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RESUMO

Ostras do género Crassostrea apresentam vasta
distribui¢do territorial e tém grande importancia
econdmica em virtude do seu valor nutricional. O
substrato de fixagdo é um dos fatores relevantes
para estes bivalves, pois suas larvas s6 podem se
desenvolver apds encontrar um meio adequado
para dar inicio a sua metamorfose e virar um or-
ganismo adulto. A classificagdo taxondémica das
ostras do género Crasssostrea do Atlantico ainda
se demonstra confusa, justificando a necessidade
em pesquisas nesta area. O presente artigo reali-
zou a identificacdo molecular de ostras da costa do
estado do Maranhdo e investigou os substratos de
fixagdo destes moluscos. Ostras adultas foram co-
letadas em ambientes diferentes de trés municipios
maranhenses (S3o0 José de Ribamar, Primeira Cruz
e Tutéia) e identificadas por meio da técnica de PCR
Multiplex, utilizando como marcadores molecula-
res os genes COl e ITS1. As espécies Crassostrea
rhizophorae e Crassostrea gasar foram identifica-
das nos dois pontos de coleta em S&o José de Ri-
bamar, coexistindo tanto em ambiente de mangue
como substrato rochoso. Nos municipios de Primei-
ra Cruz e Tutéia, foi encontrada apenas a espécie
Crassostrea gasar, em manguezal e material rocho-
so, respectivamente. A PCR Multiplex demonstrou-
-se promissora para a identificacdo de espécies de
ostras com semelhangas morfoldgicas e nativas do
litoral do Maranh&o, podendo contribuir no monito-
ramento, entendimento da distribuicdo e defini¢do
de estratégias de conservagdo destes bivalves na
costa do Brasil. A espécie C. gasaré bem distribuida
na costa maranhense, com ocorréncia em todos os
pontos avaliados e em diferentes substratos.
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ABSTRACT

Oysters of the genus Crassostrea have a vast territorial distribution and are of great economic impor-
tance due to their nutritional value. The attachment substrate is one of the relevant factors for these
bivalves, as their larvae can only develop after finding a suitable environment to begin their metamor-
phosis and become an adult organism. The taxonomic classification of Atlantic oysters of the genus
Crasssostreais still confusing, justifying the need for research in this area. This article carried out the
molecular identification of oysters from the coast of the state of Maranhdo and investigated the subs-
trates on which these molluscs are attached. Adult oysters were collected in different environments
from three municipalities in Maranh&o (S3o José de Ribamar, Primeira Cruz and Tutéia) and identified
by Multiplex PCR, using the COl and ITS1 genes as molecular markers. The species Crassostrea rhi-
zophorae and Crassostrea gasar were identified at the two collection points in Sdo José de Ribamar,
coexisting in both mangrove and rocky substrate. In the municipalities of Primeira Cruz and Tutéia,
only the species Crassostrea gasarwas found, in mangrove and rocky material, respectively. Multiplex
PCR has shown promise for identifying oyster species with morphological similarities and native to
the coast of Maranh&o, and can contribute to monitoring, understanding the distribution and defi-
ning conservation strategies for these bivalves on the coast of Brazil. The species C. gasaris well
distributed on the coast of Maranhao, occurring in all points evaluated and on different substrates.
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RESUMEN

