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“Entre os LAMELIBRANQUIOS o género mais conhecido é o das ostras. Representa este
0 tipico burgués pacato; tendo uma de suas cascas, a esquerda, grudada a pedra, ela se
limita a fazer vibrar os cilios que promovem a renovagao da agua para a respiracao e seu
alimento consiste nos detritos organicos e pequenos seres que assim conjuntamente lhe
vém a boca. Se na sua fase larval ela foi levada pela correnteza para um lugar propicio, a
ostra se desenvolve bem; tendo porém aderido a uma rocha onde as aguas sdo pobres em

alimento, ndo h4 salvacéo e a vida lhe sera sempre penosa.”

Rodolpho Von lhering, 1946.

Dedico este trabalho as ostras.
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RESUMO

A maricultura esta em expansédo no litoral de Santa Catarina e o municipio de Floriandpolis é
0 maior produtor de ostras do Brasil, onde se cultiva a espécie japonesa Crassostrea gigas
(Thunberg, 1793). Ha necessidade de estudos que auxiliem a elucidar a identificacdo das
espécies brasileiras do género Crassostrea. O presente trabalho teve como objetivo contribuir
com a sistematica do género, para ostras da regido da Grande Floriandpolis. Para isso, foram
coletados 50 animais (Crassostrea sp.) em 5 pontos de coleta. Nestes espécimes foram realizadas
analises morfoldgicas e citogenéticas, utilizando C. gigas como grupo externo. O estudo
baseado na morfologia das conchas ndo forneceu dados suficientes para identificagéo,
somente isolou o grupo externo. As analises da pigmentacdo da impressdo muscular e da
conformacdo dos tentaculos da borda do manto também ndo apresentaram dados aplicaveis
para a diferenciacdo. O estudo citogenético confirmou que o nimero cromossdmico é 2n=20,
constituido por cromossomos metacéntricos, com o segundo par limitrofe com
submetacéntrico. O namero hapldide (n=10) encontrado nas células meioticas, confirmou o
numero dipl6ide nas células mitéticas. A Andlise de Componentes Principais (PCA) agrupou
as ostras nativas diferenciando de C. gigas, mantendo-as muito préximas entre si. Através de
analise de Cluster englobando as espécies descritas para o Atlantico Sul e Caribe, foi possivel
aproximar Crassostrea sp. de C. rhizophorae (Guilding, 1828), porém, sem poder afirmar que
sejam a mesma espécie. Os sitios ativos nas regides organizadoras de nucléolos foram
evidenciados na posicdo telomérica dos bracos longos nos cromossomos 3 e 4. Este estudo
sugere a aplicagdo do nome Crassostrea brasiliana (Lamark, 1819) para a ostra do
mesolitoral da Grande Florianépolis.

Palavras-chave: Ostras; “Cupped Oysters” Crassostrea; Citogenética; Cromossomos; RON.
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ABSTRACT

Karyotipic study of oysters Crassostrea in the Great Florianopolis - Brazil

Mariculture is currently in expansion along the coast of the state of Santa Catarina, making
Florianopolis the biggest producer of Japanese oysters in Brazil. In regards to native oysters,
further studies are needed to establish culturing strategies in order to elucidate the complex
phylogenetic issues concerning the Brazilian Crassostrea species. The aim of the present
work was to contribute toward the systematic study of Crassostrea oysters in Florianopolis
(southern Brazil). The study was divided into two parts: a morphologic study (with emphasis
on shell characteristics) and a cytogenetic study. In the morphologic study, 16 shell
parameters were measured, including pigmentation of the muscular impression and
conformation of the mantle edge tentacles. In the cytogenetic study, the karyotype and ag-
NOR stain were analyzed. The study of the taxonomy of oysters based on shell morphology
did not yield enough data for classification. It did, however, separate the external group,
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793). The analyses of the muscular impression pigmentation
and the conformation of the mantle edge tentacles were also insufficient for classification.
The cytogenetic study showed that the chromosomes of these animals are 2n=20; all were
metacentric and the Number 2 pair was metacentric/submetacentric (m/sm). The ag-NOR
stain demonstrated the presence of NOR in the long arm of the Number 2 pair. Through the
PCA analysis it was possible to separate the native oysters from the C. gigas, as the native
species are very similar to one another. The cluster analysis of Atlantic and Caribbean oysters
demonstrated the similarity between the native oysters and C. rhizophorae (Guilding, 1828).
Nonetheless, it was not possible to affirm that they are the same specie. Based on these
results, the present study suggests that the oysters from the Floriandpolis coast should be
identified as Crassostrea brasiliana (Lamark, 1819).

Key words: Oysters; “Cupped Oysters” Crassostrea; Cytogenetic; Chromosome; NOR
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INTRODUCAO

A aquicultura como forma de atividade humana vem se expandido em velocidade
crescente no decorrer das Ultimas décadas e j& se apresenta como uma solucéo alternativa para
diminuir a caréncia por alimentos (ROCZANSKI et al., 2000). Segundo a FAO (2003), no ano
de 2000 a aquicultura como um todo movimentou no mundo 56,5 bilhGes de dolares, com uma
producdo total de cerca de 45 milhGes de toneladas. Deste total, o cultivo de moluscos representa
23,5%, sendo a ostreicultura responsavel por uma producédo de 3,9 milhGes de toneladas.

O consumo de ostras pelos seres humanos representa, talvez, a forma de extragdo marinha
mais antiga, datando desde o inicio da civilizacdo (SANTOS, 1978).

Com o aumento da populacdo, a demanda tornou-se maior, 0 que levou ao
desenvolvimento de técnicas para produzir maior quantidade de ostras para suprir o mercado em
expansao, surgindo, assim, os primeiros cultivos. GALTSOFF (1951) cita que ainda antes da era
Cristd, na Europa, os romanos registraram a existéncia de cultivos de Ostrea edulis Linné, 1758
na regido da Galia (Franca) e a sua producdo era praticamente voltada ao consumo exclusivo do
Imperador e dos nobres romanos. Na Asia, segundo LAM & MORTON (2003), 0s primeiros
cultivos foram realizados em areas de manguezal de Hong Kong, ha mais de 700 anos. Na
Tailandia, as espécies nativas C. belcheri (Sowerby, 1871) e C. lugubris (Sowerby, 1871) sdo
cultivadas ha mais de cinglienta anos (DAY et al., 2000).

Da Europa, onde a ostreicultura esteve sempre em pratica, as tradi¢des de cultivo foram
levadas para a América do Norte a, aproximadamente, cento e cinglienta anos, onde se iniciou
com o cultivo das espécies nativas C. virginica (Gmelin, 1791), ao norte, e C. rhizophorae
(Guilding, 1828), no golfo do México. No inicio do século XX, na costa oeste da América do
Norte, iniciaram-se 0s cultivos de Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), introduzida a partir de
sementes (denominagéo da ostra jovem) importadas do Japdo (GALTSOFF, 1951).

No Brasil, as populagfes primitivas ao longo da costa foram grandes apreciadoras de
moluscos marinhos e sempre fizeram uso das ostras como fonte de alimentacdo, o que se
comprova pelos sambaquis, que se localizam em diversas regides do litoral. De acordo com
FARIAS (2000), em tupi, a palavra sambaqui significa amontoado de conchas (Tamba = concha
e Ki = amontoado). Nestes locais, alguns datados como tendo mais de cinco mil anos,
encontram-se grandes quantidades de valvas de ostras. Porém, ao contrario da Europa, a
demanda por ostras em nossa populacdo nativa ndo levou ao cultivo destes moluscos, sendo, até
recentemente, utilizado somente o extrativismo (THOME 1971 e GASPAR 2000).



