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RESUMO 

 

Na Biologia Evolutiva pode-se destacar os estudos cromossômicos, a estrutura e às funções de 

genes nos grupos de seres vivos. Dentre os grupos animais que possuem escassez de 

informações cariotípicas está o Filo Mollusca. Uma das famílias que faz parte deste grupo é a 

família Cyrenidae, a qual possui seis gêneros viventes, com 176 espécies. O gênero Corbicula 

está presente em distintas localidades do mundo com presença de populações poliploides (2n 

= 36, 2 n = 38, 3n = 54 e 4n = 72). Esse gênero tem atualmente 69 espécies no mundo. No 

Brasil há a presença de quatro representantes exóticos deste gênero: Corbicula fluminea, 

Corbicula fluminalis, Corbicula largillierti e Corbicula. sp., introduzidas em 1980.  Sendo 

assim, os objetivos desse trabalho são: uma revisão sistematizada do estado da arte da 

citogenética e ploidia da família Cyrenidae, para efetuar uma análise qualitativa destas 

informações, assim como o teste dessas metodologias em uma população de Corbicula aff. 

fluminea. Para isto foi efetuado uma busca de artigos disponíveis digitalmente em bases de 

dados científicas (Google Acadêmico, 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 informações 

cariotípicas. Dos 1124 artigos encontrados, apenas 13 tinham relação direta com o tema da 

pesquisa. Em relação à caracterização cariotípica da população 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 indivíduos são diploides. Esse trabalho traz à luz o incipiente nível de 

conhecimento acerca da citogenética desta família de moluscos, alguns dos quais invasores e 

com relatos de poliploidia pouco elucidada em suas origens.  

 

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

 

1.1 AMBIENTES AQUÁTICOS 

 

Os ambientes aquáticos são formados por ambientes marinhos e continentais, os quais 

abrigam uma vasta diversidade de seres vivos (NELSON, 1994). Essa biodiversidade tem um 

papel fundamental à manutenção do meio e para que tudo ocorra de maneira organizada e 

sustentável (DOS SANTOS, 2010). Sendo necessária a conservação desses ambientes para a 

manutenção de sua diversidade, protegendo o ecossistema aquático para assim manter suas 

condições naturais (ESTEVES, 1998).  

Nos últimos séculos, os ecossistemas aquáticos estão sendo alterados 

significativamente devido a muitos impactos ambientais causados por ações antrópicas diretas 

e indiretas, tais como: construção de represas e barragens em ambientes aquáticos; atividades 

mineradoras; desvios do curso natural de rios; lançamento de resíduos domésticos e 

industriais não tratados; exploração de recursos de pesca; desmatamento; uso inadequado do 

solo próximo a regiões aquáticas e introdução de espécies exóticas (GOULART JÚNIOR; 

CALLISTO, 2003; SOUZA et. al, 2008). Essas alterações podem apresentar como 

consequência o desequilíbrio ambiental, extinção de espécies e ou introdução de espécies, 

mudanças ecológicas, entre outros.  

 

1.2 MOLLUSCA 

 

 Nos ambientes aquáticos observa-se uma grande diversidade de invertebrados, dentre 

esses, os moluscos. Estes animais são ativos filtradores, de vida praticamente séssil 

(MANSUR; PEREIRA, 2006). Os primeiros representantes do Filo Mollusca surgiram no 

Pré-Cambriano (Vendiano), há mais de 540 milhões de anos, mas no período Cambriano 

grande parte dos grupos atuais já existia. Os moluscos habitam quase todos os ambientes, 

estando presentes em fossas abissais e até em desertos tórritos, ocupando também ambientes 

marinho, dulcícola e terrestre (SALVADOR et al., 1998). Na atualidade, esses animais vivem 

da região equatorial até os polos do Ártico e da Antártica (ABSHER; FERREIRA JUNIOR; 

CHRISTO, 2020). São estimados em 100.000 espécies marinhas, 35.000 espécies terrestres e 

5.000 de água doce (BRUGGEN, 1995).  

12 
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O Filo Mollusca agrupa oito Classes (Caudofoveata, Solenogastres, Polyplacophora, 

Monoplacophora, Bivalvia, Scaphopoda, Gastropoda e Cephalopoda). Caudofoveados e 

Solenogastros: são os moluscos sem conchas; Poliplacóforos: animais com oito placas 

segmentadas no corpo; Monoplacóforos: moluscos com uma concha apenas e oito impressões 

musculares; Gastrópodes e Cefalópodes: animais que podem apresentar concha externa, 

interna ou ausente; Bivalves: moluscos que têm uma concha composta por duas valvas 

articuladas; Escafópodes: animais que apresentam uma concha externa cilíndrica, levemente 

cônica e aberta nas extremidades (ABSHER, FERREIRA JUNIOR, CHRISTO, 2020). 

Os moluscos são importantes na economia de vários países, principalmente como 

fonte de alimento rico em proteínas. Podem ser coletados diretamente da natureza, cultivados, 

podendo ser utilizados em decorações e em joias com pérolas, zooartesanatos, pesca (lulas e 

polvos) para consumo, têm importância 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 têm uma 

concha composta por duas valvas calcáreas, ligam-se na face dorsal, unidas pelo ligamento e 

internamente por um, dois ou mais músculos adutores. Os bivalves são animais dotados de 

brânquias especializadas, alimentam-se predominantemente por filtração de material em 

suspensão na água (MALLMANN, 2000).  

A Classe Bivalvia é também chamada de Lamellibranchia (brânquias em forma de 

lamelas) e Pelecypoda (pé em forma de machado). A maioria dos bivalves é sedentária, os 

quais dependem das correntes ciliares produzidas pelas brânquias para obter o alimento 

(HICHMAN JUNIOR et al., 2003). 

Em relação à diversidade dos bivalves, no Brasil, foi registrado até o ano de 1994 um 

total de 390 espécies de bivalves marinhos (RIOS, 1994) e 6 famílias de bivalves de água 

doce nativos brasileiros, as quais são: Hyriidae, Mycetopodidae, Cyrenidae, Sphaeridae, 

Dreissenidae e Lyonsiidae (PIMPÃO; 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 berbigão e a amêijoa. Os bivalves que fazem parte da 

ordem Venerida geralmente apresentam valvas grossas, isomias (os seus músculos adutores 

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

 

1.2.3 Família Cyrenidae (Gray, 1840) 

 

Os gêneros pertencentes a família Corbiculidae atualmente fazem parte da família 

Cyrenidae. Existem esforços para resolver a filogenia dos cirenídeos, apresentando desafios 

recorrentes entre os estudos filogenéticos do bivalves de água doce, por amostragem interna 

incompleta e processos atípicos de herança genética (GRAF, 2013). Fez-se várias tentativas 

recentes para recuperar a filogenia de Corbicula usando DNA mitocondrial (LEE et al. 2005; 

PIGNEUR et al. 2011). A partir de estudos de análises filogenéticas, onde se confirma uma 

nova linhagem invasora norte-americana do gênero Corbicula, com um perfil genômico 

populacional consistente com clonalidade, aumentando o número de linhagens invasivas do 

Novo Mundo (HAPONSKI; FOIGHIL, 2019). Esses estudos corroboram para a mudança dos 

gêneros Corbicula, Batissa e Polymesoda à família Cyrenidae.  

Os bivalves desta família podem liberar muitos juvenis nas águas circundantes que 

eclodem dentro dos adultos, são ovovivíparos e a fecundação ocorre internamente 

(GLAUBRECHT et al., 2007). Essa é uma família de amêijoas de tamanho moderado, 

algumas vezes com coloração violeta no interior (MCMAHON, 1983). 

Na família Cyrenidae existem seis gêneros: Corbicula (69 espécies), Polymesoda (49 

espécies), Batissa (39 espécies), Geloina (17 espécies), Cyanocyclas (13 espécies) e Villorita 

(5 espécies). Em relação a esses, os gêneros Corbicula e Cyanocyclas têm vários 

representantes que vivem em água doce (REIS, 2006; MOLLUSCABASE, 2021). 

No Brasil há representantes do gênero Cyanocyclas, sendo algumas espécies nativas 

brasileiras como Cyanocyclas brasiliana (Deshayes, 1854) no Estado do Pará e no Piauí 

(BRITO; MANSUR; ROCHA-BARREIRA, 2015, FONSECA; FERNANDES; CUNHA, 

2021), Cyanocyclas limosa (Maton, 1809), a qual tem declínio populacional por ocorrência da 
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espécie C. fluminea (MANSUR, 2000). Em Santa Catarina há registros de Cyanocyclas 

paranensis (d’Orbigny, 1835) (AGUDO-PADRÓN, 2020). 

Do gênero Corbicula observou-se no Brasil a ocorrência de quatro espécies Corbicula 

fluminea, Corbicula fluminalis (O. F. Müller, 1774), Corbicula largillierti (Philippi, 1844) e 

Corbicula sp. (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006).  

