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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE
Aline Gondat Schilithz

Ampulariideos séo gastrépodes limnicos que habitam as regides tropicais e
subtropicais das Américas, da Africa e da Asia. Geralmente sdo os principais
constituintes de ecossistemas limnicos e tém importante papel na cadeia trofica. A
anatomia da maioria dos ampulariideos é pobremente conhecida e sua classificacao
€ baseada principalmente em caracteres conquilioldgicos, geralmente variaveis,
resultando em uma confusa taxonomia. Dentre os quatro géneros que ocorrem na
América do Sul, Asolene € um dos menos estudados. Visando contribuir para a
clarificagdo da taxonomia de Asolene meta e Asolene spixii, bem como fornecer
dados adicionais para o entendimento das relacfes de parentesco dentro da familia,
foram estudados a morfologia e aspectos moleculares de espécimes coletados no
Brasil, incluindo topdtipos de A. meta. Asolene spixii ocorre no norte da Argentina,
Uruguai, Paraguai e sul do Brasil, enquanto A. meta € endémica da bacia do rio Sao
Francisco. As conchas de ambas as espécies sdo similares, mas a abertura de A.
meta € arredondada e em A. spixii € mais alongada. As analises estatisticas (Teste t
de Student e Analise Discriminante) revelaram que as varidveis conquiliométricas
sdo significativamente diferentes entre as espécies, sendo a altura da abertura a que
mais contribui para a discriminacdo entre A. meta e A. spixii. A microscopia
eletrbnica de varredura da raddula ndo revelou diferencas interespecificas. A
anatomia do estémago é similar em A. meta e A. spixii, no entanto o escudo gastrico
de A. meta é mais desenvolvido. A anatomia externa, cavidade do manto e sistema
nervoso seguem o0 mesmo padrdo dos demais ampulariideos. As principais
diferencas anatomicas encontram-se nos caracteres do rim e da bainha do pénis. O
rim anterior de A. meta é alongado e maior que em A. spixii, que é triangular. A

glandula apical da bainha do pénis é maior e mais volumosa em A. spixii, embora
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ambas as espécies apresentem duas glandulas internas que ocupam posicao similar
na bainha. Nas duas espécies, 0os ovos redondos, ndo calcarios e sem pigmentacao
sdo depositados abaixo do nivel d"agua, em massas gelatinosas. Os dados obtidos
com os calculos de divergéncia genética confirmaram que A. meta e A. spixii sdo

espécies distintas, porém geneticamente préximas dentro do grupo.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE
Aline Gondat Schilithz

Ampullariidae are freshwater snails inhabiting tropical and subtropical regions
in Asia, Africa and the Americas. They are often major constituents of freshwater
ecosystems and play important roles in food webs. The detailed morphology of most
ampullariids is poorly known and their classification is based primarily on often
variable shell characters, resulting in taxonomic confusion. Among the four genera in
South America, Asolene is one of the least studied. To clarify the taxonomy of
Asolene meta and Asolene spixii and provide additional data to understand
systematic relationships within the family we assessed morphological and molecular
data from specimens collected in Brazil, including the type locality of A. meta. A.
spixii occurs in northern Argentina, Uruguay, Paraguay and southern Brazil while A.
meta is endemic to the basin of Sdo Francisco river. The shells are similar in both
species but the aperture of A. meta is rounded and in A. spixii it is more elongated.
Statistical analysis (Test t and Discriminant Analysis) showed that the conquiliological
variables are significantly different between the species and the aperture height
contributes most to the discrimination between A. meta and A. spixii. The scanning
electron microscopy didn’t reveal interspecific variations. The stomach are similar in
A. meta and A. spixii, although the gastric shield in A. meta is more developed. The
external anatomy, mantle cavity and nervous system are the same as in ampullariids.
There are a few anatomical differences, primarily in the characters of the kidney and
the penial sheath. The elongated anterior kidney in A. meta is larger than that of A.
spixii, which is triangular. The apical penis sheath gland is larger and more
voluminous in A. spixii, although both species share two internal glands in that
occupy similar positions on the sheath. In both species, the rounded, non-calcareous

and unpigmented eggs are deposited below water in gelatinous masses. The genetic
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distante data confirmed that A. meta and A. spixii are distinct species, however the

two taxa are sister species within the genus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragfes taxonémicas sobre Ampullariidae

O nome Ampullariidae foi proposto por Gray em 1824 tendo como género-tipo
Ampullaria Lamarck, 1799 o qual foi, mais tarde, considerado como sinbnimo de Pila
Roéding, 1798, pois Pila foi publicado alguns meses antes e ambos 0s géneros
tinham a mesma espécie tipo, Helix ampullacea Linnaeus, 1758. Preston (1915),
reconhecendo a sinonimia destes géneros, introduziu o nome Pilidae como
substituto de Ampullariidae. Embora o nome Pilidae tenha sido citado por muitos
autores, Ampullariidae continuou sendo utilizado pela maioria. Desta forma, Cowie
(1997), com base no artigo 40b do Cdédigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica,
propds Ampullaridae como o nome valido da Familia e Pilidae como seu sinénimo
junior, o que foi posteriormente aceito pela Comissao Internacional de Nomenclatura
Zoologica (ICZN, 1999a).

Ampullariidae inclui gastrépodes limnicos operculados com ampla distribuicao
na regido tropical e subtropical da Asia, Africa e Américas (Cowie & Thiengo, 2003;
Cowie et al., 2006). Incluida na ordem Caenogastropoda, o maior e mais diverso
grupo, com aproximadamente 60% das espécies de gastropodes recentes, a Familia
€ originaria da Gondwana e compreende duas linhagens monofiléticas: o clado do
Velho Mundo — Afropomus Pilsbry & Bequaert, 1927, Lanistes Montfort, 1810, Pila e
Saulea Gray, 1867 — e o clado do Novo Mundo — Asolene d Orbigny, 1838,
Felipponea Dall, 1919, Marisa Gray, 1824 e Pomacea Perry, 1810 (Figura 1) (Hayes
et al., 2009a). Recentemente o género Pomella Gray, 1847, anteriormente incluido
no clado do Novo Mundo, foi sinonimizado com Pomacea (Hayes et al., 2012).

A maioria das espécies foi descrita com base em caracteres conquiliolégicos,
muitas vezes a partir de um ou poucos exemplares, e/ou sem definicdo de localidade
tipo (Cowie & Thiengo, 2003). No entanto, como outros gastropodes, muitos
ampulariideos apresentam ampla variagdo na concha, como por exemplo, no
tamanho e na espessura, dependendo do tipo de habitat (Cazzaniga, 2002), ou
ainda na forma e proporcéo da abertura. Em alguns casos essa variacdo pode ser
atribuida ao dimorfismo sexual, conforme observado em Marisa cornuarietis
(Linnaeus, 1758) (Demian & Ibrahim, 1972) e Pomacea canaliculata (Lamarck, 1822)

(Cazzaniga, 1990). Com isso, criou-se um grande numero de espécies nominais,
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resultando em uma sistematica confusa. Somente para o Brasil, sdo citadas cerca
de 50 espécies de Pomacea (Cowie & Thiengo, 2003).

O estudo anatdémico das espécies passou a ter mais importancia a partir da
década de 1950 (Cazzaniga, 2002) e com relacdo aos ampulariideos neotropicais
podem ser destacados: Lopes (1955, 1956a, 1956b), Hylton Scott (1958), Andrews
(1964), Cazzaniga (1987), Thiengo (1987, 1989) e Thiengo et al. (1993), os quais
contribuiram para o conhecimento anatdmico principalmente de representantes do
género Pomacea. No entanto, a maioria desses estudos tratou apenas de uma
espécie, faltando estudos comparativos interespecificos, o que facilitaria a
discriminacéo dos caracteres diagnosticos especificos.

Michelson (1961) estudou a morfologia e caracteristicas da desova de oito
espécies dos géneros Pila, Lanistes, Afropomus, Pomacea e Marisa, sendo um dos
primeiros estudos visando a delimitacdo dos géneros, com a discriminacdo das
principais caracteristicas dos ampulariideos do Velho e do Novo Mundo.

Em 1991, Berthold realizou o primeiro estudo filogenético da familia, unindo
caracteres conquiliolégicos e anatdbmicos, com representantes de Afropomus,
Lanistes, Saulea, Pila, Marisa e Pomacea. Este autor considerou 0s géneros
americanos Pomella, Asolene e Felipponea como o0s mais basais, enquanto
Pomacea e Marisa seriam os mais diversificados.

Bieler (1993) apresentou uma revisdo dos dados de Berthold (op. cit.)
utilizando a metodologia cladistica, que resultou em uma filogenia semelhante,
porém com Marisa e Pomacea formando um anico clado.

Cowie & Thiengo (2003) forneceram o primeiro catalogo nomenclatural das
espécies descritas de ampulariideos neotropicais, incluindo dados sobre tipos,
localidades tipo, distribuicdo e sinonimias, contribuindo significativamente para o
entendimento da situacéo da sistemética de Ampullariidae.

Hayes et al (2009a; 2009b), unindo dados moleculares, morfolégicos e
comportamentais, comecaram a esclarecer as relagbes de parentesco entre 0s
géneros, visando contribuir para o conhecimento filogenético desse grupo. Estes
autores ndo reconheceram suporte para o monofilia dos géneros neotropicais, onde
Marisa, Asolene e Felipponea formaram um Unico clado basal, enquanto Pomacea
formou um grupo parafilético mais derivado.

Apesar destes avancos, a taxonomia basica e a relagcdo entre as espécies

permanecem confusas, principalmente na regido neotropical, onde se estima que a

24



real diversidade seja maior que a atualmente conhecida (Jgrgensen et al., 2008;
Hayes et al, 2009b).

Figura 1 - Concha dos representantes dos géneros de Ampullariidae incluidos no
clado do Novo Mundo: A: Asolene d’Orbigny, 1838; B: Felipponea Dall, 1919; C:
Marisa Gray, 1824; D: Pomacea Perry, 1810. Escala: 10 mm. Fonte: Laboratoério de
Malacologia/IOC.

1.2 Consideragfes sobre a morfologia de Ampullariidae

A concha da maioria dos ampulariideos é globosa (exceto em Marisa, sendo
planorbédide), dextrégira (exceto em Lanistes que € levogira) e com opérculo cérneo,
exceto em Pila, que é calcario (Thiengo et al., 2011). A coloracdo e a ornamentacéo
das conchas variam intra e interespecificamente, mas, geralmente, o peridstraco €
de marrom escuro a amarelo esverdeado com faixas escuras variando em namero e
espessura (Hayes, 2009).

A morfologia externa dos ampulariideos segue 0 mesmo padrao em todas as

espécies (Figura 2). Sdo os Unicos gastropodes que possuem saco pulmonar e
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branquias, podendo realizar tanto respiracdo aérea quanto aquatica, o que 0s torna
resistentes a dessecacédo e a poluicdo do ambiente (Thiengo, 1995). Possuem dois
lobos nucais, o esquerdo forma um sifao respiratorio, podendo ser pouco (e.g.
Felipponea spp. e Lanistes spp.) ou altamente extensivel (e.g. Pomacea spp.), 0
gual direciona o ar para o saco pulmonar quando o animal esta submerso (Andrews,
1965; Hayes et al., 2012). Esta caracteristica anfibia, acentuada principalmente em
Pomacea, € um dos fatores que contribuiu para o sucesso e dispersdao do grupo
(Cowie, 2002; Hayes et al., 2009b).

A radula dos ampulariideos € do tipo taenioglossa (2.1.1.1.2), ou seja, com
uma fileira de dentes centrais, uma de laterais e duas de dentes marginais. O valor
taxonémico da radula é controverso, porém, segundo Michelson (1961) a morfologia
da radula tem valor taxonémico abaixo do nivel de familia. Martin & Negrete (2007)
discutem que variacbes na radula podem ser observadas entre espécies de
Pomacea.

O rim é dividido em duas regides distintas, a camara anterior e a camara
posterior. A camara anterior ocupa parcialmente a cavidade do manto, enquanto a
posterior encontra-se inteiramente na massa visceral (Andrews, 1964). Michelson
(1961) e Berthold (1991) apontam o formato do rim como um carater que pode
auxiliar na discriminagcéo dos géneros.

Os ampulariideos sédo animais didicos, com fertilizacédo interna e oviparos. Os
ovos de Pomacea e Pila sdo calcarios e a oviposi¢cdo ocorre na vegetacdo ou em
superficies duras, como pedras e rochas, acima do nivel da agua (Pomacea) ou no
limite do nivel da agua (Pila). Nos outros géneros, 0S O0voS ndo possuem essa
cobertura calcéria, podendo ser pigmentados (Marisa) ou incolores (e.g. Felipponea)
e sdo depositados em uma massa gelatinosa na vegetacdo submersa (Michelson,
1961; Thiengo, 1995; Cowie, 2002).

Nos machos, o testiculo geralmente ocupa as trés primeiras voltas da espira,
formado por numerosos ductos eferentes que se rednem para formar o canal
deferente, que passa pela base da espira até o nivel do estbmago, onde vira para a
direita para entrar na vesicula seminal. A prostata € cilindrica e compacta, seguindo
a esquerda do reto até alcancar a papila anal. O aparelho copulador, localizado ao
lado direito da borda do manto, é dividido em pénis e bainha do pénis (Thiengo et
al., 2011). Esta ultima € uma estrutura alongada podendo ou nao abrigar glandulas
acessorias. O numero, o formato e a posicdo dessas glandulas constituem um dos

principais caracteres diagnosticos especificos. Nos géneros do clado do Velho
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Mundo, a bainha do pénis ndo apresenta glandulas visiveis, exceto em algumas
espécies de Pila, que possuem uma glandula distal. O canal espermatico pode ser
aberto ou fechado e o pénis fica abrigado dentro da bainha. J& nos ampulariideos
neotropicais, o pénis, quando relaxado, fica enovelado dentro da bolsa do pénis,
uma estrutura inexistente nos ampulariideos do Velho Mundo. O canal espermatico é
fechado e a bainha do pénis € bem mais complexa, podendo ter até cinco glandulas
distintas (Hayes, 2009).

Burela & Martin (2007) demonstraram a ocorréncia de alimentacéo nupcial em
P. canaliculata através de um muco secretado pela glandula basal externa da bainha
do pénis destes animais. Alimentacdo nupcial é qualquer forma de transferéncia de
nutrientes do macho para a fémea durante ou imediatamente apds a cépula, sendo
esta a primeira descricdo deste comportamento em gastropodes. Os autores
sugeriram que, devido ao alto nivel de similaridades compartilhadas entre os

ampulariideos, este comportamento provavelmente ndo é exclusivo desta espécie.

Figura 2 — Anatomia externa de Pomacea figulina (Spix in Martins, 1827). bm: borda

do manto; ga: glandula anal; gd: glandula digestiva; Ind: lobo nucal direito; ol: olho;

om: omatoforo; pe: pé; pl: palpo labial; pu: pulméao; re: reto; ri: rim; si: sifao; sp: saco
pericardico; te: tentaculo; ur: ureter. Fonte: Thiengo, 1987.
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1.3 Importancia ecolégica, médica e econémica

Os ampulariideos geralmente constituem a maior parte da malacofauna limnica
dos biotopos onde ocorrem e tém um papel importante na cadeia tréfica, uma vez
gue servem de alimento para uma grande variedade de animais (aves, peixes,
répteis, entre outros). Desta forma, constituem um importante elo entre as cadeias
terrestres e aquaticas (Hayes, et al., 2009a). Além disso, o grupo inclui o maior
gastropode limnico atual, Pomacea maculata Perry, 1810, podendo alcancar
aproximadamente 17 cm (Cowie et al., 2006).

Do ponto de vista ambiental, podem ser utilizados como bioindicadores da
qualidade da &gua, como por exemplo, para exames de concentracdo de
tributilestanho (TBT), um biocida utilizado em tinta anti-incrustante. Este composto
age como um disruptor endocrino em gastrOpodes prosobranquios fémeas,
resultando no fendbmeno de imposex (Schulte-Oehlmann et al., 1995; Titley-O Neal
et al., 2011).

Com relacdo a importancia médica, os ampulariideos podem atuar como
hospedeiros intermediarios do nematddeo Angiostrongylus cantonensis (Chen,
1935), agente etiolégico da meningoencefalite eosinofilica, zoonose endémica do
sudeste asiatico. O ciclo biolégico deste helminto requer um hospedeiro
intermediario (gastropodes terrestres ou limnicos) e um hospedeiro definitivo,
geralmente um roedor. O ciclo pode ainda incluir um hospedeiro paraténico (peixes,
anfibios, entre outros). O homem participa deste ciclo como hospedeiro acidental e a
infecgdo ocorre pela ingestdo de alimentos (hortalicas mal higienizadas, moluscos
ou peixes crus) contaminados com larvas de terceiro estagio deste nematodeo.

Dentre os moluscos que podem atuar como hospedeiros intermediarios de A.
cantonensis, destacam-se duas espécies por sua importancia na transmissao:
Achatina fulica Bowdich, 1822 e P. canaliculata. Esta ultima é responsavel pela
infeccdo humana em numerosos casos na China, facilitando a dispersdo de A.
cantonensis, uma vez que P. canaliculata é amplamente utilizada na alimentacdo
humana em algumas regides (Lv et al., 2009). No Brasil, Thiengo et al. (2010)
relataram a primeira ocorréncia de um ampulariideo infectado por A. cantonensis,
Pomacea lineata (Spix in Martins, 1827), no estado de Pernambuco.

Ainda quanto a importancia médica, algumas espécies foram utilizadas em
programas de controle biolégico de Biomphalaria spp., planorbideos vetores do

trematédeo Schistosoma mansoni Sambon, 1907, agente etiolégico da
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esquistossomose. Em Guadalupe, Pomacea glauca (Linnaeus, 1758) e M.
cornuarietis foram introduzidos em criadouros de Biomphalaria glabrata (Say, 1818),
resultando na erradicacdo deste molusco e do foco de esquistossomose local
(Pointier & Jourdane, 2000). JA& em Minas Gerais e Sao Paulo, espécimes
introduzidos de Pomacea haustrum (Reeve, 1956) (= P. maculata; Hayes et al.,
2012) coexistiram com estes planorbideos sem alterar sua densidade populacional
(Amaral et al., 2007). Para alguns autores a predacdo de Biomphalaria por Pomacea
nao € seletiva, pois jovens e desovas sao ingeridos acidentalmente junto com a
vegetacao aquatica que serve de alimento aos ampulariideos (Thiengo, 1995).
Quanto a importancia econémica, espécies sul-americanas foram introduzidas
na Asia e em regides dos Estados Unidos da América através da aquicultura, de
programas de controle biolégico ou para uso na alimentacdo humana. Devido ao
habito alimentar voraz, espécies principalmente de Pomacea causaram sérios
impactos em diversas plantagbes, como as de arroz, em paises como Indonésia,
China, Tailandia, Japdo e Filipinas, sendo este ultimo provavelmente o pais mais

afetado pelas perdas econdmicas resultantes desta infestacdo (Cowie, 2002).

1.4 Consideracfes morfolégicas e taxondmicas sobre o género Asolene
d"Orbigny, 1838

O naturalista Alcides d"Orbigny contribuiu significativamente para o
conhecimento dos ampulariideos com a publicacéo dos resultados de sua expedicéo
pela América do Sul entre 1826 e 1833. Este autor prop6s o nome Asolene (do
grego: a — privado; owAnv — tubo, canal) como um subgénero de Ampullaria
(atualmente sinonimia de Pomacea e Pila) para agrupar os ampulariideos
aparentemente desprovidos de sifao respiratorio e incluiu Ampullaria platae Maton,
1811 e A. celebensis Quoy & Gaimard, 1834 (esta ultima atualmente incluida em
Pila).