Isto provavelmente esta relacionado a grande abundancia de moluscos, além de outros alimentos
e a pequena populacdo de brasileiros dagquela época

Segundo JOHNSCHER-FORNASARO (1981), no ano de 1934 o Comandante Alberto
Augusto Gongalves fez a primeira referéncia ao cultivo de moluscos no Brasil. Na década de 50
foram feitos relatorios reportando os perigos da extracdo desordenada de ostras por caicaras da
regido da Cananeéia, Sdo Paulo (MESQUITA, 1993). Porém, o primeiro trabalho cientifico que
analisou as possibilidades de cultivo foi realizado por Lima & Vazzoler para a regido de Santos
em 1963, seguido por Wakamatsu em 1973 (JOHNSCHER-FORNASARQO, op. cit.).

A espécie japonesa (C. gigas) foi introduzida pela primeira vez no Brasil através do
Instituto de Pesquisas da Marinha na regido de Cabo frio, Rio de Janeiro, utilizando sementes
importadas do Reino Unido (MUNIZ et al.1986). POLI (1999) afirma que as pesquisas com
ostras no Brasil foram iniciadas simultaneamente em diversos pontos do litoral durante a década
de 70 do seculo XX. Em Santa Catarina a atividade surgiu como uma alternativa de
sobrevivéncia para as comunidades de pescadores que se encontravam em severas dificuldades
com a redugdo do estoque pesqueiro, juntamente com a concorréncia exercida pelas grandes
empresas de pesca. Durante os ultimos anos, a atividade passou de um reforco do orgamento
domeéstico para a fonte de renda principal para varias comunidades, fator este que evitou a
evasao das comunidades de seus locais de origem (POLI et al., 2000).

PAULILO (2002), comenta que o cultivo efetivo de ostras na Ilha de Santa Catarina
iniciou-se no final da década de 80 do século passado, através da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), que implantou os primeiros cultivos pilotos, com sementes de C. gigas
importadas do Chile (LCMM, 2002). Nos ultimos anos, grandes avancos foram obtidos na
producdo de larvas e sementes em laboratorio. O Laboratorio de Moluscos Marinhos (LMM) do
Departamento de Aquicultura — UFSC, tem uma producgéo regular que cresce de 20 a 50% ao
ano, atingindo, na primeira safra de 2001, a comercializagdo de mais de 17 milhdes de sementes
(PAULILO, 2002). Apos dez anos de atividade, esse é ainda o Unico laboratorio de reproducdo e
larvicultura, com producéo continua de sementes de C. gigas no Brasil. Com isto, Santa Catarina
e, em especial, Floriandpolis, sdo responsaveis por aproximadamente 90% da oferta de ostras do
pais, atingindo em 2002 uma producdo de 1.597.472 duzias (SOUZA-FILHO, 2003). Juntamente
com as vantagens econémicas, destaca-se também o desenvolvimento socio-cultural promovido
em toda a regido, principalmente para as colénias de pescadores que enfrentavam a eminéncia de
perderem sua principal fonte de renda e que, com o cultivo, puderam melhorar substancialmente

seu nivel de vida.



Apesar de recente, o cultivo de ostras é sucesso tdo grande em Florianopolis, que resultou
numa feira anual, a Festa Nacional da Ostra e da Cultura Acoriana, a FENAOSTRA.

Juntamente com a ostra japonesa, 0 LMM e a Empresa de Pesquisa Agropecuéaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina S/A (EPAGRI) desenvolvem, desde 1996, trabalhos de
pesquisa no intuito de desenvolver o cultivo de espécies de ostras nativas (Figura 1). No entanto,
0 consumo e o comércio de ostras nativas na llha de Santa Catarina sdo tradicdes antigas.
BERGER (1990) em sua coletanea de relatos obtidos a partir de registros de viagens a Ilha de
Santa Catarina nos séculos XVl e XIX, localizou duas referéncias a ostras nativas. O primeiro é
datado de 1726, relatado pelo capitdo do navio Speedwell, George Shelvocke:

“Pode-se subir os regatos salgados até 3 ou 4 milhas (os quais eu mencionei
anteriormente como estando proximos ao local onde pegamos nossa agua potavel). La cada
pedra e até mesmo as raizes das arvores a beira da agua, abrigam uma deliciosa espécie de
ostras verdes de pequeno tamanho”.

A segunda citacdo foi escrita pelo naturalista francés Antoine Joseph Pernetty, tripulante
da expedicdo comandada por Louis Antoine Bougainville, em 1763:

“Um espanhol nos trouxe um dia algumas centenas de ostras: eram muito maiores que as
ostras brancas de Saintonge: suas cascas tinham pelo menos cinco polegadas de diametro. N&o
se comem mais gordas e melhores na Franca. Era um verdadeiro creme fresco, pelo gosto e
brancura. Fizemos todo o possivel para contratar o espanhol e descobrirmos, entdo, o lugar
onde as pegava, mas todos nossos cuidados foram indteis, pois ele guardou seu segredo, como

se fosse interesse do governador™.

Figura 1. Aparéncia externa das valvas de ostras do género Crassostrea nativas da Grande
Florianopolis. Barra = 1 cm. Autoria: Rafael Alves




Embora o cultivo de moluscos seja uma atividade rentavel e promissora e apresente
reduzidos problemas para 0 meio ambiente, uma questdo muito discutida nos Gltimos anos € a
introdugdo de espécies exoticas. Por exemplo, na América do Norte e Europa, onde espécies
introduzidas assumiram os nichos das espécies nativas, provocando desequilibrios ecoldgicos
devido as relacdes imperfeitas entre presas — predadores e parasita - hospedeiro, servindo
como vetores para doencas ndo endémicas prejudicando, as espécies locais
(NAYLOR et al. 2001). Assim, fica clara a importancia de incentivar o cultivo de espécies de
ostras nativas e portanto, o conhecimento taxondémico de populagdes locais.

A taxonomia das ostras sempre foi muito complexa e problematica e desde o inicio do
sistema binomial de nomenclatura ocorreram diversos erros e muitas sinonimias.
Tradicionalmente, as ostras sdo agrupadas na familia OSTREIDAE Rafinesque, 1815, sendo
Ostrea Linné, 1758 o primeiro género descrito. Com o decorrer do tempo, esse género foi
desmembrado em outros, mas nunca alcangando um consenso, apesar dos esfor¢cos da Comisséo
Internacional de Nomenclatura Zoologica que, a partir de 1955, tentou harmonizar as
denominagdes genéricas dos grupos fdsseis e recentes. Essa familia ainda possui mais de 200
espécies (SANTOS, 1978).

Segundo GALTSOFF (1964), a familia OSTREIDAE é formada por trés géneros
recentes: Ostrea, Pycnodonta Waldheim, 1835 e Crassostrea Sacco, 1897. Esse autor reserva o
género Gryphaea Lamarck, 1801 para as formas fdsseis. ABBOTT (1974) adiciona o género
Lopha Rdéding, 1798 a familia, classificado anteriormente como pertencente a Ostrea e altera o
género Gryphaea para a familia GRYPHAEIDAE Vyalov, 1936 com o género Pycnodonte
Fischer, 1835. AHMED (1975) afirma que a familia OSTREIDAE estd condensada em trés
géneros: Ostrea, Crassostrea e Pycnodonte, citando também os géneros Alectryonella Sacco,
1897, Saccostrea Dolfuss & Dautzenberg, 1920, Striostrea Vyalov, 1936, Neopycnodonte
Stenzel, 1971 e Hyotissa Stenzel, 1971 como duvidosos. HARRY (1985) divide novamente o
grupo em duas familias, uma com os grupos fosseis, GRYPHAEIDAE e a familia OSTREIDAE
com 0s grupos recentes, em oito tribos: 1) Lophini, com os géneros Lopha, Alectryonella e
Dendrostrea Swainson, 1835; 2) Myrakeenini, com 0s géneros Myrakeena Harry, 1985 e
Anomiostrea Habe & Kosuge, 1966; 3) Ostreini, com 0s géneros Ostreola Monterosato, 1884,
Ostrea, Nanostrea Harry, 1985 e Planostrea Harry, 1985; 4) Cryptostreini, com Cryptostrea
Harry, 1985, Teskeyostrea Harry, 1985 e Booneostrea Harry, 1985;

5) Undulostreini, com o género Undulolostrea Harry, 1985; 6) Pustulostreini, com Pustulostrea



Harry, 1985; 7) Striostreini, com 0s géneros Striostrea e Saccostrea e 8) Crassostreini, com 0
género Crassostrea.

