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RESUMO

Moluscos bivalves do género Crassostrea sp sao individuos que habitam as
regides estuarinas e de aguas salobras. Esses animais sdo de grande importancia para
as comunidades ribeirinhas que através do extrativismo complementam a renda
familiar. Esse trabalho tem como objetivo caracterizar, através de marcadores
moleculares ISSR, a espécie Crassostrea sp, coletadas dos ambientes submerso e das
raizes do mangue com o objetivo de obter maior conhecimento acerca da diversidade
genética dentro e entre as populacbes de ostras coletadas na regidao de Capanema,
tentando identificar a possibilidade de ocorréncia de espécies diferentes do género
Crassostrea nos pontos amostrados. Os 90 espécimes amostrados foram levados vivos
para andlise no Laboratorio de Genética de Organismos Aquaticos (LAGOA), na
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB). Foram realizados os
procedimentos para as extracfes do DNA total tendo como material biol6égico o musculo
adutor de cada individuo, através do protocolo de extracdo de Fenol:Cloroférmio, e em
seguida foi realizada a analise com marcadores moleculares. Foram utilizados um total
de 6 primers ISSR. A andlise dos padrées de bandas obtidos a partir destes
marcadores foi transformada em matriz binaria de presenca/auséncia através do
programa estatistico Darwin 6, realizando o agrupamento dissimilaridade pelo método
das medias ndo ponderadas das distancias génicas. Foi possivel afirmar que
iniciadores tipo ISSR, foram competentes para detectar uma alta variabilidade genética
intrapopulacional e alta estruturacdo genética. Com os resultados obtidos de identidade
genética alta (0,9456) e distancia genética baixa (0,0560) entre as duas populacdes de
ostras estudadas, a média de diversidade genética de Nei (H) foi de 0,2007 (0%0,18)
para os individuos coletadas nas raizes do mangue e 0,2154 (0+0,17) para os
submersos. Néao foi identificado a possibilidade de serem populagdes compostas por
espécies diferentes. A andlise de varidncia molecular evidenciou que 75,70% da
variacdo total encontram-se dentro das populacdes estudadas e 24,30% entre as
populacdes. Encontramos um valor de FST de 0,243, apresentando uma alta
estruturacdo genética. Indicamos um sequenciamento de genes para a comprovacao
final das espécies analisadas nesse estudo. Assim, ostras coletadas fixas nas pedras
(submersas) ou em raizes de mangue na comunidade de Capanema apresentaram alta
variabilidade genética oferecendo a possibilidade de serem utilizadas em programas de
conservacao e melhoramento genético.

PALAVRAS-CHAVE: genética; marcador molecular; DNA;



ABSTRACT

Crassostrea sp are bivalve molluscs that inhabit the estuarine and brackish waters.
These animals are of great importance to the riverine communities that through
extractivism complement the income of these families, representing an important social
role since the activity is usually carried out by autonomous workers (mostly women) or
organized in associations and cooperatives that live in capture and processing of
shellfish. This work aims to characterize, through ISSR molecular markers, the species
Crassostrea sp collected from submerged environments and mangrove roots in order to
obtain a better knowledge of the genetic diversity within and among the populations of
oysters collected in the region of Capanema, trying to identify the possibility of
occurrence of different species of the genus Crassostrea in the points sampled. The 90
specimens sampled were taken alive for analysis at the Laboratory of Genetics of
Aquatic Organisms (LAGOA), at the Federal University of Recbncavo da Bahia (UFRB).
These data include a set of information for the conservation of the species and
maintenance of commercial fishing activity in the Capanema-Bahia region. The
procedures for the extractions of the total DNA were carried out using the biological
material of the adductor muscle of each individual, through the protocol of extraction of
Phenol: Chloroform, and then analysis with molecular markers. A total of 6 ISSR primers
were used. It was possible to affirm that primers type ISSR, were competent to detect a
high genetic variability intrapopulacional and high genetic structuration. With the results
of high genetic identity (0.9456) and low genetic distance (0.0560) between the two
oyster populations studied, the mean genetic diversity of Nei (H) was 0.727 (o £ 0, 18)
for the individuals collected in the mangrove roots and 0.2154 (o + 0.17) for the
submersed. The possibility of being populations composed of different species has not
been identified. The analysis of molecular variance showed that 75.70% of the total
variation is within the studied populations and 24.30% among the populations. We found
an FST value of 0.243, presenting a high genetic structure. We indicated a gene
sequencing for the final confirmation of the species analyzed in this study. Thus, oysters
collected from the rocks (submerged) or mangrove roots in the community of Capanema
showed high genetic variability, offering the possibility of being used in conservation and
breeding programs.

Key words: Genetic variability; Bivalve molluscs; DNA;



1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma extensa area de manguezala qual se destaca
mundialmente. E no mangue onde muitas familias da comunidades retiram seu
sustento por meio da pesca artesanal e de subsisténcia, como fonte de renda
necessaria a sua sobrevivéncia (SILVA, OLIVEIRA e NUNES, 2007). A producéo
brasileira de moluscos bivalves, segundo dados do extinto Ministério da Pesca e
Aquicultura (BRASIL, 2013), foi de 13.989,4 toneladas em 2011, com 1.233,7 toneladas
de ostras, porém, apenas uma pequena parte esta representada pelo cultivo de
espécies de ostras nativas, Crassostrea gasar, Adanson, 1757 e Crassostrea
rhizophorae, Guilding 1828.

De acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization) (2004), dentre os
bivalves cultivados no Brasil, 93% tem origem no estado de Santa Catarina, principal
produtor nacional. As outras areas importantes de cultivo sdo observadas ao longo da
costa do Sudeste. No entanto, estuarios localizados no Norte e Nordeste possuem
grande potencial para a aquicultura, especialmente para ostras nativas.

No Nordeste brasileiro, a extracdo de moluscos bivalves representa
importante papel social para boa parte da populagcdo estuarina, uma vez que as
correntes marinhas que banham essa costa ndo sustentam grandes cardumes de
peixes (SANTOS et al, 2017). A atividade é desenvolvida geralmente por
trabalhadores autbnomos (em sua maioria mulheres), ou organizados em
associagOes e cooperativas que vivem da captura e beneficiamento dos mariscos, e
gue detém conhecimento sobre as marés, as fases lunares e a heterogeneidade da
fauna e flora do mangue (BEZERRIL, 2012; FAO, 2010).

Mundialmente as ostras do género Crassostrea (SACCO, 1897) se destacam
por apresentar grande relevancia econémica, principalmente devido ao valor da “carne”
e também ao uso de suas conchas como matéria prima na fabricacdo de artesanatos,
industriais e medicinais (COSTA, 1985; ERSE & BERNADES, 2008).

Segundo Silva (2015), espécimes do género Crassostrea ocorrem nas regioes
estuarinas de baixa e média salinidade do litoral do Brasil e recebem o nome popular de

ostra do mangue. Destas, duas espécies se destacam por sua relevancia no



extrativismo e na aquicultura brasileira: Crassostrea rhizophorae (GUILDING, 1828) e
Crassostrea brasiliana (LAMARK, 1819).

