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RESUMO

Margaritifera auricularia é unha das especies de bivalvos de auga doce mais ameazadas do
noso pais. Dende 0 ano 2013 a sUa poboacion experimentou un vertixinoso decrecemento por
causas ata 0 momento ainda descofiecidas. A situacion tan critica na que se atopa esta especie
demanda medidas de actuacion urxentes que consigan reverter 0 seu risco inminente de
extincién, para iso € necesario ampliar o cofiecemento dispofiible sobre ela e asi conseguir

anticiparse a potenciais episodios de mortalidade que minglien ainda mais as sias poboacions.

Neste traballo describense as caracteristicas anatomicas e histoloxicas de Margaritifera
auricularia, buscando proporcionar unha guia que sirva de axuda & hora de discernir entre
individuos potencialmente sans ou enfermos en futuras avaliacions histopatoldxicas ou estudos
de campo. Os resultados obtidos neste traballo, empregando diferentes tipos de tincions
histoloxicas, suxiren que a sta estrutura € moi semellante & do resto dos bivalvos de auga doce,
especialmente & dos membros da stua familia como Margaritifera margaritifera. Chama a
atencion o desenvolvemento do tecido muscular nos individuos considerados sans, puidendo ser
un elemento a ter en conta & hora de realizar unha valoracion inicial do estado sanitario dunha
poboacion. Non obstante certos achados, especialmente a nivel histoldxico, precisan de estudos
adicionais para dilucidar a sta funcion, un dos mais importantes é a presenza de numerosas
concrecions extracelulares de calcio dispersas por todo o corpo do animal seguindo a mesma

distribucién que o tecido conectivo.

PALABRAS CHAVE: Margaritifera auricularia, extincion, anatomia, histoloxia, calcio,

estado sanitario.

RESUMEN

Margaritifera auricularia es una de las especies de bivalvos de agua dulce mas amenazadas de
nuestro pais. Desde el afio 2013 sus poblaciones han experimentado un acelerado decrecimiento
por causas hasta el momento aun desconocidas. La situacién tan critica en la que se encuentra
esta especie demanda medidas de actuacion urgentes con las que tratar de eludir su riesgo
inminente de extincién, para eso es necesario ampliar el conocimiento disponible sobre ella y
asi conseguir anticiparse a potenciales episodios de mortalidad masiva que mermen todavia mas

sus poblaciones.

En este trabajo se describen las caracteristicas anatdmicas e histoldgicas de Margaritifera
auricularia, con el objetivo de proporcionar una guia que sirva de referencia a la hora de

discernir entre individuos potencialmente sanos o enfermos en futuras evaluaciones



histopatoldgicas o estudios de campo. Los resultados obtenidos en este trabajo, utilizando
diferentes tipos de tinciones histoldgicas, sugieren que su estructura es muy similar a la del resto
de bivalvos de agua dulce, especialmente a la de los miembros de su misma familia como
Margaritifera margaritifera. Destaca el desarrollo del tejido muscular en los individuos
considerados sanos, pudiendo constituir un elemento a evaluar a la hora de realizar una
valoracion inicial del estado sanitario de una poblacion. No obstante, ciertos hallazgos,
especialmente a nivel histolégico, precisan de estudios adicionales que permitan dilucidar su
funcionalidad, uno de los mas destacados es la presencia de concreciones extracelulares de
calcio dispersas por todo el cuerpo del animal siguiendo la misma distribucion que el tejido

conectivo.

PALABRAS CLAVE: Margaritifera auricularia, extincion, anatomia, histologia, calcio,

estatus sanitario.

ABSTRACT

Margaritifera auricularia is one of the most endangered freshwater mussel species in our
country. Since 2013, its populations have experienced an accelerated decline due to unknown
causes. The critical situation in which this species finds itself demands urgent action measures
to try to avoid its imminent risk of extinction. In order to do so, it is necessary to increase the
knowledge available on the species to anticipate potential episodes of mass mortality that could

further reduce its populations.

In this paper we describe the anatomical and histological characteristics of Margaritifera
auricularia, with the aim of providing a guide to help discern between potentially healthy or
sick individuals in future histopathological evaluations or field studies. The results obtained in
this work, using different types of histological stains, suggest that its structure is very similar to
other freshwater mussels, especially members of the same family such as Margaritifera
margaritifera. The development of muscle tissue in individuals considered healthy stands out,
and may constitute an element to be evaluated when making an initial assessment of the health
status of a population. However, certain findings, especially at the histological level, require
additional studies to elucidate its functionality, one of the most notable being the presence of
extracellular calcium concretions dispersed throughout the animal's body following the same

distribution as the connective tissue.

KEY WORDS: Margaritifera auricularia, extinction, anatomy, histology, calcium, health

status.
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2. INTRODUCION
2.1. Caracteristicas dos uniénidos
2.1.1. Taxonomia e diversidade dentro da orde Unionida

O igual que os bivalvos marifios, os bivalvos de auga doce presentan as caracteristicas
morfoldxicas comlns que os fan pertencer a esta clase. O seu corpo estd recuberto por duas
valvas que protexen ao animal da desecacion, fronte aos depredadores e actian como sostén
para os tecidos brandos (Léw, Molnar e Kriska, 2016). Caracterizanse por posuir simetria
bilateral sen a existencia dunha bolsa visceral dorsal. Carecen dunha porcién cefalica
diferenciada e constan de branquias moi desenvolvidas con forma de lamina, razén pola cal

tamén podeselles denominar lamelibranquios (Cargnin-Ferreira e Sarasquete, 2008).

Na orde Unionida estan englobadas a meirande parte das especies de bivalvos de auga doce, que
representan un nimero moito mais reducido de especies en comparacion cos bivalvos marifios.
Actualmente estimase que existen ao redor de 9200 especies de bivalvos (National Oceanic and
Atmospheric Administration [NOAA], 2021), das cales en torno a 800 son de auga doce
(Bogan, 2008). Esta cifra atopase sometida a constante cambio, especialmente nos Gltimos anos,
Xa que habia unha importante sobreestimacion de especies dentro desta orde, chegandose a
rexistrar ata 1500 especies (Graf, 2010). A maior parte foron reclasificadas ou renomeadas
grazas aos avances significativos en taxonomia molecular (Graf e Cummings, 2007; Araujo,
Toledo e Machordom, 2009; Prié, Puillandre e Bouchet, 2012; Lopes-Lima et al., 2018).

Presentan unha distribucion mundial, coa Gnica excepcion da Antartida, e a sGa orixe reméntase
ao Triasico (Walker, Byrne, Hickey e Roper, 2001) o que indica que, pese a ser animais
aparentemente simples, foron capaces de adaptarse aos continuos e notables cambios que
experimentou a Terra dende a sua aparicion (Graf e Cummings, 2007). A meirande parte dos
membros desta orde son cofiecidos de forma coloquial como mexillons de rio ou naiades,
facendo referencia este ultimo &s ninfas da mitoloxia grega encargadas da proteccion dos rios,

lagoas, pozos e outros lugares de auga doce (Soler, Araujo e Wantzen, 2018a).

Diferéncianse seis familias dentro da orde Unionida: Unionidae, Margaritiferidae, Hyriidae,
Etheriidae, Mycetopodidae e Iridinidae. De todas elas a Unionidae é a que conta cun maior
namero de especies, representando un 85% do total (Soler et al., 2018a), mentres que
Margaritiferidae con tan sé 12 especies rexistradas é considerada a familia mais ameaza dentro
da orde Unionida (Lopes-Lima et al., 2018). Isto é debido a que oito das suas 12 especies
atopanse catalogadas pola Unién Internacional para a Conservacion da Natureza (IUCN, 2021)

como en perigo de extincidn ou en perigo critico de extincion.
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Nun estudo realizado no ano 2018 (Lopes-Lima et al.) avalidronse as caracteristicas
morfoldxicas e moleculares dos membros da familia Margaritiferidae e Unionidae, obtendo
como resultado a reclasificacion dalgunhas especies entre ambas familias, ademais da
subdivision da familia Margaritiferidae en catro clados en funcién da sta anatomia, distribucion

e ecoloxia.

Dentro da orde Unionida s6 duas familias estan presentes no continente europeo: Unionidae e
Margaritiferidae, esta Ultima representada unicamente por dlas especies, Margaritifera

margaritifera e Margaritifera auricularia (Lopes-Lima et al., 2016) (Figura 1).

Margaritiferidae Unionini
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Figura 1: Principais especies da orde Unionida presentes no continente europeo. Imaxe obtida de Lopes-Lima et al.,
2016.

2.1.2.Ciclo de vida

Nos unionidos a maior parte das especies son dioicas, é dicir, presentan s6 un dos dous sexos
pero, incluso nestas poboacidns, ocasionalmente rexistrase unha porcentaxe variable de
individuos hermafroditas (Kat, 1983; Wu et al., 2017). Cando comeza a época reprodutiva, que
varia para cada unha das especies, 0s machos liberan o esperma ao exterior a través do sifon
exhalante. Unha femia proxima aspira 0s gametos, presentes na auga que filtra, mediante o sifén
inhalante e ten lugar a fecundacién nas slas branquias (Araujo, Bragado e Ramos, 2000;
Zapater, Araujo, Alvarez, Nakamura e Alcantara, 2006; Soler et al., 2018a). Os embrions
formados van permanecer nas branquias dos bivalvos adultos durante un periodo variable, no
cal son incubados ata que alcanzan o desenvolvemento necesario para ser liberados en forma de

gloquidios.
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Gloquidio é o nome que reciben as fases larvarias dos unionidos unha vez que sufriron un
desenvolvemento completo nas branquias dos bivalvos adultos. Os gloquidios son liberados ao
medio acuatico, onde deben atinxir o corpo dun peixe, que actia como héspede intermediario,
para sufrir unha derradeira metamorfose que da lugar as formas xuvenis (Figura 2) (Soler et al.,
2018a). Esta fase parasitaria no corpo dun peixe héspede é un estadio obrigatorio, de producirse
0s unionidos conseguiran completar o seu ciclo de vida e transformarse en bivalvos adultos
(Marwaha et al., 2019).