Segundo ABBOTT (1974), o grupo como um todo é caracterizado por possuir apenas um
masculo adutor (monomiario), ndo possuir pé e bisso quando adulto e comumente ter a valva
esquerda, ou usualmente chamada de inferior, cimentada no substrato. Sua concha é calcéria,
com caracteristica folhosa.

Apesar de todas as discussdes a respeito de classificacdo e filogenia dentro deste grupo, é
consenso que as ostras de maior interesse comercial e econdémico e, portanto, também para
cultivo, estdo incluidas nos géneros Ostrea e Crassostrea (RODRIGUEZ & GARCIA-CUBAS,
1986) e, particularmente no caso do Brasil, 0 género Crassostrea, como citam MAGALHAES et
al. (1986). Em levantamento das espécies de ostras do litoral de Santa Catarina, esses autores
encontraram as espécies C. rhizophorae, Ostrea equestris (Say, 1834) e O. puelchana
D'Orbigny, 1842, sendo as duas Ultimas de baixo interesse comercial.

As espécies do género Crassostrea sdo, em sua maioria, estuarinas e eurialinas, em
oposicdo as espécies de Ostrea, que sdo estenoalinas (AHMED, 1975). Os dois géneros sao
muito prolificos, sendo hermafroditas sequenciais, porém Ostrea apresenta mais alternancia
entre os sexos. Outra diferenca na reproducéo € a eliminacao de esperma, em forma de “sperm-
balls” em Ostrea e de modo desordenado em Crassostrea. Os ovécitos de Crassostrea sdo em
geral menores e liberados na agua para a fecundacdo, ao contrério de Ostrea que inala o0s
“sperm-balls”, fecundando os ovdécitos que se encontram na cavidade do manto, mantendo as
larvas boa parte de seu desenvolvimento sob sua protecdo (AHMED, op cit.), em um processo
popularmente denominado “incubacéo”.

Quanto a morfologia externa, Crassostrea tende a ser mais alongada que Ostrea e em
muitas espécies a impressdo do musculo adutor apresenta-se pigmentada e excéntrica quanto ao
eixo da concha, ndo possuindo, em fase adulta, dentes nas bordas das conchas (QUEIROZ &
SILVEIRA JUNIOR, 1990). Essa € a caracteristica mais marcante na diferenciacdo dos dois
géneros. Em Crassostrea também ha uma camara promial que aumenta o fluxo da agua em
contato com o0 manto, permitindo a estes animais viverem em locais com uma turbidez mais
acentuada, como o de estuarios (AHMED, 1975 e LAWRENCE, 1995).

As ostras do género Crassostrea sdo chamadas de “cupped oysters”, que em portugués,
seria “ostras-taca”, por causa do formato concavo caracteristico da valva inferior (MESQUITA,
1993). Sua concha apresenta um alto grau de plasticidade morfoldgica (Figura 1), podendo ter
uma gama muito grande de formatos e tamanhos, fortemente influenciados pelo substrato. A



coloracdo externa é variavel, predominando tons esbranquicados, com nuances de vermelho,
azul, violeta ou preto, ndo tendo um padrdo definido (RODRIGUEZ & GARCIA-CUBAS,
1986). GALTSOFF (1964) descreve a cicatriz do musculo adutor, também denominada,
impressdo muscular, como a regido mais eminente da regido interna da valva de Crassostrea,
apresentando uma marca caracteristica em ligeira depressao. A impressao muscular neste género
segue o padrdo semi-lunar, alojado no quadrante postero-ventral, com a concavidade voltada ao
umbo (figura 2). A forma e a dimenséo desta impressao segue o padrao geral da concha, sendo-
Ihe proporcional. A coloragdo dessa impressdo muscular é variavel, conforme a espécie, sendo
para alguns autores, como ABBOTT (1974), RIOS (1994) e LEAL (2002), um caractere
taxonémico importante. RODRIGUEZ & GARCIA-CUBAS (1986) abordam o fato de que as
caracteristicas das partes moles do corpo também podem apresentar dados importantes para a
taxonomia, como a conformacgdo da borda do manto e estruturas do sistema digestério, como
posicdo e formato da boca, tamanho e estrutura interna do esé6fago, forma e composicdo do

estilete cristalino e a forma e estrutura interna do intestino (figura 3).
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muscular. Autoria: Rafael Alves

Conforme EBLE & SCRO (1996), a borda do manto é composta por trés lobos: um mais
interno, chamado lobo palial, provido de tentaculos; um lobo central denominado sensorial,
também recoberto por tentaculos e o lobo externo, ou da concha, responsavel pela formacédo da
concha (figura 4), sendo representativa para a taxonomia a conformagéo dos tentaculos nos lobos

sensorial e palial, pois é encontrada uma grande variabilidade no numero e no formato dos



mesmos. GALTSOFF (1964) cita que a configuracdo entre os tentaculos nas diversas espécies de
Crassostrea, ¢ muito semelhante e MESQUITA (1993) afirma haver uma variagéo individual na
disposicéo dos tentaculos da borda mediana, tanto em ndmero quanto em formato no manto da

espécie C. rhizophorae.

Figura 4. Detalhe da borda do manto de ostra do género Crassostrea.
A- lobo externo; B — lobo central; C — tentaculos do lobo mediano e
D — tentaculos do lobo interno (adaptado de GALTSOFF, 1964).

SANTOS (1978) afirma que o género Crassostrea tem uma intrincada historia de nomes e
classificacGes no litoral brasileiro, sendo muito importante citar que elas sofreram sucessivas
mudancas na classificacdo, passando em sua maioria por varios nomes distintos e que ainda ndo
alcancaram um consenso quanto a sua real posicdo sistematica e sua distribuicdo geografica
precisa. AHMED (1975) cita a presenca de C. virginica para nosso litoral. E a citacdo de espécie
de ostra mais antiga de nosso litoral, presente em obras classicas como IHERING (1963) que
lanca a distribuicdo desta espécie para os extremos norte e sul do pais. RIOS (1994) nega isto
literalmente e, de forma categorica, afirma ndo existir esta espécie em territorio brasileiro.
WAKAMATSU (1975) sugere que a ostra nativa presente no litoral compreendido entre a foz do
rio Amazonas e o estado do Rio Grande do Sul seja somente C. brasiliana (Lamarck 1819).
Segundo RIOS (1994), esta é uma sinonimia de C. rhizophorae (Guilding, 1828). Todavia se as
duas espécies sdo na realidade uma so0, o correto seria assumir a descricdo mais antiga como
sendo a da espécie valida. Outros autores como ABSHER (1989), CHRISTO (1999) e IGNACIO
et al. (2000) defendem a existéncia paralela das duas espécies.

RIOS (1994) também considera sinonimia de C. rhizophorae a subespécie C. rhizophorae
praia (lhering, 1907), considerada ndo valida. BOFFI (1979) cita a distribuicdo de
C. rhizophorae do Caribe até o Brasil, possivelmente até o Parana.

H& também a citagdo da ocorréncia de espécies menos comuns e muitas vezes nao
consideradas no Brasil: C. parasitica (Gmelin, 1791), descrita para o litoral paulista por
IHERING (1963), espécie nativa do Oceano indico (MESQUITA, 1993); C. guyanensis Ranson,

1967, na regido norte do pais (Para ao Ceara) e C. lacerata (Hanley, 1845), para a foz do rio



Amazonas (SANTOS, 1978); C. paraibanensis (Singarajah, 1980) para 0 nordeste
(SINGARAJAH, 1979) e C. arborea, (Chemnitz, 1785), descrita para o sul do Brasil em raizes
de Rhizophora mangle, considerada sinonimia de C. rhizophorae (MESQUITA, 1993).

