Satios

ANALISE HISTOLOGICA DAS BRANQUIAS E MASSA VISCERAL DE CORBICULA
FLUMINEA MUELLER, 1744 (MOLLUSCA, BIVALVIA, CORBICULIDAE

HISTOLOGICAL ANALYSIS OF GILLS AND VISCERAL MASS OF CORBICULA FLUMINEA
MUELLER, 1744 (MOLLUSCA, BIVALVIA, CORBICULIDAE)

Agnes Levandowski'"
Ana Aparecida Nogueira Meyer"

Edinalva Oliveira‘"

" Universidade Positivo.

Enderego para correspondéncia: Rua Professor Pedro Viriato Parigot de Souza, 5300, CEP 81280-330,
Curitiba, PR, Brasil. Tel. (041) 33173019. email: anameyer@onda.com.brRayana Ribeiro Martins

Jady Dandara Martins

RESUMO

Este estudo teve por objetivo descrever por meio de técnicas histolégicas, a organizacdo das branquias e
massa visceral da espécie invasora Corbicula fluminea. Os exemplares foram coletados no Rio Passauna,
no periodo de dezembro de 2008 a fevereiro de 2009, fixados em formol 10% e conservados em alcool
70%. A amostra foi constituida por 45 exemplares, dos quais foram obtidas medidas morfométricas para
andlise da distribuicdo do comprimento de classe. Seccgbes transversais da massa visceral e branquias
foram submetidas a processamento histolégico de rotina, com inclusdo em parafina. A amostra analisada foi
composta por exemplares de classe de comprimento entre 16 mm e 30 mm. O revestimento da massa
visceral, a partir da regido mediana forma vilosidades, que na regido do pé, apresentam células ciliadas. A
musculatura do pé é formada por feixes musculares dispostos em rede, o que permite movimento em
diferentes diregdes. Os exemplares de C. fluminea analisados séo endobranquiais, com desenvolvimento
larval ocorrendo exclusivamente nas demibranquias internas e hermafroditas simultaneos, com foliculos
gonadais femininos e masculinos com atividade gametogénica.

Palavras-Chave: Berbigao; Goénadas; Marsupio; Massa visceral; Reproducao.

ABSTRACT

This study describes through histological techniques the organization of gills and visceral mass of Corbicula
fluminea. Specimens were sampled in the Passatna River, from December 2008 to February 2009, fixed in
10% formalin and preserved in hydrated ethanol 70 %. The sample was composed of 45 specimens of which
were obtained morphometric measurements for analysis of distribution of length class. Transverse sections
of the visceral mass and gills were submitted to routine histological processing, with inclusion in paraffin. The
sample comprised length classes between 16 mm and 30 mm. The coatings of the visceral mass, from a
median region so that folds in the foot region have hair cells. The muscles of the foot are formed by muscle
bundles in different planes, which allow movement in different directions. The specimens of C. fluminea
analyzed are endobranchials, with larval development occurring exclusively in inner demibranchs and
simultaneous hermaphrodites, with female and male gonadal follicles with gametogenic activity.
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A espécie Corbicula fluminea Mieller 1744,
conhecida popularmente como berbigdo-de-
agua-doce pertence ao filo Mollusca, classe
Bivalvia, ordem Veneroida, familia
Corbiculidae (1). Originaria do Continente
Asiatico foi introduzida na América do Norte
na década de 1920 e na América do Sul no
inicio da década de 70, quase que
simultaneamente em Buenos Aires e em
Porto Alegre (2). Na América do Sul ha
registro da espécie na Argentina, Brasil,
Uruguai, Colédmbia, Peru e Venezuela (3).
No Brasil, a espécie possui registro de
ocorréncia nos Estados do Amazonas, Par3,
Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (4).

Devido a capacidade de dispersao do
género, que de acordo com Beran (5) ocorre
contra ou a favor da corrente e seu
consideravel poder adaptativo, os ambientes
nos quais espécies do género Corbicula se
estabelecem, sejam eles naturais ou
artificiais, dulcicolas ou salobros, podem
sofrer grandes alteragbes, pois estas
competem diretamente por espago e
recursos alimentares com as espécies
nativas (6,7).

