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Resumo

Os moluscos pulmonados tém sido reconhecidos como modelos interessantes para o
estudo de biodiversidade oculta em funcdo de algumas caracteristicas como a baixa
vagilidade, capacidade de realizar auto-fecundacéo, além do histdrico de identificagdes
especificas baseadas somente nas conchas, carater esse hoje sabidamente insuficiente
para a distingdo de espécies. A citogenética constitui uma abordagem que pode
contribuir para a resolucdo taxondémica de grupos de moluscos terrestres, sendo,
entretanto necessario o estabelecimento de protocolos experimentais. O objetivo do
presente trabalho foi estabelecer protocolos para o estudo citogenético de moluscos
terrestres, através da realizacdo de bioensaios, visando testar diferentes tecidos,
concentracdes dos reagentes indicados e tempos de incubacdo. Para isso, foi realizada
uma revisdo previa dos protocolos descritos para o filo Mollusca e delineados
protocolos, posteriormente testados em bioensaios, utilizando-se a espécie Leptinaria
unilamellata (Pulmonata, Subulinidae) como modelo experimental. O presente trabalho
descreve o cari6tipo da espécie L. unilamellata, com férmula cariotipica 22m+6sm. Os
resultados obtidos estdo de acordo com 0s numeros cromossdmicos descritos na
literatura para espécies de moluscos terrestres da superfamilia Achatinoidea, variando
de 2n=44 a 2n=60 cromossomos. Além disso, com a técnica de coloracdo de nitrato de
prata, observamos a presenca de duas marcacdes no nucleolos correspondente as regies
organizadores de nucléolos, ou seja, regides ativas do DNA. O estabelecimento de
protocolos de citogenética adequados para o estudo de moluscos terrestres permitird o
aumento do namero de espécies cariomorfologicamente estudadas, contribuindo para a
melhor resolucdo da taxonomia e evolugéo desse grupo.

Palavras-chave: citogenética, cromossomos, moluscos terrestres, protocolos,

Subulinidae



Abstract

Pulmonate molluscs have been recognized as interesting models to study hidden
biodiversity due to some biological characteristics as low vagility and self-fertilization
capacity, besides the historic of species descriptions based solely on the shell.
Cytogenetics is used to infer species relationships in several plant and animal taxa. This
approach may contribute to the better resolution of the taxonomy within Pulmonata. The
present study aimed to establish protocols to cytogenetic studies of terrestrial molluscs
testing different target tissues, reagents concentrations and incubation times. We
performed a review of the cytogenetic protocols described in the literature for phylum
Mollusca and after that; we delineated protocols which were tested in bioassays, using
the species Leptinaria unilamellata as experimental model. In the present study we
found that L. unilamellata present diploid number of 56 chromosomes, 44 metacentrics
e 12 submetacentrics. This result is in accordance with the chromosome numbers
described to terrestrial snails from superfamily Achatinoidea, which varies from 2n=44
to 2n=60. Furthermore, with the technique of silver nitrate staining, we found the
presence of two sites in the nucleus corresponding to nucleolus organizer regions, or
active regions of DNA. The establishment of cytogenetic protocols adequate to
terrestrial snails will allow increasing the number of land snail’ species
karyomorphologically studied, contributing to the better resolution of the taxonomy and
evolution of this group.

Key-words: chromosomes; citogenetics; land snails; protocols; Subulinidae
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Introducéo Geral

O grupo Mollusca compreende um filo animal altamente diverso com mais de
100.000 espécies reconhecidas (WILKE et al., 2002). A maior parte das espécies
apresenta uma concha com esqueleto externo distinto, carater esse amplamente utilizado
por naturalistas dos séculos XVII e XVIII para a descricdo de espécies. Entretanto,
atualmente, sabe-se que as caracteristicas da concha sao insuficientes para a distingdo de
espécies e um numero cada vez maior de espécies cripticas vem sendo descoberto desde
0 advento e utilizacdo da biologia molecular como uma ferramenta adicional aos
estudos taxondmicos (SPENCER et al., 2009; DELICADO & RAMOS, 2012;
PREVOT et al., 2013).0s gastropodes pulmonados terrestres apresentam grande
diversidade especifica. Estima-se que existam mais de 30.000 espécies, as quais ocupam
uma variedade de habitats terrestres. Esses gastrépodes sdo hermafroditas, ou seja,
apresentam aparelhos reprodutores feminino e masculino. A biologia reprodutiva e a
histéria de vida sdo igualmente diversas e provavelmente refletem a irradiacdo do
grupo, sendo investigadas sob diferentes areas do conhecimento (BAKER, 2001;
GOMEZ, 2001; HEALY, 2001; HELLER, 2001).

As descricdes feitas para as espécies do género Leptinaria Beck, 1839 foram
baseadas principalmente na morfologia da concha e local de ocorréncia (TRYON &
PILSBRY, 1906). As espécies dste género, apresentam conchas com grande variedade
de formas, podendo apresentar-se oval, variando de cénica a turricada, fina, na maioria
dos casos transparente, lisa ou ornamentada, apresentando uma abertura ocasionalmente
com uma lamela parietal, a columela coberta com um “callus”, torcido para baixo, €
mais ou menos truncado (TRYON & PILSBRY, 1906). As espécies desse género sao de
dificil diagnose, por apresentarem grande variacdo intraespecifica na forma da concha.
O histérico de descricbes especificas pobremente detalhadas e baseadas somente nas
conchas (TRYON & PILSBRY, 1906), na baixa vagilidade e na capacidade de realizar
autofecundagédo (ALMEIDA & BESSA, 2001; CARVALHO et al., 2009), tornam
evidente a necessidade da revisdo taxondmica do género, incluindo redescrigdes de
especies utilizando uma abordagem integrativa (NAGGS, 1994; BACKELJAU et al.,
2001; MEDEIROS et al., 2013).

Leptinaria unilamellata (d"Orbigny, 1835) é um molusco pulmonado terrestre
com aproximadamente 11mm de comprimento e 5 mm de largura, que pode ser

encontrado no Brasil e na Bolivia (SIMONE, 2006). No Brasil, populaces dessa
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espéecie sdo encontradas no Amazonas, Pard, Rondonia, Pernambuco, Bahia, Mato
Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo (ARAUJO, 1982). ORBIGNY (1835)
descreveu a espécie L. unilamellata baseando-se apenas nos caracteres conquiliolégicos.
Caracteristicas da anatomia interna foram posteriormente fornecidas por SCHILEYKO
(1997), CARVALHO et al. (2009) e MEDEIROS et al. (2013).

A maioria das espécies de subulinideos & conhecida exclusivamente pelas
caracteristicas da concha (NAGGS, 1994). SCHILEYKO (1997) realizou o trabalho de
revisdo mais recente sobre a familia, disponibilizando informagdes sobre a morfologia
interna de uma espécie de cada género listado. MEDEIROS et al. (2013) descreveram a
morfo-anatomia do sistema reprodutor e histologia de Leptinaria unilamellata e
disponibilizaram uma comparativa da morfologia de algumas espécies de subulinideos.
Entretanto, as informacgdes fornecidas por esses autores ainda sdo insuficientes para a

distingdo das espécies do género Leptinaria.

O conhecimento do polimorfismo da concha sempre foi utilizado como uma
ferramenta complementar nos estudos de variabilidade populacional (BACKELJAU et
al., 2001). Em espécies de gastropodes pulmonados terrestres, a cor, a forma e o sentido
da espiralizacdo da concha, tém sido objeto de numerosas investigacdes evolutivas. Essa
analise morfoldgica da concha é uma importante contribuicdo para a compreensao dos
papéis da histéria, selecdo, adaptacdo e especiacdo (CAIM & SHEPPARD 1954,
CLARKE, 1978; DAVISON, 2002; SCHILTHUIZEM & DAVISON, 2005). Em geral,
a forma da concha e a cor muitas vezes podem estar relacionadas com certos habitats ou
pressdes seletivas (CAMERON, 1981; SOLEM & CLIMO 1985; GOODFRIEND,
1986; HELLER, 1987; CHIBA & DAVISON, 2007). Estas caracteristicas sao
conhecidas por natureza altamente adaptativa (GOODFRIEND, 1986; CHIBA, 2005;
CHIBA & DAVISON, 2007) e isto pode resultar numa incongruéncia entre a taxonomia
das espécies e relacBes filogenéticas (PARMAKELIS et al., 2003; ALONSO et al.,
2006). Sendo assim, a discriminacao entre espécies de gastropodes terrestres através de
caracteristicas apenas morfoldgicas, nem sempre é suficiente devido as similaridades
entre espécies (CHOH et al., 2006) e pelas variacbes morfoldgicas existentes entre
populacbes de uma mesma especie (CALDEIRA et al.,, 2000). Essa variagdo
morfolégica é maior em populagdes geograficamente separadas, bem como individuos

que ocupem diferentes habitats dentro das populagdes (JONES et al., 1977; HELLER,
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1981). A plasticidade fenotipica, seja morfolégica ou comportamental, € uma resposta
adaptativa a heterogeneidade ambiental (THODAY, 1953; HENWOOD, 1975).

