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O presente estudo objetivou avaliar a variabilidade genética das espécies de ostras extraidas do rio Subaé,
municipio de Sdo Francisco do Conde — BA. Um total de 119 individuos do género Crassostrea (Sacco, 1897), foram
coletados em quatro amostragens ao longo do estudo. Oito primers de ISSR diferentes foram utilizados para testes
preliminares: (GGAC),, (GGAT),, (AAGC),, (TAGG),, (GACA),, (AACC),, (GGGT), e (CACT),. Destes, quatro foram
informativos para as andlises: (GGAT),, (GGAC),, (GACA), e (AACC),. Foram utilizados dados da matriz de
dissimilaridade genética e método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean). Todos os primers se mostraram polimérficos, com exce¢do do primer (GACA),, que se apresentou
monomorfico. Foi observada a presenga de 34 bandas, das quais 75% foram consideradas polimdrficas, com uma
média de 8,5 bandas por primer. A partir do ponto de corte com base na média (0,69) das distincias da matriz de
agrupamento dos dados quantitativos, foram formados cinco grupos, dentre os quais, os grupos III e [V apresentaram
maior semelhanca (0,7) e os grupos I, Il e V, maior distancia genética (0,6). Os primers utilizados neste estudo ndo
apresentaram bons resultados para a identificacio de espécies do género Crassostrea, porém, identificaram uma
alta variabilidade genética nos individuos.
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Genetic variability of oysters collected from the Subaé River estuary, Sao

Francisco do Conde - BA. This study aimed at evaluating the genetic variability of the species of oysters
taken from the Subaé River, municipality of Sdo Francisco do Conde - BA, Brazil. A total of 119 specimens of the
genus Crassostrea (Sacco, 1897), were collected in four samples throughout the study. Eight different ISSR primers
were used for preliminary tests: (GGAC),, (GGAT),, (AAGC),, (TAGG),, (GACA),, (AACC),, (GGGT), e (CACT),. Of
these, four were informative for analysis: (GGAT),, (GGAC),, (GACA), e (AACC),. We used data from genetic
dissimilarity matrix through which indexes were obtained by UPGMA method. For the analysis we used data from
the matrix of genetic dissimilarity and the UPGMA method. All primers showed polymorphic, with the exception of
the primer (GACA),, which showed monomorphic. It was observed the presence of 34 bands, of which 75% were
considered polymorphic, with an average of 8.5 bands per primer. From the cutoff point based on the average at a
cutoff based on the average (0,69) of the distance matrix of data grouping quantitative five groups were formed,
among them, the groups III and IV have higher similarity (0.7) and the groups I, IT and V, the greater the genetic
distance (0.6). The primers used in this study did not show good results for identification of species of the genus
Crassostrea, however, identified a high genetic variability among individuals.
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Introducao

O Brasil possui o maior manguezal continuo do
mundo, estimado em 1,38 milhdes de hectares ao longo
de 6.800 km de costa, onde se encontram distribuidas
as ostras do mangue, nome popular dado 4s espécies
nativas do género Crassostrea, no entanto, sua
distribuicdo e o numero de espécies ainda ndao foram
elucidados (Varela et al., 2007). A Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828) e a Crassostrea
brasiliana (Lamarck, 1819) foram inicialmente
identificadas nos manguezais do Atlantico na América
do Sul. Estudos propdem que estas duas espécies sejam
sindnimas, e que ainda, todos os morfotipos brasileiros
Crassostrea sido sindnimias de Crassostrea
rhizophorae (Melo et al., 2010).

Esses moluscos bivalves podem ser encontrados
aderidos a substratos duros, como as raizes de mangues
e rochas na zona entremarés, caracterizando-se por
uma plasticidade fenotipica extensa, de forma que
durante o seu crescimento, suas conchas refletem o
regime das marés e/ou a natureza do substrato. Sendo
assim, apenas a utilizagdo da morfologia apresenta-se
insuficiente para a taxonomia e identificacdo dos
individuos (Varela et al., 2007; Buitrago et al., 2009).

