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APRESENTACAO

A obra "Aquicultura e Pesca: Adversidades e Resultados 2" é composta por
35 capitulos elaborados a partir de publicagcdes da Atena Editora e aborda temas
pertinentes a aquicultura de forma cientifica, oferecendo ao leitor uma visdo ampla de
varios aspectos que transcorrem desde sistemas de criacdo, até novos produtos de
mercado.

No Brasil, ao longo dos anos a piscicultura vem ganhando espaco
progressivamente, mas a caracterizacdo da pesca, bem como o conhecimento de
ictiofaunas, o manejo alimentar em criatérios, os processos genéticos e fisiologicos,
nao obstante ao manejo do produto destinado ao consumo humano, tém em comum
a necessidade do aperfeicoamento de técnicas. Dessa forma, os esforgos cientificos
tém se voltado cada vez mais para a aquicultura. Sendo assim, apresentamos aqui
estudos alinhados a estes temas, com a proposta de fundamentar o conhecimento
académico e popular no setor aquicola.

Os novos artigos apresentados nesta obra, abordando as demandas da
aquicultura, foram possiveis gracas aos esforcos assiduos dos autores destes
prestigiosos trabalhos junto aos esforcos da Atena Editora, que reconhece a
importancia da divulgacéo cientifica e oferece uma plataforma consolidada e confiavel
para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Esperamos que a leitura desta obra seja capaz de sanar suas duvidas a luz de
novos conhecimentos e propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva
novas solug¢des para os inumeros gargalos encontrados no setor aquicola.

Flavio Ferreira Silva
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CAPITULO 24

CARACTERIZACAO GEN ETICA DE OSTRAS (Crassostrea
brasiliana) DA REGIAO DE CAPANEMA - BA, POR MEIO

Leydiane da Paixao Serra
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia,
Cruz das Almas-BA

Joemille Silva dos Santos
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia,
Cruz das Almas-BA

Vitoria Lacerda Fonseca
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia,
Cruz das Almas-BA

Claudivane de Sa Teles Oliveira
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia,
Cruz das Almas-BA

Sabrina Baroni
Universidade de Séao Paulo, Sdo Paulo-SP

Moacyr Serafim Junior
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia,
Cruz das Almas-BA

Soraia Barreto Aguiar Fonteles
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia,
Cruz das Almas-BA

RESUMO: O presente trabalho teve como
objetivo caracterizar, através de marcadores
molecularesISSR,aespéciedeostra Crassostrea
brasiliana, coletadas do ambiente submerso
na comunidade de Capanema/Maragogipe-
BA, a fim de obter maior conhecimento da
diversidade genética dessa populagdo. Foram
coletados um total de 41 individuos da espécie
C. brasiliana, na regiao de Capanema-BA. Os

Aquicultura e Pesca Adversidades e Resultados 2

DE MARCADORES ISSR

espécimes foram levados vivos para analise
no Laboratério de Genética de Organismos
Aquaticos (LAGOA), na Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia (UFRB). Foram realizados
os procedimentos para as extragcbes do DNA
total através do protocolo de extracéo de Fenol
bioldgico
0 musculo adutor de cada individuo, e em

Cloroférmio tendo como material

seguida analise com marcadores moleculares.
Foram utilizados um total de 6 primers ISSR.
As analises dos padrbes de bandas obtidas a
partir destes marcadores foram transformadas
em matriz binaria de presenga/auséncia. As
analises foram realizadas através do programa
estatistico Darwin6, utilizando o agrupamento
de similaridade pelo método das medias
ndo ponderadas das distancias génicas. A
similaridade dos individuos baseou-se no
coeficiente de Jaccard. Pelas comparacoes
relacbes de
parentesco entre os genétipos de C. brasiliana,
sendo os individuos 38 e 10 (0.92) aqueles que
apresentaram genotipos mais distantes e os

realizadas averiguou-se as

individuos de 21 e 18 (0.07) que apresentaram
genotipos Tendo
populacédo uma distancia média de 61%. Desse

mais  proximos. essa
modo, podemos concluir que ha uma moderada
genética populacéo,

podendo acarretar a diminuicdo da adaptacéo

variabilidade nessa

desses individuos do decorrer dos anos.
PALAVRAS-CHAVE: Genética de populagoes;
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Variabilidade genética; Moluscos Bivalves; DNA.