A presença do gênero Corbicula foi confirmada em várias bacias brasileiras, tais 

como: bacia do Guaíba – RS, bacia do Rio Sapucaí – SP, bacia do lago Paranoá – BSB, bacia 

rio Negro – AM, bacia do Rio Passaúna – PR, bacia do rio Manhuaçú – MG, bacia do rio 

Uruguai – RS (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006; 

RODRIGUES et al., 2007; PIMPÃO; MARTINS, 2008; VIANNA; AVELAR, 2010; 

OLIVEIRA; MEYER; ARMSTRONG, 2014; LIMA, 2017; CASTILLO, 2007). Além disso, 

nas últimas duas décadas tem sido verificado que onde ocorre a espécie invasora Limnoperna 

fortunei (Dunker, 1857), o mexilhão dourado, está presente o berbigão de água doce, C. 

fluminea (DARRIGRAN; DRAGO, 2000). 

Corbicula fluminea, conhecida como molusco asiático, por ser comum na África 

Central e Meridional, Ásia Central e Meridional, é uma espécie invasora em muitas partes do 

mundo, inclusive no Brasil (GLAUBRECHT et al., 2007). C. fluminea está presente também 

no continente Europeu e Americano, tornando-se uma espécie exótica (BILOS; COLOMBO; 

PRESA, 1998; REIS, 2006). Acredita-se que o vetor de introdução dessa espécie seja por 

transporte nos cascos de barcos.  

Na América do Sul, possivelmente o gênero 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 presença do gênero Corbicula no Brasil e após isso vários 

trabalhos têm identificado esses animais em várias regiões brasileiras (VEITENHEIMER-

MENDES, 1981).  

A espécie C. fluminea apresenta grande sucesso adaptativo em muitos locais diferentes 

no mundo, pois apresenta resistência a estresse ambiental, alta capacidade reprodutiva, 

tolerância a diferentes substratos, crescimento rápido e capacidade de filtrar grandes volumes 

de água (GRANEY et al., 1980). Por outro lado, existem vários impactos negativos que essa 

espécie pode representar à ecologia local, tais como: domínio da biomassa das comunidades 

bentônicas, reduzindo ou substituindo o habitat disponível às outras espécies da localidade 

15 

 

 

  

15 



 
 

 

 

Programa de Pós-Graduação em Biologia Evolutiva 
Associação Ampla entre a Universidade Estadual de Ponta 

Grossa (Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e 

Genética) e a Universidade Estadual do Centro Oeste 

(Departamento de Ciências Biológicas) 
 

 

 

(SCHMIDLIN; BAUR, 2007); vetores de parasitas e outros patógenos (CHUNG et al., 2001); 

alteração dos ciclos dos nutrientes (VAUGHN; HAKENKAMP, 2001); e competição com 

outras espécies bentônicas e filtradoras (SCHMIDLIN; BAUR, 2007).  

No Brasil, a espécie C. fluminea já foi registrada na Amazônia (BEASLEY; 

TAGLIANO, FIGUEIREDO, 2003), no Pantanal, segundo estudos de Callil e Mansur (2002). 

O Rio Paraná também tem um aumento considerável nas populações de C. fluminea, causando 

declínio nas populações nativas (TAKEDA; FUJITA; FONTES JR., 2004).  

 

1.3 ANÁLISES DE CITOGENÉTICA EM CYRENIDAE 

 

  A Citogenética desenvolveu-se nos últimos séculos, acompanhando o progresso do 

aprimoramento de técnicas e de equipamentos de microscopia. A citogenética clássica é 

importante para a designação da morfologia e número de cromossomos de uma espécie, sendo 

importante ferramente para determinação de relações filogenéticas e evolutivas entre os 

grupos (RAVEN, 1975; GUERRA, 1988). A citometria de fluxo é uma técnica que faz parte 

da Citogenética, sendo esse um eficiente método para identificação de ploidia baseado no 

conteúdo de DNA. Até então, apenas Pei e colaboradores (2021) utilizaram citometria de 

fluxo para análise de ploidia na família Cyrenidae.  

Em relação à família Cyrenidae existem vários estudos morfológicos, sobre diversidade, 

sendo escassos trabalhos relacionados à citogenética. Nesta família observamos estudos de 

citogenética em 16 localidades de países da Ásia, Europa e América do Sul, resultando na 

caracterização cromossômica de 10 espécies. Nestes estudos da arte de citogenética da família 

Cyrenidae observa-se espécimes da mesma espécie com distintos números cromossômicos 

(NC) e ploidias de diferentes tecidos. Para tal, foram empregados métodos de obtenção de 

cromossomos mitóticos, Regiões Organizadoras de Núcleolos (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 – Japão. Nesse artigo foi 

estabelecida a relação entre as espécies C. japonica e C. sandai, em relação ao NC e a 

morfologia dos cromossomos. A partir disso, a espécie C. japonica (2n = 38) é um possível 
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ancestral de C. sandai (2n = 36), sendo que as duas apresentam número diplóide a partir da 

análise dos cromossomos mitóticos, a primeira se estabeleceu no continente asiático em água 

doce e C. japonica habitava água salgada. Supõe-se nesse artigo que o fato de a espécie C. 

leana ter 3n = 54 cromossomos e seus espermatozoides teriam 54 cromossomos é apenas um 

estímulo para induzir o desenvolvimento generalizado (OKAMOTO; ARIMOTO, 1987). Essa 

situação corrobora com um estudo de Miyazaki (1932), no qual observa-se que a espécie C. 

leana apresenta um modo de reprodução especial, são animais hermafroditas que carregam as 

larvas nas brânquias. 

 Dez anos após, fez-se um estudo sobre o gênero Corbicula produzir espermatozoides 

não reduzidos quando comparados com conteúdo somático. Nesse trabalho, os autores 

observaram que C. leana apresenta 54 cromossomos. Em C. aff. fluminea, visualizou-se 36 

cromossomos. Em relação ao DNA, o conteúdo relativo de DNA de células gonadais e células 

somáticas é idêntico em C. leana, C. aff. fuminea e C. fluminea. Na espécie C. sandai, o 

conteúdo de DNA dos espermatozoides era metade quando comparado com do das células 

somáticas (KOMARU et al., 1997). 

Um outro estudo citogenético foi realizado a partir de três espécies de bivalves, sendo 

essas Unio elongatulus (C. Pfeiffer, 1825) (Família: Unionidae), Mutela rostrata (Rang, 

1835) (Família: Mutlelidae) e C. fluminalis (Família: Cyrenidae). Os animais foram coletados 

na cidade Quena (El-Taramsah, El-To-warat, Dandara and El-Sheikh Unis) – Egito. Em 

relação à C. fluminalis o NC desta espécie é igual a 2n = 26 cromossomos (tecido gonadal). 

Sendo assim observado que os cariótipos 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 diferença do NC e das características cariotípicas são claramente específicas para essas 

três espécies, confirmando assim a opinião da importância do uso de análise cromossômica 

em adição aos caracteres morfológicos na taxonomia moderna atualmente (EBIED, 1998).  

Correlacionando esses três trabalhos iniciais de citogenética da família Cyrenidae 

(OKAMOTO; ARIMOTO, 1987; KOMARU et al. 1997; EBIED, 1998), observou-se a 

triplóidia na espécie C. leana e processos reprodutivos, tais como hermafroditismo, 

espermatozoide não reducional e androgênese (OKAMOTO; ARIMOTO, 1987; KOMARU et 

al. 1997). Todos os trabalhos utilizaram o KCL como solução hipotônica, evidenciando a 

necessidade de uma solução salina para romper a membrana celular, juntamente a maceração 
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do material. Diferenças nas metodologias estavam relacionadas com a fixação do material 

com uso (OKAMOTO; ARIMOTO, 1987; KOMARU et al. 1997) ou não de centrifugação 

(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 variação pode ter relação com a alta incidência de aneuploidias, causadas 

por exposição a contaminantes (MOLLEDA et al., 1999).  

 Komaru e Konishi (1999) avaliaram espécimes de C. fluminea de Taiwan – China que 

apresentam três diferentes colorações das suas conchas. Essas diferenças foram separadas em 

três morfotipos em: Tipo I – interior é branco, mas a área do umbo é laranja-claro; Tipo II – 

interior da concha é branco; Tipo III – interior da concha é roxo escuro. Todos os morfotipos 

apresentam a superfície externa marrom-amarelada. Vinte amêijoas amostradas consistem em 

12 amêijoas do tipo I, seis amêijoas do tipo II e duas amêijoas do tipo III. As cores de concha 

tipo I e tipo II incluíram diplóides e triplóides. Os dois moluscos do Tipo III eram apenas 

diplóides. No que diz respeito ao conteúdo de DNA, observou-se que o conteúdo relativo de 

DNA dos espermatozoides era quase idêntico ao das células somáticas (KOMARU; 

KONISHI, 1999).  

A partir da análise do DNA revelou-se que esses animais são diplóides e triplóides, os 

quais produziram espermatozoides não reducionais (KOMARU; KONISHI, 1999). Esses 

triplóides são semelhantes aos dos estudos anteriormente citados em relação ao Japão, Taiwan 

e Venezuela. Assim, sugere-se que esses níveis de ploidia tem relação com a reprodução por 

androgênese, como mostrado em C. leana (KOMARU et al. 1997; OKAMOTO; ARIMOTO, 

1987). 