O uso de métodos moleculares em associagdo com métodos morfologicos tem
se mostrado muito util, ajudando a esclarecer se diferentes populagdes pertencem ou
ndo a uma mesma espécie (RAAHAUGE & KRISTENSEN, 2000; CHOH et al., 2006),
bem como separar espécies que sdo indistinguiveis, quando a identificacdo é baseada
somente na morfologia da concha (SPATZ et al., 1999).

Os estudos morfologicos podem ser corroborados por estudos moleculares e
citogenéticos, e estes potencialmente fornecem caracteres para analise filogenética. Essa
andlise integrativa pode fornecer “insights” valiosos sobre 0s processos de especiacao.
Moluscos terrestres, particularmente, sdo modelos interessantes para a avaliagdo de
cenarios de especiacOes adaptativas e ndo adaptativas (JORDAENS et al., 2009).

O advento de novas visfes conceituais sobre o significado bioldgico das
espécies, assim como de novas metodologias, particularmente aquelas oriundas das
disciplinas genética e biologia molecular, trouxe a necessidade da adaptacdo da
abordagem taxondmica na tarefa de descrever e diferenciar espécies (PADIAL et al.,
2010). Dessa forma, surgiu 0 conceito de taxonomia integrativa, como uma abordagem
plural para a tarefa da descrigdo e conhecimento da biodiversidade (DAYRAT, 2005;
PADIAL et al., 2010; PIRES & MARINONI, 2010; SCHILICK-STEINER et al.,
2010). SCHILICK-STEINER, et al. (2010), realizaram uma reviséo sobre as disciplinas
utilizadas para delimitar espécies de artrépodes. Os autores listaram 11 abordagens
metodolégicas: morfologia, DNA mitocondrial, >DNA nuclear, “ecologia, “enzimas,
Scomportamento, "compatibilidade reprodutiva, ®histéria de vida, *quimica, anélise do

genoma total e a 'citogenética.

A citogenética foi estabelecida como uma importante ferramenta que fornece
dados relevantes que podem ser utilizados na taxonomia, identificacdo de espécies, e
para a compreensdo dos mecanismos de especiacdo e evolugdo (BURCH, 1968;
THIRIOT-QUIEVREUX, 2002; VITTURI et al., 2005; AWODIRAN et al., 2012;
POONAM et al., 2013). Varias mudancas da sistematica de gastropodes pulmonados
provaram que suas relagfes evolutivas ndo sdo bem estabelecidas (BABRAKZAI et al.,
1974, SOLEM, 1984, WADE et al.,, 2007, COLOMBA et al., 2009). Dessa forma

estudos citogenéticos podem contribuir para a resolucdo de alguns problemas
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taxonémicos no grupo, e em Ultima instancia para a melhor definicdo das relagdes
dentro do filo (BABRAKZAI & MILLER, 1975; REEDER & MILLER, 1975; LEITAO
et al., 2002; COLOMBA et al., 2009).

Os estudos citogenéticos de moluscos pulmonados terrestres sdo restritos a
poucas familias (BURCH & PATTERSON, 1965; NATARAJAN & BURCH, 1966;
NATARAJAN et al., 1966; BURCH et al.,, 1966; BURCH, 1967; BURCH &
NATARAJAN, 1967; WU, 1973; BABRAKZAI & MILLER, 1974; BABRAKZAI &
MILLER, 1975; AWODIRAN et al., 2012). A maior parte desses estudos foi realizada
nas décadas de 1960 e 1970 e as informacgdes fornecidas restringem-se ao numero
cromossémico das espécies. Ainda nas décadas de 1960 e 1970, eram conhecidos 0s
nameros cromossdmicos de aproximadamente 0,5% das espécies descritas de moluscos
(PATTERSON, 1969), sendo a maior parte gastrépodes. Atualmente, sdo conhecidas
aproximadamente 60.000 espécies de gastropodes e, dentre estas, 332 espécies foram
estudadas com abordagem citogenética até o momento (305 foram cariotipadas e 27
incluem técnicas de bandeamento), mostrando o aumento do conhecimento da
morfologia dos cromossomos durante as Ultimas trés deécadas (THIRIOT-
QUIEVREUX, 2003). Porém, o aumento de técnicas mais avancadas ainda é restrito a

poucas familias, sendo a maioria de moluscos aquaticos.

E provavel que a literatura sobre anélise do caridtipo de moluscos ndo seja
abundante devido as dificuldades de obtencdo de células em mitose, com qualidade
suficiente para se realizar estudos cromossémicos (PARK et al., 1999). Varias técnicas
foram descritas para obter melhores preparagfes cromossomicas (BURCH, 1968;
PATTERSON, 1971; BABRAKZAI & MILLER, 1974; THIRIOT-QUIEVREUX &
AYRAUD, 1982; AWODIRAN, et al., 2012, POONAM, et al., 2013). Entretanto,
existem muitas dificuldades de obter preparacdes adequadas, uma vez que podem ser
utilizadas varias partes do animal como gbnadas, intestino, embrides e branquias e para
cada tecido é necessario um protocolo especifico, com diferentes concentracdes dos

reagentes e tempos de incubagéo.

A maioria dos estudos sobre 0s cromossomos de moluscos que utilizam técnicas
histologicas ou “squash techniques” tém abordado exclusivamente, 0s numeros
cromossomicos das espéecies (BURCH & NATARAJAN, 1967; PATTERSON, 1969;
PATTERSON & BURCH, 1978). Analises de cariotipos sdo Uteis para discernir
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relacBes sistematicas, entretanto, a maioria dos cariétipos de moluscos descritos refere-
se a uma unica espécie de um género ou, no melhor cenério, algumas espécies
relacionadas (BURCH, 1968; AWODIRAN et al., 2012). O potencial da utilizacdo de
caracteres citogenéticos para reconstrucdo filogenética pode ser esclarecido, se mais
representantes de cada familia forem incluidas nas analises e, acima de tudo, se

sinapomorfias confiaveis forem descobertas (COLOMBA et al., 2009).

O desenvolvimento de metodologias, tais como o tratamento prévio com
colchicina e tratamento hipoténico, combinados com técnicas de secagem ao ar,
permitiu a melhor avaliacdo da morfologia cromossdmica. A construcdo do cariotipo,
ou seja, o emparelhamento dos cromossomos de acordo com seu tamanho e morfologia
se tornou viavel e com as medi¢des cromossdmicas foi possivel uma identificagdo mais
precisa dos cromossomos (STERN, 1975; THIRIOT-QUIEVREUX, 2002). A
nomenclatura de posicdo centromérica delineada por LEVAN, FREDGA &
SANDBERG (1964) é utilizada até hoje para a classificacdo centromérica.

Com o desenvolvimento das técnicas de coloracao pela prata, bandeamento C e
G e DAPI-CMAg;, outras formas de comparacdo além do nimero crossomoémico
puderam ser aplicados a espécies de moluscos (THIRIOT-QUIEVREUX, 1994;
LEITAO et al., 2002; VITTURI et al., 2002, WOZNICKI & JANKUN, 2004;
VITTURI et al., 2005). As técnicas mais avancadas, tais como a utilizacdo de
fluorescéncia in situ (FISH) com sondas de DNAr para visualizar as regides
organizadoras de nucléolo (RONs) foram iniciadas em gastrépodes principalmente a
partir dos anos 1990 (PASCOE et al., 1996; COLOMBA et al., 2002; VITTURI et al.,
2002; VITTURI et al., 2005).