11 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se mundialmente por sua extensa area de manguezal. Muitas
comunidades retiram seu sustento deste ambiente por meio da pesca artesanal e de
subsisténcia como fonte de renda necessaria a sua sobrevivéncia (SILVA, OLIVEIRA
e NUNES, 2007). No Nordeste brasileiro, a extracdo de moluscos bivalves representa
importante papel social para boa parte da populagcdo estuarina, a atividade é
desenvolvida geralmente por trabalhadores autbnomos (em sua maioria mulheres), ou
organizados em associagdes e cooperativas que vivem da captura e beneficiamento
dos mariscos, e que detém conhecimento sobre a fauna e flora do mangue (FAO,
2010; BEZERRIL, 2012).

Segundo Silva (2015), espécimes do género Crassostrea ocorrem nas regides
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). Souto e Martins (2009) em um estudo
etnoecoldgico na mariscagem de moluscos bivalves no manguezal do Distrito e Acupe,
Santo Amaro-BA, evidenciou por meio de entrevistas as marisqueiras da regiao que
os individuos sdao denominados de acordo com o local de coleta, “ostras de mangues”
para aquelas encontradas nas raizes de manguezais e “ostra de laje” para aquelas
gue sé@o encontradas aderidas as pedras.

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. Por serem animais
de profundo interesse econémico, suas relacbes vém sendo estudadas por varios
pesquisadores das mais diversas areas, pois ainda ndo sao conhecidas ao certo suas
distribuicdes geograficas e nem mesmo suas afinidades filogenéticas.

Os métodos moleculares sdo os mais indicados para avaliar e caracterizar a
diversidade genética de determinadas popula¢des, além disso, sdo imprescindiveis
para estabelecer as pequenas diferencas entre as espécies (THORPE & SOLE-
CAVA, 1994; GUO et al., 2012, IGNACIO et al., 2000). A genética molecular € um
dos métodos mais confidveis para resolver este dilema, tendo ja sido utilizada para
questdes semelhantes em estuarios de outras regides (THORPE & SOLE-CAVA,
1994; PIE et al., 2006; LUDWIG et al., 2011; KONG et al., 2013).A estruturagcao
genética das populagcbes da ostra do mangue no litoral brasileiro merece estudos
aprofundados, uma vez que sdo importantes para preservacao e conhecimento dos
estoques naturais e servirao de base para estudos que se aplicardo no processo de
cultivo das mesmas.

A existéncia de diferentes morfotipos com crescimentos diferenciados pode
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incrementar a produtividade dos cultivos e solidificar a malacocultura no nordeste,
produzindo novos empregos e promovendo o desenvolvimento das regides de cultivo,
além de permitir a exportacao da tecnologia desenvolvida para outras regides do pais
(LEGAT et al, 2009).

Segundo Rodrigues (2010) marcadores moleculares do tipo ISSR é recomendado
para analises genéticas obtendo-se resultados confidveis com rapidez em seus
resultados e com custos menores. Esse marcador tem sido utilizado com diferente
espécies aquaticas como peixes, moluscos, crustaceos (VIEIRA atal., 2017 OLIVEIRA
etal., 2019).

Dessa forma, espera-se que o levantamento realizado neste trabalho possa
contribuir com informacdes consistentes sobre a populacdo de ostras estudadas,
permitindo a preservacao e o cultivo de forma mais efetiva. Com isso, esse trabalho
tem como objetivo caracterizar, através de marcadores moleculares ISSR, a espécie
Crassostrea sp, coletadas do ambiente submerso com o objetivo de obter maior
conhecimento da diversidade genética dessa populacgéo.

2| MATERIAL E METODOS

Foram coletados 41 espécimes de ostra do género Crassostrea de um ambiente
totalmente submerso aderidas a substrato rochoso, na comunidade de Capanema,
localizada na cidade de Maragogipe — BA. A coleta ocorreu no més de Junho de 2016,
onde os exemplares foram transportados vivos até o Laboratério de Genética de
Organismos Aquaticos (LAGOA), localizado na Universidade Federal do Recéncavo
da Bahia, na cidade de Cruz das Almas-BA. Cada individuo foi aberto individualmente
com o auxilio de uma faca apropriada, tendo cuidado para néo ocorrer contaminacao
entre os individuos. Com auxilio de pingcas e tesouras devidamente esterilizadas, foi
retirada uma por¢cdo do musculo adutor de cada individuo e armazenada em micro
tubos devidamente etiquetados, fixando com etanol absoluto. Apds esta etapa, foram
realizados os procedimentos para as extracoes do DNA.

