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APRESENTACAO

O termo “genética” nos ultimos anos ganhou uma conotacédo cada vez mais
importante e acessivel a populagdo. Podemos dizer que a genética saiu da rotina
laboratorial e da sala de aula para adentrar as casas da populagao, seja por informacéao
ou na forma de produto. Isso porque a revolucéo tecnoldgica contribuiu grandemente
com 0 avancgo no campo da pesquisa basica e aplicada a genética, e as descobertas
propciadas por tecnologias mais apuradas possibilitaram um entendimento mais amplo
desta importante area.

A genética como sabemos possui um campo vasto de aplicabilidades que podem
colaborar e cooperar grandemente com o0s avangos cientificos e tecnoldgicos. O
acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos largos e rapidos no
sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto é relevante destacar que
investimentos e esfor¢cos nessa area contribuem grandemente com o desenvolvimento
de uma nagao.

O livro “Inventarios e Recursos Genéticos” aqui apresentado, aborda assuntos
relativos aos avancgos e dados cientificos publicados de cunho voltado para a utilizacéo
dos recursos genéticos disponiveis na area ambiental, microbiolégica dentre outras
diversas que cientistas tem gastado esforcos para compreender. Assim, sdo diversas
as possibilidades de aplicacbes genéticas em diversos campos, neste livro tentaremos
otimizar os conceitos dos recursos genéticos abordando plantas medicinais,
seguranca alimentar, sanidade animal, microrganismos patogénicos, identificacao
molecular, caracteriza¢cdo morfoagronémica, Banco de DNA, metabdlitos secundarios,
melhoramento genético, analise multivariada, bioinformatica, expressao de genes,
viabilidade polinica, Germoplasma, recursos genéticos, cultivares, Qualidade de
sementes; selecdo de plantas; melhoramento genético da mamoneira, simulacées
em Easypop, fluxo génico, fragmentacéao florestal, analise de diversidade genética de
Nei, Coeficientes de endogamia, demonstrando ferramentas genéticas e moleculares
usadas em diferentes estudos que estdao diretamente relacionados ao dia-a-dia da
populacéo.

Desejamos que este material possa somar de maneira significativa aos
novos conceitos aplicados a genética Parabenizamos cada autor pela teoria bem
fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora
por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas
geracgdes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 16

MARCADORES MOLECULARES CONFIRMAM A
OCORRENCIA DA OSTRA Crassostrea rhizophorae
(GUILDING, 1828) NO LITORAL MARANHENSE

Rodolf Gabriel Prazeres Silva Lopes
Universidade Estadual do Maranh&o (UEMA),

Departamento de Engenharia de Pesca, Séo Luis-
MA

icaro Gomes Anténio

Universidade Estadual do Maranhéo (UEMA),
Departamento de Engenharia de Pesca, Séo Luis-
MA

Ligia Tchaika

Universidade Estadual do Maranhao (CESC/
UEMA), Departamento de Quimica e Biologia,
Sao Luis- MA

Maria Claudene Barros
Universidade Estadual do Maranhao (CESC/

UEMA), Departamento de Quimica e Biologia,
Caxias- MA

Elmary da Costa Fraga
Universidade Estadual do Maranhao (CESC/

UEMA), Departamento de Quimica e Biologia,
Caxias- MA

RESUMO: O presente estudo teve por objetivo
identificar as espécies nativas de ostras
presentes ao longo do litoral do Maranh&o.
Para isso aplicou-se a metodologia DNA
Barcoding, na qual utilixou-se um fragmento
de aproximadamente 650 pares de bases
do gene COIl. As amostras foram obtidas
durante um periodo de um ano (2014 -2015)
em sete pontos do litoral maranhense. Para
uma primeira andlise de diferenciagcdo das
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espécies foi aplicado a metodologia de PCR
Multiplex. O isolamento e amplificacdo da
regido genémica COlI foi realizado utilizando-se
primers universais e especificos. Os produtos
das PCRs foram sequenciados e a analise dos
dados foi realizada em softwares especificos. O
PCR Multiplex confirmou, pela primeira vez, a
presenca da espécie Crassostrea rhizophorae
no litoral maranhense, além da espécie
Crassostrea gasar. No sequenciamento de 98
amostras obteve-se fragmentos do gene COlI
de 695pb para C. gasar e de 640 pb para C.
rhizophorae. A arvore haplotipica agrupou
fortemente as duas espécies em clados
diferentes com 100% de bootstrap. Entretanto
houve um agrupamento das sequéncias de
Crassostrea brasiliana, obtidas no GenBank,
com sequéncias de Crassostrea gasar geradas
neste estudo evidénciando a problematica
taxonémica deste grupo e a necessidade da
realizacdo de novos estudos.

