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RESUMO

A maricultura estd em expansao e sdo poucos os estudos sobre moluscos nativos, incluindo os
que podem elucidar a taxonomia sobre as espécies brasileiras. As informacdes citogenéticas
podem ser importantes para auxiliar na identificacéo das espécies. O objetivo deste trabalho foi
identificar os cariotipos de Anomalocardia brasiliana e Donax striatus. Para isso foram realizadas
coletas em setembro de 2011, e em fevereiro e abril de 2012 nas praias de Barra,
Pernambuquinho e Alagamar, em Grossos, RN, e na Praia das Emanuelas, em Tibau, RN. As
branquias foram retiradas e a suspensao celular foi preparada in vitro, hipotonizada,fixada com
carnoy, e gotejada em laminas de microscopia posteriormente coradas com Giemsa. As laminas
foram analisadas e as melhores metafases foram fotografadas em microscépio éptico com
camera digital. Os cromossomos foram recortados, agrupados e classificados de acordo com o
indice centromérico para obtencdo do numero diploide (2n) e nimero fundamental (NF). O
numero dipléide encontrado para A. brasiliana foi 2n= 14 e NF= 22 com caridtipo composto por
quatro pares de cromossomos submetacéntricos e trés pares acrocéntricos dispostos em ordem
decrescente de tamanho, sendo o Ultimo, um par diminuto. Para D. striatus, o namero diploide
encontrado foi 2n=16 e NF=16, com oito pares acrocéntricos.Embora ndo tenham sido
distinguidos morfologicamente os cromossomos sexuais em nenhuma espécie estudada, este
trabalho traz dados citogenéticos inéditos para essas espécies.

Descritores: Moluscos, Cromossomos,Nordeste, Brasil.
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ABSTRACT
The mariculture is expanding and there are few studies on native mollusks, including those that
may elucidate the taxonomy of Brazilian species. Cytogenetic information is important to assist in
species identification. The objective of this study was to identify the karyotypes of Anomalocardia
brasiliana and Donax striatus. For this collection in September 2011, and February and April 2012
were held on the of Barra, and Pernambuquinho Alagamar beaches in Thick, RN, and the
Emanuelas Beach, in Tibau, RN. The gills were removed and the cell suspension was prepared
in vitro, hipotonizada, fixed with Carnoy and dropped later on microscope slides stained with
Giemsa. Slides were analyzed and the best metaphases were photographed under a light
microscope with digital camera. The chromosomes were cut out, grouped and classified
according to the centromeric index to obtain the diploid number (2n) and fundamental number
(NF). The diploid number found in A. brasiliana was 2n = 14 and NF = 22 with karyotype consist
of four pairs of submetacentric chromosomes and three acrocentric pairs arranged in descending
order of size, the last one being a miniature pair. For D. striatus, the diploid number was 2n = 16
and FN = 16, with eight acrocentric pairs. Although not morphologically distinguishable sex
chromosomes in any species studied, this work brings unpublished cytogenetic data for these
species.
Keywords:Molluscs, Chromosomes, Northeast, Brazil.
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INTRODUCAO

O filo Mollusca é um dos mais conhecidos e o segundo maior filo animal em
namero de espécies (1). Neste filo estdo incluidos as ostras, os caramujos, as lesmas,
os mexilhdes, os polvos e as lulas (2).

Estudos sobre os moluscos marinhos tem sido realizados sob diferentes
aspectos, desde levantamentos sistematicos até a prospeccao de substancias bioativas.
Apesar do grande interesse humano na utilizagdo desses animais, a quantidade de
pessoas que ja se dedicaram a estuda-los é proporcionalmente pequena, e ainda é
necessario muito conhecimento a ser gerado (1).

A classe Bivalvia € a mais representativa em termos de biomassa nos diversos
sistemas hidrograficos (3), com cerca de 20 mil espécies (1) e 114 familias. Para o Brasil
sao registradas 410 espécies pertencentes a aproximadamente 69 familias (4).

Por serem filtradores, s&o comumente utilizados como monitores de polui¢ao (5-
6). Sao bastante sensiveis a pisoteio, a poluicdo organica e quimica, a eutrofizacéo e
ao soterramento do seu ambiente. Quando submetidos a alguma perturbacdo no
ambiente onde vivem, os bivalves nao voltam a ocupa-lo (7).

