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RESUMO

As ostras nativas do Brasil possuem uma ampla distribuicdo de modo a ocorrer
em praticamente toda a extensao do litoral, presas aos substratos como raizes e
rochas na zona intertidal. As espécies do género Crassostrea, tém como
caracteristica a grande semelhanga morfolégica, o que gera uma dificuldade na
diferenciacéo das espécies. Embora reconhecida a sua relevancia econémica e
ecoldgica, no Maranhdo poucas trabalhos foram realizados no campo da
identificacdo genética de ostras. O presente estudo teve por objetivo identificar
guais espécies nativas estdo presentes no Maranhdo bem como sua distribuicéo
ao longo do litoral. Para isso aplicou-se a metodologia DNA Barcoding, na qual
utiliza-se um fragmento de aproximadamente 650 pares de bases do gene COI.
As amostras foram obtidas durante um periodo de um ano (2014 -2015) em sete
pontos do litoral maranhense. O DNA foi isolado usando-se o protocolo salino.
Para uma primeira analise de diferenciacdo das espécies foi aplicado a
metodologia de PCR Multiplex. O isolamento e amplificagéo da regidao gendmica
foi realizado também através da PCR utilizando-se os primers universais. Os
produtos das PCRs foram sequenciados e a analise dos dados foi realizada em
softwares especificos. O PCR Multiplex revelou dois padrdes de banda
caracteristico das espécies Crassostrea gasar e Crassostrea rhizophorae em um
total de 130 amostras analisadas. No sequenciamento de 98 amostras obteve-se
fragmentos do gene COI de 695pb para C. gasar e de 640 pb para C. rhizophorae.
Na analise do fragmento de C. gasar foram identificados 20 sitios polimérficos, 15
haplotipos e valores de diversidade haplotipica de 0,428 e nucleotidica de 0,002.
Em C. rhizophorae foi observado oito sitios polimérficos, oito haplotipos e valores
de diversidade haplotipica de 0,795 e nucleotidica de 0,002. A arvore haplétipica
agrupou fortemente as duas espécies em clados diferentes com 100% de
bootstrap. As divergéncias intraespecificas foram de 0,2% para ambas as
espécies, enquanto que a interespecifica foi de 23,6%. Quando comparado com
as seguéncias presentes no BoldSystems a similaridade variou de 97,01 a 98,37
para C. rhizophorae e de 97,85 a 99,52 para C. gasar. Portanto, o barcoding foi

eficaz em 100% das identificacdes de ostras do litoral maranhense.

Palavras-chave: Crassostrea, DNA Mitoconrial, COIl, Maranhao.



ABSTRACT

The native oysters of Brazil have a wide distribution occupying practically the
entire coast, attached to substrates as mangrove roots and rocks in the
intertidal zone. The species of the genus Crassostrea are characterized by a
great morphological similarity, which creates a difficulty in the differentiation of
species. While recognized its economic and ecologic importance in Maranhao
state, few studies have been conducted in the area of genetic identification of
oysters. The present study aimed to identify which native species of oysters are
present in Maranhao state and its distribution along the coastline. For this
purpose was used the DNAbarcoding methodology, which uses a fragment of
approximately 650 pairs of bases of the COI gene. Samples were taken over a
period of one year (2014-2015) in seven localities of the Maranhao state coast.
DNA was isolated using the saline protocol. For a first analyses of species
differentiation was applied the multiplex PCR methodology. The isolation and
amplification of the genomic region was performed by PCR using universal
primers. Products of PCR were sequenced and the data analysis was
performed on specific software. The Multiplex PCR revealed two band patterns
characteristic of the species Crassostrea gasar and Crassostrea rhizophorae in
a total of 135 samples. The sequencing of 98 samples obtained COI gene
fragments of 695bp to C. gasar and of 640bp to C. rhizophorae. In the analysis
of C. gasar fragments were identified 20 polymorphic sites, 15 haplotypes and
values of haplotype diversity of 0.428 and nucleotide diversity of 0.002. For C.
rhizophorae were identified 8 polymorphic sites, 8 haplotypes and values of
haplotype diversity of 0.795 and nucleotide diversity of 0.002. The haplotype
tree tightly grouped two species in different clades with 100% bootstrap. The
intraspecific diversity was 0.2% for both species whereas the interspecific was
23.6%. When compared with sequences presents in the BoldSystems the
similarity ranged from 97.1 to 98.37 for C. rhizophorae and 97.85 to 99.52 for C.
gasar. Therefore, the barcoding was 100% effective in the identification of the

native oysters of the Maranhao coast.

Key-words: Crassostrea, mitochondrial DNA, COI, Maranhao.
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1. INTRODUCAO

As ostras tém desempenhado um importante papel no cenario da pesca e
aquicultura brasileira. A ostreicultora além de ser um meio de producdo de
alimento de alto valor nutritivo devido ao teor de minerais (fosforo, calcio, ferro e
iodo), vitaminas (A, B1, B2, C e D), glicogénio e proteinas (WAKAMATSU, 1973),
representa uma alternativa de atividade social e econdmica para comunidades
pesqueiras.

As ostras nativas do Brasil pertencem ao género Crassostrea (SACCO, 1897)
e possuem uma ampla distribuicdo de modo a ocorrer em praticamente toda a
extensdo do litoral brasileiro, presas aos substratos como raizes e rochas na
zona intertidal (NASCIMENTO, 1991; RIOS, 1994).

Alguns autores reconhecem a dificuldade de diferenciar alguns grupos de
ostras em funcdo das semelhancas morfologicas entre os diferentes taxons
(ABSHER, 1989; NASCIMENTO, 1991; RIOS, 1994; IGNACIO et al., 2000). Para
Gunter (1950) quanto a forma da concha, a ostra é um dos bivalves mais
variados do mundo. A identificacdo morfolégica a partir das conchas de ostras
Crassostrea em nivel especifico é dificil, devido a influéncia ambiental intensa no
desenvolvimento delas (LAM & MORTON, 2003).

Para Melo et al., (2010), no Brasil existem trés espécies nativas de
Crassostrea. Sao elas: a Crassostrea gasar (ANDANSON 1857), Crassostrea
rhizophorae (GUILDING, 1828) e Crassostrea sp. Canela, além de uma invasora,
a Crassostrea gigas (THUNBERG, 1793). Os individuos do género Crassostrea
(SACCO, 1897) séo os mais cultivados em todo o mundo, em fungcédo do dominio
das técnicas de criacdo ja serem bem estabelecidas e serem economicamente
viavel (MANZONI & SCHMITT, 2006). De acordo com Christo (2006), o alto valor
alimenticio da “carne” e a possibilidade do uso da concha para produtos
industriais, faz com que se considere, dentro do grupo das ostras, esse género
um dos mais importantes.

Embora as técnicas de cultivo de ostras sejam bem difundidas também no
Brasil, o gargalo dessa atividade ainda se concentra no modo de obtencdo

desses organismos. A producdo de sementes de ostras em laboratério


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carl_Peter_Thunberg
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representa uma tecnologia cara e de dificil acesso (TURECK, 2010). A alternativa
mais viavel de obtencdo dessas ostras para os produtores tem sido retirar esse
recurso em ambientes naturais, com a coleta de juvenis ou entdo pelo uso de
coletores artificiais para a captacdo de sementes. Entretanto ambas as formas de
recrutamento inviabilizam identificar a qual espécie corresponde os individuos
coletados (MACCACCHERO et al., 2007).

O recrutamento de mais de uma espécie de ostras do género Crassostrea,
muitas das vezes, representa um problema para o rendimento do cultivo. Embora
as espécies nativas C. gasar e C. rhizophorae apresentem potencial para a
ostreicultura, a primeira tem demonstrado possuir um melhor desempenho de
crescimento em cativeiro (CHRISTO, 2006). Para Absher (1989) o cultivo da C.
rhizophorae pode nédo ser tdo atrativo comercialmente em fungéo da sua baixa
taxa de crescimento.

Reconhecendo as dificuldades de se identificar as espécies de ostras nativas
brasileiras por um padrdo morfologico, tém se recorrido, com sucesso, ao uso de
protocolos baseados em biologia molecular para a elucidacdo das questdes
taxondmicas e de distribuicdo das diferentes espécies do género Crassostrea
(IGNACIO et al., 2000; LAPEGUE et al., 2002; PIE et al., 2006; VARELA et al.
2007; REECE et al., 2008, MELO et. al 2010, TUREK, 2010).