A morfologia externa de algumas espécies de ostras, inclusive do género
Crassostrea sp., modifica de acordo com as caracteristicas ambientais as quais estéo
sujeitas, de modo que a variagdo morfolégica entre individuos de mesma espécie
causa conflitos na identificacdo (SILVA et al., 2015). Dessa maneira, 0 processo de
distincao das espécies com base em caracteristicas externas da concha, como forma,
cor, cicatriz do masculo e estrutura ndo é totalmente confiavel (IGNACIO et al., 2000).
Nesse sentido, métodos moleculares sdo imprescindiveis para estabelecer as
pequenas diferencas entre as espécies (THORPE & SOLE-CAVA, 1994; GUO et al.,
2012).

A identificacdo por caracteres fenotipicos entre as duas espécies brasileiras
de ostras do mangue pode ser dificultada tendo em vista que ambas possuem
morfologia bastante semelhante, situam-se no mesmo habitat e, fixam-se nos
mesmos substratos (SIQUEIRA, 2008). A plasticidade fenotipica exibida pelas formas
adultas de ambas as espécies, em relacdo ao substrato ao qual estéo fixadas, reforca
a dificuldade e controvérsia na identificacdo taxonémica (ABSHER, 1989).

A partir da década de 1990 observa-se na literatura a utilizacdo de varias
técnicas moleculares para avaliar a diferenciacdo de estoque de ostras. Dentre as
metodologias empregadas podemos citar aloenzimas, eletroforese, analise
polimorfica de DNA mitocondrial e DNA nuclear, minisatélites e marcadores de
microssatélites (SHAKLEE & BENTZEN 1998; THORPE et al., 2000).

Os individuos de C. brasiliana (sinonimia de C. gasar), até meados da década
de 1970, era identificada erroneamente como C. rizhophorae, baseando-se
estritamente na observagéo de caracteres morfologicos. De acordo com Rios (1973),
C. rhizophorae ja foi considerada sindnimio de C. brasiliana, no entanto, através do
estudo realizado por Christo & Absher (2008) observando a morfologia larval, foi
possivel observar a diferenciacdo genética entre as duas espécies e sua co-
ocorréncia em estuarios brasileiros.

Um dos métodos mais confiaveis para resolver este dilema, e a genética

molecular, ja utilizada para questbes semelhantes em estuarios de outras regides
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(BUROKER et al., 1979; GAFFNEY & ALLEN JR, 1993; THORPE & SOLE-CAVA,
1994; PIE et al., 2006; LUDWIG et al., 2011; KONG et al., 2013).

A grande variacado morfologica observada nas populacdes da ostra do mangue
no litoral brasileiro merece estudos aprofundados, uma vez que s&o importantes para
preservacao e conhecimento dos estoques naturais e servirdo de base para estudos
que se aplicardo no processo de cultivo das mesmas. A existéncia de diferentes
morfotipos com crescimentos diferenciados pode incrementar a produtividade dos
cultivos e consolidar a malacocultura no nordeste, produzindo novos empregos e
promovendo o desenvolvimento das regifes de cultivo, além de permitir a exportacao
da tecnologia desenvolvida para outras regides do pais.

De acordo com relatos das marisqueiras que moram na RESEX, foi observado
a possibilidade de ser encontradas duas espécies do genero crassostrea na regido,
devido o fato de que alguns individuos crescem mais que outros. A partir desse
questionamento foi testado as seguintes hipéteses 1: os individuos coletados em
raizes de mangue e fixas em rochas, pertencerem a mesma espécie. Hipotese 2: 0s
individuos coletados nas raizes do mangue e nas rochas pertencerem a espécies
diferentes.

Com isso, nesse trabalho objetivou-se verificar a possibilidade de ocorréncia
de duas espécies do género Crassostrea nos dois ambientes amostrados, e avaliar a
diversidade genética dentro e entre as populacdes de ostras coletadas na regido de
Capanema, utilizando marcadores ISSR.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O extrativismo

A maricultura vem se desenvolvendo rapidamente no Brasil, isso se da pelo
crescente aumento da producdo nas regibes nordeste e sul com a producdo de
moluscos (ostras e mexilhdes). A expansdo da producdo de moluscos é desenvolvida
cada vez mais por pescadores e marisqueiras com uma alternativa de renda e alimento,
contribuindo para a fixagcdo da populacéo jovem em seu local de origem, utilizando os
recursos naturais para geracao de fonte de renda (SOUZA, 2014).

Na Bahia, o cultivo de ostras tem se uma alternativa viavel para complementar
a renda de comunidades estuarinas e minimizar a sobre-exploracdo dos estoque
naturais. No entanto, a atividade mais realizada ainda é a extracdo desses individuos
(SANTOS, 2017).

O extrativismo é desenvolvido em comunidades litoraneas, gerando emprego,
renda, uma otima fonte nutricional e incentivando a exploracao racional dos recursos
(OLIVEIRA et al., 2006).

A ostra do mangue (Crassostrea rhizophorae) extraida artesanalmente nos
bancos naturais passou a ser cultivada, em estados das regides Sudeste e Nordeste a
partir da década de 70, com cultivos experimentais instalados nos estados de Séo
Paulo e na Bahia, porém técnicas de cultivo desta espécie ainda sao incipientes no
Brasil (GUZENSKI, 2000).

A coleta do molusco é feita de forma artesanal e muitas vezes ndo respeita a
preservacdo do ecossistema, levando a diminuicdo das ostras em bancos naturais
(SANTOS, 2017).

Segundo Bezerril (2012) a pesca nho mangue, ou mariscagem, €, segundo
relatos das marisqueiras, uma pratica desenvolvida por populages ribeirinhas ha
bastante tempo. Trata-se de uma tradicdo familiar os pais levarem seus filhos as
atividades de pesca, de forma a repassarem seus conhecimentos sobre a arte de
mariscar, além de obter um aumento na renda familiar através da ajuda destes
(DALTRO, 2013).



12

A utilizacdo de recursos pesqueiros (extracao de ostras de bancos naturais) tem
sido marcada pela degradacéo dos ecossistemas locais, e isto se faz em resultado da
captura descontrolada de organismos aquaticos de interesse comercial para geracao de
alimento e renda, por comunidades ribeirinhas (CHRISTO, 2006).

Em funcdo desta degradacdo ambiental proveniente das acBes antrépicas,
atividades como a ostreicultura vem sendo incentivada, tanto por iniciativas particulares
como por incentivos governamentais, com o intuito de substituir parcialmente o
extrativismo em uma atividade aquicola, evitando assim a reducdo dos estoques
naturais (SANTOS, 2011).