Muitas espécies de bivalves presentes em éareas intermareais sdo utilizadas
como fonte de alimento pela espécie humana e tém sido amplamente coletadas em
varias regides do Brasil (8). Eles também sao apreciados pela possibilidade de suas
conchas serem utilizadas para a confec¢éo de enfeites no artesanato (9).

A familia Veneridae (Bivalvia) reine aproximadamente 500 espécies viventes,
pertencentes a 50 géneros e 12 subfamilias. A espécie Anomalocardia
brasilianaGmelin, 1791 pertencente a familia Veneridae € um bivalve lamelibranquio de
ampla distribuicdo, sendo comumente encontrado ao longo de toda a costa brasileira,
com distribuicdo desde as indias Ocidentais até o Uruguai (10). E bastante utilizada na
alimentacdo humana e tem também grande potencial para o cultivo (11). A espécie é
vulgarmente conhecida por diferentes nomes como “berbigdo”’, “macgunim’,
“chumbinho”, “sarro de pito”, “mija-mija” ou “véngole” (12).

Essa espécie é um organismo filtrador que retira o seu alimento da agua, devido
ao movimento dos cilios das brénquias, que permite a entrada de agua com particulas
de alimento. Essa forma de alimentagdo propicia uma ingestdo maior de matéria
organica e inorganica, que vem junto com o alimento (13).

Nos municipios de Grossos e Tibau, RN, as “marisqueiras”, mulheres dos
pescadores que trabalham coletando moluscos bivalves na maré baixa do estuério nas

praias de Barra, Pernambuquinho, Alagamar e Emanuelas coletam A. brasiliana e a
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utilizam na alimentacdo ou comercializagéao, constituindo muitas vezes, a principal fonte
de renda familiar.

Esse aspecto socioecondmico que a Anomalocardia brasiliana abrange nessa e
em outras comunidades, associado a importancia que esses organismos exercem no
ambiente marinho tem contribuido para varios estudos sobre esta espécie. Diante disso,
existem estudos voltados para o ciclo reprodutivo da A. brasiliana(9,14); para a a
caracterizacao genética de quatro populagbes da espécie usando sequéncias parciais
do gene COI de DNA mitocondrial (15); para 0s organismos que se associam em
simbiose com A. brasiliana(11);a avaliacdo das relacdes alométricas do crescimento e
peso da espécie (16); a variacdo morfolégica das conchas em diferentes ambientes (17);
na comparagcdo de alguns parametros hemato-imunolégicos em populacdes de
A.brasiliana para o monitoramento da qualidade ambiental de uma reserva extrativista
marinha (18); alguns autores analisaram também a distribuico e a densidade da
espécie em praias da Costa Branca do Rio Grande do Norte (19) e outro estudou a
estrutura da populacdo (20). Entretanto, ndo ha registro na literatura de estudos
citogenéticos desta espécie.

Os bivalves da familia Donacidae sdo organismos dominantes capazes de
habitar praias arenosas expostas, um ambiente altamente energético (21-22), e, como
consequéncia, sdo capazes de alcancar altas densidades populacionais em algumas
areas. Esses moluscos também sao um importante recurso econémico em Varios
paises. Apesar da sua abundancia limitada, as espécies de Donax mostram uma forte
radiacdo adaptativa de acordo com a mudanca das marés, habitando a zona intermareal
rasa (23).

Os bivalves da espécie Donax striatus Linnaeus, 1767 vivem enterrados logo
abaixo da superficie, sempre em posicédo vertical ao substrato. Sao a base alimentar de
varias outras espécies carnivoras, que perfuram sua concha e consomem sua carne.
Sua gama de distribuicdo comeca em Gibara, Cuba e no Brasil, atinge os estados do
Rio Grande do Norte, Ceard, Piaui e Maranhao (24).

Esses animais despertam interesse principalmente por sua capacidade pouco
comum de desenvolver e manter enormes populacées em ambientes relativamente
instaveis de praias arenosas com forte hidrodinamismo. Nas praias de Tibau e Grossos,
RN, os individuos de D. striatus sao utilizados para fazer produtos artesanais pelos
habitantes do local para serem comercializados em cidades vizinhas, bem como na
alimentacdo, com a grande vantagem de ser uma fonte de proteina animal, facilmente

obtida e de baixo custo (25).
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Uma forma de estudar os moluscos bivalves é através da citogenética, que
permite descrever o nimero de cromossomos de uma célula ou organismo. O
estabelecimento da identidade cromossémica pode ser usado em Varios estudos (mapa
gendmico, taxonomia, etc.), mas possui importancia fundamental na caracterizagdo do
namero e morfologia cromossémica (26).

