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RESUMO

Moluscos bivalves e gastréopodes possuem grande importancia econdmica nas comunidades
litorédneas, tanto para a alimentag&o quanto para a fabricagcao de adornos (zooartesanato). Essa
situagao nao é diferente nos municipios de Grossos e Tibau, RN. Entre as espécies de moluscos
utilizadas nesses locais, tém-se os bivalves Tivela mactroides e Anadara ovalis e os gastropodes
Pugilina morio e Littorina angulifera. Diante disso, objetivou-se caracterizar os caridtipos dessas
especies. Os exemplares foram coletados nos municipios de Grossos e Tibau, RN e levados ao
laboratério de Genética e Evolugcdo (UFERSA) para a preparagao cromossémica. Para P. morio
e A. ovalis utilizou-se a técnica de microcultura, enquanto que para L. angulifera e T. mactroides
utilizou-se a técnica convencional. As |aminas foram analisadas e as melhores metafases foram
fotografadas em microscépio optico com cémera digital. As melhores metafases foram
fotografadas e os cromossomos foram agrupados de acordo com a ordem decrescente de
tamanho e morfologia.Os cromossomos foram recortados, agrupados e classificados de acordo
com o indice centromérico para obten¢ao do numero diploide (2n) e numero fundamental (NF).
Os cariotipos identificados para as espécies P. morio, L. angulifera, T. mactroides e A. ovalis
foram: 2n=24 e NF=24; 2n=20 e NF=20; 2n=26 e NF=26; e 2n=16 e NF=16, respectivamente.
Sao fornecidas informagdes de que os nimeros cromossdmicos para as espécies estudadas sao
inéditos e diferem dos de outras espécies das mesmas familias.

Descritores: cromossomos, moluscos, praias, nordeste.

KARYOTYPES OF PUGILINA MORIO, LITTORINA ANGULIFERA, TIVELA
MACTROIDES ANADARA OVALIS OF COASTLINE OF WHITE COAST, RN

ABSTRACT

Bivalve and gastropod molluscs have great economic importance in coastal communities, both
for food and for the manufacture of ornaments (zooartesanato). This situation is no different in
the municipalities of Grossos and Tibau, RN. Among the species of molluscs used in these places,
there are the bivalves Anadara ovalis and Tivela mactroides and Pugilina morio and gastropods
Littorina angulifera. Therefore, we aimed to characterize the karyotypes of these species.
Specimens were collected in the municipalities of Grossos and Tibau, RN and taken to the
laboratory of Genetics and Evolution (UFERSA) for chromosome preparation. P. morio and A.
ovalis used the technigue microculture, whereas for L. angulifera and T. mactroides used the
conventional technique. Slides were analyzed and the best metaphases were photographed
under a light microscope with digital camera. The best metaphases were photographed and
chromosomes were grouped according to the descending order of size and morphology. The
chromosomes were cut out, grouped and classified according to the centromeric index to obtain
the diploid number (2n) and fundamental number (NF). Karyotypes identified to the species P.
morio, L. angulifera, T. mactroides and A. ovalis were 2n = 24 and NF = 24; 2n = 20 and NF = 20;
2n = 26 and NF = 26; and 2n = 16 and NF = 16, respectively. Information that the chromosome
numbers for the species studied are novel and differ from other species of the same families are
provided.
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INTRODUGCAO

Os moluscos bivalves e gastropodes sao extremamente importantes na
economia de diversos paises. Isso ocorre porque servem como fonte de alimento rico
em proteinas para a espécie humana. Sdo coletados diretamente da natureza ou
mesmo cultivados em fazendas de moluscos (1).

Pugilinia morio € um gastropode melongenideo comumente encontrado em
areas estuarinas da costa Atlantica (de Trinidae e Tobago até o sudeste do Brasil e
oeste da Africa). No Brasil, sua distribuicdo geogréafica esta registrada para os Estados
do Para, Maranhao, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina (2). Esta espécie € comum
em estuarios do Nordeste brasileiro e também frequentemente observados nas zonas
de baixa salinidade (3). Os animais desta espécie possuem carne muito saborosa, a
qual se assemelha no paladar a do camarao (4).

O gastropode Littorina angulifera € um notavel habitante de manguezais e
regides estuarinas de areas tropicais e subtropicais. Os individuos dessa espécie sao
microfagos, se alimentando primariamente de algas, esponjas, microrganismos
incrustados em rochas e detritos que retiram do substrato com suas radulas (5).

A espécie de molusco bivalve Tivela mactroides pertencente a familia Veneridae
tem ampla distribuicao em varias comunidades bentonicas do Caribe (Venezuela),
distribuindo-se desde as indias Ocidentais até o Brasil. E popularmente conhecida como
“berbigao”, “marisco-de-areia”, “sapinhaua’, crioulo, e “guacuco”. Esta espéecie possui
também uma relevante importancia socio-econdmica sendo comercializada por
comunidades litoraneas, principalmente na alimentacao familiar ou na fabricagdo de
adornos. No entanto, ha poucos registros de estudos dessa espécie, sendo mais comum
seu envolvimento em estudos sistematicos ou em listagem de biodiversidade (6).