O presente estudo objetivou estabelecer protocolos para o estudo citogenético de
moluscos terrestres através da realizacdo de bioensaios visando testar diferentes tecidos,
concentragdes dos reagentes e tempos de incubacdo. Para isso, foi realizada uma reviséo
prévia dos protocolos descritos para Mollusca e estabelecidos protocolos que foram
testados, utilizando-se a espécie Leptinaria unilamellata (Pulmonata, Subulinidae)

como modelo experimental.
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Secéo 1

Estabelecimento de protocolos para estudos citogenéticos de moluscos terrestres:
bioensaios utilizando Leptinaria unilamellata (Pulmonata: Achatinoidea:

Subulinidae) como modelo experimental

1.1 Introducéo

Leptinaria unilamellata (d’Orbigny, 1835) é um pequeno estilomatoforo
terrestre com aproximadamente 11 mm de comprimento e 5 mm de largura (SIMONE,
2006). Os Stylommatophora incluem de 20.000 a 30.000 espécies de caracdis terrestres
e lesmas pertencentes a 30-40 familias (COLOMBA et al., 2009).

A citogenética foi estabelecida como uma importante ferramenta que fornece
dados relevantes que sdo utilizados em taxonomia, identificacdo de espécie e em
compreender os mecanismos de especiacao e evolucdo (BURCH, 1968). A importancia
do conhecimento sobre os cromossomos é cada vez mais reconhecida (SKUZA et al.,
2009). Estudos citogenéticos abrangem diferentes niveis de organizacdo bioldgica que
vao desde o morfoldgico ao molecular, dependendo das técnicas. O estudo dos
cromossomos pode ser aplicado como uma manifestacdo morfologica do genoma em
termos de tamanho, forma, nimero e comportamento durante a meiose e a mitose
(THIRIOT-QUIEVREUX, 2002). O estudo cromossdmico de moluscos é de especial
interesse para citologistas devido a extrema diversidade na morfologia, anatomia e
namero de espécies (BURCH, 1965).

Os moluscos apresentam notaveis variagdes interespecificas como a
pigmentacdo, morfologia da concha, padrdo de bandas e ornamentacdo
(SCHILTHUIZEN, 2003), os quais podem tém sido tradicionalmente utilizados para
fins taxondmicos. No entanto, inimeros estudos tém documentado alta variacao intra-
especifica na forma e na coloragdo das conchas (GOODFRIEND, 1986). Tais variacoes
limitam o uso de caracteres da concha como marcadores taxondmicos. Da mesma
forma, varios estudos (DAVIS, CHEN & YU, 1994; WILKE, PFENNINGER &
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DAVIS, 2002) demonstraram elevada variabilidade intraespecifica nos caracteres
anatdmicos, indicando uma ma resolucdo taxonémica, embora caracteres dos 0rgaos
genitais sejam usados extensivamente para estudos de taxonomia e sistemética
(FIORENTINO, MANGANELLI & GIUSTI , 2008).

Varios rearranjos da sistematica de gastropodes pulmonados provaram que suas
relacGes evolutivas sdo em grande parte mal resolvida (SOLEM, 1984), e acredita-se
que estudos citogenéticos podem contribuir com valiosos caracteres sistematicos que
podem ser usados para resolver alguns problemas taxonémicos no grupo (PARK et al.,
1999).

Os estudos citogenéticos disponiveis para Stylommatophora sdo extremamente
escassos (PATTERSON, 1969; THIRIOT-QUIEVREUX, 2003) e concentrados
principalmente no numero hapldide (n) e/ou dipldide (2n) de cromossomos e sua
morfologia. Estudos moleculares s&o igualmente escassos. VINOGRADOV (2000)
determinou o tamanho do genoma e a composicdo de bases do genoma de 15 espécies

de pulmonados, sendo apenas 5 estilomatéforos.

Técnicas de bandeamento, tais como impregnacdo por prata (bandas Ag-NORsS),
bandas C e coloracdo por fluorocromos tém sido utilizados com sucesso para obter
conhecimento sobre a complexidade do DNA gendmico e a organizacdo em animais e
plantas (SUMNER, 1990, VITTURI et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer protocolos para o estudo
citogenético de moluscos terrestres através da realizacdo de bioensaios visando testar
diferentes tecidos, concentracfes dos reagentes e tempos de incubacdo. Para isso, foi
realizada uma revisdo prévia dos protocolos descritos para Mollusca e estabelecidos
protocolos que foram testados, utilizando-se a espécie Leptinaria unilamellata

(Pulmonata, Subulinidae) como modelo experimental.



21

1.2 Material e Métodos
1.2.1 Pesquisa Bibliogréafica

A pesquisa bibliografica foi realizada em bases de dados eletrbnicas e na
biblioteca especializada em malacologia do Museu de Malacoloogia Prof. Maury Pinto
de Oliveira, da UFJF.

Palavras-chaves

Para a busca em bases de dados eletrénicas utilizamos as seguintes palavras-
chaves: Bivalvia, chromosome, citotaxonomy, Clams, complex, cytogenetics, cryptic
species, freshwater snails, FISH, Gastropoda, Gastropods, hidden biodiversity,
karyological analysis, karyotype, land snails, Mollusca, Molluscs, Mollusks,

Mollusques, NORs, Pulmonata, pulmonates, silver technique, snails.
Base de dados

As bases de dados utilizadas foram o Google scholar, Scientific Eletronic

Library Online — Scielo, Periddicos Capes e Pubmed.

1.2.2 Animais

Os moluscos da espécie L. unilamellata foram coletados no municipio Belo
Horizonte, Minas Gerais. Posteriormente eles foram trazidos para o laboratério do
Museu de Malacologia Professor Maury Pinto de Oliveira e mantidos em caixas
plasticas transparentes (14 cm em didmetro, 9 cm em altura), recobertas com terra
vegetal, umedecida a intervalos de dois dias, com 10mL de agua de torneira. Os
moluscos foram alimentados ad libitum com racdo de aves para corte suplementada com
carbonato de célcio (na proporcdo de 3:1) (BESSA & ARAUJO, 1995) e mantidos sob
temperatura ambiente e condi¢cdes naturais de luz e temperatura. A partir dos moluscos
do campo, foram formadas criagdes matrizes de laboratdrio, das quais foram obtidos os

moluscos utilizados nos experimentos.
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1.2.3 Protocolos testados

Foram testados nove protocolos com diferentes concentragdes e tempo de
atuacdo dos reagentes e do bloqueador mitético. O primeiro protocolo foi desenvolvido
no Laboratorio de Citogenética e Evolucdo da UFV e denominado Protocolo Base. A

partir desse protocolo foram feitas adaptacdes e estabelecidos outros protocolos.

Protocolo Base

O Protocolo Base foi realizado com embrides em fase inicial do
desenvolvimento (poucas células), retirados diretamente do oviduto de moluscos da
espécie L. unilamellata (Figura 1). Os embries foram incubados em colchicina 0,01%
por duas horas & temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Em seguida, os embribes
foram transferidos para a solugédo de citrato de sodio 0,8% por 20 minutos ao abrigo de
luz, fixados em solucdo de etanol:acido acético na proporcao de 3:1, em 3 banhos de 20
minutos, transferidos para laminas de vidro escavadas e sobre eles gotejada uma solucgéo
de &cido acético 60% para a dissociacdo das células. Em seguida, o contetdo foi
pipetado e transferido para outra lamina limpa (previamente lavada e seca em estufa).
As laminas foram submetidas a secagem parcial em placa aguecedora a 40°C até a
evaporacao do &cido acético. Depois, as laminas foram retiradas e secas a temperatura
ambiente por 12h. As laminas foram coradas com GIEMSA 4% em tampédo Sorence
p.h. 6.8 por 30 minutos e, em seguida, enxaguadas em agua de torneira corrente.

A partir desse Protocolo Base, foram estabelecidos os protocolos de | a V,

utilizando-se além dos embrides, o intestino dos moluscos.

Protocolo |

Para o estabelecimento do Protocolo |, foi alterada a concentracdo de colchicina
de 0,01% para 0,1% e o tempo de incubacdo de duas horas para duas horas e trinta
minutos, sendo todo o procedimento restante foi mantido segundo o Protocolo Base.

Protocolo 11

Para o estabelecimento do protocolo IlI, mantivemos a concentragdo da
colchicina de 0,1% e aumentamos o tempo de incubacgéo para quatro horas. O tempo de
incubacdo do citrato de sodio foi modificado de 20 minutos para uma hora e todo o

procedimento restante foi mantido.
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Protocolo 11

Para o estabelecimento do Protocolo I1l, a modificagdo consistiu em incubar 0s
embrides por oito horas em colchicina a 0,1%, o tempo de incubacdo em citrato de
sodio 0,8% e a fixacdo dos embrides em solucdo de etanol:acido acético foram
realizados como no protocolo anterior (1h). Um embrido por vez foi transferido para
uma lamina limpa e, na propria lamina, fez-se a dissociagdo do embrido juntamente com
duas gotas de acido acético 60%. As laminas foram secas overnigth a temperatura
ambiente. Posteriormente as Iaminas foram coradas com Giemsa 100% em um banho
rapido e Unico, por volta de 5 segundos, lavadas sob um fio de &4gua corrente de torneira

e secas a temperatura ambiente.

