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INTRODUÇÃO 
Na costa brasileira são citadas duas subespécies do gênero Stramonita: S. haemastoma 
haemastoma e S. haemastoma floridana (CONRAD, 1837). Na literatura estas se 
diferenciam morfologicamente pelo tamanho e ornamentação da concha (MATTHEWS, 
1968) como possivelmente na anatomia interna.  
De Biasi (2012) em trabalho recentemente realizado no litoral Paulista afirma a 
separação das duas subespécies em duas espécies congenéricas por meio de análises 
moleculares, comprovando que a espécie S. brasiliensis (antes apontada de S.h. 
floridana) é válida de acordo com Claremont et al., (2011) e a espécie S. haemastoma 
(S. h. haemastoma) ainda possui problemas de identificação sendo chamada de 
Stramonita sp. 
Conhecida popularmente como “saquaritá” no litoral paulista, possui valor econômico 
entre as comunidades litorâneas que a utilizam na alimentação e na pesca como isca 
(MANZONI& LACAVA, 1998; DE BIASI et al., 2010). Muitas vezes é considerada 
praga por se alimentar de ostras e outros animais sésseis de interesse econômico 
(MIGLIOLI, 2000). 
No Brasil, as informações sobre capturas de Stramonita são escassas, pois o gênero não 
aparece como categoria isolada nas estatísticas de produção pesqueira (SANTOS et al., 
2011). 
O extrativismo sem a devida regulamentação da retirada das espécies para 
comercialização pode levar a redução das populações locais, o que de certa forma pode 
exaurir os recursos genéticos populacionais das espécies, enfatizando a necessidade de 
medidas de conservação. 
Técnicas de identificação molecular das espécies por meio de marcadores moleculares 
são realizadas em diferentes regiões do genoma, tanto mitocondriais como nucleares. A 
utilização da técnica de PCR- Multiplex permite a rápida identificação de espécies 
através de padrões diferentes no tamanho dos amplicons, assim como a técnica onde se 
utiliza enzimas de restrição, PCR-RFLP. Sezaki et al., (2005) utilizaram técnicas 
moleculares para distinguir duas espécies de enguias no intuito de evitar a exploração 
demasiada e consequentemente o desaparecimento de uma única espécie, já que as duas 
espécies possuem características externas imperceptíveis, e uma delas possui valor 
comercial elevado quando seu crescimento e tamanho são comparados. 
Sendo assim,em face da importância deste táxon para a ecologia dos costões rochosos, 
bem como o uso deste recurso pela exploração extrativista, a identificação destas 



espécies por meio de técnicas moleculares é pivotal para o adequado manejo das 
espécies e seu uso sustentado. 
 
OBJETIVO 
Identificar duas espécies: Stramonita sp. e Stramonita brasiliensis encontradas ao longo 
do litoral paulista utilizando técnicas moleculares com genes mitocondrial e nuclear. 
 
METODOLOGIA 
A extração de DNA foirealizada utilizando a musculatura da região do pé dos 
organismosseguindo o protocolo do kit Macherey-NagelNucleoSpin® Tissue. Após a 
extração, as amostras foramavaliadas quanto à integridade econcentração de DNA e 
comparadas com o marcador molecular λ Hind III (ThermoScientific), por meio de gel 
de agarose 1% em tampão TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA), corado com 
brometo de etídio (1mg/mL), fotografados sob luz UV. 
Para amplificar os fragmentos mitocondriais correspondentes ao gene que codifica a 
região COI foram utilizados os iniciadores descritos para invertebrados, porém 
degenerados considerados iniciadores universais para ambas as subespécies (dgLCO 
1490, dgHCO2198) descritos por Barco et al., (2010). Através do programa NebCutter 
v.2.0, foi verificado as enzimas de restrição que poderiam ser utilizadas para fazer a 
identificação das espécies através de clivagens específicas para cada uma delas.  
E para amplificar os fragmentos da região nuclear ITS, foram utilizados iniciadores 
universais (G-FOR e G-REV) descritos por Coleman e Vacquier, (2002). Os produtos 
da amplificação foram purificados através da enzima EXOSAP e levados para serem 
sequenciados no Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de São Paulo 
e assim fazer a construção de iniciadores espécie específicos para cada uma das espécies 
estudadas.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Após a amplificação da região do DNA nuclear ITS, as amostras foram purificadas 
eenviadaspara o sequenciamento no CEGH da Universidade São Paulo. O 
sequenciamento não demonstrou um grau de confiabilidade bom para a partir destas 
serem elaborados os iniciadores, isso pode ser devido à região ser composta por 
matérias genéticos tanto materno quanto fraterno, sendo assim novas amplificações e 
purificações foram feitas. Ao analisarmos o resultado de todos os sequenciamentos 
concluímos que as sequencias não mostravam diferenças significativas para a 
construção de primers espécie específicos e as sequencias mostraram estar ao fim da 
região 5.8S e início da região ITS2.  
As amplificações com os iniciadores descritos por Barco et al., (2010) foram 
satisfatórias, exibindo uma banda de aproximadamente 1000 pares de base  
Foram escolhidas algumas enzimas de restrição para serem testadas: Cla I; Ase I; Taq I; 
Spe I; Fok I; Bam HI. Nla III; Ear I. Após este teste as amostras foram analisadas por 
meio de gel de agarose a 2%, que foi submetido a uma eletroforese horizontal sendo 
comparadas com um marcador de 100 pares de base. Os cortes enzimáticos com as 
enzimas de restrição Cla I; Ase I; Taq I; Fok I; Bam HI. Nla III; Ear I não resultaram em 
fragmentos específicos visíveis capazes de identificar as espécies. A tabela 1 mostra as 
sequências de nucleotídeos de cada sítio de reconhecimento das enzimas.  
Oresultado obtido foi com a enzima de restrição Spe I (BcuI), esta reconhece um sítio 
de clivagem na espécie Stramonita brasiliensis, diferenciando-a da outra espécie, uma 
vez que o fragmento da outra espécie não é clivado, permanecendo íntegro (Figura 1) 
 



 
Figura 1: Gel de agarose 2%, eletroforese horizontal.1ª Canaleta – marcador 100 pares de base 

Invitrogem ; 2ª a 6ª Canaleta – amostras de Stramonita brasiliensis; 7ª a 9ª Canaleta – amostras de 
Stramonitasp; 10ª Canaleta – marcador 100 pares de base ThermoScientific. 

 
O gene mitocondrial COI está sendo muito utilizado na diferenciação de espécies 
devido ao seu alto grau de desempenho em um fragmento relativamente pequeno, seu 
fácil alinhamento e também menos chances de sofrem algum tipo de deleção e inserção 
(HEBERT et al. 2003).  
Dentre as 8 enzimas testadas apenas uma foi eficiente , apesar de todas terem sido 
analisadas in silico anteriormente, tal problemática pode estar associada ao pequeno 
seguimento nucleotídico.  
A Stramonita é um animal de interesse econômico para a comunidade litorânea, e 
quando abordada a questão da exploração extrativista, a identificação destas espécies ao 
longo dos costões rochosos é de extrema importância para estudos populacionais e 
ecológicos.  
 
CONCLUSÕES 
A técnica de PCR-RFLP foi bem sucedida quando se utiliza a enzima Spe I para fazer a 
diferenciação das espécies, tornando possível fazer a identificação molecular das 
espécies estudadas. Aaplicação da técnica de PCR Multiplex não obteve resultados 
satisfatórios com a região nuclear ITS em razão de não haver regiões com diferença 
nucleotídica suficiente para construir primers espécie-especifico para gerar bandas 
diagnósticas para cada espécie. 
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