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RESUMO

As espécies Crassostrea rhizophorae e C. brasiliana
sdo ostras nativas do estado de Sergipe e desempenham
importante papel ecolégico no ecossistema manguezal,
além de representarem um dos principais produtos de
extrativismo. C. rhizophorae, conhecida popularmente
como “ostra-do-mangue”, considerada de médio porte
(10 cm) e a C. brasiliana, conhecida como “ostra-de-
-fundo”, considerada de grande porte (20 cm), apresen-
tam-se similares em sua morfologia e co-ocorrem no
ambiente em formas imaturas, contudo quando adultas
pouco se sabe sobre esta co-ocorréncia entre as espé-
cies, podendo dificultar a identificacdo e diferenciagéo
entre as espécies. Diante disso o objetivo do trabalho é
aidentificacdo molecular das espécies de ostras nativas
adultas encontradas nos dois diferentes estudrios do es-
tado de Sergipe e verificar a co-ocorréncia entre as mes-
mas. No presente estudo foram utilizadas ostras nativas
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adultas do género Crassostrea coletadas do ecossistema
manguezal do litoral sergipano. As 28 amostras de ostras
foram coletadas no més de setembro de 2008, as quais
foram retirados os muisculos adutores de cada ostra para
a extragdo de DNA total, sequido por amplificagdes do
segmento rDNA 16S e digerido com enzimas de restri-
¢do. O produto de amplificacdo das 28 amostras digerido
com a enzima de restricdo apresentou o mesmo perfil
de restricdo, correspondente a espécie Crassostrea bra-
siliana, resultado constatado por meio da comparagéo
do produto da digestdo com amostras padrdo existente,
referente as espécies C. brasilianae C. rhizophorae.

PALAVRAS-CHAVE

Rio Sao Francisco. Rio Vaza Barris. Ostras. Crassos-
trea. C. brasiliana.

Interfaces Cientificas - Satide e Ambiente « Aracaju = V.2 « N.2 « p. 31 - 36 « Fev. 2014



e32.

ABSTRACT

The species Crassostrea rhizophorae and C. brasilia-
na are native oysters in the state of Sergipe and play
an important ecological role in mangrove ecosystem,
furthermore, represent one of the major products of
extraction. C. rhizophorae, popularly known as “ostra-
-do-mangue” is considered a medium-sized (10 cm)
and C. brasiliana, known as ‘ostra-de-fundo”, consi-
dered a large (20 cm), are similar in morphology and
co-occurs in the environment when they are immatu-
re. However, as adults little is known about this co-
-occurrence between the species and and may ham-
per the identification and differentiation between
species. Therefore, the aim of this work is the iden-
tification of molecular from native oysters species,
at adult age, found in two different estuaries in the
state of Sergipe and check the co-occurrence betwe-
en them. In the present study we used Crassostrea
adult native oysters collected from the coastal man-
grove ecosystem in Sergipe. The 28 oyster samples
were collected in September 2008, which were taken
from the adductor muscle of each oyster for total DNA
extraction, followed by amplification of the 16S rDNA
segment and digested with restriction enzymes. The
amplification product of 28 samples digested with the
restriction enzyme had the same restriction profile
corresponding to the species Crassostrea Braziliana
the result found by comparing the digestion product
samples existing standard, referring to species C. bra-
siliana and C. rhizophorae.
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RESUMEN

