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APRESENTACAO

A Genética € a area da Biologia que estuda os genes, a hereditariedade e a variagéo
dos organismos, além de estudar a forma como estes transmitem as caracteristicas
biolégicas de geracédo para geracdo. Esse campo da ciéncia possui areas especificas,
dentre elas, a Genética Molecular, a Genética Forense, a Genética Animal, a Genética
Vegetal, a Genética de Microrganismos e a Genética Humana e Médica.

Nessa perspectiva, apresento a colecdo “A Genética e a Construgdo de Novos
Paradigmas nas Ciéncias da Vida 2”, uma obra que apresenta 7 capitulos distribuidos em
teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos e pesquisas que
envolvem as diversas areas de aplicacao da Genética, como a Biotecnologia, as Ciéncias
Agrérias, as Ciéncias da Saude, e areas correlatas.

Esse livro é direcionado a todos os académicos, docentes e pesquisadores dessa
grande area que desenvolvem estudos, respondendo perguntas biologicas utilizando as
técnicas moleculares e a todos aqueles que, de alguma forma, se interessam por estudos
genéticos com aplicacdo as Ciéncias da Vida.

Neste contexto, este livro “A Genética e a Construgdo de Novos Paradigmas nas
Ciéncias da Vida 2” apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos
por varios pesquisadores, professores e académicos que arduamente desenvolveram seus
estudos que aqui estdo apresentados de maneira concisa e didatica. Sabemos o quao
importante é a divulgacéo cientifica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena
Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel, permitindo que
esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos cientificos.

Desejo a todos uma excelente leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A identificagdo de espécies da
familia  Veneridae baseado apenas em
caracteres morfolégicos tem gerado incertezas
taxondmicas. Neste sentido, o presente trabalho
teve por objetivo confirmar via DNA barcoding
a sinonimia de Anomalocardia brasiliana com
Anomalocardia flexuosa na llha de Upaon-Agu,
Maranh&o, Brasil. Foi aplicada a metodologia
DNA Barcoding, na qual utiliza-se um fragmento
do gene Citocromo Oxidase Subunidade |
(COl). As amostras foram obtidas entre 2018-
2019 em dois pontos da llha de Upaon-Acgu. No
sequenciamento de 20 amostras foram obtidos
fragmentos do gene COI para A. flexuosa com
656 pb. A partir dessas sequencias obteve-se
12 haplétipos com diversidade haplotipica (h)
de 0,900, dois haplétipos ocorreram nas duas
populacdes. A média de divergéncia genética
intraespecifica foi 0,63%. A arvore filogenética
agrupou os espécimes em um clado fortemente
suportados com 100% de bootstrap. O percentual
de divergéncia apresentou valor baixo e
similaridade superior a 99% no comparativo entre
A. flexuosa e A. brasiliana, espécie disponivel no
BOLDSYSTEMS. Com isso o DNA barcoding
confirmou quanto a identificacdo do sarnambi
presente na llha de Upaon Acu é Anomalocardia
flexuosa e corroborou com estudos que apontam
Anomalocardia brasiliana em sinonimia com esta
espécie.
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CONFIRMATION OF SYNONYMS VIA DNA BARCODING OF Anomalocardia
brasiliana (Gmelin, 1791) WITH Anomalocardia flexuosa (Linnaeus, 1767) IN
UPAON-ACU ISLAND, MARANHAO, BRAZIL
ABSTRACT: The identification of species of the Veneridae family based only on morphological
characters has generated taxonomic uncertainties. In this sense, the present study to confirm
via DNA barcoding the synonym of Anomalocardia brasiliana with Anomalocardia flexuosa on
the Island of Upaon-Acu, Maranh&o, Brazil. The DNA Barcoding methodology was applied,
in which a fragment of the Cytochrome Oxidase Subunit | (COI) gene is used. Samples were
obtained between 2018-2019 at two points on the island of Upaon-Acu. In the sequencing
of 20 samples, fragments of the COI gene for A. flexuosa with 656 bp were obtained. From
these sequences, 12 haplotypes were obtained with haplotypic diversity (h) of 0.900, two
haplotypes occurred in both populations. The average of intraspecific genetic divergence
was 0.63%. The phylogenetic tree grouped the specimens in a clade strongly supported with
100% bootstrap. The percentage of divergence showed a low value and similarity greater
than 99% in the comparison between A. flexuosa and A. brasiliana, a species available in
BOLDSYSTEMS. Thus, DNA barcoding confirmed the identification of the sarnambi present
on the island of Upaon Acgu is Anomalocardia flexuosa and corroborated with studies that point

to Anomalocardia brasiliana in synonymy with this species.
KEYWORDS: Mangroves, Coastline, Systematics, Identification, Divergence.