O segmento de aproximadamente 650 pares de bases da extremidade 5 do
gene mitocondrial Citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) vem sendo adotado
como um sistema universal de identificacdo adequado para a maioria das
espécies animais, incluindo as ostras do Atlantico. As espécies sao geralmente
representadas por uma sequéncia particular ou por um grupo de sequéncias
muito similares deste fragmento génico, o qual é conhecido como o “DNA
barcode” (Hebert et al.,2003). Essencialmente, os usuarios da metodologia de
DNA barcoding pretendem tornar possivel a atribuicdo de individuos a espécies e
facilitar a descoberta de novas espécies (MORITZ & CICERO, 2004).

Por outro lado, embora os estudos baseados no uso de marcadores
moleculares tenham conseguido dar respostas importantes, algumas implicacdes
como a necessidade de pessoal treinado para a execucao, etapas demoradas e
de alto custo, limitam o0 uso dessas técnicas em aplicacdes voltadas para
respostas rapidas em campo ou de monitoramento continuo (LUDWIG et al.,
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2011), e que possam ser aproveitadas efetivamente pelas comunidades
pesqueiras que trabalham com o cultivo e a pesca de ostras.

Melo et al., (2013), desenvolveram uma técnica de identificacdo simultanea de
mais de uma espécie de ostras por meio da metodologia de PCR multiplex.
Nesse protocolo sdo usados primers desenhados especificamente para
diferenciar quatro espécies de ostra. Essa metodologia proporciona uma
resposta de identificacdo mais rapida e com um menor custo financeiro.

Ignacio et al., (2000), defende que o desenvolvimento de trabalhos com ostras
ganha uma importancia ainda maior quando os resultados obtidos podem ser
incorporados de modo funcional na dindmica do produtor, na medida em que h&a
uma conexao entre os resultados dos trabalhos cientificos com o campo.
Trabalhos que propde identificar, determinar e monitorar as espécies de ostras
nativas torna possivel o desenvolvimento de planos de gestdo desse recurso
pesqueiro de maneira mais efetiva (MELO et al., 2010).

No Maranh&o, as ostras sdo encontradas em toda sua extensao litoral, em
bancos naturais distribuidos em ambientes de estuérios, fixados em raizes de
plantas do mangue, e em regides de praias, fixadas em costbes rochosos.
Entretanto a falta de estudos mais detalhados sobre a identificacdo das espécies
nativas, distribuicdo nos diferentes habitats e biologia reprodutiva, representam
um grande entrave para o desenvolvimento da ostreicultura assim como a

adocao de melhores planos de gestdo desse recurso voltados para a pesca.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Biologia das ostras

Ostras sdo moluscos bivalves (Figura 1) pertencentes a familia Ostreidae
(RIOS, 1994). Abaixo esta descrito a classificacao taxonémica das ostras do género

Crassostrea:

REINO: Animalia
FILO: Mollusca
CLASSE: Bivalvia
ORDEM: Ostreoida
FAMILIA: Ostreidae
GENERO: Crassostrea

(SACCO, 1897)

Figura 1- Exemplar de ostra do género Crassostrea

Fonte: Gofas, Serge. Colecdo MNHN, Paris (1982).
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Quando adultos tornam-se sésseis aderindo-se a substratos firmes formando
bancos naturais. Possuem corpo mole que € protegido dentro de uma concha de
calcio, fechada e regulada por fortes musculos adutores (YONGE, 1960;
GALTSOFF, 1964).

Sdo encontradas desde as zonas de baixa salinidade, até areas altamente
salinas (MALOUF & BREESE, 1977; AKABOSHI, 1979). Essas caracteristicas
permitiram sua ampla distribuicdo ao longo da costa brasileira, sendo encontradas
em ambientes estuarinos, presas a substratos duros como raizes do manguezal na

zona entre marés até costdes rochosos (NASCIMENTO, 1991).

2.2 Estudos taxondmicos de ostras na costa brasileira

O estudo da classificacdo taxondmica das ostras nativas brasileiras ainda hoje
€ elemento de divergéncia entre varios trabalhos e autores. De acordo com Lapegue
et al., (2002) para o Atlantico Sul foram descritas 3 espécies de Crassostrea: a
Crassostrea gasar (ADANSON, 1757), Crassostrea rhizophorae (GUILDING, 1828) e
a Crassostrea brasiliana (LAMARCK, 1819).

Para Singarajah (1980) e Rios (1994), apenas uma espécie era apontada como
nativa, sendo considerado C. brasiliana sinbnimo de C. rhizophorae. Porém Ignacio
et al., (2000), foram um dos primeiros que apresentaram evidéncias genéticas que
indicavam uma diferenciacao entre as espécies C. brasiliana e a C. rhizophorae.

No estudo de investigacdo sobre a distribuicdo de ostras do mangue na regiao
sul-americana Lapegue et al., (2002), constataram a presenca da Crassostrea gasar
em varios pontos da costa brasileira, divergindo dos resultados encontrados
posteriormente por Pie et al., (2006), que evidenciavam a presenca de apenas duas
espécies ja descritas como nativas, a Crassostrea brasiliana e a Crassostrea
rhizophorae e uma invasora a Crassostrea gigas.

Varela et al.,, (2007), observaram que a sequéncia do gene 16S rRNA
depositado no Genbank por PIE et al., (2006), para C. brasiliana é idéntica a de C.
gasar estudada por Lapégue et al., (2002), sugerindo assim que se tratava de uma
Gnica espécie.

Posteriormente Melo et al., (2010), identificaram a presenca de trés espécies
do género Crassostrea: C. gasar, C. rhizophorae e Crassostrea sp. Canela. Esse
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amplo estudo avaliou varios pontos da costa brasileira incluindo dois municipios do
estado do Maranh&o, Tutéia e Humberto de Campos.

Outras espécies também vém sendo citadas como possivelmente nativas do
Brasil como o caso da Crassostrea virginica (GMELIN, 1791) e a Crassostrea
paraibensis. Porém de acordo com o estudo de Lazoski et al., (2011), a partir de
dados moleculares, confirmou-se que as espécies Crassostrea paraibanensis e
Crassostrea brasiliana séo sindbnimos juniores de Crassostrea gasar, nome o qual, a
partir de agora devera ser usado para denominar as ostras da América do Sul e
Africa.

Baseado em uma metodologia de avaliacdo morfolégica Amaral e Simone
(2014), realizaram uma revisao do género Crassostrea de ocorréncia no Brasil, onde
apontaram que ainda hoje boa parte da classificacdo taxondmica das ostras é
realizada de modo equivocado. De acordo com os resultados desse trabalho as
espécies nativas brasileiras sdo a C. brasiliana e C. mangle, até entdo desconhecida
por outros trabalhos. Segundo esses autores a espécie C. gasar ndo € sinonimia de
C. brasiliana, como afirmava VARELA et al. (2007), e que portanto C. gasar nao
seria uma espécie nativa.

Os resultados divergentes encontrados ao longo da histéria dos estudos de
identificacdo e classificacdo de ostras no Brasil abrem margem para o
desenvolvimento de novos trabalhos que se proponham a contribuir com a

discusséo e elucidacéo de incertezas taxonémicas nestas espécies.

2.3 Cultivo de ostras nativas e obtencdo de sementes

As ostras do género Crassostrea, Crassostrea rhizophoera (Guilding, 1828) e
Crassostrea brasiliana (LAMARCK, 1819), sdo exploradas rudimentarmente pelas
comunidades tradicionais, sem a preocupacao da utilizacdo de medidas de manejo
que garantam um uso sustentavel (ARAUJO, 2001). Sendo que para essas
comunidades a ostra nativa € um produto de grande importancia devido a seu valor
comercial. Técnicas sustentaveis, como a ostreicultura, sdo uma alternativa
economicamente viavel para essas comunidades que necessitam deste recurso.

Porém, antes de se iniciar qualquer atividade de cultivo de ostras € importante

conhecer a espécie de ostra nativa presente no ambiente onde se pretenda instalar
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o cultivo, bem como qual a espécie da semente que sera utilizada. A semente € o
principal insumo da ostreicultura e pode ser obtido diretamente do ambiente natural
mediante a utilizacdo de coletores artificiais ou através da compra de laboratorio que

ird realizar a reproducao controlada.