A correta identificacdo das espécies de ostra do
género Crassostrea e suas distribui¢des sdo de suma
importancia para o cultivo e colheita nas populagdes
nativas. A Crassostrea rhizophorae destaca-se, pois
¢ cultivada em vdrias regides do litoral brasileiro. O
cultivo de ostras (ostreicultura) é um sistema de
aquicultura ecolégico simples, economicamente
rentdvel, gerador de emprego, que pode promover a
preservacdo e manutencio dos recursos naturais
favorecendo a fixa¢do das comunidades tradicionais
costeiras em seus locais de origem (Varela et al., 2007;
Legat et al., 2008).

Acredita-se que a sobrevivéncia de populagdes de
Crassostrea pode estar sendo ameacada pelas
insuficientes informagdes quanto 4 distribui¢@o das larvas
e sua abundancia, assim como da estrutura genética destes
individuos e seu fluxo génico. A preservagao das espécies
depende do comportamento do fluxo génico intra e
interpopulacional e da estrutura genética populacional,
fatores que refletem a heterogeneidade, riqueza genética
e saude das populacdes sobre as regides geograficas
(Romero e Cetina, 2011).
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Segundo Matioli e Passos-Bueno (2012), o
desenvolvimento da técnica molecular de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR, do inglés, Polymerase
Chain Reaction) aumentou muito a eficiéncia de
deteccdo de polimorfismos no nivel do DNA ou RNA,
traduzida em reducdo de tempo de execucdo dos
experimentos, de seu custo e da sua complexidade.

Atualmente existem muitas metodologias para a
descrigdo da variabilidade genética e andlises
moleculares. Dentre estas analises, uma das técnicas
utilizadas € ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que
consiste na amplificagdo do DNA por PCR em presenca
de um oligonucleotideo complementar para um
microssatélite designado. Cada faixa corresponde a uma
sequéncia de DNA delimitada por dois microssatélites
invertidos. As sequéncias-alvo dos ISSRs sdo abundantes
ao longo do genoma de eucariontes e evoluem
rapidamente, bem como t€ém provado serem tteis dentro
de populacdes de estudos genéticos, destacando-se em
deteccdo clonal, diversidade e revelagdo de individuos
proximamente relacionados (Souza et al., 2005).

A utilizacdo de marcadores moleculares, aliada ao
manejo reprodutivo adequado, pode contribuir para a
redugdo da endogamia em programas de melhoramento
genético (Moreira et al., 2007), a¢des de suma
importancia, a partir do momento em que a
variabilidade genética € a responsavel pela capacidade
de adaptacdo de espécies marinhas a mudangas que
ocorrem em seu habitat (Hilsdorf et al., 2002).

Com isso, objetivou-se avaliar a variabilidade
genética das espécies de ostras extraidas do municipio
de Sao Francisco do Conde - BA, no intuito de
conhecer e identificar as popula¢des locais, de forma
a obter um melhor embasamento cientifico para propor
0 uso consciente dos recursos pesqueiros € uma
maricultura de forma sustentavel.

Material e Métodos

Coleta das amostras

Um total de 119 exemplares de ostras do género
Crassostrea foram coletados de raizes de arvores do
mangue em quatro amostragens durante o periodo
estudado, em bancos naturais georreferenciados
(Tabela 1). Estes dados de georreferenciamento foram
utilizados na elaboragdo de um mapa (Figura 1) e na
obten¢do das distancias entre os pontos de coleta
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(Tabela 2). Apés as coletas, o material foi
encaminhado para o laboratério de Ictiogenética no
Niucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura (NEPA)
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia. Para
cada individuo foi retirada uma porc¢ao de

Tabela 1. Georreferenciamento dos pontos de coleta dos
espécimes amostrados no estudrio do rio Subaé, Sdo Francisco do
Conde - Bahia, durante o periodo de outubro de 2010 a janeiro de
2012