11 INTRODUGAO

As espécies da familia Veneridae s&o moluscos bivalves, comuns no litoral
brasileiro, em ambientes com caracteristicas diversas como praias arenosas e enlameadas,
manguezais e fundos de ambientes de corais (RIOS, 1994; DENADAI et al., 2006; ROCHA
e MATTHEWS-CASCON, 2015). Esta familia reine aproximadamente 500 espécies vivas,
no Brasil foram registradas 40 espécies de Veneridae, pertencentes a sete subfamilias e a
25 géneros (ROCHA e MATTHEWS-CASCON, 2015).

A exploracdo dos Veneridae nas praias, mangue e/ou bancos de mariscagem é
comum nas diferentes regides do Brasil (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2014; SILVA,
2015; ANTONIO et al., 2019; FUNO et al., 2019). Essa atividade vem sendo de grande
importancia para comunidades de pescadores que comercializam esse recurso com o
intuito de complementar a renda da familia e/ou subsisténcia (MONTELES et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2010; FIGUEREDO, 2014; FREITAS et al., 2019).

De acordo com Rios (1994) o género Anomalocardia Schumacher, 1817
apresenta a seguinte classificagcéo taxondmica: Filo Mollusca, Classe Bivalvia, Subclasse
Eutherodonta, Ordem Venerida, Familia Veneridae, Subfamilia Chioninae e Género
Anomalocardia. Problemas com sinonimia é comum com géneros da Veneridae. Para
0 género Anomalocardia foram realizados trabalhos de revisbes de diversas espécies,
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verificando divergéncias e atualizando a sistematica (HUBER, 2010). Atualmente o género
possui quatro espécies aceitas (MOLLUSCABASE, 2021), entretanto apenas A. flexuosa
encontra-se no litoral brasileiro (ROCHA e MATTHEWS-CASCON, 2015). Essa espécie
possui diversas sinonimias, uma das principais e mais conhecida no Brasil é a A. brasiliana,
sendo ainda utilizado em publicacdes cientificas (MAIA et al., 2018; BARBOSA et al., 2018;
COSTA et al., 2019).

Contradicdes entre os diferentes estudos morfolégicos realizados dificultam
a identificacdo de espécies venerideos, afetando demais estudos ecolégicos desses
organismos (CANAPA et al., 1996; DENADAI et al.,, 2006; MYKKELSEN et al., 2006).
Pesquisas genéticas de identificagé@o e caracterizagdo populacional, avaliagdo de estoque de
moluscos bivalves vém sendo realizados utilizando o gene Citocromo Oxidase subunidade
| (COI) com a finalidade de auxiliar na identificagcdo precisa das espécies (RODRIGUES et
al., 2010; LEMER et al., 2014; FERNANDES et al., 2018; LOPES et al., 2018; LOPES, et
al., 2019). Portanto, o trabalho teve por objetivo confirmar via DNA barcoding a sinonimia de
Anomalocardia brasiliana com Anomalocardia flexuosa na llha de Upaon-Acu, Maranhao,
Brasil.

21 MATERIAIS E METODOS

As amostras foram obtidas durante o periodo de um ano (2018-2019) em dois
pontos da llha de Upaon-Acu, nos estuarios dos municipios de Pago do Lumiar e Raposa
(Figura 1), realizada coleta Unica nos dois pontos no periodo de maré enchente, os
individuos foram coletados de forma manual e aleatéria em uma area aproximada de 5 m2
e aproximadamente 10 cm de profundidade no sedimento.
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Figura 1. Mapa dos pontos de amostragem na llha de Upaon-agu, Maranh&o, Brasil.