Protocolos IV e V

Para o estabelecimento dos Protocolos IV e V, foram feitas adaptagdes no
protocolo Ill, aumentando-se apenas o tempo de incubacdo em colchicina 0,1% para
12h no protocolo IV e 24h no protocolo V, assim como o tempo de incubacgéo do citrato
de sodio 0,8% para 2h e 4h, respectivamente. Todas as etapas seguintes foram mantidas

como descrito no protocolo Il1.

Protocolos VI, VIl e VIII

Os Protocolos VI, VII e VIII foram desenvolvidos no Laboratdrio de Sistemética
molecular Beagle, da Universidade Federal de Vicosa, que consiste em uma adaptacao
do protocolo de citogenética para peixes BERTOLLO et al. (1978). Nos protocolos VI e
VII, ao invés de embrides foram utilizados o molusco inteiro, com excec¢do da concha e
massa cefalopodal e no protocolo VIII foi utilizado todo o animal, apenas sem a concha.

O protocolo VI seguiu as seguintes etapas: as duas primeiras voltas da concha
do molusco foram quebradas, a colchicina 1% injetada no animal, e tempo de incubagéo
foi de 1h. Em seguida, o molusco foi dissecado sob microscopio estereoscopico
Olympus SZX7. Os embrides e o corpo do molusco foram macerados com uma seringa
de vidro e incubados em solucéo hipoténica de citrato de sodio 0,8%, em quantidade

suficiente para cobrir o corpo do animal, por 20 minutos em estufa a 37°C. Em seguida,
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a fracdo liquida foi separada dos fragmentos de tecido e transferida para tubos falcon.
Para cada 1ml de liquido foi adicionada uma gota de fixador (metanol:acido acético, na
proporcédo de 3:1). A solucéo foi centrifugada a 1.000 rpm por 10 minutos. Em seguida,
a fracdo liquida foi descartada e ao pellet foi adicionado fixador até completar 5ml. Essa
solucéo foi novamente centrifugada por 10 minutos. Este procedimento foi repetido trés
vezes. Em seguida, a fracdo liquida foi retirada dos tubos deixando-se apenas 0,5 ml de
liquido. O volume foi completado com 1ml de fixador e a solucéo foi homogeneizada e
transferida para tubos plasticos de 1 ml de capacidade. Para confeccionar as laminas,
laminas de vidro foram colocadas num Becker com agua destilada sob uma chama até
atingir a temperatura de 45°C.O conteudo dos tubos plasticos foi gotejado nas laminas a
uma distancia de um metro. As laminas foram coradas com Giemsa 5%, por 5 minutos e
secas a temperatura ambiente ou em estufa a 37°C graus.

No protocolo VII, foram utilizados 5 individuos sexualmente maduros, que foram
processados juntos e no protocolo VIII foram utilizados trés individuos maduros que
foram processados individualmente. Nos dois protocolos o &pice da concha foi
quebrado, porém, no protocolo VIII os animais foram retornados para o terrario, onde
foram deixados para acomodacdo por aproximadamente 14-15 horas anteriormente a
injecdo de colchicina, enquanto no protocolo VII, foi injetada colchicina, 0,0125% no
animal logo em seguida a quebra do apice da concha e no protocolo VIII apés 15h de
acomodacdo. O tempo de incubacéo da colchicina foi de 1h, ao abrigo de luz. Todos 0s
procedimentos posteriores a incubacdo em colchicina foram de acordo com o protocolo
VI, sendo alterada apenas a velocidade de rotacdo da centrifuga de 1.000 rpm para 1.500
rpm. Os experimentos foram realizados nos periodos de Setembro de 2012 a Dezembro
de 2013, sendo o protocolo base feito em setembro de 2012, os protocolos I, 11, 111, IV e
V no periodo de abril a junho de 2013, o protocolo VII no periodo de junho a julho de

2013 e o protocolo VIII em dezembro de 2013.
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Figura 1. A. Molusco adulto da espécie Leptinaria unilamellata. B. Embrides retirados

do oviduto de um molusco gravido.

1.2.4 Técnica de coloracéo de prata

Para a realizacdo da técnica de coloracdo com nitrato de prata utilizamos as
laminas com maiores quantidades de nucleos. Essa técnica foi baseada em HOWEELL
& BLACK (1980).Fizemos o nitrato de prata a 50%, gotejamos essa solucdo nas
laminas e colocamos em banho maria a 60°C, por duas horas. Em seguida, retiramos a
laminula plastica e lavamos as ldaminas em agua corrente de torneira e colocamos para
secar em estufa a 37°C. Em seguida, as laminas foram analisadas sob microscopio
Olympus BX41 e fotografadas em microscépio BX41 com cdmera Cool Snap P-Pro

acoplada.

1.2.5 Processamento dos animais

O material destinado ao estudo citogenético foi obtido usando-se embrides
(protocolo base), embrides e intestino (protocolos I a V), o corpo inteiro do animal, com
excecdo da concha e massa cefalopodal (protocolos VI e VII) e o corpo inteiro do
animal, apenas sem a concha (protocolo VIII). Os embribes em estagio inicial do

desenvolvimento embrionario (poucas células) foram retirados diretamente do oviduto
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de moluscos sexualmente maduros, e em seguida incubados em colchicina. O intestino
foi retirado dos mesmos animais dos quais foram obtidos os embribes, através da
disseccdo destes. Nos protocolos VI e VII foi utilizado todo o corpo do animal,
retirando-se apenas a concha e massa cefalopodal. E no protocolo VIII utilizou-se o
animal inteiro, sem retirar a massa cefalopodal. Para estes trés ultimos protocolos

utilizamos individuos jovens, com até 120 dias de vida.

1.2.6 Captura e Analise de Imagens

As laminas foram analisadas sob microscépio Olympus BX41 e quando
detectada a presenca de células em metéfase, a posicao dessas foi marcada com a ajuda
de uma lamina branca ou lamina-guia. Posteriormente as laminas foram fotografadas em
microscopio BX41 com camera Cool Snap P-Pro acoplada. As imagens foram
capturadas com a ajuda do programa Image-ProPlus e posteriormente editadas no
Adobe Photoshop CS6. A partir dessas imagens, foi feito um idiograma no programa
Microsoft Office Excel 2007, utilizando-se as médias dos bracos curtos e bragos longos

dos pares cromossdémicos.

1.2.7 Morfometria dos cromossomos

O idiograma e cariograma de L. unilamellata foram confeccionados segundo o
critério de disposi¢cdo dos cromossomos em ordem decrescente do brago curto. Apds a
digitalizacdo das imagens obtidas, os cromossomos foram medidos com o auxilio do
software Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics). Foram calculados os comprimentos
do braco curto (bc); braco longo (bl); comprimento total (ct); razdo entre as médias dos
bracos (r=bl/bc); o indice centromérico (ic). A classificagdo morfolégica dos
cromossomos foi feita com base na relacdo de bracos, de acordo com Levan et al.
(1964), em que cromossomos com r entre 1,0 e 1,7 sdo metacéntricos (m);
cromossomos com r entre 1,7 e 3,0 sdo submetacéntricos (sm) e cromossomos com r
entre 3,0 e 7,0 sdo subtelocéntricos (st). Adicionalmente, foram calculadas a assimetria
de cada cromossomo (Ai) e o grau de assimetria do caridtipo (A), de acordo com a
expressdo proposta por WATANABE et al. (1999) em que A varia de 0 (completamente

simétrico) a 1 (completamente assimétrico).