Dado o alto valor comercial de ostras, sobretudo de C. brasiliana, devido ao seu
maior tamanho, € essencial certificar a identidade das espécies através de fatores que
nao sejam influenciados pelo ambiente (IGNACIO et al., 2000). Deve-se levar em
consideracdo que a correta identificacdo possibilita o melhoramento em técnicas na
aquicultura e no biomonitoramento, fornecendo também dados importantes para a
preservacao das espécies (REBELO et al., 2003).

Souto e Martins (2009) em um estudo etnoecolégico na mariscagem de
moluscos bivalves no manguezal do distrito e Acupe, Santo Amaro, BA, evidenciou por
meio de entrevistas as marisqueiras da regido que elas citam que “s6 ha uma marca de
ostra”, porém elas recebem nomes diferentes de acordo com o sitio de coleta: “ostras
de mangues” para aquelas encontradas nas raizes de manguezais e “ostra de laje” para
aguelas que sao encontradas aderidas as pedras.

A pesca em si pode afetar a composicdo ou mesmo a variabilidade de uma
espécie dependendo de diversos fatores, mas principalmente a seletividade. Assim,
para as espécies de valor comercial, a pesca € um dos fatores principais de mortalidade
de animais adultos, muitas vezes comprometendo o recrutamento dos estoques. A
genética molecular € um dos métodos mais confiaveis para resolver este dilema, sendo
utilizada para questbes semelhantes em estuarios de outras regifes (LUDWIG et al.,
2011; KONG et al., 2013).
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2.2 Geénero Crassostrea

No Brasil espécimes do género Crassotrea, sdo conhecidos popularmente
como ostra do mangue, pois sdo encontradas em raizes de mangue (Rhizophora
mangle) além de se fixarem formando bancos nas zonas entre mares, no infra litoral e
em bancos rochosos (ABSHER 1989).

Os moluscos bivalves deste género caracterizam-se como uma fonte rica de
proteinas e minerais, em fungdo do valor alimenticio da “carne”, além de possuirem
baixo valor calérico e utilizagdo da concha como matéria prima para a composi¢cao de
diversos produtos (BISPO et al., 2004; COSTA, 1985).

As espécies do género Crassostrea sdo consideradas eurihalinas (suportam
largas faixas de variacdo de salinidade) e euritérmicas (toleram largas faixas de
mudanca de temperatura), podem habitar diversos ambientes, sobretudo estuarios
(PRITCHARD, 1967; AMARAL 2010). A interacdo entre a agua salgada e agua doce
ocasiona variacdes de salinidade e esta associada ao grande aporte de matéria
organica e alta produtividade primaria que da aos estuarios -caracteristicas
fundamentais para sobrevivéncia destes animais (PRITCHARD, 1967).

De forma geral, o género Crassostrea tem sido atribuido as espécies com a
valva direita menor e plana, a valva esquerda mais concava e aderida ao substrato. O
resilio € estriado longitudinalmente. O exterior é geralmente cinza claro a branco,
amarronzado e ou purpura. O interior € branco, com a cicatriz do musculo adutor roxa,
préxima ao centro, podendo estar pigmentada ou ndo. O ligamento € externo. O género
apresenta individuos dioicos, sem dimorfismo sexual, produzindo de 30 a 50 milhdes de
ovos por desova (AMARAL, 2010; BOSS, 1982).

A identificagdo morfoldgica de ostras do género Crassostrea em nivel de espécie
é dificil, devido a intensa influéncia ambiental no desenvolvimento da valva (LAM &
MORTON, 2003). O numero de espécies de ostra nativas na costa sul-americana
permanece incerto (MELO et al.,, 2010a). Crassostrea brasiliana (LAMARCK, 1819)
e Crassostrea rhizophorae (GUILDING, 1828) foram inicialmente descritas em
manguezais do Atlantico Sul-americano (NASCIMENTO, 1991). Na figura 1 podemos

observar conchas de ostra do genero Crassostrea obtidas no estuario Vaza Barris,
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Sergipe, Crassostrea brasiliana (a), (b) e (c) Crassostrea rhizophorae (d) (e) e (f).
(SILVA 2015).

Figura 1. Conchas de ostra do genero Crassostrea obtidas no estuario Vaza Barris,
Sergipe, Crassostrea brasiliana (a), (b) e (c) e Crassostrea rhizophorae (d) (e) e (f).
(SILVA 2015).

Grandes diferencas encontradas na fase larval, principalmente no que diz
respeito as taxas de crescimento e na morfologia tém contribuido para a classificacédo
as ostras brasileiras em duas espécies. Entretanto, Singarajah (1980) propds que C.
brasiliana e C. rhizophorae eram sin6nimias, e assim, com base em caracteristicas

morfologicas e fisiologicas, descreveram uma nova espécie, Crassostrea paraibanensis,
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originaria do estuério do rio Paraiba (estado da Paraiba, Brasil). Este também sugeriu a
existéncia de outras espécies do género Crassostrea ainda ndo identificada sendo esta

encontrada na lagoa da Tijuca (Rio de Janeiro).

De acordo com IGNACIO et al.,, (2000) e MELO et al., (2010b) evidéncias
genéticas bioquimicas e moleculares suportam a existéncia de duas espécies nativas
de Crassostrea, identificadas como C. brasiliana e C. rhizophorae. Entretanto, Lapegue
et al. (2002), ao usar evidéncias moleculares (sequéncias de rRNA 16S e haplétipos
RFLP) e analise cariolégica, descobriram a presenca de duas espécies da costa sul-

americana, nomeadamente Crassostrea gasar (Adanson, 1757) e C. rhizophorae.

Varela et al. (2007), com base em sequéncias 16S, concordaram com 0S
altimos autores e mencionaram a presenca de uma terceira espécie para o género
Crassostrea no norte do Brasil, que estava mais intimamente relacionada com as ostras
indo-pacificas. Melo et al., (2010b) identificaram a presenca de apenas trés espécies de
Crassostrea ao longo da costa brasileira, C. gasar (= C. brasiliana) e C. rhizophorae,

ambas com distribuices relativamente amplas e Crassostrea sp.

No Brasil, existem pelo menos trés espécies do grupo Crassostrea que estao
distribuidas pela costa, sendo as duas espécies nativas: C. rhizophorae (Guilding 1828)
e C. brasiliana (Lamarck 1819), (por alguns pesquisadores, denominada de C. gasar) e
a terceira, C. gigas, espécie exotica que foi introduzida na década de 1970 (POLI &
LITLLEPAGE, 1998).