Segundo ITIS (2004) (Integrated Taxonomic Information System) existem sete espécies
oficialmente aceitas no género Crassostrea: C. angulata (Lamarck, 1819), C. chilensis (Philippi,
1844), C. columbiensis (Hanley, 1846), C. corteziensis (Hertlein, 1951), C. gigas, C.
rhizophorae e C. virginica.

ABSHER (1989) realizou estudos com o desenvolvimento larval de duas populagcfes
distintas de Crassostrea da regido de Paranaguda e, juntamente com e IGNACIO et al. (2000)
aplicaram técnicas de eletroforese de enzimas, tentando localizar pardmetros que permitissem
uma diferenciagdo entre populacdes distintas de ostras. Segundo esses autores existem duas
espécies: a ostra do meso litoral é C. rhizophorae e a do infralitoral, C. brasiliana (Lamark,
1819). Todavia essas definicbes ndo sdo bem claras. CHRISTO (1999), seguindo a linha de
ABSHER (op. cit.) analisou o desenvolvimento da prodissoconcha de trés populaces de
Crassostrea, chegando, também, a conclusdo de que existem duas espécies de ostras nativas no
litoral de Paranagué.

Segundo LAPEGUE et al. (2002), trés espécies de Crassostrea estdo formalmente descritas
para o Atlantico Sul: C. gasar (Adanson, 1757) para a Africa, C. rhizophorae e C. brasiliana
para a América do Sul, sendo os dados desta ultima baseados em ABSHER (1989). Por serem
animais de profundo interesse econémico, suas relacbes vém sendo estudadas por varios
pesquisadores das mais diversas areas, pois ainda ndo sdo conhecidas ao certo suas distribui¢bes
geograficas e nem mesmo suas afinidades filogenéticas. Os estudos moleculares de VARELA et
al. (2004) revelaram uma forte similaridade entre a ostra nativa da regido norte do Brasil e
C. gasar africana.

O estudo da taxonomia de ostras esteve baseado, até poucos anos, quase que
exclusivamente em observacGes morfoldgicas das conchas de representantes fosseis e recentes.
Estes dados, porém, podem levar a conclusdes errbneas quanto a posicdo de determinadas
espécies em sua arvore filogenética (BUROKER et al. 1979).

HEDGECOCK & OKAZAKI (1984) afirmam que as ostras do género Crassostrea mantém
afinidades sistematicas incertas e semelhancas morfoldgicas muito intensas, o que dificulta
muito a identificacdo. Estes autores sugerem que 0s métodos mais eficientes para esta distincao

sejam aqueles que levem em consideracdo a estrutura ou seqiéncias do DNA.


http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=79875
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http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=79881
http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=79872

Segundo GUERRA & SOUZA, (2002) a analise cromossdmica continua sendo a Unica maneira
de observar todo o0 genoma na forma de blocos individualizados, passiveis de mensuracao.

KLACZKO (2000) afirma que a cariotipagem de uma espécie ainda ¢ muito informativa,
sobretudo para estudos com objetivos de comparac@es interespecificas, ou seja, citotaxonémicas,
nas quais normalmente examinam-se o nimero, o tamanho e a forma (posi¢cdo do centrdmero
e/lou presenca e posicdo de constricdes) de cromossomos metafasicos, buscando encontrar
diferengas e semelhangas.

LEVAN et al. (1964) postularam a forma de classificagdo de cromossomos mais utilizada
até o momento. Esta se fundamenta na posi¢do do centrémero na extenséo total do cromossomo.
A base desta classificacdo esta no célculo do indice centromérico (i), em que se divide o
comprimento do brago curto pelo comprimento total do cromossomo. Ainda hoje 0 cromossomo
pode ser classificado como: metacéntrico - m (5 > i > 3,75), sub-metacéntrico - sm (3,75 > i >
2,5) sub-telocéntrico - st (2,5 > i > 1,25) acrocéntrico - a (1,25 > i > 0,25) e telocéntrico - t (i <
0,25).

Os primeiros estudos realizados com a citogenética de ostras estdo intimamente ligados
com o inicio do estudo dos cromossomos dos moluscos em si, geralmente associados unicamente
a contagem de cromossomos. COE (1931) identificou pela primeira vez 0s cromossomos em
Ostrea lurida Carpenter, 1864. CLELAND (1947) determinou o numero haploéide mais freqiiente
de bivalentes para a espécie Saccostrea commercialis (Iredale & Roughley, 1933): n=10.
AHMED & SPARKS (1967) identificaram 10 cromossomos (n=10) em ovocitos de C. gigas.
LONGWELL et al. (1967) realizaram estudos com C. virginica, determinando seu ndmero
haploide igual a 10 cromossomos e citando pela primeira vez a classificagdo dos cromossomos,
seis metacéntricos e quatro submetacéntricos. Na década de setenta, AHMED (1973) realizou o
primeiro estudo citogenético comparativo entre varias espécies de ostras, comparando células
meidticas de C. rivularis (Gould, 1861), C. tuberculata (Gould, 1850), C. glomerata (Gould,
1850), C. virginica e O. folium Linnaeus, 1758, confirmando para todas o numero hapléide de
dez bivalentes.

RODRIGUEZ-ROMERO et al. (1979a) reportam pela primeira vez a utilizagdo da técnica
de “air drying” (método onde as laminas, apds a preparacao citogenetica, secam diretamente ao
ar, sem a utilizacdo de estufa ou chama) em células mitéticas para obtencdo dos cromossomos da
espécie C. corteziensis. Em um estudo comparativo entre os cariétipos de C. virginica e C.
corteziensis, RODRIGUEZ-ROMERO et al., (1979b), constataram que a primeira espécie

possuia cinco pares metacéntricos e cinco submetacéntricos e C. corteziensis possui sete pares


http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=79880
http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=79880
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10

metacéntricos e trés submetacéntricos. Na década de oitenta, pela primeira vez, THIRIOT-
QUIEVREUX & AYRAUD (1982) padronizaram uma técnica citogenética especifica para
utilizacdo em moluscos, em que foram adaptadas as técnicas de suspensdo celular, amplamente
utilizada em tecidos de vertebrados, em conjunto com a técnica de
“air drying”, com o ponto forte de ndo necessitar mais de gametas para as analises, utilizando
tecidos somaticos para obtencdo de células mitdticas, sendo um grande avango nesse ramo da
ciéncia.

THIRIOT-QUIEVREUX (1984a) utilizou pela primeira vez a citogenética para resolver
um problema taxiondmico referente as espécies C. gigas e C. angulata, onde existia certa
celeuma lancada por MENZEL (1974), a respeito de serem ou ndo uma espécie Unica. Com base
na forma dos cromossomos, foi possivel concluir que as diferengas eram minimas. Neste mesmo
periodo THIRIOT-QUIEVREUX (1984b) estabeleceu um protocolo metodoldgico especifico
para cariotipagem de ostreideos e mitilideos com base na técnica de identificacdo da regido
organizadora de nucléolo (RON), descrita por HOWELL & BLACK (1980), que acrescentou
uma nova caracteristica a ser considerada na citotaxonomia de ostreideos.

Outras formas de bandeamento, também ja foram utilizadas em citogenética de moluscos,
como por exemplo a detec¢do da heterocromatina (banda-C) (DIXON et al., 1986, JACOBI et
al., 1990, INSUA & THIRIOT-QUIEVREUX, 1991 e PAULS & AFFONSO, 2000).

Outra area que vem se desenvolvendo com muita velocidade é a hibridizacdo in situ
(FISH), onde se utilizam sondas de DNA sensiveis ao ultravioleta, que ocupam porcdes
especificas dos cromossomos, provendo um bandeamento, como descreveu (WANG et al. 2001
e 2004 e CROSS et al. 2003).

Com a chegada do novo milénio, novas técnicas também estdo surgindo para auxiliar na
citotaxonomia, como a cultura de tecido branquial, descrita por CORNET (2000), fornecendo um
namero muito maior de células mitéticas que os métodos anteriores.