Las ostras del género Crassostreatienen una amplia distribucién territorial y son de gran importancia
econdémica por su valor nutricional. El sustrato de fijacidon es uno de los factores relevantes para estos
bivalvos, ya que sus larvas solo pueden desarrollarse después de encontrar un ambiente adecuado
para comenzar su metamorfosis y convertirse en un organismo adulto. La clasificacién taxonémica
de las ostras atlanticas del género Crasssostreasigue siendo confusa, lo que justifica la necesidad de
realizar investigaciones en este dmbito. Este articulo realizé la identificacién molecular de ostras de
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la costa del estado de Maranh&o e investigd los sustratos sobre los que se adhieren estos moluscos.
Se recolectaron ostras adultas en diferentes ambientes de tres municipios de Maranh3o (S3o0 José de
Ribamar, Primeira Cruz y Tutéia) y se identificaron mediante la técnica de PCR Multiplex, utilizando
los genes COl e ITS1 como marcadores moleculares. En los dos puntos de recoleccién de Séo José de
Ribamar fueron identificadas las especies Crassostrea rhizophoraey Crassostrea gasar, coexistiendo
tanto en ambientes de manglar como en sustrato rocoso. En los municipios de Primeira Cruz y Tutéia
solo se encontré la especie Crassostrea gasar, en manglares y material rocoso, respectivamente. La
PCR multiplex se ha mostrado prometedora para identificar especies de ostras con similitudes mor-
folégicas y nativas de la costa de Maranhdo, y puede contribuir al seguimiento, la comprensién de la
distribucion y la definicién de estrategias de conservacién para estos bivalvos en la costa de Brasil.
La especie C. gasaresta bien distribuida en la costa de Maranhao, presentandose en todos los puntos
evaluados y en diferentes sustratos.

PALABRAS CLAVE

Bivalvos. Ostreidae. Taxonomia molecular. Habitat. Costa de Maranhao.

1INTRODUGAO

Bivalvia, conhecida também como Pelecypoda ou Lamellibranchia e considerada a sequnda maior
classe de moluscos depois dos Gastropoda, retine cerca de 6.000 espécies, que vivem tanto em an-
dares bénticos como em todos os tipos de ambientes marinhos (RODRIGUES et al., 2013; ARAUJO;
JONG, 2015). Os bivalves sdo organismos filtradores, com simetria bilateral e corpo coberto por duas
valvas unidas por um ligamento flexivel denominado de charneira, sendo representados pelos maris-
cos, mexilhdes e ostras (D"AVILA; RESENDE, 2016).

As ostras pertencem a ordem Ostreoida (Férussac, 1822) e familia Ostreidae (Rafinesque, 1815),
apresentam intima relagcdo com as condicGes especificas do seu ambiente de ocorréncia e tém uma
vasta distribuicdo geografica (ALMEIDA et al., 2014). No Brasil, as ostras consideradas de grande
importancia econémica, em virtude do seu valor nutricional, sdo as do género Crassostrea, as quais
estdo presentes ao longo do litoral (ERSE; BERNARDES, 2008).

Ostras do género Crassostrea com ocorréncia natural no litoral brasileiro sdo as espécies Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828) e Crassostrea gasar (Adanson, 1757), sinonimia de Crassostrea brasiliana
(MELO et al., 2010). Estes bivalves tém similaridade morfoldgica, consistem em importante fonte de renda
para comunidades extrativistas e sdo cultivadas em diferentes localidades, podendo coexistir durante o es-
tagio imaturo no mesmo ambiente, fator que dificulta a identificacdo taxondmica (ALMEIDA et al., 2014).

As espécies C. rhizophorae e C. gasartém certas preferéncias por substratos. A literatura relata que
as ostras C. rhizophorae vivem na regido de entre-marés, presas a substratos consolidados como rochas
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e, como o préprio nome sugere, nos ambientes de manguezais, fixas em rafzes aéreas das arvores do
mangue vermelho (Rhizophora mangle), sendo consideradas como indicadoras de contaminacao, pois
pode revelar a presenca/concentracdo de alguns compostos bionocivos na dgua (RI0S, 1994; SANTANA;
MEDEIROS, 2020). A espécie C. gasar tem como habitat tipico regides de mangue, nas quais estd fixa
preferencialmente em rochas e também em raizes do mangue (VARELA et al., 2007).

No estado do Maranh&o, existe uma grande diversidade morfolégica e de habitats das ostras na-
tivas. No estudo de Lopes et al. (2018), que foi realizado em sete municipios do litoral maranhense
(Carutapera, Cururupu, Sdo José de Ribamar, Pago do Lumiar, Raposa, Primeira Cruz e Tutéia) e iden-
tificou as ostras coletadas utilizando o gene COI, observou-se a presenca de C. gasar e C. rhizophorae
no mesmo substrato (mangue e rochas) em dois municipios localizados no Golfdo Maranhense.