Cariótipos de três espécies do gênero 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 cariótipo indica que se 

trata de uma espécie distinta, uma vez que está isolada reprodutivamente das outras duas 

espécies 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 obtenção de cromossomos mitóticos e extração 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, são semelhantes as cores das 

conchas encontradas em Taiwan (KOMARU; KONISHI, 1999).  

Em relação ao cariótipo e conteúdo relativo de DNA de células somáticas, o número 

dos cromossomos do tipo morfológico amarelo é de 3 n = 54 cromossomos nas brânquias. 

Sendo que no tipo morfológico marrom, o número de cromossomos foi 4 n = 72 cromossomos 

nas brânquias. No que diz respeito ao conteúdo de DNA de espermatozoides e células 

somáticas estudados nesse trabalho, sete indivíduos com morfologia amarela e oito indivíduos 

com morfologia marrom produziram espermatozoides com conteúdo de DNA semelhante ao 

de suas próprias células somáticas (QIU; SHI; KOMARU, 2001). 

No Japão foi feito um estudo sobre a reprodução androgenética na espécie C. 

fluminea, sendo que essa espécie é exótica no Japão. A microfluorometria de DNA revelou 

que ambos os tipos eram diplóides. Observou-se a coloração das conchas desses animais com 

relação ao conteúdo de DNA, em que no morfotipo verde os animais eram diplóides e o 

morfotipo rosa eram diplóides (ISHIBASHI et al., 2003). 

Anisimova (2007) estudou o tamanho do genoma de 12 espécies de bivalves da Baía 

do Pedro, no Grande Mar do Japão, as quais são pertencentes a 8 famílias e 2 subclasses 

(Pteriomorphia e Heterodonta), sendo analisado o conteúdo do DNA nuclear (2N) do tecido 

músculo adutor. A metodologia empregada foi a Análise Densitométria (Fuelgen). Dentre as 

espécies estudadas encontra-se a C. japonica que faz parte da família Cyrenidae. A partir 

disso, observa-se que os valores de massa de DNA na classe Bivalvia variam 

significativamente, mesmo dentro das famílias. Dessa maneira, as espécies na subclasse 

Heterodonta diferiram entre si em não 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 cromossomos, 

respectivamente. 

Skuza e colaboradores (2009) avaliando a citogenética e caracterização morfológica 

de C. fluminalis na Polônia de um canal de descarga de água de resfriamento da usina de 

carvão Dolna Odra, apresentando 3 n = 54 cromossomos. Neste trabalho foi empregada a 
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técnica de Regiões Organizadoras de Nucléolos (NOR) em algumas lâminas, observando-se 

três pontos dentro das células, o que possibilita causar maior embasamento na triplóidia 

encontrada nos cromossomos. 

Tejima et al., (2020) estudaram C. fluminea no Rio Shirakawa, em Kyoto, Japão. 

Nessa pesquisa avaliou-se o sexo, maturidade, incidência de machos e dois tipos de cor de 

concha (amarelo e verde) na população. Análise de ploidia por meio da microfluorometria 

(DAPI) de DNA indicaram que animais com a coloração verde apresentaram 37,3% diplóides 

e 62,7% triplóides, enquanto animais com a coloração amarela apresentaram 11,6% diplóides 

e 88,4% triplóides. Em ambas as cores, as fêmeas e os hermafroditas compreendiam 

indivíduos diplóides e triplóides, enquanto os machos eram apenas diplóides (Tejima et al., 

2020). 

Em 2021, fez-se estudo sobre investigação de ploidias em representantes do gênero 

Corbicula coletados no Rio Yuan, Lago Dongting Basin na China. Neste estudo, além da 

análise de cariótipo tradicional, a citometria de fluxo também foi usada para identificar a 

ploidia destes moluscos. Os resultados mostraram que haviam 30 diplóides e 15 triplóides em 

45 amostras coletadas. Entre os 30 diplóides, as proporções de hermafrodita, macho e fêmea 

foram 53,4%, 23,3% e 23,3%, respectivamente. As proporções de hermafrodita, machos e 

fêmeas nos 15 triplóides 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 construção de uma revisão sistemática sobre a citogenética da família Cyrenidae 

possibilitará analisar e comparar estudos sobre as várias espécies desse grupo de bivalves. Em 

adição, possibilitará ainda analisar a evolução das metodologias descritas em trabalhos 

divulgados durante a compilação do estado da arte em mais de 40 anos. 

No Paraná e no Brasil não são verificadas descrições cromossômicas de Cyrenidae, 

um viés que dificulta o entendimento da evolução cariotípica da família. Destaque-se ainda, a 

fragilidade flagrante das relações sistemáticas e à filogenia de várias espécies de moluscos. 

Buroker, Hershberger e Chew (1979) já afirmavam que estudos apenas com dados atuais e 

fósseis das conchas de alguns animais podem levar a conclusões errôneas quanto à posição de 

determinadas espécies em relações filogenéticas. Sugerindo-se assim que os métodos mais 

adequados para esta distinção sejam aqueles que utilizam a estrutura ou sequências do DNA, 

integrada às características morfológicas. 

Sendo assim, conhecendo os trabalhos publicados e disponíveis sobre a família 

Cyrenidae, elucidará o estado de conhecimento a cerca da estrutura cariotípica destes 

moluscos, assim como do conteúdo de DNA e das técnicas que foram empregadas ao longo 

do tempo. Tais informações serão levadas em consideração para ampliação de estudos nessa 

área e para a integração com o uso de outros marcadores, a exemplo do DNA barcoding, para 

abordagem de questões evolutivas, taxonômicas e para a biologia de invasão. Assim o 

referido trabalho será organizado em dois artigos. Sendo o Artigo 01 o estado da arte e 

intitulado de Revisão Sistemática de Literatura Citogenética da família Cyrenidae. O Artigo 

02 versará sobre adaptações metodológicas para obtenção de cromossomos em uma 

população de Corbicula fluminea e intitulado de Caracterização Cariotípica de Corbicula aff. 

fluminea (Bivalvia: Venerida proveniente do Rio Tibagi – Brasil, com a proposta de elucidar 

dúvidas sobre o cariótipo da espécie Corbicula fluminea no Brasil.  
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2.2 OBJETIVOS 

 

2.2.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo principal é produzir uma revisão sistemática sobre a citogenética da família 

Cyrenidae, adaptar e aperfeiçoar protocolos de metodologias de citogenética clássica e 

molecular para descrever o cariótipo de Corbicula fluminea como padronização para a 

ampliação de estudos nessa área. 

 

2.2.2 Objetivos Específicos 

 

• Fazer um estudo de cienciometria da família Cyrenidae; 

• Efetuar uma análise qualitativa de informações de cada espécie da família Cyrenidae, 

no que diz respeito a dados cariotípicos, conteúdo de DNA e técnicas empregadas; 

• Comparar os protocolos utilizados nos trabalhos e estabelecer novos protocolos de 

referência; 

• Caracterizar carioticamente uma população da espécie Corbicula aff. fluminea 

proveniente do Rio Tibagi – Paraná. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 REVISÃO SISTEMÁTICA 

 

A partir do momento em que se verifica que os estudos primários incluídos em revisão 

sistemática seguem procedimentos homogêneos, os seus resultados podem ser combinados 

utilizando de técnicas de metanálise (GALVÃO; PEREIRA, 2014). Segundo Demo (2000) 

este processo é uma pesquisa dedicada a reconstruir teoria, conceitos, pensamentos, 

ideologias,  polêmicas, a fim de aprimorar fundamentos teóricos.  

 Para a realização da revisão sistemática foi utilizado o método do Cochrane 

Handbook (CLARKE; OXMAN, 2000) com algumas modificações, em que recomenda-

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

 

Figura 1 – Etapas para a realização de uma Revisão Sistemática. 

          

         Fonte: Adaptado de Clarke e Oxman, 2000 
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 Neste Artigo foram coletados os dados de vários artigos e trabalhos sobre os temas 

citogenética clássica e citogenética molecular da família de moluscos bivalves Cyrenidae 

disponíveis digitalmente em bases científicas (Google Acadêmico, Scopus e Web of Science) 

até o ano de 2021. 

 Os dados foram coletados a partir de uma pesquisa sobre artigos, trabalhos, 

monografias, dissertações e teses sobre os temas citogenética clássica e citogenética 

molecular em relação à família de moluscos bivalve Cyrenidae, assim observando-se todos os 

estudos que estejam disponíveis para visualização, que foram publicados em revistas ou que 

estejam disponíveis em algum site (como os sites de Universidades).  

 Após isso, fez-se uma avaliação crítica dos estudos encontrados, observando se foram 

utilizadas metodologias foram adequadas e detalhadas, se os dados, resultados e discussões 

condizem com o que se deve seguir em protocolos de citogenética, observando-se o risco de 

viés das publicações. Então, selecionou-se os trabalhos que foram utilizados para a revisão 

sistemática, fez-se uma síntese das informações dos estudos, e fez-se uma comparação entre 

os estudos para a obtenção da análise dos dados nos resultados e discussão. 