Por serem animais de profundo interesse econdmico, suas relagcdes vém sendo
estudadas por varios pesquisadores das mais diversas areas, pois ainda ndo sao
conhecidas ao certo suas distribuicbes geograficas e nem mesmo suas afinidades
filogenéticas. Os estudos moleculares de Varela et al. (2007) revelaram uma forte
similaridade entre a ostra nativa da regido norte do Brasil e C. gasar africana.
(IGNACIO et al., 2000). Nesse sentido, métodos moleculares sédo imprescindiveis para
estabelecer as pequenas diferencas entre as espécies (THORPE & SOLE-CAVA, 1994;
GUO et al., 2012).
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2.3Crassostrea rhizophorae

C. rhizophorae (Figura 2) € uma espécie hermafrodita protandrica que se
distribui do Caribe ao Atlantico Sul-americano (até o Sul do Brasil). Estas ostras
apresentam o tamanho médio da concha de 6,5 cm em estégio adulto, sendo grossa e
de formato variavel, geralmente larga, e de tonalidade que varia de clara a escura
(VILLARROEL et al., 2003; LAZOSKI et al., 2011).

Figura 2. 1 e 2- C. rhizophorae de coletor vista da valva superior e inferior; 3 e 4- C.
rhizophorae de repicagem vista da valva superior e inferior.

A e —"Fl

Fonte: Oliveira, 2014
Sua distribuicdo se estende ao longo de zonas tropicais, onde ocorre
principalmente, fixadas as raizes aéreas do mangue vermelho (Rhizophora mangle),
ou nas zonas intertidais de costdes rochosos, desse modo sdao conhecidas por ostra
do mangue ou ostra nativa (NASCIMENTO, 1983; AMARAL 2010).
Segundo Rios (1994) a taxonomia da C. rhizophorae se da da seguinte forma:
Reino Animalia;
Filo Molusca;
Classe Bivalvia;
Ordem Ostreoida;
Familia Ostreidae;

Género Crassostrea (Sacco, 1897)
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Espécie Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828).

As ostras da espécie C. rhizophorae sdo animais oviparas hermafroditas
protrandricos com fecundacédo externa e desenvolvimento larval planctotrofico e néo
apresentam dimorfismo sexual (WAKAMATSU, 1973). Podem ser classificadas como
eurihalina e osmoconformadora, adaptada para ambientes com salinidade de 0 a 40
unidades praticas de salinidade-PSU (SANTOS, 2014).

2.4 Crassostrea brasiliana

C. brasiliana (sinonimia de C. gasar), até meados da década de 1970, era
identificada erroneamente como C. rizhophorae, baseando-se estritamente na
observacdo de caracteres morfologicos (SINGARAJAH, 1980). Porém, é notdério o fato
de C. brasiliana apresentar melhor performance de crescimento em cultivos (PEREIRA
et al., 2003). Além disso, é uma espécie que apresenta distribuicdo em zonas infralitoral
do Sudeste do Brasil e em areas mais préximas ao tropico de Capricornio. Sua concha
em estagio adulto apresenta tamanho variavel, com valores entre 5 a 19 cm (LAZOSKI
et al., 2011).

Figura 3. 1 e 2- C. brasiliana de coletor vista da valva superior e inferior; 3 e 4- C.
brasiliana de repicagem vista da valva superior e inferior.

Fonte: Oliveira 2014
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Segundo Lazoski (2014) essa espécie de ostra se faz presente no Nordeste
brasileiro indicando uma alta estruturagéo populacional assim como ocorre nas regides
Norte e Sudeste.

Segundo Rios (1994) a taxonomia da C. brasiliana se da da seguinte forma:
Reino Animalia;

Filo Molusca;
Classe Bivalvia;
Ordem Ostreoida;
Familia Ostreidae;
Género Crassostrea (Sacco, 1897)
Espécie Crassostrea brasiliana (Lamarck 1819).

A espécie C. brasiliana (Figura 3) apresenta concha com forma ovoide, larga e
delgada, altura de 50 a 130 mm. Coloracdo esverdeada, amarronzada com feixes
brancos. Valva direita (superior) opercular e larga. Valva esquerda (inferior) forma de
taca rasa, com uma leve depressao sob o umbo (AMARAL, 2010).

Possui fecundacdo externa eliminando seus gametas, sem indicios de
incubacao prévia, diretamente na 4gua, onde ocorre a fertilizacéo e o desenvolvimento
completo do estagio larval (SILVA & BOEHS, 2007).

2.5 Marcadores Moleculares em Ostras

O uso de técnicas moleculares para a caracterizacdo de espécies é uma
ferramenta confiavel e eficaz, permitindo a resolucdo de problemas taxonémicos de
espécies, como ostras, que sao de dificil separacédo (MELO et al., 2010b).

A escolha do tipo de marcador se da em acordo com suas caracteristicas.
Segundo Rodrigues (2010), Marcadores moleculares do tipo ISSR sdo recomendados
para analises genéticas obtendo-se resultados confiaveis com rapidez em seus
resultados e com custos menores.

Baseado nessa necessidade, diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje
disponiveis para a deteccdo de polimorfismos genéticos. Estas técnicas permitem a
obtencdo de um numero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares que cobre
todo o genoma do organismo (ANTONINI et al., 2004).
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O uso de marcadores baseados no DNA permite uma avaliagcado das relacdes
filogenéticas entre espécies, géneros e familias, bem como entre populagbes. Essa
técnica traz como vantagem fato que as diferencas encontradas nas sequéncias de
DNA nédo sao modificadas pela acdo do ambiente, como nos marcadores morfolégicos
ou mesmo nos marcadores protéicos (aloenzimas e isoenzimas), pois sao fixadas no
momento da fertilizacdo. (NGUYEN et al., 2006)

Ao se avaliarem as diferencas genéticas com marcadores neutros, trata-se da
estimativa indireta da variabilidade genética subjacente em genes envolvidos nos
processos de adaptabilidade e evolucdo de uma populacdo (NGUYEN et al., 2006).
Diversos marcadores genéticos tém sido desenvolvidos com base na sua heranca e
padrdao de evolucdo (PARK & MORAN, 1994). Um marco no aprimoramento e na
universalizacdo do uso de marcadores moleculares foi o desenvolvimento da técnica da
reacao em cadeia da polimerase - PCR (SAIKI et al., 1988).

Nos ultimos anos, um grande nimero de tecnologias da genética molecular séo
utilizados para fornecimento de informacdes favoraveis ao desenvolvimento dos
programas de conservacao e uso de recursos genéticos (FALEIRO, 2007). A escolha
desta técnica molecular dependera do objetivo do estudo, da infra-estrutura local, dos
recursos financeiros e humano disponiveis além do nivel de conhecimento da genética
molecular da espécie a ser estudada (SOUZA., 2015; COSTA et al. 2016)..

Descrito quase que simultaneamente por Meyer et al. (1993), Wu et al. (1994) e
Zietkiewicz et al. (1994) os marcadores moleculares ISSR séo utilizados em uma
variedade de estudos genéticos com espécies de ostras (DALTRO et al.,2016; VIEIRA
et al., 2017). A técnica se baseia em iniciadores de repeticao di, tri ou tetranucleotidica
para amplificacdo do DNA numa determinada por¢édo do genoma situada entre dois
microssatélites similares de orientacdo reversa a cadeia de DNA, que estdo vastamente
distribuidos no genoma (ROUX et al., 2007).