Fonte: Autor

No laboratério o musculo adutor foi removido e preservado em etanol a 100% e
mantido a 20°C negativo até a extracdo do DNA. O DNA foi isolado usando-se o protocolo
kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega. A amplificacdo do DNA de sequéncias
parciais do gene mitocondrial COIl foi obtida com os primers LCOCI1490 e HCOCI2198
desenhados por Folmer et al. (1994). A reacdo de amplificagéo foi realizada nas seguintes
condigcdes: desnaturagdo inicial a 95° C por 3 min; 35 ciclos de 95° C durante 1 min
(Desnaturacéo); 48° C durante 1 min (Anelamento); 72° C por 1,5 min (Extensé&o); e uma
extensdo final a 72° C durante 7 min durante o Ultimo ciclo. Os resultados das PCRs foram
observados em eletroforese com gel de agarose 1%, corado com Green.

Os produtos das PCRs foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT® e utilizados
em uma reacdo de sequenciamento com o auxilio do Kit “Big Dye TM Terminator v 3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). As rea¢des de sequenciamento
foram realizadas em placas usando o termociclador com o programa: Desnaturacéo inicial
a 96 ° C por 10 min; 25 ciclos, sendo 96°C por 50 segundos (Desnaturagéo); 50°C por 5
segundos (Hibridizagéo); e 60°C por 4 minutos (Extenséo). A reacdo de sequenciamento
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foi precipitada com EDTA/Acetato de sédio/etanol e analisados em sequenciadores de DNA
automatico (ABI 3.500).

O alinhamento das sequéncias foi realizado com o Clustal W (THOMPSON et al.,
1994). As edicbes das sequéncias foram feitas usando o editor de sequéncias BioEdit
versdo 7.2.5 (HALL, 1999). O programa MEGA X versdo 10.1 (KUMAR et al., 2018) foi
utilizado para verificar a composi¢éo nucleotidica, matriz de distancia genética e analises
filogenéticas na qual utilizou-se o modelo Kimura-2-parametros e o método de agrupamento
de vizinhos (SAITOU e NEI, 1987). Para verificar a significancia dos agrupamentos utilizou-
se a analise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Para a analise da diversidade haplotipica
foi utilizado o programa DNAsp 6.11.01 (ROZAS et al., 2017).

Foram incorporados ao banco de dados uma sequéncia do gene COI obtida do
GenBank da espécie Calyptogena magnifica (AY191982) de Hurtado et al. (2003) e
Protothaca mcgintyi (DQ458490) de Kapner e Bieler (2006), utilizadas como grupo externo
e sequéncias de A. brasiliana (FJ481182) de Arruda et al. (2009). Ambas espécies do
grupo externo possuem novas nomenclatura. C. magnifica possui novo género passando
a ser identificada como Turneroconcha magnifica (Boss & R. D. Turner, 1980) (KRYLOVA
& SAHLING, 2020), e P. mcgintyi € sinbnima de Leukoma metodon (Pilsbry & H. N. Lowe,
1932) (CHEN, et al., 2011).

A identificacdo molecular a partir do gene COI foi realizada por comparacao de
sequéncias do presente estudo com dados disponiveis na plataforma bioinformatica
BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).

31 RESULTADO

Foram obtidas 20 sequéncias de um fragmento de gene COI com 656 pb. A média
da composicéo nucleotidica do fragmento analisado da A. flexuosa (Figura 2) foi de 22,9%
Adenina (A), 14,8% Citosina (C), 21% Guanina (G) e 41,3% Timina (T), estes valores estao
dentro do esperado para a espécie.

Figura 2. Anomalocardia flexuosa coletada na llha de Upaon Agu, Maranhao, Brasil. (A = vista
externa da valva direita, B = vista interna da valva esquerda).
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Das 20 sequéncias de A. flexuosa foram obtidas doze hapl6tipos com uma
diversidade haplotipica (h) de 0,900 e diversidade nucleotidica () de 0,006. Quando
analisado isoladamente cada populagcdo foi observado que os maiores valores de
diversidade haplotipica ocorreram para as amostras de Pago do Lumiar com h=0,9333, em
Raposa foi de h = 0,9121. Dentre os doze haplétipos encontrados, os haplétipos H3 e H4
foram os mais frequentes, ocorrendo nas duas populagdes com frequéncia de trés e seis
vezes, respectivamente. Foram observados sete hapl6tipos exclusivos para a populacao
de Raposa (H6 a H12) e trés para populacao de Paco do Lumiar (H1, H2 e H5).