Apesar do nome do género ter sido proposto devido a auséncia de sifao
respiratorio, o animal possui um sifao respiratorio pouco extensivel (Hylton Scott,
1958; Thiengo, 1995). Os representantes deste género possuem concha globosa
com umbilico largo e profundo, labio espesso, opérculo cérneo e oviposicdo abaixo
do nivel da agua, com desova gelatinosa (Thiele, 1931; Tillier, 1980; Hylton Scott,
op. cit.; Thiengo, op. cit.).
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Devido aos poucos estudos sobre a morfologia e biologia de Asolene, a
taxonomia deste género é uma das mais confusas dentro de Ampullariidae. O
namero de espécies nele incluidas ainda é impreciso e, portanto, adotaremos o
proposto por Thiengo et al. (2011): Asolene platae, A. pulchella (Anton, 1838) e A.
spixii (d"Orbigny, 1838) com ocorréncia nas bacias do rio Parana, rio da Prata e rio
Uruguai; A. crassa (Swainson, 1823), A. granulosa (Sowerby, 1894) e A. petiti
(Crosse, 1891) na Amazonia e Guianas; e A. meta (lhering, 1915) na bacia do rio
Séo Francisco (Figura 3).

Com relagédo aos trabalhos realizados com Asolene, podemos destacar:
Hylton Scott (1958) que descreveu a concha e a distribuicdo geografica de A. platae,
A. pulchella e A. spixii; Bonetto & Ezcurra de Drago (1966) que forneceram
observacbes sobre as desovas de alguns gastrOpodes limnicos, entre eles A.
pulchella; Tillier (1980) que apresentou a anatomia da cavidade palial e complexo
peniano de A. crassa e A. granulosa; Martin (1984; 1987; 1988) que estudou o
complexo peniano, o ciclo reprodutivo e a morfologia genital feminina de A. platae,
respectivamente; Martin & Negrete (2007) que compararam a radula de cinco
ampulariideos neotropicais com auxilio de microscopia eletronica de varredura,
incluindo A. platae; Tiecher et al. (2013) que estudaram o0 comportamento
reprodutivo, oviposicao e desenvolvimento embrionario de A. pulchella.

Dentre os trabalhos sobre Asolene, as espécies mais estudadas foram A.
platae e A. pulchella. Embora estudos sobre A. spixii tenham sido realizados, sua
anatomia é desconhecida, assim como a de A. meta. Devido ao uso de
ampulariideos na aquicultura, incluindo Asolene spp. com o nome popular de “Zebra
apple snail”, existe uma grande possibilidade da introducédo destes animais em areas
nao endémicas (Smith, 2006). Desta forma, o conhecimento anatémico para a

identificacdo destas espécies € de suma importancia.
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Figura 3 - Mapa da América do Sul mostrando a distribuicdo das espécies de
Asolene. Fonte: Hayes, 2009.

1.5 Justificativa

Conforme exposto, apesar da importancia e ampla distribuicdo dos
ampulariideos, a discriminacdo das espécies ainda permanece confusa. A
clarificacdo da taxonomia dos ampulariideos permitirhd elucidar dados sobre a
distribuicdo, dispersédo e diversidade destes moluscos, além de suas relacdes de
parentesco.

Neste contexto, a revisdo da taxonomia e sistemética dos ampulariideos
neotropicais constitui uma das linhas de pesquisa do Laboratério de Malacologia do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz em colaboragéo com os pesquisadores do Center of
Conservation, Research and Training/University of Hawaii, através de estudos
moleculares e morfolégicos. Desta forma, o presente estudo, inserido neste projeto,
visa contribuir para o conhecimento morfolégico e taxondmico do género Asolene,
através do estudo de duas espécies ainda muito pouco investigadas, A. meta e A.
Spixil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo morfologico dos ampulariideos Asolene meta (lhering, 1915)
e Asolene spixii (d"Orbigny, 1838), visando contribuir para o conhecimento da

taxonomia do género Asolene.

2.2 Objetivos Especificos

» Redescrever a anatomia de Asolene meta, com base em material topotipico,
bem como a de Asolene spixii, proveniente de Eldorado do Sul, RS.

* Investigar a ocorréncia de dimorfismo sexual em ambas as espécies atraves
de analises conquiliométricas;

« Discriminar os caracteres diagnosticos que auxiliem a identificacdo de A.
meta e A. spixii.

» Avaliar a distancia genética entre A. meta e espécies filogeneticamente

préximas, com base na regido citocromo oxidase subunidade | (COI).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta, manutencéo e fixacdo do material

Para este estudo, foram utilizados exemplares de Asolene meta provenientes
de Penedo (AL), Propria (SE) (Figuras 4, 5A-B) e da localidade tipo, Barra (BA)
(Figuras 4, 5C-D). Adicionalmente, foram obtidos exemplares provenientes de
Juazeiro (BA) e Casa Nova (BA) (Figura 4) doados pela equipe do Laboratério de
Malacologia Limnica e Terrestre/Uerj. Os espécimes de A. spixii foram coletados no
municipio de Eldorado do Sul (RS) (Figuras 6, 7A-B). O material estudado encontra-
se tombado na Colecdo de Moluscos do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz (CMIOC) e
na Colecao de Moluscos do Museu Nacional/UFRJ (MNRJ) (Tabela 1).

A coleta dos moluscos foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Fernandez et al. (2007) e as estacbes de coleta foram fotodocumentadas e
georreferenciadas com aparelho GPS (Global Positioning System) (Tabela 1). Além
disso, a desova de A. spixii foi observada in situ.

Os espécimes coletados foram transportados ao Laboratério de Referéncia
Nacional em Malacologia Médica/Instituto Oswaldo Cruz, onde foram previamente
anestesiados em solucdo de 2% de Hypnol® (Cristélia, Brasil) durante 8-14 h,
retirados da concha e uma amostra do pé foi preservada em élcool etilico 96% para
analises moleculares. As partes moles foram preservadas em solucdo de Railliet-
Henry (2% &cido acético, 5% formalina, 0,6% NaCl) ou alcool etilico 70% para
macroanatomia ou Formalina Millonig de Carson para microanatomia. Os espécimes
de Asolene meta provenientes de Juazeiro e Casa Nova e 32 individuos de A. spixii
foram fixados com base na técnica niku-nuki modificada (Fukuda, et al., 2008). Esta
técnica consiste em alocar os espécimes em um recipiente contendo um pouco de
agua até que estejam em movimento. Posteriormente sacrifica-los em agua quente a
100° C durante aproximadamente um minuto e fixar os exemplares em &lcool etilico
96%. Ap6s um periodo de no minimo 24 horas, deve-se retira-los da concha, onde
uma amostra do tecido do pé deve ser mantida em &lcool etilico 96% para estudos
moleculares e o restante da anatomia em alcool 70%. Segundo Fukuda et al. (op.
cit.), com esta metodologia de fixacdo, a preservacao tanto da concha quanto da
parte mole é mais bem sucedida, podendo ser aplicada a todos os moluscos com

concha externa.
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Espécimes de A. meta, sendo 20 provenientes de Juazeiro, 20 de Casa Nova e
26 da Barra estdo sendo mantidos em aquarios contendo agua desclorada,
substrato (areia e pedras) e plantas aquéticas, alimentados com alface fresca
diariamente. Além disso, seis exemplares de A. spixii provenientes de ovos
coletados em campo foram mantidos para a manutencdo de uma col6nia desta

espécie em laboratério.
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Tabela 1 — Localidades, coordenadas geograficas, espécimes analisados e niumero de tombo de Asolene meta (Ihering, 1915) e

Asolene spixii (d"Orbigny, 1838).

Espécie Localidade Data de coleta Coletores Coordenadas Espécimes Estruturas NUumero de
Geograficas analisados analisadas tombo
A. meta Penedo (AL) 17.11.06 Kenneth Hayes, S10°17°59.7" 13 SRM; R; SD; PE CMIOC 5838
Aline Mattos, W36°35'02.2”
Silvana Thiengo
A. meta Propria (SE) 17.11.06 Kenneth Hayes, S10°11°14.77 5 SRM; R; SD CMIOC 5837
Aline Mattos, W36°50°'53.1” MNRJ 15463
Silvana Thiengo
A. meta Barra (BA) 18.09.11 Aline Schilithz, S10°50’50.9” 39 C; AE; CM; CMIOC 7742
Silvana Thiengo W43°13'49.3” SRM; SRF; R;
SD; PE; SN;
RA;
A. meta Juazeiro (BA) 24.10.12 Igor Miyahira, S09°18’50.2” 10 AE; CM; SRM; CMIOC 7743
Luiz Eduardo de W40°50’30.6” SRF; R
Lacerda,
Renata Braga
A. meta Casa Nova (BA) 24.10.12 Igor Miyahira, S09°10°57.4” 10 AE; CM; SRM; CMIOC 7744
Luiz Eduardo de W40°58°04.2” SRF; R
Lacerda,

Renata Braga
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A. spixii Eldorado do Sul 15.01.13 Aline Schilithz S30°03'05.31”7 32 C; AE; CM,; CMIOC 7745
(RS) W51°31°08.16” SRM; SRF; R;
SD; PE; SN;
RA;

Siglas: AE: anatomia externa; C: concha; CM: cavidade do manto; CMIOC: Colecdo de Moluscos do Instituto Oswaldo Cruz; MNRJ:

Colecéo de Moluscos do Museu Nacional/lUFRJ; PE: pericardio; R: rim; RA: radula; SD: sistema digestorio; SN: sistema nerboso. SRF:
sistema reprodutor masculino; SEM: sistema reprodutor feminino.
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Figura 4 — Mapa da América do Sul com énfase dos pontos de coleta de Asolene
meta (lhering, 1915), além da localidade tipo (vermelho), municipio da Barra (Bahia).

v

Figura 5 — Bidtopos de Asolene meta (lhering, 1915): rio Sdo Francisco em Proprid,
Sergipe (A-B); brejo na localidade tipo, Barra, Bahia (C-D).
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Figura 6 — Mapa da América do Sul com énfase do ponto de coleta de Asolene spixii
(d"Orbigny, 1838), municipio de Eldorado do Sul (Rio Grande do Sul).

Figura 7 - Biotopo de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) : plantacéo de arroz no
municipio de Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul (A-B).
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3.2 Conquiliologia

As conchas e o0s opérculos de exemplares adultos foram fotografados e
caracterizados quanto a forma e ornamentacdo. Para a conquiliometria, foram
mensurados com auxilio de paquimetro digital (marca Vonder, precisdo 0,01 mm),
obtendo-se 13 medidas lineares: altura total da concha (At), altura da primeira volta
(Al), altura da segunda volta (A2), largura total da concha (Lt), largura da primeira
volta (L1), largura da segunda volta (L2), eixo columelar (Ec), volta corporal (Vc),
altura da abertura (Aa), largura da abertura (La) (Figura 8A), altura total do opérculo
(A0), altura da porcao anterior do opérculo (acima do nucleo) (Aol), altura da porcao
posterior do opérculo (abaixo do nucleo) (Ao2) e largura do opérculo (Lo) (Figura
8B).

Adicionalmente, as voltas (VI) das conchas foram medidas de acordo com
Burch (1962), onde se traca uma linha horizontal no inicio da sutura com o extremo
da concha voltado para cima, depois se traca uma reta perpendicular a primeira, a
qual determina o niumero de voltas completas (Figura 9A). A partir do eixo principal,
cada quarto da concha é divido em 2, 4, 8 ou 16 vezes, onde a fracdo de volta é
contada desde a ultima volta completa até o limite da abertura (Figura 9B).

Além das medidas lineares e 0 numero de voltas, 18 relacdes entre essas
medidas foram analisadas: Lt/At, Vc/At, Vc/Lt, Aa/Lt, La/Aa, Lo/Ao, At/Aa, Al/L1,
A2/L2, Aol/Ao2, Aol/Ao, Ao2/Ao, VIIAtL, VI/ILt, (AL/L1)/(A2/L2), (AL/L1)/(VciLt),
(A2/L2)/(Vcl/Lt), totalizando 31 variaveis.

Os dados obtidos foram organizados em planilhas do Excel (Microsoft Office) e
as andlises estatisticas foram realizadas através do programa SYSTAT 12 (versdo
12.02.00). Primeiramente foi realizada a estatistica descritiva basica de cada
variavel (minimo, maximo, média e desvio padréo). Para verificar a normalidade das
variaveis, foram utilizados os testes de Anderson-Darling (Anderson & Darling, 1952)
e Shapiro Wilk (Shapiro & Wilk, 1965). As varidveis que nao apresentavam
distribuicdo normal foram transformadas utilizando logaritmo de (X + 1), seno de X,
cosseno de X, inverso de 1/X ou raiz de X e, em seguida, padronizadas (Krebs,
1998; Zar, 1999).

Para analisar se através dessas variaveis as espécies podem ser
conquiliologicamente distinguidas, foram aplicados os testes estatisticos Teste t de
Student, Analise de Escalonamento Multidimensional e Analise Discriminante

(Arango, 2005; Engelman, 1997). Foi utilizada a Correlagdo de Pearson para
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verificar quais variaveis sao altamente correlacionadas, considerando elevadas as
correlacbes maiores que ou iguais a 90%, as quais foram excluidas da Analise
Discriminante.

Além disso, para verificar a ocorréncia de dimorfismo sexual nas espécies
estudadas, as mesmas analises foram aplicadas entre as medidas dos exemplares

machos e fémeas de cada espécie.

Aol

Ao2

La

Figura 8 - Mensuragfes das conchas (A) e dos opérculos (B) dos espécimes
estudados. Aa: altura da abertura; Ao: altura do opérculo; Aol: altura da por¢ao
anterior do opérculo; Ao2: altura da por¢ao posterior do opérculo; At: altura total da
concha; Al: altura da primeira volta; A2: altura da segunda volta; Ec: eixo columelar;
La: largura da abertura; Lo: largura do opérculo; Lt: largura total da concha; L1:
largura da primeira volta; L2: largura da segunda volta; Vc: volta corporal.

Figura 9 — Esquema da contagem do numero de voltas completas (A) e a fracédo de
volta (B), com base em Burch, 1962.
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3.3 Morfologia

Para a macroanatomia, exemplares adultos (Tabela 1) foram dissecados com
auxilio de microscopio estereoscopico (marca Zeiss, modelo Stemi SV11) com
camara clara acoplada. Os sistemas reprodutor, digestorio e nervoso, 0 rim e o
pericardio foram desenhados, onde algumas estruturas foram coradas com Azul de
Toluidina aquosa para melhor visualizagéo.

Para a microanatomia, o complexo peniano de trés exemplares de A. meta e
dois de A. spixii foi submetido as técnicas usuais de histologia (desidratacao,
diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina). Foram realizados cortes seriados de 5
pm, corados com hematoxilina-eosina e montados em lamina permanente com
balsamo do Canada. Para caracterizar a constituicdo dos agregados hemocitarios
(glicoproteinas, colagenos, proteoglicanos) laminas de cada espécie foram coradas
com Alcian Blue pH 1,0 e 2,5, PAS e Reticulina de Gomori. Com a coloracao Alcian
Blue pH 1,0 (Lev & Spicer, 1964), proteoglicanos de alta sulfatacdo apresentam
caracteristica tintorial (azul escuro), enquanto na coloracdo Alcian Blue pH 2,5 (Lev
& Spicer, op. cit.), sdo corados os proteoglicanos de baixa sulfatacao e carboxilados
(azul escuro). Com a coloracdo PAS (McManus, 1946), as glicoproteinas neutras
apresentam caracteristica tintorial em vermelho. Com a Reticulina de Gomori
(Gomori, 1937), as fibras reticulares e os coladgenos intersticiais sdo corados em
negro e marrom, respectivamente. As fotomicrografias foram obtidas através de
captacdo de imagem acoplada ao microscopio. Esta etapa foi realizada em
colaboracdo com a Dra. Ester M. Motta do Laboratério de Patologia/Instituto
Oswaldo Cruz/Fiocruz.

Para o estudo da radula, todo o bulbo bucal de seis exemplares de cada
espécie foi removido, alocado em eppendorf de 1 ml contendo 600 ul de tampéo de
lise ATL (Qiagen, Inc.) e 400 pg de proteinase K e mantido a temperatura de 60° até
a completa digestdo do tecido (Hayes, et al., 2012). A radula extraida foi lavada em
agua destilada, levemente seca e montada em suporte de aluminio (“stub”) revestido
com fita dupla-face e metalizada com 20nm de camada de ouro. As fotomicrografias
foram realizadas em microscopio eletronico de varredura (marca Jeol JSM-6390 LV
em voltagem de 15 kV) da plataforma de Microscopia Eletrénica do Instituto Oswaldo
Cruz, em colaboragdo com a Dra. Helene Barbosa do Laboratorio de Biologia

Estrutural/Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.
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3.4 Sequenciamento do gene citocromo oxidase subunidade | (COIl) de
Asolene meta através de técnica de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR)

O DNA genbmico (gDNA) foi extraido do tecido do pé de dez exemplares de A.
meta provenientes do municipio da Barra (BA), através do kit de extragdo DNeasy™
(Qiagen Inc.), de acordo com as instrucoes do fabricante. O gDNA dos exemplares
de A. spixii ndo foi extraido, uma vez que foram coletados na mesma localidade dos
sequenciados por Hayes et al. (2009a).

Fragmentos do COI foram amplificados utilizando os iniciadores LCO e HCO
(Folmer et al.,1994), de acordo com o protocolo proposto por Hayes et al. (2009a).
Os produtos da amplificacédo foram purificados com kit de purificacdo CFX PCR Dna
(GE Healthcare Life Sciences Inc.) e sequenciados na Plataforma Institucional de
Sequenciamento da FIOCRUZ. Os eletroferogramas foram editados e ambas as fitas
foram unidas utilizando o programa SegMan Lasergene versao 7.0 (DNAStar Inc).

As sequéncias obtidas foram alinhadas sem ambiglidade através do programa
Mega versao 5.2 (Tamura et al., 2011), utilizando a sequéncia de aminoacidos como
referéncia, e comparadas com as depositadas no GenBank (Blast server). Com base
na filogenia de Hayes (2009), as sequéncias das espécies mais proximas de A. meta
depositadas no GenBank foram utilizadas para as andlises de divergéncia genética,
através do programa Mega versdo 5.2 com base em dois modelos, maxima

verossimilhanca e p-distance.
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4 RESULTADOS

4.1 Asolene d"Orbigny, 1838

Asolene: d’Orbigny, 1838: 364.

Ampulloidea: d"Orbigny, 1841: 379. Novo nhome proposto para o género.

Ampulloides: d’Orbigny, 1842: 1. Grafia incorreta de Ampulloidea.

Asolena: Troschel, 1838: 279; Herrmannsen, 1846: 84. Grafia incorreta de
Asolene.

Ampullaroides: Gray, 1847: 148. Grafia incorreta de Ampulloides.

Espécie tipo: Ampullaria platae Maton, 1811 designado por Gray (1847: 148).

Diagnose: concha globosa, espessa, com umbilico largo e profundo; sem
dimorfismo sexual no opérculo; sifdo respiratorio pouco desenvolvido; coracdo com

ampola ovalada; desova gelatinosa com oviposi¢ao abaixo do nivel da agua.

4.2 Asolene meta (lhering, 1915)

Ampullaria meta: lhering, 1915: 12, figs. 6 e 7.

Pomacea meta (lhering, 1915): Cowie & Thiengo, 2003: 69.

Pomacea meta lhering, 1915: Simone, 2006: 55, fig. 92.

Asolene meta (lhering, 1915): Thiengo et al., 2005; Hayes, 2009: 104,
Schilithz, 2010.

Localidade tipo: “Cidade da Barra, Rio S. Francisco, Bahia” (lhering, 1915).