MARQUEZ (1992) realizou um dos primeiros estudos de comparag&o entre o cariétipo de
C. virginica (6 m e 4 sm) e C. rhizophorae (8 m e 2 sm) o qual foi aprofundado por
GUEVARA et al. (1996), que além destas espécies estudaram também C. corteziensis, aplicando
pela primeira vez métodos estatisticos baseados nas diferencas do indice centromérico e de
tamanho relativo dos cromossomos na classificacdo das espécies, produzindo um dendrograma
representando as distancias entre as espécies. LEITAO et al. (1999) aprimoraram a comparacao
taxonémica implementando técnicas estatisticas, como analise de componentes principais (PCA)
e andlise de “cluster” para agrupar as espécies confrontadas juntamente com analise de AgNOR,
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concluindo que C. angulata (9 m e 1 sm), C. sikamea (Amemiya, 1928) (9m e 1sm), C. virginica
(8 m e 2 sm), C. ariakensis (Fujita 1913) (8 m e 2sm), C. gasar (6 m e 4 sm) e
Saccostrea comercialis (Iredale & Roughley, 1933) (8 m e 2 sm) sdo realmente espécies
distintas, apresentando também sitios ativos de NOR em posic¢des diferentes: par 10, pares 9 e
10, pares 1 e 5, pares 9 e 10, par 2 e pares 9 e 10, respectivamente. Uma constante em todos 0s
estudos com ostras do género Crassostrea € 0 seu numero de cromossomos 2n = 20, sendo
metacéntricos e/ou submetacéntricos em todas as espécies.

THIRIOT-QUIEVREUX (2002) revisa os resultados a respeito de citogenética de
moluscos bivalves, sendo que até 0 momento conhecem-se aspectos citogenéticos de 13 espécies
da familia OSTREIDAE, tendo todas elas em comum o fato de apresentarem 2n=20.

O presente trabalho tem como objetivo contribuir para um maior conhecimento sistematico
das ostras do género Crassostrea nativas da regido de Florianopolis, visando fornecer subsidios ao
desenvolvimento do cultivo. Para tanto, foram estudadas a anatomia das conchas e as categorias
morfoldgicas dos cromossomos mitoticos, através da técnica de suspensdo celular, descrita por
ALVES (2002) e a presenca de regides organizadoras de nucléolo ativas nos cromossomos,
objetivando melhorar a identificacdo das espécies desse grupo animal.
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Estudo taxonomico de ostras do género Crassostrea Sacco,
1897 da regido da Grande Florianopolis — Brasil
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ABSTRACT

Mariculture is currently in expansion along the coast of the state of Santa Catarina, making
Floriandpolis the biggest producer of Japanese oysters in Brazil. In regards to native oysters, further
studies are needed to establish culturing strategies in order to elucidate the complex phylogenetic
issues concerning the Brazilian Crassostrea species. The aim of the present work was to contribute
toward the systematic study of Crassostrea oysters in Florianépolis (southern Brazil). The study was
divided into two parts: a morphologic study (with emphasis on shell characteristics) and a cytogenetic
study. In the morphologic study, 16 shell parameters were measured, including pigmentation of the
muscular impression and conformation of the mantle edge tentacles. In the cytogenetic study, the
karyotype and ag-NOR stain were analyzed. The study of the taxonomy of oysters based on shell
morphology did not yield enough data for classification. It did, however, separate the external group,
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793). The analyses of the muscular impression pigmentation and the
conformation of the mantle edge tentacles were also insufficient for classification. The cytogenetic
study showed that the chromosomes of these animals are 2n=20; all were metacentric and the Number
2 pair was metacentric/submetacentric (m/sm). The ag-NOR stain demonstrated the presence of NOR
in the long arm of the Number 2 pair. Through the PCA analysis it was possible to separate the native
oysters from the C. gigas, as the native species are very similar to one another. The cluster analysis of
Atlantic and Caribbean oysters demonstrated the similarity between the native oysters and C.
rhizophorae (Guilding, 1828). Nonetheless, it was not possible to affirm that they are the same specie.
Based on these results, the present study suggests that the oysters from the Floriandpolis coast should
be identified as Crassostrea brasiliana (Lamark, 1819).

Key words: Ostras; Crassostrea; Citogenética; Cromossomos; “Cupped Oysters”
INTRODU(;AO cita a presenca de deliciosas ostras brancas de
cinco polegadas de diametro.

A classificacdo das ostras sempre foi complexa
e problematica e, desde o inicio do sistema de
nomenclaturas, ocorreram diversos erros e
muitas sinonimias (Rodriguez & Garcia-Cubas,
1986).

Segundo Lapégue et al.(2002), trés espécies de
Crassostrea Sacco, 1897, sdo formalmente
descritas para o Atlantico Sul: C. gasar
(Adanson, 1757) para a Africa, C. rhizophorae
(Guilding, 1828) e C. brasiliana (Lamark,
1819) para a América do Sul. Apesar de serem

O fascinio pelas ostras acompanha a humanidade
desde seus primoérdios. Os primeiros cultivos
apareceram antes da era cristd, sendo os primeiros
registros na Roma antiga (Santos, 1978). No
litoral brasileiro ocorre a presenca de conchas de
ostras em diversos sambaquis, sendo alguns com
mais de cinco mil anos (Gaspar, 2000).

Berger (1990) em sua coletanea sobre relatos de
viagens a llha de Santa Catarina, nos séculos
XVIII e XIX localizou dois registros referentes a
ostras nativas, 0 primeiro, datado de 1726,

relatado por George Shelvocke que escreveu sobre
pequenas e deliciosas ostras verdes fixadas em
raizes de arvores no mangue. O segundo foi
escrito por Antoine Joseph Pernetty, em 1763, que

“ Autor para correspondéncia

animais de grande interesse econdmico, a falta
de conhecimento sobre a identificacdo,
afinidades filogenéticas e a distribuicdo
geogréfica sdo fatores que tém dificultado o
desenvolvimento de seu cultivo.



Santos (1978) esclarece que o género Crassostrea
tem wuma intrincada histéria de nomes e
classificagbes no litoral brasileiro, sendo
importante citar que elas sofreram sucessivas
mudancas de identificacio e que ainda ndo
alcangaram um consenso quanto a sua real posi¢cdo
sistematica e sua distribuicéo geogréafica precisa.
O estudo da taxonomia de ostras tem se baseado
quase que exclusivamente em observacdes
morfoldgicas das conchas, que podem levar a
conclusdes errbneas quanto a posicao filogenética
(Buroker et al. 1979). Segundo Hedgecock &
Okazaki (1984), as ostras do género Crassostrea
mantém afinidades sistematicas incertas e
semelhancas morfoldgicas muito intensas, 0 que
dificulta sua identificacdo. Por isso sugerem a
utilizacdo de métodos que levem em consideragao
a estrutura ou seqiiéncias do DNA.

Varios autores como Ahmed & Sparks (1967),
Longwell et al. (1967), Ahmed (1973),
Rodriguez-Romero et al. (1979), Thiriot-
Quiévreux (1984a e 1984b), Marquez (1992),
Guevara et al. (1996) e Leitdo et al. (1999), em
estudos citogenéticos com ostras do género
Crassostrea, constataram que todas as espécies
examinadas apresentavam o mesmo cariétipo (2n
= 20) com cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos.

O presente trabalho teve como objetivo contribuir
para 0 estudo da sistematica de ostras do género
Crassostrea da regido da Grande Florian6polis — SC
— Brasil, como subsidio ao desenvolvimento das
técnicas de cultivo. Para tanto, foi estudada a
anatomia das conchas e da borda do manto; a
categoria morfolégica dos cromossomos mitoticos;
a presenca e a posicdo da regido organizadora de
nucléolos (RON); a quantidade de nucléolos
formados nas células interfasicas e o ndmero
hapl6ide em células meidticas.

MATERIAIS E METODOS

Local de estudo

A llha de Santa Catarina, situada entre as latitudes
27925 e 27°50°, possui uma area de
aproximadamente 423Km?, apresentando direco
geral NE-SW. Encontra-se separada do continente
pelas baias Norte e Sul, cujas profundidades
méximas atingem 11m. As duas baias
comunicam-se através de um estreito com
aproximadamente 500m de largura e 28m de
profundidade. O relevo da llha de Santa Catarina é
marcado pela associacdo de duas unidades
geoldgicas maiores: as elevacBes dos macicos

14

rochosos e areas planas de sedimentacdo.
(GAPLAN, 1996).