Pero non todas as especies de peixes dispofiibles no habitat son validas para conseguir a
metamorfose a formas xuvenis (LOpez e Altaba, 2005), e incluso nalgunhas especies de
unionidos demostrouse a influencia da idade do héspede como un factor condicionante para o

enquistamento dos gloquidios (Marwaha et al., 2019).

Unha vez completouse o periodo de transformacion dos gloquidios, que da lugar aos xuvenis,
estes son liberados xa coa mesma forma dun individuo adulto pero cun tamafio moito mais
reducido. Caen ao fondo do rio, onde se mantefien ancorados para poder alimentarse e continuar
co seu crecemento. Isto é posible grazas a existencia do biso, uns filamentos proteicos provistos
de gran adherencia producidos por glandulas localizadas a nivel do pé, entre as fibras
musculares (Figura 2) (McCartney, 2021). A diferenza dos bivalvos marifios, nas especies da
orde Unionida estas glandulas sé estan presentes nas formas xuvenis (Soler et al., 2018a), xa
que os individuos adultos soterran parcialmente o seu corpo no substrato coa axuda do seu pé,

moito mais robusto e grande que nas especies marifias.

Figura 2: Ciclo de vida das especies da orde Unionida. Imaxe obtida de Lopez e Altaba, 2005.

2.2. Importancia ecoldxica e econdémica

O igual que as naiades da mitoloxia grega, os mexillons de auga doce desempefian unha labor

fundamental na conservacion dos ecosistemas acuaticos.

——
oo
| —
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Unha das funcidns mais recofiecidas é a sta capacidade de purificacion da auga, derivada do seu
comportamento filtrador para a alimentacion. O fitoplancto constitle un dos seus principais
alimentos e obtéfieno tanto da corrente de auga & que estan expostos como do substrato no que
se atopan soterrados (Vaughn, Nichols e Spooner, 2008). Mediante a captacion destas particulas
de natureza vexetal permiten que as caracteristicas fisico-quimicas da auga mantéfianse estables,
evitando o enturbamento (Chowdhury, Zieritz e Aldridge, 2016) e a eutrofizacion (Welker e
Walz, 1998). Ademais permiten unha importante reciclaxe e circulacion de nutrientes a través
das suas deposiciéns en forma de feces e pseudofeces, tecidos brandos e cuncha, xunto coa sta

capacidade de transformacion de nutrientes (Strayer, 2014).

Os excrementos destes animais poden conter cantidades variables de carbono, nitréxeno ou
fésforo, compofientes fundamentais para o desenvolvemento dos produtores na cadea trofica.
Estes non van beneficiar unicamente ao treito de rio no que se asentan as poboaciéns de
bivalvos, xa que tamén son desprazados rio abaixo grazas s correntes (Strayer, 2014). Ademais
0s nutrientes que constitlen a cuncha, os tecidos e as secrecions mantefien un fluxo constante co
medio a través da liberacion de produtos reprodutivos (esperma, gloquidios, etc.), mediante
descomposicidon tras a morte do animal (Strayer, 2014) e por disolucién paulatina da cuncha
(Strayer e Malcom, 2007).

Tamén xogan un importante papel nos procesos de nitrificacion e desnitrificacidn, conseguindo
regular desta maneira a cantidade de nitréxeno dispofiible no medio en funcidn das necesidades

do ecosistema (Turek e Hoellein, 2015).

As néaiades distribiense de forma irregular e dispersa ao longo do rio, formando o que se cofiece
como leitos de bivalvos, constituidos por grandes cantidades de individuos e con gran
diversidade de especies (Atkinson e Vaughn, 2015). Estes puntos estan considerados como
“hotspots” (Atkinson e Vaughn, 2015) xa que favorecen a proliferacion doutro tipo de
organismos como algas bentdnicas e macroinvertebrados (Spooner e Vaughn, 2006), atraidos
polo enriguecemento do substrato por parte dos bivalvos con grandes cantidades de nutrientes
(Atkinson e Vaughn, 2015).

Outra das stas funcions mais destacadas é a capacidade de actuar como bioindicadores
medioambientais, tanto a curto como a longo prazo (Vaughn, 2018). O seu caracter filtrador
permite utilizalos como sentinelas para cofiecer a calidade da auga mediante o analise da
hemolinfa ou de tecidos brandos como o0 manto ou o pé (Newton e Cope, 2006; Fritts, Peterson,
Hazelton e Bringolf, 2015). Os individuos Xxuvenis empréganse cada vez mais en estudos
toxicoloxicos, xa que manifestan unha maior sensibilidade que os adultos a compostos

nitroxenados como o amonio (Newton e Bartsch, 2007).
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Ademais a sGa cuncha tamén pode aportar gran cantidade de informacién, porque incluso tras a
morte do animal esta sigue estando sometida &s alteracions fisico-quimicas do medio (Vaughn,
2018). Por exemplo, as lifias de crecemento, visibles externamente, permiten cofiecer as
variacions de temperatura ou do fluxo da auga, entre outros pardmetros, que sufriu 0 medio
acuatico no que habitan (Schéne, Dunca, Mutvei e Norlund, 2004; Fritts, Fritts, Haag, DeBoer e
Casper, 2017).

No pasado os bivalvos de auga doce tamén desempefiaron unha importante funcion
socioecondmica. Para moitas culturas e comunidades eran unha fonte de alimento e coas suas
cunchas facianse xoias e outro tipo de elementos decorativos (Haag, 2012). Pero foi a mediados
do século XIX cando estes animais convertéronse realmente nun motor econémico importante
grazas a industria das perlas e da fabricacion de botons a partir do nacar (Humphries e
Winemiller, 2009).

Actualmente dado o estado de conservacion no que se atopan a maior parte das especies desta
orde, a explotacién e consumo destes animais non esta permitido, salvo certas excepcions como
é 0 caso de China, onde a industria dos bivalvos de auga doce continlla sendo unha importante
fonte de ingresos (Li e Li, 2009).

2.3. Margaritifera auricularia

M. auricularia € un bivalvo pertencente & orde Unionida descrito por primeira vez por Spengler
en 1793. Porén, ata 1917 non se realizan os primeiros estudos sobre ela debido a que, ata esa
data, non existiron rexistros de novos individuos vivos (Araujo e Ramos, 1998a). A partir de
1933 volve a non contabilizarse a presenza de exemplares vivos en Espafia, 0 que leva a
considerar a especie como extinta. Afortunadamente, en 1996 descébrese unha poboacion de
2000 individuos na cunca hidrografica do rio Ebro, en Aragdn, e dous anos despois en Francia.
A partir deste momento inicianse numerosos estudos que van permitir adquirir mais
informacion acerca da bioloxia, ciclo de vida, distribucién ou habitat de M. auricularia (Araujo
e Ramos, 2000).

Lopes-Lima et al. (2018) en base a estudos anatémicos e moleculares das especies incluidas
dentro da familia Unionidae e Margaritiferidae, renomean a M. auricularia como Pseudunio
auricularius. Actualmente non existe un consenso sobre que denominacién é mais axeitada, é
posible empregar calquera dos dous termos de forma correcta (Soler et al., 2018a). Neste

traballo optouse por conservar a nomenclatura de M. auricularia por ser a mais cofiecida.

10
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Reino: Animalia

I
Tipo: Mollusca

Clase: Bivalvia

Orde: Unionida

Familia:
Margaritiferidae

Xénero: Margaritifera

Especie: Margaritifera
auricularia/ Pseudunio
auricularius

Figura 3: Clasificacion taxondmica de Margaritifera auricularia. Figura adaptada de IUCN, 2021.

S6 Espafia e Francia conservan poboaciéns vivas desta especie. Noutros paises como Italia,
Alemafia e Inglaterra a sla presenza esta documentada antes do século XIX, pero nunca
volveron a ser atopados individuos vivos, polo que considérase extinta (Prié, Cochet e Philippe,
2011). Na actualidade as poboacions mais numerosas da Peninsula Ibérica localizanse no Canal
Imperial e o Canal de Tauste, pertencentes & cunca hidrografica do rio Ebro, na provincia de

Aragén e Navarra respectivamente (Gomez e Araujo, 2008).

Observouse que M. auricularia presenta predileccion polos puntos mais profundos do leito dos
rios, en torno aos 5-7 m (Araujo e Ramos, 2000), o que dificulta o seu estudo e observacion en
comparacion con outras especies como M. margaritifera, que habita rios pouco profundos
(Araujo e Ramos, 2006; Soler et al., 2018a). Ademais a auga dos rios nos que esta presente son
oligo-mesotroficas, ben osixenadas e basicas, cunha concentracion bastante elevada en minerais

como o calcio, en torno a 150 ml/L (Araujo e Ramos, 2000).

Igual que o resto dos mexilléns de auga doce, M. auricularia distriblese de forma parcheada ao
longo do rio, en zonas gque contan normalmente cun substrato de callao ou grava e, en menor
medida, area (Araujo e Ramos, 2000). A sla esperanza de vida é moi longa, puidendo alcanzar
ata os 70 anos (Campo, Nakamura e Ginés, 2021), pero esta pode variar en funcion das
caracteristicas do medio no que se atopa o animal (Soler et al., 2018a). O feito de que sexa unha
especie tan lonxeva implica a slia vez gque o ritmo de crecemento é moi lento e que atinxen a
madurez sexual a unha idade avanzada, o que pode supofier un inconveniente a hora de garantir

a sla supervivencia (Metcalfe e Monaghan, 2003).

En canto 6 ciclo de vida de M. auricularia este presenta as mesmas caracteristicas que no resto
dos membros da orde Unionida, pero con certas particularidades exclusivas da especie. Por unha
banda descofiécese en que momento exacto ten lugar a fecundacion, probablemente en xaneiro —

comezos de febreiro en Espafia, pero si se sabe que o periodo de liberacién dos gloquidios

11
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esténdese dende finais do inverno a comezos da primavera (febreiro-marzo) (Araujo e Ramos,
2000; Soler, Wantzen, Jugé, e Araujo, 2018b).