Holotipo: MNRJ 12861 (uma concha)

Material examinado: hol6tipo proveniente do municipio da Barra, Bahia
(MNRJ, 12861), 13 espécimes de Penedo, Alagoas (CMIOC 5838), 05 de Propria,
Sergipe (CMIOC 5837, MNRJ 15463), 39 da Barra, Bahia (CMIOC), 10 de Juazeiro,
Bahia (CMIOC 7742) e 10 de Casa Nova, Bahia (CMIOC 7744).

Diagnose: concha com abertura ovalada, 3 a 4 voltas; camara anterior do rim
alongada; glandula apical da bainha do pénis pregueada, ocupando ¥ da bainha e

glandula mediana ovalada e lisa, localizada centralmente no lado direito da bainha.
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4.2.1 Descricao original

“Esta pequena concha achada n’uma lagoa perto da Cidade da Barra, Rio S.
Francisco, Bahia, € solida, bem conservada, com excepc¢édo do 4pice que é corroido.
A forma é oval alargada, a espira curta, larga. As ultimas voltas tem a parte superior
ao lado das outras achatada, o umbigo é profundo e largo, em parte coberto pela
margem columellar, que é reflexo. A epiderme € de cor amarella e em parte mais
escura com numerosas estrias longitudinaes, que sdo cortadas por numerosas
faixas de sulcos espiraes. Na ultima volta perto da abertura notam-se exteriormente
vestigios de duas faixas escuras duplas. O labro columellar é reflexo e de cor laranja
como também o labro exterior, ao passo que o resto do interior da abertura € pallido-
amarella. Duas faixas escuras longitudinaes na ultima e na penultima volta marcam

peristomas antigos” (lhering, 1915) (Figura 10).

Figura 10 - Desenho da concha de Asolene meta (lhering, 1915) retirado da
descricéo original. Fonte: lhering, 1915.

4.2.2 Redescricdo do Holotipo

Concha globosa, espessa, amarelada, com discretas estrias transversais,
com 28,35 mm de comprimento e 29,55 mm de largura. Sem periéstraco. Espira
curta com apice corroido. 4 % voltas convexas, delimitadas por uma sutura bem
evidente, levemente inclinada para a esquerda. Volta corporal com 25,6 mm e eixo
columelar com 16, 1 mm. Umbilico largo e profundo. Abertura ovoide, com 21,3 mm
de altura e 15,7 mm de largura, labio bem definido com coloracédo branca (Figura
11).
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Figura 11 — Holétipo por monotipia depositado na Cole¢do de Moluscos do Museu
Nacional/ RJ (MNRJ 12861). Escala: 10 mm.

4.2.3 Caracterizacao
4.2.3.1 Concha

Concha globosa, espessa, amarela a castanho, com estrias transversais
pouco evidentes e bandas espirais castanho escuras que variam em numero e
espessura, ausentes em alguns espécimes provenientes de Casa Nova e Juazeiro.
Com 27,81 + 1,85 mm de altura e 30,26 = 2,05 mm de largura. Espira curta, com
razao entre a espira e a altura total da concha variando de 0,05 a 0,15 (0,09 + 0,02;
n = 39). Apice geralmente corroido. Trés a quatro voltas convexas (3,76 + 0,38),
separadas por uma sutura bem definida levemente inclinada para esquerda. Volta
corporal ocupando mais de % da concha, com 25,21 + 1,61 mm de altura. Umbilico
largo e profundo. Abertura oval, labios interno e externo bem definidos, algumas
vezes apresentando uma espessa camada interna branca nos exemplares adultos,
com 19,34 £ 1,49 mm de altura e 14,91 + 1,01 mm de largura (Figura 12A-C).

Opérculo corneo com nucleo concéntrico, espesso, inflexivel, castanho
escuro, selando completamente a abertura, uniformemente cdncavo tanto nas

fémeas quanto nos machos (Figura 13).
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Figura 12 - Conchas de Asolene meta (lhering, 1915) provenientes do municipio da
Barra, Bahia (A),Casa Nova, Bahia (B) e Propria, Sergipe (C). Escala: 10 mm.
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Figura 13 — Opérculos de exemplares fémea e macho de Asolene meta (lhering,
1915) provenientes do municipio da Barra, Bahia. Escala: 5 mm.

4.2.3.2 Anatomia externa

Pé oval alongado, com as bordas arredondadas, coloracdo de cinza a
amarelada, geralmente pigmentado. Cabeca bem definida com tentaculos cefalicos
longos e altamente extensiveis. Pedunculos oculares na base dos tentaculos
cefélicos abrigando os olhos. Probdscide curta, retangular, com a extremidade
anterior elaborada em palpos labiais tentaculiformes extensiveis com funcéo
sensorial. Em ambos os lados da nuca do animal encontram-se os lobos nucais. O
lobo nucal direito, ou sifdo exalante, € ligeiramente céncavo e o lobo nucal esquerdo,
ou sifao inalante, é pouco extensivel, formando um canal em forma de colher,
utilizado para direcionar o ar atmosférico para o saco pulmonar. Borda do manto
espessa com faixas pigmentadas. A regido do manto sobre o saco pulmonar e as
branquias até parte do rim anterior é fortemente pigmentada de preto, sendo
delgada sobre a massa visceral (Figuras 14A-B).
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Figura 14 — Anatomia externa de um exemplar macho de Asolene meta (lhering,
1915): foto (A) e esquema (B). Br: branquias; Gd: glandula digestiva; In: intestino;
Ln: lobo nucal direito; P: pé; PI: palpos labiais; Ra: rim anterior; Rp: rim posterior; Si:
sifao inalante; Sp: saco pulmonar; Te: tentaculo; Tes: testiculo. Escala: 10 mm.
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4.2.3.3 Cavidade do manto

A cavidade do manto (Figuras 15A-B) é ampla, ocupando em torno de 1/3 da
volta corporal, abrigando o saco pulmonar e o osfradio no lado esquerdo e as
branquias e partes dos sistemas reprodutor e digestorio no lado direito. Saco
pulmonar volumoso, com pneumdstoma localizado centralmente na por¢ao anterior.
Osfradio (Figuras 16A-B) anterior ao saco pulmonar, proximo ao sifao inalante e
acima do pneumodstoma, oval alongado com uma crista bipectinada na porcao
posterior, seguindo uma unica crista central com cristas longitudinais.

Branquias formadas por pequenas lamelas triangulares, com uma longa
extensdo desde a base da borda do manto até o pericardio, seguindo ao longo do
saco pulmonar. Glandula hipobranquial estreita localizada entre as branquias e o
intestino. Nos machos, o complexo peniano encontra-se na base da borda do manto.
Dobra palial cruzando a base da cavidade do manto, comecando abaixo do lobo
nucal direito, sobrepondo a direita acima da prostata ou oviduto palial e seguindo até
a base da cavidade do manto. Abaixo da cavidade do manto, localizam-se o

pericardio a esquerda e o rim a direita. Masculo columelar curto (Figuras 15A-B).
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Figura 15 — Cavidade do manto de um exemplar macho de Asolene meta (lhering,
1915): foto (A) e esquema (B). Bop: bolsa do pénis; Bp: bainha do pénis; Br:
branquias; Dp: dobra palial; Gd: glandula digestiva; In: intestino; Ln: lobo nucal
direito; Os: osfradio; P: pé; PIl: palpo labial; Pr: prostata; Ra: rim anterior; Rp: rim
posterior; Si: sifao inalante; Sp: saco pulmonar; Te: tentaculo; Tes: testiculo. Escala:
10 mm.
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Figura 16 — Osfradio de Asolene meta (lhering, 1915), com destaque da regido
anterior (A) e da regiéo posterior (B). Escala: 1 mm.

4.2.3.4 Sistema digestorio

O sistema digestorio dos ampulariideos é divido em trés regifes: anterior,
meédia e posterior. A regido anterior compreende o aparato bucal e o eséfago, a
regido média o estbmago, enquanto a regido posterior compreende o intestino médio
e o reto (Figura 17A).

A boca pregueada encontra-se situada na probdscide, na extremidade
anterior da cabeca. O bulbo bucal € oval, fortemente muscular e abriga a radula e a
mandibula. Sobre o bulbo bucal encontram-se os ganglios bucais, as glandulas
salivares e sacos esofagicos (Figura 17B). Odontéforo largo ocupando grande parte
da cavidade bucal.

Réadula (Figura 18A) do tipo taenioglossa, com média de 32 fileiras de dentes
(n = 6). Dente central retangular com base cdncava, cuspide central triangular e trés
a quatro cuspides pontiagudas menores de cada lado. A cuspide central é a maior,
terminando em uma proeminéncia arredondada em alguns dentes ou pontiaguda em
outros (Figura 18B). Dente lateral com base longa e apice convexo, com quatro
cuspides, sendo trés menores e uma maior, triangulares e com as pontas afiladas.

Alguns exemplares apresentaram cinco cuspides no dente lateral. Dentes marginais
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alongados, com duas cuspides cada, uma maior e uma menor, triangulares e
pontiagudos (Figura 18C).

Par de mandibulas quitinosas, amarelas no centro e brancas na margem,
rodeando a boca dorsalmente. Glandulas salivares esbranquicadas e rugosas, atras
do ganglio bucal, sobrepondo os nervos bucais posteriores. Bolsa esofagica
circundando o aparato bucal, amarelada, rugosa e massiva. Saco radular
arredondado, saindo ventralmente ao bulbo bucal (Figura 17B). Seguindo o bulbo
bucal encontra-se o papo, uma estrutura alargada e arredondada. Posteriormente ao
papo, segue o esb6fago (Figura 17A), cilindrico, abaixo da base da cavidade do
manto, desembocando na camara gastrica.

Estdbmago altamente muscular, oval alongado, localizado a esquerda do
animal, ao lado do rim posterior, com coloracdo branca na sua face externa. Camara
gastrica ampla, com inameras dobras em todo seu interior. Septo vertical alto,
emergindo da abertura do es6fago e desembocando no profundo vestibulo. Acima
do vestibulo encontra-se uma estrutura sacular, o escudo gastrico, com a
extremidade anterior passando por baixo do septo vertical. Extremidade posterior da
tiflossole maior elaborada em uma dobra arredondada, na parede anterior do
vestibulo. Bolsa gastrica formada por duas pequenas depressfes, separadas por
uma fina diviséo, localizada no limite anterior do saco do estilete. Acima da bolsa
gastrica segue a tiflossole menor, separada da tiflossole maior por uma fina dobra
gue desemboca na bolsa gastrica. Tiflossole maior emergindo da parede do
vestibulo (Figuras 17C-D).

O intestino dobra bruscamente a esquerda, seguindo ao longo do estdmago
para entrar abaixo do rim posterior, onde encontra-se enrolado em quatro voltas
unidas por um fino mesentério. O intestino, entdo, emerge a direita do rim posterior e
entra na cavidade do manto, seguindo o reto entre as branquias e o oviduto palial
nas fémeas ou prostata nos machos até o anus (Figura 17A).
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Figura 17 — Sistema digestério de Asolene meta (Ihering, 1915) (A), bulbo bucal (B)
e estdmago (C-D). Bb: bulbo bucal; Bg: bolsa géastrica; Cg: camara gastrica; EQ:
escudo gastrico; Eso: esbdfago; Est: estbmago; Gb: ganglio bucal; Gs: gandula
salivar; In: intestino; Pa: papo; Re: reto; Se: saco do estilete; Ses: saco esofagico;
Sr: saco radular; Tma: tiflossole maior; Tme: tiflossole menor; Ve: vestibulo. Escala:
1 mm.
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Figura 18 - Radula de Asolene meta (lhering, 1915). A: visdo geral e organizagao
dos dentes; B: dentes centrais; C: dentes laterais e marginais. Escala: 100 pum.
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4.2.3.5 Sistema nervoso

Sistema nervoso hipoatroide (Figura 19A), com quatro pares de ganglios:
glanglios cerebrais, ganglios bucais, ganglios pediosos e ganglios pleurais. Os
ganglios cerebrais, pedais e pleurais constituem o anel nervoso. Os ganglios
cerebrais (Figura 19B) sao conectados entre si pela comissura cerebral sobrepondo
0 aparato bucal, cada um com um nervo tentacular, um nervo ocular e sete a oito
nervos labiais, alguns podendo ser ramificados. Ganglios bucais com quatro nervos
inervando o aparato bucal, conectados ao ganglio cerebral pelo conectivo cerebro-
bucal (Figura 17B).

Dorsalmente ao aparato bucal encontram-se os ganglios pediosos e pleurais.
Os ganglios pediosos estdo conectados entre si pela comissura pediosa e
conectados a cada ganglio cerebral pelo conectivo cerebro-pedioso. Ganglios
pleurais posteriores aos ganglios pediosos, conectados entre si pela comissura
pleural e ao ganglio cerebral pelo conectivo cerebro-pleural. Génglio pleural direito
fundido ao ganglio subintestinal, conectado ao ganglio supraintestinal pelo conectivo
pleuro-supraintestinal. Seguem ambos o0s ganglios conectados ao ganglio visceral
pelos conectivos viscero-subintestinal e viscero-supraintestinal, respectivamente
(Figura 19A).

55



Figura 19 - Sistema nervoso de Asolene meta (Ihering, 1915) (A) e ganglios
cerebrais (B). Cc: comissura cerebral; Ccb: conectivo cerebro-bucal; Ccpd: conectivo
cerebro-pedal; Ccpl: conectivo cerebro-pleural; Cpsp: conectivo pleuro-
supraintestinal; Cvsb: conectivo viscero-subintestinal; Cvsp: conectivo viscero-
supraintestinal; Gc: ganglio cerebral; Ged: ganglio cerebral direito; Gee: ganglio
cerebral esquerdo; Gsp: ganglio supraintestinal; Gv: ganglio visceral; NI: nervos
labiais; No: nervo ocular; Nt: nervo tentacular. Escala: 1 mm.
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4.2.3.6 Rim

Rim formado por duas camaras interconectadas, o rim anterior e 0 rim
posterior. A cAmara anterior encontra-se localizada abaixo das branquias e a direita
do pericéardio. E amarelada, densa e alongada, com as bordas arredondadas (Figura
20A), sendo geralmente recoberta em parte pela camada pigmentada do manto.
Internamente é formada por fileiras regulares de lamelas ocupando todo o seu
[imen, arranjadas transversalmente em ambos os lados da veia renal aferente
anterior. As lamelas sédo recobertas por uma fina camada de tecido. A veia renal
aferente anterior entra na base do rim anterior a esquerda, adjacente a cavidade
pericardica, se estendo a direita e dando origem a dois grandes ramos que
suplementam a area dorsal e ventral & veia renal aferente anterior (Figura 20B).

A camara posterior do rim, localizada acima o intestino, € maior que a camara
anterior e mais delgada, com coloracao cinza. Internamente é formada por lamelas
irregulares ao longo dos ramos de dois grandes vasos, que ocupam grande parte do
teto do rim posterior, o vaso renal aferente posterior e 0 vaso renal eferente. O vaso
renal aferente posterior € maior que o vaso renal aferente anterior, seguindo na
regido central do rim posterior, subdividindo-se em inidmeros ramos ao longo de sua
extensdo. A veia renal eferente segue a esquerda da veia renal aferente posterior ao
longo do teto do rim posterior, igualmente subdividindo-se em inUmeros ramos. Na
regido anterior, emerge seguindo no teto da cavidade pericardica para entrar na

auricula (Figuras 20A-B).
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Figura 20 — Rim de Asolene meta (Ihering, 1915): dorsal (A) e ventral (B). Ra: rim
anterior; Rp: rim posterior; Vaa: veia renal aferente anterior; Vap: veia renal aferente
posterior; Vav: ramo ventral da veia renal aferente anterior; Vre: veia renal eferente.

Seta indica a veia renal eferente emergindo em dire¢&do ao pericardio. Escala: 5

mm.
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4.2.3.7 Pericardio

Pericardio pequeno, com uma fina camada de tecido abrigando a auricula, o
ventriculo e a ampola. Localiza-se na lateral esquerda do animal, & esquerda do rim
e acima do estdbmago (Figura 21A). Auricula ovalada, de coloracéo clara e paredes
finas, com duas veias bem distintas, a veia branquial-pulmonar eferente, localizada
na lateral esquerda da auricula, e a veia renal eferente, na por¢édo superior, a qual
se conecta com o rim posterior. Conecta-se ao ventriculo através da valvula éatrio-
ventricular. O ventriculo é quadrangular, maior que a auricula e mais denso.
Conecta-se ao tronco arterioso, que se divide formando as aortas anterior e
posterior. Ampola volumosa, oval alongada, seguindo a partir da aorta anterior e

estendendo-se na base na cavidade pericardica (Figura 21B).
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Figura 21 — Vista da lateral esquerda de Asolene meta (Ihering, 1915) mostrando a

localizacao do pericardio (A — escala: 10 mm) e destaque do coragéo (B — escala 1

mm). Am: ampola; Au: auricula; Bm: borda do manto; Br: branquias; Es: estdbmago;

Gd: glandula digestiva; In: intestino; P: pé; Per: pericardio; Ra: rim anterior; Rp: rim

posterior; Si: sifdo; Sp: saco pulmonar; Te: tentaculo; Vbp: veia branquial-pulmonar
eferente; Ve: ventriculo; Vr: veia renal eferente.
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4.2.3.8 Sistema reprodutor masculino

Testiculo volumoso, de cor creme, ocupando as trés primeiras voltas da
espira, acima da glandula digestiva. Canal deferente delgado, emergindo
ventralmente ao testiculo até a vesicula seminal arredondada, localizada na base da
cavidade do manto. Prostata cilindrica sem circunvolugdes, seguindo ao lado do reto
no lado direito da cavidade do manto, terminando na goteira seminal, onde se curva
para a esquerda. Bolsa do pénis ovalada e de paredes finas, contendo o pénis
enovelado quando retraido, abrindo para o canal mediano dorsal a bainha do pénis,
permitindo passagem do pénis durante a copula (Figuras 22, 23). Pénis cilindrico e
longo, diminuindo o diametro gradualmente desde a base ao 4pice (Figura 24A),
formado por um epitélio simples com células cubica e uma extensa camada de fibras
musculares (Figuras 25A-C). Canal espermatico fechado (Figuras 25A,B). A
coloracdo Reticulina de Gomori mostrou feixes reticulares entre as células adiposas
(corados em preto) e fibras de coldgeno concéntrico do tipo | em torno do canal
espermatico (corados em marrom) (Figuras 25A,D). A coloracdo PAS mostrou que o
epitélio do pénis e no interior do canal espermatico € rico em glicoproteinas (corado
em vermelho) (Figura 25A,E). As laminas do pénis coradas em Alcian Blue pH 1,0 e
pH 2,5 foram negativas para estas coloragoes.

Bainha do pénis curvada para a direita, pouco volumosa, com a largura
diminuindo gradativamente da base até o apice. O canal mediano é formado por
duas dobras, a esquerda sobrepondo a direita, iniciando na base da bainha do pénis
até proximo a glandula apical. A bainha apresenta trés glandulas: uma apical
pregueada, ocupando cerca de 1/4 da bainha do pénis; uma interna mediana, lisa e
arredondada, localizada centralmente a direita da bainha, préxima ao canal
mediano; e uma externa basal, com um pequeno orificio (Figuras 24B-C). A glandula
basal externa é formada por tecido conjuntivo com células redondas a ovoides,
inUmeros ductos e um ducto central, circundado por um conjunto de acinos (Figuras
26A-C). Com a coloracdo Reticulina de Gomori, foram evidenciados inumeros feixes
reticulares (corados em preto), além de feixes colagénicos do tipo | (corados em
marrom) (Figuras 26A,C). A coloracdo PAS revelou uma camada de revestimento no
interior dos ductos rico em glicoproteinas (corado em vermelho) (Figuras 26A,D). A
coloracdo Alcian Blue pH 1,0 revelou a presengca de proteoglicanos de alta
sulfatacdo principalmente no interior dos ductos (Figuras 26A,E). Glandula basal

externa negativa para a coloracao Alcian Blue pH 2,5.
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Figura 22 - Sistema reprodutor masculino de Asolene meta (lhering, 1915). An: anus;
Bop: bolsa do pénis; Bp: bainha do pénis; Br: branquias; Cd: canal deferente; Pe:
pénis; Pr: préstata: Te: testiculo; Vs: vesicula seminal. Escala: 10 mm.
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Figura 23 — Complexo peniano de Asolene meta (Ihering, 1915). An: anus; Bop:
bolsa do pénis; Bp: bainha do pénis; Br: branquias; Cm: canal mediano; Ga: glandula
apical; Gm: glandula mediana; Ln: lobo nucal; P: pé; PI: palpos labiais; Pr: prostata;
Te: tentaculo. Escala: 1 mm.