A taxonomia do género Crassostrea avangou muito com o advento dos
marcadores moleculares, que passaram a ser utilizados na investigacéo da distribuicao
das espécies no ambiente e esclarecer a sistematica das ostras no sul do Brasil
(MACCACCHERO et al., 2007). Estas técnicas permitem a obtencdo de um numero

virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do
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organismo (LOREDELO, 2014). Baseados em polimorfismos moleculares PIE et al.,
(2006) confirmou a existéncia e co-ocorréncia das trés espécies de ostras presentes no
estado do Parana no Brasil, sendo elas a C. rhizophorae, C. brasiliana, e a C. gigas
(exatica) utilizando a metodologia RFLP/PCR para discriminar as trés espécies.
Espera-se que o0 estudo realizado neste trabalho possa contribuir com
informacgdes consistentes sobre as populacdes de ostras nativas brasileiras, permitindo

a preservacao e o cultivo de forma sustentavel e mais efetiva.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizacdo genética de ostras do género Crassostrea amostrados em dois
ambientes distintos na RESEX Marinha da Baia do Iguape - BA, utilizando marcadores

moleculares tipo ISSR.

3.2 Objetivos especificos

Apresentar informacfes preliminares acerca da caracterizacdo genética de
duas populacdes de ostras do género Crassostrea nativas da regidao de Capanema,
Bahia, utilizando uma abordagem molecular através do marcador ISSR;

Verificar a variabilidade genética entre e dentro das populacdes amostradas,
utilizando o marcador molecular ISSR;

Verificar a existéncia de mais de uma espécie nos ambientes amostrados,

utilizando o marcador molecular ISSR.

4. MATERIAL E METODO
4.1 Area de estudo

A RESEX Reserva (Extrativista da Baia do Iguape) esta localizada nos
municipios de Maragojipe e Cachoeira, no estado da Bahia, tem como area de
abrangéncia 8.117,53 ha envolvendo dois ambientes: 2.831,24 ha inclui terrenos de
manguezais e 5.286,29 ha de aguas internas brasileiras. A atividade extrativista da Baia
do Iguape é realizada por cerca de 68,3% das familias, sendo que 31,67% se dedicam

a pesca e a mariscagem, deste universo e em torno de 31% dessas familias tem na
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mariscagem sua principal atividade consistem de mulheres e criangas
(PROST, 2010; FREITAS, 2017).

A Cidade da Cachoeira possui uma barragem (Pedra do Cavalo) de grande
importancia para o Estado tendo em vista que o lago, que esta protege, abastece um
namero significativo de pessoas, além de proporcionar condi¢cdes de sobrevivéncia a
populacao ribeirinha. Essa modificagéo no curso natural do rio influencia diretamente na
vazdo e na sazonalidade modificando as condi¢cbes fisico-quimicas, provocando
alteracbes no sistema natural dos estuarios consequentemente na dinamica dos
manguezais (GENZ, 2006; COUTO et al., 2012).

O manguezal representa um ecossistema costeiro de alta produtividade, sendo
considerado como um bercario ambiental para diversas espécies, tendo uma
importancia fundamental para manutencdo da vida. Situado na foz de um rio, o
manguezal cumpre muitas fungdes, tais como retencdo de sedimentos e matéria
organica, protecdo das margens. Essa riqueza, expressa entre as mais altas
produtividades primarias, do ponto de vista biolégico, promovendo o sustento de
inumeras populagcdes costeiras, no mundo e no Brasil, ndo sendo diferente na Baia do
Iguape (PROST, 2010)

Ao entorno da RESEX véarias comunidades conseguem manter uma renda
através do extrativismo, é notério o um grau de tecnologia extremamente simples
utilizados pela populacdo para a captura dos organismos aquaticos, na pesca artesanal.
As mulheres se voltam preferencialmente para a atividade de mariscagem, ou seja, de
coleta de mariscos diversos em areas de manguezal ou em bancos de areia. Os
pescadores dispdéem, na sua maioria, apenas de canoas a remo, eventualmente
movidas a vela, quando o vento permite. Os barcos motorizados sdo uma excegao na
RESEX (HATJE, 2009).

Capanema esta localizada na cidade de Maragogipe, em se tratando da
importancia do extrativismo de moluscos bivalves para a comunidade, pode ser
considerada expressiva e de relevante importancia para a complementagdo da renda
familiar. Entretanto, apesar dos relatos por parte da comunidade trata-se de uma
atividade bastante precéaria e esse conhecimento tradicional € transmitido de geracéo

em geracao.
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Durante as amostragens foi observado que as ostras coletadas em fundos
rochosos (Ponto 1) permaneciam 100% submersas durante as 24 horas do dia e o
material amostrado a partir de raizes de vegetacdo de mangues (Ponto 2) ficava
parcialmente exposto a luz e calor durante 12 horas e submersos as outras 12 horas do
dia.

A pesquisa se deu com a coleta de 90 espécimes de ostra do género
Crassostrea na RESEX, comunidade de Capanema, localizada na cidade de
Maragogipe — BA (Figura 4), sendo 45 individuos coletados em um ambiente totalmente
submerso aderidas a substrato rochoso (Ponto 1) e 45 individuos coletados nas raizes
do mangue (Ponto 2). A distancia entre os pontos era de aproximadamente 2 km.

Figura 4 - Mapa da localizagdo da comunidade de Capanema, onde foram coletados os
individuos.

Fonte: www.google.com.br/maps
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A coleta ocorreu no més de junho de 2016, onde os exemplares foram
transportados vivos até o Laboratorio de Genética de Organismos Aquaticos (LAGOA),
localizado na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, na cidade de Cruz das
Almas. Cada individuo foi aberto individualmente com o auxilio de uma faca apropriada,
tendo cuidado para ndo ocorrer contaminagdo entre os individuos. Com auxilio de
pincas e tesouras devidamente esterilizadas, foi retirada uma por¢cédo do musculo adutor
de cada individuo (Figura 5) e armazenada em microtubos devidamente etiquetados,
fixando com etanol absoluto. Apds esta etapa, foram realizados os procedimentos
para as extragcbes do DNA.

Figura 5: retirada do musculo adutor

Fonte: Serra, 2016.

4.2 Extracéo e quantificacdo de DNA

Do material amostrado, foi retirada uma aliquota do tecido para realizar a
extracdo do DNA. As amostras foram deixadas por 2h na estufa a 37° C para a retirada
do excesso do alcool. O DNA total dos exemplares foi extraido de acordo com o
protocolo fenol:cloroférmio descrito por Sambrook et al. (1989). O DNA foi estocado em
tampéao TE (TRIS+EDTA) e posteriormente estocadas em freezer a -20°C.