 

3.1.1 Estratégia de Pesquisa  

 

Os artigos foram localizados a partir de algumas palavras-chaves ou unitermos, em que 

seria família ou gênero + palavra-chave. As famílias ou gênero são: “Cyrenidae”, 

“Corbiculidae”, “Corbicula”, “Batissa”, “Cyanocyclas”, “Geloina”, “Polymesoda” e 

“Villorita”. As palavras-chave são: “cytogenetic”, “karyotype”, “chromosomes”, “molecular”, 

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

foi limitada a artigos completos e em todas as línguas disponíveis. Alguns artigos adicionais 

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

 

3.1.1.1 Critérios de seleção dos trabalhos 

 

Para a pesquisa qualitativa foram definidos alguns critérios diferenciadores: estudos 

experimentais que abordassem os temas citogenética clássica e citogenética molecular em 
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relação a família de moluscos bivalves Cyrenidae, e que possuíssem dados passíveis de 

análise estatística. 

 

 

3.1.1.2 Critérios de inclusão e exclusão 

 

Foram considerados para inclusão os estudos e os experimentos com espécies da 

família Cyrenidae com técnicas de citogenética clássica e citogenética molecular, podendo ser 

protocolos para a obtenção de metáfases mitóticas, utilização de coloração convencional com 

Giemsa, heterocromatina constitutiva (bandeamento C), mapeamento cromossômico de genes 

ribossômicos (coloração por Nitrato de Prata) e o emprego de FISH (Hibridização in situ 

Fluorescente), sondas e genes utilizados nos trabalhos, citometria de fluxo, ploidia, conteúdo 

de DNA e sexagem. 

Para este desenho de meta-análise foram excluídos os estudos primários que não 

pesquisaram e não utilizaram vários procedimentos citogenéticos clássicos e moleculares que 

são primordiais para a obtenção dos cromossomos e também sua análise.  

3.1.2 Coleta de Dados 

 

 Coletou-se os dados a partir de uma pesquisa sobre artigos, trabalhos, monografias, 

dissertações e teses sobre os temas citogenética clássica e citogenética molecular em relação à 

família Cyrenidae, assim observando-se todos os estudos que estejam disponíveis para 

visualização, que foram publicados em periódico ou que estejam disponíveis em algum site 

(como os sites de Universidades). Após isso, fez-se uma síntese das informações dos estudos 

e comparando-os com foco das metodologias utilizadas. 

 

3.1.3 Análise de Dados 

 

Utilizou-se o tipo de pesquisa qualitativo, a qual não procura enumerar ou medir 

eventos estudados, nem emprega instrumentos estatísticos na análise de dados. Várias das 

questões e do foco do trabalho sendo desenvolvido ao longo do estudo, envolvendo-se na 

obtenção de dados descritivos sobre os processos pelo contato direto do pesquisador com a 
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situação estudada (GODOY, 1995). 

Os dados foram agrupados em um gráfico de acumulados sobre a quantidade de trabalhos 

publicados por ano e em duas tabelas sobre citogenética, sendo uma sobre citogenética 

clássica e outra sobre ploidias com base na técnica de citometria de fluxo em relação à família 

Cyrenidae.  

3.2 ANÁLISES CARIOTÍPICA E CITOMETRIA DE FLUXO 

 

3.2.1 Espécimes Amostrados 

 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, Paraná (Figura 

2), durante os períodos de outubro a dezembro de 2019 e janeiro a agosto de 2021 

(autorização de coleta número 66625 ICMBio). Os animais foram mantidos em tanque de 30 

litros com recirculação até o momento dos experimentos, com temperatura ambiente de 18 

°C, pH 7, alimentados diariamente com farelo de milho e troca de água total do tanque a cada 

três dias. As conchas dos espécimes serão depositadas na Coleção Malacológica da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa (CMo/UEPG; https://www.taxonline.bio.br/uepg-

cmo). 

 

3.2.2 Testes Experimentais e Análises Citogenéticas 

 A partir de análises de protocolos vários experimentos foram efetuados para a 

obtenção de cromossomos. Um protocolo otimizado foi obtido a partir de modificações de 

dois protocolos (PARK; YONG; CHUNG, 2000; JARA-SEGUEL; PEREDO; PARADA, 

2005) (ANEXO A) que foram mais promissores. Basicamente as brânquias inteiras dos 

animais foram imersas em colchicina 0,05% por 48 horas, após isso foram maceradas e 

cortadas em pequenos pedaços, seguindo uma hipotonização em água do tanque 1:1 água 

destilada por 45 minutos na estufa a 37 °C. Então essa solução foi centrifugada por 10 

minutos a 1000 rpm. Posteriormente, o material foi fixado em metanol: ácido acético (3:1). 

Após 24 h, essa solução foi gotejada em lâmina de vidro em chapa aquecida à 40 °C e corada 

com Giemsa 10% por 20 minutos.  
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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 ênfase no Brasil, sendo ‘a’ o Paraná. Em ‘B’ a malha hidríca 

mostrando os Rios que fazem parte dessa Região, na coloração azul-escuro no ‘b’ há o Rio 

Tibagi. Em ‘C’ há o Rio Tibagi, mostrando em ‘c’ margem direita do rio, em ‘d’ margem 

esquerda do rio. Setas vermelhas indicam indivíduos da população amostrada em substrato 

areno-lodoso. 

 

 Fonte: A autora (2021). 

  

 As melhores metáfases foram marcadas para fotomicrografias. A captura das imagens 

de citogenética clássica foram feitas com o programa DP-Controller-BSW em Câmara de 

Captura Olympus DP71 12 mp acoplada ao microscópio de campo claro Olympus Bx41. A 

montagem dos cariótipos foi realizada no programa Photoshop CC 2014.  
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3.2.3 Análises de Ploidia 

A análise de citometria de fluxo foi aplicada em 15 espécimes adultos (> 20 mm de 

comprimento da concha). As brânquias e tecidos gonadal (obtidos por pulsão) de cada 

espécime foram separadas de forma unitária em microtubos de 1,5 mL, nos quais foi 

adicionada solução de lise celular (9,53 mM MgSO 4.7H 2 O, KCl 47,67 mM, Tris 15 mM, 

sacarose 74 mM, pH 8,0 e 0,8% de Triton X-100) por 10 minutos, para enucleação da 

amostra, seguindo protocolo descrito por Xavier et. al (2017).  

 A coloração dos núcleos foi realizada com a adição de 800 μL de solução 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 solução do microtubo foi filtrada em 

telas de 30 μm (Celltrics, Partec, GMBh, Germany). Posteriormente, o conteúdo do DNA foi 

medido com um citômetro de fluxo CyFlow Ploidy, Analyzer (Partec, GMBh, Alemanha) e a 

ploidia foi confirmada por comparação com a referência de calibração, anteriormente 

realizada com espermatozoides haploides (N) de Astyanax altiparanae (GARUTTI; 

BRITSKI, 2000). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados e discussão serão descritos nos artigos 1 e 2 em 4.1 e 4.2. 

 

4.2 ARTIGO 1 – REVISÃO SISTEMÁTICA DE LITERATURA CITOGENÉTICA DA 

FAMÍLIA CYRENIDAE 

 

Revisão Sistemática de Literatura Citogenética da família Cyrenidae 
 

RESUMO 

 

Na Biologia Evolutiva podemos destacar os estudos cromossômicos, a estrutura e às funções 

de genes nos grupos de seres vivos. Estes conhecimentos são importantes para identificação 

de espécies, análises evolutivas e populacionais. Os ambientes aquáticos e sua fauna de 

invertebrados possui reduzido conhecimento com abordagens citogenéticas. Um deste grupo 

de animais são os bivalves, do Filo Mollusca, em especial a família Cyrenidae que possui 176 

espécies, sendo que algumas espécies do gênero Corbicula presentes em distintas localidades 

do mundo com presença de populações poliploides (2n, 3n e 4n). No Brasil há a presença de 

quatro representantes exóticas desta família: Corbicula fluminea, Corbicula fluminalis, 

Corbicula largillierti e Corbicula sp., introduzidas em 1980 e presentes em diversas bacias 

hidrográficas. Do gênero Cyanocyclas, existe no Brasil as espécies: Cyanocyclas brasiliana, 

Cyanocyclas limosa e Cyanocyclas paranensis. Sendo assim, o objetivo desse trabalho é uma 

revisão sistemática do estado da arte vinculado à citogenética e ploidia da família Cyrenidae, 

a fim de efetuar uma análise qualitativa destes temas. Para isto foi efetuado uma busca de 

artigos disponíveis digitalmente em bases científicas (Google Acadêmico, Scopus e Web of 

Science) até o ano de 2021. Essa resultou em gráfico de acumulado dos anos das publicações 

dos estudos (efetuados desde 1987) e duas tabelas (relacionado às 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 

o número cromossômico (2n) variando de 36 a 38 cromossomos e poliploidias descritas em 

determinadas populações e espécies, com 3 n = 54 cromossomos e 4 n = 72 cromossomos. 

Assim sendo, é de extrema importância revisões sistemáticas de literatura sobre um assunto, 

no caso da citogenética e citometria de fluxo na família Cyrenidae. 

 

Palavras-chave: Mollusca; Bivalves; Cromossomos; Cariótipo; 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. 