M. auricularia realiza unha liberacién masiva de gloquidios que permanecen nadando libres no
medio (Soler et al., 2018b) intentando atinxir os filamentos branquiais dun peixe héspede nun
tempo maximo de 24 horas (Araujo e Ramos, 1998b; Araujo e Ramos, 2000). Igual que M.
margaritifera consigue adherirse grazas & presenza duns dentes de pequeno tamafio situados no

borde ventral das valvas (Araujo e Ramos, 1998b).

O seu hospede principal é o esturion coman (Acipenser sturio), o Unico representante deste
xénero endémico de Espafa pero actualmente catalogado como extinto no rio Ebro e en toda a
Peninsula (Araujo e Ramos, 2000; Gesner, Williot, Rochard, Freyhof e Kottelat, 2010). Debido
a isto, foi necesario atopar outros potenciais hdspedes para M. auricularia, descubrindo que o
blenio de rio (Salaria fluviatilis) ou o esturion siberiano (Acipenser baerii), especie aldctona
introducida no rio Ebro, tamén son capaces de acoller os gloquidios e permitir a sla

metamorfose a formas xuvenis (Araujo, Bragado e Ramos, 2001; L6pez e Altaba, 2005).

Este proceso de desenvolvemento tarda en completarse aproximadamente un mes (Araujo e
Ramos, 2000; Araujo, Quirds e Ramos, 2003). Unha vez finalizado e cando a temperatura da
auga aumenta en torno aos 16-20 °C, as formas xuvenis xa formadas e con menos de 1 mm de
lonxitude, despréndense dos filamentos branquiais do peixe e caen & leito do rio, onde

continuaran coa sua transformacién a individuos adultos (Araujo e Ramos, 2000; Araujo, 2006).

Ainda que nos dltimos anos a informacion dispofiible sobre esta especie aumentou
considerablemente, especialmente a nivel do seu ciclo de vida, ainda quedan moitas incégnitas
por resolver. No que se refire a cofiecementos sobre a sla anatomia ou histoloxia os rexistros
bibliograficos son moi escasos, contando unicamente con algunhas descriciéns moi recentes de
estruturas como as branquias ou o tecido gonadal (Soler et al., 2018b; Grande, Araujo e Ramos,
2001)

2.4. Estado de conservacion e principais ameazas de Margaritifera auricularia en Espafia

Na actualidade estd catalogada pola IUCN (Prié, 2021) como especie en perigo critico de
extincion, cun censo no Ultimo rexistro do ano 2020 de 100.000-200.000 exemplares adultos.
Ademais esta incluida no Anexo Il (especies de fauna estritamente protexidas) do Convenio de
Berna e no Anexo IV da directiva de habitats (Directiva 92/43/CEE) (Nakamura et al., 2019).

A situacion en Espafia é especialmente preocupante. As poboacions de M. auricularia non
deixan de descender pese aos multiples esforzos realizados para a sta conservacion. A

aprobacion do Decreto 187/2005 por parte do Goberno de Aragoén, polo que se establece un
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réxime de proteccion para M. auricularia, permite 0 comezo dun plan de recuperacion mediante
a cria en catividade. No 2018 o “Ministerio para la Transicion Ecologica” decide incluir a M.
auricularia como unha das sete especies en perigo critico de extincion en Espafia, 0 que
favorece a creacion de novos proxectos de recuperacion para intentar salvar & especie do seu
risco inminente de extincion (Orden TEC/1078/2018).

Unha das causas mais importantes que a conduciron a esta situacion limite foi a extincién no rio
Ebro do esturion comin (Acipenser sturio), héspede principal no seu ciclo reprodutivo (Araujo
e Ramos, 2000). Dado a alta especificidade de hdspede por parte desta especie e a necesidade
obrigatoria de parasitar a outro animal para completar o seu desenvolvemento, a desaparicion
desta especie fixo diminuir exponencialmente o nimero de individuos de M. auricularia
(Araujo e Ramos, 1998b; Araujo e Ramos, 2000). Ademais o blenio de rio, ata 0 momento a
especie autéctona cofiecida mais adecuada para o desenvolvemento dos xuvenis, non conta
cunha poboacién moi numerosa no Canal Imperial. Nos Gltimos anos experimentou un forte
decrecemento, en torno ao 50%, o que diminle as posibilidades de que a maior parte dos
glogquidios consigan atinxir as branquias dun peixe para completar o seu ciclo vital (Araujo,
2006; Araujo e Alvarez-Cobelas, 2016).

Outro factor que estd influindo negativamente na supervivencia da especie é a introducion de
especies exoticas invasoras como a ameixa asiatica (Corbicula fluminea) e o mexillon cebra
(Dreissena polymorpha), que actualmente supofien un grave problema en toda a Peninsula
(Araujo, 2006; Pérez-Quintero, 2008; Campo et al., 2021). A ameixa asiatica foi introducida no
Canal Imperial no ano 2006 e a partir deste momento o seu hlmero aumentou vertixinosamente,
cunha densidade actual de 1010 individuos vivos de C. fluminea por metro cadrado fronte a 0.03
de naiades vivas. Estas cifras non distan moito das atopadas noutros lugares como o Canal de
Tauste ou o rio Ebro, ainda que neste Gltimo as poboacidéns de ameixa asiatica distriblense
dunha forma mais irregular e fragmentada, encontrandose principalmente nos puntos mais
favorables nos que a corrente e o nivel da auga sexan estables. A dispersion descontrolada desta
especie débese a que, a diferencia de naiades como M. auricularia, C. fluminea ten unha vida
media curta, entre 5-6 anos, polo que o seu crecemento é rapido, atinxe a madurez sexual cedo e
a sta prolificidade é elevada, ademais non precisa dun hdspede para completar o seu

desenvolvemento (Campo et al., 2021).

O principal problema asociado &s especies exdticas invasoras é a competencia de recursos coas
especies autdctonas, xa que unha densidade tan alta de exemplares consume unha gran
cantidade de alimento (Campo et al., 2021). Ademais poden causar graves danos como
consecuencia dos seus requirimentos bioldxicos. Por exemplo, no caso de C. fluminea

comprobouse que reduce a taxa de reproducion das naiades por filtracion e dixestion dos
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gloquidios (Modesto et al., 2019). No caso de D. polymorpha observouse que tende a adherirse
a parte posterior das valvas doutros bivalvos, o que dificulta a expulsion de fluidos, gametos ou
gloquidios polo sifén exhalante, asi como o peche das valvas, puidendo incluso causar a morte
dos animais por asfixia (Burlakova, Karatayev e Padilla, 2000).

A contaminacion da auga e do substrato no que habita M. auricularia tamén é considerada
como unha das principais ameazas desta especie. Nos Ultimos anos diversos estudos realizados
no Canal Imperial, Canal de Tauste e rio Ebro ao seu paso por Aragdn, certificaron a presenza
de metais pesados como ferro (Fe), cadmio (Cd), cobre (Cu), cinc (Zn) e arsénico (As), ademais
de praguicidas e herbicidas procedentes da agricultura (Campo et al., 2021). Non se sabe ata que
punto estes contaminantes tefien un efecto tdxico en M. auricularia, pero recentemente
determinouse que parece manifestar mais resistencia a metais como o amonio ou cobre en

comparacion con outras naiades (Nakamura et al., 2020).

Outros factores que tamén poden contribuir no seu descenso son as obras de mantemento
realizadas periodicamente nas canles ou a construcion de presas no rio, o que pode supofier un
estrés ambiental asociado &s flutuacions no nivel de auga. Ademais, ainda que non supofia un
problema na actualidade, a sobreexplotacion que sufriron as naiades, especialmente a comezos
do século XX, minguou moito as poboacidns, causando incluso a sla desaparicion en alguns
puntos do rio Ebro (Araujo e Ramos, 2000; Araujo, 2006; Campo et al., 2021).

Compre destacar que esta situacion tan critica na que se atopa M. auricularia viuse moi
agravada a partir do ano 2013, no cal produciuse un episodio repentino de mortalidade masiva
no Canal Imperial de Aragon. Comezou afectando ao tramo medio da canle e rapidamente
estendeuse rio abaixo, arrasando 6 seu paso con todas as poboacions de naiades. Na actualidade
non se cofiece con exactitude a causa do suceso, pero dende o seu inicio a mortalidade dos
bivalvos no Canal Imperial non deixou de aumentar, chegando a contabilizar nalgunhas
mostraxes un 99.7% de individuos mortos (Campo et al., 2021). Como consecuencia deste
episodio, 0 nimero de individuos de M. auricularia diminuiu exponencialmente, estimandose
gue dende o ano 2013 desapareceu arredor do 80% da poboacién peninsular (Campo et al.,
2021).

Por este motivo existe unha necesidade urxente de frear o rapido decrecemento que estan
experimentando as poboacions de M. auricularia residentes na Peninsula Ibérica, co fin de tratar

de evitar a sUa desaparicion do medio natural.
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3. OBXECTIVOS

O obxectivo principal deste traballo € realizar unha descricion completa da morfoloxia de
exemplares adultos de M. auricularia, mediante a avaliacion macroscépica e histoloxica de
individuos procedentes do medio natural. Deste xeito, este traballo podera servir de base para
futuros estudos histopatoloxicos que orienten sobre os posibles procesos fisioloxicos ou

patoldxicos que poidan estar implicados na conservacion desta especie gravemente ameazada.
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4. MATERIAL E METODOS

Para a realizacion deste estudo empregaronse catro exemplares de M. auricularia procedentes
do Canal Imperial, en Aragon, e remitidos para o seu estudo ao Grupo de Anatomia Patoldxica
Veterinaria (GAPAVET) da Universidade de Santiago de Compostela polo equipo que executa
as accions do plan de recuperacion de M. auricularia. Todos eles estaban desprovistos da
cuncha cando foron recibidos, xa que para a sta fixacion foi necesario que os desenxertaran das

valvas.

Dos catro individuos recibidos, dous deles databan de febreiro do 2003 e foron atopados
conxelados & beixa do rio, coincidindo este achado cun periodo de baixas temperaturas
rexistradas nese ano. Os outros dous exemplares restantes recolléronse nos anos 2014 e 2017,

con posterioridade a un episodio de alta mortalidade rexistrado no ano 2013.