2.4 Marcadores moleculares

2.4.1.1 PCR multiplex

A Reacdo em Cadeia da Polimerase Multiplex é uma variante da PCR padréo,
onde é possivel obter amplificagcbes de mais de uma regido do DNA de modo
simultdneo (HENEGARIU et al., 1997).

A analise dos resultados baseia-se na comparacdo dos fragmentos de DNA
gerados pela reacdo e a observacdo em gel de agarose de bandas com peso

molecular diferentes indicando a existéncia de mais de uma espécie.

2.4.1.2 DNA barcode

Ao longo da histéria da genética, varios genes diferentes tém sido utilizados
como marcadores moleculares para o estudo da biodiversidade, tanto os
mitocondriais (16S-rDNA e o Citocromo b) quanto os nucleares (ITS1-rDNA, o ITS2-
rDNA e o 18S-rDNA) (HAJIBABAEI et al, 2007). Entretanto, visando o
desenvolvimento de um sistema unificado de identificacdo molecular, um marcador
padrdo deve ser estabelecido para que os dados obtidos sejam comparaveis dentro
e entre espécies (WARD, 2009).

Hebert et al., (2003), propuseram uma metodologia padrdo com proposito de
identificar e descrever a biodiversidade global através de uma por¢cdo do gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI).

O termo DNA barcode € uma analogia ao coédigo de barras universal de
produtos convencionais, que serviria como um codigo de identificacdo Unico para
cada espécie. O COI é parte do complexo génico codificante de proteinas
envolvidas no transporte elétrico e catélise da cadeia respiratoria em eucariotos. O
marcador mitocondrial COIl permite o estudo de variabilidade genética em populacao

pela sua universalidade e importancia evolutiva (HEBERT et al., 2003).
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O uso dessa metodologia, denominada “DNA barcoding”, ganhou muita
relevancia com a criagdo em 2004 do “Consortium for the Barcode of Life (CBOL)”
cuja meta € a criacdo de um banco de dados de codigos de barra, sequéncias
parciais de DNA do gene COlI, da biodiversidade global, com o objetivo de facilitar o

processo de automacao da identificacdo das espécies (HENRIQUES, 2010).

2.5 Barcode de ostras nativas aplicados ao desenvolvimento da ostreicultura no
Maranhao

A grande extensdo do litoral brasileiro favorece o desenvolvimento de
atividades aquicolas como a ostreicultura. Atualmente, as regides sul e sudeste do
pais apresentam sistemas de cultivo de ostras bem desenvolvidos. Os investimentos
tecnoldgicos e em estudos cientificos possibilitaram o dominio da reprodugéo regular
de ostras em laboratério e a insercdo de uma espécie exdtica, Crassostrea gigas
(THUNBERG, 1792), de grande aceitacdo comercial e de boa adaptagcdo as
condicbes ambientais dessas regides. Entretanto essa espécie originaria do oceano
pacifico ndo se adapta bem as regides de clima quente como o do Maranhao.

Varios esforgos foram realizados para desenvolver o cultivo de ostras nativas
em nivel comercial ao longo do litoral brasileiro, porém poucos obtiveram sucesso,
principalmente pela dificuldade na obtencdo e identificacdo de sementes das
espécies com potencial para maricultura (TURECK, 2010).

A maneira mais acessivel para obten¢do do principal insumo da ostreicultura,
que sdo as sementes de ostras, € a utilizagdo de coletores artificiais. Tal
metodologia embora tenha sua eficiéncia comprovada a partir de varios estudos
realizados (SOUZA, 1999; NALESSO, 2008) ndo indica se uma ou mais espécie
esta sendo capturada.

Nesse contexto, o desenvolvimento de codigos de barras para as ostras
nativas do Maranhao serviria como base para os manejos a serem adotadas para

desenvolver a ostreicultura no estado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Gerar dados de DNA barcodes para espécies de ostras do litoral do
Maranh&o de modo a contribuir para o desenvolvimento da ostreicultura e dos

planos de manejo desse recurso.

3.2 Especificos

e Sequenciar o fragmento barcode do gene mitocondrial COI das ostras
coletadas no litoral do Maranhé&o;

e Avaliar a utilizacdo destas sequéncias na discriminacdo das diferentes
espécies analisadas;

e Determinar os niveis de variabilidade e distancia genética das populacdes

analisadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacdo da area de estudo

O litoral maranhense possui uma extensdo de aproximadamente 640 km,
sendo o 2° maior litoral entre os estados brasileiros. Em funcdo do tamanho, sua
faixa litoranea é dividida em cinco setores: (1) Golfao maranhense; (2) Litoral
oriental; (3) Litoral ocidental; (4) Baixada maranhense e (5) Parque Estadual Marinho
do Parcel Manuel Luis (ZMC, 2003) (Figura 2).

Figura 2-Setores do litoral do Maranhéo: (1) Golfao maranhense; (2) Litoral oriental; (3) Litoral
ocidental; (4) Baixada maranhense e (5) Parque Estadual Marinho do Parcel.
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4.1 Coletas

As amostras de ostras foram obtidas durante o periodo de um ano (2014-
2015) em sete pontos do litoral maranhense, sendo dois pontos referentes ao Litoral
Ocidental do estado, dois pontos no Litoral Oriental e trés pontos na regido do
Golfdao Maranhense (Figura 3). Desse modo 0s municipios correspondentes aos
pontos de coletas foram: Carutapera, Cururupu, Sado José de Ribamar, Paco do

Lumiar, Raposa, Primeira Cruz e Tutdia.

Figura 3- Mapa dos pontos de coletas de exemplares de ostras no litoral do Maranh&o.
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Os exemplares utilizados para analise molecular foram capturados em
diferentes tipos de habitats como em costdes rochosos e em ambientes de mangue.
As amostras foram congeladas a -20°C e depositadas na Colecao de Tecidos e DNA
da Fauna Maranhense —COFAUMA, da Universidade estadual do Maranh&o e

posteriormente encaminhadas para o Laboratério de Genética e Patologia da
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Universidade Estadual do Maranhdo, onde foi separado o musculo adutor e
colocado em élcool absoluto (Figura 4). O tombo adotado para o tecido das ostras

também é correspondente ao da concha de cada exemplar utilizado.

Figura 4- llustracdo do esquema adotado para o tombamento das amostras de ostras coletadas no
litoral do Maranh&o no periodo de 2014 a 2015.

Fonte: Elaborado pelo autor



Ao todo foram coletados 145 amostras de ostras de todos os pontos

selecionados do litoral maranhense (Tabela 1).

Tabela 1- Nimero de amostras de ostras obtidas por ponto de coleta do litoral maranhense no periodo de 2014 a

2015 .
OCALIDADE \° DE GEOREFERENCIA
INDIVIDUOS S W

Raposa 20 2° 26’ 25.186” 44° 3 50.613”
Sé&o José de Ribamar 20 2° 3358911 44° 3’ 23.519”
Paco do Lumiar 25 2° 31’ 57.309” 44° 5 40.923”
Primeira Cruz 20 2° 25 18,3” 43° 25 01.1”
Cururupu 20 1°47 17,8” 44° 44°'47.6”
Carutapera 20 1° 11’ 29.097” 46° 1’ 1.074"
Tutbia 20 1°11'29.097" 46° 1' 1.074"
TOTAL 145 e

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Extragdo de DNA

O DNA total foi isolado a partir de tecido muscular, utilizando-se o protocolo
salino padronizado por Medrano (1990). Este protocolo consiste nas seguintes
etapas:

e Adicionou-se 20 mg de tecido muscular em um microtubo de 1,5 mL;
e O tecido foi lavado duas vezes com 60 mL de agua destilada;

e Adicionou-se 550 mL de tampé&o de lise e 11mL de proteinase K;

¢ As amostras foram incubadas overnight a 37 °C;

e Adicionou-se 350 mL de NaCl 5M;

e As amostras foram centrifugadas por 30 min a 13.000 rpm;

e Dividiu-se o sobrenadante em duas aliquotas de 375mL;

e Adicionou-se 900 mL de etanol absoluto gelado em cada amostra;

e As amostras foram incubadas a -20 °C durante duas horas;

e Centrifugou-se por 30 minutos a 13.000 rpm;
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e Foi descartado o sobrenadante de todas as amostras;

e O pellet foi lavado com 1mL de etanol 70%;

e As amostras foram novamente centrifugadas, agora a 6000 rpm por 5
minutos;

e O material foi levado a estufa a 37 °C para secagem total;

e No final foi adicionado 50 mL de TE 1x em cada tubo;

e O material foi incubado por 3 horas a 37 °C e posteriormente armazenado no

freezer.