A concentragdo e a qualidade do DNA isolado foram avaliadas por eletroforese
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (1,5 upL). Para a corrida
eletroforética foi utilizado uma voltagem de 70 V e amperagem de 500 mA, por 1 hora.
A foto-documentacédo do gel foi efetuada através do transluminador UV L.PIX Loccus

Biotecnologia — Molecular Imaging acoplado a um computador contendo o Software
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com 0 mesmo nome, obtendo-se desta forma uma média da concentracdo em ng/L a

partir da quantificacao visual, utilizando-se um programa Excel com dados fixos.

4.3 Caracterizagao molecular

Logo apés a quantificacdo, o DNA obtido de cada amostra foi diluido em agua
ultra pura (mili-Q) e padronizado para concentracdo aproximada de 25 ng/uL. O DNA

total foi submetido as amplificac6es pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

O DNA molde (20 ng) foi amplificado, em um volume final de 30uL contendo 20
ng de DNA gendmico, 20 mM de TrisHCI (pH 8,4), 50 mM de KCI, 1,5 mm de MgCI2,
0,2 mM de cada dNTPs, 0,3 mM do iniciador e 1,0 U de Tag DNA polymerase
(Invitrogen). Esse processo foi realizado com a utilizacdo do Termociclador Veritti da
marca Applied Biosystems, empregando-se iniciadores (primers) tetranucleotidicos de
sequéncia repetitiva simples (ISSR - Inter Simple Sequence Reapets). Foram testados
um total de 14 iniciadores diferentes, destes foram selecionados seis que

apresentaram melhores resultados para as analises.

O processo de amplificacdo do DNA foi realizado nas seguintes condicfes:
desnaturacdo em temperatura de 94°C durante um tempo de 40 segundos por 30
ciclos, anelamento em temperatura de 56°C por 40 segundos, extensdo em
temperatura de 72°C por 1 minuto e por fim extenséo final que ocorreu na temperatura
de 72°C por 5 minutos em um ciclo. Apés a conclusdo do processo houve o
resfriaimento a 4°C por tempo indeterminado. A amplificagdo foi realizada em
termociclador Veritti 96.000, Applied Biosystems. Os produtos de amplificacédo foram
separados em gel de agarose 2% e corados com brometo de etidio (3 pL) (Figura 6). A
visualizacdo dos padrdes foi feita sob luz ultravioleta e os géis fotografados em

sistema de fotodocumentagé&o de gel, molecular Imaging L.PI1X, Loccus.

4 ATratamento dos dados

As bandas de ISSR reproduzidas foram avaliadas como ausente (0) ou
presente (1) para cada um dos individuos analisados. Com a posse de todas as

fotografias obtidas no processo de fotodocumentacdo, das amostras de cada local de
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coleta, foi montado as tabelas de cddigos binarios que fordo utilizadas na estatistica
molecular. O locus foi considerado polimorfico quando o alelo foi visualizado em uma
frequéncia nao superior a 0,99 ou foi p=0,05. As diferencas de acordo com a qualidade

na intensidade das bandas ndo foram consideradas.

Para a caracterizacdo molecular dos espécimes trabalhados, foi calculada a
distancia de Jaccard. Os agrupamentos hierarquicos das analises a partir das matrizes
de distancia genética foram obtidos pelos métodos de UPGMA - Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (SNEATH & SOKAL, 1973) e gerados pelo programa de
computador Genes. Os dendrogramas foram obtidos pelo programa Statistica
(STATSOFT, 2005).

A avaliacdo do Fluxo génico (Nm), a Diversidade genética (GST), a
Diversidade de gene de Nei (H), o indice de Shannon (l) e a Porcentagem de bandas
polimorficas (PBP) foram realizados no programa POPGENE versdo 1.32 (YEH &
BOYLE, 1997). O dendrograma foi obtido com base na distancia genética de Nei (1978)
pelo método par a par de médias ponderadas (UPGMA), com 1000 permutacbes de
bootstrap com o uso do programa computacional MEGA 6.06 (TAMURA et al, 2013). A
analise de variancia molecular (AMOVA) e o nivel de diversidade genética (Fst) para
estimativa de estruturacdo genética foi feita com o auxilio do programa o Alerquin
(EXCOFFIER et al., 2005).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2 Reacao de PCR

Os seis iniciadores selecionados geraram um numero total de 77 fragmentos
(72 polimorficos e 5 monomoérficos), com tamanho de pares de base variando entre 200
e 3000 pb, conforme a tabela 1. Os fragmentos que possuiam o0 mesmo peso molecular
foram considerados como pertencente ao mesmo loco. O numero total de loci variou de
acordo com os iniciadores, sendo o maior numero de loci produzidos pelo ISSR21 e o
menor pelo ISSR 04 e 19. (Tabela 1)
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Tabela 1. Iniciadores ISSR selecionados na andlise de variabilidade genética entre
ostras do género Crassostrea.

Iniciador  Sequencia Ta* Tamanho NUm_erq d_e loci Numero (je.loci
bandas polimorficos monomorfico

ISSR04 (GA)BC 54,0° C 200-1200 8 1
ISSR11 (CT)8RA 54,0°C 270- 1500 14 1
ISSR12 (AG) 8YG 54,0° C 400- 2700 14 0
ISSR16 (AACC)4 54,0° C 300- 3000 9 2
ISSR19 (GACA)4 54,0° C 200-1000 8 1
ISSR21 (AAGC)4 54,0° C 150- 1100 19 0

Total 72 5

*Ta: Temperatura de anelamento do iniciador.

Valores semelhantes de loci monomorfico foi encontrado por Daltro et al.,
(2013), com o primer (GACA)4. Segundo o mesmo essa baixa variabilidade genética
torna-se um ponto negativo para a populagéo, pois, aumenta a possibilidade de ocorrer
distorcdes morfologicas nos individuos que podem ocasionar a mortalidade desses

espécimes.
5.3 Estrutura Populacional e Diversidade Genética
Os resultados encontrados para as popula¢gdes mostraram que as medidas para

a comparacado de identidade genética de Nei (1972) foi de 0,9456 e as medidas para

comparacao de distancia genética foi de 0,0560 (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativas de identidade (diagonal superior) e distancia genética (diagonal
inferior) de Nei (1972) entre as populagbes naturais de ostra Crassostrea sp.

Populacbes Submersas Fixa em raizes
Submersas xHkk 0,9456
Fixas em raizes 0,0560 faia

Com os resultados obtidos de identidade genética (0,9456) e distancia genética
(0,0560) encontrados para as comparacdes entre as duas populacbes amostradas
(Tabela 2), ostras coletadas em fundos rochosos (submersas) e as coletadas fixas em
raizes de mangues, ndo apresentaram um indicio de serem popula¢cdes compostas por
duas espécies diferentes. Visto que a identidade genética mostrou-se alta enquanto que
a distancia genética apresentou um indice baixo.

Vieira et al. (2017) ao caracterizarem a genética de ostras Crassostrea sp.
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cultivadas na regido de Graciosa e Santiago do Iguape - BA, por meio de marcadores
ISSR, apresentaram resultados referentes as medidas de comparacdo de distancia
genética de Nei (1972). A comparacdo de identidade entre as duas populacdes foi de
0,9493 e a medida para comparacao de distancia genética foi de 0,0521. Desse modo
podemos observar valores bastante similares ao encontrado nesse trabalho.