Foron recibidos distribuidos en tres botes de plastico, con boca ancha, peche hermético e
correctamente identificados. Os dous individuos recollidos no ano 2003 estaban fixados no
mesmo bote, empregando como axente fixador etanol ao 70%. Foron denominados como A e D
para a realizacion e recofiecemento dos cortes histoloxicos. Os dous botes restantes estaban
provistos dun exemplar en cada un, denominados como B e C. O axente fixador utilizado para

cada un deles foi diferente, sendo etanol ao 96% para o individuo B e formol ao 10% para o C.

Para o procesado das mostras realizaronse 30 cortes (+/- 3) transversais seriados da hemiseccion
dereita de cada individuo, numerados de anterior a posterior (Figura 4). A hemiseccion esquerda
foi reservada para a realizacion de futuros estudos. Sobre o seguinte esquema indicase, sobre a
imaxe do exemplar A, a posicion aproximada de cada un dos cortes efectuados (Figura 5). No
tallado do resto de individuos conservouse a mesma numeracion dos bloques das estruturas
anatomicas de referencia, como son o fin do pé, inicio de musculo abdutor anterior e posterior e

boca.

Figura 4. Realizacion dos cortes transversais seriados da hemiseccion dereita dun dos exemplares recibidos. (a)
Realizacion do corte lonxitudinal pola lifia media. (b) Realizacién dun corte transversal dunha hemiseccion.
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Figura 5. Esquema realizado sobre un dos individuos no cal indicase a localizacién aproximada de cada un dos
cortes transversais efectuados durante o tallado.

Naquelas areas de maior dureza, procedeuse a descalcificacion dos cortes mediante a inmersién

dos tecidos en Osteodec® durante 6 horas.

As mostras foron deshidratadas e incluidas en parafina, co obxectivo de formar os bloques a

partir dos cales se obtiveron os cortes histoldxicos de 3 um de grosor. Neste estudo as tincions

empregadas para a descricion histoléxica dos tecidos de M. auricularia foron:

Hematoxilinae
Eosina (H-E)

Acido periddico
de Schiff (PAS)

Tricrémico de
Masson

Vermello
Alizarina

Tincién de Perls

+Tincion rutinaria
empregada na
avaliacion
microscopica
inicial de
calquera tecido.
(Gamble, 2008).

[1 e Identificacion
de carbohidratos
ou
glicoconxugados
(Myers,
Fredenburgh e
Grizzle, 2008).

[1e Visualizacién
do tecido
conectivo.
(Jones, Bancroft
e Gamble, 2008).

« Deteccion da
presenza de
calcio
(Churukian,
2008).

[le Deteccion da
presenza de ferro
(Churukian,
2008).

Téaboa 1. Tincions histoloxicas empregadas neste estudo.

Os cortes histoldxicos observaronse e fotografaronse os cortes empregando o0 microscopio

optico Olympus® BX51, equipado coa camara dixital EP50.
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5. RESULTADOS

Os catro exemplares estudiados mostraron caracteristicas anatdmicas semellantes. Externamente
presentaban o manto, unha estrutura composta por dous lébulos que se estendian a ambos lados
do animal envolvendo o seu corpo. Os lébulos atopabanse unidos na parte dorsal e caian

ventralmente, en forma dunha capa fina e translicida que engrosabase e escureciase na porcién
distal (Figura 6).

Figura 6. Imaxes da morfoloxia externa de Margaritifera auricularia. (a) Hemiseccion dereita dun dos individuos
sobre a que se identificaban facilmente o manto e os musculos abdutores, protractores (**) e retractores (*). As
frechas brancas simulan o fluxo de entrada e saida da auga a través dos siféns inhalante e exhalante,
respectivamente. (b) Vista ventral dun exemplar no cal estendianse ambos I6bulos do manto (frechas negras) para a
sta mellor visualizacion. (c) Enxerto da porcion posterior ventral do manto na que se observaba macroscopicamente
unha zona branquecina, rugosa e dura 0 tacto con resistencia 6 corte durante o tallado. Abreviaturas: MAA,
musculo abdutor anterior; MAP, musculo abdutor posterior; SE, sifon exhalante; Sl, sifon inhalante.

Histoloxicamente a sUa estrutura non era uniforme ao longo de toda a sta lonxitude, con zonas
de maior grosor e distinta organizacion dos tecidos, pero estaba composto principalmente por
fibras musculares lisas, tecido conectivo laxo e senos hemolinfaticos (Figura 7b). As fibras
musculares encontrdbanse dispostas de forma lonxitudinal, formando fasciculos de diversos
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tamafios, a excepcion da parte ventral onde o tecido muscular distribuiase de maneira
desorganizada e irregular (Figura 7a, 7b). Ambas superficies posuian células caliciformes
intercaladas entre un epitelio simple cilindrico, que no caso da superficie interna era ciliado e

apoiabase sobre unha membrana basal mais visible (Figura 7c, 7d).

O borde era o que presentaba unha morfoloxia mais diferenciada, dispofiéndose en tres pregas: a
externa, en contacto directo coas valvas da cuncha, a media e a interna (Figura 7¢). Cada unha
delas tifia unhas caracteristicas propias, tanto en tamafio e grosor coma no tipo de epitelio e de
tecidos que as compofifan. A prega externa do manto, que nalgunhas ocasions podia aparecer
dividida en varias partes, posuia un epitelio simple cilindrico. Nalglins cortes era visible o
periostraco, excretado a través da fenda que marcaba a transicion entre a prega externa e a
media, despois da cal produciase un cambio abrupto no tipo de epitelio. En histoloxia o
periostraco aparecia como un fio refrinxente, de grosor variable, que ia rodeando externamente

a prega externa do manto (Figura 7f).

A prega media caracterizabase por presentar dous epitelios diferentes. Por unha banda a cara
lateral, adxacente & prega externa, mostraba un epitelio simple plano que se transformaba
abruptamente & altura da cara medial nun epitelio simple cilindrico (Figura 7g), o cal
conservabase ao longo de toda a prega interna coa Unica diferenza que nesta Ultima
encontrabase ciliado (Figura 7h). Ademais, todo este epitelio dispofiiase formando dobreces que
fan desaparecendo ao afastarse do borde do manto (Figura 7a, 7h). Baixo este epitelio simple
cilindrico eran visibles un gran nimero de células glandulares, cargadas con numerosos
granulos basofilos que vertian & cavidade paleal de forma intraepitelial, sen que existira un
conduto aparente (Figura 7g). Estas células estendianse dorsalmente, ainda que diminuindo o

seu numero de forma progresiva ata desaparecer.

Macroscépicamente podiase observar como a parte posterior e pigmentada do manto dobrabase
formando duas aberturas cofiecidas como sifén inhalante, que ocupaba unha posicion ventral, e
exhalante, mais dorsal (Figura 6a, 8a). Ademais de estar pigmentado, o borde do manto na zona
correspondente ao sifon inhalante non era liso, senén que presentaba papilas de pequeno tamafio
(< 0.5 cm) cunha coloracion abrancazada e forma arborescente (Figura 8a). A nivel histoldxico
non se observaba ningunha diferenza estrutural con respecto 4s outras zonas do manto xa

descritas.

Dorsoposterior 6 musculo abdutor posterior, na rexion do sifon exhalante, era visible o0 ano que
aparecia como unha pequena abertura de aproximadamente 3 mm con bordes sobresaintes
(Figura 8b).
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Figura 7. Pé de foto na paxina seguinte mp
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Figura 8. Rexién posterior do corpo de Margaritifera auricularia. (a) Imaxe macroscopica do sifén inhalante e
exhalante, formados a partir da prega do manto na rexion posterior, e que permiten a entrada e saida da auga do
corpo do animal (frechas brancas). Nesta porcion o manto atopabase pigmentado e coa presenza de papilas de
pequeno tamafio (<5 cm), forma arborescente e abrancazadas na zona do sifén inhalante (Enxerto). (b) Ano (frecha
negra) sobresaindo por riba do misculo abdutor posterior, na rexion do sifén exhalante. Abreviaturas: SE, sifén
exhalante; Sl, sifon inhalante.

O manto cubria practicamente a totalidade do corpo do animal, excepto os muisculos abdutores
anterior e posterior que sobresaian de forma simétrica e bilateral para poder inserirse & valva
ipsilateral. O muasculo abdutor anterior era lixeiramente mais pequeno e, adxacentes a slia marxe
posterior, mostraba dous musculos fundamentais para 0s movementos de extensién e retraccion
do pé: o musculo protractor pedal, en posicién ventral, e 0 musculo retractor pedal anterior,
situado mais dorsal. Pola contra, 0 musculo abdutor posterior s6 estaba acompafiado polo
musculo retractor pedal posterior, localizado na marxe anterior (Figura 6a). Histol6xicamente
ambos estaban constituidos por fibras musculares organizadas lonxitudinalmente en grandes

fasciculos (Figura 9).

Existia unha notable diferencia entre a aparencia externa dos musculos abdutores dos
exemplares A e D con respecto aos individuos C e D. Nos primeiros eran de maior tamafio, mais
robustos e sobresaintes (Figura 10a), mentres que nos outros dous individuos mostrabanse

menos desenvolvidos e cunha coloracién branco-amarelenta (Figura 10b).