4.3 PCR multiplex

Para a identificacdo prévia das espécies foi realizado um PCR multiplex como
descrito por Melo et al., (2013). Com esta técnica € possivel identificar e diferenciar
quatro espécies de ostras do género Crassostrea (C. gasar, C. rhizophorae,
Crassostrea sp. Canela e C. gigas), utilizando duas regides do DNA (CO1 e ITS1)
para a diferenciacdo dos exemplares analisados. O padrdo de bandas geradas que

caracteriza cada espécie € descrito na (Tabela 2) e demonstrado na (Figura 5).

Tabela 2- Descricdo do padrdo das amplificacdes de quatro espécies do género Crassostrea geradas pelo
método de PCR Multiplex descrita por MELO et. al (2013).

ESPECIE PADRAO DE BANDAS

C. rhizophorae 2 (sendo 377 pb para a regido CO1 e outra de 718 pb para
ITS1)

C. gigas 2 (sendo uma de 236 pb para a regido do CO1 e outra de 718
pb para ITS1)

C. gasar 1 (718 pb para a regido ITS1)

Crassostrea sp. Canela 1 (621 pb para a regido ITS1)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 5- Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio mostrando as amplificacdes gerada
pelo PCR Multiplex (pogo A, Crassostrea gigas; poco B, Crassostrea sp. Canela; poco C e D, C.
gasar; poco E e F, C. rhizophorae) (MELO et al., 2013).

Fonte: MELO (2013).

O programa usado consistiu dos seguintes ciclos de temperatura:

e 94°C por trés minutos, 40 ciclos de 94°C por um minuto, 60°C por um
minuto, 72°C por dois minutos e uma extensdo adicional de sete

minutos a 72°C.

Os resultados da PCR foram visualizados em uma corrida de eletroforese
horizontal a 50mV em 80 minutos utilizando gel de agarose 1,5% corado com

brometo de etidio.

4.4 Amplificacdo do COI

O isolamento e amplificacdo da regido gendmica, foi realizado através da
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para a espécie C. rhizophorae
foram utilizados os primers de FOLMER et al., (1994). Para C. gasar utilizou-se os
primers descritos por MELO et al., (2010). O Mix seguiu 0s seguintes padrfes de

volume e concentracao:
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. 2,5 ul de tampéo 10x; 0,6 pl de MgCI2 (25 mM);

. 4 pl de dNTPs (1,25 mM);

o 0,2 pl de tag DNA polimerase (5 U/l - Invitrogen);

o 0,25 pl para cada primer (2 mM);

o 0,25 pl do primer L;

. 0,25 pl do primer H ;

o 14,8 pyL de agua destilada estéril para completar o volume final da
reacao;

Os seguintes ciclos termais foram utilizados:

e Para C. rhizophorae: desnaturacdo inicial por um minuto a 95°C, 35
ciclos (15 segundos a 95°C, 15 segundos a 54°C e 30 segundos a 72°C);
e uma extensao final por dois minutos a 72°C;

e Para C. gasar desnaturacao inicial por um minuto a 95°C, 35 ciclos (95°C
por um minuto, 47°C por um minuto, 72°C por 1:30 minuto) e uma

extensao final por dois minutos a 72°C.

4.5 Sequenciamento do DNA

Os produtos das PCRs foram visualizados em gel de Agarose a 1% e
purificados com ExoSAP-IT segundo o protocolo sugerido pelo fabricante. A reacao
de sequenciamento foi realizada pelo método de SANGER et al., (1977). As
amostras foram precipitadas em EDTA-Acetato de Sodio-Etanol e em seguida
submetidas a andalise no sequenciador de DNA automatico (ABI 3500/Life

Technologies).
4.6 Analise dos dados
As sequéncias foram editadas e alinhadas com a ferramenta ClustalW

(THOMPSON et al.,, 1994) no programa BIOEDIT, v 7.0.5.2, (HALL, 1999). A
saturacao dos dados foi testada utilizando-se o programa DAMBE (XIA & XIE, 2001).
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A composi¢cdo nucleotidica, matriz, médias de distancia genética e analises
filogenéticas foram geradas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013)
utilizando-se o método de agrupamento de vizinhos, modelo Kimura-2-parametros
(SAITOU; NEI, 1987). Para verificar a significancia dos agrupamentos utilizou-se a
analise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Para a analise da diversidade
haplotipica e nucleotidica foi utilizado o programa DnaSP v5 (LIBRADO & ROZAS,
2009). A relacédo entre os haplétipos foi realizada por meio da constru¢cdo de uma
rede de haplétipos ndo enraizada, obtida através do programa NETWORK 4.5.1.0
(http://www.fluxus-engineering.com) usando o método de mediam-joining (BANDELT
et al., 1999). A identificacdo molecular a partir do gene COI foi realizada por
comparacdo de sequéncias do presente estudo com dados disponiveis na
plataforma bioinformatica BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems)
(HEBERT, 2003). Foi incorporado ao banco de dados uma sequéncia do gene COI
obtida do GenBank da espécie Crassostrea sp. Canela (HM003525) da regido de
Braganca-PA, utilizada como grupo externo. Sequéncias de C. gasar (HM 003499,
HMO003507, HM003515, HM3519) de Melo et al., (2010) e C. brasiliana (FJ717640,

FJ717651) de Lazoski et al., (2011) foram também incluidas no banco de dados.


http://www.fluxus-engineering.com/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Uso da ferramenta PCR Multiplex na identificacdo de espécies de ostra do
litoral do Maranhé&o

As amostras de Carutapera, Cururupu, Sado José de Ribamar, Paco do
Lumiar, Raposa, Primeira Cruz e Tutdia foram testadas com o PCR Multiplex,

totalizando 135 amostras (Tabela 3).

Tabela 3- NUumero de amostras por localidade de coleta testadas e amplificadas por meio do PCR
Multiplex em ostras do género Crassostrea do litoral maranhense,

LOCALIDADES C. gasar C. rhizophorae TOTAL
CARUTAPERA 20 - 20
CURURUPU 20 - 20
SAO JOSE DE RIBAMAR 03 17 20
PACO DO LUMIAR 15 10 25
RAPOSA 10 - 10
PRIMEIRA CRUZ 20 - 20
TUTOIA 20 - 20
TOTAL 108 27 135

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados obtidos evidenciaram a ocorréncia de duas espécies no litoral
maranhense. Na analise das amplificagcbes em gel de agarose foi possivel observar
padrées de bandas correspondentes as espécies C. gasar e C. rhizophorae (Figura
6). Nos municipios de Carutapera, Cururupu, Raposa, Primeira Cruz e Tutdia foram
obtidos amplificacbes com o padrdo de banda Unica, indicando que a espécie
presente é C. gasar, jA que apenas a regido de ITS 1 com 718 pb foi amplificada
(Figura 6). Nas amostras dos municipios de S&o José de Ribamar e Pac¢o do Lumiar
foram obtidos dois padrées de banda, o de banda Unica caracteristico de C. gasar e
outro de banda dupla, sendo 377 pb para a regido COIl e 718 pb para ITS1,
confirmando a presenca da espécie C. rhizophorae nas localidades amostradas
(Figura 6).
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Figura 6- Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio mostrando as amplificacées obtidas
pelo PCR Multiplex (Amostras de S&o José de Ribamar e Paco do Lumiar: 1 - 4 correspondem a
espécie C. rhizophorae; Amostras de Carutapera, Cururupu, Raposa, Primeira Cruz e Tutdia
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados obtidos pelo PCR multiplex apontaram a ocorréncia da C.
rhizophorae, até entdo desconhecida nos dominios do estado, além da C. gasar, ja
citada por Lazoski et al., (2011). Melo et al., (2010) e De Paula et al., (2008). A
certeza da existéncia de duas espécies no litoral maranhense, ja confirmadas pelo
sequenciamento de um fragmento do gene COlI, reforcam a necessidade da selecéo
de pontos especificos na captacao de sementes para o cultivo.