Identificagdo das espécies de ostras é de suma importancia para melhorar o seu cultivo em cada
regido de ocorréncia e pode ser facilitada por meio do emprego de métodos moleculares, visto que a
identificacdo morfolégica é insuficiente (VARELA ef al., 2007). Os estudos de taxonomia molecular
de ostras permitem o conhecimento da distribuicdo geografica das espécies nativas e o seu monito-
ramento, tanto no habitat como em areas de cultivo (MELO et al., 2010).

A PCR multiplex é uma reacdo de amplificacdo desenhada para detectar multiplas sequéncias-
-alvo numa mesma amostra, permitindo que as espécies de estudo sejam identificadas por meio da
comparagao dos tamanhos dos fragmentos obtidos. Esta técnica tem sido empregada para identifi-
cagdo rapida, simples e eficaz de espécies de Crassostrea da costa brasileira, utilizando-se como
marcadores moleculares os genes citrocromo C oxidase subunidade | e 0 espacador interno transcrito
1 (ITS1) do DNA ribossémico (MELO et al., 2013), e demonstrou ser uma ferramenta promissora para
programas de aquicultura ou conservacdo (LUDWIG et al., 2011).

O presente artigo, considerando a diversidade morfoldgica das ostras nativas do Maranh&o, assim
como a importancia da correta identificagdo especifica desses moluscos bivalves para o seu moni-
toramento, conservagdo e cultivo, teve como objetivo identificar as espécies de ostras presentes no
litoral maranhense por meio da técnica PCR Multiplex, utilizando duas regides do DNA (COI e ITS1).
Além disso, a distribuicdo geografica e o substrato de fixagcdo das ostras foram investigados.

2. METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

Os espécimes de ostra foram coletados em trés pontos do litoral maranhense, sendo um ponto
localizado no municipio de Sdo0 José de Ribamar (2°33°58.911”S e 44°3'23.519”W), pertencente a Ilha
do Maranhdo, e os outros dois no interior do Estado, nos municipios de Primeira Cruz (2°25'18.3"S e
43°25’01.1"W) e Tutdia (2°76'899”S e 42°26°833”W) (Figura 1).
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Figura 1 - Localizagdo dos pontos de coleta das espécies de ostra Crassostrea
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Fonte: Dados da pesquisa.

2.2 AMOSTRAS COLETADAS

As ostras estudadas foram coletadas em diferentes substratos, entre os anos de 2015 e 2016 e
utilizando ferramentas como espatulas, canivetes ou facas para sua remocao do substrato. Em se-
guida, de cada espécime coletado foi retirado um fragmento de tecido muscular, que foi conservado
com etanol a 100% em tubos de eppendorf, os quais foram armazenados em freezer (-20°C) até o mo-
mento de isolamento do material genético. Estas amostras de tecido foram depositadas na Colegado
de Tecidos e DNA da Fauna Maranhense (COFAUMA) da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA).

2.3 ANALISES MOLECULARES

Aidentificagdo molecular de diferentes espécies de ostras do litoral do Maranhao foi realizada por
meio da andlise de sequéncias de nucleotideos dos sequintes genes: gene mitocondrial citrocromo C
oxidase subunidade | e o espagador interno transcrito 1 (ITS1) do DNA ribossémico.

2.3.1EXTRACAO DE DNA

0O DNA gendmico foi extraido dos tecidos musculares dos espécimes estudados, utilizando o pro-
tocolo rapido de extragdo, com precipitacdo por cloreto de sédio e concentragdo a 5M. Os tecidos fo-
ram macerados, colocados em eppendorf e lavados 3 vezes com 1 ml (1.000 uL) de STE gelado. Foram
adicionados 550 pL de tampdo de lise e 11 pL de proteinase K. Os materiais ficaram em termobloco a
55°C por 3 horas e depois foi adicionado 350 pL de NaCl 5M.