Ai =(bl-bc)/(bc+bl) e A= (1/n) = A

27
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1.3 Resultados
1.3.1 Pesquisa em base de dados

A pesquisa em bases de dados resultou no encontro de 27 artigos, sendo 17
referentes a gastropodes marinhos e bivalves marinhos e de dgua doce e 10, referentes a
gastrépodes pulmonados terrestres. Dentre os 17 artigos sobre citogenética de
gastropodes e bivalves marinhos, 41% néo apresentam descricdo da técnica utilizada e
6% apresentam descri¢cbes incompletas. E 53% dos artigos apresentam a descricao
completa dos protocolos utilizados, incluindo todas as etapas necessarias para a
obtencdo de metafases (Tabelas | e I1). Dentre os 10 artigos referentes a gastropodes
pulmonados, 70% ndo apresentam descricdo da técnica utilizada e 20% apresentam
descricdes incompletas. Apenas 10% dos artigos apresentam a descri¢do completa dos
protocolos utilizados, incluindo todas as etapas necessarias para a obtencdo de
metafases (Tabela I1l1). Em alguns desses protocolos, antes de injetar o bloqueador
mitdtico (colchicina) utilizou-se cobalto cloridrico 0,4%, com tempo de acéo de até 60
horas. As concentracdes de colchicina variaram de 0,005% a 0,1% de acordo com o
tecido usado e o tempo de incubacdo variou de 30 minutos a 20 horas. Segundo 0s
protocolos, apds o uso da colchicina, as células ou o fragmento de tecido sdo deixados
em contato com &gua destilada ou solucdo hipotdnica. Quando utilizada a agua
destilada, o tempo de acdo varia de 30 a 60 minutos. Nos protocolos em que sdo
utilizadas solucdes hipotdnicas, estas podem ser de citrato de sodio, cloreto de sodio,
cloreto de potassio ou solucdo de citrato de sodio e solucdo de KCI, com as
concentracdes e tempos de acdo variando de 0,8% ou 0,9%, de 30 a 40 min; 0,01% por
1h; 0,075M de 20 a 30 minutos e 0,35% (citrato de sddio) e 0,28% (solucdo de KCI)
por 30 minutos, respectivamente. A proxima etapa é a fixacdo, que pode ser feita por
metanol:&cido acético 3:1, etanol:&cido acético 3:1 ou etanol absoluto:4cido acético 3:1,
geralmente da-se trés banhos que podem ser de 5 a 30 minutos, cada. Em alguns
protocolos, a troca de fixador vem juntamente com a centrifugacdo a 1000 rpm. O
material é centrifugado por trés vezes, trocando-se o fixador apos cada centrifugacéo.
Em seguida, naqueles protocolos onde é realizada a dissociagdo das células, estas sdo
dissociadas em &cido acetico 50 ou 60%. A coloracgdo pode ser feita por orceina-acética
(LA COUR, 1941), pingando a suspensdo em laminas aquecida a 46°C por 30 minutos

ou por Giemsa. Com Giemsa, as concentracdes variam de 1 a 5% com p.H. de 6.8 a 7.0,
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o0 tempo de acdo pode variar de 10 a 30 min. e as laminas quando aquecidas, a

temperatura varia de 45 a 60°C.



Tabela I. Resumo das metodologias empregadas e niumeros cromossémicos
descritos para gastropodes marinhos.
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Resumo da Metodologia empregada NC Referéncia
Gastropoda Injetou-se 1mg/ml de colchicina (0.1 ml/10g do peso Petraccioli et al.
Patellogastropoda corporal) por individuo. Depois de 12h, as gonadas foram (2010)
1 Patellidae removidas e incubadas em solugdo hipotonica (0.35%
Patella caerulea citrato de sdédio + 0.28% de solugdo de KCI) por 30 2n=18
minutos. Fixador: metil:acido acético 3:1 por 30min. A
suspenséo de células gonadais foi preservada a -20°C até a
sua utilizagdo. As laminas foram secas ao ar. Coloracéo:
Giemsa 5% e ph7.
P. rastica 2n=18
P. ulyssiponensis 2n=16
Caenogastropoda Foram utilizados individuos maduros, nos quais foi Libertini et al.
2 Calyptraeidae injetado 0.01% de colchicina por 2h. Tecido: gbnadas. As (2009)
Crepidula unguiformis laminas foram secas ao ar. Coloragéo: Giemsa.
2n=34
3 Naticidae 2n=34 Inaba, 1959 a
Naticarius stercusmuscarum
A técnica ndo foi descrita Inaba, 1959 a
Heterobranchia
4 Pleurobranchaeidae
Pleurobranchaea novaezealandiae n=12
5 Dorididae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba and
Hirota, 1958
6 Dendrodorididae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba and
Hirota, 1958
7 Triophidae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba and
Hirota, 1958
8 Goniodorididae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba and
Hirota, 1958
9 Fimbriidae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba, 1959 a
10 Dotonidae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba, 1961
11 Arminidae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba and
Hirota, 1958
12 Cuthonidae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba, 1961
13 Facelinidae A técnica ndo foi descrita n=13 Inaba and
Hirota, 1958
14 Favorinidae A técnica ndo foi descrita n=13 Burch and
Natarajan, 1967
15 Notaspidae A técnica ndo foi descrita n=12 Burch and
Natarajan, 1967
16 Pyramidellidae A técnica ndo foi descrita n=17 Inaba, pers.
Comm.
17 Aplysiidae A técnica ndo foi descrita n=17 Inaba, 1959 a
18 Acteonidae A técnica ndo foi descrita n=17 Inaba, 1959 a
19 Philinidae A técnica ndo foi descrita n=17 Inaba, 1959 a
20 Aglajidae A técnica ndo foi descrita n=17 Inaba, 1959 a
21 Atyidae A técnica ndo foi descrita n=17 Inaba, 1959 a
22 Smaragdinellidae A técnica ndo foi descrita n=18 Burch and
Natarajan, 1967
23 Eysiidae A técnica ndo foi descrita n=17 Inaba, 1959 a
24 Stiligeridae A técnica ndo foi descrita n=17 Mancino and
Sordi, 1964b
25 Jutiidae A técnica ndo foi descrita n=17 Mancino and

Sordi, 1964b
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Tabela I. Continuag&o.

Resumo da metodologia empregada NC Referéncia

26 Polybranchiidae A técnica ndo foi descrita n=7 Mancino and

Sordi, 1964b

27 Favorinidae Tecido: ovotestis. Natarajan &

Fixador: Newcomer's (1953) ou Carnoy's (1887) ou Burch (1966)
Dendrodoris nigra Sanfelice (1918). n=13
Coloracéo: técnica de La Cour (1941).
Herviella mietta n=13
28 Aplysiidae Tecido: ovotestis Natarajan &
Dolabrifera dolabrifera e Fixador: Newcomer's (1953) ou Carnoy's (1887)ou n=17 Burch (1966)
Sanfelice (1918). Coloragdo: técnica de La Cour (1941)
n=17
Stylocheilus longicauda

29 Atyidae Tecido: ovotestis n=17 Natarajan &
Haminoea linda Fixador: Newcomer's (1953) ou Carnoy's (1887) ou Burch (1966)
H. musetta Sanfelice (1918). Coloragdo: técnica de La Cour (1941)

30 Smaragdinellidae n=18 Burch &
Lathophthalmus smaragdinus e Tecido: ovotestis Natajaran
Smaragdinella calyculata Fixador: Newcomer's (1953) ou Carnoy's (1887) ou (1967)

Sanfelice (1918).Coloragdo:técnica de La Cour(1941).

31 Assimineidae Burch (1967)

Assiminea sp. Néo houve descrigédo da técnica
n=15
Adelomorpha sp. n=17
32 Oxynoidae Tecido: Ovotestis. Os animais foram dissecados e tratados  2n=30  Vitturi et al.
Oxynoe olivacea com solucgéo hipotdnica de KCI 0.075M por 20 min. (2000)
Fixador: metanol:acido acético 3:1 por 15 minutos.
Pedagos pequenos de foliculos foram esmagado com
agulhas de dissecacao e colocados em 1 a 2ml de &cido
acético 50%. Coloragdo: Giemsa 5% (pH6.8) por 10 a 15
minutos.
Patellogastropoda Petraccioli et al.

33 Patellidae Em cada espécime foi injetada 1mg/ml de colchicina (0.1 2n=18 (2010)

Patella caerulea, ml/10g do peso corporal). Depois de 12h, as gbnadas
foram removidas e incubadas em solucdo hipotdnica
(0.35% citrato de sodio + 0.28% de solucéo de KCI) por
30 minutos. As gbnadas foram dissecadas e fixadas em
metil:acido acético 3:1 por 30min.. A suspensdo de
células gonodais foi preservada a -20°C até a sua
utilizagdo. As laminas foram secas ao ar. Coloracéo:
Giemsa 5% ph7.
P. ristica 2n=18
P. ulyssiponensis 2n=16

Legenda: NC — nimero cromossémico.
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Tabela Il. NOmeros cromossémicos descritos para bivalves marinhos e de agua

doce.

