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Adequacdo da técnica para obtencdo de metifases e niimero cromossomico de Ucides
cordatus Linnaeus (Crustaceae, Brachyura, Ocypodidae)

Flavia Aparecida Ortolani'; Marcia Fiorese Mataqueiro'; José Roberto Moro' e Marcelo Antonio Amaro Pinheiro’

RESUMO

O caranguejo Ucides cordatus é uma espécie comum do ecossistema manguezal e pode ser
encontrado em ambientes estuarianos. Por apresentar grande porte na fase adulta é utilizado como
fonte de alimentacdo em vdrias regides brasileiras, possuindo importancia econdmica. O nimero
cromossOmico dessa espécie, conhecida popularmente como caranguejo-ucd, foi determinado
utilizando-se tecidos gonadais de 14 exemplares machos, coletados préximos a Barra de Icapara,
Iguape, Sao Paulo, Brasil. Nos animais com largura cefalotoricica (LC) igual ou maior que 53 mm
foi possivel observar metafases meidticas e mitdticas. O uso de colchicina 2 pg/g a 28°C por sete
horas possibilitou melhor condensagdo e separacdo cromossdmica. Das trés regides analisadas, os
lobos anteriores foram os mais adequados a obteng¢do de metifases. A espécie Ucides cordatus
Linnaeus possui n = 44 e 2n = 88 cromossomos com comprimento médio de 1,90 um = 0,21 e
amplitude variando de 0,59 pum até 5,27 um. Esses resultados fornecem suporte a um melhor
entendimento da citogenética de Brachyuros podendo subsidiar estudos de taxonomia e de
manipulagcdo cromossdmica.

Palavras-chave: Citogenética, meiose, mitose.

Technique adaptation for obtaining of metaphases and chromosome number of
Ucides cordatus Linnaeus (Crustaceae, Brachyura, Ocypodidae)

ABSTRACT

Crab Ucides cordatus is one of the commonest species in the mangrove ecosystem and can be found
in estuarial ambient. For presenting great size in adult phase it is used as food in several Brazilian
areas, having economic importance. The chromosome number of that species, popularly known as
“crab-ucd”, was determined using gonadal tissue of 14 male specimens, collected in mangrove
forest at Iguape, Sdo Paulo, Brazil. In the animals with cephalotoracic width (LC) equal or larger
than 53 mm was possible to observe meiotic and mitotic metaphases. The use of colchicine 2 ug/g
in 28°C for seven hours provided a better chromosome condensation and separation. The specie
Ucides cordatus Linnaeus showed n = 44 and 2n = 88 chromosomes with general length average of
1.90 um + 0.21 and amplitude varying between 0.59 um and 5.27 um. These results support to a
better understanding of Brachyuros cytogenetic and can subsidize taxonomic and chromosome
manipulation studies.

Key words: Cytogenetic, meiosis, mitosis.
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1- INTRODUCAO

Ucides cordatus Linnaeus, popularmente
conhecido como caranguejo-u¢d, é uma espécie
da familia Ocipodidae e, estd amplamente
distribuida na costa do Atlantico Ocidental,
entre 25°N e 27°S (MELO, 1996). E um
caranguejo  semi-terrestre que vive em
manguezais dentro de galerias escavadas no
sedimento lodoso, com profundidade de até 1,50
m, exibe hdbitos noturnos e € fitéfago
alimentando-se de folhas senescentes em
decomposi¢ao (ALCANTARA FILHO, 1978;
NASCIMENTO, 1993; PINHEIRO &
FISCARELLI, 2001). Tem uma importante
funcdo ecoldgica na reciclagem de nutrientes no
estuario (KOCK, 1999), sendo igualmente
utilizado na alimentagdo humana (FAUSTO
FILHO, 1968), pois, no Brasil, a captura desses
animais € uma das atividades mais antigas de
extrativismo nos manguezais € muitas
comunidades ainda sobrevivem dessa pratica
(GEO BRASIL, 2002), sendo que a exploracao
desta espécie € realizada durante o ano todo
(PASSOS & DI BENEDITTO, 2005).

Segundo Mantelatto & Fransozo (1996)
a maturidade sexual pode ser observada por
meio de mudangas nos individuos imaturos que
deixam essa condi¢do e passam a produzir
gametas. A avaliagio do tamanho dos
individuos no momento em que atingem a
maturidade tem sido feita de vdrias formas,
baseando-se em andlises morfoldgicas como:
crescimento relativo, maturidade fisioldgica,
observagdes macroscopicas das gonadas e
observagdes comportamentais (LIMA &
OSHIRO, 2006). Estudos feitos por Pinheiro &
Fiscarelli (2001) concluiram que o inicio da
maturidade sexual da espécie Ucides cordatus
di-se quando o animal apresenta largura
cefalotorédcica superior a 53 mm. Assim, todo e
qualquer estudo relacionado a andlise de
cromossomos, nos tecidos gonadais dessa
espécie, deve levar em consideragdo esse dado
que dita, nos machos, o inicio do processo de
espermatogénese.