Pontos de coleta Coordenadas
das ostras Geograficas
Ponto 01 S 12°34'09.0" /W 38°41'32.3"
Ponto 02 S 12°35'56.72" / W 038 42' 01.76"
Ponto 03 S 12°36'12.6" /W 038°42'01.5"
Ponto 04 S 12°36'07.7" / W 038°42'01.6"

Tabela 2. Distancia entre os pontos de coleta de ostras no
estudrio do rio Subaé no municipio de Sdo Francisco do Conde -
Bahia

Relacdo entre os pontos Distancia
de coleta

Ponto 01 ao ponto 02 3428 m

Ponto 02 ao ponto 04 337 m

Ponto 04 ao ponto 03 I51 m
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aproximadamente 1 cm? do musculo adutor. Esse
material foi devidamente colocado em microtubos,
identificado, rotulado, estocado em dalcool etilico
absoluto, na propor¢do de 1:3 e armazenado em
temperatura de 6°C.

Extracao e quantificacio de DNA

Todo o material amostrado foi dividido em duas
porcdes: a primeira destinada a formacdo de um banco
de tecidos e a segunda destinada as extragdes do DNA
gendmico.

O DNA total dos exemplares foi extraido de acordo
com o protocolo fenol:cloroférmio descrito por
Sambrook, Sambrook et al. (1989). O DNA foi
estocado em tapao TE e posteriormente estocadas
em freezer a -20°C. A concentragdo e a qualidade do
DNA isolado foram avaliadas por eletroforese em gel
de agarose 1,4%, corado com brometo de etidio (1,5
uL). Para a corrida eletroforética foi utilizado 70 V e
500 mA, por 45 minutos. A foto-documentacao do gel
foi efetuada através do transluminador UV L.PIX
Loccus Biotecnologia — Molecular Imaging acoplado
a um computador contendo o Software com 0 mesmo
nome, obtendo-se desta forma a concentracdo em ng/
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Figura 1. Mapa do municipio de Sdo Francisco do Conde - Bahia, com os pontos de coleta das ostras.
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iL a partir da quantificacio visual, utilizando-se um
programa Excel com dados fixos.

Para a amplificacdo do DNA, foram utilizadas as
amostras (Tabela 3) em que o DNA se encontrava
mais integro e de qualidade.

Tabela 3. Individuos amostrados por ponto de coleta no estudrio
do rio Subaé, no municipio de Sao Francisco do Conde - Bahia

Pontos de coleta Individuos amostrados

Ponto 01 15
Ponto 02 23
Ponto 03 35
Ponto 04 46

Caracterizacdo molecular das ostras

O DNA total foi submetido as amplificacdes pela
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), empregando-
se primers tetranucleotidicos de sequéncia repetitiva
simples (ISSR - Inter Simple Sequence Reapets), o
qual foi selecionado a partir de testes preliminares com
um total de oito primers diferentes, a saber: (GGAC),,
(GGAT),, (AAGCO),, (TAGG),, (GACA),, (AACC),,
(GGGT), e (CACT),. Dos primers testados, quatro
foram informativos para as andlises: (GGAT),,
(GGAC),, (GACA), e (AACC),. O DNA molde (20
ng) foi amplificado, em um volume final de 30 il
contendo 20 ng de DNA gendmico, 20 mM de Tris-
HCI (pH 8,4), 50 mM de KCl, 1,5 mm de MgClI2, 0,2
mM de cada dNTPs, 0,3 iM do iniciador e 1,0 U de
Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA). A
amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti 96
Well Thermal Cycler. Os programas utilizados para
cada primer foram ilustrados nas Tabelas 4, 5 e 6. Os
produtos de amplificacdo foram separados em gel de
agarose a 2,0%, em tampao TBE 1x, corados com 3
uL de brometo de etidio. A eletroforese ocorreu com
voltagem de 50 V e 400 mA, por duas horas e 30
minutos. A visualizag¢do dos padrdes foi realizada sob
luz ultravioleta e os géis fotografados em sistema de
fotodocumentacgao de gel.