Técnica

NC

Referéncia

Bivalvia
1 Unionidae
Anodonta anatine

2 Sphaeriidae
Sphaerium corneum

3 Cardiidae
Ruditapes decussatus

4 Veneridae
Cerastoderma edule
5 Pectinidae
Argopecten irradians irradians

6 Donacidae

Donax trunculus

7 Corbiculidae
Corbicula fluminalis

A divisdo celular foi estimulada através da injecéo in vivo
de solugdo de Cobalto cloridrico 0.4% (0.05 ml por
espécime). Depois de 60h, a solucéo de colchicina 0.1%
foi injetada no animal in vivo por 6h. As branquias foram
hipotonizadas por 60 min em &gua destilada. Fixador:
metanol:acido acético 3:1. Apos a fixagdo, a solucéo foi
centrifugada trés vezes a 1000 rpm. As laminas foram
secas ao ar. Coloracdo: Giemsa 5% por 20 minutos.

Colchicina a 0,01% foi injetada no animal por um periodo
de 12-14 h a temperatura ambiente; em seguida, utilizou-
se agua destilada por 30-40 min para hipotonia. Fixador:
solugéo de Carnoy (acido acético: etanol, 1:3) em trés
banhos de 20 min. As laminas foram secas ao ar.
Coloragéo: Giemsa 4%, pH 6,8, por 30 min.

Individuos jovens foram incubados em colchicina 0,005%
por 7h. As branquias foram tratadas com citrato de sddio
0,9% por 30min. Fixador: alcool absoluto e &cido acético
3:1, em trés banhos de 20 min. As laminas foram
preparadas secas ao ar. Coloragao: Giemsa 1%.

As larvas foram tratadas com colchicina (10 Mgml ™) por
2h e kCI (0,075 M) por 30 min. Fixador: solucdo de
Carnoy (metanol:acido acético 3:1), em trés banhos de 15
min. As larvas fixadas foram dissociadas numa suspensao
de células em acido acético 50% e logo ap6s a suspensdo
foi pingada em laminas aquecidas a 56°C. as laminas
foram secas ao ar.

As branquias foram incubadas em colchicina 0,005%
durante 12 h. Fixador: etanol: &cido acético. pequenos
pedacos de tecido foram dissociados em solugdo de acido
acético 60%. A suspensdo de células foi gotejada em
laminas aquecidas a 50 °C. As laminas foram secas ao ar.

A divisao celular foi estimuladas in vivo com uma solugéo
de Cobalto cloridrico 0,4% e incubacéo por 60h. Solucéo
de colchicina 0,01% injetada in vivo e incubacgéo por 6h.
Slugdo hipotonica: NaCl 0,01% por 1h. Fixador: Solucéo
de metanol:acido acético 3:1. Coloragdo: solucdo de
orceina & 46°C por 30 min.

2n=28

2n=30
2n=36

2n=38

2n=38

2n=32

2n=38

3n=54

Woznicki &
Jankun (2004)

Petkeviciut et
al. (2005)

Leitdo et al.
(2006)

Huang et al.
(2007)

Petrovi¢ et al.
(2008)

Skuza et al.
(2009)

Legenda: NC — nimero cromossémico.



Tabela 11 - Namero cromossémico de gastropodes pulmonados.

Técnica NC Referéncias
Gastropoda A técnica ndo foi descrita n=16—18 Burch, 1967
Soleolifera
Eupumonata
Polygridae
1 Triodopsis fraudulenta A técnica ndo foi descrita n=29-31 Babrakzai & Miller
(1974)
Triodopsis germane n=32
Vespericola Columbiana n=29-31
Ashmunella chiricahuana n=29
Praticolella berlandieriana n=29
2 Helminthoglyptidae A técnica ndo foi descrita Babrakzai & Miller
Sonorelix borregoensis 2n=58 (1975)
Greggelix indigena 2n=58
Helminthoglypta cf. lowei 2n=60
3 Succineidae
Succinea (Novisuccinea) concordialis, 2n=18 Babrakzai & Miller
S. (N.) greeri, 2n=18 (1975)
S.(N.) urbana 2n=18
S.(Calcisuccinea) luteola 2n=18
S.(C.?) grosvenori 2n=19
Oxyloma salleana 2n=19
Catinella rotundata; A técnica ndo foi descrita 2n=10 Burch et al. (1966)
C. vermeta 2n=12
C. cf. gabbi 2n=12
Succinella oblonga 2n=24
Oxyloma hirasei; 2n=34
O.kwansae; 2n=34
O. elegans; 2n=34
O.sarsi; 2n=34
O. retusa 2n=38
Calcisuccinea campestris n=18
Novisuccinea horticola 2n=34
N. ovalis 2n=40
N. ovalis 2n=42
N. ovalis 2n=42
Succinea putris 2n=44
S. lauta 2n=44
S. I. sphaerica 2n=44
Catinella rotundata A técnica ndo foi descrita n=5 Burch (1967)
Oxyloma japonica n=15
Oxyloma hirasei n=17
Oxyloma h. kwansae n=17
Succinea horticula n=17
Succinea kuntziana n=18
Succinea strubelli n=18
Succinea lauta n=22
Succinea I. sphaerica n=22
4 Pupinidae A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
Pupina sp. n=13
5 Achatinellidae A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
Achatinella mustelina; n=20
Achatinella bellula; n=20
Achatinella producta stewartii; n=21
Auriculella auricula n=23
6 Athoracophoridae A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
Aneitea sp. n=44
7 Philomycidae(lesma) A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
Incilaria confusum n=24
Incilaria fruhstorferi n=24
8 Zonitidae A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
Vitrinopsis sp. n=28
Trochomorpha sp. n=28
Trocomorpha sp. n=30
Dyakia striata n=29

Legenda: NC — nimero cromossémico.
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Tabela I11. Continuacéo.
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Técnica NC Referéncias
9 Achatinidae A técnica ndo foi descrita n=30 Awodiran et al. (2012)
Archachatina marginata Injecdo de 0.5ml de 0.075M de 2n=56 Awodiran et al. (2012)
Achatina achatina solucéo hipotonica KCI in vivo e 2n=56
Achatina fulica incubagdo por 2 horas. Inje¢do de  2n=54
Archachatina papyracea 0.2ml de colchicina 0.02%. O 2n=44
ovotestis foi removido e fixado
em metanol: acido acético 3:1 por
24h. Fragmentos do ovotestis
foram incubados em &cido acético
40%. A suspensdo de células foi
gotejada em  laminas  pré-
aquecidas e secas ao ar por 1h.
Coloragéo: Orceina por 75 min.
10 Subulinidae Burch (1967)
Lamellaxis mauritianus A técnica ndo foi descrita n=25
Subulina octona n=31
11 Helicarionidae A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
Helicarion sp. n=28
12 Bulimulidae A técnica ndo foi descrita n=29-30 Burch (1967)
Bulimulus nux A técnica ndo foi descrita n=29 Burch (1967)
Placostylus miltocheilus n=30
Diplomorpha sp. n=30
13 Camaenidae A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
?Draparnaudia singularis n=27
Papuina sp. n=28
Chloritobadi sp. n=29
n=29
Hadra sp. n=29
Meracomelon sp. n=29
Pleuroxia sp. n=29
Sinumelon sp. n=29
Xanthomelon sp. n=29
Satsuma myomphala
14 Bradybaenidae A técnica ndo foi descrita n=28-29 Babrakzai and Miller,
1975.
Bradybaena similaris n=28 Burch (1967)
Bradybaena gainesi n=29
Euhadra callizona n=28
E. congénita n=28
E. eoa n=28
E. grata n=28
E. peliomphala n=28
E. sadoensis n=28
E.sandai n=28
E. senckenbergiana n=28
E. awaensis n=29
E. idzumonis n=29
E. quaesita n=29
E. scaevola n=29
Acuta despecta n=29
Aegista vatheleti n=29
Bradybaena similaris A técnica ndo foi descrita 2n=56 Babrakzai & Miller

(1975)

Legenda: NC — nimero cromossomico.



Tabela I11. Continuacéo.