As sequéncias de COI obtidas foram submetidas a plataforma BOLDSYSTEMS
(Barcode of Life Data Systems) com a finalidade de obter a identificacdo molecular.
A porcentagem de identificacdo das espécies no BOLDSYSTEMS para o género
Anomalocardia variou de 99,31 a 99,83% de similaridade para espécie A. brasiliana
sinénima da A. flexuosa (Tabela 1).

Sendo verificados de forma individual, os percentuais de divergéncia apresentaram
padrdes baixos no comparativo das sequéncias obtidas do género Anomalocardia com a
sequéncia da espécie A. brasiliana disponivel no Genbank, valores que variam entre 0,6 e
1,9% (Tabela 2).

Identificacdo Morfolégica Identificacdo Molecular Similaridade (%)

Anomalocardia sp. (SAR1) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp.(SAR5) Anomalocardia brasiliana®" 99,83
Anomalocardia sp. (SAR10) Anomalocardia brasiliana®" 99,83
Anomalocardia sp. (SAR12) Anomalocardia brasiliana®" 99,31
Anomalocardia sp. (SAR14) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp. (SAR15) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp. (SAR17) Anomalocardia brasiliana®" 99,83
Anomalocardia sp. (SAP24) Anomalocardia brasiliana®" 99,65
Anomalocardia sp. (SAP25) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp. (SAP26) Anomalocardia brasiliana®" 99,65
Anomalocardia sp. (SAP27) Anomalocardia brasiliana®" 99,65
Anomalocardia sp. (SAP28) Anomalocardia brasiliana®" 99,83

Tabela 1: Percentual de similaridade genética obtida por comparagées de sequéncias no
BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) para Anomalocardia sp. (sn —sinonimia de A.
flexuosa)
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Espécie

% Distancia Genética

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1-SAP24 A_ flexuosa_H1 -
2-SAP25 A_ flexuosa H2 2,1 -
3-SAP26 A_flexuosa_H3 21 07 -
4-SAP27 A_ flexuosa_H4 21 0,7 00 -
5-SAP28 A_ flexuosa_H5 21 04 0,7 0,7 -
6-SAR1 A_ flexuosa_H6 23 09 02 02 09 -
7-SAR5 A_ flexuosa_H7 21 07 11 11 04 13 -
8-SAR10 A_ flexuosa H8 1,7 0,7 11 11 04 13 04 -
9-SAR12 A_ flexuosa_H9 25 11 04 04 11 06 15 15 -
10-SAR14 A_ flexuosa_H10 23 09 02 02 09 04 13 13 04 -
11-SAR15 A_ flexuosa_H11 23 09 02 02 09 04 13 13 02 04 -
12-SAR17 A_ flexuosa_H12 21 07 07 07 04 09 04 04 11 09 09 -
13-Anomalocardia brasilianaGB 06 15 15 15 15 17 15 11 19 17 17 15 -

Tabela 2: Matriz de distancia genética (K2P) entre as espécies de sarnambi obtidas a partir de
sequéncias do gene COI (SAR = Raposa, SAP = Paco do Lumiar e GB = Genbank).

A arvore filogenética foi gerada baseada no método de agrupamento de vizinhos

(NJ), através do algoritmo de Kimura-2-Pardmetros (K2P) revelando a formacdo de um

clado fortemente suportados com 100% de bootstrap para o taxon identificado neste estudo

(Figura 3). Os resultados observados mostraram um agrupamento de A. flexuosa e A.

brasiliana, corroborando com a divergéncia intraespecifica e indice de similaridade para

afirmar que ambas sdo a mesma espécie.
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Figura 3. Arvore filogenética de haplétipos utilizando o método de Neighbor-Joining e algoritmo
Kimura-2-parametros, baseada em sequéncias do gene COl em sarnambis da espécie A.
flexuosa. Os numeros dos nés representam os valores de bootstrap (1000 réplicas). (SAR =
Raposa, SAP = Paco do Lumiar e GB = Genbank).

41 DISCUSSAO

A utilizacdo do gene Citocromo oxidase subunidade | permitiu inferir quanto a
identificacdo do taxon analisado: A. flexuosa. Este marcador se mostrou como uma
ferramenta poderosa em estudos filogenéticos, fornecendo informagdes sobre a sistematica
do grupo moluscos bivalves (KAPPNER e BIELER, 2006; MIKELSEN et al., 2006; ARRUDA
et al., 2009; TURECK, 2010; MELO et al., 2010; MELO et al., 2013; LOPES, et al., 2018;
LOPES, et al., 2019).