Figura 24 - Pénis (A) e bainha do pénis (dorsal — B e ventral — C) de Asolene meta
(Ihering, 1915). Ga: glandula apical; Gbe: gandula basal externa; Gm: glandula
mediana; Pe: pénis. Escala: 1 mm.
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Figura 25 — Cortes histolégicos do pénis de Asolene meta (Ihering, 1915). A:
Complexo peniano mostrando o local dos cortes histologicos. B: Histologia da bolsa
do pénis corada com hematoxilina-eosina. C: Histologia do pénis corada com
hematoxilina-eosina. D: Histologia do pénis corada com Reticulina de Gomori; seta
vermelha indicando fibras reticulares e seta preta indicando fibras colagénicas do
tipo I. E: Histologia do pénis de corada com PAS; setas pretas indicando regiao
positiva. An: anus; Bop: bolsa do pénis; Bp: bainha do pénis; Br: branquias; Ce:
canal espermatico; Cm: canal mediano; Ga: glandula apical; Gm: glandula mediana;
Pe: pénis; Pr: prostata. Escalas: A: 1 mm; B: 500 um; C-E: 100 um.

64



Figura 26 - Cortes histologicos da glandula externa da bainha do pénis de Asolene
meta (lhering, 1915). A: Complexo peniano mostrando o local dos cortes
histolégicos. B: Histologia da glandula basal externa corada com hematoxilina-
eosina. C: Histologia da glandula basal externa corada Reticulina de Gomori; seta
vermelha indicando fibras reticulares e seta preta indicando fibras colagénicas do
tipo I. D: Histologia glandula basal externa corada com PAS; setas pretas indicando
regido positiva. E: Histologia glandula basal externa corada com Alcian Blue pH
1,0; seta preta indicando regido positiva. An: anus; Bop: bolsa do pénis; Bp: bainha
do pénis; Br: branquias; Cm: canal mediano; Duc: ducto; Ga: glandula apical; Gm:
glandula mediana; Pr: prostata. Escalas: A: 1 mm; B-E: 100 pm.
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4.2.3.9 Sistema reprodutor feminino

O ovério arborescente € formado por inUmeros diverticulos envolvidos pela
glandula digestiva e ocupa posicdo semelhante ao testiculo nos machos. Os
diverticulos sdo conectados, unindo-se em trés a quatro ramos que se fundem
formando o oviduto visceral. O oviduto visceral, fino e delgado, segue abaixo do rim
e atrds da cavidade do manto para entrar no receptaculo seminal (Figura 27A).

O receptaculo seminal localiza-se transversalmente ao oviduto palial, é
muscular, oval alongado, com uma regido lisa recoberta por uma area fortemente
granular (Figuras 27B-C). Glandula da casca segue enovelada, unindo-se ao oviduto
palial. O receptaculo seminal, a bolsa copuladora, a glandula da casca e a glandula
de albumen encontram-se envoltos em uma grande massa de cor alaranjada, que
ocupa grande parte da base da cavidade do manto.

Segue o0 oviduto palial, com trés voltas visiveis emergindo da massa
alaranjada, continuando na base cavidade do manto, ao lado do reto, e terminando
na abertura genital. Entre o &nus e as branquias encontra-se a bainha vestigial, uma

estrutura comum dentre os ampulariideos (Figura 27A).
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Figura 27 - Sistema reprodutor feminino de Asolene meta (lhering, 1915) (A),
glandula de albiumen mostrando a posicdo do receptaculo seminal (B) e receptaculo
seminal (C). An: anus; Br: branquias; Bv: bainha vestigial; Gla: glandula de albumen;

Ova: ovario; Ovp: oviduto palial; Ov: oviduto visceral; Rs: receptaculo seminal.
Escala: 1 mm.
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4.2.3.10 Desova

Os exemplares de Asolene meta mantidos em laboratorio fizeram uma
postura com aproximadamente 72 ovos na vegetacdo submersa, em abril de 2012
(Figura 28A). Os ovos sao redondos, ndo calcarios e sem pigmentacéo, envoltos em
uma massa gelatinosa (Figura 28B). Proximo a ecloséo dos juvenis, os ovos ficaram
transparentes, sendo possivel ver o pequeno embrido no interior do ovo. A ecloséo
de 44 juvenis ocorreu aproximadamente nove dias apds a postura.

A concha dos recém-eclodidos € transparente, permitindo ver 0 manto com
pigmentacdes esparsas, as faixas na borda do manto e a massa visceral com

coloracéo creme. A espira apresenta pontuacdes pouco evidentes (Figura 28C).

Figura 28 — Desova de Asolene meta (Ihering, 1915) (A), detalhe dos ovos (B) e
recém-eclodido (C). Escalas: 10 mm (A-B) e 1 mm (C).
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424 Andlise de dimorfismo sexual

Para analise de dimorfismo sexual, foram avaliadas 19 conchas e opérculos
de espécimes fémeas e 20 de machos de Asolene meta provenientes do municipio
da Barra, Bahia. A amplitude de variacdo de ambos os géneros para as 32 variaveis
analisadas encontra-se na tabela 2.

A analise teste t de Student revelou que as varidveis Vc/At e Lo/Ao sao

significativamente diferentes entre fémeas e machos de A. meta (p<0.05) (Tabela 3).

Tabela 2 — Estatistica basica descritiva das conchas e dos opérculos dos espécimes
fémeas e machos de Asolene meta (lhering, 1915) provenientes do municipio da

Barra (BA).
Fémeas (n = 19) Machos (n = 20)

Minimo Méaximo Med+Dp Minimo Méaximo Med + Dp
At 25,00 31,94 28,39+1,88 23,25 30,86 27,62+1,67
Lt 26,58 35,29 30,59+2,21 26,05 33,92 30,82+6,06
Vc 22,46 28,76 25,54+1,75 21,95 28,35 24,90+1,45
Ec 14,04 18,39 16,43+1,37 12,87 18,14 15,70+1,13
Aa 17,02 23,00 19,83+1,55 17,10 22,04 19,04+1,37
La 12,46 17,05 15,05+1,37 13.30 16,81 14,77+0,90
Ao 15,79 19,67 17,59+1,08 14,37 19,73 17,00+1,18
Lo 10,66 13,36 12,05+0,83 10,31 13,46 11,88+0,79
Al 1,02 2,83 1,83+0,62 1,08 2,94 1,82+0,64
L1 3,60 5,75 4,99+0,54 3,92 7,51 4,96+0,78
A2 2,46 4,11 3,15+0,44 2,27 3,82 3,13+0,49
L2 8,00 11,94 10,13+1,08 8,15 12,30 10,04+1,12
Aol 8,06 11,45 9,73+1,01 7,88 11,67 9,33+0,81
Ao2 6,36 8,86 7,850,63 6,37 8,75 7,67+0,70
Vi 3,19 4,53 3,83+0,35 2,94 4,30 3,82+0,37
Lt/At 1,01 1,21 1,08+0,05 1,04 1,21 1,10+0,04
Vc/At 0,85 0,95 0,90+0,02 0,87 0,95 0,91+0,02
Aa/Lt 0,61 0,68 0,65+0,02 0,60 0,68 0,64+0,03
La/Aa 0,63 0,81 0,76+0,04 0,73 0,86 0,78+0,02
Lo/Ao 0,64 0,72 0,68+0,02 0,65 0,75 0,70+0,02
At/Aa 1,35 1,50 1,43+0,05 1,34 1,55 1,43+0,06
Al/L1 0,20 0,56 0,37+0,13 0,20 0,58 0,38+0,15
A2/L2 0,22 0,42 0,31+0,05 0,19 0,41 0,32+0,06
VellLt 0,78 0,89 0,84+0,03 0,79 0,88 0,83+0,02
Aol/Ao2 1,02 1,80 1,25+0,19 1,05 1,61 1,23+0,14
Aol/Ao 0,50 0,64 0,55+0,04 0,51 0,62 0,55+0,03
Ao2/Ao 0,36 0,49 0,45+0,04 0,38 0,49 0,45+0,03
(AL/L1)/(A2/L2) 0,75 1,77 1,15+0,28 0,63 1,69 1,18+0,36
(A2/L1)/(VcILt) 0,22 0,67 0,44+0,15 0,22 0,51 0,38+0,07
(A2/L2)/(Vc/Lt) 0,27 0,51 0,38+0,06 0,23 0,69 0,45+0,17
VI/At 0,11 0,16 0,13+0,01 0,11 0,16 0,14+0,02
VI/Lt 0,09 0,16 0,12+0,01 0,09 0,15 0,13+0,01
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Tabela 3 - Andlise Teste t de Student entre as variaveis conquiliométricas de
conchas e opérculos de espécimes fémeas e machos de Asolene meta (lhering,
1915) provenientes do municipio da Barra (BA).

Variavel t df p
At 1,984 37 0,055
Lt 0,966 37 0,340
Ec 1,831 37 0,075
Ve 1,239 37 0,223
Aa 1,674 37 0,102
La 0,831 37 0,412
Ao 1,618 37 0,114
Lo 0,554 37 0,583
Al 0,029 37 0,977
L1 0,189 37 0,851
A2 0,099 37 0,921
L2 0,256 37 0,799
Aol 1,355 37 0,184
Ao2 0,892 37 0,378
\ -0,004 37 0,997
Lt/At -1,505 37 0,141
Vc/At -2,140 37 0,039
AalLt 1,727 37 0,093
La/Aa -1,312 37 0,198
Lo/Ao -2,208 37 0,033
At/Aa 0,025 37 0,980
Al/L1 -0.196 37 0,846
A2/L2 -0,104 37 0,918
VelLt 0,413 37 0,682
Aol/Ao2 0,430 37 0,670
Aol/Ao 0,340 37 0,735
Ao2/Ao -0,340 37 0,735
(AL/L1)/(A2/L2) -0,293 37 0,771
(A2/L2)/(VclLt) -0,202 37 0,841
(AL/L1)/(Vc/Lt) -0,235 37 0,816
VI/At -1,235 37 0,225
VI/Lt -0,527 37 0,601

A Andlise de Escalonamento Multidimensional ndo apresentou agrupamentos
com uma separacao espacial entre fémeas e machos de A. meta (Figura 29).

De acordo com a Correlacdo de Pearson (Tabela 4), as variaveis At, Al,
Al/L1, A2/L2, Ao2/Ao, Aol/Ao2 e VI/At foram retiradas da Analise Discriminante, a
gual apresentou resultados que nao diferenciaram os espécimes fémeas e machos
significativamente (Wilk’s lambda = 0,530; df = 18,20, p > 0,05). A matriz de
classificacdo indicou que 8 dos 19 exemplares fémeas e 10 dos 20 machos de
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Asolene meta apresentaram identidade morfoldgica do grupo, com indices de acerto
de 42% e 50%, respectivamente. Com base no gréfico da figura 30, ndo h& distingédo
entre espécimes fémeas e machos de Asolene meta. A matriz F resultou em um

indice de diferenca de 0,984 entre os grupos analisados.

Escalonamento Multidimensional

0,32

al [ [ [a [x | [
Q
031+ |
% 5 w AR X g
x Q
= X =
030 o X x ><0D
-~ o 4
X
o o
,g 029 N % —
c X &
Q o X @ o
Eox BT 3 .
()
027 - L
026+ o — =
o < Fémea
025 | | | | | | | X MaChO

™ £ & H 4
S HFFggFrgrgs

Dimensao 2

Figura 29 - Analise de Escalonamento Multidimensional a partir de dados
conquiliométricos de fémeas e machos de Asolene meta (lhering, 1915).

Analise Discriminante

B Fémea
B Macho

N° de observacdes

30 25 20 45 A0 £33 00 05 10 15 20 25 30 25

Func¢ao discriminante

Figura 30 — Analise discriminante das analises conquiliométricas dos espécimes
fémeas e machos de Asolene meta (lhering, 1915).
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Tabela 4 — Correlacéo de Pearson das variaveis conquiliométricas analisadas de espécimes fémeas e machos de Asolene meta
(Ihering, 1915) provenientes do municipio da Barra (BA). Valores iguais ou maiores que 0,900 estdo destacados em vermelho.

At Lt Ec Ve Aa LA Ao Lo Al L1 A2
At 1,000
Lt 0,807 1,000
Ec 0,916 0,661 1,000
Ve 0,936 0,868 0,843 1,000
Aa 0,880 0,883 0,798 0,896 1,000
La 0,729 0,742 0,607 0,738 0,736 1,000
Ao 0,803 0,702 0,721 0,812 0,771 0,631 1,000
Lo 0,779 0,790 0,693 0,837 0,756 0,677 0,881 1,000
Al 0,155 -0,008 0,143 0,046 0,011 0,219 0,043 0,100 1,000
L1 0,551 0,520 0,480 0,549 0,452 0,409 0,536 0,503 -0,069 1,000
A2 0,191 -0,062 0,144 0,049 -0,063 0,013 0,041 0,015 0,547 0,079 1,000
L2 0,545 0,594 0,459 0,591 0,535 0,359 0,614 0,540 -0,414 0,700 -0,082
Aol 0,734 0,741 0,672 0,783 0,750 0,457 0,819 0,781 -0,199 0,582 -0,165
Ao2 0,377 0,191 0,319 0,323 0,298 0,463 0,601 0,447 0,352 0,124 0,302
\ 0,199 -0,057 0,329 0,133 0,053 0,093 0,279 0,099 0,050 0,100 0,094
Lt/At -0,282 0,339 -0,387 -0,080 0,037 0,042 -0,137 0,046 -0,270 -0,033 -0,408
Vc/At -0,281 0,072 -0,303 0,074 -0,049 -0,055 -0,078 0,064 -0,302 -0,071 -0,402
Aa/Lt 0,338 -0,009 0,440 0,263 0,461 0,162 0,309 0,110 0,026 -0,026 -0,037
La/Aa -0,323 -0,312 -0,365 -0,332 -0,489 0,229 -0,292 -0,210 0,264 -0,136 0,102
Lo/Ao -0,037 0,194 -0,052 0,067 -0,012 0,106 -0,232 0,256 0,109 -0,053 -0,059
At/Aa -0,001 -0,351 0,017 -0,148 -0,475 -0,192 -0,138 -0,147 0,266 0,063 0,484
Al/L1 -0,284 0,146 -0,330 0,048 -0,006 -0,030 -0,115 0,033 -0,305 -0,126 -0,461
A2/L2 -0,055 -0,197 -0,044 -0,146 -0,155 0,063 -0,136 -0,078 0,940 -0,385 0,436
Ve/Lt -0,131 -0,360 -0,124 -0,266 -0,332 -0,173 -0,289 -0,271 0,671 -0,315 0,826
Aol/Ao2 0,154 -0,347 0,268 0,164 -0,067 -0,084 0,120 -0,004 0,099 -0,008 0,203
Aol/Ao 0,293 0,419 0,289 0,360 0,343 -0,005 0,208 0,283 -0,377 0,339 -0,307
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A02/A0 0,301 0,432 0,295 0,376 0,365 0,036 0,219 0,294 -0,384 0,353 -0,315

(ALILL)/(A2IL2) -0,301 -0,432 -0,295 -0,376 -0,365 -0,036 -0,219 -0,294 0,384 -0,353 0,315

(A2/L2)/(VeLt) -0,019 -0,047 -0,008 -0,042 -0,013 0,195 -0,016 0,058 0,819 -0,327 0,040

(AL/LL)/(VCILE) -0,161 -0,307 -0,172 -0,305 -0,327 -0,163 -0,323 -0,283 0,667 -0,320 0,805

VI/At -0,062 -0,167 -0,058 -0,158 -0,148 0,071 -0,147 -0,079 0,939 -0,382 0,425

VLt -0,470 -0,570 -0,305 -0,485 -0,513 -0,383 -0,272 -0,419 -0,052 -0,273 -0,044
L2 Aol Ao2 Vi LUAL VC/At AalLt LA/Aa Lo/Ao AUAa Al/L1

L2 1,000

Aol 0,721 1,000

Ao02 0,064 0,034 1,000

Vi 0,059 0,149 0,279 1,000

Lt/At 0,098 0,034 -0,286 -0,405 1,000

VC/At 0,053 0,048 -0,203 -0,198 0,570 1,000

AalLt 0,022 0,193 0,269 0,208 -0,543 -0,227 1,000

La/Aa -0,312 -0,485 0,166 0,052 -0,001 0,008 -0,457 1,000

Lo/Ao -0,142 -0,070 -0,306 -0,375 0,375 0,297 -0,389 0,155 1,000

At/Aa -0,115 -0,222 0,068 0,240 -0,580 -0,403 -0,368 0,440 -0,034 1,000

Al/L1 0,061 0,017 -0,223 -0,313 0,690 0,935 -0,264 -0,026 0,305 -0,495 1,000

A2/L2 -0,628 -0,376 0,287 0,028 -0,241 -0,231 0,031 0,306 0,107 0,228 -0,225

Ve/Lt -0,622 -0,526 0,230 0,051 -0,378 -0,341 -0,045 0,254 0,027 0,453 -0,391

Ao0l/A02 -0,069 -0,005 0,215 0,352 -0,807 0,025 0,503 -0,003 -0,248 0,413 -0,164

Ao1/A0 0,480 0,728 -0,654 -0,080 0,210 0,157 -0,060 -0,497 0,154 -0,181 0,145

A02/A0 0,509 0,738 -0,647 -0,073 0,218 0,178 -0,039 -0,475 0,154 -0,210 0,163

(AL/L1)/(A2/L2) -0,509 -0,738 0,647 0,073 -0,218 -0,178 0,039 0,475 -0,154 0,210 -0,163

(A2IL2)/(VeiLt) -0,458 -0,184 0,227 -0,002 -0,057 -0,051 0,060 0,273 0,144 -0,002 -0,013

(ALL1)/(VCILY) -0,622 -0,539 0,188 -0,011 -0,245 -0,364 -0,134 0,258 0,074 0,390 -0,383

VI/AL -0,621 -0,376 0,268 0,005 -0,183 -0,245 -0,009 0,306 0,127 0,202 -0,223

VILt -0,303 -0,336 -0,005 0,769 -0,172 0,014 -0,022 0,253 -0,317 0,195 -0,085
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A2/L2 VeiLt A0L/A02 Aol/A0 Ao2/A0 (AULL)/(A2IL2)  (A2/L2)/(Vellt)  (AL/LL)/(VelLtt VI/At VIILt
A2/L2 1,000
Ve/Lt 0,207 1,000
A01/A02 -0,525 -0,151 1,000
Ao1/A0 -0,548 -0,145 0,996 1,000
A02/A0 0,548 0,145 -0,996 -1,000 1,000
(AL/LL)/(A2/L2) 0,296 0,018 -0,293 -0,292 0,292 1,000
(A2/L2)/(VeiLt) 0,983 0,027 -0,506 -0,531 0,531 0,298 1,000
(AL/LL)/(VeiLt) 0,691 0,033 -0,452 -0,464 0,464 0,887 0,700 1,000
VI/AL 0,129 0,212 -0,251 -0,249 0,249 0,019 0,094 0,050 1,000
VILt 0,233 0,468 -0,299 -0,300 0,300 0,024 0,154 0,092 0,942 1,000
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425 Dados moleculares

Os dez espécimes de Asolene meta utilizados para o processo de extracao
do DNA foram amplificados e sequenciados com éxito. Foram obtidos fragmentos do
COl com média de aproximadamente 620 pares de bases, sendo em média
composto por 39,1% de timina (T), 16,4% de citosina (C), 22,9% de adenina e 21,1%
de guanina (G). O fragmento maior que foi recuperado € composto por 689 pares de
bases (Tabela 5):

CATAAAGATATTGGTACTTTATATATTTTATTTGGTATATGATCGGGATTAG
TGGGTGCTGCCTTAAGAATGCTTATTCGGGCTGAACTTGGGCAGCCAGGGGCT
CTATTAGGTGACGATCAGCTTTATAATGTTATTGTTACGGCTCATGCTTTTGTAAT
GATTTTTTTCTTAGTTATACCTATGATAATTGGAGGATTTGGGAACTGACTTGTGC
CTTTAATATTAGGGGCACCCGATATGGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGGTTT
TGATTACTTCCGCCTTCTTTATTACTTCTTTTATGCTCCGCCGCTGTAGAAAGTG
GAGTTGGAACAGGTTGAACAGTTTACCCTCCTTTGGCTGGGAATTTGGCCCATG
CTGGTGGTTCTGTAGATCTAGCAATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGTGCTTCTTCT
ATCTTAGGGGCAGTTAATTTTATTACAACAGTAATTAACATACGATGGCGCGGTA
TACAATTTGAACGATTACCTTTATTTGTGTGATCTGTTAAGATTACAGCGATTTTA
TTACTTTTATCTCTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTACTTACTGATCG
AAACTTCAATACATCTTTTTTTGACCCTGCTGGAGGTGGGGATCCTATCTTATAT
CAGCATCTTTTTTGATTTTTTGGTCACCC.