A contagem de cromossomos e a andlise dos cariotipos inicialmente nos estudos
de bivalves sempre foi realizada através da observagédo de cromossomos em meiose |
e |l obtidos de ovos libertados, gbnadas masculinas ou divisbes mitéticas iniciais no
embrido. Entretanto, ja existe um método para obter cromossomos metafasicos a partir
do tecido das branquias, que agora € amplamente utilizado (27).

Dessa forma, foi reportado o ndimero cromossémico de todos 0s grupos
aguaticos de moluscos. Nos grupos estudados, os nimeros tendem a ser relativamente
constantes dentro das familias, com os seguintes nimeros haploides modais: ostras
(N=10), mexilndes (N=14) e vieiras (N=19) (28).

Os rearranjos cromossdmicos podem ter funcéo direta na especiacdo e a
evolugéo cariotipica pode estar relacionada com a evolugdo morfologica. Uma
caracterizacdo clara e precisa do cariétipo de uma espécie € de fundamental
importancia quando se deseja comparar citogeneticamente espécies diferentes,
examinar a variacdo de individuos de uma mesma espécie ou detectar variacao
geografica. Além disso, com o auxilio de técnicas moleculares associadas a genética é
possivel aumentar o conhecimento sobre a biodiversidade de espécies brasileiras,
numa intercessao entre a Biotecnologia e a Ecologia (29).

Os principais métodos utilizados na citogenética vao de técnicas simples
(contagem de cromossomos, montagem de cari6tipo), aqueles que usam uma coloracao
diferencial (Banda C, Banda N, Banda G, Fluorocromos A/T especificos - DA/DAPI,
Fluorocromos G/C especificos - CMA, MM, Regides Organizadoras de Nucléolos —
RONSs) até as mais sofisticadas (hibridizacdo insitu, cromossomos politénicos) (30).

As técnicas simples sdo bastante informativas, de modo que o nimero, tamanho
e forma dos cromossomos sdo analisados para obter comparacdes interespecificas. A
técnica consiste na obtencdo de um material rico em divisdes celulares (mitéticas e
meidticas) que é tratado com colchicina para o enriquecimento das células em diviséo.
Esse material é esmagado permitindo a liberacdo dos cromossomos em metafase da
célula, onde posteriormente 0os cromossomos sao corados e analisados ao microscopio
(30).
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Deste modo, os estudos cromossdmicos tém sido utilizados para caracterizacao
padrdo das espécies, na descricdo da variacdo intrapopulacional, em comparac¢fes
entre populacdes, caracterizacdo de variacdo geogréfica, ocorréncias de clines ou
correlacdes com o ambiente, correlacdo de variaveis genéticas com variaveis
morfol6égicas ou fisiolégicas, comparacdes interespecificas e inferéncias filogenéticas
(30).

Apesar da existéncia de pesquisas da citogenética de algumas familias de
moluscos - Arcidae (31-32), Pteriidae (32-33), Ostreidae (33-34), Pectinidae (35-36),
Mutelidae (37), Mytilidae (38-39), Veneridae (31,40), Unionidae (37,41) — estes
organismos ainda séo poucos estudados.

Nesse contexto, 0s moluscos se apresentam como um grupo de organismos que
precisam ser estudados citogeneticamente, pois permite obter dados referentes ao
namero e morfologia cromossdmica desses animais possibilitando estudar a sua
citotaxonomia.

Como parte destes estudos, podem-se destacar as familias Veneridae e
Donacidae de moluscos que podem ser encontradas no municipio de Grossos e Tibau,
RN (42) e apresentam espécies ainda ndo caracterizadas citogeneticamente.

Desse modo, o0 objetivo deste trabalho foi descrever os cariétipos das espécies
Anomalocardia brasiliana e Donax striatus provenientes de praias do municipio de

Grossos e Tibau, RN.