A grande variabilidade genética e
plasticidade fenotipica da espécie
determinam a ocorréncia de uma ampla
gama de coloracado e variagbes na forma,
que geram dificuldades na identificacao
taxondmica, em virtude da grande maioria
dos estudos se basearem apenas na
morfologia das conchas (8), evidenciando a
relevancia do estudo das partes moles, como
o realizado por Britton e Morton (9), que
utilizando caracteristicas do sifao exalante
estabeleceram caracteres de identificagao de
espécimes de Corbicula fluminea e Corbicula
fluminalis Muller, 1774.

Park e Chung (10) utilizando analise
histolégica das partes moles, descreveram a
gametogénese e as modificagcdes ciclicas
nas branquias para populagbes de C.
fluminea na América do Norte e Korniushin e
Glaubrecht (11) revisaram as estratégias
reprodutivas para espécies do género. Estes
estudos permitiram identificar a espécie
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como hermafrodita, com autofecundacéo ou
fecundagdo cruzada ocorrendo nos tubos
aquiferos situados nas branquias. O
desenvolvimento, até o estadio juvenil de
velinger, ocorre no interior das branquias,
quando entdo as larvas sao liberadas no
substrato (12). Ao contrario de espécimes
nativas, cujo crescimento é lento (13), a
espécie C. fluminea se caracteriza pela
rapida maturacdo sexual que ocorre entre
trés e seis meses, com exemplares com
comprimento de concha entre 6 mm a 10 mm

(11).

A plasticidade fenotipica da espécie,
que determina sua adaptacdo a ambientes
diversos em relacdo a latitude, temperatura e
substratos, pode ser melhor compreendida
por meio da descricao histologica, pois esta
permite caracterizar diferentes aspectos da
biologia da espécie, como a posicao,
localizagdo e distribuicdo de células
especializadas, tecidos e érgdos na massa
visceral, o que fornece um conjunto de
informagbes que podem ser utilizado para
estudos que visem comparagdes intra e
interespecificas com populacées de outras
localidades, além de andlises
histopatoldgicas e de ecotoxicologia.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar
0 ambiente de ocorréncia da espécie e
descrever, por meio de técnicas histolégicas,
a organizagdo das branquias e massa
visceral de Corbicula fluminea no Rio
Passauna, Curitiba, Parand, Brasil.

Area de estudo

O Rio Passauna (Fig.1) insere-se nos
limites da Area de Protecdo Ambiental (14),
cujas nascentes sao formadas nas Serras de
Sao Luiz do Puruna e Bocaina. As aguas
escoam na direcdo sul e desaguam no Rio
Ilguacu, cortando os Municipios de Almirante
Tamandaré, Campo Magro, Curitiba, Campo
Largo e Araucaria (15).
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Figura 1. Localizagédo da area de estudo no Rio Passalna, Paran4, Brasil.

Atividades de campo e laboratoriais

Os exemplares de C. fluminea (Fig.
2), coletados no periodo de dezembro de
2008 a fevereiro de 2009 no Rio Passauna,
no Municipio de Curitiba, foram fixados em
formol 10% por 48 horas e conservados em
alcool 70%. Ao longo do periodo amostral
parametros abidticos de temperatura do ar e

da agua de superficie foram obtidos com
termémetro de mercurio e o pH com
peagametro digital de campo. A velocidade
superficial de corrente foi obtida por meio do
método de flutuacdo em  distancia
preestabelecida (16).
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Figura 2. Exemplar de Corbicula fluminea Mueller 1744, coletado no Rio Passalna, Parana, Brasil, entre
dezembro de 2008 e fevereiro de 2009. Escala 1cm.

Amostras do sedimento  foram
submetidas a analise granulométrica pelo
método de quarteamento (17), sendo o
material retido em cada peneira pesado em
balanga eletrénica de precisdo 0,001 grama,
e identificado o particulado retido segundo a
escala de tamanho de sedimentos de
Wentworth (18), ndo se separando as
fracbes mais finas do sedimento, silte e
argila.

Para analises da distribuicdo por
frequéncia de classe de comprimento, de
cada um dos exemplares da amostra (n=45),
foram obtidas as medidas de comprimento
da valva, segundo Mansur et. al. (29), com o
auxilio de wum paquimetro digital de
legibilidade de 0,02 milimetros (mm). Cada
exemplar da amostra foi identificado
numericamente e submetido a disseccao
com auxilio de lupa estereoscopica. As
partes moles foram conservadas em alcool
70% e as conchas arquivadas em via seca.