As solucdes foram agitadas em vértex por 15 segundos e centrifugadas por 30 minutos a 13000 rpm.
Os sobrenadantes foram divididos em 2 aliquotas com 450 L e foi adicionado 900 pL de etanol absoluto
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gelado. As amostras bioldgicas foram incubadas durante duas horas a -20°C e, posteriormente, foram
centrifugadas por 30 minutos a 13000 rpm. Os sobrenadantes foram descartados, os pellets foram la-
vados duas vezes com 1 mL de etanol 70% e centrifugados a 6000 rpm por 5 minutos. Em sequida, os
pellets extraidos foram secados na estufa a 37°C e ressuspendidos com 25uL de tamp&o TE 1X.

2.3.2 ELETROFORESE

A verificacdo da eficacia da extracéo e da qualidade do material extraido foi realizada por meio do
método de eletroforese. As amostras de DNA foram submetidas a uma corrida em eletroforese hori-
zontal a 90MV em 20 minutos, utilizando gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (Sigma). A
presenca e a definicdo de bandas do DNA no gel foram observadas e fotografadas em transiluminador
com luz ultravioleta (UV). A integridade das amostras extraidas foi indicada pela formacao de bandas
bem definidas e com pouco ou nenhum rastro no gel de corrida.

2.3.3 PCR MULTIPLEX

A Reacdo em Cadeia da Polimerase Multiplex foi realizada utilizando duas regides do DNA (COI
e ITS1), para a amplificacdo dos fragmentos alvos e identificacdo de espécies de ostras do género
Crassostrea obtidas no litoral do Maranhao.

Esta técnica identifica quatro espécies de ostras do género Crassostrea (C. gasar, C. rhizophorae,
Crassostrea sp. canela e C. gigas). Para obtencdo de fragmentos do gene COI, foram utilizados os
primers universais HCO (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) e LCO (5’-GCTCAACAAATCATAAA-
GATATTGG-3’), descritos por Folmer et. al. (1994). Para amplificar a regido COIl em C. rhizophorae, foi
empregado o primer LCOINTCrh (5’-GCT ACCGGGGTCGTTATTACTC-3’) e COl para C. gigas o iniciador
LCOINTCgi (5*-CTTGCAATTCTAAGCCTTCACC-3’).

Para obter fragmentos ITS de C. gasar e Crassostrea sp. Canela, foram utilizados um par de pri-
mers (ITS1F 5-AAA AAGCTTTTGTACACACCGCCCGTCGC-3 e ITS1IR 5-AGCTTGCTGCGTTCTTCATC-
GA-3’), empregados por Melo et al. (2013). Os padrdes de bandas que caracterizam cada espécie so:
C. rhizophorae - 2 bandas (377 pb para a regido COl e 718 pb para ITS1); C. gigas - 2 bandas (236 pb
para COl e 718 pb para ITS1); C. gasar- uma banda (718 pb para a regido ITS1) e Crassostrea sp. Ca-
nela - uma banda (621 pb para a regido ITS1) (Melo et al., 2013).

As condicoes de amplificagdo dos genes alvos foram: desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos;
anelamento por 40 ciclos (1 minuto a 94°C; 1 minuto a 60°C e 2 minutos a 72°C); e extens&o final por
7 minutos a 72°C. As reagdes foram realizadas em termociclador. Os produtos da PCR foram poste-
riormente separados mediante eletroforese horizontal a 90MV em 80 minutos em gel de agarose 1%
contendo 1 pg/mL de brometo de etideo (Sigma) e visualizados em transiluminador ultravioleta.