METODOLOGIA

Foram utilizados espécimes da familia Veneridae e Donacidae coletados na
regido litoranea oeste do Rio Grande do Norte, Brasil, que corresponde a regido
estuarina do rio Apodi/Mossoro0, nas localidades de Barra (4°56'30,17"S 37°09'13,74"0),
Pernambuquinho (4°54'37,20"S 37°10'43,44"0), Alagamar (4°53'21,11"S
37°12'20,55"0), no municipio de Grossos, RN, e Praia das Emanuelas (4°49'51,20"S
37°14'36,48"0), em Tibau, RN (Figura 1). A regidao é denominada de Costa Branca,
sendo o unico lugar do Brasil que a caatinga, caracterizada por clima e vegetacao de
semiarido,encontra 0 mar (43).

As coletas foram realizadas nos meses de setembro de 2011, fevereiro e abril
de 2012. Em cada coleta, cerca de quatro individuos por espécie foram trazidos para o
laboratério e cerca de 1-2 dos animais coletados foram utilizados para preparacées

cromossomicas, pois a taxa de sobrevivéncia fora do ambiente natural foi baixa.
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Os espécimes com tamanho del,5 a3 cm de comprimento (adultos) foram
coletados manualmente em substratos arenoso-lodosos na regido de maré baixa
(altitude - 0.0 a 0.9 m). Foram acondicionados em recipientes contendo agua do mar e,
em seguida, transportados para o Laboratério de Genética e Evolugdo (LAGENE) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Em laboratério, os espécimes foram mantidos nos recipientes ligados a
aeradores, permitindo a sobrevivéncia dos animais até o inicio da preparacdo
cromossodmica. Cada animal preparado foi eutanasiado segundo principios
humanitarios.

Todos os exemplares das espécies foram classificados taxonomicamente de
acordo com a literatura especializada (44) e identificados com o auxilio de um

especialista em malacologia.

Tibau - RN, Brasi

T

‘m

Figura 1. Mapa da area de estudo, destacando as praias de Barra (1), Pernambuquinho (2),
Alagamar (3) em Grossos, RN e Praia das Emanuelas (4), em Tibau, RN (Fonte: Google Earth,
2014).

A obtencdo de células in vitro foi realizada de acordo com a literatura
especializada, realizando algumas modificagbes (45). Os exemplares foram
anestesiados com o auxilio do anestésico benzocaina na concentracdo de 1ml/litro de
agua (46).

A anestesia garantiu que os animais ndo sofressem durante a retirada da
hemolinfa e branquias (tecido com maior taxa de divisdo celular). Os espécimes tiverem
seus tecidos dissecados e células dissociadas em uma mistura de nutrientes Ham’s F-
12. A suspenséo foi colocada em 5 ml de meio de cultura a 28°C, por duas horas.
Passado este tempo, adicionou-se uma gota de solucdo de colchicina a 0,005%,

permanecendo a incubacdo por 45 minutos. Seguiu-se uma centrifugacdo por 10
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minutos e descartou-se o sobrenadante. A solugéo hipoténica usada foi somente agua
destilada, por 40 minutos e o material foi fixado em carnoy: metanol e acido acético (3:1)
com trés trocas, uma a cada 10 minutos. A suspenséo celular foi pingada em laminas
de microscopia aquecidas a 60°C e secas ao ar.

Para a coloracdo, as laminas foram hidrolisadas em HCI| 1 N, a 60°C, por 7
minutos e lavadas em agua destilada. Foram coradas em solu¢édo de Giemsal:30 em
solugéo tampéo fosfato pH 6,8 por 7 minutos e depois foram lavadas com agua destilada
e colocadas pra secar ao ar.

As laminas foram analisadas em um microscépio Optico. Uma quantidade
minima de cinco laminas foi analisada para cada espécime coletado. Foram analisadas
no minimo 10 metafases por exemplar para calculo do ndmero modal para
estabelecimento do numero diploide. As melhores metafases coradas foram
selecionadas com base na boa definicho morfolégica e nitida contagem dos
cromossomos e foram fotografadas em microscépio em objetiva de imersdo, com
aumento de 1000x acoplado a uma camera digital com resolucéo de 12 megapixels.

As fotografias foram editadas no programa de imagem gratuito gimp para corrigir
densidade, contraste, entre outros aspectos, recortar 0S cromossomos e agrupa-los de
acordo com a literatura especializada, quando possivel, ou de acordo com a ordem
decrescente de tamanho e morfologia, quando nao disponivel na literatura. Apos a
montagem, os carittipos foram analisados levando-se em consideracdo o numero e

morfologia de cromossomos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados citogenéticos de uma espécie sdo muito informativos, sobretudo para
estudos com objetivos de comparacdes interespecificas, nos quais normalmente
examinam-se 0 numero, o tamanho e a forma (posi¢éo do centrdmero e/ou presenca e
posicéo de constricdes) dos cromossomos metafasicos, buscando encontrar diferengas
e semelhancas entre espécies (30).