A hip6tese de que as espécies C. rhizophorae e C. gasar possuiam
distribuicbes diferentes nos ambientes aquaticos, como defendida por Christo
(2006), que afirma que a espécie C. rhizophorae ocorre na regido entre marés e que
C. gasar, conhecida como “ostra-de-fundo”, ocorre no infralitoral, ndo é validada
pelos resultados encontrados neste estudo. Nos municipios de S&o José de Ribamar
e Paco do Lumiar foram encontradas as duas espécies co-habitando em um mesmo
espaco. E importante ressaltar que as caracteristicas desses dois pontos de coleta
(Séo José de Ribamar e Paco do Lumiar) sdo bem diferentes, ja que o primeiro é
uma regido de praia, com as ostras fixadas em estruturas de concreto e rochas, e 0
segundo caracteriza-se por ser um tipico ambiente de estuario, com as ostras
fixadas nas raizes das plantas. Entretanto ficou evidente que nesses dois pontos

onde se identificou a presenca dessas duas espécies houve uma superioridade
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numerica da espécie C. gasar em ambiente de estuario e de C. rhizophorae em
ambientes de praia.

Para Melo et al., (2010) a espécie C. rhizophorae tem sua distribuicdo a partir
do municipio de Fortim-CE se estendendo até a regido sul do Brasil, embora tenha
sido identificado exemplares na regiao de Braganca-PA. Esses autores atribuem a
presenca dessa espécie, em apenas algumas praias de um municipio do Para, as
correntes oceanicas. Partindo desse pressuposto, no Maranhéo, a presenca dessa
espécie pode estar associada a razfes semelhantes. Entretanto os gaps existentes
entre trechos muito extensos dessa espécie no litoral maranhense e a falta de uma
avaliacdo direcionada sobre as correntes maritimas e as larvas de ostras, permitem
gue outros fatores devam ser levados em consideracdo, como por exemplo, periodo
de reproducédo de cada espécie, avaliacdo conjunta de resultados genéticos com
parametros fisico-quimicos do ambiente e até mesmo o transporte de bivalves por
meio de incrustacdo nos cascos de embarcacfes e das aguas de lastro dos navios.
A regido do Golfao Maranhense, onde a espécie C. rhizophorae foi identificada,
corresponde a uma area de grande movimentacdo naval. Para Ferreira (2004) é
recorrente em ambientes costeiros o transporte de espécies incomuns a uma regiao
por meio de agua e sedimentos de lastro, agua de pordo e incrustacdes em partes
da embarcagéo.

O litoral ocidental e oriental apresentaram grande potencial de
desenvolvimento da atividade do cultivo, uma vez que foi identificada a presenca de
uma unica espécie. Outro aspecto favoravel € que a espécie em questao foi a C.
gasar. Ainda que todas as espécies nativas de ostra possam ser cultivadas e
comercializadas, a C. gasar é a que apresenta uma melhor taxa de crescimento, o
que faz com que a opcdo do cultivo dessa espécie seja mais interessante
(ABSHERS, 1989).

Embora o PCR Multiplex esteja padronizado para identificar até quatro
espécies de ostras, duas dessas, C. gigas e Crassostrea sp. Canela, ja era
esperado que ndo fossem encontradas no litoral do Maranh&o. Isso porque de
acordo com Tureck (2010) a C. gigas, por ser uma espécie exoética da regidao do
Indo-pacifico, ndo se adapta bem em regibes de temperaturas altas, como a que é
caracteristica do Maranhdo. Enquanto que Crassostrea sp. Canela, até agora,

parece ser uma espécie exclusivamente de regido de Braganca-PA, que
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possivelmente por questdes de barreiras naturais ndo se dispersou para outras

areas.
5.2 ldentificacdo molecular de ostras nativas do Maranhao utilizando o gene COI

Um total de 98 sequéncias de um fragmento de gene COI foi obtido para as
espécies de ostras do género Crassostrea, sendo 78 sequéncias correspondentes a
espécie C. gasar, com um fragmento de 695 pb e 20 sequéncias a espécie C.
rhizophorae com um fragmento de 640 pb.

A composicdo nucleotidica do fragmento analisado foi de 20% Guanina,
19,5% Citosina, 21,5% Adenina e 39% Timina (Figura 7). O gréafico obtido com base
na taxa de transicdo (s) e transversdo (v) versus divergéncia genética gerada no
programa DAMBE utilizando o algoritmico F84 mostrou que n&do houve saturacdo
dos dados (Figura 8).

Figura 7- Composicao média de nucleotideos baseada em sequéncias do gene COIl de ostras do
género Crassostrea do litoral do Maranh&o.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 8- Numero de transicdo (s) e transverséo (v) versus divergéncia genética de sequéncias do
gene COI em ostras do género Crassostrea.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Oito haplétipos foram encontrados na andlise conjunta das amostras de C.
rhizophorae, com uma diversidade haplotipica (h) de 0,795 e nucleotidica (1) de
0,002. Quando analisado isoladamente cada populagdo observou-se que 0s maiores
valores de diversidade haplotipica ocorreram para as amostras de Sao José de
Ribamar com h = 0,933 (Tabela 4). Valores semelhantes em populacdes agrupadas
de C. rhizophores com COI na costa brasileira foram encontrado por Lazoski et al.,
(2011). Dentre os oito haplotipos encontrados, os haplétipos H1 e H3 foram os mais
frequentes, ocorrendo nas duas populacdes com frequéncia de oito e cinco vezes,
respectivamente. Foram observados quatro haplétipos exclusivos para a populacao
de Sao José de Ribamar (H4, H5, H6 e H7) e um para populacdo de Paco do Lumiar
(H2). O haplétipo H8 ocorreu duas vezes e foi exclusivo da populacdo de S&o José
de Ribamar (Tabela 5).

A rede de haplétipos ndo enraizada mostrada na figura 9 ilustra a distribuicao

dos oito haplétipos obtidos para espécie C. rhizophorae. Os niumeros representam a
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posicdo das mutacbes que separam os haplétipos, e o tamanho dos circulos é
proporcional a frequéncia com que estes ocorrem. Foi observada a existéncia de
haplétipos compartilhados (H1 e H3) pelas duas localidades amostradas e

haplétipos unicos.

Tabela 4- Diversidade molecular em ostras Crassostrea rhizophorae baseado em 640 pb do gene
COl.

indice de Diversidade Molecular

Populacgoes N NH S
H n
Paco do Lumiar 10 3 02 0,600 0,001
Sé&o José de Ribamar 10 7 07 0,933 0,002
Populac¢des agrupadas 20 8 08 0,795 0,002

N = nimero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade haplotipica e
m = diversidade nucleotidica
Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 5- Haplétipos de C. rhizophorae com suas respectivas frequéncias e localidades de coleta
baseados no fragmento de 640 pb do gene COI.

Hap Sitios Polimérficos Freq Populagoes
123456
44762643 SJR PL
09852341
H1 TCCCCCTT 08 02 06
H2 e C. 01 3 01
H3 ol T. .. 05 02 03
H4 C..T.... 01 01 )
H5 .T.TT. .. 01 01 )
H6 ...T...G 01 01 )
H7 - T.. 01 01 )
H8 ..G... .. 02 02 )

Hap= Haplotipos, Freq = Frequéncia, SJIR= Sao José de Ribamar, PL= Pago do Lumiar
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 9- Rede de haplétipos de C. rhizophorae com base no gene COI. A populacdo de Pacgo do
Lumiar esta representada pela cor vermelha e a populacéo de Séo José de Ribamar pela cor azul.