A espécie bivalve Anadara ovalis ocorre ao longo da costa atlantica da America
do Norte, que vai desde Massachusetts para as indias Ocidentais até o Brasil (7). Essa
espécie habita em profundidades que variam desde a linha da mare baixa até trés
metros, podendo ser encontradas no infralitoral em substrato movel (8). Todas as
espécies possuem um periostraco bastante grosso e esculturas radiais bem definidas
(9).

Todas as espécies citadas anteriormente possuem mercado estabelecido no
Nordeste brasileiro, como ocorre nas praias do municipio de Grossos e Tibau, RN.No
entanto, nao existem estudos citogenéticos para estas especies. O conhecimento de
suas caracteristicas genéticas podem contribuir para estudos citotaxonémicos. Além de
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gerar subsidios para projetos futuros de conservagao e monitoramento desses animais.
Dessa forma, este trabalho buscou identificar o cariotipo das espécies de moluscos
gastropodes P. morio e L. angulifera e dos bivalves T. mactroides e A. ovalis, de acordo
com o numero de cromossomos e sua morfologia.

MATERIAL E METODOS

A coleta dos exemplares de P. morio e A. ovalis foi realizada no més de abril de
2012 na praia de Alagamar (4°53'21,11"S 37°12'20,55"0), no municipio de Grossos,
RN. L. angulifera e T. mactroidesforam coletadas no més de setembro de 2010 nas
praias de Alagamar, no municipio de Grossos, RN, e das Emanuelas (4°49'51,20"S
37°14'36,48"0), no municipio de Tibau, RN.

Os espécimes com tamanho entre 1,5 a 3 cm de comprimento (adultos) foram
coletados na mareé baixa (0,0 a 0,9), manualmente, em substratos arenosos. Quatro
espécimes foram coletados para que, pelo menos, um ou dois individuos
permanecessem Vivos até a fase de laboratorio.

Os organismos foram colocados em recipientes plasticos, com aberturas nas
tampas, com agua do mar retirada do proprio local de coleta, foram acondicionados em
caixas térmicas e transportados até o laboratorio de Genética e Evolugao (LAGENE) na
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Para a preparagao cromossomica de P. morio e A. ovalis foi utilizada a técnica
de microcultura (obtengdo de células in vitro), segundo Fenocchio (10) com
modificagbes. Os exemplares foram anestesiados com o auxilio do anestésico
Benzocaina na concentragao de 1ml/litro de agua (11), para que nao sofressem dor.

As branquias foram dissecadas (tecido com maior taxa de divisdo celular) e suas
celulas suspendidas em mistura Ham's F-12 (mistura comercial de sais enriquecido com
aminoacidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o crescimento celular).

As células foram incubadas em meio de cultura RPMI1640, acrescido com soro
fetal bovino, antibidticos, antimicéticos e agentes indutores da divisao celular
(fitohemaglutinina), por duas horas, a 28°C. Na suspensdo celular foi aplicada uma
solucdo de colchicina 0,005%, por 45 minutos. Que foi centrifugada por 10 minutos e
tratada por 40 minutos em agua destilada (solugéo hipotonica) e fixado em uma mistura
de alcool metilico e acido acetico (3:1) com trés trocas, uma a cada 10 minutos.

Para a preparagdao cromossomica dos exemplares de L. angulifera e T.
mactroides foi utilizada a metodologia de Sousa (12), com modificagdes. Os animais
foram incubados em uma solugéo de colchicina a 0,0005% preparada com agua do mar
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por 4-5 horas. Apos esse tempo foram anestesiados com o auxilio de Benzocaina na
concentragao de 1ml/litro de agua (13).

Em seguida as branquias foram dissecadas atraves da técnica de esmagamento.
A suspensao celular resultante foi tratada por 20 minutos em uma solugao hipoténica de
cloreto de potassio (KCI) 0,075 M diluida em agua destilada. O material foi fixado em
uma mistura de alcool metilico e acido acético (3:1) com trés trocas, uma a cada 10
minutos.

Para todos os exemplares de moluscos estudados foi realizada a técnica de
coloracao convencional. As laminas foram hidrolisadas em HCI 1 N, a 60°C, por 7
minutos e lavadas em agua destilada, coradas em solugao de Giemsa 1:30 diluida em
solugao tampao fosfato pH 6,8 por 7 minutos e depois foram lavadas com agua destilada
e colocadas pra secar ao ar.

As laminas foram analisadas através de um microscopio optico com a observagao
de 10 metafases por exemplar para estabelecimento do numero diploide modal. As
melhores metafases coradas, com boa definigdo morfologica e nitida contagem dos
cromossomos foram fotografadas com uma camera digital com resolugéo de 12
megapixels. As fotografias foram editadas no programa de edigao gratuito Gimp para
corrigir densidade, contraste, recortar os cromossomos e agrupa-los de acordo com a
ordem decrescente de tamanho e morfologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizadas dois tipos de metodologia diferentes: para P. morio e A. ovalisfoi
utilizada microcultura e para L. angulifera e T. mactroidesfoi utilizada a preparagao
direta, utilizada comumente para mamiferos, com adaptagdes, pois a técnica de
microcultura nao apresentou resultados eficientes para essas ultimas espécies.