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

MOLECULAR MARKERS CONFIRM
THE OCCURRENCE OF THE OYSTER
Crassostrea rhizophorae (GUILDING, 1828) IN
MARANHENSE COAST

ABSTRACT: The present study aimed to identify
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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 confirmed for the first time the presence of the species Crassostrea rhizophorae
in the Maranhdo coast, besides the species Crassostrea gasar.The sequencing
of 98 samples obtained COI gene fragments of 695bp to C. gasar and of 640bp to
C. rhizophorae. The haplotype tree tightly grouped two species in different clades
with 100% bootstrap. However, there was a clustering of the Crassostrea brasiliana
sequences obtained in GenBank, with sequences of Crassostrea gasar generated in
this study evidencing the taxonomic problem of this group and the necessity of the
realization of new studies.

KEYWORDS: Crassostrea, mitochondrial DNA, COI, Maranhao.

11 INTRODUCAO

Os individuos do género Crassostrea (SACCO, 1897) sao os mais cultivados
em todo o mundo, em fungcdo do dominio das técnicas de criagdo ja serem bem
estabelecidas e serem economicamente viaveis (MANZONI & SCHMITT, 2006).
Embora as técnicas de cultivo de ostras sejam bem difundidas também no Brasil, o
gargalo dessa atividade ainda se concentra no modo de obtengcdo desses organismos
(TURECK, 2010).

Reconhecendo as dificuldades de se identificar as espécies de ostras nativas
brasileiras por um padrao morfolégico, tém se recorrido, com sucesso, ao uso de
protocolos baseados em biologiamolecular paraaelucidagao das questbestaxonémicas
e de distribuicdo das diferentes espécies do género Crassostrea (LAPEGUE et al.,
2002; PIE et al., 2006; VARELA et al. 2007; MELO et. al 2010; TUREK, 2010).

No Maranhdo, as ostras sao encontradas em toda sua extensao litoral, em
bancos naturais distribuidos em ambientes de estuarios, fixados em raizes de plantas
do mangue, e em regides de praias, fixadas em costdes rochosos. Entretanto a falta
de estudos mais detalhados sobre a identificacédo das espécies nativas, distribuicao
nos diferentes habitats e biologia reprodutiva, representam um grande entrave para o
desenvolvimento da ostreicultura assim como a ado¢ao de melhores planos de gestéao
desse recurso voltados para a pesca.
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2| METODOLOGIA

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 Golfao Maranhense.
Desse modo os municipios correspondentes aos pontos de coletas foram: Carutapera,
Cururupu, Sao José de Ribamar, Pago do Lumiar, Raposa, Primeira Cruz e Tutbia
(Figura 1).

Figura 1 — Mapa dos locais de coletas no litoral atlantico nordeste ocidental, costa do
Maranhao, Brasil.

Foram coletados 135 amostras de ostras de todos os pontos selecionados do
litoral maranhense. O DNA total foi isolado a partir de tecido muscular, utilizando-se o
protocolo salino padronizado por Medrano (1990).

Para a identificacao prévia das espécies foi realizado um PCR multiplex como
descrito por Melo et al., (2013). O isolamento e amplificacdo da regiao gendémica, foi
realizado através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ultilizando
os primers descritos por Folmer et al., (1994) e Melo et al., (2010). O protocolo de
amplificacdo se deu como descrito por MELO et al., (2010).

Os produtos das PCRs foram visualizados em gel de Agarose a 1% e purificados
com ExoSAP-IT segundo o protocolo sugerido pelo fabricante. A reacdo 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 anélise no
sequenciador de DNA automatico (ABI 3500/Life Technologies).

As sequéncias foram editadas e alinhadas com a ferramenta ClustalW
(THOMPSON et al., 1994) no programa BIOEDIT, v 7.0.5.2, (HALL, 1999). As médias
de distancia genética e analises filogenéticas foram geradas no programa MEGA
6.0 (TAMURA et al.,, 2013) utilizando-se 0 método de agrupamento de vizinhos,
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modelo Kimura-2-parémetros (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 relacao entre os haplétipos foi realizada por meio da
construcao de uma rede de hapl6tipos nédo 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 COlI foi
realizada por comparacao 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, HM003507,
HMO003515, HM3519 e FJ717611) e C. brasiliana (FJ717640, F717641, F717642,
F717643, F717644, F717645, F717646, F717647, F717648, F717649, F717650 e
FJ717651) foram também incluidas no banco de dados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Uso da PCR Multiplex na identificacao de espécies de ostra do litoral do
Maranhao
As amostras de Carutapera, Cururupu, S&o José de Ribamar, Paco do Lumiar,

Raposa, Primeira Cruz e Tut6ia foram testadas com o PCR Multiplex, totalizando 135
amostras (Tabela 1).