Figura 7. Imaxes histoldxicas do manto e borde do manto. (a) Pé e borde do manto. H-E. (b) Secci6n intermedia do
manto na que se observaba o epitelio da superficie externa e interna, xunto cos demais compofientes da sta
estrutura. H-E. (c) Epitelio simple cilindrico ciliado da superficie interna do manto cun gran nimero de células
caliciformes intercaladas. Tricrdmico de Masson. (d) Epitelio simple cilindrico da superficie externa. Tricrémico de
Masson. (e) Borde do manto coas tres pregas que constituian a stia estrutura. O recadro de lifias descontinuas marca
a localizacion da fenda intermedia entre a prega externa e media, observada a maiores aumentos na imaxe (f) H-E.
(f) Fenda intermedia entre a prega externa e media a través da cal excretdbase o periostraco. H-E. (g) Prega media
caracterizada pola diferenza abrupta no tipo de epitelio entre a cara medial e lateral, ambos apoiados sobre unha
fina membrana basal (frechas negras). Eran visibles células baséfilas subepiteliais en cantidade variable. PAS. (h)
Epitelio simple cilindrico ciliado da prega interna do manto, disposto formando plicas ao longo de toda a sua
extension. H-E. Abreviaturas: CB, células basdfilas; CC, célula caliciforme; ClI, cilios; CL, cara lateral; CM, cara
medial; FM, fibras musculares; GM, granulos mineralizados; PE, prega externa; PI, prega interna; PL, plica; PM,
prega media; PT, periostraco; SE, superficie externa; SH, seno hemolinfatico; Sl, superficie interna; TC, tecido
conectivo. 4m
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Figura 9. Imaxes histoloxicas do misculo abdutor. (a) Gran cantidade de fibras musculares organizadas formando
fasciculos separados entre si por un perimisio de tecido conectivo, entre o que se visualizaban granulos baséfilos
mineralizados de pequeno tamafio. H-E. (b) Disposicion lonxitudinal das fibras musculares no misculo abdutor.
H-E. Abreviaturas: GM, granulos mineralizados.

Figura 10. Comparacion da aparencia externa dos musculos abdutores dos individuos A e B. (a) Exemplar A, no que
se observaban uns misculos abdutores de gran tamafio, robustos e sobresaintes. (b) Musculos abdutores pouco
desenvolvidos e cunha coloracion branco-amarelenta do exemplar B.

Externamente tamén era visible a cavidade nefropericardica, situada na rexién mais dorsal do
animal, baixo a bisagra (Figura 11a).a nivel histoléxico si foi posible caracterizar gran parte das
estruturas. Por un lado eran visibles os metanefridios, constituidos por un epitelio simple ctbico
apoiado sobre unha fina membrana basal e disposto formando tabulos irregulares sen unha
organizacion estrutural ben definida. As stas células eran moi eosinofilas e presentaban no seu
interior granulos cunha coloracion pardo-avermellada (Figura 11b, 11c). Por outra banda, o
corazon aparecia como un conxunto de fibras musculares dispersas, entre as gque se atopaban
grandes cantidades de granulos basdfilos e algin hemocito (Figura 11b). Atravesando a
cavidade nefropericardica tamén era visible o recto, que continuaba o seu traxecto dorsal ao

musculo abdutor posterior para desembocar no sifon exhalante (Figura 11a).
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Figura 11. Localizacién macroscopica da cavidade nefropericardica e caracterizacion histoloxica das estruturas
contidas nela. (a) Enxerto da cavidade nefropericardica (1) e da traxectoria do recto sobre o musculo abdutor
posterior para desembocar na zona do sifén exhalante (2). (b) Imaxe histoloxica da cavidade nefropericardica sobre
a que se distinguian os metanefridios, formando tdbulos irregulares sen organizacion aparente, e as fibras
musculares do corazén (frechas negras) rodeadas por gran cantidade de granulos extracelulares baséfilos. H-E.
(c) Epitelio simple clbico dos metanefridios, composto por células cunha coloracién pardo-avermellada apoiadas
sobre unha fina membrana basal. H-E. Abreviaturas: CNP, cavidade nefropericardica; GM, granulos mineralizados;
MAP, musculo abdutor posterior; MN, metanefridios; R, recto.

Baixo o0s lébulos do manto encontrabanse as branquias, compostas por dous pares de
demibranquias, externa e interna, situadas a ambos lados do pé estendéndose dende detras dos
palpos labiais ata os sifons (Figura 12). Macroscépicamente, eran estruturas abrancazadas,
pouco brillantes e opacas, nas que a demibranquia interna era visiblemente mais grande que a
externa (Figura 13a). Porén esta descricion cambiaba nos exemplares gravidos, nos cales

aparecian mais espesas e cremosas, cunha coloracion amarelo-alaranxada (Figura 12, 14a).

Histoloxicamente cada demibranquia estaba formada por ddas lamelas, unha ascendente e outra
descendente, unidas entre si por uniéns interlamelares irregulares e dispersas compostas por
tecido conectivo e fibras musculares (Figura 13b, 14b, 14c). Tamén eran visibles vasos
sanguineos e senos hemolinfaticos, mais pequenos e irregulares, vascularizando as branquias

(Figura 13b, 13c). Perpendiculares a estas unions encontrabanse os tubos de auga, revestidos
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Figura 12. Estruturas posibles de visualizar en Margaritifera auricularia tras a retirada do manto. Os enxertos
mostran o pé, masa visceral e tiflosol tras o corte saxital dun dos individuos. Abreviaturas: DE, demibranquia
externa; DI, demibranquia interna; MV, masa visceral; P, pé; PL, palpos labiais; T, tiflosol.

Figura 13. Aparencia externa e microscdpica das demibranquias dos individuos non gravidos.(a) Aspecto das
demibranquias dun dos exemplares cunha coloracién abrancazada, pouco brillantes e opacas (b) Estrutura da
demibranquia dun dos individuos na cal podiase discernir cada unha das suas partes. H-E. (c) Tubos de auga
revestidos por un epitelio simple plano. H-E. Abreviaturas: DE, demibranquia externa; DI, demibranquia interna; F,
filamento branquial; O, ostia; SH, seno hemolinfatico; TA, tubos de auga; UIL, union interlamelar.
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por un epitelio simple plano (Figura 13b, 13c) e comunicados directamente coa cavidade paleal
a través das ostias (Figura 13b).

As lamelas de M. auricularia estaban constituidas por filamentos dispostos de forma paralela e
formados por células columnares ciliadas, distinguindose ademais dous tipos de cilios en
funcién do seu tamafio e localizacion. Na parte mais apical atopabanse os cilios frontais, mais
pequenos, mentres que en ambos costados encontrdbanse os cilios laterais, moi longos,
permitindo o contacto cos cilios do filamento colateral. A sta vez, cada filamento presentaba
dous pilares na porcion basal, que actuaban como soporte da estrutura e estaban compostos por

un material moi basofilo e acelular positivo a vermello Alizarina (Figura 14e, 14f).

Nos individuos gravidos observouse que a organizacién das demibranquias sufria unha
importante modificacion. Os tubos de auga dilatabanse considerablemente para acoller as
formas larvarias do mexillén, adoptando unha forma mais regular e organizada (Figura 14c).
Ademais, as células epiteliais que os recubrian adquirian unha morfoloxia cubica, aparecian
provistas de cilios e con células caliciformes intercaladas (Figura 14d). As unions interlamelares

despregabanse e alongabanse, distendendo para iso as stas fibras musculares. (Figura 14c).

Pese a que a demibranquia externa era de menor tamafo, observouse gque posuia unha maior
densidade de larvas con respecto & interna (Figura 14c). Non se detectou a presencia de ningan
gloquidio ben desenvolvido, préximo a liberacion, pero si larvas que comezaban a mostrar unha
morfoloxia semellante, con esa forma de dobre “C” caracteristica, € un tamafio medio de 91 x

85 um (Figura 14g, 14h).

Ao retirar 0 manto, ademais das branquias, 0 pé e os palpos labiais quedaban expostos

integramente (Figura 12).

O pé era un 6rgano de gran tamafio, situado na parte ventral do animal e constituido
principalmente por fibras musculares dispostas en diversas direcciéns, que externamente
conferianlle un aspecto rugoso e firme (Figura 12, 15a). Encontrabase unido a masa visceral e

presentaba unha zona pigmentada que marcaba a separacién entre ambos (Figura 12, 15c).

Figura 14. Aparencia macroscdpica e histoléxica das demibranquias dos individuos gravidos. (a) Vista ventral dun
individuo gravido con demibranquias de coloracion amarelo-alaranxada, mais espesas e cremosas. (b) Seccién
transversal de ambas demibranquias que permitia visualizar a sta estrutura interna, a cal conservaba a mesma
conformacion a nivel histoléxico. (c) Demibranquia externa e interna dun dos individuos, nas que se observaba unha
dilatacion manifesta dos tubos de auga con presenza de gran cantidade de gloquidios na demibranquia externa. H-E.
(d) Epitelio simple cubico ciliado dos tubos de auga. H-E. (e) Estrutura dos filamentos branquiais, compostos por
células columnares provistas con cilios mais pequenos na rexion apical e mais longos lateralmente. Cada un
apoiabase sobre dous pilares constituidos por un material moi basdfilo e acelular. H-E. (f) Filamento branquial.
Tricrémico de Masson. (g) Gloquideos coa stia forma de “C” caracteristica. H-E. (h). Gloquideos rodeados por un
fio de tecido conectivo. Tricromico de Masson. Abreviaturas: Cl, cilios; CIF, cilios frontais; CIL, cilios laterais; DE,
demibranquia externa; DI, demibranquia interna; G, gloquidios; L, lamelas; O, ostia; TC, tecido conectivo; UIL,
unions interlamelares. mp

25

——
| —



TRABALLO DE FIN DE GRAO Uxia Rico Gémez

Figura 14. Pé de foto na paxina anterior 4m
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Ademais toda a sUa estrutura estaba recuberta por un epitelio pseudoestratificado cilindrico
ciliado que distribuiase formando plicas de diferentes tamafios (Figura 15b). As mesmas células
glandulares basdfilas xa descritas na prega interna do manto eran visibles tamén no pé, pero
nunha proporcion moito maior, penetrando en profundidade no tecido muscular (Figura 7g, 15a,
15d, 15e, 15f). O seu nimero ia diminuindo ao aproximarse & zona pigmentada, ata desaparecer

completamente a nivel da masa visceral.