La especie Crassostrea rhizophorae y C. brasiliana
son las ostras nativas en el estado de Sergipe y jue-
ga un importante papel ecolégico en los ecosistemas
de manglares, asi como la representacién de un pro-
ducto principal de la extraccién. C. rhizophorae, co-
nocido popularmente como “ ostra del pantano “ es
considerada una de tamafio mediano (10 cm) y C.
brasiliana, conocido como considera de gran tamafio
(20 cm) de pantalla “ ostras de fondo “ es similar en
morfologia y co -ocurren en el ambiente en formas
inmaduras, sin embargo, como adultos, se sabe poco
acerca de este co -ocurrencia entre especies, lo que
puede dificultar la identificacion y diferenciacién en-
tre las especies. Por lo tanto el objetivo de este tra-
bajo es la identificacién de las especies moleculares
de ostras nativas adultos que se encuentran en dos
estuarios diferentes en el estado de Sergipe vy verifi-
car co -ocurrencia entre ellos. En el presente estudio
de adultos ostién Crassostrea nativa obtenida de los
ecosistemas de manglares Sergipe costa fueron uti-
lizados. Las 28 muestras de ostras se recogieron en
septiembre de 2008, que fueron retirados del misculo
aductor de cada ostra para la extraccién de ADN total,
seguido de la amplificacién del segmento 16S rDNAy
se digirié con enzimas de restriccién. El producto de
amplificacién de 28 muestras digeridas con la enzi-
ma de restriccién tenfa el mismo perfil de restriccién
correspondiente a la especie Crassostrea Braziliana el
resultado encontrado comparando el producto de las
muestras de digestién estdndar existente en referen-
cia a las especies C. brasiliana y C. rhizophorae.

PALABRAS CLAVE
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Interfaces Cientificas - Saiide e Ambiente « Aracaju = V.2 « N.2 = p. 31 - 36 - Fev. 2014



e33.

1INTRODUGAO

0 estado de Sergipe é composto por dois estudrios
de grande porte, o rio Sdo Francisco que é responsa-
vel pela maior parte da deposi¢cdo de sedimentos no
litoral sergipano e pode ser considerado o principal
rio da regido Nordeste. Entretanto, o rio Vaza Barris
também é bastante representativo, especialmente
pelo ecossistema manguezal que ocupa a maior parte
de sua regido estuarina. Nesses dois estudrios exis-
tem ostras nativas, as quais estdo associadas ao ecos-
sistema manguezal e compdem parte importante do
produto do extrativismo das populagdes ribeirinhas.

As ostras sdo moluscos bivalves, pertencentes a
familia Ostreidae (RIOS, 1994), com ampla distribui-
¢do geogréfica. No Brasil, as ostras nativas encontra-
das pertencem ao género Crassostrea, que relne as
ostras de maior interesse econémico em funcéo do va-
lor nutritivo e do uso da concha como matéria-prima
na fabricacdo de produtos industriais e medicinais
(COSTA, 1985). A ostra é considerada um organismo
de alto valor nutritivo devido ao teor de minerais (fés-
foro, célcio, ferro e iodo), vitaminas (A, B1, B2, C e D)
glicogénio e protefnas (WAKAMATSU, 1973).

No litoral sergipano, as espécies nativas Crassos-
trea rhizophorae e Crassostrea brasiliana sdo consu-
midas e comercializadas pela populacdo local. A C.
rhizophorae, conhecida popularmente como “ostra-da-
-pedra”, ou “ostra-do-mangue”, por estar fixada nas ra-
izes aéreas de plantas do mangue - Rhizophora mangle
(NASCIMENTO, 1983), ocorre na regido de entre-marés
e pode atingir até 10 centimetros de altura. Jd a espécie
C. brasiliana, conhecida como “ostra-de-fundo”, ocor-
re no infralitoral, sendo considerada uma espécie de
grande porte, podendo atingir mais de 20 centimetros
de altura. No entanto, nas formas imaturas estas duas
espécies podem coocorrer e por apresentarem grande
similaridade morfoldgica torna-se dificil a distingado.
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As ostras nativas do Brasil sdo geralmente refe-
ridas como C. rhizophorae. No norte e nordeste do
pais essas ostras sdo cultivadas ou extraidas pelas
comunidades pesqueiras. A correta identificacéo
dessas espécies e o conhecimento sobre a sua dis-
tribuicdo é necessario para o manejo efetivo dessas
atividades (NASCIMENTO, 1991). As fazendas de
ostras estdo se tornando cada vez mais frequentes,
principalmente no Sul do Brasil. Além disso, a os-
tra ja se espalhou em habitats naturais da América
do Sul, levantando preocupagdes sobre os impac-
tos ambientais desta espécie na regido introduzida
(ESCAPA et al., 2004).