O numero diploide encontrado para Anomalocardia brasiliana foi 2n=14 e o
namero fundamental foi NF=22. O cariétipo foi composto por quatro pares de
cromossomos submetacéntricos e trés pares acrocéntricos dispostos em ordem
decrescente de tamanho, de acordo com o indice centromérico, sendo o Ultimo um par
diminuto (Figura 2). Estes dados citogenéticos fornecem informagdes inéditas na

literatura para esta espécie.
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Também néo foi possivel distinguir morfologicamente os cromossomos sexuais
desta espécie. Este fato corrobora a informagéo existente na literatura de que esta
espécie ndo apresenta dimorfismo sexual pelas caracteristicas anatémicas externas.
Sendo possivel diferenciar machos e fémeas apenas por analise histologica pelas
diferencas existentes nos tecidos gonadais (14).

i V) " '
1 2 3 4
" 6 "
5 6 7

Figura 2. Cariétipo de Anomalocardia brasiliana (2n=14, NF=22). Barra=1pum.

O caridtipo encontrado para Donax striatus, inédito na literatura, apresentou
namero diploide 2n=16 e nimero fundamental NF=16, o cari6tipo € composto por oito
pares acrocéntricos médios, classificados de acordo com o indice centromérico e
dispostos em ordem decrescente de tamanho. Nao foram distinguidos
morfologicamente 0s cromossomos sexuais e outro fato a observar € o pequeno

tamanho dos cromossomos, mesmo no microscopio com aumento de 1000x (Figura 3).

Ml 1 S
1

2 3 4

" " " "
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Figura 3. Cariétipo de Donax striatus (2n=16, NF=16). Barra = 1 um.

Apesar da preparacdo cromossémica utizada ter permitido encontrar o nimero
dipl6ide das espécies Anomalocardiabrasiliana e Donaxstriatus a morfologia encontrada
ainda néo esta totalmente adequada, comparada a de outras espécies da familia
Veneridae e Donacidae, encontradas na literatura (47-53).

O numero cromossémico mais frequente na familia Veneridae é 2n=38. O

namero fundamental (NF) n&o € indicado nos estudos que caracterizam geneticamente
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as espécies da familia Veneridae, sdo existentes apenas informacdes
deMercenariamercenaria com NF=76 (54-56).

A diferenca no numero dipldide entre a Anomalocardia brasiliana (2n=14) e as
espécies caracterizadas citogeneticamente da sua familia (2n=38) provavelmente
ocorre devido a grande distancia geogréfica entre as populacées de bivalves dos
continentes analisados e as correntes marinhas.

O primeiro registro de estudo citogenético para espécies da familia Donacidae
trata-se da caracterizacdo apenas do numero cromossémico de Donaxvariabilis, que
revelou o numero cromossémico 2n=38 (47).

Outro membro da familia Donacidae que teve seus cromossomos estudados foi
Donax trunculus, com espécimes coletados na Franca, na costa do oceano Atlantico. D.
trunculus apresentou 2n=38 e NF=70, com o cariétipo composto por 19 pares de
Cromossomaos, nove metacéntricos, sete submetacéntricos e trés subtelocéntricos (50).
Este numero diploide e nimero fundamental coincide com o encontrado para a mesma
espécie, com espécimes coletados na regido da Galicia, Espanha (52).

Contudo, a morfologia dos cromossomos encontrados no presente trabalho foi
diferenciada, consistindo de nove pares metacéntricos, dois submetacéntricos-
metacéntricos, sete submetacéntricos e um telocéntrico.

Observa-se que o numero cromossémico 2n=38 é o mais frequente entre os
bivalves, especialmente na subclasse Heterodonta. A diferenca cariotipica entre D.
striatus e as variedades de D. trunculus ocorre provavelmente devido a grande distancia
geografica entre as populacdes de bivalves dos continentes analisados, as correntes
marinhas e pelo comportamento séssil, tipico destes organismos, o qual confere

isolamento entre as populagées (57).

CONCLUSOES

Este trabalho traz dados cromossémicos inéditos para estes organismos,

aumentando o conhecimento da citotaxonomia dessas espécies.
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