Figura 15. Imaxes histoldxicas do pé. (a) Pé, composto por fibras musculares dispostas en diversas direccions e
gran cantidade de células glandulares baséfilas, distribuidas baixo o epitelio e incluso penetrando en profundidade
entre as fibras musculares. H-E. (b) Epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado do pé disposto formando plicas.
H-E. (c) Epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado pigmentado. H-E. (d) Células glandulares con granulos
citoplasmaticos moi basdfilos que vertian & cavidade paleal sen que existira un conduto aparente. H-E. (e) Células
glandulares con granulos citoplasméticos moi basofilos. PAS. (f) Células glandulares con granulos citoplasmaticos
moi basoéfilos. Tricrémico de Masson. Abreviaturas: CB, células basdfilas; Cl, cilios; FM, fibras musculares; PL,
plica.
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Igual que acontecia cos musculos abdutores, as caracteristicas externas do pé diferian moito
entre os individuos A e D e os exemplares B e C. Mentres que o pé dos primeiros presentaba
unha aparencia prominente e moi musculada (Figura 16a), nos outros dous exemplares era de

pequeno tamafio, pouco musculado e flaccido (Figura 16b).

Figura 16. Comparacion da aparencia macroscopica do pé do individuo A e C. (a) Pé moi musculado e cunha
aparencia prominente do exemplar “A”. (b) Pé de pequeno tamario, pouco musculado e flaccido do exemplar “C”.

En canto 6s palpos labiais estes atopabanse na rexién anterior, caudais a boca e pousados sobre
a masa visceral, coa estrutura dunha fina lamina dobrada sobre si mesma. Tratabase dun 6rgano
simétrico, polo que existia un a cada lado do animal, recollendo as particulas en suspension
filtradas polas demibranquias hemilaterais (Figura 12, 17a). A nivel histoloxico presentaba unha
estrutura moi caracteristica, por un lado a superficie interna, orientada cara 6 canle que formaba
ao pregarse, mostraba un epitelio simple columnar densamente ciliado, que dispofiiase
formando plicas regulares (Figura 17b, 17d). Pola contra, a superficie externa era lisa, sen
pregas, e presentaba un epitelio simple cubico entre o cal atopabanse dispersas un nimero

reducido de células caliciformes (Figura 17c).

O resto dos dérganos que conformaban o aparello dixestivo, asi como o tecido gonadal tanto
masculino como feminino, atop&banse dentro da masa visceral. Macroscopicamente neste
estudo non foi posible discriminar cada unha das estruturas, coa excepcion do tiflosol que
aparecia como unha estrutura abrancazada, semirixida e con forma de ferradura situada na parte
posterior da masa visceral (Figura 12). A boca tamén era visible externamente, pero non
formaba parte da masa visceral. Tratabase dunha abertura que actuaba como porta de entrada ao
tracto dixestivo para as particulas seleccionadas nos palpos labiais, delimitada polo musculo
abdutor anterior, os palpos labiais e a masa visceral (Figura 18a).
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Figura 17. Imaxes da estrutura externa e histoloxica dos palpos labiais. (a) Vista ventral dun dos exemplares
indicando a posicién, simétrica e bilateral, dos palpos labiais. (b) Imaxe histoldxica dun dos palpos que mostraba a
notable diferencia entre as caracteristicas do epitelio da superficie externa e interna, atopandose nesta Gltima
formando plicas regulares de gran tamafio ao longo de toda a stia extension. H-E. (c) Epitelio simple clbico da
superficie externa. H-E. (d) Superficie interna dos palpos constituida por un epitelio simple cilindrico ciliado
disposto formando plicas regulares. H-E. Abreviaturas: Cl, cilios; GM, granulos mineralizados; SE, superficie

externa; Sl, superficie interna; PA, palpos labiais; PL, plica.
Histoloxicamente o tubo dixestivo de M. auricularia estaba recuberto en toda a sta extension
por un epitelio simple cilindrico ciliado, ainda que cada unha das diferentes partes que o
compofiian mostraba certas particularidades (Figura 18b, 18c). Por unha banda, o eséfago,
situado entre a glandula dixestiva e o istmo do manto, conta cun epitelio disposto sobre unha
ldmina propia de tecido conectivo de elevado grosor (Figura 18d, 18e). En contrapartida, o
intestino caracterizase pola presenza do tiflosol, que en histoloxia obsérvase como unha
estrutura proxectada cara 0 interior do lumen intestinal, composta por tecido conectivo e un gran
namero de senos hemolinfaticos (Figura 18f). Porén no presente estudo non foi posible discernir

todas as partes que compofien o tubo dixestivo, como é o caso do estilo cristalino.
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Figura 18. Imaxes das diferentes estruturas que compofiian o tracto dixestivo de Margaritifera auricularia. (a)
Visualizacion macroscopica da boca nun dos exemplares. (b) Imaxe histoloxica dun segmento do tubo dixestivo
composto por un epitelio simple cilindrico ciliado apoiado sobre unha membrana basal de grosor moderado. H-E.
(c) Epitelio simple cilindrico ciliado presente en todo o tubo dixestivo de Margaritifera auricularia. H-E. (d)
Esofago, situado entre a glandula dixestiva e o istmo do manto e caracterizado por estar disposto sobre unha
membrana basal de elevado grosor. H-E. (e) Epitelio simple cilindrico ciliado do eséfago. H-E. (f) Tiflosol. H-E.
Abreviaturas: B, boca; Cl, cilios; E, eséfago; GB, granulos baséfilos; GD, glandula dixestiva; T, tiflosol; TD, tubo

dixestivo.
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A glandula dixestiva ocupaba unha gran parte da masa visceral, e presentaba unha morfoloxia
moi facil de recofiecer a histoloxia. Pese a que presentaba gran cantidade de cambios autoliticos,
isto non impediu o recofiecemento dos seus principais compofientes, os tdbulos e os acinis
glandulares (Figura 19a). Nestes ultimos distinguianse células moi basdfilas e cunha morfoloxia
irregular mesturadas entre células vesiculares que contaban con gran cantidade de vactolos no
seu interior (Figura 19c). Porén, as caracteristicas dos tubulos asemellabanse mais &s do resto do
tubo dixestivo, xa que estaban formados por células columnares densamente ciliadas apoiadas

sobre unha fina membrana basal (Figura 19b).

& 50 pm

Figura 19. Imaxes histoléxicas da glandula dixestiva. (a) Glandula dixestiva composta por acinis glandulares e
tlbulos de tamarfio variable. H-E. (b) Tubulo da glandula dixestiva composto por un epitelio simple cilindrico ciliado
apoiado sobre unha fina membrana basal. H-E. (c) Acini da glandula dixestiva sobre o que se distinguian dous tipos
celulares: células basofilas e células con vactolos no seu interior. H-E. Abreviaturas: A, acinis; CB, células
basdfilas; CV, células vactolizadas.

Ademais de albergar todos estes érganos, unha gran parte da masa visceral estaba ocupada polo
tecido gonadal, que ocupaba toda a zona posterior-ventral da masa visceral e a parte
mediodorsal do pé. Dos catro individuos examinados dous mostraban gametos maduros
formados, en ambos casos tanto masculinos coma femininos, agrupados en foliculos delimitados
por unha capa de células escamosas, arredor das cales eran visibles granulos eosinéfilos de

diferentes tamafios que resultaban positivos a tincion PAS (Figura 20a, 20c, 20d).

Os oocitos eran células de gran tamafio (69.35-93.5 um de longo), de forma esférica ou
poliédrica, cun citoplasma moi eosindfilo e un ndcleo central (Figura 20c). Cada oocito
atopabase separado do resto por un fio de tecido conectivo que lle outorgaba unha aparencia
trabecular ao foliculo (Figura 20d), e que en alguns dos gloguidios presentes nas demibranquias

aparecia envolvendo de forma excéntrica & fase larvaria (Figura 20h).

Os gametos masculinos atopados nestes individuos eran fundamentalmente espermatozoides,
non sendo visibles formas inmaturas. Eran células moi basoéfilas, cunha forma ovalada e un
tamafio medio de 2.55-3 um de longo, provistos dunha cola eosinéfila, fina e alongada (Figura

20b). Ademais, inmersos entre os foliculos masculinos e femininos eran visibles os
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gonadoforos, facilmente identificables por posuir unha membrana basal de gran espesor (Figura
20a).

Figura 20. Imaxes histoléxicas do tecido gonadal masculino e feminino. (a) Foliculos con oocitos e espermatozoides
embebidos en tecido conectivo de Leydig e separados entre si por un gonadéforo cunha grosa membrana basal. H-E.
(b) Espermatozoides e os granulos eosindfilos que os rodeaban. H-E. (c) Oocitos agrupados nun foliculo rodeado
por granulos eosindfilos de diferentes tamafios. Un deles conservaba a morfoloxia caracteristica, redondeada e cun
nlcleo central de gran tamafio. H-E (d). Oocitos rodeados por granulos PAS positivos e incluidos dentro de foliculos
delimitados por células escamosas. PAS. Abreviaturas: CE, células escamosas; E, espermatozoides; F, foliculos; G,
gonadoforo; GE, granulos eosindfilos; GF, gametos femininos; GM, gametos masculinos; O, oocito; TC, tecido
conectivo; TL, tecido de Leydig.

Todas as estruturas da masa visceral encontrdbanse rodeadas polo tecido conectivo de Leydig,
gue posuia unhas caracteristicas moi particulares. A diferencia do tecido conectivo areolar
presente noutros tecidos, o tecido de Leydig estaba formado por células cun nucleo excéntrico e
un citoplasma que non se tinguia con ningunha das tinciéns empregadas, carecia de substancia
amorfa e fibras de colaxeno, e as stas células dispofiianse de maneira contigua, formando unha
rede (Figura 21a, 21b). Nos espécimes nos que non hai formacion de gametos, o tecido gonadal

atopase substituido por este tecido.
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Figura 21. Histoloxia do tecido conectivo de Leydig. (a) Tecido de Leydig rodeando as estruturas presentes na masa
visceral. H-E. (b) Células do tecido de Leydig compostas por un ndcleo excéntrico de gran tamafio e dispostas de
forma contigua, formando unha rede. Entre elas visualizabanse granulos basdfilos de tamafio variable. H-E.
Abreviaturas: GB, granulos basdfilos; N, ndcleo; TL, tecido de Leydig.