H 8@ H7¢ H_6e

178 463 631
H1@ 265 H 3@ 322 49 H 5e

544 40

H 2e H 4e

Fonte: Elaborado pelo autor

Na andlise das sequéncias de C. gasar quinze haplétipos foram encontrados,
com uma diversidade haplotipica (h) de 0,428 e nucleotidica (1) de 0,002. Valores
semelhantes foram observados por Lazoski et al., (2011) para populacbes de C.
gasar da costa do Brasil. Na analise isolada de cada populacdo observou-se valores
elevados de h = 0,879 e w = 0,0051 para as amostras de Primeira Cruz e valores
baixos para amostras de Cururupu (h = 0,195 e w = 0,0002). As amostras do ponto
da Raposa apresentaram um unico haplétipo (Tabela 6). Dentre os quinze haplétipos
encontrados, o H1 foi o mais frequente ocorrendo 59 vezes, distribuidas em todas as
populacdes analisadas. Haplotipos Unicos foram observados na populacdo de
Primeira Cruz (H3, H4, H5 e H7), Carutapera (H8, H9, H10 e H11), Cururupu (H14 e
H15) e em Tutodia (H12). O Hapldtipo 13 ocorreu duas vezes exclusivamente em
Tutoia. O haplotipo H2 foi compartilhado pelas populacdes de Primeira Cruz e Tutdia
enquanto o haplétipo H6 foi compartilhado em Primeira Cruz e Carutapera (Tabela
7). Nos resultados encontrados o numero de haplétipos (4) observados para espécie
de C. gasar em Tutdia foi semelhante aos resultados publicados por Melo (2010),
para essa mesma populacao.

A rede de haplotipos ndo enraizada da figura 10 mostra a relacdo entre o0s
quinze haplétipos obtidos para espécie C. gasar. O Haplotipo H1 foi mais frequente

e compartilhado por todas as localidades amostradas. Segundo Kidd & Ritchie
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(2006), os haplotipos mais frequentes sdo mais antigos e geralmente encontram-se
no interior da rede e os de menor frequéncia sdo 0s mais recentes e ocupam as
extremidades. De acordo com os resultados o H1 possivelmente seja 0 mais antigo.
Para ambas as espécies (C. rhizophorae e C. gasar) o compartilhamento de
haploétipos sugere que as populacdes possuam uma baixa diferenciacdo, como foi
observado na matriz de distancia genética entre os haplétipos de cada uma das
espécies (Tabela 9). Para Frankham et al., (2004), toda populacdo de uma
determinada espécie pode exibir varios niveis de divergéncia genética de outras
populacbes baseado no nivel de fluxo génico entre elas, ou seja, populacdes
proximas geograficamente, e que possuem fluxo génico regular, tenderdo a ser mais
semelhantes geneticamente entre si do que com populacbes afastadas

geograficamente com fluxo génico reduzido ou fluxo génico ausente.

Tabela 6- Diversidade molecular em ostras Crassostrea gasar baseado em 695 pb do gene COI.
indice de Diversidade Molecular

Populagoes N NH S H n
Primeira Cruz 12 7 11 0,879 0,0051
Tutdia 17 4 08 0,419 0,0015
Raposa 10 1 0 0,000 0,0000
Cururupu 20 3 2 0,195 0,0002
Carutapera 19 6 11 0,468 0,0025
Populagbes agrupadas 78 15 20 0,428 0,0020

N = nimero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade haplotipica e
= diversidade nucleotidica
Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 7- Haplotipos de C. gasar com suas respectivas frequéncias e localidades de
coleta baseados no fragmento de 695 pb do gene COI.

Hap Sitios informativos Freq Populagao

CAR CUR RAP PC TUT

42435392502635058230

H1 CTGAGACGGAGCAGTGTTCT 59 14 18 10 4 13
H2 AGL.TAA. ... T. 03 _ _ - 02 o1
H3 e TAA.A....... TC 01 _ _ - 01 -
HA  cceereeenens Covennnn 01 _ _ - 01 -
HS & e Aoveennn. 01 _ _ - 01 -
HE e TAA. .ovun... T 03 01 _ - 02 -
HT & e G. 01 _ _ - 01 -
HE  rreeeeees P 01 01 _ _ -
HO - TAA...G..... T 01 01 _ - o
H10 G----. TAA. i ieann 01 01 _ - o
H11 Ao.... A...AA 01 01 _ - o
H12  creeeeeeennnn Ao..... 01 _ _ _ - 0
H13 - - ettt e 02 _ _ _ - 02
H14 G e 01 _ 01 _ - -
HLG & rvorvemreneennns C. 01 _ 01 _ - -

Hap= Haplotipos, Freq = Frequéncia, CAR = Carutapera, CUR= Cururup,u RAP= Raposa, PC=
Primeira Cruz e TUT = Tutdia.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 10- Rede de haplétipos com base no gene COI. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia com que o haplétipo ocorreu na populacdo. Nas
representacdes por cores de cada populagao, amarelo = Cururupu; vermelho = Tutéia, azul escuro = Primeira Cruz; verde = Raposa; azul claro = Carutapera.
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64

Fonte: Elaborado pelo autor
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A arvore de haplotipos gerada baseada utilizando a abordagem de
agrupamento de vizinhos (NJ) através do modelo de Kimura-2-Parametros
(K2P) revelou a formacéo de clados fortemente suportados agrupando todos os
haplétipos de C. rhizophorae em um clado basal (100% de bootstrap). Os
haplétipos de C. gasar constituiram um segundo clado fortemente suportado
(Figura 11). A clara separacéo de C rhizophorae e C. gasar em grupos distintos
confirma a ocorréncia de duas espécies de Crassostrea no litoral maranhense,
sendo corroborada pelos altos valores de divergéncia genética (23,9% a
25,9%) entre os haplétipos desses dois taxons (Tabela 9). A estrutura da
arvore haplotipica neste estudo € semelhante com aquela obtida por Melo et.
al. (2010) e Lazoski et al., (2011) com o marcador COIl, como também com as
arvores obtidas por Lapégue et al., (2002) e Varela et al.,, (2007) com
rRNA16S. Os resultados obtidos ndo confirmam os apontamentos encontrados
pelo estudo morfolégico do género Crassostrea de Amaral e Simone (2014)
qguanto descricdo das espécies nativas e sua distribuicdo. A espécie C. gasar
foi encontrada em todos os pontos de coleta, sugerindo se tratar de uma
espécie nativa e ndo exdtica do continente africano como sugerido por esses
autores. Do mesmo modo a espécie C. rhizophorae também é identificada
como nativa brasileira (VARELA et al., 2007), estando presente em dois pontos
de coleta do litoral do Maranhédo (S&o José de Ribamar e Paco do Lumiar). A
espécie Crassostrea mangle identificada por Amaral e Simone (2014), ndo foi
confirmada pela presente pesquisa.

As médias de divergéncias genéticas intraespecificas mostraram valores
de 0,20% para ambas as espécies. Quando avaliadas as sequéncias de ostras
das espécies C. gasar x C. rhizophorae a média das divergéncias
interespecificas revelou valor bastante elevado de 23,6 % (Tabela 8). Esses
resultados foram semelhantes aos encontrados por Melo et al., (2010) que
obtiveram valores de divergéncia interespecifica entre essas mesmas espécies
de 26,1%. Na analise da divergéncia genética com uso do mesmo marcador
(CQOI) para espécies de Crassostrea, Lazoski et al., (2011) obtiveram também
meédias altas que variaram entre 16% e 27%. Segundo Cywinska et al., (2006)

sistemas de identificacdo de espécies fundamentado em dados moleculares
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depende da competéncia de distinguir a variacdo intraespecifica da variacéo
interespecifica. Os valores dos resultados da relacdo intra e interespecificas
obtidas para C. gasar e C. rhizophorae validam a proposta do DNA BARCODE
em identificar e discriminar diferentes espécies. Para o sucesso do cédigo de
barras de DNA, as sequéncias de DNA dentro de uma mesma espécie
necessitam apresentar maior similaridade do que entre espécies (CARVALHO
et al., 2008).

Os resultados obtidos nesta pesquisa, bem como, em outros estudos
utilizando o mesmo fragmento do gene COI em ostras do género Crassostrea
da regido Sul-América (MELO et al., 2010; LAZOSKI et al., 2011), geraram
informagdes importantes no campo da identificacdo e do manejo e conservacao
desses recursos pesqueiros. No entanto, ainda se faz necessario a utilizacéo
de marcadores mais sensiveis e especificos que possam apontar resultados
mais profundos. Cavaleiro et al.,, (2013), afirmam gue em muitos casos 0S
estoques pesqueiros apresentam uma diferenciacédo sutil, e que métodos de
avaliacdo das regides de microssatélite e da regido controle mitocondrial de
ostras devam ser desenvolvidos para uma analise mais refinada da
estruturacdo dos estoques dessas espécies. Esses mesmos autores afirmam
gue existem dois estoques distintos e coincidentes para as espécies C. gasar e
C. rhizophorae entre as regides norte/nordeste e sul/sudeste da costa
brasileira. Portanto é necessario estudos que colaborem para a delimitacdo das
subdivisdes na variagdo génica desses grupos.