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

No total, foram amplificadas 60 amostras de ostras do género Crassostrea. As ostras do municipio
de S&o José de Ribamar com fragmentos amplificados foram encontradas tanto em ambiente rochoso
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como no mangue, enquanto as de Primeira Cruz e Tutdia com amostras amplificadas foram obtidas
em manguezal e em pedra, respectivamente. Os resultados obtidos estdo evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de amostras de ostras Crassostrea do litoral maranhense amplificadas por
meio da PCR Multiplex por localidade e substrato de fixagdo

Espécies de ostra
Localidade Ambiente Nl::‘nes:t: de
Crassostrea amostras
Crassostrea gasar .
rhizophorae
Pedra 09 06 15
Sé&o José de Ribamar
Mangue 11 04 15
Primeira Cruz Mangue 15 0 15
Tutdia Pedra 15 0 15
Total - 50 10 60

Fonte: Dados da pesquisa

A técnica PCR Multiplex permitiu a identificagdo de duas espécies de ostras presentes no litoral
maranhense: C. rhizophoraee C. gasar. A ocorréncia destas ostras na costa do Maranhdo ja havia sido
relatada no estudo de Varela et al. (2007). Notou-se que em Sdo José de Ribamar ha coexisténcia das
duas espécies tanto em ambiente de mangue como substrato rochoso (Tabela 1). A ocorréncia de C.
rhizophoraee C. gasarnesses substratos, que sdo ambientes totalmente divergentes, pode ter sido in-
fluenciada pela disponibilidade de alimento, uma vez que este fator ambiental é de suma importancia
para estabelecimento e desenvolvimento da espécie em uma determinada area.

No municipio de Sdo José de Ribamar, foram obtidos dois padrdes de banda: o de banda Unica
caracteristico de C. gasare outro de banda dupla, tipico da espécie C. rhizophorae. Nos municipios
de Primeira Cruz e Tutéia, foi constatada a existéncia de apenas C. gasar, uma vez que se observou
somente uma banda, resultante da amplificag&o da regido ITS1 (Figura 2).
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Figura 2 - Padrdes de bandas de Crassostrea gasar e Crassostrea rhizophorae presentes nos munici-
pios de S&o José de Ribamar, Primeira Cruz e Tut6ia, Maranhdo, Brasil

Linha A- Ladder (50 pb); linha B- C. gasar coletada em ambiente de pedra no municipio de S&o José
de Ribamar; linha C- C. gasar coletada em ambiente de mangue no municipio de Sdo José de Ribamar;
linha D- C. rhizophorae coletada em substrato rochoso no municipio de Sdo José de Ribamar; linha
E- C. rhizophorae coletada em ambiente de mangue no municipio de Sdo José de Ribamar; linhas F,
G, H- C. gasar coletada em material rochoso no municipio de Tutéia e linhas I, J- C. gasar coletada em
ambiente de mangue no municipio de Primeira Cruz.

Fonte: Dados da pesquisa.

A presenca de C. rhizophorae e C. gasar coabitando o mesmo ambiente vai contra as afirmacgdes
citadas por Christo (2006) e Alves (2004). Para estes autores, a espécie C. gasarocorre na regido entre
marés (zona exposta ao ar em maré-baixa) e C. rhizophorae vive no infralitoral (zona submersa). Por
outro lado, a coexisténcia destas duas espécies em um mesmo local foi evidenciada no estudo reali-
zado na Bafa de Guaratuba, no estado do Parana (CASTILHO-WESTPHAL, 2012).

Segundo Nascimento (1983), a espécie C. rhizophorae, conhecida popularmente como “ostra do
mangue”, por estar fixada em rafzes aéreas de plantas do mangue (Rhizophora mangle), é encon-
trada desde as zonas estuarinas de baixa salinidade. Sua distribui¢do geografica vai do municipio
de Fortim (Ceard) até a regido sul do Brasil. No estado do Maranhdo, a ostra C. rhizophorae pode ter
sido trazida por meio das correntes oceanicas ou pelo transporte de bivalves por meio de incrusta-
¢do nos cascos de embarcagdes e das aguas de lastro dos navios que atracam no Porto do Itaqui,
localizado no litoral de Sdo Luis, Maranhdo.