Ademais, seguindo 0 mesmo patrén de distribucién que o tecido conectivo, atoparonse granulos
extracelulares basofilos de tamafio variable formando grandes agrupaciéns por todo o corpo do
animal (Figura 22a, 22¢). Nalgins exemplares incluso era posible distinguir unha estrutura “en
capas de cebola”, ¢ dicir, varias capas alternas concéntricas nas que era perceptible a transicion
entre elas (Figura 22b). En certas localizacions da rexion posterior, como a nivel do manto ou
musculo abdutor posterior, estes granulos perdian a sua aparencia esférica ben delimitada e
formaban grandes concrecidéns que ao corte ofrecian resistencia e provocaban a rotura dos

tecidos adxacentes (Figura 22c, 22d).

Estes granulos extracelulares foron atopados en numerosas estruturas de todos os exemplares
analizados, entre as que destacaban 0 manto, a masa visceral, palpos labiais, musculo abdutor e
baixo o epitelio corporal. Nalgunhas delas eran incluso identificables macroscépicamente, cun
aspecto granulado, branquecino e rugoso ao tacto, coincidindo coas zonas de resistencia ao corte
durante o tallado (Figura 6c). Para determinar a presenza de mineralizacion nesas areas
realizouse unha tincion vermello Alizarina, a cal permitiu confirmar a presenza de calcio como
un dos principais compofientes destas formacidns tan caracteristicas (Figura 22c, 22d). Asi
mesmo, realizouse a tincién de Perls para a deteccién de ferro, obtendo aparentemente

resultados negativos.
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Figura 22. Imaxes histoloxicas dos granulos mineralizados distribuidos por todo o corpo do animal. (a) Granulos
extracelulares baséfilos ocupando a rexion baixo o epitelio corporal. H-E. (b) Esferas mineralizadas na prega media
do borde do manto sobre as cales distinguianse varias capas alternas concéntricas. H-E. (c) Manto. Vermello
Alizarina. (d) Masculo abdutor posterior. Vermello Alizarina. (e e f) Comparacion da mesma rexion anatémica nun
corte non descalcificado (e) e un descalcificado (f). O lugar ocupado polas concreciéns mineralizadas (e) tras un
proceso de descalcificacion aparecia baleiro e cunha morfoloxia tisular mellor conservada (f). H-E. Abreviaturas: E,

esferas; GB, granulos basdfilos.
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6. DISCUSION

Ata 0 ano 1996 M. auricularia era unha especie considerada extinta (Araujo e Ramos, 2000).
Isto explica que a informacion dispofiible sobre ela sexa limitada e que cofiecementos tan
esenciais, como a descricion anatébmica ou histoloxica da sUa estrutura, posuan rexistros
bibliogréficos moi escasos (Grande, Araujo e Ramos, 2001; Soler et al., 2018a; Soler et al.,
2018b). A través desta avaliacion anatomica e histol6xica de individuos sans de M. auricularia
buscase proporcionar informacion de referencia que sirva de base a hora de realizar estudos
histopatoldxicos da especie, axudando a identificar mais facilmente os achados patoldxicos que

poidan aparecer.

Porén, o seu estado de conservacion non facilita as labores de investigacion, xa que ao estar
catalogada como especie en perigo critico de extincion (Prié, 2021) non é posible sacrificar
individuos sans para 0 seu estudo. Por este motivo, pese a que este traballo esta realizado cun
nimero moi reducido de individuos, o valor de cada un deles dende un punto de vista cientifico

€ moi elevado.

Dos catro exemplares empregados neste estudo, 0 A e o D foron os que proporcionaron a
meirande parte da informacién, xa que eran os que se atopaban en mellor estado. Ambos tifian
en comUn que a sUa aparencia externa era robusta e brillante, provistos de masculos abdutores
moi prominentes, firmes, rosados e grandes, destacando sobre o corpo do animal. Chamaba
especial atencion as grandes dimensions do pé, moi musculado e cun gran grosor ao observarse
dende unha vista ventral. Todas estas caracteristicas anatomicas non estaban presentes nos
individuos que en histoloxia manifestaban unha morfoloxia tisular mais alterada e dificil de
valorar, que a sla vez eran 0s mesmos procedentes do Canal Imperial unha vez comezado o

episodio de mortalidade masiva no ano 2013.

En base a estas observacions, pddense suxerir estas caracteristicas externas, especialmente do
tecido muscular en masculos abdutores e pé, como modelo & hora de realizar unha distincion

macroscépica rapida entre individuos potencialmente sans ou enfermos.

Neste estudo non se conseguiu realizar esta mesma correlacion a nivel histoloxico, debido 6
elevado grao de alteracién que manifestaban os tecidos dos exemplares mostreados coincidindo
co episodio de alta mortalidade. Non foi posible definir se isto era debido a un proceso
patol6xico antemortem ou a un proceso postmortem de autélise e putrefaccion derivado dunha
fixacién tardia dos individuos. Tamén é posible que se atoparan alterados como consecuencia da
utilizacion dun axente fixador inadecuado para unha boa conservacion dos tecidos, como foi o

caso do alcohol.
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Porén, en todos os exemplares, a nivel histoloxico era posible apreciar granulos extracelulares
basofilos de tamafio variable que seguian a mesma distribucion que o tecido conectivo,
aparecendo no intersticio de practicamente todos os 6rganos do animal, ainda que nunha
proporcion variable. Non se sabe cal é a slUa funcidon pero a sua presenza foi descrita
anteriormente para varias especies desta orde, como Anodonta grandis, Elliptio crassidens
(Silverman, Steffens e Dietz, 1985), Hyridella depressa, Velesunio ambiguus (Byrne, 2000;
Colville e Lim, 2003) ou M. margaritifera (Pekkarinen, 1997). Igual que no caso destas
especies os granulos observados en M. auricularia estaban compostos principalmente por
calcio, para os cales obtivose unha resposta positiva a tincion vermello Alizarina. Alguns
estudos tamén describian a presenza variable de Fe na sta composicion (Pekkarinen, 1997,
Byrne, 2000), razon pola cal optouse por realizar unha tincién de Perls obténdose resultados
negativos. Pero para cofiecer con exactitude o perfil mineral das concrecidns extracelulares seria
necesario realizar probas especificas, como por exemplo microanalise de raios X (Byrne, 2000)
ou espectometria, que permitirian indagar mais informacion sobre a natureza e funcién das

calcificacions.

O feito de que se atopen en varias especies, e tanto nos animais considerados sans como nos
procedentes do rio tras o episodio de mortalidade, permite considerar este achado como algo
fisioloxico, que tal vez desempefie unha funcion especifica no animal. Por exemplo, Silverman
et al. (1985) describian que en especies como Anodonta grandis, Elliptio crassidens, Ligumia
subrostrata e Carunculina texasensis as concrecions extracelulares de calcio localizdbanse
principalmente nas branguias, entre os filamentos e os tubos de auga, representando entre un 20-
60% do peso seco do 6rgano. Neste estudo explicaban a sua presenza como unha fonte de calcio
para a formacion da cuncha dos gloquidios, xa que compararon a proporcion entre individuos en

época reprodutiva con agueles que non o estaban, obtendo grandes diferenzas.

No caso de M. auricularia esta hip6tese non toma moito peso, Xa que a proporcion de material
mineralizado en individuos gravidos e non gravidos é moi semellante, ademais de que as
branquias xunto co pé son 0s puntos nos que menos concreciéns extracelulares foron atopadas,
estando totalmente ausentes neste Ultimo. Porén, estes achados coinciden coa distribucién
descrita para M. margaritifera (Pekkarinen, 1997), Hyridella depressa e Velesunio ambiguus
(Byrne, 2000; Colville e Lim, 2003). Créese que nestas especies as brangquias non son unha
localizacién preferente para as calcificacions porque non colaboran como fonte de calcio para a

formacién da cuncha dos gloquidios.

Noutros estudos valorouse a posibilidade de que forme parte dun proceso de detoxificacion,
mediante o secuestro e precipitacion en forma de carbonato célcico de diferentes oligoelementos

ou metais pesados presentes no medio (Jeffree e Simpson, 1984; Byrne, 2000).
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Tamén se cree que poden estar relacionadas cos procesos de biomineralizacion propios do
animal, principalmente a formacion continua da sta cuncha. Isto asdciase co seu sistema de
absorcion de calcio de alta eficacia, polo que tefien que ser capaces de reter 0 maximo calcio
posible debido a que moitos deles habitan en medios cunha baixa concentracion (Byrne, 2000).
Porén, no caso de M. auricularia non parece unha hip6tese probable debido a que caracterizase
por habitar en medios de augas duras, con altas concentracions de calcio, ainda que pode ser un
mecanismo que lles axude a sobrevivir e seguir formandose de forma constante pese a que a

calidade da auga poida variar (Grande et al., 2001).

Son necesarios mais estudos para poder esclarecer a causa da formacion destas concreciéns
extracelulares calcificadas, e determinar se a sta elevada proporcién se debe a un proceso
fisioléxico ou patoloxico. Compre destacar que, entre os catro individuos empregados neste
estudo, a concentracion dos granulos extracelulares era mais elevada nos exemplares
procedentes do Canal Imperial despois do episodio masivo de mortalidade. Estes resultados

suxiren que o seu incremento pode estar relacionado cun estado de enfermidade.

Con respecto & descricion histoloxica do resto das estruturas que constitien o corpo de M.
auricularia foi posible visualizar practicamente todas nos individuos considerados sans, ainda

gue con certas limitacions derivadas dos cambios de autdlise.

No borde distal do manto observaronse as tres pregas xa descritas noutras especies como
Velesunio ambiguus ou Hyridella depressa, cada unha delas asociada cunha funcién especifica
(Colville e Lim, 2003). A prega externa atribueselle a funcién secretora do periostraco, que é a
capa pigmentada e mais externa da cuncha dos bivalvos composta principalmente por unha
proteina denominada conquiolina (L6éw et al., 2016). Por outra banda, a prega media aséciase
cunha funcidn sensorial, mentres que a prega interna atribleselle unha funcién muscular
(Colville e Lim, 2003).