Coleta de material

Durante 0 més de mar¢co de 2003 foram
coletadas 50 ostras, com tamanho variando
entre 4 e 6 cm de altura (Figura 2), em quatro
locais nas baias da Ilha de Santa Catarina e um
no continente, mais ao sul, na foz do rio
Massiambt (Figura 1). Os animais foram
acondicionados em estruturas de cultivo de
ostras (lanternas), separadas por local de coleta
e mantidas até agosto de 2003 no cultivo
experimental do LMM (Laboratério de
Moluscos Marinhos) da UFSC na praia da
Ponta do Sambaqui. Também neste local foram
mantidas em lanternas de cultivo ostras da
espécie Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)
utilizadas como grupo externo  neste
experimento.
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Figura 1 — Mapa da Regido Metropolitana
de Floriandpolis com destaque para 0s
locais de coleta: S1 - foz do rio Massiambu;
S2 - Praia da Caieira da Barra Sul;

S3 - Ponta do Coral;

S4 — Ilha de Ratones Pequeno;

S5 — Ponta do Sambaqui.



Procedimento de laboratdrio

Foram utilizados aleatoriamente para este estudo,
23 animais de S1, 25 de S2 a S4 e 37 de S5.
Foram mensurados sete parametros em cada uma
das valvas (Figura 2). Foram também analisadas a
forma e a disposi¢cdo dos tentaculos da borda do
manto na area inalante, a coloracdo da borda do
manto e da impressdo do muasculo adutor. Destes
animais, 5 de cada estacdo foram tratados com
banhos de colchicina 0,005%, em &gua do mar,
por 12 horas e, em seguida, submetidos a um
choque hipotbnico com &agua destilada por uma
hora. As células mitoticas foram obtidas através
de células das branquias e as meidticas através de
células germinativas extraidas do interior dos
canais genitais, para analise através do método de
suspensdo celular (Thiriot-Quievreux & Ayraud,
1982). As laminas foram preparadas por “air
drying” e coradas com Giensa (4%, pH 6,8) por
10 minutos (Alves, 2002) e para identificacdo da
RON foi utilizado o método AgNOR (Howell &
Black, 1980). As metafases foram fotografadas e
0s cromossomos estudados e classificados de
acordo com Levan et al. (1964). Para o estudo
citotaxondmico foram analisadas 98 metafases
mitéticas, em 25 animais, para as ostras nativas e
14 metafases em cinco animais para C. gigas, com
o indice centromérico submetido a andlise de
componentes  principais (PCA). Os dados
estatisticos foram tratados pelo programa
Microsoft Excel 2002 com o plug-in XLstat-pro
v.5.2.

LU

.\_JHUHLL

Valva Esquerda Valva Direita

L L

Figura 2. Pardmetros medidos nas valvas das
ostras: H- Altura; L- Largura; HU- Altura do
umbo; LU- Largura do umbo; UC- Distancia
entre 0 umbo e a impressdo muscular; HC-
Altura da impressdo muscular; LC- Largura da
impressdo muscular; LL- Largura do ligamento
e HL- Altura do ligamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na biometria das valvas
foram agrupados através da analise de
correspondéncia, através do qual puderam ser
comparadas as caracteristicas das conchas entre
cada animal analisado. Pode-se observar a
existéncia de dois blocos principais, um
formado pelas ostras nativas e outro pela C.
gigas (Figura 3). A analise de correspondéncia
também traduz o fator de interdependéncia
entre os valores mensurados, mostrando que a
ligagdo entre os dois grupos é fraca (55,57%),
sendo suficiente apenas para separa-los em dois
grupos. A Figura 3 mostra, também,
sobreposicdo das caracteristicas morfologicas
analisadas nas ostras coletadas nas 5
localidades e foi Gtil na confirmacgéo da escolha
do grupo externo.

Através da anélise visual foi possivel dividir os
animais em trés morfotipos distintos, com
caracteristicas de concha  visivelmente
diferentes, divididos em: 1. MI (Figura 4A),
corresponde a grande maioria das ostras
estudadas (94,07%). O animal se apresenta de
pequeno tamanho, com bordas de crescimento
muito discretas, possuindo a valva inferior
cdncava e ligeiramente maior que a superior;
2. MII (Figura 4B) encontrado em 3,70% da
amostra, correspondente a ostras coletadas em
S4. Estas se destacaram por apresentar um
crescimento  muito maior que o0 resto da
amostra; 3. MIII. (Figura 4C) correspondente a
2,23% da amostra e foram encontradas em S1.
Estas ostras se destacam por apresentar uma
caracteristica menos folhosa, possuirem a valva
superior cbncava e a inferior plana, além de
terem as conchas mais pigmentadas. Leal
(2002) descreve a concha de C. rhizophorae de
forma muito semelhante & MlI e C. virginica de
forma semelhante a MIII, ndo tendo, porém,
nenhuma descricdo que combine com MI.
Abbot (1974) também apresenta uma descrigao
de C virginica muito semelhante a MIII,
colocando ainda a mesma como sinonimia de
C. brasiliana, com distribuicdo no Brasil
(Absher, 1989; Christo, 1999; Ignacio et al.,
2000 e Lapegue et al., 2002). Abbot (loc. cit.)
descreve  C. rhizophorae de forma muito
similar as encontradas neste estudo (Ml). Rios
(1994) descreve C. rhizophorae de forma muito
semelhante as caracteristicas de MI, afirmando
categoricamente que C. virginica ndo ocorre
em territorio brasileiro.



Na impressdo do musculo adutor pdde-se notar
uma grande variagdo na quantidade de
pigmentacdo de cor purpura, sendo dividida em
quatro classes visuais (Figura 5) com a
distribuicdo apresentada na figura 7. Estes dados
também levam a outro problema de taxonomia.
Abbot (1974) e Leal (2002) afirmam de forma
contundente que a impressdo do mdsculo adutor
de C rhizophorae €é branco ou ligeiramente
amarelado, com poucas manchas violetas. Isto
ocorreu somente em 17% dos animais amostrados
neste trabalho. Esses autores também afirmam que
C. virginica se caracteriza por ter a impressdo do
musculo muito pigmentada em um tom puarpura,
situacdo que ocorreu em 35% dos animais neste
estudo. Rios (1994), em contraste com 0s autores
anteriores, cita que a C rhizophorae é quem possui
a impressao purpura e Mesquita (1993) cita que a
coloragdo pode ser varidvel, com predominio da
cor eshbranquicada, praticamente da cor do resto da
parte interna da valva. Harry (1985) também
comenta a variabilidade da coloracdo da
impressdo do musculo em ostreideos, dando
énfase ao fato de que em regides tropicais ela
tende a ser mais pigmentada que em outros locais.
Quanto a borda do manto podemos separar trés
disposicdes principais. Na figura 6, nos itens A, B
e C, pode-se notar o padrdo mais simples, com a
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tentaculos. A borda média também é simples,
porém com tamanhos variaveis, tentaculos
digitiformes curtos, de pequeno didmetro e
digitiformes longos de base alargada, néo
seguindo um padrdo constante, podendo existir
de um a seis tentaculos curtos entre um longo e
outro. Isto coincide com a descricdo de
Rodriguez e Garcia-Cubas (1986) e Mesquita
(1993), sendo encontrado em 94 % das ostras
nativas examinadas. Ainda pode-se observar
gue a pigmentacdo dos tentdculos é muito
variavel.