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

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

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados obtidos evidenciaram a ocorréncia de duas espécies no litoral
maranhense. Na analise das amplificacdes em gel de agarose foi possivel observar
padrées de bandas correspondentes as espécies C. gasar e C. rhizophorae (Figura
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2). Nos municipios de Carutapera, Cururupu, Raposa, Primeira Cruz e Tutdia foram
obtidos amplificagcdes com o padrdo de banda unica, indicando que a espécie presente
€ C. gasar, ja que apenas a regiao de ITS 1 com 718 pb foi amplificada (Figura 1). Nas
amostras dos municipios de Sao José de Ribamar e Pag¢o do Lumiar foram obtidos dois
padrbes de banda, confirmando a presenca da espécie C. rhizophorae nas localidades
amostradas (Figura 2).

7T ph —
718pb =P

0 =P

Figura 2 - Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio mostrando as amplificacdes
obtidas pela PCR Multiplex (Amostras de Sao José de Ribamar e Pago do Lumiar: 1 - 4
correspondem a espécie C. rhizophorae; e 5 a 14 correspondem a espécie C. gasar - Amostras
de Carutapera, Cururupu, Raposa, Primeira Cruz e Tutéia).

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 De Paula et al., (2008), Melo et al., (2010) e Lazoski et al., (2011). A
certeza da existéncia de duas espécies no litoral maranhense, ja confirmadas pelo
sequenciamento de um fragmento do gene COl, reforcam a necessidade da selecao
de pontos especificos na captacao de sementes para o cultivo.

A hipbtese de que as espécies C. rhizophorae e C. gasar possuiam distribuicoes
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 Sdo José de Ribamar e Pagco do Lumiar foram
encontradas as duas espécies co-habitando em um mesmo espaco. E importante
ressaltar que as caracteristicas desses dois pontos de coleta (S&o José de Ribamar e
Paco do Lumiar) sédo bem diferentes, ja que o primeiro € 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.

O litoral ocidental e oriental apresentaram grande potencial de desenvolvimento
da atividade do cultivo, uma vez que foi identificada a presenga 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
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qgue apresenta uma melhor taxa de crescimento, o que faz com que a op¢ao do cultivo
dessa espécie seja mais interessante (ABSHERS, 1989).

3.2 Identificacdo molecular e variabilidade genética 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.

Oito haplétipos foram encontrados na analise conjunta das amostras de C.
rhizophorae, com uma diversidade haplotipica (h) de 0,795 e nucleotidica () de 0,002.
Quando analisado isoladamente cada populagéo, observou-se que os maiores valores
de diversidade haplotipica ocorreram para as amostras de Sao José de Ribamar com h
= 0,933 (Tabela 2). Valores semelhantes em populagdes 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 populagbes com frequéncia de oito e cinco vezes, respectivamente. Foram
observados quatro haplo6tipos exclusivos para a populagéo de Sdo José de Ribamar
(H4, H5, H6 e H7) e um para populacéo de Pago do Lumiar (H2). O haplétipo H8 ocorreu
duas vezes e foi exclusivo da populagcédo de Séao José de Ribamar. A rede de haplotipos
nao enraizada mostrada na figura 3 ilustra a distribuicao dos oito hapl6tipos obtidos
para espécie C. rhizophorae. Os numeros representam a posicao das mutacdes que
separam os haplotipos, e o tamanho dos circulos € proporcional a frequéncia com que
estes ocorrem. Foi observada a existéncia de haplétipos compartilhados (H1 e H3)
pelas duas localidades amostradas e haploétipos Unicos.

Populacoes NH indice de Diversidade Molecular
H n

Paco do Lumiar 10 3 02 0,600 0,001

Sao José de Ribamar 10 7 07 0,933 0,002

Populacdes agrupadas 20 8 08 0,795 0,002

Tabela 2 - Diversidade molecular em ostras Crassostrea rhizophorae baseado em 640 pb do
gene COI.