 

Introdução 

 

Os moluscos são estimados em 100.000 espécies marinhas, 35.000 espécies terrestres 

e 5.000 de água doce (BRUGGEN, 1995). No Filo Mollusca, há a Classe Bivalvia 

representada pelos bivalves, existindo a Ordem Venerida, incluindo berbigão e a amêijoa 

(MYERS et al., 2006). A família Cyneridae é uma das famílias representantes da Ordem 

Venerida, nessa família existem 176 espécies no mundo todo. No Brasil observa-se a 

ocorrência de quatro espécies do gênero Corbicula: Corbicula fluminea (O. F. Müller, 1774), 

Corbicula fluminalis (O. F. Müller, 1774), Corbicula largillierti (Philippi, 1844), Corbicula 

sp. (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006; 

MOLLUSCABASE, 2021).  

No Brasil existem também representantes do gênero 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-PADRÓN, 2020). 
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 No que diz respeito às técnicas de citogenética relacionadas à família 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, o 

cariótipo da espécie Corbicula sandai seria o resultado da fusão cêntrica de um cromossomo 

metacêntrico com um submetacêntrico, ou então um acrocêntrico com um subtelocêntrico 

(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 (Família: 

Unionidae), Mutela rostrata (Família: Mutlelidae) e Corbicula fluminalis (Família: 

Cyrenidae), em que o número diplóide 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 número cromossômico 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 análise do DNA, revelando-se que esses animais são diplóides e triplóides, 

mostrando-se que todos produziram espermatozoides não reduzidos. Em 2000, Park, Yong e 

Chung produziram um estudo sobre cariótipos de três espécies do gênero Corbicula na 

Coreia, observando-se o números cromossômicos de: C. fluminea, triplóide com 54 

cromossomos, C. papyracea, triplóide 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 número dos cromossomos do tipo 

morfológico amarelo é de 3 n = 54 cromossomos nas brânquias e n = 18 cromossomos nas 

gônadas. Sendo que no tipo morfológico marrom, o número de cromossomos foi 4n = 72 

cromossomos nas brânquias. Na análise histológica, os espermatozoides de ambas 

morfologias são biflagelados.  

Em 2003, Ishibashi e colaboradores fizeram um estudo no Japão sobre a reprodução 

androgenética na espécie Corbicula fluminea. A microfluorometria de DNA revelou que 

ambos os tipos eram diplóides com espermatozoides não reduzidos. No ano de 2007, 

Anisimova, fez um estudo sobre o tamanho do genoma de 12  espécies de bivalves da Baía do 

Pedro, as quais são pertencentes a 2 subclasses (Pteriomorphia e Heterodonta), sendo 
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analisado o conteúdo do DNA nuclear, onde foi observado o conteúdo 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, £abêcka e Domaga£a fizeram um estudo sobre citogenética e 

caracterização morfológica de Corbicula fluminalis na Polônia, em que os espécimes 

coletados apresentavam 3n = 54 cromossomos. Nesse estudo foi utilizado o cloreto de cobalto 

0,4% para aumentar o índice mitótico. Tejima e colaboradores (2020) fizeram um estudo 

sobre a coexistência entre hermafroditas e machos em animais androgenéticos no Japão. Em 

adição, foram  observados exemplares diplóides e triplóides. 

Em 2021, novamente volta-se a falar sobre a ploidia do gênero Corbicula, onde Pei e 

colaboradores (2021) fizeram um estudo sobre investigação de ploidias em Corbicula na 

China. Os resultados mostraram que nas populações havia 30 diploides e 15 triploides em 45 

amostras coletadas.  

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi entender e agrupar os dados sobre 

citogenética clássica e ploidia da família Cyrenidae, afim de efetuar uma análise qualitativa 

das informações.  

 

Materiais e Métodos 

 

Estratégia de Pesquisa 

 

 A busca foi conduzida nas bases de dados Google Acadêmico, Scopus e Web of 

Science no ano de 2021. Não houve restrições em relação ao idioma e a data de publicação 

para se selecionar os estudos a serem utilizados nesse trabalho. 

 Como estratégia de estudo utilizou-se o método do Cochrane Handbook (CLARKE; 

OXMAN, 2000), sendo usada para a seleção dos estudos por meio da seguinte pergunta: 

“Quais métodos foram utilizados para a obtenção do número de cromossomos da família 

de estudo?”. 

Foram pesquisados trabalhos sobre temas citogenética clássica e citogenética 

molecular, em várias revistas. Os artigos foram localizados a partir de algumas palavras 
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chaves ou unitermos, em que seria família ou gênero + palavra-chave. As famílias ou gênero 

são: “Cyrenidae”, “Corbiculidae”, “Corbicula”, “Batissa”, “Cyanocyclas”, “Geloina”, 

“Polymesoda” e Villorita. As palavras-chave: “cytogenetic”, “karyotype”, “chromosomes”, 

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

A pesquisa foi limitada a artigos completos e em todas as línguas disponíveis.  

 

Critérios de elegibilidade 

 

Foram considerados elegível para inclusão os estudos em que os experimentos com 

espécies da família Cyrenidae utilizaram técnicas de citogenética clássica e citogenética 

molecular. 

 

Coleta de dados 

 

 Coletou-se os dados a partir de uma pesquisa sobre artigos, trabalhos, monografias, 

dissertações e teses sobre os temas citogenética clássica e citogenética molecular em relação à 

família Cyrenidae. Após isso, fez-se uma avaliação crítica dos estudos encontrados, 

observando se os trabalhos apresentavam protocolos de citogenética. Então, selecionou-se os 

trabalhos que foram utilizados para a revisão sistemática. 

 

Análise de dados 

 

Utilizou-se o tipo de pesquisa qualitativa, a qual não procura enumerar ou medir 

eventos estudados, envolvendo-se na obtenção de dados descritivos sobre os processos pelo 

contato direto do pesquisador com a situação estudada (GODOY, 1995). 

 

Resultados  

 

A busca sistemática de literatura recuperou 1124 referências potencialmente relevantes 

para a construção desse trabalho. Destes, 13 artigos foram incluídos à análise qualitativa, pois 

trazem especificamente a temática da citogenética em Cyrenidae (Figura 3 e 4; Tabelas 1 e 2). 
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Figura 3 – Gráfico de acumulado dos trabalhos sobre Citogenética relacionados à família 

Cyrenidae. 

 

 

Figura 4 – Fluxograma sobre busca sistemática de literatura. 
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Discussão 

 

Entre os anos de 1987 e 2021 foram publicados 13 trabalhos em relação à família 

Cyrenidae no que diz respeito às técnicas de citogenética, sendo essas técnicas para obtenção 

de cromossomos mitóticos e para obtenção de ploidias, dos quais nove utilizaram técnicas de 

citogenética clássica, cinco técnicas de obtenção de conteúdo de massa do DNA, em três foi 

realizada a sexagem por meio de histologia acompanhada de análise de ploida ou obtenção de 

cromossomos. Apenas um desses trabalhos citados apresentava tanto análise de ploidias 

quanto citogenética clássica para a obtenção do número de cromossomos, sendo que essa 

última técnica é importante para se ter o conhecimento que animal é diplóide, triplóide ou 

tetraplóide.  

No que diz respeitos as Tabelas 1 e 2, pode-se observar que na primeira tabela a 

maioria dos trabalhos foi realizado em países da Ásia onde a espécie é 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 indivíduo 

tetraploide, 4n = 72 cromossomos, sendo entre todos os outros trabalhos o único a relatar 

tetraploidia. Além disso, pode-se observar que das 176 espécies da família Cyrenidae, apenas 

oito foram estudadas citogeneticamente até o presente, sendo essas pertencentes aos gêneros 

Corbicula e Polymesoda.  

É possível inferir que os tecidos utilizados para se fazer a obtenção das metáfases 

mitóticas são principalmente três: gônadas, brânquias e glândula intestinal. Em alguns casos 

foi utilizada uma solução para estimular a divisão celular nos animais. No trabalho de Skuza, 

£abêcka, 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 alimentação com microalgas por 2-4 horas. Nesses artigos foi mencionado que o 

estímulo foi necessário devido ao nível de divisão celular ser baixo e, consequentemente o 

baixo índice de metáfases mitóticas (Tabela 1). 

O emprego do bloqueador mitótico colchicina se mostrou bastante variável nos 

trabalhos revisados, especialmente em relação às concentrações: 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 

concentração 0,1 ml por 4-5 horas. 

O “choque hipotônico” foi utilizado em todos os trabalhos. Os tecidos foram 
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seccionados em pequenas partes e imersos em solução de KCl, NaCl, água destilada ou citrato 

de sódio, normalmente por um tempo de 30 minutos até 1 hora. Na maioria dos trabalhos, a 

fixação realizada foi Carnoy 3:1 (3-9mL), sendo usado entre 800 rpm – 2500 rpm para a 

sedimentação das células. Esse passo foi repetido até 3 vezes por 10 minutos. Ao final dos 

protocolos, os autores guardavam a solução obtida com fixador e pingavam na lâmina a ser 

posteriormente corada. Apenas no trabalho de Skuza, £abêcka, Domaga£a (2009) foi 

observado o emprego de marcadores cromossômicos do tipo marcação das regiões 

organizadoras de nucléolos por Nitrato de Prata (Ag-RONs).  