Na figura 6D é possivel observar um tipo de
borda mais complexa, formada por fileiras
multiplas de tentaculos basicamente de dois
tamanhos diferentes, que ocorreu somente em
13,5% das ostras examinadas. Na figura 6E
podemos observar o padrdo de tentaculos da
C. gigas, composto por fileiras simples, com
tamanhos variados, sendo 0s longos maiores
gue os encontrados nos outros animais, fato
este que confere com o descrito por Rodriguez
e Garcia-Cubas (1986). Galtsoff (1964) cita que
a configuracdo entre os tentaculos nas diversas
espécies de Crassostrea é muito semelhante,
afirmacéo esta sustentada por Mesquita (1993).
Este autor acrescenta haver uma variagdo na
disposicdo dos tentdculos da borda mediana,

prega interna composta por fileiras simples de  tanto em nUmero quanto em formato,
Andlise de Correspondéncia (eixos 1 e 2: 55,57 %)
0,3 -
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o [ ] )
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Figura 3 — Andlise de correspondéncia entre os parametros de conchas de ostras do género
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Figura 4. Morfotipos das ostras coletadas:
A-MI, B-MI; C-MI
(Vistas interna e externa das duas valvas).
Barra = 1cm

Figura 5. Impressdo do musculo adutor:
A - Muito pigmentado; B - Pigmentado,
C - Pouco pigmentado; D - N&o pigmentado

Figura 6. A — Prega interna da borda do manto
de ostra nativa; B e C- Pregas interna
(pigmentada) e mediana (clara) de ostra
nativa; D - prega mediana (pigmentada) da
borda do manto de ostra nativa; E — Prega
interna (seta) e mediana de C. gigas; F -
Padrdo de pigmentagdo no manto de ostra
nativa.
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colocando, também, que a contracdo muscular  no que se referente a descrigdes classicas de
caracteristica do tecido pode conduzir a erro de  espécies de ostras e uma grande
descricdo. Rodriguez e Garcia-Cubas (1986)  homogeneidade entre os diferentes morfotipos
consideram os formatos dos tentaculos como um  analisados.

caractere taxondmico importante. Quanto a A andlise citogenética permitiu constatar que o
pigmentagdo do manto, encontrou-se uma grande  numero dipldide igual a 20 ocorreu na maioria
variacdo, sendo a maioria branco amarelada (78%)  das 129 metafases estudadas, encontrando-se
e 0 restante apresentou pigmentos escuros  também 29 metéafases aneuplodides (22,5 %) e
proximo da borda e nos tentaculos (Figura 6F),  duas polipléides (Figura 8).

fato que segundo Mesquita (1993) e Rodriguez e  Estas observacdes corroboram os dados obtidos
Garcia-Cubas (1986) ndo deve ser levado em  para o género por Thiriot-Quiévreux (1984a e
conta para a taxonomia, pois a coloracdo varia de  1984b) e Leitdo et al. (1999), que afirmam que
acordo com o ambiente, alimentagdo e maturagdo o namero dipldide é 20. O percentual de células
sexual. aneuploides ficou proximo do encontrado em
Assim, os dados aqui obtidos confirmam as  outros ostreideos (Thiriot-Quiévreux, 1986,
afirmac@es de Buroker et al. (1979), a respeito do  Insua & Thiriot-Quiévreux, 1991 e 1993). Este
estudo da taxonomia de ostras levar a conclusdes  valor € ainda mais reduzido quando se compara
errbneas quanto a posicdo de determinadas  a estudos que utilizam células reprodutivas ou
espécies em sua arvore filogenética, quando  embrionarias, onde ocorrem indices muito
baseado somente em observacbes morfolégicas  maiores (Pauls & Affonso, 2000). Em &rea com
das conchas, pois encontramos varias contradicdes  contaminacdo por hidrocarbonetos e outros
metais pesados que provocam aberragdes

5 - numeéricas nos cromossomos (Dixon & Wilson,
45 | 2000), o numero de aneuploides é também
40 | maior.
"
R O estudo demonstrou que dos dez pares de
€ 30 cromossomos, nove sdo metacéntricos (m), e
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Figura 8. Frequéncia do namero de E‘lBraf}Ojongo
cromossomos nas 129 metafases observadas Posigdo da NOR



um, o par 02, é limitrofe com submetacéntrico
(m/sm) (Figuras 9 e 11), estando, estes dados,
compativeis com o descrito para o género por
Ahmed & Sparks (1967), Ahmed (1973),
Rodriguez-Romero et al. (1979), Thiriot-
Quiévreux (1984a), Marquez (1992), Guevara et
al., (1996) e Leitdo et. al. (1999), onde colocam
que o formato dos cromossomos pode variar entre
metacéntricos e submetacéntricos.

Rios (1994) classifica nossas ostras nativas como
C. rhizophorae, porém o cari6tipo destas nao
confere com os dados levantados na Venezuela
(Mérquez, 1992), onde dois pares sdo
submetacéntricos e no México (Guevarra et al.
1996), com cinco pares submetacéntricos.

Outra hipotese para classificacdo destas ostras
nativas seria C. virginica (Abbott, 1974). Porém,
esta espécie também apresenta divergéncias no
caridtipo. Longwell et al. (1967), Guevarra et al.
(1996) e Marquéz (1992) citam quatro pares
submetacéntricos e Leitdo et al. (1999) citam dois.
Varela et al. (2004) citam que estudos moleculares
realizados com ostras nativas da regido Norte do
Brasil mostraram que a ostra nativa daquela regido
era equivalente a C. gasar, porém as ostras nativas
estudadas diferem quanto as caracteristicas
cariotipicas também desta espécie, pois a mesma
possui quatro pares submetacéntricos e um par
metacéntrico/submetacéntrico.

Das 19 metafases analisadas para RON, 52%
demonstraram sitios ativos na regido telomérica
do brago longo do par 02 (Figuras 9 e 12). Em
muitas espécies, a posi¢do da RON é determinante
como diferenciador entre espécies, como
demonstrado por Insua & Thiriot-Quiévreux,
(1991) e por Leitdo et al. (1999), sendo seu
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o~ sS4 .
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Figura 10 - Anélise de componentes
principais (PCA) dos indices centroméricos
das ostras. Dados transformados pelo log 10.
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conhecimento importante para a caracterizagdo
da espécie. Porém alguns autores sustentam que
este caractere citogenético pode  sofrer
polimorfismo, como o que ocorre com alguns
mitilideos (Dixon et al., 1986 e Martinez-
Expdsito et al., 1994), com Nodipecten nodosus
(Pauls & Affonso, 2000) e com C. virginica
(Wang et al. 2004). Nesses bivalves
possivelmente o0s niveis de atividade da
expressao do gene de rDNA seja variavel de
acordo com o metabolismo da célula,
alternando conforme a funcdo ou o estado do
desenvolvimento em que a célula se encontra.
Li & Havenhand (1997) colocam que a técnica
de Ag-NOR pode, em alguns casos, ndo corar
em todos as posicdes que contenham rDNA nos
Cromossomos por causa da pouca quantidade
do mesmo, sendo estes sitios somente visiveis
com a utilizagdo de FISH. Estes autores
também comentam que é muito comum que
haja heteromorfismo na expressdo da RON,
onde apenas um dos cromossomos homdlogos
é visualizado corado, fato que ndo ocorreu
neste estudo.

Thiriot-Quiévreux (2002) cita que em moluscos
bivalves a RON ocorre principalmente em
posicBes terminais, o que foi observado neste
trabalho e também por Insua & Thiriot-
Quiévreux (1991), Thiriot-Quiévreux & Insua
(1992), Li & Havenhand (1997), Leitdo et al.
(1999) e Cross et al. (2003).

Em todas as células meioticas analisadas foram
visualizados 10 bivalentes (Figura 13),
confirmando o numero dipléide encontrado nas
celulas mitoticas.

A andlise de PCA da morfometria dos
cromossomos  (Figura 10) mostra uma
separacdo entre as ostras nativas e C. gigas,
utilizada como grupo externo, corroborando os
resultados obtidos na morfometria das conchas,
em que obtivemos resultados semelhantes.
Também se observa que ndo houve
diferenciagdo entre as ostras nativas nas cinco
estacdes de coleta, permanecendo em um Unico
grupo. Deste modo podemos obter um valor
médio para visualizarmos as amostras das
estacOes (Tabela 1). Com base nestes dados
pode-se visualizar que 0s cromossomos das
ostras das cinco estacBes sdo muito semelhantes
(Figura 11).