O cariotipo para a espécie P. morio, inédito na literatura, apresentou numero
diploide 2n=24 e numero fundamental NF=24, composto por 11 pares acrocéntricos
meédios e um par acrocéntrico diminuto, dispostos em ordem decrescente de tamanho,
de acordo com o indice centromerico (Figura 1). Nao foram distinguidos
morfologicamente os cromossomos sexuais. Outro fato a observar € o pequeno
tamanho dos cromossomaos, mesmo no microscopio com aumento de 1000x.

O unico membro da familia Melongenidae que possui seu cariétipo descrito é a
espécie Volemapyrum, segundo Ebied et al. (14), com espécimes coletados no Egito e
numero diploide 2n=56, composto por 15 pares metacéntricos, seis submetacéntricos,
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trés subtelocéntricos e quatro telocéntricos, sem distingdo morfologicas dos
Cromossomos sexuais.

A diferenga contrastante dos numeros diploides encontrados para esta espécie
pode ocorrer devido a grande distancia geografica entre os dois locais de estudo (15).
Contudo, a auséncia de cromossomos sexuais em ambos os trabalhos pode indicar a
inexisténcia deste tipo de cromossomo especializado em P. morio.
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Figura 1. Cariétipo em coloragéo convencional de Pugilina morio (2n=24, NF=24). Barra = 1 pum.
Fonte: autoria pessoal.

Em Littorina angulifera, o numero diploide encontrado foi 2n=20 e NF=20, sendo
o cariotipo composto por 10 pares acrocéntricos medios dispostos em ordem
decrescente de tamanho de acordo com o indice centromérico. Nao foram distinguidos
morfologicamente 0s cromossomos sexuais (Figura 2).Também se observa nesta
espéecie o tamanho diminuto dos cromossomos.

Os individuos da familia Littorinidae possuem, em geral, 2n=34 e numero
fundamental variando de NF=54 a NF=68 (16). Ndo ha nenhum registro de analise
citogenética da especie L. angulifera.

Mas outras espécies do mesmo género ja foram estudadas. As espécies
estudadas sao provenientes do Espanha, Estados Unidos, Italia, Reino Unido, Russia e
Suécia. O provavel motivo para a diferenga cariotipica entre os dados encontrados para
L. angulifera nesse trabalho e os dados ja existentes para as especies da mesma familia
e género na literatura sao as correntes maritimas que podem ter separado populagoes
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de espécimes semelhantes e ocasionado, provavelmente, uma especiagao
cromossomica (15).
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Figura 2. Cariétipo em coloragao convencional de Litforina angulifera (2n=20, NF=20). Barra = 1
um. Fonte: autoria pessoal.

O numero diploide (2n) encontrado para Tivela mactroides foi 2n=26 e o numero
fundamental (NF) foi NF=26, composto por 13 pares de cromossomos, de tamanho
medio, acrocéntricos, dispostos em ordem decrescente de tamanho, de acordo com o
indice centromérico (Figura 3). Também nao foram distinguidos morfologicamente os
cromossomos sexuais desta espécie. Estes dados citogenéticos também fornecem
informacoes inéditas na literatura.

O numero cromossomico mais frequente na familia Veneridae € 2n=38.
Enquanto que o numero fundamental (NF) nao € indicado nos estudos que caracterizam
geneticamente as espécies da familia Veneridae (16). A unica informacao de numero
fundamental para esta familia € o da espécie Mercenaria mercenaria, com NF=76 (17-

18).
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Figura 3. Caridtipo em coloragdo convencional de Tivela mactroides (2n=26, NF=26).
Barra=1um. Fonte: autoria pessoal.
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Para Anadara ovalis, o numero diploide encontrado foi 2n=16 e o numero
fundamental foi NF=16, com oito pares de cromossomos acrocéntricos, dispostos em
ordem decrescente de tamanho (Figura 4). Nao foram distinguidos morfologicamente os
Cromossomos sexuais desta espécie.

Os resultados dos cromossomos sexuais sao condizentes com os das espécies
Anadara granosa e Anadara antiquata encontradas na Indonésia (19).

O numero cromossomico mais frequente na familia Arcidae € 2n=38 e 0 numero
fundamental varia entre NF=42 a NF=44 (16). As diferengas no numero diploide entre
as espécies estudadas e os dados descritos na literatura das espécies até entao
caracterizadas citogeneticamente, provavelmente ocorre devido a grande distancia
geografica entre as populagdes de bivalves dos continentes analisados e as correntes
marinhas (20).
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Figura 4. Cariétipo em coloragao convencional de Anadara ovalis (2n=16, NF=16). Barra=1um.
Fonte: autoria pessoal.

CONCLUSOES

Os numeros cromossOomicos encontrados para as espécies estudadas sao
inédito se diferem dos de outras espécies do mesmo género ou familia, além de
fornecerem subsidios para novas pesquisas em citogenética de moluscos brasileiros.
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