Técnica NC Referéncias
16 Smaragdinellidae Tecido: ovotestis n=18 Burch & Natarajan,
Lathophthalmus smaragdinus Fixador: Newcomer's (1953) ou 1967
Smaragdinella calyculata Carnoy's (1887). Coloracéo: técnica
Onchidiidae de La Cour (1941).
Onchidella evelinae
17 Helicinidae A técnica ndo foi descrita n=18 Burch (1967)
Palaeohelicina sp.;
Pleuropoma sp.
18 Partulidae A técnica ndo foi descrita n=29 Burch (1967)
Partula turneri
19 Enidae A técnica ndo foi descrita n=24 Burch (1967)
Ena andersoniana,
Ena jap6nica
20 Clausiliidae A técnica ndo foi descrita Burch (1967)
Megalophaedusa martensii; n=24
Phaedusa subaculus n=24
Euphaedusa tau; n=28
Euphaedusa pseudosheridani n=28
Hemiphaedusa similaris n=28
Stereophaedusa japonica n=30
21 Lymnaeidae A técnica ndo foi descrita Burch & Patterson
Erinna newcombi n=18 (1971)
E.aulacospira n=18
Pseudisidora producta n=18
22 Planorbidae A técnica ndo foi descrita Wu, 1973
Bulinus tropicus, n=18
B. natalensis, n=18
B. truncatus, n=36
n=36
B. sericinus, n=54
n=72
B. hexaploidus,
B. octoploidus
23 Chilinidae Tecido: ovotestis Natarajan & Burch
Chilina fluviatilis Fixador: Newcomer's 2n=36 (1966)
Coloragdo: técnica de La Cour (1941). n=18
24 Haplotrematidae A técnica ndo foi descrita n=29-30 Natarajan, 1960
Panpulmonata Tecido: ovotestis Natarajan & Burch,
25 Siphonariidae Fixador: Newcomer's 1966
Siphonaria japonica, Coloragéo: técnica de La Cour (1941).  2n=32
S.guamensis 2n=32
S.laciniosa 2n=32
S.alternata 2n=32
S.pectinata 2n=32
26 Ellobiidae Tecido: ovotestis Natarajan & Burch
Cassidula vespertilionis Fixador: Newcomer's 2n=34 (1966)
Coloracéo: técnica de La Cour (1941)
Pythia scarabaens N&o houve descri¢éo da técnica n=18 Burch (1967)
27  Melampus bidentatus lineatus, Tecido: ovotestis Natarajan & Burch
M. coffeus, Fixador: Newcomer's (1966)
M. ? coffeus Coloragéo: técnica de La Cour (1941)  2n=36
2n=38
2n=38

Legenda: NC — nimero cromossémico.
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1.3.2 Resultados dos protocolos testados no presente estudo.

A partir dos testes dos protocolos, foi possivel obter preparacbes que
evidenciaram nucleos e células em profase e metafase. Nas ldaminas obtidas a partir de
todos os protocolos foi possivel observar os nucleos e células em préfase, mas células
em metafase foram observadas com a realizacdo do protocolo base e dos protocolos VI,
Vil e VIII.

Os melhores resultados para nucleos foram obtidos usando-se embrides em
estagio inicial do desenvolvimento, entretanto, a colchicina ndo atuou bloqueando a
divisdo celular, dessa forma, ndo foram observados cromossomos. Nas preparagdes
feitas a partir do intestino detectamos um volume pequeno de células nas laminas e
nenhuma metéafase.

A partir das analise das células em metéafase obtidas, foi possivel construir o
cariograma da espécie L. unilamellata, que possui o numero diploide de 56

cromossomos e 0 numero hapléide de 28 cromossomos (Figuras 2 e 3).

Figura 2. Preparacéo evidenciando célula em metafase de Leptinaria unilamellata 2n=56 cromossomos.
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1.3.3 Resultado da técnica de Nitrato de Prata

A partir da técnica de coloracdo de Nitrato de Prata, podemos observar que no
nucléolo temos duas marcacdes, ou seja, duas regides ativas nos cromossomos. Porém,
ndo sabemos em quais cromossomos essas regides organizadoras de nucléolos (RONSs)
estdo presentes e nem em qual posicdo, uma vez que nao foi possivel realizar essa

técnica com metéafases.

Figura 3 - Nucleos de Leptinaria unilamellata corados com Nitrato de Prata.
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Morfometria cromossdmica

As medidas cromossdmicas realizadas revelaram que o caridtipo de L.
unilamellatido é constituido em maior parte por cromossomos metacéntricos e poucos
submetacéntricos. Para a espécie em questdo, encontramos 2n=56 cromossomos,
apresentando 44 cromossomos metacéntricos e 12 cromossomos submetacéntricos
(pares 6, 7, 12, 13, 23 e 28). Férmula 22m+6sm.

¥R XX A "% WE X3 xx =xn
1 2 3 4 5

Kne xAx § AX ~A 15 38 3§58
9 10 1 12 13 14 15 16

g% AA =% A2x HA X2 A% aw
17
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Figura 4 — Cariograma de Leptinaria unilamellata, 2n=56 cromossomos.
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Figura 5. Idiograma representando os 28 pares de cromossomos de Leptinaria unilamellata.
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Tabela 1V - Dados morfometricos dos cromossomos de Leptinaria unilamellata
(2x=56).

Cromos. BC BL Total Razdo (bl/bc) IC Classificacdo

I 1,62 2,28 3,90 1,40 41,53 M

Il 1,20 1,80 3 1,50 40 M
1] 1,20 1,44 2,64 1,20 45,45 M
v 1,14 1,80 2,94 1,57 38,77 M
Vv 1,08 1,57 2,65 1,45 40,75 M
Vi 1,02 3,18 4,20 3,11 24,28 SM
viI 1,02 1,98 3 1,94 34 SM
VIl 0,97 1,44 2,41 1,48 40,24 M
IX 0,96 1,20 2,16 1,25 44,44 M
X 0,96 1,02 1,98 1,06 48,48 M
Xl 0,96 1,02 1,98 1,06 48,48 M
Xl 0,90 1,86 2,76 2,06 32,60 SM
Xl 0,90 1,56 2,46 1,73 36,58 SM
XV 0,90 1,44 2,34 1,60 38,46 M
XV 0,90 1,20 2,10 1,33 42,85 M
XVI 0,90 1,20 2,10 1,33 42,85 M
XV 0,90 1,10 2 1,32 43,06 M
XVl 0,80 1,09 1,89 1,36 42,32 M
XIX 0,78 1,32 2,10 1,69 37,14 M
XX 0,78 1,15 1,93 1,47 40,41 M
XXI 0,78 1,14 1,92 1,46 40,62 M
XXII 0,78 1,14 1,92 1,46 40,62 M
XX1I 0,72 1,38 2,10 1,91 34,28 SM
XXIV 0,72 1,20 1,92 1,66 37,5 M
XXV 0,72 1,14 1,86 1,58 38,70 M
XXVI 0,66 0,96 1,62 1,45 40,74 M
XXVIl 0,66 0,91 1,57 1,37 42,03 M
XXvil 0,60 1,26 1,86 2,10 32,25 SM

BC= brago curto; BL= brago longo; IC= indice centromérico
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Tabela V — Médias dos dados morfométricos relativos das quatro metafases de

Leptinaria unilamellata.

Cromos. BCrelativo BLrelativo Tamanho relativo

| 1,93 2,60 4,53
[ 1,72 2,71 4,43
Il 1,40 2,02 3,42
\Y 1,29 2,24 3,53
Vv 1,18 1,77 2,95
VI 1,09 1,88 2,97
VI 1,06 1,65 2,71
VIl 1,02 1,39 2,41
IX 0,98 1,44 2,42
X 0,97 1,28 2,25
XI 0,94 1,25 2,19
XIl 0,92 1,35 2,27
XIl 0,91 1,39 2,3

XIV 0,89 1,36 2,25
XV 0,87 1,39 2,26
XV 0,86 1,37 2,23
XVII 0,85 1,19 2,04
XVIII 0,80 1,16 1,96
XIX 0,78 1,33 2,11
XX 0,76 1,12 1,88
XX 0,71 1,16 1,87
XXII 0,71 1,15 1,86
XXl 0,68 1,15 1,83
XXIV 0,67 1,08 1,75
XXV 0,65 1,12 1,77
XXVI 0,60 0,99 1,59
XXVII 0,57 0,90 1,47
XXVIIl 0,55 0,83 1,38

BC= braco curto; BL= braco longo

Utilizamos os dados morfométricos das quatro metéafases encontradas ao longo
do estudo e fizemos a média desses dados, utilizando sempre valores relativos, uma vez

que essas metafases apresentam graus diferentes de condensacéo.

