amostragem nas gbnadas. Em alguns

espécimes ndo foi possivel avaliar o indice relativo de DNA

Discussao

Em relacdo a descricdo de caracteristicas conquioldgicas, dos oito trabalhos com dados
citogenéticos de C. fluminea encontrados na literatura, apenas quatro artigos caracterizavam
as conchas apresentando imagens e descri¢es destas. Em nenhum dos trabalhos observa-se a
indicacdo de depdsitos das conchas em colecgdes cientificas. Em dois trabalhos (KOMARU;
KONISHI, 1999; QIU; SHI; KOMARU, 2001) ndo é possivel visualizar com clareza por
meio das imagens as costelas concéntricas, impressdo dos musculos adutores, regido palial,
dentes cardinais, regides do umbo e ligamento, estruturas fundamentais para a identificagéo.
Em ambos os artigos se enfatiza a coloragdo das conchas. KOMARU; KONISHI (1999)
comentaram sobre as coloragdes das conchas serem externamente amarelas ou marrons e
internamente brancas e marrons. QIU; SHI; KOMARU (2001) expuseram sobre as coloracdes
das conchas serem externamente amarelas ou marrons claras e escuras, sendo internamente
brancas e marrons escuras. Nos outros dois artigos (ISHIBASHI et al., 2003; TEJIMA et al.,
2020) é possivel ver com mais clareza as regides das conchas, sendo mencionadas no texto a
coloragéo e como séo essas regides dos animais. Esses dados diferem do que encontramos no
presente artigo, especialmente na visualizagdo de costelas concéntricas mais separadas,
regides de ligamento menores e mais afastadas do umbo e formato ndo tdo ovalado como nos
exemplares de C. aff. fluminea do Rio Tibagi — Brasil. Diante disto, é possivel que ndo se

tratem de uma mesma espécie.
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Em adicdo a essas informagfes, os artigos apresentam informacgdes citogenéticas.
Komaru et al. (1997), utilizaram o tecido das branquias para se obter 0s cromossomos
mitoticos de C. aff fluminea proveniente do Japédo, obtendo-se 2n = 36 cromossomos. Park,
Yong e Chung (2000) em uma populacédo da Coreia usaram tecidos das génadas, encontrando
3n = 54 cromossomos. Contudo, nenhum destes trabalhos traz informac6es sobre analise de
ploidia a fim de confirmar se os organismos analisados seriam dipldides ou tripldides. Na
Coreia, Choi, Chung e Kwak (2007) observaram que uma populacdo de C. fluminea
apresentava 3n = 54 cromossomos, ndo sendo feita analise de ploidia com microfluorometria
ou citometria de fluxo para confirmar se séo tripldides. Em nossa pesquisa, encontramos em
59 células de sete animais o numero cromossdémico de 2n = 54 cromossomos, sendo feita
analise a partir das branquias, com a analise de ploidia confirmando se tratar de individuos
diploides.

Qiu, Shi e Komaru (2001) estudando C. fluminea no Japé&o, utilizaram branquias para
obtengcdo dos cromossomos, tendo como resposta que parte da populacdo seria 3n = 54
cromossomos e parte 4n = 72 cromossomos. Nesse estudo, fez-se a avaliacdo do conteudo de
DNA por microfluorimetria para se testar a ploidia desses animais.

Assim sendo, em comparacdo ao numero de cromossomos, na Classe Bivalvia o
namero cromossémico mais frequente é 2n = 38 cromossomos (NAKAMURA, 1985;
THIRIOT-QUIEVREUX, 1994). A populacio de C. aff fluminea proveniente do rio Tibagi —
Brasil apresenta nimero de cromossomos semelhante as populacGes da Coreia e Japdo que
apresentam 54 cromossomos (PARK; YONG; CHUNG, 2000; QIU; SHI; KOMARU, 2001;
CHOI; CHUNG; KWAK, 2007), contudo, as informac¢des divergem em relacdo ao nivel de
ploidia dos individuos.

Quanto a morfologia dos cromossomos, na maioria dos cari6tipos sdo sugeridos
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e subtelocentricos (PARK; YONG; CHUNG,
2000; QIU; SHI; KOMARU, 2001; CHOI; CHUNG; KWAK, 2007). Aqui preferimos
organizar, no momento, o cariotipo do maior para 0 menor par de cromossomos, visando ndo
trazer informac0es inseguras sobre os tipos cromossdmicos para a literatura. Destaque-se que
reconhecemos a ocorréncia de trés pares de microcromossomos (Figura 7).