A espécie C. gasar é transatlantica, com ocorréncia na Africa e América do Sul, sendo que neste
altimo continente distribui-se da Guiana Francesa até o Brasil (LAPEGUE et al., 2002; VARELA et al.,
2007). Esta ostra nativa é encontrada em manguezais, apresenta crescimento rapido e sua repro-
ducdo sofre influéncia de diversas varidveis ambientais ao longo do litoral brasileiro (VARELA et al.,
2007; SUPLICY, 2022). E produzida nas regides Norte e Nordeste do pafs, podendo ser cultivada e se
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desenvolver em ambientes marinhos ou estuarinos, pois tolera uma grande faixa de salinidade (FUNO
etal., 2015; FAUSTINO et al., 2021).

Em relacdo as espécies C. gigas e Crassostrea sp. Canela, ndo foram observados padrdes de ban-
das de DNA especificos para estes organismos nas amplificagdes da PCR Multiplex, como ja era
previsto. A espécie C. gigas apresenta uma ampla distribui¢do geografica mundial, ocorrendo em
zonas expostas ao ar em maré-baixa e no sublitoral superior (linha da maré baixa até a extremidade
da plataforma continental), onde pode ser encontrada em uma profundidade de até 3 metros. As
ostras do Pacifico tém a capacidade de se fixar praticamente em qualquer substrato rigido, terrenos
lamacentos ou areia (NIMPIS, 2002).

Segundo Nehring (1999), C. gigas possui o potencial de crescimento em temperaturas variando de
4 a 35 °C e sobrevive a temperaturas de até -5 °C. Conforme Tureck (2010), a auséncia desta espécie
em algumas regides do Brasil é devido a ndo adaptacdo em locais de temperaturas altas. Portanto,
acredita-se que esta espécie ndo foi identificada nas amostras analisadas neste estudo porque a
regido do litoral do estado do Maranhdo apresenta temperatura bastante alta, além de possuir aguas
turvas em mar aberto devido a alta amplitude de maré e desembocadura de rios.

0 presente estudo demonstrou um isolamento geografico da espécie Crassostrea sp. Canela, a
qual ainda ndo chegou ao litoral maranhense, possivelmente por questdes de barreiras naturais. Esta
espécie foi registrada por Melo et al. (2010) como ostra endémica da regido de Braganca, no Para. E
mais parecida com as ostras indo-pacificas, particularmente com Crassostrea belcheri, e com as da
India (CARRIKER; GAFFNEY, 1996).

Supde-se que esta espécie chegou a costa dos manguezais de Braganca ou se estabeleceu no
Oceano Atlantico antes do surgimento do Istmo do Panama. No entanto, existe outra hipétese, como
a introducao antropogénica acidental, ocorrida provavelmente durante o periodo colonial nos sécu-
los 16 e 19, quando os navios pertencentes ao Império Portugués podem ter trazido ostras do Indo-
-Pacifico para o Brasil. A introdugdo antropogénica acidental pode até ter sido mais recente, por meio
da liberacdo de 4gua do mar de lastro pelo transporte maritimo internacional (CARLTON, 1996).

4 CONCLUSAO

A PCR Multiplex demonstrou-se promissora para a identificacdo de espécies de ostras com se-
melhancas morfoldgicas e nativas do litoral do Maranhdo, podendo contribuir no monitoramento e
entendimento da distribuicdo destes bivalves na costa do Brasil. A espécie C. gasaré bem distribuida
na costa maranhense, com ocorréncia em todos os pontos avaliados e em diferentes substratos. A
coexisténcia de C. rhizophorae e C. gasar em ambiente de mangue e substrato rochoso demonstra
que os parametros biéticos e abidticos do litoral do Maranhdo em S&o José de Ribamar sdo ideais para
a biologia destas ostras. Este estudo confirmou que ndo hé presenca de C. gigas e Crassostrea sp.
Canela na regido estudada, porém sdo necessarios mais estudos genéticos com ostras deste género
devido as suas semelhangas morfolégicas e presenca no mesmo substrato.
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