Esse ponto ganha relevancia no aspecto da aquicultura quando levado
em consideracdo as questdes da producdo de sementes de ostras e a
conservagao geneética das populagdes nativas. A populagdo da Raposa foi tédo
homogénea que ndo houve diversidade haplotipica (h), pois, a mesma
apresentou somente um haplotipo que corresponde ao haplotipo de maior
frequéncia (H1) obtido para C. gasar, sendo este compartilhado por todas as
localidades amostradas. Esse ponto de coleta correspondeu a uma area onde
se desenvolve uma atividade de cultivo experimental de ostras, onde os
milheiros de sementes utilizadas séo oriundas de sementeiros do estado do
Para (icaro Gomes Antonio, comunicacido pessoal). Essa condicéo justifica a
homogeneidade dessa populagcdo ja que provavelmente as sementes

cultivadas representam uma linhagem voltada para o cultivo. Portanto é



43

plausivel que se tenha uma preocupacdo com a sustentabilidade desta
atividade aquicola enquanto impacto genético nas populacdes nativas, na
medida em que possa esta ocorrendo a dispersédo desta linhagem de larvas de
ostras para o ambiente de estuario. Cavaleiro et al., (2013), apontam que a
insercao de sementes de ostras de regides diferentes da qual se desenvolve o
cultivo pode ter um efeito devastador nas populacdes naturais, principalmente

em populacdes com estruturagcdes bem diferentes.

Tabela 8- Divergéncia genética (K2P) intra e interespecifica de ostras do género Crassostrea
do litoral do Maranhédo.

Divergéncia K2P (%)

Categoria Espécie N .
Média

Intraespecifica C. rhizophorae 20 0,20

C. gasar 78 0,20

Interespecifica - 98 23,6

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 11- Arvore de haplétipos de agrupamento de vizinhos (NJ) utilizando o modelo K2P
baseada em sequéncias do gene COIl em ostras do género Crassostrea. Os numeros dos nds
representam os valores de bootstrap (1000 réplicas). CAR = Carutapera, CUR= Cururupu, PC=
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Primeira Cruz e TUT = Tutdia, SJR= S&do José de Ribamar e PL= Pago do Lumiar.

H1_CSP 01_PC_C. gasar
-H8_CSP 165_CAR_C. gasar
-H12_CSP 275 TUT_C. gasar
-H5 CSP 10_PC_C. gasar
H7_CSP 13_PC_C. gasar
H15_CSP 327_CUR_C. gasar
— H11_CSP 183_CAR_C. gasar
-H14_CSP 324 CUR_C. gasar
- H13_CSP 284 TUT_C. gasar
~H4_CSP 09_PC_C. gasar
H3_CSP 06_PC_C. gasar
H6_CSP 12_PC_C. gasar
100 [|' H10_CSP 179_CAR_C. gasar
tus_csp 177_CAR_C. gasar
H2_CSP 05_PC_C. gasar
H5_CSP 203_SJR_C. rhizophorae
I - H4_CSP 202 _SJR_C. rhizophorae
H3_CSP 228_PL_C. rhizophorae
H6_CSP 205 _SJR_C. rhizophorae
H2_CSP 227 _PL_C. rhizophorae
- H7_CSP 208_SJR_C. rhizophorae
H1_CSP 215_PL_C. rhizophorae
[HS_C SP 108A _SJR_C. rhizophorae
HMO003525_Crassostrea sp.

100L

0.02

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela 9- Matriz de distancia genética (K2P) entre os haplétipos de ostras obtidas a partir de sequéncias do gene COI

Haplétipos % Distancia Genética
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1-H1_CSP_01_PC_C. gasar -
2- H2_CSP_05_PC_ C. gasar 0,9 -
3- H3_CSP_06_PC_ C. gasar 0,7 06 -
4- H4_CSP_09_PC_ C. gasar 0,2 1,1 0,9 -
5- H5_CSP_10_PC_ C. gasar 02 11 09 04 -
6- H6_CSP_12_PC_ C. gasar 06 04 02 07 07 -
7-H7_CSP_13 PC_C. gasar 00 09 07 02 02 06 -
8- H8_CSP_165_CAR_ C. gasar 02 11 09 04 04 07 02 -
9- H9_CSP_177_CAR_ C. gasar o7 06 04 07 09 02 07 09 -
10- H10_CSP_179_CAR_ C. gasar o6 04 02 07 O7 00 06 07 02 -
11- H11_CSP_183_CAR_C. gasar o7 1,7 11 09 09 13 07 09 15 13 -
12- H12_CSP_275_TUT_ C. gasar 02 11 09 04 04 07 02 04 09 07 09 -
13- H13_CSP_284_TUT_ C. gasar 02 11 ©09 04 04 O07 02 04 09 07 09 04 -
14- H14_CSP_324_CUR_ C. gasar 02 11 o09 04 04 O0O7 02 04 09 07 09 04 04 -
15- H15_CSP_327_CUR_ C. gasar o0 09 o077 02 02 06 00 ©02 07 06 07 02 02 02 -
16- H1_CSP215_PL_ C. rhizophorae 248 248 251 245 250 248 248 251 248 248 259 251 245 247 248 -
17- H2_CSP227_PL_ C. r rhizophorae 245 245 248 24,2 2477 245 245 248 245 245 256 248 242 245 245 0,2 -
18- H3_CSP228_PL_ C. rhizophorae 245 245 248 242 24,77 245 245 248 245 245 256 249 242 245 245 02 04 -
19- H4_CSP202_SJR_ C. rhizophorae 245 245 248 24,2 24,77 245 245 248 245 245 256 248 242 245 245 04 06 0,2 -
20- H5_CSP203_SJR_ C. rhizophorae 239 239 242 237 242 239 239 242 239 239 250 242 237 239 239 06 07 04 06 -
21- H6_CSP205_SJR_ C. rhizophorae 245 245 248 24,2 24,7 245 245 248 245 245 256 248 242 245 245 02 04 00 02 04 -
22- H7_CSP208_SJR_ C. rhizophorae 248 248 251 248 250 248 248 351 248 248 259 251 245 247 248 02 04 04 06 07 04 -
23- H8_CSP108A_SJR_ C.rhizophorae 24,8 24,8 251 246 251 248 248 251 248 248 259 251 245 248 248 02 04 04 06 07 04 04 -

44
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Na identificacdo molecular o limite estabelecido pelo CBOL (Consortium for
the Barcode of Life) como valor de corte para delimitacdo de espécie é cerca de 2%
a 3% de divergéncia genética. Na pratica, significa que, se a sequéncia de DNA de
um exemplar diferir menos que 3% (ou obter um indice de similaridade superior a
97% no BOLDSYSTEMS) da sequéncia de uma das espécies ja conhecidas, ele
sera identificado como pertencente aquela espécie (SOLE-CAVA; WORHEIDE,
2007; SOLE-CAVA, 2008). Embora essa seja uma média aproximada voltada para
organismos vertebrados, COl Melo et, al., (2010) constataram médias que
diferenciavam espécies do género Crassostrea (C. gigas e C. angulata) com valores
de aproximadamente 2%.

As sequéncias de COI obtidas foram submetidas na plataforma
BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) a fim de se obter a identificacao
molecular a partir da comparacdo com sequéncias presentes nesse sistema. A
porcentagem de identificacdo das espécies no BOLDSYSTEMS variou de 97,01% a
98,37% de similaridade de sequéncias para a espécie C. rhizophorae (Tabela 10).
Na comparagcdo das sequéncias de C. gasar observou-se que os percentuais de
similaridade foram compativeis tanto para C. brasiliana, quanto para C. gasar com
percentuais de similaridade variando de 97,55% a 99,84% (Tabela 11 e 12)
evidenciando uma problematica na sua taxonomia. Considerando os dados da
literatura propostos por Amaral e Simone (2014), de que C. gasar seria uma espécie
exotica originaria da Africa e diferente de C. brasiliana, foram utilizadas sequéncias
obtidas no Genbank de C. gasar africana (F717645) e de C. brasiliana (F717640,
F717641, F717642, F717643, F717644, F717645, F717646, F717647, F717648,
F717649, F717650 e F717651) para gerar uma arvore de haplétipos e testar essa
possivel distincdo entre os taxons. Os resultados observados mostraram um
agrupamento robusto corroborando para condi¢cdo de sinonimia entre C. gasar e C.
brasiliana (Figura 12).