Analise estatistica dos dados

Foi efetuada a avaliagdo das bandas de ISSR
reprodutiveis como ausente (0) ou presente (1) para
cada um dos individuos analisados. O loco foi
considerado polimdrfico quando o alelo foi visualizado
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em uma frequéncia nao superior a 0,99. As diferencas
de acordo com a qualidade na intensidade das bandas
ndo foram consideradas. Para a caracterizagdo
molecular dos espécimes trabalhados, foi calculada a
distdncia de Jaccard. Os agrupamentos hierdrquicos
das andlises a partir das matrizes de distancia genética
foram obtidos pelos métodos de UPGMA - Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean (Sneath e
Sokal, 1973) e gerados pelo programa de computador
Genes. Os dendrogramas foram obtidos pelo programa
Statistica (Statsoft, 2005)

Tabela 4. Programa de amplificacdo do DNA para o primer
(GGAT),

Etapas Temperatura Tempo N° de
ciclos

Desnaturacdo inicial 94°C 3 minutos 1

Amplificagdo — — —

Desnaturagdo 94°C 40 segundos 30

Anelamento 62°C 40 segundos

Extensdo 72°C 1 minuto

Extensdo final 72°C 4 minutos 1

Resfriamento 8°C Indeterminado —

Tabela 5. Programa de amplificacdo do DNA para os primers
(GGAOQ), e (AACO),

Etapas Temperatura Tempo N° de
ciclos

Desnaturacdo inicial 94°C 3 minutos 1

Amplificagcio -- -- --

Desnaturagio 94°C 40 segundos 30

Anelamento 60°C 40 segundos

Extensdo 72°C 1 minuto

Extensdo final 72°C 4 minutos 1

Resfriamento 8°C Indeterminado --

Tabela 6. Programa de amplificagdo do DNA para o primer
(GACA),

Etapas Temperatura Tempo N° de
ciclos

Desnaturagao inicial 94°C 3 minutos 1

Amplificagdo — — —

Desnaturagdo 94°C 40 segundos 30

Anelamento 48°C 40 segundos

Extensdo 72°C 1 minuto

Extensdo final 72°C 4 minutos 1

Resfriamento 8°C Indeterminado —
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Resultados

Todos os primers se mostraram polimoérficos
apresentando de 8 a 11 bandas, com excecdo do
primer (GACA), que apresentou monomorfismo com
apenas uma banda, podendo estar relacionado 4 alguma
caracteristica especifica.

A maioria (34,45%) dos exemplares amostrados
nos pontos 1, 2, 3 e 4 (grupo Il e IV) apresentou uma
maior similaridade genética, com exce¢do de quatro
exemplares, trés do ponto 1 ¢ um do ponto 2, que
apresentaram uma maior distancia genética.

No primer (GGAT), (Figuras 2 € 3), trés individuos
(3, 4 e 19) ndo apresentaram padrdes de alelos
especificos para o marcador, no entanto, os individuos
amostrados apresentaram elevado polimorfismo. Com
relagdo ao primer (GGAC), (Figuras 4 € 5), os individuos
de numeros 01, 02, 03, 18, 25, 26, 33, 35 e 38 ndo
apresentaram padrdes de bandeamento, entretanto,
também foi visualizado expressivo polimorfismo, assim
como no primer (AACC), (Figuras 6 € 7). Nos primers
(GGAC), e (AACC), foram observados os individuos
com maior nimero de alelos (11). O primer (GACA),
(Figuras 8 e 9) se mostrou monomorfico, exceto para
os individuos de nameros 02, 04, 15 e 28.

Os loci polimérficos presentes em trés dos quatro
marcadores do estudo, foram destacados pelos
resultados da andlise estatistica, efetuado por meio da
matriz de distancia genética, que por sua vez foi gerada
pelo programa Genes e o dendrograma (Figura 10) no
programa Statistica.

01 02 02 04 05 06 OF O3 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

24 25 26 27 28

35 36 37 3B 30 40 41 42

Figura 3. Produto da amplificacdo de DNA utilizando o primer
(GGAT), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 3 e 4.