As espécies proximas filogeneticamente resultantes da consulta ao Blast

Server (GenBank) foram A. spixii, A. pulchella, A. platae, Felipponea iheringi (Pilsbry,
1933), Marisa planogyra Pilsbry, 1933 e Marisa cornuarietis. Tais sequéncias,
portanto, foram utilizadas nas analises de divergéncia genética. Estas analises
mostraram que todos os espécimes analisados de A. meta apresentaram 0% de
distancia tanto no modelo de maxima verossimilhanca quanto de p-distance. No
modelo de maxima verossimilhanca, A. meta apresentou distancia genética de 0,052
a 0,062 para A. spixii, 0,062 a 0,07 para A. pulchella, 0,071 a 0,085 para A. platae,
0,110 a 0,121 para F. iheringi, 0,115 a 0,132 para M. cornuarietis e 0,121 a 0,128
para M. planogyra. (Tabela 6). Com relagdo ao modelo p- distance, A. meta
apresentou distancia genética de 0,050 a 0,058 para A. spixii, 0,059 a 0,066 para A.
pulchella, 0,067 a 0,080 para A. platae, 0,101 a 0,110 para F. iheringi, 0,103 a 0,113
para M. cornuarietis e 0,108 a 0,112 para M. planogyra (Tabela 7).
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Tabela 5 - Composicao de nucleotideos do COI de dez exemplares sequenciados de
Asolene meta (lhering, 1915) provenintes do municipio da Barra (BA).

Espécimes T (%) C (%) A (%) G (%) Total
1 40,0 16,5 22,9 20,6 685
2 39,8 16,7 22,7 20,8 669
3 39,3 16,7 23,1 20,9 657
4 39,8 17,0 22,8 20,5 689
5 38,0 16,8 22,6 22,6 513
6 38,7 17,4 22,7 21,2 638
7 39,4 16,6 23,2 20,8 639
8 38,7 17,4 22,7 21,2 638
9 38,0 17,4 22,7 21,9 484
10 39,2 16,8 23,2 20,8 665
Média 39,1 16,9 22,9 21,1 627,7
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Espécie

Asolene_meta 1
Asolene_meta 2
Asolene_meta 3
Asolene_meta 4
Asolene_meta 5
Asolene_meta 6
Asolene_meta 7
Asolene_meta B
Asolene_meta 9
Asolene_meta 10

Asolene platae EU528517
Asolene platae EU528518
Asolene_platae EUS26519
Asolene_pulchella EUA28507
Asolene_pulchella_ EU526583
Asolene_pulchella_FJ710306
Asolene_spixi EF514950
Asolene_spixi_FJ710307
Felipponea_iheringi_FJ710308
Marisa_cornuarietis_EF514952
Marisa_cornuarietis EF514953
Marisa_cornuarietis_EF514954
Marisa_cornuarietis_EF514955
Marisa_cornuarietis EU274568
Marisa_planogyra EF514956
Marisa_planogyra EF514957
Marisa_planogyra FJ710305

0,000

0,000 0,000

0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,078 0,079 0,078 0,078 0,073 0,085 0,080 0,078 0,080 0,066

0,071 0,072 0,071 0,071 0,071 0,077 0,073 0,071 0,073 0,077 0,009

0,071 0,072 0,071 0,071 0,071 0,077 0,073 0,071 0,073 0,072 0,028 0,019

0,068 0,068 0,068 0,068 0,068 0,070 0,070 0,068 0,070 0,070 0,034 0,025 0,019

0,063 0,063 0,063 0,062 0,063 0,066 0,064 0,062 0,064 0,065 0,036 0,026 0,023 0,017

0,067 0,067 0,067 0,067 0,067 0,070 0,068 0,068 0,068 0,070 0,036 0,026 0,019 0,000 0,018

0,052 0,053 0,052 0,052 0,052 0,062 0,053 0,053 0,053 0,059 0,061 0,051 0,051 0,054 0,053 0,053
0,052 0,052 0,052 0,052 0,052 0,062 0,052 0,053 0,052 0,059 0,060 0,050 0,050 0,053 0,052 0,053 0,000
0,110 0,110 0,110 0,110 0,110 0,116 0,111 0,110 0,111 0,121 0,099 0,098 0,098 0,091 0,093 0,091 0,100 0,100

0,127 0,127 0,127 0,127 0,127 0,132 0,132 0,127 0,132 0,126 0,130 0,127 0,145 0,136 0,133 0,139 0,138 0,139 0,133

0,117 0,117 0,117 0,117 0,117 0,118 0,120 0,117 0,120 0,115 0,117 0,115 0,111 0,105 0,109 0,107 0,113 0,113 0,109 0,123

0,117 0,117 0,117 0,117 0.117 0,118 0,120 0,117 0,120 0,115 0,117 0,115 0,111 0,105 0,109 0,107 0,113 0,113 0,109 0,123 0,000

0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,127 0,128 0,125 0,123 0,125 0,121 0,119 0,115 0,109 0,117 0,111 0,120 0,121 0,117 0,132 0,013 0,013

0,126 0,126 0,126 0,126 0,126 0,127 0,128 0,126 0,123 0,125 0,122 0,120 0,116 0,110 0,118 0,110 0,120 0,120 0,115 0,136 0,013 0,013 0,000

0,121 0,122 0,121 0,124 0,121 0,126 0,122 0,126 0,122 0,125 0,126 0,126 0,118 0,122 0,122 0,123 0,109 0,111 0,105 0,117 0,103 0,103 0,111 0,109

0,121 0,122 0,121 0,124 0,121 0,123 0,122 0,126 0,122 0,122 0,125 0,124 0,119 0,119 0,119 0,120 0,109 0,112 0,104 0,118 0,106 0,106 0,114 0,114 0,005

0121 0121 0421 0420 0121 0121 0122 0421 0122 0122 0,119 0119 0115 0115 0,115 0,115 0,101 0,101 0,104 0,113 0,102 0,102 0,110 0,108 0,003 0,008
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Tabela 7 -

7

7

ecles proximas

Espécie

Asolene_meta 1
Asolene_meta 2
Asolene_meta 3
Asolene_meta 4
Asolene_meta 5
Asolene_meta 6
Asolene_meta 7
Asolene_meta 8
Asolene_meta 9
Asolene_meta 10
Asolene_platae EU528517 1
Asolene_platae EU528518.1
Asolene_platae EU528519.1
Asolene_pulchella_EU528507 1
Asolene_pulchella_EU526583.1
Asolene_pulchella_FJ710306.1
Asolene_spixii EF514950
Asolene_spixi_FJ710307
Felipponea_iheringi_FJ710308
Marisa_cornuarietis_EF514952
Marisa_cornuarietis EF514953
Marisa_cornuarietis EF514954
Marisa_cornuarietis_EF514955
Marisa_cornuarietis EU274568
Marisa_planogyra_EF514956
Marisa_planogyra_EF514957
Marisa_planogyra FJ710305

0,000

0,000 0,000

0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,073 0,074 0,073 0,073 0,073 0,080 0,075 0,074 0,075 0,081

0,067 0,068 0,067 0,067 0,067 0,072 0,069 0,067 0,069 0,072 0,009

0,067 0,068 0,067 0,067 0,067 0,072 0,069 0,067 0,069 0,068 0,027 0,018

0,064 0,065 0,064 0,064 0,064 0,066 0,066 0,064 0,066 0,066 0,034 0,024 0,018

0,060 0,060 0,060 0,059 0,060 0,062 0,061 0,059 0,061 0,062 0,035 0,026 0,023 0,017

0,064 0,064 0,064 0,064 0,064 0,066 0,064 0,065 0,064 0,066 0,035 0,026 0,019 0,000 0,018

0,050 0,051 0,050 0,050 0,050 0,058 0,050 0,051 0,050 0,056 0,058 0,049 0,049 0,052 0,050 0,051

0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,058 0,050 0,050 0,050 0,056 0,056 0,048 0,048 0,051 0,050 0,051 0,000
0,101 0,101 0,101 0,101 0,101 0,105 0,101 0,100 0,101 0,110 0,091 0,091 0,091 0,085 0,086 0,085 0,093 0,093

0,111 0,111 0,111 0,111 0,111 0,115 0,115 0,111 0,115 0,110 0,114 0,112 0,126 0,119 0,117 0,121 0,120 0,121 0,116

0,104 0,104 0,104 0,104 0,104 0,105 0,107 0,104 0,107 0,103 0,105 0,103 0,100 0,095 0,096 0,036 0,101 0,101 0,096 0,108

0,104 0,104 0,104 0,104 0,104 0,105 0,107 0,104 0,107 0,103 0,105 0,103 0,100 0,095 0,096 0,096 0,101 0,101 0,098 0,108 0,000

0,110 0,110 0,110 0,110 0,110 0,113 0,113 0,110 0,113 0,112 0,108 0,106 0,103 0,098 0,104 0,099 0,107 0,107 0,104 0,116 0,013 0,013

0,112 0,112 0,112 0,112 0,112 0,113 0,113 0,112 0,113 0,112 0,109 0,107 0,104 0,099 0,105 0,099 0,107 0,107 0,102 0,119 0,013 0,013 0,000

0,108 0,109 0,108 0,111 0,108 0,112 0,109 0,112 0,109 0,112 0,113 0,113 0,106 0,110 0,110 0,110 0,098 0,100 0,095 0,103 0,054 0,094 0,100 0,099

0,108 0,109 0,108 0,111 0,108 0,111 0,109 0,112 0,109 0,110 0,112 0,112 0,107 0,107 0,107 0,107 0,099 0,101 0,094 0,104 0,096 0,096 0,103 0,103 0,005
0,109 0,109 0,109 0,109 0,109 0,109 0,110 0,108 0,110 0,110 0,107 0,107 0,104 0,104 0,104 0,104 0,093 0,093 0,094 0,101 0,093 0,093 0,099 0,097 0,003 0,008
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4.2.6 Distribuicdo Geografica

Asolene meta é endémica da bacia do Sao Francisco. Como nado ha dados na

literatura, além da descricéo original, a distribuicdo desta espécie, ilustrada na figura

31, baseia-se nas amostras coletadas para este estudo.

600 1200 1800

Quilémetros

Figura 31 — A: Mapa da América do Sul com a distribuicdo geogréfica de Asolene
meta (lhering, 1915) destacada em cinza escuro; B: pontos de coleta (@) com
destaque da regido da Bacia do S&o Francisco (cinza).
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4.3 Asolene spixii (d"Orbigny, 1838)

Ampullaria zonata: d"Orbigny, 1835: 32. Homo&nimo junior de A. zonata Spix,
1827

Ampullaria Spixii:d"Orbigny, 1838: 376, pl. 52, figs. 7 e 8. Novo nome para A.
zonata.

Ampullaria Spixii d"Orb.: Phillippi, 1851: 32, pl. 9, fig. 1; Ihering, 1898: 50.

Ampullaria Spixi Orb.: lhering, 1919: 336.

Asolene (Asolene) spixi d"Orb.: Hylton Scott, 1958: 312, pl. 22, fig. 4.

Asolene spixii (d"Orbigny, 1838): Cowie & Thiengo, 2003: 49; Hayes et al.,
2009a: 70, fig. 2; Hayes et al., 2009b: 51, fig. 2.

Sintipos: Muséum national d"Histoire naturelle: MNHN 4523 (3 espécimes),
4524 (5 espécimes) (Cowie & Héros, 2012).

Localidade-tipo: Rio Parana, provincia de Corrientes e Misiones (Argentina).

Material examinado: 35 exemplares do municipio de Eldorado do Sul, Rio
Grande do Sul (CMIOC 7745).

Diagnose: concha com abertura oval alongada, 4 a 5 voltas; camara anterior
do rim triangular; glandula apical da bainha do pénis pregueada, ocupando 1/3 da
bainha e glandula mediana ovalada e lisa, localizada basalmente no lado direito da
bainha.

4.3.1 Descricao original

“Concha larga, curta, frequentemente mais larga que curta; umbilico largo,
gue permite ver a espira; parece muito liso, e mostra estrias fracas em todos os
lugares no sentido do crescimento; sdo sempre altamente corroidos na parte
superior, composta de quatro a cinco voltas convexas, e tendo estas separadas
umas das outras, a sutura muito superficial. Boca mediocre, oval a oblongo,
bastante fora do eixo da concha. (...) Esta espécie se distingue claramente por sua
espira curta, por seu umbilico largo, sua abertura estreita e alongada, sua forma de

hélice e por sua sutura rasa.” (Traduzido do francés) (d Orbigny, 1838).

4.3.2 Caracterizacao
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4.3.2.1 Concha

Concha globosa, espessa, de cor amarelo & castanho. Bandas espirais
castanho escuras, variando em numero e espessura. Com 33,66 + 6,88 mm de
altura e 30,82 £ 6,06 mm de largura. Espira curta com propor¢cao a altura total da
concha variando de 0,07 a 0,14 (0,11 £ 0,02; n = 32). Umbilico largo e profundo.
Quatro a cinco voltas convexas (4,40 + 0,39), separadas por uma sutura bem
definida levemente inclinada para a esquerda. Volta corporal ocupando mais de ¥
da concha, levemente inclinada proximo a sutura, com 29,78 + 5,88 mm. Abertura
oval alongada, sendo possivel ver as bandas espirais por dentro da concha, com
23,48 £ 3,334 mm de altura e 19,43 + 1,49 mm de largura. Alguns exemplares
apresentam uma fina camada branca interna (Figura 32).

Opérculo corneo com ndcleo concéntrico, espesso, inflexivel, castanho
escuro, selando completamente a abertura. Sem dimorfismo sexual, sendo

uniformemente concavo tanto nas fémeas quanto nos machos (Figura 33).

Figura 32 — Concha de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) proveniente do municipio de
Eldorado do Sul, RS. Escala: 10 mm.
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Figura 33 — Opérculos de espécimes fémea e macho de Asolene spixii (d"Orbigny,
1838) provenientes do municipio de Eldorado do Sul, RS. Escala: 10 mm.

4.3.2.2 Anatomia externa

Pé oval alongado com coloragdo de cinza a amarelada, geralmente
pigmentado. Cabeca bem definida com tentaculos cefalicos longos e altamente
extensiveis. Pedunculos oculares na base dos tentaculos cefalicos abrigando os
olhos. Probdscide curta, retangular, com a extremidade anterior elaborada em
palpos labiais tentaculiformes extensiveis com funcdo sensorial. Os lobos nucais
localizam-se a direita e a esquerda da nuca. O lobo nucal direito, ou sifdo exalante, é
ligeiramente cdncavo, enquanto o esquerdo, ou sifdo inalante, é pouco extensivel,
formando um canal em forma de colher que ndo fecha completamente. Borda do
manto espessa com faixas pigmentadas. A regido do manto sobre o saco pulmonar

e as branquias é pigmentada de preto (Figuras 34A-B).
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Figura 34 - Anatomia externa de um exemplar fémea de Asolene spixii (d"Orbigny,
1838): foto (A) e esquema (B). Bm: borda do manto; Br: branquias; Gd: glandula
digestiva; In: intestino; Ra: rim anterior; Rp: rim posterior; Sp: saco pulmonar. Escala:
10 mm.
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4.3.2.3 Cavidade do manto

Cavidade do manto (Figuras 35A-B) é ampla, ocupando em torno de 1/3 da
volta corporal, abrigando o saco pulmonar e o osfrAdio no lado esquerdo e as
branquias e parte dos sistemas reprodutor e digestorio no lado direito. Saco
pulmonar volumoso, com pneumdstoma localizado centralmente na por¢ao anterior.
Osfradio (Figura 35C) anterior ao saco pulmonar, proximo ao sifdo inalante e acima
do pneumdstoma, oval alongado com uma crista bipectinada na porgéo posterior,

seguindo uma unica crista central com inUmeras cristas longitudinais.

Branquias formadas por pequenas lamelas triangulares, com uma longa
extensdo desde a base da borda do manto até o pericardio, seguindo ao longo do
saco pulmonar. Glandula hipobranquial estreita localizada entre as branquias e o
intestino. Nos machos, o complexo peniano encontra-se na base da borda do manto.
Dobra palial cruzando a base da cavidade do manto, comecando abaixo do lobo
nucal direito, sobrepondo a direita acima da prostata ou oviduto palial e seguindo até
a base da cavidade do manto. Abaixo da cavidade do manto, localizam-se o

pericardio a esquerda e o rim a direita. Musculo columelar curto (Figuras 35A-B).
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Figura 35 — Cavidade do manto de um exemplar fémea de Asolene spixii (d"Orbigny,
1838): foto (A), esquema (B) e detalhe do osfradio (C). Bm: borda do manto; Br:
branquias; Dp: dobra palial; Es: estbmago; Gd: glandula digestiva; Op: oviduto palial;
Os; osfradio; P: pé; PI: palpo labial; Pn: pneumdéstoma; Ra: rim anterior; Rp: rim
posterior; Si: sifao inalante; Sp: saco pulmonar; Te: tentaculo. Escalas: 5 mm (A-B) e
1 mm (C).
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4.3.2.4 Sistema digestoério

Sistema digestorio divido em trés regifes: anterior, média e posterior. A regiao
anterior compreende o aparato bucal e o es6fago, a regido média o estdbmago,
enquanto a regiao posterior compreende o intestino meédio e o reto (Figura 36A).

Boca pregueada localizada na probdoscide, na extremidade anterior da
cabeca. O bulbo bucal é oval, fortemente muscular e abriga a radula e a mandibula.
Sobre o bulbo bucal encontram-se os ganglios bucais, as glandulas salivares e
sacos esofagicos (Figura 36B). Odontoforo largo ocupando grande parte da
cavidade bucal.

Radula (Figura 37A) do tipo taenioglossa, com média de 42 fileiras de dentes.
Dente central retangular com base cOncava e por¢do superior convexa, cuspide
central maior que as outras, triangular e com a ponta arredondada, com trés a quatro
cuspides menores de cada lado (Figura 37B). Dente lateral com base longa, com
ondulagbes, com quatro cuspides, sendo trés menores e uma maior, triangular e
com a ponta afilada (Figura 37C). Dentes marginais alongados, com duas cuspides
cada, uma maior e uma menor, triangulares e pontiagudos (Figuras 37C-D).