Para analise histol6gica, seccdes
transversais das branquias e da massa
visceral foram submetidas a processamento
histolégico de rotina com desidratacao,
diafanizacdo e inclusdo em parafina. Cortes
de cinco micrometros foram corados com
corante de Hematoxilina e Eosina e Alcian
Blue. A analise histolégica foi realizada com
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microscopio 6ptico Olympus B400® e sistema
de captacdo de imagens Image Pro Plus®.
Exemplares testemunhos foram
encaminhados ao Museu de Malacologia da
USP, identificados como Corbicula fluminea
Mueller 1744, por Luiz Ricardo Lopes de

Simone, PhD e depositados como lote
MZUSP 106188.
RESULTADOS

A andlise  granulométrica  do

sedimento do Rio Passauna demonstra que
este é composto por 76% de areia fina, e
muito fina préxima a 13% e apenas 0,6% de
silte e argila, com a porcentagem de matéria
organica variando entre 0,2% a 0,5%. A
coloragédo da agua é levemente marrom, com
pH 7,0. A temperatura da agua de superficie
variou entre 18 °C e 23 °C.

A distribuicdo de exemplares por
classe de comprimento da amostra estudada
(n= 45) esta representada na Figura 3. O
menor individuo apresentou 16 mm e o maior
30 mm, com a classe modal entre 24 e 26
mm.

L3 2
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Classes de comprimento (mm)

Figura 3 - Distribui¢cdo por frequéncia de classes de comprimento (mm) de Corbicula fluminea Mueller 1744,
no Rio Passaulna, Parana, Brasil, entre dezembro de 2008 e fevereiro de 2009.
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A organizagdo anatdbmica das
branquias mostra um par de branquias,
suspensas a partir da regidao dorsal do corpo
no interior da cavidade do manto,
constituidas por duas demibranquias, uma
interna e outra externa. Nos exemplares
analisados a demibranquia externa atinge a
metade da altura da demibranquia interna,
com marsupios localizados exclusivamente
nas demibranquias internas.

A demibranquia externa €
constituida por duas lamelas, que sao
formadas por filamentos branquiais unidos
pelos septos interlamelares constituidos por
epitélio com células cubicas baixas e
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pequeno numero de células mucosas com
reacao ao Alcian Blue pH 2,5 (Fig. 4A).

A demibranquia interna, com
marsupio, nao apresenta septos
interlamelares regulares (Fig. 4A). Nesta,
ocorre intensa proliferacdo de tecido de
sustentacgéo e tecido epitelial que dao origem
a projegbes para o interior do tubo de agua
primario (Fig. 4A). O epitélio apresenta
grande quantidade de células mucosas com
reagdo positiva ao Alcian Blue pH 2,5,
indicando secrecdo de mucopolissacarideos
acidos (Fig. 4B).

Figura 4. Branquias de Corbicula fluminea. A. Demibranquia interna (I>); demibranquia externa (P);
filamentos branquiais (A); septo interlamelar (€); tubo de 4gua primario (%). B. Projecdes epiteliais com
células secretoras de muco (<) e 6stios (}). Coloracao de Alcian Blue.

Em demibrédnquias internas com
marsupios, as camaras de incubacao (Fig.
5A), contém larvas em desenvolvimento em
contato com as células produtoras de muco
do epitélio de revestimento.

A superficie da massa visceral, na
regido dorsal e mediana, é revestida por
epitélio simples cubico e numerosas células
secretoras (Fig. 6A). A partir da regido
mediana, o epitélio de revestimento da
origem a pregas que aumentam
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progressivamente de tamanho (Fig. 6B e
6C). Na regido do pé, as pregas sao
revestidas por epitélio simples, com células
cilindricas ciliadas (Fig. 6D) e o tecido
conjuntivo subepitelial apresenta grande
quantidade de granulécitos que se coram de
tom de violeta (Fig. 6C e 6D), quando
utilizada a coloracdo de HE.

