UTILIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES NA IDENTIFICACAO  DE
DUAS ESPECIES DESTRAMONITA DO LITORAL PAULISTA.

Camila Kaori Zacardi Hoshi de Limaluliana De Bia$j Alexandre Wagner Silva
Hilsdorf®

'Estudante do Curso de Ciéncias Bioldgicas, UMC aé:mmamila.kzhl@yahoo.com.br
?Laboratério de Genética e Biologia de Peixes, UNESRail: jubbiasi@gmail.com
3Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; &-wagner@umc.br

Area do conhecimento: Genética
Palavras-chave: PCR-Multiplex; ITS; PRC-RFLP; C&8itamonita.

INTRODUCAO

Na costa brasileira sdo citadas duas subespécigériwoSramonita: S. haemastoma
haemastoma e S. haemastoma floridana (CONRAD, 1837). Na literatura estas se
diferenciam morfologicamente pelo tamanho e ornaagéo da concha (MATTHEWS,
1968) como possivelmente na anatomia interna.

De Biasi (2012) em trabalho recentemente realizadolitoral Paulista afirma a
separacao das duas subespécies em duas espegené&mas por meio de analises
moleculares, comprovando que a espéBiebrasiliensis (antes apontada d&h.
floridana) é valida de acordo com Claremanbtal., (2011) e a espécigé haemastoma

(S h. haemastoma) ainda possui problemas de identificacdo sendo ctiande
Sramonita sp.

Conhecida popularmente como “saquaritd” no litpallista, possui valor econémico
entre as comunidades litoraneas que a utilizamlimertacdo e na pesca como isca
(MANZONI& LACAVA, 1998; DE BIASI et al., 2010). Muitas vezes € considerada
praga por se alimentar de ostras e outros animggses de interesse econdmico
(MIGLIOLI, 2000).

No Brasil, as informacdes sobre capturaSidamonita S&o escassas, pois 0 género nao
aparece como categoria isolada nas estatisticagodacédo pesqueira (SANTGSal.,
2011).

O extrativismo sem a devida regulamentacdo da adetirdas espécies para
comercializacao pode levar a reducéo das populdgdeis, o que de certa forma pode
exaurir 0s recursos genéticos populacionais daécesy enfatizando a necessidade de
medidas de conservagao.

Técnicas de identificacdo molecular das espéciesngo de marcadores moleculares
sao realizadas em diferentes regides do genonta, tatocondriais como nucleares. A
utilizacdo da técnica de PCR- Multiplex permiteapida identificacdo de espécies
através de padrdes diferentes no tamanhauwhpkcons, assim como a técnica onde se
utiliza enzimas de restricdo, PCR-RFLBezaki et al., (2005) utilizaram técnicas
moleculares para distinguir duas espécies de enguiantuito de evitar a exploragéo
demasiada e consequentemente o desaparecimemuad@énica espécie, ja que as duas
espécies possuem caracteristicas externas impegiepte uma delas possui valor
comercial elevado quando seu crescimento e tamsithoomparados.

Sendo assim,em face da importancia deste tAxonapacalogia dos costdes rochosos,
bem como o uso deste recurso pela exploracéo igidtat a identificacdo destas



espécies por meio de técnicas moleculares é piyated 0 adequado manejo das
espécies e seu uso sustentado.

OBJETIVO
Identificar duas espécieStramonita sp. eSramonita brasiliensis encontradas ao longo
do litoral paulista utilizando técnicas moleculatesm genes mitocondrial e nuclear.

METODOLOGIA

A extragdo de DNA foirealizada utilizando a mustwia da regido do pé dos
organismosseguindo o protocolo do kit Macherey-NégeeoSpif Tissue. Apds a
extracdo, as amostras foramavaliadas quanto arioeeg econcentracdo de DNA e
comparadas com o marcador molecul&tind 111 (ThermoScientific), por meio de gel
de agarose 1% em tampéao TAE 1X (0,04M Tris-acetg@@)1M EDTA), corado com
brometo de etidio (1mg/mL), fotografados sob luz. UV

Para amplificar os fragmentos mitocondriais comesientes ao gene que codifica a
regido COIl foram utilizados os iniciadores dessritpara invertebrados, porém
degenerados considerados iniciadores universa#s grabas as subespécies (dgLCO
1490, dgHC02198) descritos por Basetaal., (2010). Através do programa NebCutter
v.2.0, foi verificado as enzimas de restricAo qudepiam ser utilizadas para fazer a
identificacdo das espécies atraves de clivagersigas para cada uma delas.