Os estudos citogenéticos podem atuar

como importante instrumento auxiliar na
identificacdo  taxonOmica de  espécies,
particularmente, nos casos onde  as

caracteristicas fenotipicas, ndo sdo suficientes

para determinar a classificacdo da espécie e,
geralmente, permitem esclarecer 0s
fundamentos citolégicos e genéticos da
variabilidade (MARTINEZ, 1976).

Na literatura, o nimero de relatos sobre
as estruturas cromossdmicas dos crustidceos &
significativamente menor quando comparado
com outros artropodes, especialmente os insetos
(SALEMAA, 1979). Por muitos anos, os
estudos relacionados aos cromossomos desse
grupo atrairam a atencdo de poucos
pesquisadores, sobretudo porque os Brachyuros
sdo caracterizados por um elevado nuimero
cromossdmico (WHITE, 1973), sendo que a
maioria desses cromossomos € pequeno, 0 que
dificulta a visualizagdo do centrdmero
(TRENTINI et al., 1992) e, conseqiientemente,
a observacdo de um par cromossdomico em
particular.

Embora alguns artigos descrevam
métodos para a obten¢do de metédfases dentro da
Infra-ordem Brachyura (SALEMAA, 1979;
1986; JUSTO et al., 1991; CHOW et al., 1990;
THIRIOT-QUIEVREUX & CUZIN-ROUDY,
1995; THIRIOT-QUIEVREUX et al., 1998),
ainda é necessdrio executar alguns ajustes para a
determinagdo do numero cromossomico do
caranguejo-ucd, pois esta  espécie €
citogeneticamente desconhecida.

Além de adequar a técnica para a
obtencdo de metdfases objetivou-se, com este
estudo, determinar os ndmeros cromossOmicos
meidtico e mitdtico, bem como a biometria
cromossomica em Ucides cordatus (Linnaeus)
visando um melhor entendimento da
citogenética dentro do grupo dos Brachyuros e
fornecer subsidios para estudos taxondmicos.

2 - MATERIAL E METODOS

Utilizou-se 14 espécimes de machos
Ucides cordatus (Linnaeus) que foram coletados
em areas de mangue, proximas a Barra de
Icapara, Iguape (SP), Brasil. Esses exemplares
foram mantidos em caixas plasticas com agua
salobra (15%c), sendo em seguida transferidos
para o laboratério onde a largura cefalotoracica
(LC) foi medida com o auxilio de paquimetro
(0,05 mm) e o peso total de cada animal obtido
em balancga de precisdo (0,01 g).
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Para a determinagcdo do ndmero
cromossdmico foi injetada solu¢do antimitética
na membrana de articulagdo entre o isquio e o
mero dos quelipodos. A solucdo salina estoque
foi preparada utilizando-se 5 mg de colchicina,
90 mg de NaCl e 10 ml de dgua. O volume
injetado em cada animal foi determinado pela
formula VI = (PA x 2)/500, onde VI = volume
injetado e PA = peso do animal. Apds a inje¢ao,
os caranguejos foram devolvidos as caixas
plésticas, onde permaneceram sob aeracdo a
temperatura de 28°C, controlada por um
termostato com aquecedor. Apds choque
térmico em dgua gelada (10°C), cada espécime
foi dessecado e suas gonadas foram removidas.
Fragmentos dos lobos gonadais anterior,
intermedidrio e posterior foram separados e
encubados em solu¢do hipotdonica de KCI
(0,01M) por 4 minutos a 25°C. Posteriormente,
foram fixadas em solucdo Carnoy (3 etanol : 1
acido acético glacial) e mantidas no refrigerador
a 4°C. O material cortado em fragmentos com
cerca de 2 mm, foi macerado em acido acético
45% em lamina escavada e gotejado sobre as
laminas utilizando-se uma pipeta automdtica
fixada em um suporte universal. Apds secagem,
as laminas foram coradas em solucdo Giemsa
2% por sete minutos e convertidas em laminas
permanentes utilizando balsamo do Canada.