A figura 14 mostra o resultado de uma analise
de Cluster entre as espécies citadas para o
Atlantico (Lapegue et al. 2002 e Leitdo et al.,
1999) e Caribe (Guevarra et al.,, 1996 e



Marquez, 1992). E possivel notar que a afinidade
mais proxima é entre a C. rhizophorae do México
e depois com a C. corteziensis do Caribe,
deixando as outras espécies mais distantes.

Absher (1989) realizou trabalho comparativo com
cruzamentos e formacao de larvas e determinagéo
de isoenzimas em ostras das pedras do meso e
infralitoral. Embora todos os cruzamentos tenham
formado larvas, essa autora encontrou diferencas
nas izoenzimas e sugere a existéncia de duas
espécies de ostras em Paranaguad (PR). Seguindo
esta linha de pesquisa, Christo (1999) analisou a
morfologia da prodissoconcha de 3 grupos de
ostras, as mesmas de Absher (1989) mais C.
gigas, encontrando diferengas que em seu ponto
de vista separavam o0s 3 grupos. Ignacio et al.
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Figura 11 — Caridtipo encontrado durante
0S experimentos em ostra nativa.

\J “\,

Figura 13. Cromossomos meidticos.
Barra = 5um
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(2000) retomam o trabalho de Absher (1989)
continuando a andlise de enzimas, também
encontrando evidéncias da existéncia de duas
espécies de ostras nativas. Estes autores
afirmam que a ostra do infralitoral é C.
brasiliana, e a ostra da pedra é C. rhizophorae.
A acentuada homogeniedade dos cromossomos
mantendo o mesmo numero dipl6ide (2n=20), a
mesma categoria morfolégica (m/sm) a
conservadora atividade transcricional de rDNA,
expresso  no segundo par cromossémico
sugerem que as ostras das pedras do mesolitoral
da regido da Grande Floriandpolis ndo séo C.
rhizophorae, assim sustentando a sugestdo de
Wakamatsu (1975) de se classificar as ostras
das pedras como Crassostrea brasiliana.

| — |

Figura 12. Cromossomos metafasicos
evidenciando a regido da RON (seta).
Barra = 5um
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Figura 14 — Analise de Cluster baseado no
indice de Morisita para as espécies: CG — C.
gasar, CVM — C. virginica (Canada) (Leitao et
all. 1999), CVvV - C. virginica (Venezuela),
CRV - C. rhizophorae (Venezuela) (Marquez
1992), CRM - C. rhizophorae (México), CC —
C. corteziensis (Guevara et all., 1996) e CN —
Crassostrea nativa da Grande Florianopolis.
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Tabela 1 — Valores médios com desvio padrdo dos parametros dos cromossomos para as Cinco

estacOes de coleta e grupo externo.

Cromossomo Tamar.]ho indlce . Cromossomo Tamar.]ho Indice .
Relativo Centromérico Relativo Centromerico
C. gigas 1 12,46 £ 0,07 0,451 + 0,026 S3 1 1359+045 0,466 0,020
2 11,86 + 0,05 0,487 + 0,025 2 12,00+042 0,383+0,014
3 10,96 + 0,06 0,474 + 0,040 3 1065+0,36 0,454 +0,023
4 10,48 £0,04 0,459 + 0,022 4 9,93+0,32 0,470 +0,012
5 10,28 + 0,03 0,476 + 0,013 5 9,19+0,30 0,493 +£0,009
6 9,86 +0,04 0,476 £ 0,007 6 8,84+0,29 0,472 +0,007
7 9,44+0,06 0,464 £ 0,040 7 8,64+0,49 0,411+0,021
8 9,30+0,05 0,477 £0,035 8 8,33+0,30 0,448 £0,020
9 8,68+0,06 0,472+0,028 9 8,01+0,12 0,476 £0,025
10 7,64+0,06 0,474 +0,021 10 6,59+0,18 0,438+0,014
S1 1 13,53+0,16 0,473 +0,010 S4 1 13,61+0,27 0,473%0,004
2 11,90+ 0,17 0,387 + 0,014 2 1156+054 0,378 +0,022
3 10,47 £0,37 0,451 + 0,033 3 1043+0,36 0,454 +0,020
4 9,64+025 0,468 £ 0,026 4 9,79+0,28 0,476 £0,010
5 9,43+0,16 0,499 + 0,008 5 9,22+0,16 0,494 +£0,014
6 8,890+0,09 0,477 £0,001 6 8,83+0,10 0,475 %0,006
7 8,40+0,17 0,394+ 0,038 7 8,62+0,27 0,420 £0,010
8 8,28+0,33 0,448 £ 0,022 8 8,33+0,30 0,446 £0,018
9 8,03+0,22 0,490+ 0,015 9 7,95+029 0,481 +0,018
10 7,62+0,19 0,440 £ 0,007 10 7,70+0,21 0,439 £ 0,009
S2 1 13,55+0,14 0,477 + 0,008 S5 1 1356+0,16 0,477 +0,01
2 1153+0,29 0,379 £ 0,017 2 1181+049 0,380+0,02
3 10,13+ 0,42 0,445+ 0,016 3 1027+047 0,447 %0,02
4 9,86 +0,18 0,474 +0,018 4 9,67+0,18 0,471 +0,02
5 942+0,10 0,501 +0,014 5 9,17 £ 0,22 0,487 £0,01
6 8,87+0,09 0,477 +0,009 6 8,84 +0,12 0,481 +0,01
7 8,33+0,31 0,398 £0,024 7 8,73+0,21 0,417 +£0,02
8 8,24+0,34 0,454 +0,021 8 8,17+0,30 0,458 + 0,02
9 7,98+0,16 0,480 +0,019 9 7,92 +0,23 0,479 +£0,01
10 7,63+017 0,438 +0,017 10 7,67+0,17 0,436 £0,01




RESUMO

A maricultura esta em expansdo no litoral de
Santa Catarina e 0 municipio de Floriandpolis é o
maior produtor de ostras do Brasil, onde se cultiva
a espécie japonesa Crassostrea gigas (Thunberg,
1793). Ha necessidade de estudos que auxiliem a
elucidar a identificacdo das espécies brasileiras do
género Crassostrea. O presente trabalho teve
como objetivo contribuir com a sistematica do
género, para ostras da regido da Grande
Floriandpolis. Para isso, foram coletados 50 animais
(Crassostrea sp.) em 5 pontos de coleta. Nestes
espécimes foram realizadas analises morfoldgicas e
citogenéticas, utilizando C. gigas como grupo
externo. O estudo baseado na morfologia das
conchas ndo forneceu dados suficientes para
identificacdo, somente isolou o grupo externo. As
andlises da pigmentacdo da impressdo muscular e
da conformacéo dos tentaculos da borda do manto
também ndo apresentaram dados aplicaveis para a
diferenciagdo. O estudo citogenético confirmou
que 0 numero cromossémico é 2n=20, constituido
por cromossomos metacéntricos, com o segundo
par limitrofe com submetacéntrico. O nimero
haploide (n=10) encontrado nas células mei6ticas,
confirma o nimero dipléide nas células mitoticas.
A Andlise de Componentes Principais (PCA)
agrupou as ostras nativas diferenciando de C.
gigas, mantendo-as muito proximas entre si.
Através de andlise de Cluster englobando as
espécies descritas para o Atlantico Sul e Caribe,
foi possivel aproximar Crassostrea sp. de C.
rhizophorae (Guilding, 1828), porém, sem poder
afirmar que sejam a mesma espécie. Os sitios
ativos nas regides organizadoras de nucléolos
foram evidenciados na posicdo telomérica dos
bracos longos nos cromossomos 3 e 4. Este estudo
sugere a aplicacdo do nome Crassostrea
brasiliana (Lamark, 1819) para a ostra do
mesolitoral da Grande Floriandpolis.
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