Par de mandibulas quitinosas rodeando a boca dorsalmente. Glandulas
salivares esbranquicadas e rugosas, atrds do ganglio bucal, sobrepondo os nervos
bucais posteriores. Bolsa esofégica circundando o aparato bucal, amarelada, rugosa
e massiva. Saco radular arredondado, saindo ventralmente ao bulbo bucal (Figura
36B). Seguindo o bulbo bucal encontra-se o papo, uma estrutura alargada e
arredondada. Posteriormente ao papo, segue o esdfago (Figura 36A), cilindrico,
abaixo da base da cavidade do manto, desembocando na cAmara géstrica.

Estdbmago altamente muscular, oval alongado, com colora¢édo branca na sua
face externa. Camara gastrica ampla, com inUmeras dobras em todo seu interior.
Septo vertical alto, emergindo da abertura do es6fago e desembocando no profundo
vestibulo. Escudo gastrico alongado, sendo pouco desenvolvido ou ausente na
maioria dos espécimes. Extremidade posterior da tiflossole maior elaborada em
pequena dobra arredondada, na parede anterior do vestibulo. Bolsa gastrica
formada por duas depressfes bem visiveis, separadas por uma fina diviséo,
localizada no limite anterior do saco do estilete. Acima da bolsa gastrica segue a
tiflossole menor, separada da tifossole maior por uma fina dobra que desemboca na

bolsa gastrica. Tiflossole maior emergindo da parede do vestibulo (Figuras 36C-D).
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Figura 36 - Sistema digestorio de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) (A), bulbo bucal
(B) e estbmago (C-D). Bb: bulbo bucal; Bg: bolsa gastrica; Cg: camara gastrica; Eg:
escudo gastrico; Eso: esbéfago; Es: estbmago; Gb: ganglio bucal; Gs: gandula
salivar; In: intestino; Pa: papo; Re: reto; Se: saco do estilete; Ses: saco esofagico;
Sr: saco radular; Tma: tiflossole maior; Tme: tiflossole menor; Ve: vestibulo. Escala:
1 mm.
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Figura 37 — Radula de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838): A: visdo geral e organizacdo
dos dentes; B: dentes centrais; C: dentes marginais. D: dentes laterais e marginais
Escala: 100 pm.
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4.3.2.5 Sistema nervoso

Sistema nervoso hipoatroide (Figura 38), com quatro pares de ganglios:
glanglios cerebrais, ganglios bucais, ganglios pediosos e ganglios pleurais. Os
ganglios cerebrais, pediosos e pleurais constituem o anel nervoso. Ganglios
cerebrais conectam-se entre si pela comissura cerebral sobrepondo o aparato bucal,
cada um com um nervo tentacular, um nervo ocular e sete a oito nervos labiais,
alguns podendo ser ramificados. Génglios bucais com cinco nervos inervando o
aparato bucal, conectados ao ganglio cerebral pelo conectivo cerebro-bucal (Figura
36B).

Dorsalmente ao aparato bucal encontram-se os ganglios pedais e pleurais.
Os ganglios pediosos estdo conectados entre si pela comissura pediosa e
conectados a cada ganglio cerebral pelo conectivo cerebro-pedioso. Ganglios
pleurais posteriores aos ganglios pediosos, conectados entre si pela comissura
pleural e ao ganglio cerebral pelo conectivo cerebro-pleural. Ganglio pleural direito
fundido ao ganglio subintestinal, conectado ao ganglio supraintestinal pelo conectivo
pleuro-supraintestinal. Seguem ambos os ganglios conectados ao ganglio visceral
pelos conectivos viscero-subintestinal e viscero-supraintestinal, respectivamente
(Figura 38).
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Figura 38 — Sistema nervoso de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838). Cc: comissura
cerebral; Ccb: conectivo cerebro-bucal; Ccpd: conectivo cerebro-pedal; Ccpil:
conectivo cerebro-pleural; Cpsp: conectivo pleuro-supraintestinal; Cvsb: conectivo
viscero-subintestinal; Cvsp: conectivo viscero-supraintestinal; Gc¢: ganglio cerebral;
Gsp: ganglio supraintestinal; Gv: ganglio visceral; NI: nervos labiais. Escala: 1 mm.
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4.3.2.6 Rim

Rim formado por duas céamaras interconectadas, 0 rim anterior e 0 rim
posterior. A cAmara anterior encontra-se localizada abaixo das branquias e a direita
do pericardio, sendo amarelada, densa e triangular (Figura 39A). Internamente é
formada por dois conjuntos de lamelas regulares ocupando todo o seu lumen,
arranjadas transversalmente em ambos os lados da veia renal aferente anterior. As
lamelas s&o recobertas por uma fina camada de tecido. A veia renal aferente
anterior entra na base do rim anterior a esquerda, adjacente a cavidade pericéardica,
seguindo centralmente ao longo do rim anterior. Subdivide-se em dois grandes
ramos que suplementam a &rea dorsal e ventral a veia renal aferente anterior (Figura
39B).

A camara posterior, localizada acima do intestino, € maior que a camara
anterior e mais delgada, com coloracao cinza. Internamente é formada por lamelas
irregulares ao longo dos ramos de dois grandes vasos, que ocupam grande parte do
teto do rim posterior, o vaso renal aferente posterior e o vaso renal eferente. O vaso
renal aferente posterior € maior que o vaso renal aferente anterior, seguindo na
regido central do rim posterior, subdividindo-se em inidmeros ramos ao longo de sua
extensdo. A veia renal eferente segue a esquerda da veia renal aferente posterior ao
longo do teto do rim posterior, igualmente subdividindo-se em inimeros ramos
(Figuras 39A-B).
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Rp

Figura 39 — Rim de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838): dorsal (A) e ventral (B). Ra: rim

anterior; Rp: rim posterior; Vaa: veia renal aferente anterior; Vap: veia renal aferente

posterior; Vav: ramo ventral da veia renal aferente anterior; Vre: veia renal eferente.
Escala: 5 mm.
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4.3.2.7 Pericardio

Auricula oval alongada, de coloracdo clara e paredes finas, com duas veias
bem distintas, a veia branquial-pulmonar eferente localizada a esquerda da auricula,
e a veia renal eferente, na porcao superior. O ventriculo € quadrangular, maior que a
auricula e mais denso. Conecta-se ao tronco arterioso, que se divide formando as
aortas anterior e posterior. Ampola volumosa, oval alongada, seguindo a partir da

aorta anterior e estendendo-se na base na cavidade pericérdica (Figura 40).

Figura 40 — Coracédo de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838). Am: ampola; Au: auricula;
Vbp: veia branquial-pulmonar eferente; Ve: ventriculo; Vr: veia renal eferente.
Escala: 1 mm.
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4.3.2.8 Sistema reprodutor masculino

Testiculo volumoso, de cor creme, ocupando as trés primeiras voltas da
espira, acima da glandula digestiva. Canal deferente delgado, emergindo
ventralmente ao testiculo até a vesicula seminal arredondada, localizada na base da
cavidade do manto. Prostata cilindrica sem circunvolucdes, seguindo ao lado do reto
no lado direito da cavidade do manto, terminando na goteira seminal, onde se curva
para a esquerda. Bolsa do pénis ovalada e de paredes finas, contendo o pénis
enovelado quando retraido, abrindo para o canal mediano dorsal a bainha do pénis,
permitindo passagem do pénis durante a copula (Figura 41). Pénis cilindrico e longo,
formado por um epitélio simples com células cubica e uma extensa camada de fibras
musculares (Figuras 42A-B). Canal espermético fechado (Figuras 42A,C). A
coloracdo Reticulina de Gomori revelou que o pénis é constituido principalmente por
feixes reticulares (corados em preto) e ainda por fibras de colageno concéntrico do
tipo | em menor quantidade, circundando o canal espermatico (corados em marrom)
(Figuras 42A,D). A coloragdo PAS mostrou que o epitélio do interior do canal
espermatico € rico em glicoproteinas (corado em vermelho) (Figuras 42A,E). As
laminas do pénis coradas em Alcian Blue pH 1,0 e pH 2,5 foram negativas para
estas coloracoes.

Bainha do pénis curvada para a direita, pouco volumosa, com a largura
diminuindo gradativamente da base até o apice. O canal mediano é formado por
duas dobras, a esquerda sobrepondo a direita, iniciando na base da bainha do pénis
até proximo a glandula apical. Apresenta duas glandulas internas, a glandula apical
€ pregueada na sua face exterior, ocupando cerca de 1/3 da bainha do pénis e a
glandula mediana lisa e arredondada, localizada na base da bainha no lado direito,
préximo ao canal mediano (Figuras 43A-B). Externamente encontra-se a glandula
basal externa, formada por tecido conjuntivo formado por células redondas a
ovoides. InUmeros ductos no interior a glandula e um ducto central, circundado por
um conjunto de acinos (Figuras 44A-D). Com a coloracdo Reticulina de Gomori,
foram evidenciados inUmeros feixes reticulares (corados em preto), além de feixes
colagénicos do tipo | (corados em marrom) (Figuras 44A,D). A coloracdo PAS
revelou uma camada de revestimento no interior dos ductos rico em glicoproteinas
(corado em vermelho) (Figuras 44A,E). A coloracéo Alcian Blue pH 1,0 revelou a
presenca de proteoglicanos de alta sulfatagéo no interior dos ductos (Figuras 44A,F).

Glandula basal externa negativa para a coloragéo Alcian Blue pH 2,5.
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Figura 41 —Sistema reprodutor masculino de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838). Bop:
bolsa do pénis; Bp: bainha do pénis; Br: branquias; Bm: borda do manto; Cd; canal
deferente; Ga: glandula apical; Gm: glandula mediana; Pr: prostata; Re: reto; Te:
testiculo; Vs: vesicula seminal Escala: 1 mm.
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Figura 42 - Cortes histologicos do pénis de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838). A:
Complexo peniano mostrando o local dos cortes histologicos. B: Histologia da bolsa
do pénis corada com hematoxilina-eosina. C: Histologia do pénis corada com
hematoxilina-eosina. D: Histologia do pénis corada com Reticulina de Gomori; seta
vermelha indicando fibras reticulares e seta preta indicando fibras colagénicas do
tipo I. E: Histologia do pénis de corada com PAS; setas pretas indicando regiao
positiva. Bm: borda do manto; Bop: bolsa do pénis; Bp: bainha do pénis; Br:
branquias; Ce: canal espermatico; Ga: glandula apical; Gm: glandula mediana; Pe:
pénis; Pr: prostata; Re: reto. Escalas: A: 1 mm; B: 500 pum; C-E: 100 pm.
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Figura 43 — Bainha do pénis de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) vista ventralmente:
foto (A) e esquema (B). Ga: glandula apical; Gm: glandula mediana. Escala: 1 mm.
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Figura 44 - Cortes histologicos da glandula externa da bainha do pénis de Asolene
spixii (d"Orbigny, 1838). A: Bainha do pénis mostrando o local dos cortes
histolégicos. B-C: Histologia da glandula basal externa corada com hematoxilina-
eosina. D: Histologia da glandula basal externa corada Reticulina de Gomori; seta
vermelha indicando fibras reticulares e seta preta indicando fibras colagénicas do
tipo I. E: Histologia glandula basal externa corada com PAS; setas pretas indicando
regido positiva. F: Histologia glandula basal externa corada com Alcian Blue pH 1,0;
seta preta indicando regido positiva. Duc: ducto; Ga: glandula apical; Gm: glandula
mediana. Escalas: A: 1 mm; B: 500 pum; C-F: 100 pm.

98



4.3.2.9 Sistema reprodutor feminino

O ovério arborescente € formado por inUmeros diverticulos envolvidos pela
glandula digestiva e ocupa posicdo semelhante ao testiculo nos machos. Os
diverticulos sdo conectados, unindo-se ramos que se fundem formando o oviduto
visceral. O oviduto visceral, fino e delgado, segue abaixo do rim e atras da cavidade
do manto para entrar no receptaculo seminal (Figura 45A).

O receptaculo seminal (Figura 45B) localiza-se transversalmente ao oviduto
palial, € muscular, oval alongado, com uma regido lisa recoberta por uma area
fortemente granular, sendo visivel tanto a porcéo lisa quanto a granulada emergindo
da glandula de albumen. Glandula da casca segue enovelada, unindo-se ao oviduto
palial. O receptaculo seminal, a bolsa copuladora, a glandula da casca e a glandula
de albumen encontram-se envoltos em uma grande massa de cor alaranjada, que
ocupa grande parte da base da cavidade do manto.

Segue o oviduto palial, com trés voltas visiveis emergindo da massa
alaranjada, continuando na base cavidade do manto, ao lado do reto, e terminando

na abertura genital (Figura 45A).
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Figura 45 — Sistema reprodutor feminino de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) (A) e
destaque do receptaculo seminal (B). Gla: glandula de albimen, Ov: oviduto
visceral; Ova: ovario; Ovp: oviduto palial; Rs: receptaculo seminal. Escalas: 5 mm (A)
e 1 mm (B).
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4.3.2.10 Desova

A desova gelatinosa de Asolene spixii posta na vegetacdo submersa é
composta por ovos sem pigmentacéo, redondos e néo calcarios. (Figura 46A-C). A
medida que os ovos amadurecem, a desova vai se tornando transparente, até ser
possivel ver o pequeno embridao no interior do ovo (Figura 46D). O jovem recém-
eclodido apresenta concha transparente, permitindo ver o manto com pigmentagdes
esparsas, as faixas na borda do manto e a massa visceral com coloragao creme. A

espira apresenta pontuacdes pouco evidentes (Figura 46E).

Figura 46 - Desova de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) in situ (A-B), detalhe dos
ovos (C-D) e recém-eclodido (E). Escala: 5 mm.
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4.3.3 Andlise de dimorfismo sexual

Para andlise de dimorfismo sexual, foram analisadas 18 conchas e opérculos
de espécimes fémeas e 14 de machos de Asolene spixii. A amplitude de variacao de
ambos 0s géneros para as 32 variaveis analisadas encontra-se na tabela 8.

A andlise teste t de Student revelou que as variaveis A1 e Lo séo

significativamente diferentes entre fémeas e machos de A.spixii (p<0.05) (Tabela 9).

Tabela 8 — Estatistica basica descritiva das conchas e dos opérculos dos espécimes
fémeas e machos de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) provenientes do municipio de
Eldorado do Sul (RS).

Fémeas (n = 18) Machos (n = 14)

Minimo Méaximo Med+Dp Minimo Maximo Med + Dp
At 22,48 44,81 35,26+7,52 24,34 41,33 31,62+5,56
Lt 20,33 40,31 32,08+6,15 22,35 39,59 29,21+5,76
Vc 19,47 40,47 31,19+6,42 21,85 36,42 27,98+4,72
Ec 12,72 25,66 20,73+4,26 14,21 24,70 18,25+3,16
Aa 16,70 29,84 24,06+3,74 18,01 26,75 22,73+2,70
La 12,20 24,07 18,42+3,16 13,04 23,25 16,83+2,83
Ao 13,42 33,03 22,03+4,74 15,92 25,60 19,48+3,00
Lo 9,44 24,83 15,14+3,70 10,54 17,27 12,78+2,04
Al 1,23 3,85 1,98+0,85 1,10 2,06 1,38+0,29
L1 3,37 8,02 5,60+1,63 3,60 7,86 4,90+1,09
A2 2,26 5,24 3,55+1,05 2,17 4,82 3,05+0,65
L2 6,86 18,08 11,91+3,27 7,85 17,32 10,76+2,94
Aol 7,36 18,83 11,64+2,58 8,12 13,23 10,18+1,46
Ao2 6,06 14,20 10,40+2,40 7,59 12,37 9,30+1,60
VI 3,75 5,00 4,41+0,41 3,87 5,12 4,39+0,35
Lt/At 0,83 0,99 0,91+0,04 0,84 1,00 0,92+0,04
Vc/At 0,86 0,93 0,89+0,02 0,87 0,92 0,89+0,02
AalLt 0,66 0,87 0,76+0,05 0,67 0,91 0,79+0,07
La/Aa 0,68 0,83 0,76+0,04 0,67 0,88 0,74+0,05
Lo/Ao 0,59 0,91 0,69+0,07 0,63 0,71 0,66+0,02
At/Aa 1,23 1,58 1,45+0,11 1,19 1,56 1,38+0,10
Al/L1 0,21 0,53 0,36+0,10 0,19 0,52 0,29+0,09
A2/L2 0,19 0,41 0,30+0,06 0,23 0,38 0,29+0,05
Ve/Lt 0,91 1,05 0,97+0,04 0,88 1,04 0,96+0,04
Aol/Ao02 0,82 1,33 1,13+0,14 0,98 1,22 1,10+0,07
Aol/Ao 0,45 0,57 0,53+0,03 0,49 0,55 0,52+0,02
Ao2/Ao 0,43 0,55 0,47+0,03 0,45 0,51 0,48+0,02
(A1/L1)/(A2/L2) 0,83 1,66 1,18+0,25 0,70 1,48 1,01+0,23
(A1/L1)/(VciLt) 0,19 0,43 0,31+0,06 0,23 0,38 0,30+0,05
(A2/L2)/(Vc/Lt) 0,23 0,54 0,37+0,10 0,19 0,54 0,31+0,10
VI/At 0,09 0,20 0,13+0,03 0,11 0,19 0,14+0,03
VI/Lt 0,11 0,22 0,14+0,03 0,12 0,20 0,16+0,03
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Tabela 9 - Andlise Teste t de Student entre as variaveis conquiliométricas de
espécimes fémeas e machos de Asolene spixii spixii (d"Orbigny, 1838) provenientes
do municipio de Eldorado do Sul (RS).

Variavel t df p
At 1,515 30 0,140
Lt 1,346 30 0,188
Ec 1,824 30 0,078
Vc 1,564 30 0,128
Aa 1,123 30 0,270
La 1,480 30 0,149
Ao 1,757 30 0,089
Lo 2,146 30 0,040
Al 2,544 30 0,016
L1 1,389 30 0,175
A2 1,569 30 0,127
L2 1,027 30 0,313
Aol 1,889 30 0,069
Ao2 1,467 30 0,153
Vi 0,111 30 0,912
Lt/At -0.511 30 0,613
Vc/At -0,032 30 0,974
Aa/Lt -1,468 30 0,152
La/Aa 1,591 30 0,122
Lo/Ao 1,651 30 0,109
At/Aa 1,853 30 0,074
Al/L1 1,787 30 0,084
A2/L2 0,664 30 0,512
VelLt 0,517 30 0,609
Aol/Ao2 0,838 30 0,409
Aol/Ao 0,656 30 0,517
Ao2/Ao -0,656 30 0,517
(A1/L1)/(A2/L2) 2,032 30 0,051
(A2/L2)/(VcILt) 0,562 30 0,603
(A1/L1)/(VciLt) 1,700 30 0,099
VI/At -1,107 30 0,277
VI/Lt -1,084 30 0,287

A Andlise de Escalonamento Multidimensional ndo apresentou agrupamentos
com uma separacao espacial entre fémeas e machos de A. spixii (Figura 47).