A musculatura da massa visceral
apresenta organizacao histoldgica
caracteristica para as diferentes regides



analisadas. Na regido mediana se observa
duas camadas musculares, uma longitudinal
e uma transversal (Fig. 6A). A partir da
por¢cdo mediana, em direcdo a regiao do pé,
ocorre espessamento dos feixes musculares
e a formagdo de camada muscular interna
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(Fig. 6B). No pé, a musculatura é constituida
por uma rede bem definida de fibras
musculares dispostas em planos
longitudinais e transversais (Fig. 6C).

Figura 5. Demibranquia interna de Corbicula fluminea. A. Camara de incubagéo (*). B. Larvas em
desenvolvimento (). Projecdes epiteliais com células secretoras (). Coloracao de Hematoxilina e Eosina.

Os foliculos gonadais masculinos
apresentam epitélio seminifero contendo células
em diferentes estadgios de espermatogénese.
Espermatogbnias e espermatdcitos | formam
grupamentos celulares nas regibes mais
periféricas e espermatides e espermatozoides
flagelados ocupam regido mais proxima da luz do
foliculo (Fig. 7B).

Os foliculos gonadais femininos
apresentam ovocitos em diferentes estagios de
vitelogénese (Fig. 7C). Ovécitos, com nucleo e
nucléolo evidentes, sdo observados ligados a
parede do foliculo através de pedinculo
citoplasmatico (Fig. 7D).
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Figura 6. Massa visceral de Corbicula fluminea. A. Massa visceral da regido dorsal. B. Massa visceral da
regido mediana. C e D. Massa visceral da regiao do pé. Tecido Adiposo (®). Camada muscular (%). Epitélio
de revestimento simples (4). Vilosidades. Células ciliadas (€). Granulécitos (P). Septos musculares (k).

Coloracao de Hematoxilina e Eosina.

R t ‘-.<_ Ek,

Figura 7. Gonadas de Corbicula fluminea. A. Foliculo gonadal feminino (®). Foliculo gonadal masculino
(»); tecido adiposo (#). B. Foliculo gonadal masculino; epitélio germinativo (©); espermatozoides (=). C.
Foliculo gonadal feminino. D. Ovdcito (2); nacleo celular (4); pedunculo citoplasméatico (). Coloragédo de

Hematoxilina e Eosina.

DISCUSSAO

O local da coleta de C. fluminea no
Rio Passalna apresenta substrato do tipo
mineral, conforme classificacdo de Oliveira
(19), o que corresponde as caracteristicas
granulométricas registradas para locais de
ocorréncia da espécie por Martello et al. (20)
para Rio Passo Touro e Arroio Umba por
Castillo et al. (2) ambos no Rio Grande do
Sul e Rio Sapucai em S&o Paulo por Viana e
Avelar (21), o que demonstra que o leito do
Rio Passauna apresenta caracteristicas que
favorecem o estabelecimento da espécie.
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A amplitude de classe de
comprimento da amostra analisada, entre 16
mm e 28 mm, situa-se dentro dos parametros
de amplitude registrados para populagdes de
C. fluminea para outras localidades (21,22).
A comparacao dos resultados da amplitude
de comprimento da amostra, com a
categorizagao por faixa etaria de Morton (23)
(Tab. 1) demonstra que a populagcédo
estudada no Rio Passauna, encontra-se
estabelecida ha pelo menos trés anos.
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Tabela 1. Categorizagéo de classes etérias com base no comprimento da valva, Morton (33).

Comprimento

Idade

2mm- 15,2 mm

15,3 mm - 22,4 mm
22,5 mm- 27 mm
acima de 27,1 mm

Juvenil
1 ano

2 anos
3 anos

A organizagdo anatbmica das
branquias da C. fluminea esta de acordo com
o descrito por Mansur (24) e o padrao
morfolégico é semelhante ao observado para
C. fluminea por Martins et al. (25). Os
exemplares analisados sdo endobranquias,
com marsupios ocorrendo exclusivamente
nas demibranquias internas, porém segundo
Park e Chung (10), a espécie pode
apresentar ocasionalmente marsupios nas
demibranquias internas e externas, como
relatado por Martins et al. (25), que
registraram para uma mesma populacédo
estudada, exemplares endobranquiais e
tetrabranquiais.