A técnica aqui utilizada foi baseada em
Justo et al. (1991), inicialmente, descrita para o
lagostim  Macrobrachium  rosenbergii. No
entanto, foram necessdrias algumas adequacdes
para ajusta-la para a espécie U. cordatus. As
modificagcdes foram feitas nos quesitos:
tamanho dos espécimes (sete animais com LC >
53 mm e sete animais com LC < 53 mm),
concentracdo de colchicina (1 e 2 ug/g), tempo
de agdo da colchicina (3, 5 e 7 horas), por¢cdo
gonadal (anterior, intermédidria e posterior) e
altura de gotejamento (40 ou 50 cm).

A observacdo das laminas foi realizada
em microscopio ZEISS com aumento de até
1000x. Para a contagem dos cromossomos
foram analisadas 50 metdfases no total e esse
procedimento foi auxiliado pelo sistema de
imagem IKAROS (Metasystems). A biometria
cromossOmica foi efetuada com o programa KS-
300, versio 2.02 da Kontron Elektronik,
utilizando-se 8 metédfases. Os comprimentos
cromossdmicos médios e seus respectivos
desvios-padrao foram obtidos com a utilizagdo
do programa Excel (Microsoft).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Das laminas que apresentaram boas
metafases para contagem, 78% delas foram
provenientes de caranguejos que possuiam LC >
53 mm. Ja nos animais que possuiam largura
inferior a 53 mm, esse indice foi menor (22%).
Além disso, ndao foram observadas células
hapldides neste dltimo grupo. Esses resultados
fornecem suporte aos dados publicados por
Pinheiro & Ficarelli (2001) em que os autores
descrevem que o inicio da maturidade sexual
di-se quando um individuo apresenta largura
cefalotordcica superior a 53 mm. E justamente
neste periodo que inicia-se a producdo de
gametas.

A melhor condensacdo e visualizacio
dos cromossomos foram obtidas com o uso de
colchicina 2 pug/g durante sete horas.

Na porc¢ao anterior do lobo gonadal foi
encontrado um maior nimero de metéifases. A
altura do gotejamento de 50 cm apresentou
maior efici€éncia no rompimento das membranas
celulares (84,13%) quando comparada com a
altura de 40 cm (57,21%), permitindo o
adequado espalhamento dos cromossomos sobre
as laminas (Tabela 1).

Tabela 1. Eficiéncia dos tratamentos na obtencdo de metifases para Ucides cordatus (caranguejo-ucd).

Tratamento Categoria Total de 1aminas Laminas com Eficiéncia
preparadas (LP) metafases (LM) n,x100/n,
m % np % %
Altura do gotejamento 40 222 39,93 127 31,13 57,21
(cm) 50 334 60,07 281 68,87 84,13
Total 556 100 408 100 -
Lobo gonadal anterior 294 52,88 266 95,68 90,48
intermediario 107 19,24 7 2,52 6,54
posterior 155 27,88 5 1,8 3,23
Total 556 100 278 100 -
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De acordo com Chow et al. (1990), o
maior numero de metdfases estd na regido
anterior porque, durante o processo reprodutivo,
as porgcdes gonadais apresentam diferentes
estagios de maturacdo, ou seja, a maturagdo das
células espermatogénicas estd relacionada com
uma regido gonadal. Sendo assim, a regido
anterior apresenta um maior nimero inicial de
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células em divisdo por estar mais proxima ao
testiculo.

A maioria das metdfases mitéticas
apresentou 2n = 88 cromossomos (Figura 1). O
tamanho médio geral dos cromossomos
mitéticos € de 1,90 um + 0,21 com amplitude
variando de 0,59 pm até 5,27 pm (Tabela 2).
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Figura 1. Metiafase mitética de Ucides cordatus
Linnaeus exibindo 88 cromossomos. Barra de 5,0 um.

Tabela 2. Valores do comprimento total dos cromossomos de metifases mitdticas de Ucides cordatus Linnaeus.

Par Par Par
Cromossomico *CM o Cromossdémico *CM c Cromossomico *CM c
1 4,30 0,97 16 2,15 0,36 31 1,28 0,14
4,07 0,99 2,10 0,33 1,28 0,14
2 3,95 1,01 17 2,06 0,35 32 1,27 0,14
3,82 0,86 1,99 0,37 1,24 0,17
3 3,63 0,76 18 1,95 0,35 33 1,23 0,15
3,54 0,77 1,89 0,32 1,23 0,16
4 3,45 0,75 19 1,86 0,32 34 1,23 0,15
3,26 0,49 1,82 0,35 1,22 0,15
5 3,18 0,45 20 1,79 0,33 35 1,16 0,10
3,16 0,45 1,76 0,35 1,16 0,11
6 3,07 0,43 21 1,72 0,34 36 1,14 0,10
3,01 0,39 1,68 0,28 1,14 0,11
7 293 043 22 1,65 0,30 37 1,11 0,12
290 042 1,60 0,23 1,11 0,13
8 2,88 0,42 23 1,57 0,23 38 1,04 0,11
2,86 041 1,56 0,23 1,02 0,11
9 2,82 042 24 1,53 0,21 39 099 0,12
2,79 043 1,52 0,22 0,99 0,13
10 2,75 042 25 1,49 0,22 40 099 0,13
2,71 042 1,48 0,20 097 0,14
11 2,63 048 26 1,47 0,18 41 096 0,15
2,60 045 1,45 0,20 091 0,12
12 2,55 042 27 1,45 0,20 42 0,85 0,15
249 040 1,43 0,17 0,85 0,15
13 2,44 0,39 28 1,43 0,17 43 0,80 0,14
2,36 0,33 1,38 0,17 0,80 0,14
14 2,32 0,35 29 1,38 0,15 44 0,73 0,12
2,27 040 1,35 0,14 0,65 0,06
15 2,25 0,37 30 1,33 0,13
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2,18 0,35