Com base no resultado obtido na Correlagdo de Pearson (Tabela 10), as
variaveis At, Ec, Lt, La, Vc, Ao, Aol, L1, Al/L1, Aol/Ao, Aol/Ao2, VI/At foram
retiradas da Andlise Discriminante, a qual apresentou resultados que nao

diferenciam os espécimes fémeas e machos significativamente (Wilk's lambda =
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0,312, df = 19,12, p > 0,05). A matriz de classificacdo indicou que 10 dos 18
exemplares fémeas e 7 dos 14 machos de Asolene spixii apresentaram identidade
morfologica do género, com indices de acerto de 56% e 50%, respectivamente
(Figura 48). A matriz F resultou em um indice de diferenca de 1,391 entre fémeas e

machos
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Figura 47 - Andlise de Escalonamento Multidimensional a partir de dados
conquiliométricos de fémeas e machos de Asolene spixii (d"Orbigny, 1838).
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Figura 48 - Anadlise discriminante dos espécimes fémeas e machos de Asolene
spixii(d"Orbigny, 1838).
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Tabela 10 - Correlagdo de Pearson das variaveis conquiliométricas analisadas de fémeas e machos de Asolene spixii spixii (d"Orbigny,

1838) provenientes do municipio de Eldorado do Sul (RS). Valores maiores que 0,900 estdo destacados em vermelho.

At Lt Ec Ve Aa LA Ao Lo Al L1 A2
At 1,000
Lt 0,973 1,000
Ec 0,979 0,955 1,000
Ve 0,995 0,974 0,981 1,000
Aa 0,971 0,942 0,941 0,970 1,000
La 0,962 0,971 0,956 0,970 0,938 1,000
Ao 0,907 0,887 0,897 0,917 0,887 0,861 1,000
Lo 0,846 0,838 0,842 0,863 0,826 0,819 0,937 1,000
Al 0,568 0,495 0,548 0,565 0,572 0,537 0,585 0,602 1,000
L1 0,865 0,828 0,861 0,861 0,806 0,843 0,795 0,770 0,609 1,000
A2 0,809 0,760 0,794 0,789 0,788 0,785 0,767 0,742 0,728 0,849 1,000
L2 0,867 0,867 0,844 0,870 0,814 0,854 0,823 0,803 0,496 0,952 0,783
Aol 0,837 0,806 0,826 0,853 0,825 0,792 0,963 0,908 0,646 0,781 0,736
Ao2 0,906 0,900 0,898 0,910 0,881 0,864 0,958 0,891 0,472 0,744 0,737
\ 0,187 0,173 0,149 0,167 0,185 0,191 0,088 0,029 0,173 0,152 0,310
Lt/At -0,260 -0,031 -0,237 -0,230 -0,258 -0,103 -0,226 -0,154 -0,366 -0,269 -0,312
Vc/At -0,370 -0,305 -0,295 -0,281 -0,329 -0,246 -0,205 -0,126 -0,226 -0,316 -0,446
AalLt -0,707 -0,812 -0,725 -0,715 -0,575 -0,751 -0,642 -0,622 -0,197 -0,642 -0,466
La/Aa 0,467 0,554 0,520 0,490 0,329 0,635 0,377 0,405 0,167 0,510 0,363
Lo/Ao 0,118 0,145 0,138 0,138 0,105 0,168 0,123 0,458 0,192 0,182 0,159
At/Aa 0,886 0,874 0,890 0,877 0,752 0,850 0,791 0,734 0,423 0,826 0,676
AlL1 -0,133 -0,182 -0,150 -0,138 -0,073 -0,139 -0,075 -0,030 0,640 -0,180 0,136
A2/L2 -0,197 -0,250 -0,184 -0,230 -0,144 -0,201 -0,191 -0,180 0,269 -0,252 0,247
Ve/Lt 0,108 -0,101 0,119 0,123 0,127 0,005 0,145 0,109 0,273 0,144 0,114
Aol/Ao2 -0,243 -0,288 -0,237 -0,227 -0,223 -0,244 -0,153 -0,129 0,240 -0,061 -0,105
Aol/Ao -0,270 -0,314 -0,266 -0,253 -0,248 -0,264 -0,180 -0,160 0,203 -0,080 -0,132
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Ao2/A0 0,270 0,314 0,266 0,253 0,248 0,264 0,180 0,160 -0,203 0,080 0,132

(ALLL)/(A2/L2) -0,006 -0,029 -0,033 0,018 0,030 -0,016 0,087 0,116 0,625 -0,036 -0,023

(A2/L2)/(VelLt) 0,219 -0,231 -0,209 -0,255 0,168 -0,204 -0,220 -0,204 0,207 -0,284 0,217

(AL/L1)/(VelLY) -0,156 -0,182 -0,176 -0,163 -0,096 -0,154 -0,103 -0,054 0,604 0,213 0,112

VI/At -0,883 -0,874 -0,886 -0,889 -0,860 -0,848 -0,835 -0,786 -0,398 -0,766 -0,603

VI/Lt -0,852 -0,882 -0,860 -0,863 -0,830 -0,844 -0,810 0,772 -0,345 0,731 -0,560
L2 Aol A02 Vi Lt/At VC/At AalLt LA/Aa Lo/Ao At/Aa Al/L1

L2 1,000

Aol 0,798 1,000

Ao2 0,782 0,844 1,000

Vi 0,097 0,123 0,045 1,000

LU/At -0,126 -0,255 -0,177 -0,072 1,000

Vc/At -0,253 -0,139 -0,257 -0,223 0,357 1,000

AalLt 0,712 -0,559 -0,677 -0,056 0,322 0,149 1,000

La/Aa 0,524 0,331 0,395 0,103 0,292 0,085 -0,786 1,000

Lo/Ao 0,198 0,119 0,118 -0,161 0,131 0,162 -0,159 0,240 1,000

AtiAa 0,822 0,719 0,802 0,123 -0,193 -0,368 -0,863 0,661 0,104 1,000

Al/L1 -0,277 0,004 -0,153 0,108 -0,170 -0,022 0,382 -0,257 0,070 -0,281 1,000

A2/L2 -0,395 -0,185 -0,182 0,327 -0,178 -0,234 0,423 -0,276 -0,045 -0,323 0,636

VelLt 0,025 0,210 0,065 -0,029 -0,877 0,132 0,401 -0,254 -0,054 0,036 0,153

Aol1/A02 0,111 0,115 -0,425 0,157 -0,126 0,198 0,299 -0,155 -0,033 -0,244 0,342

Aol/Ao -0,127 0,090 -0,451 0,147 0,116 0,221 0,317 -0,155 -0,049 -0,270 0,313

Ao2/Ao 0,127 -0,090 0,451 -0,147 0,116 -0,221 -0,317 0,155 0,049 0,270 -0,313

(AL/LL)/(A2/L2) -0,053 0,191 -0,029 0,124 -0,082 0,192 0,148 -0,125 0,074 -0,100 0,784

(A2/L2)/(VelLt) -0,402 -0,226 -0,195 0,323 -0,004 -0,261 0,344 -0,233 -0,040 -0,331 0,599

(AL/LL)/(VelL) -0,298 -0,030 -0,173 0,110 -0,072 -0,042 0,351 -0,247 0,073 -0,299 0,993

VI/At -0,795 -0,756 -0,851 0,263 0,174 0,247 0,691 -0,411 -0,141 -0,808 0,278

VI/Lt -0,784 -0,725 -0,835 0,281 0,006 0,187 0,753 -0,466 -0,162 -0,785 0,306
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A2/L2 Ve/Lt A01/A02 Ao1/A0 A02/A0 (A1/L1)/(A2/L2) (A2/L2)/(Vc/Lt)y  (A1/L1)/(Vc/Ltt VI/At VI/Lt
A2/L2 1,000

VelLt 0,054 1,000

A01/A02 0,071 0,235 1,000

Aol/Ao 0,056 0,238 0,997 1,000

A02/A0 -0,056 -0,238 -0,997 -1,000 1,000

(AL/LL)/(A2/L2) 0,034 0,175 0,404 0,378 -0,378 1,000

(A2/L2)/(VelLt) 0,980 -0,144 0,027 0,011 -0,011 -0,002 1,000

(AL/LL)/(VelLY) 0,643 0,039 0,322 0,293 -0,293 0,768 0,628 1,000

VI/At 0,401 -0,077 0,301 0,319 -0,319 0,025 0,412 0,297 1,000

VI/Lt 0,433 0,071 0,327 0,343 -0,343 0,035 0,414 0,309 0,986 1,000
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4.3.4 Distribuicdo Geografica

Asolene spixii encontra-se amplamente distribuida nos sistemas do rio da
Prata, rio Uruguai e rio Parana. Encontramos espécimes em planta¢des de arroz no
municipio de Eldorado do Sul (RS), onde a maioria encontrava-se enterrada no
substrato barrento. Este municipio, juntamente com o municipio de S&o Leopoldo
(RS) (Ihering, 1898; 1919), encontram-se na bacia do Atlantico (Figura 49).

1400 2100

Quilémetros

Figura 49 — A: Mapa da América do Sul com a distribuicdo geogréfica de Asolene
spixii (d"Orbingy, 1838) destacada em cinza escuro; B: ponto de coleta (@) e
localidades citadas na literatura (Ihering 1898; 1919; Hylton Scott, 1958) (O).
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4.4 Analise conquiliométrica de Asolene meta e Asolene spixii

Foram analisadas 39 conchas e opérculos de Asolene meta e 32 de A. spixii.
A amplitude de variacdo de ambas as espécies para as 32 variaveis analisadas
encontra-se na tabela 11.

A analise teste t de Student revelou que as variaveis altura total da concha
(At), eixo columelar (Ec), volta corporal (Vc), altura da abertura (Aa), largura da
abertura (La), altura do opérculo (Ao), largura do opérculo (Lo), altura da por¢céo
anterior (Aol) e posterior (Ao2) do opérculo, numero de voltas (VI), além das razbes
Lt/At, Vc/At, AalLt, Vc/Lt, Aol/Ao2, Aol/Ao, Ao2/Ao, A1/L1/NVclLt, A2/L2/Vc/Lt, VI/Lt

sdo significativamente diferentes entre as espécies estudadas (p<0.05) (Tabela 12).
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Tabela 11 — Estatistica basica descritiva das conchas e dos opérculos de Asolene
meta (Ihering, 1915) provenientes do municipio da Barra (BA) e Asolene spixii
(d"Orbigny, 1838) do municipio de Eldorado do Sul (RS).

Asolene meta (n = 39) Asolene spixii (n = 32)

Minimo Maximo Med+Dp Minimo Maximo Med + Dp
At 23,25 31,94 27,81+1,85 22,48 44,81 33,66+6,88
Lt 26,05 35,29 30,26+2,05 20,33 40,31 30,82+6,06
Ve 21,95 28,76 25,21+1,61 19,47 40,47 29,78+5,88
Ec 12,87 18,39 16,06+1,27 12,72 25,66 19,64+3,96
Aa 17,02 23,00 19,43+1,49 16,70 29,84 23,48+3,34
La 12,46 17,05 14,91+1,01 12,20 24,07 17,71+3,08
Ao 14,37 19,73 17,29+1,16 13,42 33,03 20,92+4,21
Lo 10,31 13,46 11,95+0,81 9,44 24,83 14,11+3,27
Al 1,02 2,94 1,82+0,62 1,10 3,85 1,71+0,72
L1 3,60 7,51 4,98+0,67 3,37 8,02 5,30+1,44
A2 2,27 4,11 3,14+0,46 2,17 5,24 3,33+0,92
L2 8,00 12,30 10,09+1,09 6,86 18,08 11,41+3,14
Aol 7,88 11,67 9,52 £0,92 7,36 18,83f 11,00+2,26
Ao2 6,36 8,86 7,76 £ 0,66 6,06 14,20 9,92+2,13
\ 2,94 4,53 3,76 £0,38 3,75 5,12 4,40+0,39
Lt/At 1,01 1,21 1,09+0,04 0,83 1,00 0,92+0,04
Vc/At 0,85 0,95 0,91+0,02 0,86 0,93 0,87+0,02
AalLt 0,60 0,69 0,64+0,02 0,66 0,91 0,77+0,06
La/Aa 0,63 0,86 0,77+0,04 0,66 0,88 0,75+0,04
Lo/Ao 0,64 0,75 0,69+0,02 0,59 0,91 0,67+0,05
At/Aa 1,34 1,55 1,43+0,05 1,19 1,58 1,42+0,11
Al/L1 0,20 0,58 0,37+0,13 0,19 0,53 0,33+0,10
A2/L2 0,18 0,42 0,31+0,05 0,19 0,41 0,30+0,06
Ve/Lt 0,78 0,89 0,83+0,03 0,88 1,05 0,97+0,04
Aol/Ao02 1,02 1,80 1,24+0,17 0,82 1,33 1,12+0,11
Aol/Ao 0,50 0,64 0,55+0,03 0,45 0,57 0,53+0,03
Ao2/Ao 0,36 0,49 0,45+0,03 0,43 0,55 0,47+0,03
(A1/L1)/(A2/L2) 0,63 1,77 1,17+0,32 0,69 1,66 1,10+0,25
(A2/L1)/(VcILt) 0,22 0,69 0,45+0,16 0,19 0,54 0,34+0,10
(A2/L2)/(VclLt) 0,22 0,51 0,38+0,06 0,19 0,43 0,31+0,06
VI/At 0,10 0,17 0,14+0,01 0,09 0,20 0,14+0,03
VI/Lt 0,10 0,16 0,13+0,01 0,11 0,22 0,15+0,03
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Tabela 12 — Analise Teste t de Student entre as variaveis conquiliométricas de
Asolene meta (Ihering, 1915) provenientes do municipio da Barra (BA) e Asolene
spixii (d"Orbigny, 1838) do municipio de Eldorado do Sul (RS).

Variavel t df p
At -5,099 69 0,000
Lt -0,536 69 0,593
Ec -5,335 69 0,000
Ve -4,658 69 0,000
Aa -6,802 69 0,000
La -5,381 69 0,000
Ao -5,154 69 0,000
Lo -3,986 69 0,000
Al 0,671 69 0,505
L1 -1,236 69 0,221
A2 -1,118 69 0,268
L2 -2,456 69 0,017
Aol -3,714 69 0,000
Ao2 -5,985 69 0,000
Vi -7,015 69 0,000
Lt/At 16,991 69 0,000
Vc/At 4,289 69 0,000
AalLt -12,107 69 0,000
La/Aa 1,544 69 0,127
Lo/Ao 1,944 69 0,056
At/Aa 0,571 69 0,570
Al/L1 1,535 69 0,129
A2/L2 1,287 69 0,202
VelLt -16,902 69 0,000
Aol/Ao2 3,379 69 0,001
Aol/Ao 3,460 69 0,001
Ao2/Ao -3,460 69 0,001
(A1/L1)/(A2/L2) 0,943 69 0,349
(A2/L2)/(Vc/Ltt 4,634 69 0,000
(A1/L1)/(Vc/Lt) 3,270 69 0,002
VI/At -0,055 69 0,956
VI/Lt -4,018 69 0,000

A Andlise de Escalonamento Multidimensional ndo apresentou agrupamentos
com uma separacao espacial entre as conchas das espécies analisadas (Figura 50).
De acordo com a Correlacédo de Pearson (Tabela 13), as variaveis At, Vc, Ec,
La, L1, Ao, Aol, Vc/Lt, A2/L2 e Aol/Ao2 foram retiradas da andlise. A Analise
Discriminante apresentou resultados que diferenciam as espécies significativamente
(Wilk’s lambda = 0,066, df = 23,47, p < 0,001). A matriz de classificacéo indicou que

todos os exemplares de Asolene meta e de A. spixii apresentaram identidade
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morfolégica da espécie, com indices de acerto de 100% (Figura 51). A matriz F

resultou em um indice de diferenca de 28,929 entre as espécies.

Escalonamento Multidimensional

05 T T T

00 g -

o~ o
o
"‘g X
c
g x
= 051 o |
’ Espécie
O Asolene meta
A0 ! ! I X Asolene spixii
03 04 05 06 07
Dimenséo 1

Figura 50 — Analise de Escalonamento Multidimensional a partir de dados
conquiliométricos de Asolene meta (lhering, 1915) e Asolene spixii (d"Orbigny,
1838).

Analise Discriminante

N° de observacdes

7 £ -4 4 3 2 -1 o 1 2 3 - s e 7

Funcao discriminante

Figura 51 - Andlise discriminante de Asolene meta (Ihering, 1915) e Asolene spixii
(d"Orbigny, 1838).
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Tabela 13 — Correlacdo de Pearson das variaveis conquiliométricas analisadas de Asolene meta (Ihering, 1915) provenientes do
municipio da Barra (BA) e Asolene spixii (d"Orbigny, 1838) do municipio de Eldorado do Sul (RS). Valores iguais ou maiores que 0,900
estdo destacados em vermelho.

At Lt Ec Ve Aa LA Ao Lo Al L1 A2
At 1,000
Lt 0,845 1,000
Ec 0,980 0,808 1,000
Ve 0,992 0,868 0,973 1,000
Aa 0,955 0,757 0,937 0,949 1,000
La 0,955 0,825 0,941 0,958 0,930 1,000
Ao 0,926 0,768 0,913 0,931 0,900 0,884 1,000
Lo 0,872 0,775 0,861 0,888 0,834 0,843 0,942 1,000
Al 0,318 0,326 0,297 0,309 0,237 0,305 0,307 0,359 1,000
L1 0,759 0,773 0,741 0,767 0,655 0,718 0,706 0,707 0,353 1,000
A2 0,664 0,613 0,636 0,641 0,547 0,610 0,615 0,618 0,625 0,684 1,000
L2 0,828 0,815 0,797 0,840 0,748 0,793 0,800 0,792 0,199 0,900 0,631
Aol 0,849 0,751 0,836 0,867 0,831 0,791 0,942 0,903 0,303 0,731 0,555
Ao2 0,898 0,700 0,886 0,890 0,866 0,876 0,945 0,875 0,278 0,603 0,606
\ 0,424 0,136 0,440 0,409 0,494 0,440 0,385 0,285 -0,092 0,155 0,156
Lt/At -0,551 -0,025 -0,574 -0,498 -0,613 -0,506 -0,535 -0,421 -0,063 -0,201 0,156
Vc/At -0,451 -0,166 -0,434 -0,338 -0,426 -0,365 -0,345 -0,247 -0,198 -0,240 -0,407
Aa/Lt 0,146 -0,345 0,170 0,105 0,347 0,148 0,177 0,079 -0,137 -0,177 -0,105
La/Aa 0,123 0,282 0,125 0,145 -0,067 0,302 0,073 0,138 0,224 0,251 0,233
Lo/Ao -0,039 0,133 -0,033 -0,003 -0,082 0,005 -0,057 0,277 0,172 0,097 0,078
At/Aa 0,600 0,655 0,585 0,592 0,338 0,526 0,513 0,515 0,360 0,642 0,616
Al/L1 -0,166 -0,162 -0,174 -0,182 -0,187 -0,145 -0,157 -0,108 0,796 -0,255 0,212
A2/L2 -0,210 -0,257 -0,205 -0,251 -0,247 -0,225 -0,236 -0,217 0,480 -0,273 0,414
Ve/Lt 0,510 -0,008 0,538 0,486 0,592 0,483 0,522 0,420 0,014 0,175 0,181
Aol/Ao2 -0,235 -0,036 -0,229 -0,202 -0,219 -0,298 -0,217 -0,163 -0,093 0,041 -0,211
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Aol/A0 -0,269 -0,074 -0,262 -0,233 -0,246 -0,316 -0,243 -0,191 -0,085 0,023 -0,227

A02/A0 0,269 0,074 0,262 0,233 0,246 0,316 0,243 0,191 0,085 -0,023 0,227

(AL/LL)/(A2IL2) -0,066 -0,036 -0,078 -0,055 -0,063 -0,024 -0,021 0,021 0,725 -0,154 -0,011

(A2/L2)/(VeILt)t -0,379 -0,222 -0,387 -0,407 -0,449 -0,385 -0,409 -0,354 0,434 -0,307 0,302

(AL/LL)/(Ve/Lt) -0,263 -0,150 -0,276 -0,275 -0,304 -0,239 -0,262 -0,195 0,753 -0,280 0,162

VI/At -0,681 -0,775 -0,653 -0,687 -0,579 -0,623 -0,633 -0,645 -0,353 -0,660 -0,526