E para amplificar os fragmentos da regido nucl@&, lforam utilizados iniciadores
universais (G-FOR e G-REV) descritos por Colemaraequier, (2002). Os produtos
da amplificacdo foram purificados através da enZEX&®SAP e levados para serem
sequenciados no Centro de Estudos do Genoma Hutlaadaiversidade de Sdo Paulo
e assim fazer a construcao de iniciadores espggexiicos para cada uma das espécies
estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a amplificacdo da regido do DNA nuclear ITS,amostras foram purificadas
eenviadaspara o0 sequenciamento no CEGH da UnigdssidSdo Paulo. O
sequenciamento ndo demonstrou um grau de confiahdi bom para a partir destas
serem elaborados os iniciadores, isso pode sedaleviregido ser composta por
matérias genéticos tanto materno quanto fratemrgos assim novas amplificagfes e
purificacbes foram feitas. Ao analisarmos o reslditale todos os sequenciamentos
concluimos que as sequencias ndo mostravam difresgnificativas para a
construcdo derimers espécie especificos e as sequencias mostraramaestan da
regido 5.8S e inicio da regido ITS2.

As amplificacbes com os iniciadores descritos parcB et al., (2010) foram
satisfatérias, exibindo uma banda de aproximadaEdQ0 pares de base

Foram escolhidas algumas enzimas de restricaospegan testadas: Cla I; Ase I; Taq I;
Spe |; Fok I; Bam HI. Nla Ill; Ear |. Apés este tieas amostras foram analisadas por
meio de gel de agarose a 2%, que foi submetido a eletroforese horizontal sendo
comparadas com um marcador de 100 pares de bassrtes enzimaticos com as
enzimas de restricdo Cla I; Ase I; Taq I; Fok InBHEI. Nla lll; Ear | ndo resultaram em
fragmentos especificos visiveis capazes de idestifis espécies. A tabela 1 mostra as
sequéncias de nucleotideos de cada sitio de rexiorér@o das enzimas.

Oresultado obtido foi com a enzima de restricdo ISfiBxul), esta reconhece um sitio
de clivagem na espéciramonita brasiliensis, diferenciando-a da outra espécie, uma
vez que o fragmento da outra espécie nao é cliystmanecendo integro (Figura 1)



Figura 1: Gel de agarose 2%, eletroforese horizontal.12 @nalmarcador 100 pares de base
Invitrogem ; 22 a 62 Canaleta — amostrassttamonita brasiliensis; 72 a 92 Canaleta — amostras de
Sramonitasp; 102 Canaleta — marcador 100 pares deThasmocientific.

O gene mitocondrial COIl estd sendo muito utilizado diferenciacdo de espécies
devido ao seu alto grau de desempenho em um fragmelativamente pequeno, seu
facil alinhamento e também menos chances de saftgmm tipo de delecédo e insercao
(HEBERT et al. 2003).

Dentre as 8 enzimas testadas apenas uma foi éficjempesar de todas terem sido
analisadasn silico anteriormente, tal problematica pode estar assacid pequeno
seguimento nucleotidico.

A Strramonita é um animal de interesse econdémico para a conumititoranea, e
guando abordada a questao da exploragdo extratimigtientificacdo destas espécies ao
longo dos costdes rochosos é de extrema importgaia estudos populacionais e
ecoldgicos.

CONCLUSOES

A técnica de PCR-RFLP foi bem sucedida quandoibeaua enzima Spe | para fazer a
diferenciacdo das espécies, tornando possivel fazatentificacdo molecular das
espécies estudadas. Aaplicacdo da técnica de POfplstu ndo obteve resultados
satisfatorios com a regido nuclear ITS em razamate haver regibes com diferenca
nucleotidica suficiente para constryrimers espécie-especifico para gerar bandas
diagndsticas para cada espécie.
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