Tanto a prega interna coma o resto da superficie interna do manto contan cun epitelio simple
cilindrico ciliado. Créese que a presenza de cilios, sé nesta porcion, € debida a que colaboran,
mediante 0 seu movemento constante, na entrada de auga e particulas en suspension ao interior
da cavidade paleal para participar no intercambio gaseoso e na alimentacién do animal (LOw et
al., 2016).

Ademais dos cilios, nesta porcion do manto chama 4 atencién a existencia de células cargadas
con granulos moi basofilos que verten a cavidade paleal. Algins autores denominaronas como
células violeta pola sua aparencia histoloxica (McElwain e Bullard, 2014). Aparecen nun
nimero reducido na prega interna do manto pero cunha densidade moi elevada no pé. Non se

cofiece exactamente cal € a sua funcién pero en bivalvos marifios, nos que tamén estan descritas,
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asdcianse fundamentalmente co modo de vida do animal. En especies infaunales, é dicir,
aquelas que viven soterradas no substrato total ou parcialmente, como é o caso de M.
auricularia, créese que poden desempefiar unha funcién lubricante axudando ao individuo a
soterrar 0 seu corpo, e incluso participar na formacion das pseudofeces (Park, Lee, Lee e Kim,
2012). Tameén é posible que desempefien unha funcion protectora mediante a secrecion de
substancias mucosas que eviten a erosion do epitelio en contacto co substrato, algo que en
especies como M. auricularia pode ser de gran relevancia ao habitar en fondos de gran dureza

con callao ou grava.

No pé, ademais das células violeta, destaca a presenza dun epitelio densamente ciliado que
forma plicas ao longo de toda a sua extension. Créese que a sua funcion tamén esté relacionada
co modo de vida e as caracteristicas do medio no que habitan os animais. En estudos realizados
con bivalvos marifios como Tegillarca granosa, especie de zonas intermareais que non soterra
completamente 0 seu corpo, asociase a existencia destas pregas cunha posible funcién de

ancoraxe ao substrato (Lee, Lee, Park e Shin, 2012).

En canto a presenza de cilios sobre o epitelio do pé, estes foron descritos tanto en especies
marifias como Tegillarca granosa (Lee et al., 2012), Mercenaria mercenaria (Eble, 2001) ou
Gomphina veneriformis (Park et al., 2012), e en bivalvos de auga doce como Villosa nebulosa,
Fusconaia cerina (McElwain e Bullard, 2014) ou incluso na propia M. auricularia durante a sta
fase xuvenil (Araujo, Camara e Ramos, 2002). Créese que a sta funcidn consiste en evitar a
entrada de particulas estrafias a cavidade paleal e expulsar substancias mucosas fora do corpo do
animal (Lee et al., 2012).

Por outra banda, unha das estruturas mais singulares e complexas dos moluscos bivalvos,
especialmente de auga doce, son as branquias. Na sla estrutura sé se atoparon un mesmo tipo de
filamentos distribuidos de forma contigua ao longo da lamela, sen formacion de plicas, e 0s
cilios laterais de cada un deles atoparonse entrelazados co filamento paralelo. Este tipo de
disposicion denominase homorrabdica filibranquia (Knight, Morris, Todd, Howard e Ball,
2014) é e a mesma que atopamos noutros bivalvos como Mytilus edulis (Cannuel, Beninger,
McCombie e Boudry, 2009).

Dos catro exemplares examinados os que mellor gardaban a arquitectura tisular das branquias
eran 0 A e o D, individuos que ademais atopabanse gravidos e posuian unha gran cantidade de
gloquidios. Os outros dous exemplares non posuian larvas, pero a morfoloxia das suas
branquias, ao igual que a do resto dos tecidos, estaba moi alterada, con gran cantidade de

cambios autoliticos, o que incluso pode estar enmascarando cambios patoloxicos.
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Debido a isto non foi posible realizar unha comparacion morfoloxica completa e precisa entre as
caracteristicas das demibranquias en individuos gravidos e non gravidos. Porén, a estrutura
observada nos exemplares empregados neste estudo coincide coa descricion realizada por Soler
et al. (2018b) sobre a morfoloxia das branquias de M. auricularia.

Os dous exemplares gravidos foron recollidos durante o mes de febreiro, o que explica a
presenza de gloquidios no interior das branquias (Araujo e Ramos, 2000; Soler et al., 2018b),
cun tamafio medio de 91 x 85 um. En base a estudos previos (Araujo e Ramos, 1998b; Soler et
al., 2018b) considérase que o tamafio medio dos gloquidios de M. auricularia no momento da
liberacion é de 127-155 um, o que quere dicir que os observados neste estudo estaban
aproximadamente no ultimo terzo do seu desenvolvemento. Non é posible determinar con
exactitude o tempo restante para a sta liberacion, xa que non se cofiece nin 0 momento exacto

da fecundacidn nin o crecemento diario do gloguidio no marsupio.

En canto &s gonadas de M. auricularia, tanto os oocitos como os espermatozoides atopabanse
organizados en foliculos, rodeados a sta vez por granulos PAS positivos, coincidindo coa
descricion feita por Grande et al. (2001) nun estudo previo. Non se sabe con exactitude cal é a
sta funcion pero asociase cunha labor equivalente & zona pellcida en mamiferos, de soporte

fisico e nutricion dos gametos (Cargnin-Ferreira e Sarasquete, 2008).

Parece ser unha especie hermafrodita, ou polo menos eses son os rexistros dos individuos
presentes no Canal Imperial de Aragon (Zapater et al., 2006). E posible polo tanto que se trate
ben dun animal estritamente hermafrodita (Grande et al., 2001) ou que tal vez sexa capaz de
desenvolver ambos sexos como estratexia de supervivencia ante un tamafio reducido da

poboacidn, tal como foi reportado para M. margaritifera (Bauer, 1987).

Outros 6rganos como, por exemplo, as diferentes partes do tracto dixestivo, s6 foron posibles de
identificar mediante histoloxia. Isto posiblemente é debido ao elevado tempo de fixacion ao que
estiveron sometidos os exemplares, provocando a retraccion dos tecidos por deshidratacién. No
caso de tratarse de individuos frescos, seria posible discernir o percorrido do tubo dixestivo na
masa visceral (Léw et al.,, 2016), pero neste caso macroscopicamente sO era facilmente

identificable o tiflosol.

Todo o tracto dixestivo presentaba as mesmas caracteristicas basicas, un epitelio simple
cilindrico ciliado que favorece o transito do alimento ao longo de toda a sUa extension. Igual
gue acontece en mamiferos, o epitelio do aparello dixestivo é doado que sufra modificacions ou
se perda, 0 que en algins segmentos como 0 estdmago supuxo un inconveniente & hora de

valorar con detalle a estrutura. Incluso algunhas partes como o estilo cristalino foron imposibles

39

——
| —



TRABALLO DE FIN DE GRAO Uxia Rico Gémez

de observar, ainda que isto posiblemente sexa debido a que desaparece &s poucas horas dende
que se produce a morte dos animais (L6w et al., 2016).

As estruturas que compofien a cavidade nefropericardica, igual que no caso do tracto dixestivo,
s6 foron visibles mediante histoloxia. Nalgunhas como o coraz6n é moi dificil a sua
identificacion debido a que estd formado por fibras musculares dispersas sen unha clara
organizacion (Cargnin-Ferreira e Sarasquete, 2008).

Despois do vertixinoso decrecemento que experimentaron as stias poboacidns no ano 2013 foi
plausible a necesidade de comezar a valorar novos métodos de investigacion, compatibles coa
supervivencia dos exemplares. As técnicas pouco invasivas, empregadas noutras especies de
medicina veterinaria, cumpririan este obxectivo, permitindo cofiecer a situacion sanitaria das

poboacions e asi tratar de evitar importantes episodios de mortalidade.

Para outras especies de bivalvos de auga doce como Elliptio complanata (Gustafson et al.,
2005a) ou Elliptio crassidens (Fritts et al., 2015) estan descritas técnicas non letais de
extraccion de hemolinfa a partir dos musculos abdutores. A hemolinfa é o fluido equivalente 6
sangue en animais vertebrados, polo que a sta monitorizacion permite cofiecer o contido en
nutrientes, gases, metabolitos e outras substancias circulantes polo corpo do animal. Este
método demostrouse de utilizade na valoracion do estado sanitario e a presenza de patoxenos en
bivalvos marifios (Gustafson et al., 2005b). Os estudos realizados en ambas especies de bivalvos
de auga doce demostraron que este procedemento, ademais de non implicar a morte dos
individuos, non afectaba ¢ seu crecemento posterior ou a sta supervivencia (Gustafson et al.,
2005a; Fritts et al., 2015).

Neste estudo, ao contar ca dispofiibilidade de catro individuos mortos, foi posible recorrer a
técnicas histoloxicas que, ata a actualidade, son as Unicas que nos permiten realizar unha

descricion microscopica pormenorizada das caracteristicas tisulares da especie.

Porén, nos ultimos anos, estanse aplicando novas técnicas para o estudo da anatomia dos
moluscos bivalvos como a microtomografia computarizada. Ao tratarse dun método non
invasivo permite obter imaxes de alta resolucion con moita precision dos tecidos, conservando
as dimensions e localizacions exactas das estruturas que o compofien (Machado, Passos, e
Giribet, 2019).
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7. CONCLUSIONS
En funcién dos resultados obtidos neste traballo pddense acadar as seguintes conclusions:

1. Foi posible definir as caracteristicas anatomicas e histoldxicas de individuos adultos de
M. auricularia, que non distan moito das de outros membros da orde Unionida,
especialmente das especies da familia Margaritiferidae.

2. As técnicas histopatoloxicas poden ser de gran valor para a monitorizacion do estado de
salide das poboacions de M. auricularia.

3. O desenvolvemento do tecido muscular era moito maior nos individuos considerados
sans que nos procedentes do Canal Imperial tras o episodio de mortalidade.

4. En todos os exemplares atoparonse grandes cantidades de granulos extracelulares de

calcio que seguian a mesma distribucidn que o tecido conectivo.
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