Em relação à técnica para obtenção 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 diferença no número de cromossomos em relação à coloração no trabalho de Qiu, Shi e 

Komaru (2001), onde o morfotipo Yellow possui 3n = 54 cromossomos e o morfotipo Brown 

apresenta 4n = 72 cromossomos. A maioria dos trabalhos utilizou o método 

Microfluorometria (DAPI) para fazer a quantificação de DNA e, apenas Anisimova (2007) 

utilizou o método Análise Densitométrica (Feulgen) para esse mesmo fim. Apenas o trabalho 

de Pei et al. (2021) utilizou da citometria de fluxo para quantificação de DNA e identificação 

de ploidia, embora seja esse considerado o padrão ouro para essa inferência. 

 Em relação aos dados encontrados pelos autores dos artigos dessa revisão sistemática, 

Okamoto e Arimoto (1987) e Komaru e colaboradores (1997) apresentaram trabalhos que 

corroboram com o fato da espécie C. leana ser triplóide, possivelmente hermafrodita, onde 

produzem espermatozoides não reduzidos, ou seja, células gonadais e células somáticas como 

mesmo conteúdo de DNA. Em 2003, Ishibashi e colaboradores e Choi, Chung e Kwak (2007) 

também encontraram uma espécie do gênero Corbicula, C. fluminea, com espermatozoides 

não reduzidos.  

 Em 1998, Ebied publicou um artigo sobre a espécie Corbicula fluminalis (Família: 

Cyrenidae), em que o número diplóide de C. fluminalis foi de 26 cromossomos, não se 

encontrando triplóides ou tetraplóides. Do gênero Polymesoda estudou-se citogeneticamente 

somente a espécie Polymesoda solida, onde o número cromossômico variou entre 2n = 22 e 

2n = 30 cromossomos (MOLLEDA et al., 1999). 
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Estudou-se três espécies do gênero Corbicula, em que foi encontrado pela primeira 

vez C. fluminea, triplóide com 54 cromossomos, C. papyracea, triplóide 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 número de cromossomos foi 4 n = 72 cromossomos nas brânquias, sendo o 

único tetraploide encontrado até o momento na família Cyrenidae (QIU; SHI; KOMARU, 

2001). 

 Em 2009, Skuza, £abêcka e Domaga£a fizeram um estudo sobre citogenética e 

caracterização morfológica de Corbicula fluminalis da Polônia, local onde a espécie é 

invasora, em que os espécimes apresentaram 3n = 54 cromossomos.  

Tejima e colaboradores (2020), estudaram uma população de Corbicula fluminea 

hermafrodita no Japão. Foi observado diploidia e triploidia nos animais estudados. Pei e 

colaboradores (2021) fizeram um estudo sobre investigação de ploidias em Corbicula na 

China. Os resultados a partir da citometria de fluxo mostraram que havia 30 diplóides e 15 

triplóides em 45 amostras coletadas.  

Principalmente esse último artigo que apresenta dados de citometria de fluxo, 

histologia e citogenética auxilia a elucidar as variações de número de cromossomo, 

morfologia, ploidia e sexo do animal. Destaque-se a verificação de espermatozoides 

biflagelados, que indica a reprodução com espermatozoides não-reducionais, os quais geram 

triplóides e tetraplóides por meio da reprodução por androgênese, citada em vários artigos. 

Assim sendo, essa análise qualitativa das informações de citogenética clássica e 

análise de ploidia das espécies da família Cyrenidae, possibilitou um compilado de técnicas e 

protocolos utilizados nos últimos 34 anos. Um cenário geral pode ser entendido para esses 

animais, em relação a caracterização cromossômica, ploidia, assim como apontar o caminho 

para novos trabalhos nessa área. 

 

Referências Bibliográficas 

As referências bibliográficas deste artigo se encontram no final da dissertação no item 

“REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS”. 
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4.2 ARTIGO 2 – CARACTERIZAÇÃO CARIOTÍPICA DE Corbicula aff. fluminea 

(BIVALVIA: VENERIDA) PROVENIENTE DO RIO TIBAGI – BRASIL 

 

 

Caracterização Cariotípica de Corbicula aff. fluminea (Bivalvia: Venerida) proveniente 

do Rio Tibagi – Brasil 

 

RESUMO 

 

O desenvolvimento em diversas áreas, principalmente da biologia molecular e da biologia 

evolutiva, gera explicações consistentes à variedade de questões relacionadas à origem e 

evolução da vida. A diversidade cariotípica pode contribuir para o sucesso de invasão de 

algumas espécies, a exemplo da família Cyrenidae, a qual possui espécies invasoras do gênero 

Corbicula presentes em distintas localidades do mundo com populações poliploides (2n, 3n e 

4n). No Brasil há a presença de amêijoas invasoras introduzidas em 1980, como Corbicula 

fluminea, Corbicula fluminalis, Corbicula largillierti e Corbicula sp. em diversas bacias 

hidrográficas. Corbicula fluminea foi descrita com 2n = 36 cromossomos, 3n = 54 

cromossomos e 4n = 72 cromossomos na Europa e Ásia, mas ainda desconhecida a 

caracterização cariotípica (CC) na América do Sul. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi 

avaliar a CC de Corbicula aff. fluminea no Alto Rio Tibagi, Paraná. Para isso foram efetuadas 

análises de citogenética clássica, integradas a citometria de fluxo e a conquiliologia. O 

número cromossômico obtido foi 2n = 54 cromossomos. A análise do conteúdo de DNA 

evidenciou somente organismos com células somáticas diploides. A caracterização 

morfológica suportou a identificação da espécie. Assim sendo, o emprego integrado de 

diferentes ferramentas permitiu inferências mais consistentes acerca da diversidade do gênero 

Corbicula e, se apresenta como alternativa a estudos de biologia evolutiva e da invasão destes 

organismos. 

 

Palavras-chave: Bivalve invasor; Cariótipo; 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, Paraná. 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 

45 



 

 

 

 

 

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. 

 

Introdução 

 

Nos ambientes aquáticos podemos observar a presença dos moluscos, os quais 

atualmente se distribuem da região equatorial até os polos (ABSHER, FERREIRA JUNIOR, 

CHRISTO, 2020). Ao longo dos anos foram realizados vários trabalhos sobre a distribuição 

dos bivalves no Brasil (ABSALÃO, 1987; GONÇALVES; LANA, 1991; ABSALÃO, 1991; 

RIOS, 1994; SOARES-GOMES; PIRES-VANIN, 2003; PIMPÃO; MANSUR, 2009). 

Na Classe Bivalvia há a Ordem Venerida, representada por berbigões e amêijoas 

(MYERS et al., 2006). Nessa ordem existe a família Cyrenidae representada por amêijoas. No 

Brasil, observou-se a ocorrência de quatro espécies do gênero Corbicula: C. fluminea (O. F. 

Müller, 1774), C. fluminalis (O. F. Müller, 1774), C. largillierti (Philippi, 1844), Corbicula 

sp. (MARTINS; VEITENHEIMER-MENDES; FACCIONI-HEUSER, 2006). 

Corbicula fluminea é comum na África (Central e Meridional), Ásia (Central e 

Meridional), a qual é uma espécie invasora em muitas partes do mundo, inclusive no Brasil 

(GLAUBRECHT et al., 2007). Atualmente está presente no continente Europeu e Americano, 

assumindo o status de espécie invasora (BILOS; COLOMBO; PRESA, 1998; REIS, 2006). 

Acredita-se que o vetor de introdução dessa espécie foi o transporte nos cascos de barcos 

(SCHMIDLIN; BAUR, 2007). Na América do Sul, possivelmente o gênero Corbicula foi 

introduzido entre os anos de 1965 e 1975 (ITUARTE, 1981). Em 1980 registrou-se, pela 

primeira vez, a presença do gênero Corbicula no Brasil (VEITENHEIMER-MENDES, 1981). 

A espécie C. fluminea já foi registrada na Amazônia (BEASLEY; TAGLIANO, 

FIGUEIREDO, 2003) e no Pantanal (CALLIL; MANSUR, 2002) com caracterização 

morfológica das conchas e partes moles dos espécimes. O Rio Paraná também tem um 

aumento considerável das populações de C. fluminea, causando declínio das populações 

nativas de mexilhões (TAKEDA; FUJITA; FONTES JR., 2004).  

Segundo Méndez Felpeto (2001), no que se refere à morfologia dos cromossomos, os 

cariótipos das diferentes espécies demonstram um arranjo específico para cada táxon. 

Entretanto, algumas famílias podem ser caracterizadas pela sua heterogeneidade, uma vez que 

46 



 

 

 

 

 

apresentam cromossomos no seu cariótipo com proporções muito díspares. A maioria dos 

cariótipos descritos para bivalves antes do ano de 1992, incluiu cromossomos metacêntricos e 

submetacêntricos, mas, um estudo mais recente realizado com 49 espécies, revela que 13 

espécies possuem cariótipos com a maioria dos cromossomos subtelocêntrico ou telocêntrico 

(THIRIOT-QUIÉVREUX, 2002). Com o desenvolvimento das técnicas de citogenética 

clássicas se permitiu visualizar melhor os cromossomos em metáfase, auxiliando o avanço nos 

conhecimentos para montagem de cariótipo (LEITÃO; CHAVES, 2008).  