Extracdo e quantificacdo de DNA

Do material amostrado, foi retirada uma aliquota do tecido para realizar a extragéo
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 tampao
TE (TRIS+EDTA) e posteriormente estocadas em freezer a -20°C. A concentracao e
a qualidade do DNA isolado foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etidio (1,5 pyL). Para a corrida eletroforética foi utilizado uma
voltagem de 70 V e amperagem de 500 mA, por 1 hora. A foto-documentagéo do gel
foi efetuada através do transluminador UV L.PIX Loccus Biotecnologia — Molecular
Imaging acoplado a um computador contendo o Software com o mesmo nome,
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obtendo-se desta forma a concentragdo em ng/L a partir da quantificacéo visual,
utilizando-se um programa Excel com dados fixos.

Caracterizacdao molecular

Logo apés a quantificacédo, o DNA obtido de cada amostra foi diluido em agua
ultra pura (uQ) e padronizado para concentragdo aproximada de 25 ng/uL. O DNA
total foi submetido as amplificacbes 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 genémico, 20 mM de TrisHCI (pH 8,4), 50 mM de KCI, 1,5 mm de MgCiI2, 0,2
mM de cada dNTPs, 0,3 mM do iniciador e 1,0 U de Taqg DNA polymerase (Invitrogen).
Esse processo foi realizado com a utilizacao 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 sete que apresentaram
melhores resultados para as analises.

O processo de amplificacao do DNA foi realizada em termociclador Veritti 96.000,
Applied Biosystems, As condicdes iniciais de amplificacdo foram: desnaturacéo a 94 °
C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 40s a 94 ° C. Para a selecao de iniciadores
de ISSR, utilizaram-se 14 primers com temperatura de anelamento variando entre
45° C a 65° C durante 50s, alongamento a 72 ° C durante 3 min e alongamento final
a 72 ° C durante 10 min. Destes14 primers ISSR foram escolhidos sete para estudo
por apresentar melhor grau de polimorfismo e maior nitidez dos padrées de bandas
conduzindo melhor analise. Os produtos de amplificacao foram separados em gel de
agarose 2% e corados com brometo de etidio 3 pL. A visualizacdo dos padrdes foi
feita sob luz ultravioleta e os géis fotografados em sistema de fotodocumentacao de
gel, molecular Imaging L.PIX, Loccus.

As bandas de ISSR reproduzidas foram montadas tabelas de codigos binarios
sendo 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 coletadas, foi montado as tabelas de cédigos binarios que foram utilizadas na
estatistica molecular. O loco foi considerado polimérfico quando o alelo foi visualizado
em uma frequéncia nao superior a 0,99. As diferencas de acordo com a qualidade
na intensidade das bandas n&o foram consideradas.Para a caracterizacdo molecular
dos espécimes trabalhados, foi calculada a distancia de Jaccard. A avaliacéo do fluxo
génico (Nm), a diversidade genética (GST), a Diversidade de gene de Nei (H), o indice
de Shannon () e a Porcentagem de bandas polimorficas (PBP) foram realizadas no
programa POPGENE verséao 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 permuta¢des de bootstrap com o uso do programa
computacional MEGA 6.06 (TAMURA et al, 2013).
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31 RESULTADOS E DISCURSAO

Durante as amostragens foi observado que as ostras amostradas permaneciam
100% submersas durante as 24 horas do dia. Os resultados para extracao e corrida
eletroforética apresentaram resultados positivos para extragao do DNA dos individuos.
Dos 14 primers testados, foram selecionados os que apresentaram melhor eficiéncia,
sendo eles (GA)8C, (CT)8RA, (AC)8YG, (AACC)4, (GACA)4, (AAGC)4, os primers
apresentaram um padréo de bandas polimoérfico, tornando estes 6timos candidatos
a marcadores para estudos genéticos populacionais na espécie estudada. Estes
resultados estdo coerentes com a pesquisa de Vieira (2017), que trabalhou com o
mesmo género e também foi constatado que a técnica ISSR resulta em elevado grau
de polimorfismo e apresenta alta reprodutibilidade.

Na Figura 1 é possivel observar o resultado da fotodocumentacéo da eletroforese
em gel de agarose a 2% utilizando o primer 21 em 24 amostras de Crassostrea
brasiliana coletadas na comunidade de Capanema.

