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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
separacdo das duas subespécies em duas espégeaémas por meio de andlises
moleculares, comprovando que a espéSierasiliensis (antes apontada d&h.
floridana) é valida de acordo com Claremantal., (2011) e a espéci@haemastoma
(Sh.haemastoma) ainda possui problemas de identificacdo sendo oti@mae
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 é considerada
praga por se alimentar de ostras e outros animeEsés 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 populdgdess, o que de certa forma pode
exaurir 0os recursos genéticos populacionais daécespy enfatizando a necessidade de
medidas de conservagao.

Técnicas de identificacdo molecular das espéciesngo de marcadores moleculares
sao realizadas em diferentes regides do genonta, atocondriais como nucleares. A
utilizacdo da técnica de PCR- Multiplex permiteapida identificacdo de espécies
através de padrdes diferentes no tamanh@upBEcons. Sezakiet al., (2005) utilizaram
técnicas moleculares para distinguir duas espé@l@esnguias no intuito de evitar a
exploracdo demasiada e consequentemente o desaparecde uma Unica espécie, ja
que as duas espécies possuem caracteristicas asxiemperceptiveis, e uma delas
possui valor comercial elevado quando seu cres¢oreetamanho sdo comparados.
Sendo assim, em face da importancia deste tax@ngpacologia dos costbes rochosos,
bem como o uso deste recurso pela exploragéo igidtat a identificacdo destas



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

OBJETIVO

Desenvolver a técnica do PCR-Multiplex com a wij@o do gene COI para diferenciar
e identificar as duas espéci&ramonita sp eSramonita brasiliensis encontradas ao
longo do litoral paulista.

METODOLOGIA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando a mustuta da regido do pé dos
organismos seguindo o protocolo do kit MachereyeidgcleoSpifi Tissue. Apds a
extracdo, as amostras foram avaliadas quanto griodele e concentracdo de DNA e
comparadas com o marcador molecul&tind 111 (ThermoScientific), por meio de gel
de agarose 1% em tampéo TAE 1X (0,04M Tris-ace@@@1M EDTA), corado com
brometo de etidio (1mg/mL), fotografados sob luz UV

Para amplificar os fragmentos mitocondriais comesientes ao gene que codifica a
regiado COIl foram utilizados os iniciadores dessritpara invertebrados, porém
degenerados considerados iniciadores universas grabas as subespécies (dgLCO
1490, dgHCO2198) descritos por Barebal., (2010) e dois iniciadores espécies-
especificos par&ramonita sp (SH1- 5CAACAAAAGGACTGCCGTAAZ) e S. brasiliensis
(SF1- 5 GGCAATGACCAAAAAGAAAATC3) descritos por De Biasi (2012)

As reacOes de PCR foram realizadas em um termdoicaene Amp PCR System9700
AppliedBiosystems, com o seguinte ciclo: Pass®4°€ por 3 minutos; Passo 2 - 94°C
por 30 segundos; Passo 3 - 56°C por 40 segundssp Ra 72°C por 1 minuto; Passo 5
— voltar ao passo 2 e repetir por 30 vezes; Passt28C por 10 minutos; Passo 7 — 4°C
por tempo infinito; Passo 8 — fim. A reacdo de RfdbRa um volume final de 10ul com
0s seguintes componentes: 1ul de DNA (molde); 1,88 dNTP (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP); 1,25 pl de Buffer 10X; 0,5 ul a 10 pmolsadela iniciador grimer); 0,7 ul a
2,5mM de cloreto de magnésio; 0,2 pl de enzima &&j6 ul dgua MilliQ.

O produto da reacdo em cadeia da polimerase fdisada em eletroforese utilizando
gel de agarose a 2% tendo como referéncia um nwrcadneRuler 100bp DNA
Ladder (Fermentas).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes iniciais mostraram que os iniciadores 8H3F1 ndo amplificaram as
amostras de DNA como esperado, entdo se fez necessastruir novos iniciadores
espécie-especificos para ambas as espécies eufaaemova avaliagdo dos resultados.
Os iniciadores foram construidos utilizando o paogs Primer 3 Input (v.4,0) os
mesmos foram avaliados quanto a sua integridadeiaiidgde pelo pacotéDTS
OligoAnalyzer 3.1, (TABELA 1) com intencdo de aumentar a diferengandimero
bases entre as duas espécies analisadas.

Tabela 1 - Iniciadores

Iniciador Espécie Sequéncia

SHAE 1 Stramonita sp. 5 GCTGTAGAAAGAGGGGTAGGT 3’
SHAE 2 Stramonita sp. 5 GTTGGTCCCGTTAATATTGGGGGCGC 3’
SHAE dg Sramonita sp. 5 TGAACGCTTRCCTCTATTTGTATGRTC 3
HAE F2 Stramonita sp. 5' GAGGGGTAGGTACAGGATGGA 3’

FLORR Stramonita brasiliensis 5" CCATCCTGTACCTACCCTCT 3




Dentre todos os testes feitos com 0s novos iniceggas melhores resultados foram
obtidos com o iniciador FLOR R em uma temperat@wamkelamento de 56 °C, e com
os iniciadores SHAE 2 e SHAE dg nas temperaturaanééamento de 51 °C e 50 °C
respectivamente.

Para melhorar os resultados das amplificacfesedifes condicdes de temperatura
(variacdo de 50°C a 56°C), e com diferentes cormgdes de MgCI2 (de 1,5mM a

3,0mM) , enzima Taq (U) e DNA foram testados, em@eassim os iniciadores SHAE

1, HAE F2 nado foram eficazes para amplificar dewvidate a regido do gene

mitocondrial.

As amostras foram submetidas a uma corrida deofletise com gel de agarose a 2%
com o tampao TAE 1X, em uma velocidade de 90 Volts.

Contudo, néo foi possivel reproduzir estes resostaths demais amostras de DNA
extraidas, indicando que os iniciadores desenvadvitho sdo especificos o suficiente
para anelar a regido dos iniciadores com a fitaA em todos 0s organismos.

CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos até o presente momaotos testes deverdo ser
realizados no intuito de redefinir resultados $&aiisios e que possuam
reprodutibilidade, assim, novos reagentes ser&ades, além de modificacbes nas
concentracdes dos reagentes e na temperatura denant para a amplificacdo das
espécies deste trabalho, dentro de um mesmo te€R-Multiplex. No decorrer do
trabalho utilizando as modificacdes citadas avears a necessidade da construcdo de
novos iniciadores universais com o intuito de dumriros amplicons e torna-los mais
reprodutiveis em todos os organismos estudados.
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