Conforme a Tabela 3 o numero de alelos observados mostrou que houve uma
pequena variacao de 1,8442 (0+0,49) e 1,8312 (0+0,49) para as ostras coletadas nas
raizes do mangue e as coletadas submersas respectivamente. Quanto ao numero de
alelos efetivos, os valores ficaram entre 1,3481 (0+0,33) e 1,3291 (0+0,34) para as
ostras coletadas nas raizes do mangue e as coletadas submersas respectivamente.

O mesmo foi observado no trabalho de Vieira et al. (2017). Como o numero de
alelos efetivo foi inferior ao numero de alelos observados, ha a possibilidades de

melhorias na presenca de alelos nessa espécie.

Tabela 3. Diversidade genética das populacfes naturais de Crassostrea sp.

S . .
Na* Ne* i * N° de loci % de loci
polimérficos polimérfico
1,8312 1,3291 0,2007 0,3142
Submersa - 1037) (0%0.34)  (0£0.18)  (00,25) 64 83,12
Raiz de 1,8442 1,3481 0,2154 0,2539 65 84,42

mangue (0£0,49) (0%0,33) (0£0,17) (0£0,24)

* Na = numero de alelos observados; * Ne = Numero efetivo de alelos; *H =
diversidade genética de Nei (1972); | = indice de informacédo de Shannon .

No presente estudo a média de diversidade genética de Nei (H) foi de 0,2007
(0£0,18) para os individuos coletadas nas raizes do mangue e 0,2154 (0+0,17) para os
submersos, esses valores estdo inferiores ao encontrado por Vieira et al., (2017) que
coletando em outros pontos da Baia de Todos dos Santos obteve variagdo entre 0,2700
(0£0,1627) e 0,2233 (01£0,1755), sendo a menor média apresentada pelas amostras de
cultivo de Santiago do Iguape-BA localizado na cidade de Cachoeira e a maior média
pelas de Graciosa-BA localizado em Taperod. Isso se justifica possivelmente pelo fato
de Viera et al., (2017) ter amostrado a partir de um experimento com ostras cultivadas,
ainda que os individuos tenham sido coletados em ambienta natural, possivelmente o
local de coleta tenha sido em um ponto fixo, 0 que possivelmente tenha gerado essa

variacao
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Com relacao ao indice de Shannon (I) (tabela 3), foram encontrados valores de
0,3142 (0+0,25) para ostras submersas e 0,2539 (0+0,24) para as ostras fixas nas
raizes do mangue. Este indice pode variar de 0 a 1, no qual a menor diversidade
genética é representada por valores mais proximos de zero, assim podemos dizer que
esse resultado foi obtido possivelmente por causa da capacidade de dispersdo das
sementes no ambiente, como também pela proximidade entre os dois locais de
amostragem.

Resultado condizente com Vieira et al. (2017) que com o mesmo marcador
encontraram para este parametro genético os seguintes valores nos respectivos locais
de coleta: 0,4177(0+0.2151) na populagao de Graciosa-BA e 0,3500 (0+0.2399) para a
populacao de Santiago do Iguape-BA.

Daltro et al. (2013) em seu trabalho de variabilidade genética de ostra no estuario
do rio Subaé, utilizando marcador ISSR, encontraram valores do indice de Shannon
variando de 0,33 a 1,0 nos individuos estudados, no estuario.

Do ponto de vista molecular, a diversidade genética € o polimorfismo entre
individuos de uma populacdo, em um ou mais fragmentos de DNA demonstrado pela
presenca e auséncia de bandas, no caso de marcadores dominantes (RAMALHO et al.,
2012). Neste sentido a andlise do percentual de loci polimérfico nos dois pontos de
coleta foram superiores a 80% 0 que demostra uma alta variabilidade genética dentro
das populacgdes.

Daltro et al.,, (2013) identificaram uma alta variabilidade genética entre as
populacdes amostradas, sendo detectado um alto grau de polimorfismo.

A tabela 4 apresenta a meédia da diversidade genética total (HT) para todas as
populagdes 0,2297 (0+0,0288) e a média de diversidade esperada (HS) 0,2081 (o *
0,2333). Vieira et al. (2017) de forma similar a este estudo encontraram valores de
diversidade total superior aos valores de diversidade esperada de forma que o valor de
diversidade genética total (HT) para todas as populagdes foi de 0,2659 (0+0,0206) e a
diversidade esperada (Hs) 0,2466 (0+0,0177), apresentando valores um pouco maior

guando comparado aos resultados obtidos no presente trabalho.
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Tabela 4. Estimativa de diversidade genética, diferenciacao populacional (GST) e fluxo
génico (Nm) para as populacdes de Ostra Crassostrea spp.

Ht Hs Gst Nm
~ 0,2297 0,2081
Populagéo total (0+0,0288) (0+0,2333) 0,0939 4,8225

*HT = diversidade total; *HS = diversidade esperada ; *GST = diferenciacao

populacional; *Nm = estimativa do fluxo génico

A diferenciacdo genética estimada pela média GST no presente estudo resultou
em 0,0939, valor superior ao encontrado por Vieira et al (2017) que em seu estudo
obteve o valor deste parametro genético com a média de 0,0725.

O nuamero de migrantes nos pontos de coleta foi indicado pelo fluxo génico,
resultou em Nm= 4,8225, este resultado é condizente com a alta diferenciacdo genética
encontrada dentro das populagdes. E valido ressaltar que um fluxo génico maior que
quatro migrantes € suficiente para contrapor os efeitos de deriva genética (SLATKIN,
1987). A dispersdo de larvas de ostras tem influéncia direta no fluxo génico de
populacdes. Nos dados aqui apresentados isso se justifica ainda pelo fato dos pontos
terem uma proximidade de aproximadamente dois Km um do outro. Vieira et al., (2017)
também obtiveram em dois pontos da Bahia de Todos os Santos um alto valor de fluxo
génico de 6,3929.

A distribuicdo de organismos marinhos adultos, sedentarios como moluscos
esta diretamente relacionada com os efeitos dispersivos das correntes marinhas e das
condicdes climéaticas (SELKOE e TOONEN, 2011). As ostras em especial merecem
devida atencéo, pois em sua fase larval sdo organismos plancténicos e ficam a deriva,
fato que também justifica os valores altos de fluxo génico encontrados. Apenas na fase
pedivéliger que a larva sofre metamorfose, tornando-se bentdnica, fixando-se em
substrato e recebendo a denominacao de semente ( CHRISTO et al., 2010).