Monitorizacdo da presenga de diferentes espé-
cies de ostras em habitats naturais ndo é uma ta-
refa simples, devido a dificil diferenciacdo entre as
espécies (PIE et al., 2006). Caracteristicas morfo-
légicas, tais como cor da concha, forma, estrutura,
cicatriz sdo altamente influenciadas pelo ambiente
em que vivem (IGNACIO et al., 2000), acarretando,
assim, grandes problemas na sistematica de ostras
(GUNTER, 1951). Contudo, o advento da biologia
molecular traz novas ferramentas capazes de iden-
tificar a variedade de espécies de ostras em estu-
dos, assim como sua distribui¢do geografica (JOZE-
FOWICZ & O’FOIGHIL, 1998; IGNACIO et al., 2000;
LAPE’GUE et al., 2002).

Apesar do desenvolvimento das técnicas de identi-
ficacdo molecular de espécies do género Crassostrea
nos ultimos anos, nenhum trabalho foi realizado vi-
sando a comparacgdo e a prevaléncia entre as espécies
de ostras encontradas nos diferentes estudrios do es-
tado de Sergipe. Baseado nessas informagdes, o obje-
tivo desse trabalho foi fazer a identificacdo molecular
das ostras presentes nos dois maiores estudarios do
estado de Sergipe.
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2 METODO
OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 28 amostras de ostras, sendo
14 espécimes do municipio de Brejo Grande/SE pro-
venientes do rio Sdo Francisco (10° 25’ 46”S, 36° 27’
58”0) e 14 espécimes do municipio S3o Cristévao/SE
do rio Vaza-Barris (11°00° 53” S, 37° 12’ 23” 0).

Apés a coleta essas espécimes foram encaminha-
das ao laboratério de Biologia molecular onde foram
realizadas uma parte das anélises, logo foram retira-
dos os musculos adutores de cada ostra, conservados
em élcool 70% e armazenados em micro tubo de 2 mL
no freezer a -20°C. Foram submetidas a extragdo com
protocolo de fenol-cloroférmio (SAMBROOK & RUS-
SEL, 2001 e MARQUES, 2003) modificado.

PCR/RFLP

As condicoes de amplificacdo e digestdo foram
realizadas no LEMPE-Laboratério de Ecologia Mole-
cular e Parasitologia Evolutiva situado na Universida-
de Federal do Parana. Para a amplificagdo da regido
16S do DNAr foram usados os seguintes oligonucle-
otfdeos: Foward (5- CGCCTGTTTATCAAAAACAT- 3’) e
Reverse (5'- CCGGTCTGAACTCAGATCACGT - 3’). A re-
acdo de amplificacdo teve um volume total de 25 pL,
sendo composta por (1x) buffer (Invitrogen®), 1,5 mM
MgCL, (Invitrogen®), 0,5 mM dNTPmix (Biotools®), 2,5

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A figura 1 corresponde a regido 16S do DNAr
amplificado, onde todas as amostras apresentaram
peso molecular igual, com cerca de 506 pb. Poste-
riormente, na figura 2, as amostras digeridas com
a enzima HAE/Il apresentaram um mesmo perfil de
restricdo, e em funcdo da comparacdo com amos-

U Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen®), 2,0
UM de cada primer e 60 ng do DNA total. Um controle
negativo (auséncia de amostra de DNA) foi incluso em
cada processo de amplificagdo.

Nas seguintes termociclagens: 4 min. a 94°C, se-
guidos de 32 ciclos de 94° por 30s, 56°C por 40s e 1
min. a 72°C.

DIGESTAO ENZIMATICA (RFLP)

A tipagem molecular dos produtos de amplifica-
¢do da regido 16S do DNAr foi realizada segundo a
metodologia do PIE et al. (2006).