Ainda em relagéo a citogenética classica, foram encontradas regides nos cromossomos
com maior presenca de heterocromatina, sendo essas normalmente pericentroméricas ou entdo

periteloméricas, muitas vezes resultando em um padrdo de marcagfes longitudinais que
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favoreceu o pareamento dos cromossomos homologos. Técnicas de bandamento
cromossémico tém sido empregadas com sucesso em Varios bivalves. Em Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819), ordem Mytiloida, encontrou-se seis tipos diferentes de
heterocromatina e em outras trés espécies do género Mytilus foi encontrado a existéncia de
marcadores cromossdmicos (Martinez-Lage et al., 1995, 1996). Na Ordem Venerida, foram
obtidos bandamentos nas regides proximas ao centrdmero e ao teldmero de cromossomos das
espécies Spisula solida (Linnaeus, 1758), Spisula subtruncata (da Costa, 1778) e Mactra
stultorum (Linnaeus, 1758), familia Mactridae (GARCIA-SOUTO et al., 2016). Considerando
assim a proximidade com a espécie C. fluminea, embora sejam de diferentes familias
(Cyrenidae e Mactridae), é sugestivo de que a presenca de heterocromatina em regides
préximas aos centromeros e teldomeros sejam caracteristicas conservadas na Ordem Venerida.

Corroboram-se aqui as observacdes de Komaru e Konishi (1999), que relatam a
dificuldade de se coletar o material gonadal dessa espécie. Ao avaliarmos o sistema
reprodutivo de C. fluminea, dois segmentos das gonadas sdo observados, sendo uma gonada
de cada lado do animal, as quais ocupam grande parte da superficie da massa visceral na parte
dorsal do manto como relatado por Mansur (2012). Isto contribui para a introducdo de
artefatos de amostragem durante a pulsdo dos tecidos gonadais. A distribuicdo das células
germinativas e sua maturacdo pode também afetar as analises do contetdo de DNA. A
distribuicdo de distintas células nos foliculos em diferentes fases de desenvolvimento das
células germinativas pode introduzir este viés na metodologia nos dados de conteudo de
DNA. Assim indica-se a necessidade de novas abordagens utilizando de métodos mais
refinados para obter as amostras de tecido somatico e gonadal, a exemplo da microdisseccao e
aproveitamento de desova induzida para a avaliagéo da ploidia.

Em conclusdo, os resultados obtidos neste trabalho estabelecem condicGes
protocolares otimizadas para a obtencdo de cromossomos de Corbicula e permitem analises
comparativas. Contudo, destaca-se a importancia das abordagens citogenéticas serem
integradas a meétodos de identificacdo e a necessidade de padronizar a analise de ploidia, a

qual é necessaria as inferéncias taxonémicas, para a biologia evolutiva e da invaséo.

Referéncias Bibliogréaficas
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Com isso, a partir do desenvolvimento dessa andlise qualitativa das informacdes de
citogenética classica e analise de ploidia das espécies da familia Cyrenidae, obteve-se um
compilado de técnicas e protocolos utilizados nos altimos 34 anos.

Assim sendo, os resultados praticos de citogenética obtidos na populacdo de Corbicula
aff fluminea proveninete do Rio Tibagi, Parana — Brasil estabelecem condigdes de protocolos

para a obtencdo de cromossomos de Corbicula e permitem analises comparativas.
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ANEXO A - PROTOCOLO DE OBTENCAO DE METAFASES DE Corbicula fluminea

1. Imergir o tecido inteiro das branquias do animal em colchicina 0,05% por 48 horas;

2. Cortar e macerar o tecido, colocando-o0 em uma solucdo de hipotdnica de agua do
tanque: agua destilada (1:1) na estufa a 37 °C por 45 minutos;

3. Entéo, essa solugéo foi centrifugada por 10 minutos a 1000 rpm;

4. Posteriormente, selecionou-se 1 ml desse material centrifugado e 0,5 ml metanol:
acido acético (3:1) e foi posto em microtubulo;

5. Colocar esse microtubulo com a solugdo em freezer;

6. Apo6s 24 horas, essa solucdo é gotejada em lamina de vidro, sendo posta essa em chapa
quente aquecida a 40 °C;

7. Cora-se com Giemsa 10% por 20 minutos.