A organizacdo histolégica da
demibranquia externa, nao marsupial e a
interna, marsupial, bem como as alteragbes
na morfologia durante periodo de incubacéo
nas demibranquias internas, estdo de acordo
com o modelo proposto por Heard (26). A
auséncia de septos interlamelares regulares
nas demibranquias marsupiais € uma
mudanga estrutural sazonal, que possibilita a
formacdo de cémaras de incubagédo, onde
ocorre 0 desenvolvimento e crescimento das
larvas (10).

Park e Chung (10) citam a presenca
de células epiteliais hipertroficas no epitélio
de revestimento dos espagos interlamelares
em periodos incubatérios para C. fluminea.
No presente estudo, com utilizagdo da
técnica histoquimica de Alcian Blue foi
possivel identificar as células epiteliais
hipertroficas, como  células  mucosas
secretoras de mucopolissacarideos. Em C.
fluminea, estas células sdo abundantes nas
demibranquias internas  marsupiais, e
possuem o mesmo padrao de distribuicdo e
reacéo ao Alcian Blue observado por ltuarte
(27) em Corbicula matannensis Philippi e
para D. expansus por Meyer et al. (28).
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Segundo ltuarte (27) o mucopolissacarideo
produzido envolve o0s embrides em
desenvolvimento, e em concordancia com
Park e Chung (10) sugerem que estas
secregOes possam ter fungao de nutrigdo dos
embrides.

O revestimento da massa visceral
estad de acordo com o descrito para bivalves
limnicos (29). As dobras do epitélio de
revestimento na regido do pé possibilitam um
aumento de area de superficie de contato
com o0 substrato, que associado ao
movimento ciliar permite a ressuspensdo e
captacao de particulas de matéria organica
que servem de alimento (29,30). A
alimentagdo pedal € comum em bivalves,
principalmente em juvenis (31), no entanto
segundo Hakenkamp e Palmer (32) a
espécie C. fluminea utiliza o mecanismo de
alimentagao por filtragdo da coluna de agua e
0 mecanismo de alimentacao pedal na fase
adulta.

A musculatura do pé, com fibras
musculares dispostas em plano longitudinal e
transversal, permite  movimentos em
diferentes dire¢des e possibilita que o animal
se enterre no substrato, além de servir de
apoio para a locomocéao (29). A funcao dos
granulécitos, presentes no tecido subepitelial,
nao € totalmente esclarecida na literatura,
porém McElwain e Bullard (29) sugerem que
estas células possam estar associadas a
pigmentacao do pé e manto.

A distribuicdo e padrédo histolégico
das gbnadas da populacdo de C. fluminea
analisadas sdo semelhantes ao descrito por
ltuarte (27) e Park e Chung (10) para
espécies do género. Kennedy e Huekelem
(32) e Park e Chung (10), em seus
respectivos estudos, igualmente observaram
a presenca de foliculos gonadais masculinos



e foliculos gonadais femininos,
caracterizando  individuos  hermafroditas
simultaneos, com atividade gametogénica
durante todo o periodo anual.

Todos os exemplares da amostra, de
tamanho entre 16 mm e 30 mm, sao
sexualmente maduros e hermafroditas.
Segundo Morton (33), o hermafroditismo de
C. fluminea é do tipo protandrico, com o0s
jovens imaturos desenvolvendo gbnadas
masculinas, seguida de uma reversao sexual
e formagdo de gdnadas femininas ao
alcangarem tamanho aproximado de 9 mm, o
que corresponde aproximadamente ao
segundo ano de vida. O hermafroditismo é
uma estratégia que resulta em alta
fecundidade e associada ao crescimento
rapido e adaptacao a diferentes substratos
contribui para o sucesso de C. fluminea
como espécie invasora (14).
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CONCLUSOES

Os dados apresentados
demonstram que a populagao de C. fluminea,
no Rio Passauna, € hermafrodita simultaneo,
com desenvolvimento endobranquial. A
populagdo esta estabelecida ha pelo menos
trés anos no Rio Passauna e possui
condi¢cdes de expansao e continua invasao
da bacia hidrogréfica, o que pode gerar
alteracbes ambientais e diminuicdo da
populacdo de espécies nativas, como
relatado para localidades onde a espécie
alcancou altas densidades.
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