O produto de PCR foi submetido a digestdo com
a enzima Haelll de Escherichia coli, em um volume
final de 10 pL, sendo 2 pL de ddH20, 0,5 pL de tam-
pdo RE 1 X (10mM Tris-HCL, 10mM MgCl2, 100mM
KCl, 0,4mg/mL BSA, pH 8,5; Biotools®), 0,5 pL da
enzima Haelll e 7 uL de DNA amplificado. A diges-
tdo ocorreu a 37° C por 2h. Os fragmentos espe-
rados tinham 235 pb (C. Brasiliana) ou 261 pb (C.
rhizophorae).

Por fim, os fragmentos foram visualizados por ele-
troforese em gel de agarose a 3%.

tras padroes existentes no LEMPE, referentes as es-
pécies C. brasiliana, C. rhizophorae e C. gigas, pode-
-se constatar que tanto as amostras oriundas do Rio
Sdo Francisco como as do Vaza Barris referem-se a
espécie Crassostrea brasiliana.
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Figura 1 - Amplificacdo da regido 16S do DNAr. A figura
é referente ao produto da amplificagdo, os quais se apre-
sentam homogéneos, apresentando cerca de 506 pares de
bases; onde MM se refere ao marcador molecular e 1 ao 3
as amostras provenientes do rio vaza barris e de 4 a 6 as
amostras provenientes do Rio Sdo Francisco

MM 1

2 3 49 @

506 pb

Figura 2 - RFLP - da regido 16S do DNAr. A figura
representa o produto pds digestdo com a enzima de
restricdo HAEIII, o qual apresentou fragmentos com
cerca de 261 pares de bases

MM 1 2 3 4 5 6

506 pb
—

396 pb
—

C. brasiliana -
C. rhizophorae

261 pb

De acordo com Pie e outros autores (2006) o tama-
nho obtido corresponde a ostras da espécie C. brasiliana

A técnica de RFLP mostra resultados consistentes,
embora os fragmentos menores ndo possam ser segu-
ramente detectados em gel de agarose 3%, o maior
fragmento de cada espécie (235 pb correspondentes
a C. brasiliana, 261bp correspondentes a C. rhizopho-
rae) (figura 3), sdo suficientes para a identificacao.

No presente estudo foi possivel constatar que nas
regides do rio S3o Francisco e no rio Vaza Barris as es-
pécies de ostras que sdo encontradas fixadas no mes-
mo substrato sob formas imaturas, ndo co-ocorrem nas
formas adultas, de acordo com as amostras analisadas
dos dois principais estuarios do estado de Sergipe.

Figura 3 - llustragdo correspondente ao fragmento
16S do DNAr das trés principais espécies de ostras na-
tivas das regides estuarinas do Brasil. As sequéncias
da espécies C. gigas foram obtidas no GenBank (nu-
meros de acesso: AF280611, AY632550, AJ553905,
AJ553904, AJ553903, S66183)

Crassostrea brasiliana

Crassostrea gigas

Crassostrea rhizophorae

d

0 100 200 300 400 500

Tamanho do fragmento - pB

Os fragmentos em preto sdo os utilizados para a
identificacdo das espécies (PIE ef al., 2006).

As ostras da espécie C. brasiliana se mostrou mais
abundantes na regido infra litoranea dos rios Vaza Barris
e Sdo Francisco, indicando a ocupacdo de nichos dis-
tintos quando adulta, ocorrendo a coexisténcia dessas
espécies apenas na forma imatura. A utilizacdo do pro-
tocolo descrito no presente estudo pode aprimorar os
programas de monitoramento de habitats naturais para
entender a extensdo espacial e temporal da distribuigéo
das ostras em areas naturais em toda a costa brasileira
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(PIE et al., 2006). Além disso, a identificacdo das semen-
tes de ostras, utilizando métodos moleculares pode per-
mitir uma certificagdo da identidade das sementes co-
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