VI/Lt -0,370 -0,705 -0,336 -0,402 -0,242 -0,338 -0,334 -0,398 -0,298 -0,513 -0,368
2 Aol A02 VI LUAt /At AalLt LA/Aa Lo/Ao AUAa Al/L1

L2 1,000

Aol 0,803 1,000

A02 0,708 0,780 1,000

Vi 0,237 0,333 0,393 1,000

Lt/At -0,274 -0,419 -0,588 -0,589 1,000

Vc/At -0,240 -0,237 -0,413 -0,264 0,603 1,000

AalLt -0,099 0,108 0,225 0,530 -0,826 -0,370 1,000

La/Aa 0,209 -0,003 0,139 -0,101 0,220 0,120 -0,510 1,000

Lo/Ao 0,070 -0,018 -0,088 -0,272 0,291 0,270 -0,296 0,236 1,000

AtiAa 0,608 0,458 0,509 -0,016 -0,079 -0,277 -0,491 0,567 0,089 1,000

A1/L1 -0,364 -0,188 -0,109 -0,184 0,070 -0,056 -0,034 0,102 0,112 -0,036 1,000

A2/L2 -0,434 -0,310 -0,137 -0,074 0,010 -0,190 0,013 0,025 0,017 -0,020 0,680

VelLt 0,256 0,426 0,557 0,602 -0,965 -0,382 0,842 -0,226 -0,250 0,003 -0,109

Ao01/A02 -0,023 0,110 -0,513 -0,183 0,380 0,312 -0,246 -0,251 0,124 -0,144 -0,142

Ao1/A0 -0,042 0,090 -0,542 -0,176 0,384 0,335 -0,232 -0,229 0,112 -0,178 -0,123

A02/A0 0,042 -0,090 0,542 0,176 -0,384 -0,335 0,232 0,229 -0,112 0,178 0,123

(ALL1)/(A2IL2) -0,187 -0,010 -0,031 -0,170 0,073 0,083 -0,038 0,118 0,113 -0,044 0,852

(A21L2)/(Ve/LDt -0,480 -0,440 -0,333 -0,317 0,379 -0,029 -0,323 0,118 0,113 0,000 0,656

(ALL1)/(VCILY) -0,400 -0,275 -0,219 -0,312 0,269 0,019 -0,218 0,152 0,157 -0,021 0,975

VI/At -0,660 -0,604 -0,590 0,358 0,064 0,241 0,308 -0,209 -0,144 -0,637 0,075
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VILt -0,481 -0,359 -0,273 0,589 -0,414 -0,069 0,684 -0,311 -0,265 -0,564 0,034
A2/L2 VeiLt A0L/A02 Aol/A0 Ao2/Ao  (ALILL)/(A2/L2) (A2/L2)/(VciLt)  (AL/LL)/(VciLt) VI/AL VIILt

A2/L2 1,000

VLt -0,083 1,000

A01/A02 -0,226 -0,333 1,000

Ao1/A0 -0,219 -0,330 0,992 1,000

A02/A0 0,219 0,330 -0,992 -1,000 1,000

(A1/L1)/(A2/L2) 0,206 -0,062 -0,033 -0,010 0,010 1,000

(A2/L2)/(VeiLt)t 0,920 -0,459 -0,084 -0,078 0,078 0,218 1,000

(AL/L1)/(Vc/Lt) 0,663 -0,315 -0,080 -0,061 0,061 0,825 0,722 1,000

VI/AL 0,191 -0,009 0,075 0,112 -0,112 -0,023 0,153 0,060 1,000

VI/Lt 0,168 0,448 -0,100 -0,068 0,068 -0,058 -0,042 -0,075 0,879 1,000
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De acordo com a Funcdo Discriminante (FD),

gerada pela Andlise

Discriminante, as variaveis que mais contribuiram para a discriminacdo das

espécies, em ordem decrescente de importancia foram: Aa (4,860), Aa/Lt (4,792), Lt
(4,703), A2/L2/\Vc/Lt (4,175), A1/L1/A2/L2 (2,829), L2 (-2,457), A1/L1 (-2,456) e A2 (-

2,302) (Tabela 14).

Tabela 14 — Funcédo Discriminante das variaveis conquiliométricas de Asolene meta
(Ihering, 1915) provenientes do municipio da Barra (BA) e Asolene spixii (d"Orbigny,

Variavel FD

Lt 4,703
Aa -4,860
Lo -1,392
Al 0,240
A2 -2,302
L2 2,457
Ao2 2,139
Vi 0,630
Lt/At -2,590
Vc/At -0,576
Aa/Lt 4,792
La/Aa 0,599
Lo/Ao 0,616
At/Aa -0,254
Al/L1 -2,456
Aol/Ao 0,523
Ao2/Ao 0,428
(A1/L1)/(A2/L2) 2,829
(A2/L2)/(VclLtt 4,175
(A2/L1)/(Vc/Lt)  -1,966
VI/At -1,945
VI/Lt 1,562
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4.5 Sinopse

Tabela 15 — Sumario das diferencas morfologicas entre Asolene meta (lhering, 1915)

e Asolene spixii (d"Orbigny, 1838).

Asolene meta Asolene spixii
Concha
Altura X largura (média) 27,81 X 30,26 mm 33,66 X 30,82 mm
Abertura Oval Oval alongada
N° de voltas 3-4 4-5
Ganglio bucal Quatro nervos Cinco nervos
Rim anterior Alongado Triangular
Bainha do pénis
Glandula apical Ocupa 1/4 da bainha do Ocupa 1/3 da
pénis bainha do pénis
Glandula mediana Centralizada Localizada na base
da bainha
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5 DISCUSSAO

O holétipo de Asolene meta encontra-se depositado na Colecdo de Moluscos
do Museu Nacional/UFRJ com o numero de tombo MNRJ 12861 (Figura 10). Simone
(2006) referiu-se a este hol6tipo como Pomacea meta, registrado sob o nimero
MNRJ 34350. No entanto, de acordo com informacgédo pessoal do atual curador (Dr.
Alexandre Dias Pimenta), esta numeracéo foi alterada para MNRJ 12861.

Com relacao a posicao taxondmica, as caracteristicas da concha, oviposicao
e andlises moleculares confirmaram que esta espécie encontra-se incluida em

Asolene, corroborando com o proposto por Thiengo et al. (2005) e Hayes (2009).

Com relacdo a A. spixii, Simone (2006) informou que os sintipos desta
espécie encontram-se depositados no Museu de Histéria Natural de Londres (BNHM
1854.12.4.327; BNHM 20020689). Entretanto, Cowie & Héros (2012) informaram
gue os sintipos estao depositados no Museu de Histéria Natural de Paris (MNHN
4523; MNHN 4524). Ainda com relacdo a Cowie & Héros (2012), estes autores
referiram-se & concha depositada sob o nimero MNHN 4523 como lectétipo de A.
spixii na legenda da Figura 7G (pg. 815). No entanto, segundo o artigo 74.7.3 do
Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (ICZN, 1999b), uma declaracéo no
corpo do trabalho deve ser feita ao se designar um lectétipo, onde apenas citar um
espécime como lectdtipo € insuficiente, conforme foi realizado em Cowie & Héros
(2012).

Em ambas as espécies a coloracdo e a ornamentacdo da concha variam
intraespecificamente, mas geralmente apresentam concha amarela a castanha com
bandas espirais castanha escuras e umbilico largo e profundo. No entanto, algumas
diferengas foram notadas: a abertura é mais alongada em Asolene spixii do que em
A. meta e a concha de A. spixii geralmente € maior, assim como o nimero de voltas.
Embora as espécies ndo tenham demonstrado um agrupamento espacial na Analise
de Escalonamento Multidimensional (Figura 50), Asolene meta formou um
agrupamento mais restrito, enquanto os espécimes de A. spixii ficaram mais
esparsados, com alguns sobrepondo o agrupamento formado por A. meta. Nas
analises de Teste t e Analise Discriminante, essas espécies foram significativamente
diferentes, com separacao total entre A. meta e A. spixii, conforme observado no

grafico gerado pela Andlise Discriminante (Figura 51).

118



Neste sentido, a altura da abertura foi a variavel que mais contribuiu na
diferenciacdo das espécies, refletindo a diferenca na forma da abertura. Além disso,
esta varidvel mostrou-se altamente correlacionada com outras referentes ao
tamanho do animal, como a altura total da concha. Além da altura da abertura (Aa),
a largura total da concha (Lt), a relacédo entre essa duas variaveis (Aa/Lt) e a relacao
entre a raz&do da altura e largura da segunda volta com a razdo da volta corporal
com a largura total da concha ((A2/L2)/(Vc/Lt)) estdo entre as variaveis que mais
contribuiram para a distingdo das espécies (Tabela 12). A largura total da concha,
maior em A. spixii, pode ser explicada devido ao maior tamanho destes animais em
relacdo aos espécimes de A. meta. Desta forma, os indices conquiliométricos podem
ser mais Uteis na distincdo das espécies com exemplares de tamanhos similares,
onde o indice Aa/Lt € maior em A. spixii do que em A. meta, porém a relacdo entre
(A2/L2)/(Vc/Lt) é maior em A. meta. Além disso, as conchas também sao
significativamente diferentes quanto ao numero de voltas, onde A. spixii tem mais
voltas do que A. meta, mesmo em exemplares de tamanhos similares.

N&o foi observado dimorfismo sexual no opérculo e na concha de A. meta e
A. spixii. Tal observagdo € corroborada com a Analise Discriminante, que n&o
revelou diferengas significativas entre fémeas e machos de ambas as espécies, e a
Andlise de Escalonamento Multidimensional, onde ndo houve agrupamento espacial
entre 0s grupos analisados. No entanto, o Teste t de Student revelou que as
variaveis Vc/At e Lo/Ao sdo estatisticamente diferentes entre machos e fémeas de
Asolene meta, enquanto as variaveis A1 e Lo foram significativamente diferentes
entre 0s machos e fémeas de A. spixii. Ao contrario do observado em A. meta, 0
grafico gerado pela Andlise Discriminante de A. spixii mostrou uma diferenciacdo
parcial entre fémeas e machos, o que deve ser confirmado por estudos mais
refinados. Com relagdo a outros ampulariideos, Cazzaniga (1990) observou a
ocorréncia de dimorfismo sexual no formato do opérculo e da abertura da concha em
P. canaliculata, com diferenca significativa na razdo entre a largura e altura do
opérculo. O autor comenta que isso deve ocorrer devido ao grande volume da
bainha do pénis desta espécie, com possivel ocorréncia em outros ampulariideos.
Hayes et al. (2012) também apontaram esse dimorfismo em P. maculata.
Aparentemente ndo ha dimorfismo sexual em A. meta e A. spixii devido ao volume
da bainha do pénis ser bem menor do que em Pomacea spp.

Com relagdo a morfologia do animal, a anatomia externa, a cavidade do

manto, o sistema nervoso, 0 coracdo e o sistema digestorio de A. meta e A. spixii
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seguem o mesmo padrdo dos demais ampulariideos. No entanto, Berthold (1991)
demonstrou que algumas estruturas podem apresentar valor taxondmico em nivel de
género, como o0 coracdo e o estdbmago. Comparativamente, o formato do coragcao de
A. meta e A. spixii (Figuras 21, 40) sdo semelhantes aos de Afropomus e Marisa,
sendo a ampola aparentemente mais ovalada. J& em Pomacea spp. a ampola é
triangular. Embora este autor ndo tenha estudado Asolene, tais diferencas indicam
gue a ampola pode ser utilizada na discriminagcdo dos géneros, uma vez que em
Asolene € oval alongada.

Quanto ao sistema digestorio, a radula de A. meta e A. spixii sdo semelhantes
entre si (Figuras 18, 37). Embora a cuspide central do dente central de A. meta varie
de lanceolada a triangular, tanto em A. meta quanto em A. spixii essa cuspide
apresenta uma proeminéncia arredondada na ponta. Comparativamente, a radula de
A. platae estudada por Martin & Negrete (2007) € similar a de A. meta e de A. spixii,
no entanto a cuspide central do dente central de A. platae aparentemente apresenta
a ponta afilada. O valor da radula, com énfase no dente central, como caréater
diagndstico na diferenciacdo dos géneros Asolene, Felipponea e Pomacea é
proposto pelos autores (op. cit.), que ressaltaram inclusive seu valor diagndstico na
diferenciacdo das espécies de Pomacea.

Ainda com relacdo ao sistema digestorio, foram observadas diferencas no
escudo gastrico do estdbmago entre as espécies estudadas no presente trabalho,
sendo bem desenvolvido em A. meta (Figuras 17C-D), porém em alguns exemplares
de A. spixii € pouco desenvolvido ou ausente (Figuras 36C-D). Esta variacéo
intraespecifica de A. spixii descaracteriza esta diferenca entre as espécies como
valor taxondmico, podendo ser uma plasticidade fenotipica de A. spixii. Com relacéo
aos géneros neotropicais estudados por Berthold (1991), o escudo géstrico de A.
meta e A. spixii € mais semelhante ao de Marisa cornuarietis, uma vez que nestas
trés espécies o escudo gastrico € mais alongado do que o de Pomacea canaliculata.
Além disso, a bolsa gastrica de A. meta e A. spixii € formada por duas depressdes
proximas entre si, assim como M. cornuarietis, diferindo de P. canaliculata, onde a
bolsa gastrica € formada por uma depressao. Desta forma, tanto o escudo gastrico
guanto a bolsa gastrica podem apresentar valor taxonémico em nivel de género,
conforme mostrado por Berthold (op. cit.).

Dentre as diferencas observadas entre A. meta e A. spixii, 0 formato externo
do rim anterior (arredondado em A. meta e triangular em A. spixi) € a mais

destacada (Figuras 20A, 39A). Ja a anatomia interna do rim é semelhante entre as
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espécies. Michelson (1961) e Berthold (1991) propuseram o rim como um dos
caracteres promissores para o diagnéstico e com valor taxondmino em nivel de
género em Ampullariidae. J& Hayes et al. (2012) apontaram o rim anterior como um
dos caracteres que diferem em P. maculata e P. canaliculata, sendo menor em P.
maculata. A diferenca observada entre o rim anterior das espécies no presente
estudo refor¢ca o possivel valor taxondmico em nivel de espécie desta estrutura, uma
vez que a maioria dos trabalhos morfolégicos em Ampullariidae sdo voltados para o
sistema reprodutor masculino.

O formato da bainha do pénis e a posicdo das glandulas associadas sao
similares entre A. meta e A. spixii, assim como a composi¢cdo da glandula basal
externa. No entanto, a glandula apical € maior e mais volumosa em A. spixii,
inclusive nos espécimes de tamanho aproximado ao de A. meta (Figuras 23, 24B,
45A-B). Martin (1984) descreveu uma glandula externa a bainha do pénis em A.
platae, provavelmente se referindo a glandula basal externa, porém esquematizou
duas glandulas internas que aparentemente ocupam a mesma posicao em A. meta e
A. spixii. Tillier (1980) caracterizou a bainha do pénis de A. granulosa e A. crassa, as
guais possuem também duas glandulas na mesma posi¢cado, mas seus formatos séo
aparentemente distintos. Uma glandula mediana em posicdo semelhante foi
observada por Hayes (2009) em Felipponea neritiniformis, Pomacea sordida
(Swainson, 1823) e Pomacea catemacensis (Sowerby, 1875). Ainda segundo este
autor, a glandula basal externa é caracteristica dos ampulariideos neotropicais.

A glandula de albumen é alaranjada, tanto em A. meta quanto em A. spixii,
porém Martin (1988) descreve a glandula de albumen de A. platae com coloracdo
amarela esbranquicada. Uma vez que o animal fixado perde rapidamente a
coloracdo original dos tecidos, a cor descrita por Martin pode ser equivocada. Os
dados morfolGgicos obtidos até o presente ndo revelaram diferencas entre ambas as
espécies aqui estudadas.

Os ovos de A. meta e A. spixii sdo semelhantes quanto a morfologia e ao
local de oviposicédo, abaixo do nivel da agua (Figuras 28A-B, 46A-D). A descricdo da
desova A. pulchella por Boneto & Draco (1966) e Tiecher et al. (2013) é semelhante
a de ambas as espécies aqui estudadas, diferindo apenas na cor amarelada relatada
por Tiecher et al.(op. cit). Hayes (2009) discute que as caracteristicas do ovo e local
de oviposicdo geram importantes subsidios para o entendimento do processo
evolutivo de Ampullariidae. Neste aspecto, o autor comentou que dentre os géneros

neotropicais, 0s mais basais depositam seus ovos em massas gelatinosas dentro da
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agua (Marisa, Asolene e Felipponea), enquanto espécies de Pomacea, 0 género
mais diversificado, deposita seus ovos fora da agua.

Asolene meta tem sua distribuicéo restrita a area da bacia do Séo Francisco e
€ a Unica espécie deste género com ocorréncia conhecida no Nordeste do Brasil.
Esta bacia ocupa uma extensa area, sendo dividida em quatro regifes: Alto S&o
Francisco, Médio S&o Francisco, SubMédio S&o Francisco e Baixo Sao Francisco,
distintas ecologica e biogeograficamente. J4 Asolene spixii apresenta uma
distribuicdo mais ampla, porém restrita ao sul do Brasil, norte da Argentina, Paraguai
e Uruguai. Embora neste trabalho nédo tenha sido possivel realizar um levantamento
em um maior numero de cole¢des cientificas, acreditamos que estas distribuicdes
restritas podem ser reflexo da taxonomia confusa de Asolene resultante da falta de
trabalhos morfologicos e taxondmicos, uma vez que devido a concha globosa,
espécies de Asolene podem ser facilmente confundidas com espécies de Pomacea.

Nos modelos de divergéncia genética utilizados nesse trabalho, A. meta se
mostrou mais intimamente relacionada com A. spixii do que com A. puchella ou A.
platae. Entretanto, A. spixii se mostrou igualmente distante de A. pulchella, A. platae
e A. meta (aproximadamente 5%). A maior distancia observada foi entre A. meta e
M. cornuarietis (em torno de 13%). Esses dados corroboram com o estudo
filogenético de Ampullariidae realizado por Hayes (2009), o qual demonstra que A.
platae, A. spixii, A. pulchella e A. meta encontram-se incluidas no mesmo clado,
formado ainda por Marisa spp. e Felipponea iheringi, sendo A. meta e A. spixii
espécies irmas. Embora nossas analises moleculares tenham sido incipientes,

acreditamos que fornecerdo subsidios a futuros estudos filogenéticos sobre Asolene.
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6 CONCLUSOES

Asolene meta e A. spixii podem ser distinguidas conquiliologicamente,
principalmente pela abertura da concha.

Dimorfismo sexual na concha nao foi observado em ambas as espécies.

Destacamos que o conjunto das diferencas morfolégicas aqui observadas,
como o formato do rim anterior, o tamanho da glandula apical da bainha do pénis, a
abertura e numero de voltas da concha, se mostrou eficiente para a diferenciacao
das espécies.

Dentre os caracteres diagnésticos da morfologia interna, ressaltamos o rim
anterior pela sua pronta visualizacdo, sem necessidade de disseccéao.

As semelhancas no formato da ampola, no dente central da radula, no
estbmago e nas caracteristicas da desova e do ovo, podem auxiliar no futuro
delineamento dos caracteres do género Asolene, além dos padrbes evolutivos de
Ampullariidae.

Os dados moleculares observados neste trabalho, ainda que iniciais,
demonstraram que as espécies estudadas sdo distintas, porém proximas
geneticamente dentro do grupo.

Este estudo apresentou a primeira descricbes morfoldégicas de ambas as
espécies, destacando o estudo de topotipos de A. meta, além da primeira descri¢cao
da desova desta espécie.

Dessa forma, esperamos contribuir com dados adicionais ao estudo da
sistematica de Ampullariidae, bem como de suas relacdes de parentesco, além de
gerar subsidios para uma futura revisdo do género Asolene.
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