N = nimero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade haplotipica e m=
diversidade nucleotidica

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 3 - Rede de hapl6tipos de C. rhizophorae com base no gene COIl. A populagéo de Pacgo
do Lumiar esta representada pela cor vermelha e a populacdo de Sao José de Ribamar pela cor
azul.

Na andlise das sequéncias de C. gasar quinze haplétipos foram encontrados,
com uma diversidade haplotipica (h) de 0,428 e nucleotidica (m1) de 0,002 (Tabela 3).
Valores semelhantes foram observados por Lazoski et al., (2011) para populacdes
de C. gasar da costa do Brasil. Na analise isolada de cada populagdo observou-se
valores elevados de h = 0,879 e 1 = 0,0051 para as amostras de Primeira Cruz e
valores baixos para amostras de Cururupu (h =0,195 e = 0,0002). Dentre os quinze
haplétipos encontrados, o H1 foi o mais frequente ocorrendo 59 vezes, distribuidas em
todas as populagdes analisadas. Hapl6tipos unicos foram observados na populagao
de Primeira Cruz (H3, H4, H5 e H7), Carutapera (H8, H9, H10 e H11), Cururupu (H14
e H15) e em Tutodia (H12). O Haploétipo 13 ocorreu duas vezes exclusivamente em
Tutbia. O haplétipo H2 foi compartilhado pelas populacdes de Primeira Cruz e Tutbia
enquanto o haplétipo H6 foi compartilhado em Primeira Cruz e Carutapera. Nos
resultados encontrados o numero de haplétipos (4) observados para espécie de C.
gasar em Tutobia foi semelhante aos resultados publicados por Melo (2010), para essa
mesma populacao.

A rede de haplétipos ndo enraizada da figura 4 mostra a relagédo entre os
quinze hapl6tipos obtidos para espécie C. gasar. O Haplotipo H1 foi mais frequente e
compartilhado por todas as localidades amostradas. Segundo Kidd & Ritchie (2006),
os hapl6tipos mais frequentes sédo mais antigos e geralmente encontram-se no interior
da rede e os de menor frequéncia sao os mais recentes e ocupam as extremidades.
De acordo com os resultados o0 H1 possivelmente seja 0 mais antigo.

Para ambas as espécies (C. rhizophorae e C. gasar) o compartiihamento de
haplétipos sugere que as populacbes possuam uma baixa diferenciacdo. Para
Frankham et al., (2004), toda populagcdo de uma determinada espécie pode exibir
varios niveis de divergéncia genética de outras populacdes baseado no nivel de fluxo
génico entre elas, ou seja, populacdées proximas geograficamente, e que possuem
fluxo génico regular, tenderdo a ser mais semelhantes geneticamente entre si do que
com populacdes afastadas geograficamente com fluxo génico reduzido ou fluxo génico
ausente.
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indice de Diversidade Molecular

Populacoes N NH S H n

Primeira Cruz 12 7 11 0,879 0,0051
Tutbia 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
Populacdes agrupadas 78 15 20 0,428 0,0020

Tabela 3 - Diversidade molecular em ostras Crassostrea gasar baseado em 695 pb do gene
COl.

N = nimero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimorficos h = diversidade haplotipica e 1=
diversidade nucleotidica

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 4 - Rede de hapl6tipos com base no gene COIl. O tamanho do circulo é proporcional
a frequéncia com que o haplétipo ocorreu na populacéo. Nas representacdes por cores de
cada populacéo, amarelo = Cururupu; vermelho = Tutbia, azul escuro = Primeira Cruz; verde =
Raposa; azul claro = Carutapera.

Os valores dos resultados da relacéo intra e interespecificas obtidas para C.
gasare C. rhizophorae (Tabela 4) 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).

Divergéncia K2P (%)

Categoria Espécie N Média
Intraespecifica C. rhizophorae 20 0,20
C. gasar 78 0,20
Interespecifica - 98 23,6

Tabela 4 - Divergéncia genética (K2P) intra e interespecifica de ostras do género Crassostrea
do litoral do Maranh&o.

Fonte: Elaborado pelo autor
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As sequéncias de COI obtidas foram submetidas na plataforma BOLDSYSTEMS
(Barcode of Life Data Systems) a fim de se obter a identificacdo molecular a partir da
comparag¢ao com sequéncias presentes nesse sistema. A porcentagem de identificacao
das espécies no BOLDSYSTEMS variou de 97,01% a 98,37% de similaridade de
sequéncias para a espécie C. rhizophorae. Na comparac¢ao das sequéncias de C.
gasarobservou-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% evidenciando uma problematica na sua taxonomia. Varela et al., (2007), ja
apontava que as sequéncias descritas por Pie et al., (2006), para C. brasiliana e por
Lapegue et al., (2002), para C. gasar, na realidade se tratavam da mesma espécie.