0L 02 03 04 05 06 07 03 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 4. Produto da amplificagdo de DNA utilizando o primer

(GGAC), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 1 e 2.

24 25 26 27 28 29 3

Figura 2. Produto da amplifica¢do de DNA utilizando o primer
(GGAT), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 1 e 2.

Figura 5. Produto da amplificagdo de DNA utilizando o primer
(GGAC), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 3 e 4.

Agrotrépica 28(1) 2016



76 Daltro et al.

0102 03 04 05 06 O7 03 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

——
— —

S T e e B

Figura 6. Produto da amplificagdo de DNA utilizando o primer
(AACC), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 1 e 2.
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Figura 7. Produto da amplifica¢do de DNA utilizando o primer
(AACC), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 3 e 4.

06 07 OB 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 8. Produto da amplificacdo de DNA utilizando o primer
(GACA), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 1 e 2.
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Figura 9. Produto da amplificacdo de DNA utilizando o primer
(GACA), nos individuos amostrados nos pontos de coleta 3 e 4.
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Figura 10. Dendrograma construido com base nas medidas de
dissimilaridades genéticas de dados moleculares de 46 individuos
de Crassostrea sp. obtido pelo método UPGMA com base na
distancia generalizada de Jaccard.

Com a utilizacdo dos quatro primers de ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) selecionados, foi observada
a presenca de um total de 34 bandas, das quais 75%
foram consideradas polimérficas, com uma média de
8,5 bandas por primer. O nimero de alelos gerados
por primer variou entre um e 11, sendo para aqueles
primers polimérficos, esse nimero varioude 8 a 11.



Variabilidade genética de ostras coletadas no rio Subaé 77

Através da matriz de dissimilaridade foram obtidos
os indices pelo método de agrupamento UPGMA, em
que foi realizada uma comparacao dentre os fenotipos
e retirada uma média ponderada com base no
coeficiente de Jaccard. O coeficiente de dissimilaridade
dos 46 individuos variou de 0,33 a 1,0. A distancia
genética mais alta (0,33) foi observada nos individuos
27 e 45, enquanto a distancia genética mais baixa (1,0)
foi representada nos individuos 1 e 4

A partir do ponto de corte (Mingoti, 2005) com base
na média (0,69) das distancias da matriz (Figura 10)
de agrupamento dos dados quantitativos, foram
formados cinco grupos, apresentados na tabela 7, onde
os grupos I e I'V apresentam maior semelhanca (0,7)
e os grupos I, Il e V, maior distancia genética (0,6).

O grupo III € composto por 13 individuos coletados
no ponto dois, enquanto que o grupo IV apresentou um
maior nimero de individuos que os grupos um, dois e
cinco (Tabela 7).

Tabela 7. Relag@o dos grupos de individuos coletados no estuério
do rio Subaé, no municipio de Sao Francisco do Conde, definidos
pela matriz de agrupamento dos dados quantitativos

Grupos
| 11 111 v \%
4 7,13 8,9, 14, 15, 16, 2,3,5,6,10, 11,12, 1
18,19, 20, 21, 17,24, 25,26, 27, 28,
22,23,29,46 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36,37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45
Discussao

Com os primers utilizados neste estudo nao foi
possivel encontrar padrdes espécie-especifico para a
correta identificagdo dos exemplares do género
Crassostrea amostrados no estuario do rio Subaé,
porém, identificaram uma alta variabilidade genética.

Todos os primers utilizados neste estudo se
mostraram polimoérficos e resultado semelhante foi
encontrado na China por Li, Yu e Yu. (2006), onde
foram estudadas cinco populagdes de ostra do Pacifico
(Crassostrea gigas) de cultivos, utilizando sete loci
microssatélites e todos foram altamente polimérficos,
com o grau de variabilidade diferente em cada locus.

Li e Kijima (2002) isolaram nove microssatélites
em ostras Crassostrea gigas no Japao, porém quatro

se mostraram altamente polimérficos, sendo que o grau
de variabilidade foi diferente em cada locus.