A média da composi¢ao nucleotidica do fragmento de gene COIl analisado exibiu
valores dentro do esperado para a espécie. Arruda et al. (2009) em estudos de DNA
Barcode com A. brasiliana (sinbnima de A. flexuosa) encontrou maior porcentagem de
Timina e Adenina.

A diversidade haplotipica de A. flexuosa da llha Upaon Acu apresentou valores altos
para cada populacao analisada (Raposa e Paco do Lumiar). Valores elevados de diversidade
haplotipica sdo comuns para a espécie, resultado semelhante foi observado em populag¢des
de A. brasiliana estudadas Arruda et al. (2009). A divergéncia intraespecifica das duas
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espécies apresenta valores inferiores a 1%, indicando ser o mesmo status taxonémico.

Espécies Veneridae sé@o plancténicas em seu estagio larval (RIOS, 1994) essa
condicéo torna esses organismos geneticamente semelhantes em regides extensas, onde
essas espécies co-habitam, embora ndo necessariamente em toda a sua extensdo, em
caso de barreira natural ou artificial (OLIVEIRA et al., 2005; ARRUDA et al., 2009). O que
possivelmente leva a semelhancga genética entre as populacdes da espécie estudada de A.
flexuosa e A. brasiliana em diferentes areas (ARRUDA et al., 2009).

A identificacdo molecular da A. flexuosa a partir da comparagdo com sequencias
depositadas na plataforma BOLDSYSTEMS confirmou o status taxonémico mostrando
altos indices de similaridade genética de A. brasiliana com valores superiores a 99%.

A arvore filogenética apresentou o agrupamento robusto com distancia genética
abaixo de 3% corroboram para condi¢do de sinonimia entre A. flexuosa e A. brasiliana. O
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) delimita que o valor de corte para identificacao
molecular de espécie é de 2 a 3% de divergéncia genética. Se a sequéncia de DNA de
um exemplar diferir menos que 3% ou obter um indice de similaridade superior a 97% no
BOLDSYSTEMS da sequéncia de uma das espécies ja identificada, ele sera identificado
como pertencente aquela espécie (HEBERT et al., 2003; SOLE-CAVA e WORHEIDE,
2007). Estas condicdes ocorreram com a espécie A. flexuosa.

Os espécimes analisados possuiam concha trigonal inflada, pesada e densa,
coloracdo variada, umbos subcentais voltados para regido anterior, ninfa serrilhada,
charneira composta por trés dentes cardinais em cada valva, com posterior da valva
esquerda serrilhado. Morfologicamente a descri¢édo original de Vennus flexuosa (Linnaeus,
1867) e da A. brasiliana sao similares (Rios 1994; Amaral et al., 2006). A revisdo do género
Anomalocardia por (Huber, 2010), verificou diversas divergéncias, entre elas identificou
que A. brasiliana é uma espécie sinonimia de A. flexuosa. Entretanto A. brasiliana ainda
é utilizada em publicagdes cientificas equivocadamente (BARBOSA et al., 2018; MAIA et
al.,, 2018; COSTA et al., 2019). Em estudo de bioprospeccgéo de invertebrados bénticos
em alguns municipios da llha de Sao Luis (CAMPELO et al., 2017) foram encontrados
e identificados morfologicamente algumas espécies de Veneridae. Um dos taxons foi
identificado apenas o género: Anomalocardia. Com resultados deste estudo é possivel
afirmar que a espécie deste género, encontrados nos estuarios da Ilha de Upaon-Acu
(lha de Séo Luis), é A. flexuosa. Segundo Arruda et al., (2009) o uso da caracterizacao
molecular e a identificacdo correta de estoques bivalves sdo importantes para seu manejo
com a finalidade de conhecer o potencial genético e mostrar a importancia de programas

de conservagao dessas populagdes em ambientes distintos.

51 CONCLUSAO

Para as amostras de A. flexuosa o cenario genético observado permitiu inferir quanto
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a sua identificagédo na Ilha de Upaon Acu, o que confirmou a sua sinonimia com a espécie
A. brasiliana.
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