O número cromossômico em bivalves é bem variado, podendo ser de 20 cromossomos 

em algumas espécies, como Mutela rostrata (família Mutelidae), 28 cromossomos em Unio 

elongatus (família Unionidae), 38 cromossomos em Corbicula colorata (família Cyrenidae), e 

podendo chegar até 40 cromossomos na espécie Lasaea colmani (família Laseidae) 

(THIRIOT-QUIÉVREUX, 2002). 

Em relação ao gênero Corbicula existem diversos trabalhos sobre citogenética de 

espécies nativas. Em relação à espécie Corbicula fluminea, pode-se citar o número diploide de 

36 cromossomos, triploide de 54 cromossomos e tetraploide de 72 cromossomos, com os 

conteúdos 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 cariotípica presente em populações de Corbicula fluminea no mundo 

têm se mostrado bastante complexa quando comparada à de outros animais. Têm-se 

verificado a ocorrência de triploideia, tetrapoidia e espermatozoides biflagelados que durante 

a reprodução são gametas não-reduzidos. Por isso a importância de se abordar a diversidade 

cariotípica desses organismos integrando informações de outras ferramentas como a 

conquiliologia, citometria de fluxo e outras. Assim, esse trabalho tem como objetivo 

estabelecer um protocolo eficiente na obtenção de cromossomos da espécie Corbicula aff. 

fluminea proveniente do Alto Rio Tibagi (Ponta Grossa – Brasil), integrando inferências do 

conteúdo de DNA e conquiliologia em apoio a biologia evolutiva e da invasão. 

 

Materiais e Métodos  

 

Área de estudo 

 

 A área de estudo desse trabalho está inserida na bacia hidrográfica do Alto rio Tibagi, 
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no segundo Planalto Paranaense, onde há a predominância da estepe gramíneo lenhosa 

(Campos Gerais), da floresta ombrófila mista (floresta de araucária) e da floresta estacional 

semidecidual (“mata de planalto”) (VELOSO; RANGEL-FILHO; LIMA, 1991).  

 

Amostragem e manutenção 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, Paraná (Figura 

1, no tópico 3.1), durante os períodosde outubro adezembro de 2019 ejaneiro aagosto de 2021 

(autorização de coleta número 66625 ICMBio). Os animais foram mantidos em tanque de 30 

litros com recirculação até o momento dos experimentos, com temperatura ambiente, pH 7, 

alimentados diariamente com farelo de milho e troca de água total do tanque a cada três dias. 

As conchas dos espécimes serão depositadas na Coleção Malacológica da Universidade 

Estadual de Ponta Grossa (CMo/UEPG; https://www.taxonline.bio.br/uepg-cmo). 

 

Caracterização e biometria da concha 

 

 A biometria da concha (comprimento, altura e largura) dos espécimes (Figura 5) foram 

medidas com um paquímetro digital de inox (Lee Tools, modelo 684132), posteriormente 

essas foram fotografadas em uma lupa Leica M205C para observação da morfologia detalhada 

das conchas de C. aff. fluminea. Foi avaliado a amplitude (máximo e mínimo) média e desvio 

padrão do comprimento, altura e largura das conchas utilizando o programa Excel 2007 

(Microsoft). 

 

Citogenética 

 

 A partir de análises de protocolos vários experimentos foram efetuados para a 

obtenção de cromossomos. Um protocolo otimizado foi obtido a partir de modificações de 

dois protocolos (PARK; YONG; CHUNG, 2000; JARA-SEGUEL; PEREDO; PARADA, 

2005) (ANEXO 1) que foram mais promissores. Basicamente as brânquias dos animais foram 

imersas em colchicina 0,05% por 48 horas seguindo uma hipotonização em água do tanque 

1:1 água destilada por 45 minutos na estufa a 37 °C. Então essa solução foi centrifugada por 
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10 minutos a 1000 rpm. Posteriormente, o material foi fixado em metanol: ácido acético (3:1). 

Após 24 h, essa solução foi gotejada em lâmina de vidro em chapa aquecida à 40 °C e corada 

com Giemsa 10% por 20 minutos.  

 As melhores metáfases foram fotografadas em um microscópio Olympus BX41. A 

captura das imagens para as técnicas de citogenética clássica foram efetuadas com o programa 

DP-Controller-BSW. A montagem dos cariótipos foi efetuada utilizando o auxílio do software 

Adobe Photoshop CC 2014.  

 

Citometria de fluxo 

 

A análise de citometria de fluxo foi aplicada em 15 espécimes adultos (> 20 mm de 

comprimento da concha). As brânquias e tecidos gonadal (obtidos por pulsão) de cada 

espécime foram separadas de forma unitária em microtubos de 1,5 mL, nos quais foi 

adicionada solução de lise celular (9,53 mM MgSO 4.7H 2 O, KCl 47,67 mM, Tris 15 mM, 

sacarose 74 mM, pH 8,0 e 0,8% de Triton X-100) por 10 minutos, para enucleação da 

amostra, seguindo protocolo descrito por Xavier et. al (2017).  

 A coloração dos núcleos foi realizada com a adição de 800 μL de solução 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 solução do microtubo foi filtrada em telas 

de 30 μm (Celltrics, Partec, GMBh, Germany). Posteriormente, o conteúdo do DNA foi 

medido com um citômetro de fluxo CyFlow Ploidy, Analyzer (Partec, GMBh, Alemanha) e a 

ploidia foi confirmada por comparação com a referência de calibração, anteriormente 

realizada com espermatozoides haploides (N) do peixe Astyanax altiparanae (Garutti & 

Britski, 2000). 

 

Resultados 

 

Parâmetros ambientais no rio Tibagi 

 

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

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

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

 

Conquiliologia e biometria 

 

A concha de C. aff. fluminea é ovalada, apresentando a região do rostro curto (Figs 5 

A, B). O ligamento localiza-se externo e anterior ao umbo da concha. O perióstraco é de cor 

marrom escura, apresentando regiões de marrom mais claro e coberto com costelas 

concêntricas. A região do óstraco e hipóstraco são observados na região umbonal externa da 

concha, onde há a erosão do perióstraco. O hipóstraco é de coloração branco-violeta perolado. 

A linha palial estava presente, com as impressões dos músculos adutores bem visíveis, 

observando-se ausência de seio palial, charneira com dentes cardinais e laterais serrilhados. 

Em vista lateral não se observa a presença da lúnula. Os dados morfométricos relativos às 

conchas dos indivíduos usados nos estudos citogenéticos são apresentados na Tabela 3, tendo 

as referidas características de amplitude e média do comprimento da concha de 9,74 mm (min 

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

 

Figura 5 – Caracterização conquiológica de Corbicula aff. fluminea. (A) Vistas externa (a 

esquerda) e interna (a direita) da concha. (B) Visão lateral da concha. L – comprimento (do 

inglês length); H – altura (do inglês height); W – largura (do inglês 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, Paraná 

– Brasil. 

 Altura (mm) Comprimento (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 Padrão 4,44 5,43 2,76 

 

Citogenética e Citometria de fluxo 

 

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

na obtenção de cromossomos mitóticos interpretáveis com a última versão otimizada do 

protocolo. A análise do número de cromossomos e a montagem do cariótipo de 12 placas 

metafásicas revelou que o cariótipo dos espécimes estudados é composto de 54 cromossomos 

(Fig. 6; Tabela 4).  

 

Tabela 4 – Cariótipos de Corbicula fluminea encontrados no mundo. 

Táxons Localidade Número de 

cromossomos 

Cariótipo Referência 

Corbicula aff. 

fluminea 

Rio Taide, Japão  

2n = 36 

 

- 

 

Komaru et al. (1997) 

Corbicula aff. 

fluminea 

Rio Tibagi, 

Brasil 

 

2n = 54 

 

- 

 

Presente estudo 

 Lago Uiam, 

Chunchon, 

Coreia do Sul 

 

3n = 54 

 

1m, 5 sm, 12 st 

 

Park, Yong e Chung (2000) 

 Anyue County, 

Sichuan, China 

 

3n = 54 

 

2m, 13 sm (3+4+6), 

3 st 

 

Qiu, Shi e Komaru (2001) 

Corbicula 

fluminea 

Anyue County, 

Sichuan, China 

 

4n = 72 

2m, 13 sm (3+4+8), 

3 st 

 

Qiu, Shi e Komaru (2001) 

 

 

Shishigatani 

creek,  

Kitashirakawa,  

Kyoto,  Japan 

 

2n 

 

- 

 

Ishibashi (2003) 

  

Lago Uiam, 

Coreia do Sul 

 

3n = 54 

 

1m, 5 sm, 12 st 

 

Choi, Chung e Kwak (2007) 

 Shirakawa River, 

Quioto, Japão 

 

2n; 3n 

 

- 

 

Tejima et al. (2020) 
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Figura 6 – Caracterização do número cromossômico obtido em 69 metáfases encontradas em 

sete indivíduos de Corbicula aff. fluminea do rio Tibagi, Paraná – Brasil. Moda = 54 

cromossomos. 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Figura 7 – (A) Cromossomos metafásicos e respectivo cariótipo (A e B) de Corbicula aff. 

fluminea proveniente do Rio Tibagi, Paraná – Brasil. Barra=10μm. 