A arvore de haplétipos gerada baseada utilizando a abordagem de agrupamento
de vizinhos (NJ) através do modelo de Kimura-2-Parédmetros (K2P) revelou a formacgéo
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 5). A clara separacéo de C rhizophorae e
C. gasar em grupos distintos confirma a ocorréncia de duas espécies de Crassostrea
no litoral maranhense. As sequéncias do Genbank de C. gasare de C. brasiliana foram
utilizadas para testar uma possivel distingdo entre os taxons. Os resultados observados
mostraram um agrupamento robusto corroborando para condi¢cdo de sinonimia entre
C. gasar e C. brasiliana (Figura 5).

Inventario de Recursos Genéticos Capitulo 16




Figura 5 - Arvore de haplétipos de agrupamento de vizinhos (NJ) utilizando o modelo K2P
baseada em sequéncias do gene COIl em ostras do género Crassostrea. Os niUmeros dos nos

H45_CSP 327_CUR_C. gasar
FITA7644_C_brasiliara
HH003548_C. gasar_HC_H20
FIT7641_C_brasiliana
HH003547 _C. gasar_HC_H9
Hg_CSP 165_CAR_C. gasar
FITAT640_C_brasiliara
H5_CSP 10_PC_C. gasar
HA003499_C. gasar_TUT_HC H
FIN7646_C_brasiliana
FIN7643_C_brasiliana
FIN7642_C_brasiliana
H7_CS8P 13_PC_C. gasar
FIT7648_C_brasiliarm
HMI003545_C. gasar TUT 17
Hi_CSP 01_PC_C. gasar
HI003549_C. gasar_HC_HH
H14_CSP 324 CUR_C. gasar
H13_CSP 264 TUT _C. gasar
HMI00351_C. gasar_TUT_H18
H4 CSP03_PC_C.gasar

L Hi1_CSP 163 CAR_C. gasar
Hi2_CSP 275 TUT_G. gasar

FITAT645_C._brasiliana
H3_CSP 06_PC_C. gasar
H6_CSP 12_PC_C. gasar
H10_CSP 179_CAR_C. gasar
FITT851_C_brasiliana
FIT17650_C._brasiliana
H9_CSP 177_CAR_C. gasar
_| H2_CSP 05_PC_C. gasar

HM003507_C. gasar TUT_H9

-FITHT849_C brasiling
FITHTEAT_C brasiliana
H5.CSP 203 SIR_C. rhizophorze
H1CSP 228 L. rhizapherae
H.CSP 205 SIR_C. hizaphorae
HCSP 202 SIR_C. tizaphorae
H0_CSP 227 L. C. hizophoree
H_CSP 208 $I8_C. rhizophorae
HE_CSP 245 PL._C. rhizgphorae
H8_CSP 1061 $IR_C. rhizophorae

HMO03525_Crassostreasp.

FJ77641_C_gasar_Senegal_Africa

representam os valores de bootstrap (1000 réplicas). CAR = Carutapera, CUR= Cururupu, PC=

Primeira Cruz e TUT = Tut6ia, SUR= Séo José de Ribamar e PL= Pago do Lumiar.

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

condicOes de obtencdo de sementes de ostra com qualidade em ambiente natural.

41 CONCLUSAO

O PCR Multiplex demonstrou-se eficaz na identificacdo das espécies de ostra
do género Crassostrea, do litoral maranhense. Os valores da disténcia genética intra
e interespecifica e o percentual de similaridade das comparacdes das sequéncias de
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COl na plataforma BoldSystems permitiu inferir quanto a identificacéo de C. gasare C.
rhizophorae no litoral maranhense.

A confirmacéo das espécies C. rhizophorae e da C. gasar como nativas no
litoral maranhense implica na necessidade de estudos da biologia reprodutiva, de
ambas mais detalhados, para que seja possivel avaliar as condicbes reais desse
recurso pesqueiro. Portanto, novas pesquisas, com maiores amostragens genéticas
devem ser geradas para os grupos de ostras do litoral maranhense como forma de
esclarecimento das condicdes desse recurso pesqueiro e dados mais informativos
sobre as populacoes existentes.
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