9 1011121314151617 1819202122 2324

Figura 1: Gel de agarose 2%, utilizando o iniciador 21 nas amostras de 1 a 24.
Fonte: Serra (2018)

Reacéo de PCR

Os seis iniciadores selecionados geraram um numero total de 66 fragmentos
(55 polimérficos e 11 monomoérficos). O numero total de loci variou de acordo com 0s
iniciadores, sendo 0 maior numero de loci produzidos pelo ISSR21 e o menor pelo
ISSR 11 (Tabela 1).
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N° do primer Sequéncia de bases | N° de locus mono- N° de locus po-
do Primer morficos limoérficos

ISSR04 (GA)8C 1 9
ISSR11 (CT)8RA 1 6
ISSR12 (AG) 8YG 5 8
ISSR16 (AACC)4 1 10
ISSR19 (GACA)4 1 7
ISSR21 (AAGC)4 2 15

Total 11 55

Tabela 1. Iniciadores ISSR selecionados na andlise de variabilidade genética entre ostras do
género Crassostrea.

A similaridade dos individuos baseada no coeficiente de Jaccard averiguou as
relacées de parentesco entre os genétipos de Cassostrea sp. , sendo os individuos
38 e 10 (0.92) aqueles que apresentaram genotipos mais distantes e os individuos de
21 e 18 (0.07) que apresentaram genétipos mais proximos, sendo o valor médio de
similaridade fornecido pelo programe estatistico foi de 0,61. Daltro (2013) encontraram
valores de 1,0 para individuos de maior distancia e 0,33 para os individuos mais
semelhantes, em estudos com ostras na cidade de Sao Francisco do Conde.

Neste estudo os valores de alelos observados néao foi inferior ao numero efetivo
de alelos. Vieira et al. (2017) em seu estudo observou resultados semelhantes, Como
o numero de alelos efetivo foi inferior ao numero de alelos observados, pode-se
concluir que nessas populagdes existe a possibilidades de melhorias na presenca de
alelos nessa espécie.

Populagcao | Na* Ne* H* I* NLP % LP
Submersa | 1,8312 1,3291 | 0,2007 | 0,3142
(0+0,37) | (010,34) | (0£0,18) | (0+0,25) 64 83,12
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TABELA 2. Caracterizacao da populagéo de C. brasiliana amostrada.

* na = nimero de alelos observados; * ne = Numero efetivo de alelos; *H = diversidade genética de Nei (1972); | =
indice de informacgé&o de Shannon. NLP= numero de loci polimérficos; PLP %= percentual de loci polimérfico.

A média de diversidade genética de Nei (H) foi de 0,2007 (0+0,18), valores
inferiores encontrados por Vieira et al. (2017). Com relagao ao indice de Shannon (I)
foram encontrados valores de 0,3142 (0+0,25), Daltro (2013) encontraram valores do
indice de Shannon variando de 0,33 a 1,0 nos individuos estudados, no estuéario do
rio Subaé, utilizando o mesmo marcador. Este indice pode variar de 0 a 1, no qual a
menor diversidade genética é representada por valores mais préximos de zero.

Do ponto de vista molecular, a diversidade genética € o polimorfismo entre
individuos de uma populagdo, 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 analise do percentual de loci polimérfico foi superiores a
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80% o que demostra uma alta variabilidade genética dentro da populagao.

A relacdo de similaridade genética fica evidente através do método de
agrupamento UPGMA onde foi gerado um dendograma (figura 2). Na referida figura
€ possivel observar os individuos mais proximos circulados na cor azul € os mais
distantes geneticamente circulados na cor vermelha.
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FIGURA 2. Dendrograma baseado no indice de similaridade de Jaccard e método de
agrupamento UPGMA para os genotipos de Crassostrea brasiliana.

Através das analises realizadas neste estudo, pode-se observar uma grande
variabilidade genética intrapopulacional. Esse dado corrobora com o 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 na comunidade de Capanema apresentam alta variabilidade genética.

41 CONCLUSOES

Pode-se concluir que ha uma alta variabilidade genética nesta populagdo, com
distdncia média de 61% de similaridade entre os espécimes. A mesma merece uma
devida atencao em funcao do grau de proximidade encontrado entre alguns individuos
0 que podera acarretar diminuicdo da adaptacao desses organismos do decorrer dos
anos.

Contudo, arealizagao de novos estudos genéticos/moleculares, sequenciamento
de genes, com as espécies do género Crassostrea presentes no estuario da
comunidade de Capanema-BA necessitam ser realizados, para que se obtenham
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resultados mais acurados. Novos estudos sdo de suma importancia para a aquisicao
de informacbes que auxiliardo programas de monitoramento das populagcbes de
ostras, permitindo a preservacédo do potencial genético dos exemplares nos bancos
estudados, bem como, auxiliando a estabilidade da populagao ribeirinha que utiliza
esse recurso como principal fonte de subsisténcia.
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