 

Fonte: A autora (2021). 
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 O índice relativo de DNA medido por citometria de fluxo das células somáticas das 

brânquias 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 conteúdo 

relativo de DNA padrão obtido a partir de espermatozoides (N) do lambari A. altiparanae. Ao 

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

espécimes) a partir da pulsão das gônadas revelaram espécimes haploides (N; 1 espécime = 

7,69%), diploides (2N; 10 espécimes = 76,92%) e com mosaico de células (2 espécimes = 

15,39%). Essa diferença de localização do pico diplóide em células somáticas e germinativas 

pode estar associada a contaminações (células nas brânquias e desenvolvimento gonadal, 

respectivamente) ou artefato da metodologia de amostragem nas gônadas. Em alguns 

espécimes não foi possível avaliar o índice relativo de DNA  

 

Discussão 

 

Em relação à descrição de características conquiológicas, dos oito trabalhos com dados 

citogenéticos de C. fluminea encontrados na literatura, apenas quatro artigos caracterizavam 

as conchas apresentando imagens e descrições destas. Em nenhum dos trabalhos observa-se a 

indicação de depósitos das conchas em coleções científicas. Em dois trabalhos (KOMARU; 

KONISHI, 1999; QIU; SHI; KOMARU, 2001) não é possível visualizar com clareza por 

meio das imagens as costelas concêntricas, impressão dos músculos adutores, região palial, 

dentes cardinais, regiões do umbo e ligamento, estruturas fundamentais para a identificação. 

Em ambos os artigos se enfatiza a coloração das conchas. KOMARU; KONISHI (1999) 

comentaram sobre as colorações das conchas serem externamente amarelas ou marrons e 

internamente brancas e marrons. QIU; SHI; KOMARU (2001) expuseram sobre as colorações 

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 possível ver com mais clareza as regiões das conchas, sendo mencionadas no texto a 

coloração e como são essas regiões dos animais. Esses dados diferem do que encontramos no 

presente artigo, especialmente na visualização de costelas concêntricas mais separadas, 

regiões de ligamento menores e mais afastadas do umbo e formato não tão ovalado como nos 

exemplares de C. aff. fluminea do Rio Tibagi – Brasil. Diante disto, é possível que não se 

tratem de uma mesma espécie.  
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Em adição a essas informações, os artigos apresentam informações citogenéticas. 

Komaru et al. (1997), utilizaram o tecido das brânquias para se obter os cromossomos 

mitóticos de C. aff fluminea proveniente do Japão, obtendo-se 2n = 36 cromossomos. Park, 

Yong e Chung (2000) em uma população da Coreia usaram tecidos das gônadas, encontrando 

3n = 54 cromossomos. Contudo, nenhum destes trabalhos traz informações sobre análise de 

ploidia a fim de confirmar se os organismos analisados seriam diplóides ou triplóides. Na 

Coreia, Choi, Chung e Kwak (2007) observaram que uma população de C. fluminea 

apresentava 3n = 54 cromossomos, não sendo feita análise de ploidia com microfluorometria 

ou citometria de fluxo para confirmar se são triplóides. Em nossa pesquisa, encontramos em 

59 células de sete animais o número cromossômico de 2n = 54 cromossomos, sendo feita 

análise a partir das brânquias, com a análise de ploidia confirmando se tratar de indivíduos 

diploides. 

Qiu, Shi e Komaru (2001) estudando C. fluminea no Japão, utilizaram brânquias para 

obtenção dos cromossomos, tendo como resposta que parte da população seria 3n = 54 

cromossomos e parte 4n = 72 cromossomos. Nesse estudo, fez-se a avaliação do conteúdo de 

DNA por microfluorimetria para se testar a ploidia desses animais.  

Assim sendo, em comparação ao número de cromossomos, na Classe Bivalvia o 

número cromossômico mais frequente é 2n = 38 cromossomos (NAKAMURA, 1985; 

THIRIOT-QUIÉVREUX, 1994). A população de C. aff fluminea proveniente do rio Tibagi – 

Brasil apresenta número de cromossomos semelhante às populações da Coreia e Japão que 

apresentam 54 cromossomos (PARK; YONG; CHUNG, 2000; QIU; SHI; KOMARU, 2001; 

CHOI; CHUNG; KWAK, 2007), contudo, as informações divergem em relação ao nível de 

ploidia dos indivíduos.  

Quanto à morfologia dos cromossomos, na maioria dos cariótipos são sugeridos 

cromossomos metacêntricos, submetacêntricos e subtelocentricos (PARK; YONG; CHUNG, 

2000; QIU; SHI; KOMARU, 2001; CHOI; CHUNG; KWAK, 2007). Aqui preferimos 

organizar, no momento, o cariótipo do maior para o menor par de cromossomos, visando não 

trazer informações inseguras sobre os tipos cromossômicos para a literatura. Destaque-se que 

reconhecemos a ocorrência de três pares de microcromossomos (Figura 7). 

Ainda em relação à citogenética clássica, foram encontradas regiões nos cromossomos 

com maior presença de heterocromatina, sendo essas normalmente pericentroméricas ou então 

periteloméricas, muitas vezes resultando em um padrão de marcações longitudinais que 
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favoreceu o pareamento dos cromossomos homólogos. Técnicas de bandamento 

cromossômico têm sido empregadas com sucesso em vários bivalves. Em Mytilus 

galloprovincialis (Lamarck, 1819), ordem Mytiloida, encontrou-se seis tipos diferentes de 

heterocromatina e em outras três espécies do gênero Mytilus foi encontrado a existência de 

marcadores cromossômicos (Martínez-Lage et al., 1995, 1996). Na Ordem Venerida, foram 

obtidos bandamentos nas regiões próximas ao centrômero e ao telômero de cromossomos das 

espécies Spisula solida (Linnaeus, 1758), Spisula subtruncata (da Costa, 1778) e Mactra 

stultorum (Linnaeus, 1758), família Mactridae (GARCÍA-SOUTO et al., 2016). Considerando 

assim a proximidade com a espécie C. fluminea, embora sejam de diferentes famílias 

(Cyrenidae e Mactridae), é sugestivo de que a presença de heterocromatina em regiões 

próximas aos centrômeros e telômeros sejam características conservadas na Ordem Venerida.  

Corroboram-se aqui as observações 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 gônadas são observados, sendo uma gônada 

de cada lado do animal, as quais ocupam grande parte da superfície da massa visceral na parte 

dorsal do manto como relatado por Mansur (2012). Isto contribui para a introdução de 

artefatos de amostragem durante a pulsão dos tecidos gonadais. A distribuição das células 

germinativas e sua maturação pode também afetar as análises do conteúdo de DNA. A 

distribuição de distintas células nos folículos em diferentes fases de desenvolvimento das 

células germinativas pode introduzir este viés na metodologia nos dados de conteúdo de 

DNA. Assim indica-se a necessidade de novas abordagens utilizando de métodos mais 

refinados para obter as amostras de tecido somático e gonadal, a exemplo da microdissecção e 

aproveitamento de desova induzida para a avaliação da ploidia. 

 Em conclusão, os resultados obtidos neste trabalho estabelecem condições 

protocolares otimizadas para a obtenção de cromossomos de Corbicula e permitem análises 

comparativas. Contudo, destaca-se a importância das abordagens citogenéticas serem 

integradas a métodos de identificação e a necessidade de padronizar a análise de ploidia, a 

qual é necessária às inferências taxonômicas, para a biologia evolutiva e da invasão. 

 

Referências Bibliográficas 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Com isso, a partir do desenvolvimento dessa análise qualitativa das informações de 

citogenética clássica e análise de ploidia das espécies da família Cyrenidae, obteve-se um 

compilado de técnicas e protocolos utilizados nos últimos 34 anos.  

 Assim sendo, os resultados práticos de citogenética obtidos na população de Corbicula 

aff fluminea proveninete do Rio Tibagi, Paraná – Brasil estabelecem condições de protocolos 

para a obtenção de cromossomos de Corbicula e permitem análises comparativas. 
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ANEXO A – PROTOCOLO DE OBTENÇÃO DE METÁFASES DE Corbicula fluminea 

 

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

2. Cortar e macerar o tecido, colocando-o em uma solução de hipotônica de água do 

tanque: água destilada (1:1) na estufa a 37 °C por 45 minutos; 

3. Então, essa solução foi centrifugada por 10 minutos a 1000 rpm; 

4. Posteriormente, selecionou-se 1 ml desse material centrifugado e 0,5 ml metanol: 

ácido acético (3:1) e foi posto em microtúbulo; 

5. Colocar esse microtúbulo com a solução em freezer; 

6. Após 24 horas, essa solução é gotejada em lâmina de vidro, sendo posta essa em chapa 

quente aquecida à 40 °C; 

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