No estudo com ostras de nove locais da costa
brasileira utilizando a amplificacdo do DNA
mitocondrial (16S rRNA), polimorfismos foram
detectados em 155 locais e 112 destes eram
informativos para parcimonia (Varela et al., 2007).

Com o primer (GACA)* foi possivel visualizar um
padrdo de bandeamento que pode significar uma
caracteristica especifica. Entretanto, essa baixa
variabilidade genética se torna prejudicial, pois,
aumenta a possibilidade de originar distorcdes
morfolégicas nos individuos ou enfermidades que
podem ocasionar a mortalidade da populagdo inteira.

Semelhante resultado com relagdo ao
monomorfismo, teve a pesquisa de Melo et al. (2010),
ao utilizarem o sistema de diagnéstico ITS-2 e 16S no
estudo de ostras Crassostrea spp., encontrando trés
padrdes genéticos distintos que correspondiam as trés
espécies Crassostrea rhizophorae, C. brasiliana e
C. gigas, com variagdo intraespecifica baixa em todas
as espécies, sendo que as C. rhizophorae e as C.
brasiliana foram monomorficas.

O ponto de coleta um foi o mais afastado entre
todos os pontos, possuindo uma distancia de 3.428 m
até o ponto dois (Tabela 2). Do ponto dois ao ponto
quatro a distancia é de 337 m e do ponto trés ao ponto
quatro, 151 m. Isso se deve provavelmente pelo fato
de as ostras se reproduzirem com a liberagao de 6vulos
e espermatozdides na dgua pelas fémeas e pelos
machos respectivamente. Os 6vulos quando
fecundados eclodem dando inicio a fase larval, peldgica,
movimentando-se através das correntes, que
possibilitam o deslocamento dos individuos do ponto
um até os pontos dois, trés e quatro.

A fase larval pode ser resultado da adaptagdo a
dispersao e selecio de habitat, enquanto a fase adulta
representa especializacdo em crescimento e reproducao.
Esta metamorfose € de suma importancia na mudanga
e adequacao no nicho ecoldgico (Taris et al., 2006).

Os grupos I, Il e V foram compostos basicamente,
por individuos coletados no ponto um, local com um
nivel elevado de poluicdo, caracterizado pela presenga
de descarga de esgoto doméstico e industrial no
estudrio, com acentuada presenca de lixo. Esses
fatores podem desencadear modifica¢des no habitat
natural das ostras, que a partir de um mecanismo
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adaptativo de sobrevivéncia pode tornar-se
geneticamente variaveis, desencadeando assim, uma
maior distancia genética.

A variacdo genética e a taxa de crescimento de
diversas populacdes da ostra do mangue no litoral
brasileiro merecem estudos aprofundados, sendo de
releviancia a possibilidade de existéncia de uma
segunda espécie (C. brasiliana), com crescimento
bastante superior a ostra comum (C. rhizophorae),
isso permite incrementar a produtividade em cultivos
e solidificar a atividade, gerando novas oportunidades
de empregos (Legat et al., 2009).

Contudo, a realizagdo de novos estudos com as
espécies do género Crassostrea presentes no estudrio
do rio Subaé, efetuando maior amostragem (tanto em
nimero de gendtipos, como em locais) e com mais
primers ISSR a fim de genotipar melhor os individuos
e/ou populacdes, € de suma importancia para a
aquisicao de informagdes que auxiliardo programas de
monitoramento das populag¢des, permitindo a
preservagdo do potencial genético dos exemplares dos
bancos estudados, bem como, permitir a estabilidade
da populacio ribeirinha que utiliza esse recurso como
principal fonte de subsisténcia.

Conclusao

Os primers utilizados na técnica ISSR para estudo
dos individuos niao foram informativos para a
identificacdo e caracterizacdo de espécies do género
Crassostrea, porém, os resultados informaram uma
elevada variabilidade genética nas populacdes
amostradas em Sao Francisco do Conde, Bahia.
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