Tabela VI — Média do somatério de Assimetria cariotipica (A); média do grau de
heterogeneidade cromossémica (Ai) das quartro metafases de L. unilamellata
(2x=56).

A Ai

0,19 5,68
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Com relacdo ao grau de assimetria (A), também fizemos uma média dos quatro
graus de assimetria de cada metéfase e a média foi de A=0,19, de assimetria cariotipica,
mostrando que todas as meféses sdo simétricas e 5,68 de heterogeneidade

cromossémica.
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Discussdo

Com base nos resultados apresentados podemos observar que a maior parte dos
estudos citogenéticos referentes ao Filo Mollusca tém como enfoque principal o estudo
de gastropodes marinhos e bivalves, devido a sua importancia econdmica. Para
gastrépodes e bivalves marinhos, ja foram descritos cariotipos para mais de 49 familias,
enquanto que para moluscos pulmonados temos um pouco mais de 14 familias.
Comparado a outros organismos as analises do cariétipo de moluscos sdo incipientes
devido as dificuldades de obter preparacdes cromossdémicas adequadas (BURCH, 1968).
Além disso, muitos artigos encontrados ndo trazem informacgdes detalhadas sobre as
técnicas, o que dificulta ainda mais o avan¢o dos estudos citogenéticos.

As gbnadas dos moluscos podem ser uma étima fonte de cromossomos mitéticos
e meioticos. Entretanto, em algumas espécies o ciclo celular pode ser lento, dificultando
a obtencdo de metafases (BABRAKZALI et al., 1976). Nesse caso, podem ser utilizados
estimuladores, que aceleram a multiplicacdo celular in vivo, e com isso, 0 uso da
colchicina é potencializado, obtendo-se metéafases de melhor qualidade e em maior
namero (WOZNICKI & JANKUN, 2004; SKUZA et al., 2009).

Outra fonte de metafases sdo os embribes, porém é impostante saber em qual
periodo do desenvolvimento embrionario o ciclo celular é mais ativo (BABRAKZALI et
al., 1975; 1976). A primeira técnica utilizando embrides de moluscos de agua doce foi
relatada por PATTERSON (1971).

A maior parte dos protocolos de citogenética utilizados para gastropodes e
bivalves marinhos utilizam fixadores como Newcomer’s (1953) (que consiste em 6
partes de alcool isopropilico, 3 partes de acido propiénico, 1 parte de éter de petroleo,
uma parte de acetona, e uma parte de dioxano) ou Carnoy's (1887) (metanol : acido
acético, na proporc¢do de 3:1). Poucos protocolos para moluscos pulmonados possuem
descricdo detalhada da técnica, a maioria apenas cita que o material foi fixado e
preservado, ndo especificando os protocolos ou reagentes usados. Nos artigos em que ha
detalhamento da técnica, alguns citam a colchicina como blogueador mitético, os
fixadores geralmente sdo Newcomer's (1953), Carnoy's (1887) ou metanol:4cido
acetico, na proporc¢éo de 3:1. O &cido acetico é utilizado para a dissociacéo das células.
O processo de coloragéo é realizado com os corantes orceina-acética (que consiste em

45% de acido acético e 1% de orceina) (La Cour, 1941) e Giemsa 5%.
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No presente estudo, foi possivel estabelecer quatro protocolos para uma espécie
de molusco pulmonado terrestre, através da adaptacdo de protocolos descritos na
literatura. A dificuldade em se obter um grande nimero de metéfases parece indicar que
L. unilamellata apresenta um ciclo celular lento. Entretanto, no presente estudo néo foi
possivel encontrar uma substancia que pudesse estimular a multiplicacdo celular sem
matar o individuo. Mas, quando quebramos o &pice da concha de alguns moluscos e
voltamos com eles para o terrério, deixando-os nessa condi¢do por algumas horas,
conseguimos um resultado satisfatério. Dessa forma, a colchicina foi aplicada
diretamente no individuo vivo, para que as atividades celulares estivessem ativas a todo
0 momento e a colchicina pudesse atuar, bloqueando as metafases. Esse protocolo foi
adaptado do protocolo utilizado para peixes, baseado em BERTOLLO et al. (1978).

De acordo com BURCH & HEARD (1962) a maior parte das espécies de
moluscos pulmonados estilomatoforos apresenta 20 ou mais pares de cromossomos.
Geralmente, em moluscos pulmonados, 0s nimeros cromossdémicos variam de 5 pares
(menor nimero cromossémico encontrado) no molusco terrestre Catinella rotundata
(Gould, 1848) do Hawai a 60 pares no europeu Ancylus fluviatilis (Mull), mas 72 pares
cromossémicos foram descritos para o planorbideo Bulinus octoploidus, da Etidpia
(BURCH, 1964). As espécies de Achatinoidea Archachatina marginata e Achatina
achatina possuem o mesmo numero diploide que L. unilamellata, 2n=56.

As familias Bulimulidae, Bradybaenidae, Achatinidae e Subulinidae apresentam
nimeros cromossdémicos préximos, variando de n=22 a n=31 cromossomos. Para
Bulimulidae, as espécies para as quais se tem informacdes apresentam de n=29 a n=30
cromossomos, para Bradybaenidae, de n=28 a n=30, Achatinidae de n=22 a n=28 e
Subulinidae de n=25 a n=31 cromossomos (BURCH, 1968). Dentro da familia de
interesse, Subulinidae, apenas o cariotipo de duas espécies sdo descritos até 0 momento,
Subulina octona, com n=31 cromossomos e Lamellaxis mauritianus com n=25
cromossomos BURCH (1968), porém ndo se tem registros da morfologia desses
Cromossomos.

Dentro da familia Bradybaenidae, 11 espécies apresentam 0 mesmo numero
cromossdmico que L. unilamellata, 2n=56 cromossomos. E dentre essas, duas espécies
Euhadra dixoni e E. amaliae, possuem apenas cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, assim como L. unilamellata (BURCH, 1969; TATEWAKI &
KITADA, 1987).
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Com base nos resultados obtidos com a coloracdo de prata, encontramos duas
marcaces nos nucléolos, o que evidencia as regides ativas no DNA (Ag-NORs).
Porém, como ndo foi possivel realizar essa técnica em metéfases, ndo podemos dizer em
quais cromossomos e nem a regido dos cromossomos em que estdo localizadas essas
marcacgdes, permitindo afirmar apenas que existem dois cromossomos com regides
ativas. Cromossomos Ag-NORs podem servir como caracteres para inferir relagoes
filogenéticas (AMEMIYA & GOLD, 1990) e trabalhos posteriores tentardo preencher

essa lacuna.

Em gastrépodes, a maioria das especies apresentam duas NORs, enguanto que
em Nucella lapillus (PASCOE et al., 1996) e em Fasciolaria lignaria (VITTURI et al.,
2000a) observou-se um numero méaximo de quatro e oito NORs, respectivamente.Ja em
bivalves foram encontrados de dois a seis cromossomos NORs (THIRIOT-
QUIEVREUX, 2002).De acordo com varios autores, um tnico par de NORs por célula
é um carater primitivo (plesiomorfico) na maioria dos vertebrados (SCHMID, 1978) e
invertebrados, incluindo moluscos (PASCOE et al, 1996; THIRIOT - QUIEVREUX,
2002). Segundo VITTURI et al., 2005, dez cromossomos portadores de NORs foram
encontrados em Cantareus aspersus e Cantareus mazzullii. Um valor semelhante nunca
antes observado nos moluscos. Um aumento no nimero de NORs poderia ter ocorrido
em um ancestral comum das duas espécies Cantareus. Para 0 mecanismo gerador de
uma mudanga numérica, a literatura sugere diferentes possibilidades , incluindo
translocacdo de cistrons ribossomais por crossing-over. Em outras espécies com varios
NORs (VITTURI et al., 1996), tanto em C. aspersus e C. mazzullii, a posi¢do terminal
do cromossomo 18S DNAr sugere a possibilidade de envolvimento de sequéncias

teloméricas favorecerendo esses rearranjos de RONS.

A analise do numero cromossomico nas diferentes familias para as quais se tem
informacdes disponiveis evidencia que o niumero cromossémico em Stylommatophora é
muito conservado, como assinalado por BURCH & PATTERSON (1965). Dessa forma,
a analise morfologica dos cromossomos, assim como a utilizacdo de outras técnicas
citogenéticas é essencial para que essa abordagem possa ser utilizada como ferramenta

para a taxonomia e inferéncias evolutivas desse grupo.
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