Galvao e Hilsdorf 2015 ao avaliarem a diversidade genética das populacdes
naturais da ostra de mangue Crassostrea rhizophorae ao longo da regidao de Cananeia
no estado de S&o Paulo, com uso de marcadores microssatélites, obtiveram dados de
fluxo génico com valores de Nm = 3,459 na area de amostragem de Ilha da Casca,
seguido de Nm= 2,986 pelas areas Mandira, Nm = 2,907 para o material coletado no rio
Tapera e Nm = 2,821 para o material do Instituto Oceanogréafico. Todos esses valores
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foram mais baixos do que aqueles apresentados para os individuos amostrados no
presente estudo. Segundo os autores os valores podem ser explicados a partir da
hidrodindmica do sistema da lagoa que influenciam na taxa de dispersdo larval e,
consequentemente migracdo e divergéncia genética.

Melo et al. (2010b ) através do sequenciamento de individuos coletados no
estuario do rio Paraiba (Estado da Paraiba, Brasil), encontraram ostras da
espécie Crassostrea gigas, fixadas a aproximadamente 100 km de seus pontos de
cultivo, demonstrando a alta capacidade de dispersdo das sementes no ambiente seja
por locomogdo propria ou impulsionada pelas correntes marinhas, transportando,
obviamente, seus caracteres. Tal estudo merece uma devida ateng&o, principalmente
em se tratar de uma espécie exoética do litoral brasileiro e que tem sido descrita por
muitos autores na costa do Brasil (MELO et al., 2010b; LAZOSKI et al., 2011; LOPES et
al., 2013).

As preocupacgdes com os efeitos do extrativismo como atividade econdmica nas
populacdes de ostra ndo sdo recentes, a diminuicdes do tamanho da populacdo de
Crassostrea sp. ocorrem ao longo de toda costa brasileira, devido a efeitos naturais ou
antropogénicos (por exemplo, doencas, sobrepesca e deterioracdo das condicOes
oceanicas) (CHRISTO, 2006). A diminuicdo dos estoques também foi relatada em
populacdes chinesas e coreanas de C. gigas no Mar Amarelo (AN et al., 2014; LI et al.,
2015). Cadernas (1984) descreveu a intensa exploracédo de bancos de ostra naturais na
costa oeste do Meéxico, ja Mancera e Mendo (1996) mostraram evidéncias da
exploragdo imprudente, por métodos predatorios, de bancos de ostra naturais na
Colombia.

Com base nos resultados da AMOVA e dos indices de fixacdo (Fst) (Tabela 5),
verificou-se que néo houve diferenca significativa entre os pontos de coleta estudados
as quais foram analisadas de uma forma geral. A analise de variancia molecular ao
considerar os dois pontos de coleta evidenciou que 75,70% da variacdo total
encontram-se dentro das populacdes estudadas e 24,30% entre as populacoes,
gerando um indice FST de 0,243.
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Tabela 5. Analise de variancia molecular dentro e entre as populacdes da espécie de
Crassostrea sp.

o Soma dos Componentes de Percentual de variacdo
Fontes de Variacdo A
quadrados variancia

Entre as 134,198 2,88940 24,29952%
populagbes
Dentro das 764,335 9,00137 75,70048%
populacbes

Total 898,534 11,89077 100

*Indice de fixac&o Populacio total Fst=0,243

Para a analise de estruturacao populacional segundo Wright (1978), os valores
de FST que se encontram entre 0 e 0,05 configuraram baixa estruturacdo genética;
entre 0,05 e 0,15, estruturagcdo moderada; entre 0,15 e 0,25, estruturacdo alta e acima
de 0,25, forte estruturacdo genética. Desse modo podemos concluir que as ostras
amostradas na comunidade de Capanema possuem uma alta estruturacdo genética
indicando que os efeitos do extrativismo e outros fatores antrépicos ainda ndo atingiram
diretamente a variabilidade genética das populacdes estudadas.

Ignacio et al 2000 ao avaliarem os niveis de estrutura da populacdo em C.
rhizophorae ao longo de 1300 km de costa brasileira identificaram um valor muito baixo
(Fst = 0,026) sugerindo endogamia da populacdo e indicando que as larvas
planctdnicas e planktotréficas dessas espécies sao capazes de dispersdo a longo
prazo.

Figura 6. Dredograma representativo da distancia genética entre os 90 individuos
coletados, obtido pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean), utilizando o complemento aritmético do indice de Jaccard como medida de
dissimilaridade, com base em marcadores ISSR. Os individuos em vermelho
representam os espécimes coletados em ambiente totalmente submerso (1-49), e o de
preto os espécimes coletados nas raizes do mangue (50-90).
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O dendrograma (Figura 7) mostra que houve uma miscigenacgao dos grupos, indicando
assim a possibilidade de ser apenas uma especie. Desta forma, a partir da analise dos
dados, observa-se que ha individuos muito préximos, indicando que 0S mesmos
compartilham alelos em comum. Assim, com a disperssao das larvas pela massa

d’agua, € possivel sugerir a presenca de apenas uma Unica especie de ostra no local
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amostrado.

Através das analises realizadas neste estudo, pode-se observar uma grande
variabilidade genética intrapopulacional, esse dado corrobora com o0 analisado por
Daltro et al. (2013), que constataram caracteristicas polimérficas que tornam alguns
individuos distantes geneticamente de outros na mesma populacdo. Assim pelos
parametros usados de base para essa analise genética observou-se que as ostras
coletadas fixas nas pedras (submersas) ou em raizes de mangue na comunidade de
Capanema apresentam alta variabilidade genética e a dispersao larval dessa espécie
tem sido de grande importancia para a manutencao da sua variabilidade genética o que
oferece a possibilidade de serem utilizadas em programas de conservagdo e

melhoramento genético.

6. CONCLUSAO

A partir dos espécimes estudados na regido de Capanema- BA foi possivel
afirmar que iniciadores tipo ISSR utilizados, foram eficientes para detectar uma baixa
variabilidade genética intrapopulacional e uma moderada estruturacédo genética.

Com os resultados obtidos de identidade genética alta (0,9456) e distancia
genética baixa (0,0560) encontrados entre as duas populacdes estudadas, nao
identificamos a possibilidade de serem populacdes compostas por espécies diferentes.

A variabilidade genética mostrou ser maior dentro dos pontos de coleta
analisados do que entre eles. Assim, ostras coletadas fixas nas pedras (submersas) ou
em raizes de mangue na comunidade de Capanema apresentaram baixa variabilidade
genética ndo oferecendo a possibilidade de serem utilizadas em programas de
conservagao e melhoramento genético.

Sugerimos a introducdo de novos individuos no intuito de melhorar a
variabilidade genética das populagdes de ostras estudadas e com isso proporcionar um
aumento na producéo, de forma sustentavel, para a comunidade de Capanema — BA

que utiliza esse recurso como principal fonte de subsisténcia.
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Contudo, a realizacdo de novos estudos genético moleculares, por meio de
outros marcadores, (sequenciamento), com as espécies do género Crassostrea
presentes no estuario da comunidade de Capanema-BA necessitam ser realizados para

gue se obtenham resultados mais acurados.
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