Varela et al., (2007), j& apontava que as sequéncias descritas por PIE et al.,
(2006), para C. brasiliana e por Lapéegue et al., (2002), para C. gasar, na realidade
se tratavam da mesma espécie. Entretanto Simone e Amaral (2014) afirmam que C.
brasiliana e C. gasar sdo espécies diferentes, sendo a primeira a espécie de fato
nativa brasileira e a segunda exética. Possivelmente a diferenca nos resultados

encontrados se deva a questao do uso de métodos de avaliacdo diferentes. Embora
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nao se tenha incluido analises morfolégicas no presente estudo, como as realizadas
por Simone e Amaral (2014), os resultados obtidos estdo em conformidade com
outras pesquisas recentes que confirmam essa abordagem taxonémica (MELO et
al., 2010; LAZOSKI et al., 2011; CAVALEIRO et al., 2013).

Tabela 10- Percentual de similaridade genética obtida por comparacdes das sequéncias de COI no
BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) para C. rhizophorae.

Identificacdo Morfolégica Identificac&o Molecular Similaridade (%)
Crassostrea sp 215 — H1 C. rhizophorae 98,37
Crassostrea sp 227 — H2 C. rhizophorae 98,21
Crassostrea sp 228 — H3 C. rhizophorae 98,37
Crassostrea sp 202 — H4 C. rhizophorae 97,05
Crassostrea sp 203 — H5 C. rhizophorae 97,22
Crassostrea sp 205 — H6 C. rhizophorae 97,01
Crassostrea sp 208 — H7 C. rhizophorae 98,21
Crassostrea sp 108A —H8 C. rhizophorae 98,21

Tabela 11- Percentual de similaridade genética obtida por comparagdes das sequéncias de COIl no

Fonte: Elaborado pelo autor

BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) para C. gasar.

Identificacdo Morfoldgica

Identificacdo Molecular

Similaridade (%)

Crassostrea sp — H1 Crassostrea gasar 98,20
Crassostrea sp — H2 Crassostrea gasar 97,71
Crassostrea sp — H3 Crassostrea gasar 97,88
Crassostrea sp — H4 Crassostrea gasar 98,04
Crassostrea sp — H5 Crassostrea gasar 98,04
Crassostrea sp — H6 Crassostrea gasar 98,04
Crassostrea sp — H7 Crassostrea gasar 99,52
Crassostrea sp —H8 Crassostrea gasar 98,04
Crassostrea sp — H9 Crassostrea gasar 97,88
Crassostrea sp — H10 Crassostrea gasar 98,04
Crassostrea sp — H11 Crassostrea gasar 97,55
Crassostrea sp — H12 Crassostrea gasar 98,37
Crassostrea sp — H13 Crassostrea gasar 98,04
Crassostrea sp — H14 Crassostrea gasar 98,04
Crassostrea sp —H15 Crassostres gasar 98,04

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 12- Percentual de similaridade genética obtida por comparac¢des das sequéncias de COIl no

BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) para C. brasiliana.

Identificacdo Morfologica

Identificacdo Molecular

Similaridade (%)

Crassostrea sp — H1
Crassostrea sp — H2
Crassostrea sp — H3
Crassostrea sp — H4
Crassostrea sp — H5
Crassostrea sp — H6
Crassostrea sp — H7
Crassostrea sp —H8
Crassostrea sp — H9
Crassostrea sp — H10
Crassostrea sp — H11
Crassostrea sp — H12
Crassostrea sp — H13
Crassostrea sp — H14
Crassostrea sp —H15

Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostreabrasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana
Crassostrea brasiliana

98,53
98,2
98,37
98,37
98,37
98,53
99,84
98,37
98,37
98,53
97,88
98,37
98,37
98,37
98,37

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 12- Arvore de haplotipos de agrupamento de vizinhos (NJ) utilizando o modelo K2P baseada
em sequéncias do gene COIl em ostras do género Crassostrea. Os nimeros dos nés representam os
valores de bootstrap (1000 réplicas). CAR = Carutapera, CUR= Cururupu, PC= Primeira Cruz e TUT =
Tutdia, SJIR= Sdo José de Ribamar e PL= Paco do Lumiar.

H15_CSP 327_CUR_C. gasar
-FJ717644_C_brasiliana
[ HMO003518_C. gasar_HC_H20
FJ717641_C_brasiliana
-HMO003517_C. gasar_HC_H19
-H8_CSP 165_CAR_C. gasar
FJ717640_C_brasiliama
-H5_CSP 10_PC_C. gasar
HMO003499_C. gasar_TUT_HC_H
-FJ717646_C_brasiliana
-FJ717643_C_brasiliana
-FJ717642_C_brasiliana
H7_CSP 13_PC_C. gasar
-FJ717648_C_brasiliana
-HMO003515_C. gasar_TUT_H17
H1_CSP 01_PC_C. gasar
L HMO003519_C. gasar_HC_H21
L H14_CSP 324 _CUR_C. gasar
L H13_CSP 284_TUT_C. gasar
-HMO003516_C. gasar_TUT_H18
L H4_CSP 09_PC_C. gasar
| _H11_CSP 183_CAR_C. gasar
H12_CSP 275_TUT_C. gasar
{ FJ717611_C_gasar_Senegal_Africa
FJ717645_C_brasiliana
-H3_CSP 06_PC_C. gasar

H6_CSP 12_PC_C. gasar

H10_CSP 179_CAR_C. gasar

FJ717651_C_brasiliana

-FJ717650_C_brasiliana

-H9_CSP 177_CAR_C. gasar

_| H2_CSP 05_PC_C. gasar
HMO003507_C. gasar_TUT_HS

—FJ717649_C_brasiliana

- FJ717647_C_brasiliana

| H5_CSP 203_SJR_C. rhizophorae

100

H3_CSP 228 PL_C. rhizophorae
100 H6_CSP 205 SJR_C. rhizophorae
H4_CSP 202 SJR_C. rhizophorae
H2_CSP 227 PL_C. rhizophorae
H7_CSP 208 SJR_C. rhizophorae
H1_CSP 215 PL_C. rhizophorae
H38_CSP 108°_SJR_C. rhizophorae
HMO003525_Crassostrea sp.

Fonte: Elaborado pelo autor
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A identificacdo molecular das espécies de ostras nativas do litoral do
Maranh&o pelo marcador COI validou os resultados gerados pelo PCR Multiplex. Do
ponto de vista da aquicultura os resultados obtidos revelam que no estado do
Maranhao existem condi¢cdes de obtencdo de sementes de ostra com qualidade em
ambiente natural. E possivel que, além de Carutapera, Cururupu, Raposa, Primeira
Cruz e Tutdia, que apresentaram a espécie de melhor desempenho zootécnico na
ostreicultura, C. gasar (ABSHER, 1989, PEREIRA, et al., 2001), outros pontos do
litoral possuam boas condi¢cbes para o recrutamento desses bivalves, ja que o

namero de municipios amostrados foi limitado.
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6. CONCLUSAO

O PCR Multiplex demonstrou-se eficaz na identificacdo das espécies de ostra
do género Crassostrea, do litoral maranhense. A eficiéncia dessa metodologia
representa uma alternativa pratica de monitoramento da distribuicdo das espécies de
ostras, bem como uma ferramenta mais acessivel ao produtor aquicola.

Os valores da distancia genética intra e interespecifica e o percentual de
similaridade das comparacfes das sequéncias de COI na plataforma BoldSystems
permitiu inferir quanto a identificacdo de C. gasar e C. rhizophorae no litoral
maranhense.

A presenca de mais de uma espécie nativa no litoral maranhense implica na
necessidade de estudos da biologia reprodutiva, de ambas as representantes, mais
detalhados, para que seja possivel avaliar as condicdes reais desse recurso
pesqueiro. Portanto, novas pesquisas, com maiores amostragens genéticas devem
ser geradas para o0s grupos de ostras do litoral maranhense como forma de
esclarecimento das condicbes desse recurso pesqueiro e dados mais informativos

sobre as populacdes existentes.
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