1,31 0,15

Tamanho médio dos cromossomos (um)
Desvio-padrao médio

1,90
0,21

*CM = comprimento médio dos cromossomos (um); ¢ = desvio-padrao.

As metafases meidticas, geralmente,
mostraram n = 44 cromossomos (Figura 2).

Figura 2. Metéafase meiotica de Ucides cordatus Linnaeus
exibindo 44 cromossomos. Barra de 5,0 um.

Tanto na meiose quanto na mitose foi
observado uma ampla variacdo na contagem do
nimero cromossdmico havendo células que
possuiam 2n = 85, 88, 90, 92, 101 ou 105
cromossomos (Figura 3) e n = 36, 37, 40, 42,
44, 50 ou 52 cromossomos (Figura 4).
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Figura 3. Variacio do ndmero cromossomico
dipléide (2n) encontrado nas gonadas de Ucides
cordatus Linnaeus.
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Figura 4. Variacdo do nimero cromossdmico hapléide

(n) encontrado nas gdénadas de Ucides cordatus
Linnaeus.

Na infra-ordem Brachyura ndo hi um
nimero  bdsico  hapléide  predominante.
Conforme White (1973) esse ndmero pode
variar de n = 27-60 cromossomos. Trentini et al.
(1992) definiram o nimero cromossdmico para
as espécies Carcinus mediterraneus (2n = 88; n
= 44) com biometria variando de 0,7 até 2,0 pm.
Segundo 0s autores, geralmente, 0s
cromossomos sao pequenos impossibilitando a
classificacdo dos mesmos baseado no indice
centromérico. Esse relato € semelhante ao
encontrado no presente trabalho para a espécie
Ucides cordatus, com excecdo de que o
caranguejo-ucd  pode apresentar  tanto
Cromossomos maiores quanto menores quando
comparado ao C. mediterraneus.

Na literatura, alguns trabalhos relatam o
alto ndmero cromossdmico em crusticeos:
Liocarcinus maculatus com 2n = 80 e n = 40
(TRENTINI et al., 1992), isépodos como Idotea
bdltica Pallas e Idotea chelipes Pallas
apresentam 2n = 58 cromossomos. Algumas
espécies dos generos Mysis e Praunus sp
possuem 2n = 90-100 cromossomos
(SALEMAA, 1986). De acordo com Chow et al.
(1990), alguns crustidceos do género Penaeus
também apresentam n = 44 cromossomos.

Justo et al. (1991) também encontraram
essa variacdo quando pesquisaram a cariologia
do lagostim de &4gua doce Macrobrachium
rosenbergii. Esta espécie apresentou 2n = 102,
106, 110, 114 ou 118 e n =53, 56, 59, 62 ou 65.
Essa contagem erronea pode ser explicada pelo
alto nimero de cromossomos € O pequeno
tamanho dos mesmos. Além disso, as
sobreposicoes cromossdmicas e a falta de
visualizagdo dos centrOmeros em alguns
cromossomos dificultam a exata contagem
cromossOmica em algumas metafases, bem
como o reconhecimento de um par
cromossdmico em particular. Segundo esses
autores os machos de M. rosenbergii possuem
2n =118 e n = 59 cromossomos.
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4 - CONCLUSAO

Além do interesse teodrico-cientifico, as
informagdes  citogenéticas  obtidas  nesse
trabalho, contribuem para um  melhor
entendimento das diferencas citotaxondmicas
encontradas em crustidceos e fornecem suporte
para estudos de genealogia e taxonomia em U.
cordatus. Também podem atuar como
embasamento para futuras pesquisas de
manipulacdo dos cromossomos, bem como a
producdo de progénie hibrida para fins
comerciais, sendo de interesse  para
citogeneticistas, taxonomistas e melhoristas.
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