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RESUMO
No Brasil 40 espécies da familia Veneridae sdo conhecidas popularmente como marisco,
bergigdo, vongole, maginim, chumbinho e sarnambi. A identificacdo destes tdxons baseado
apenas em caracteres morfoldgicos tem gerado incertezas taxondmicas. Neste sentido, o
presente trabalho teve por objetivo identificar molecularmente as espécies de sarnambi
encontradas na zona costeira amazonica. Foi aplicada a metodologia DNA Barcoding, na qual
utiliza-se um fragmento do gene Citrocromo Oxidase Subunidade I (COI). As amostras foram
obtidas durante o periodo de 2018-2019 em 4reas de praia e mangue nos quatro municipios da
Ilha de Upaon-Ac¢u, Maranhdo, sendo registrados e identificados morfologicamente. O DNA
foi isolado usando-se o protocolo kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega. O
isolamento e amplificacdo do gene foram realizados através da PCR utilizando-se primers
universais. Os produtos das PCRs foram sequenciados e a andlise dos dados foi realizada em
softwares especificos. No sequenciamento de 48 amostras foram obtidos fragmentos do gene
COI para Anomalocardia flexuosa com 656 pb, Tivela sp com 647pb e 653pb para Leukoma
sp. As médias de divergéncias genéticas intraespecificas mostraram valores de 0,63% para A.
flexuosa, 0,65% para Tivela sp. e 0,16% para Leukoma sp. A arvore filogénetica agrupou as
trés espécies em clados diferentes e fortemente suportados com 100% de bootstrap. Os
percentuais de divergéncia apresentaram valores altos e similaridade inferior a 96% no
comparativo entre Tivela sp. e Tivela mactroides, espécie mais proxima disponivel no
BOLDSYSTEMS e apesar de pertencerem ao mesmo clado exibem uma diferenciagdo maior
que 4,5%, indicando a ocorréncia de uma nova espécie, por apresentar diferencas
morfolégicas e distancia genética da espécie T. mactroides. O DNA barcoding confirmou
quanto a identificacdo do sarnambi A. flexuosa em sinonimia com Anomalocardia brasiliana.
A espécie Leukoma sp foi identificada molecularmente até nivel de género, devido a caréncia
de dados para esse tixon na plataforma. No entanto, suas caracteristicas morfoldgicas
apontam para Leukoma pectorina. Sequéncia do gene COI dessa espécie ainda nao foi
incluida na plataforma BOLDSYSTEMS, sendo este estudo pioneiro na caracterizacdo
molecular deste tdxon. Portanto nossa abordagem com DNA barcoding mostrou-se eficiente e

evidenciou a ocorréncia de uma nova espécie para o género Tivela.

Palavras-chave: Sarnambi, DNA barcoding, Morfologia, Maranhao.



ABSTRACT
In Brazil, 40 species of the Veneridae family are popularly known as seafood, bergigao,
congole, maginim, chumbinho and sarnambi. The identification of these taxa based only on
morphological characters has generated taxonomic uncertainties. In this sense, the present
work aimed to molecularly identify the species of sarnambi found in the coastal zone of the
Amazon. The DNA Barcoding methodology was applied, in which a fragment of the
Citrochrome Oxidase Subunit I (COI) gene is used. The samples were obtained during the
period 2018-2019 in areas of beach and mangrove in the four municipalities of the Island of
Upaon-Acu, Maranhdo, being registered and identified morphologically. DNA was isolated
using Promega's Wizard Genomic DNA Purification protocol kit. The isolation and
amplification of the gene were performed through PCR using universal primers. The PCR
products were sequenced and data analysis was performed using specific software. In the
sequencing of 48 samples, fragments of the COI gene were obtained for Anomalocardia
flexuosa with 656 bp, Tivela sp with 647 bp and 653 bp for Leukoma sp. The means of
intraspecific genetic divergences showed values of 0.63% for A. flexuosa, 0.65% for Tivela
sp. and 0.16% for Leukoma sp. The phylogenetic tree grouped the three species in different
clades and strongly supported with 100% bootstrap. The divergence percentages showed high
values and similarity below 96% in the comparison between Tivela sp. and Tivela mactroides,
the closest species available in BOLDSYSTEMS and although they belong to the same clade,
they show a differentiation greater than 4.5%, indicating the existence of a new species, for
presenting morphological differences and genetic distance of the species T. mactroides. DNA
barcoding confirmed the identification of the A. flexuosa sarnambi in synonymy with
Anomalocardia brasiliana. The species Leukoma sp was identified molecularly down to the
genus level, due to the lack of data for this taxon on the platform. However, its morphological
characteristics point to Leukoma pectorina. The sequence of the COI gene of this species has
not yet been included in the BOLDSYSTEMS platform, and this study is a pioneer in the
molecular characterization of this taxon. Therefore, our approach with DNA barcoding proved

to be efficient and showed the occurrence of a new species for the genus Tivela.

Keywords: Sarnambi, DNA barcoding, Morphology, Maranhao.
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1. INTRODUCAO

A familia Veneridae pertencente ao grupo Mollusca é composta por bivalves
cosmopolitas, tipicos de dguas rasas, infaunais e filtradores (RIOS, 1994; DENADAI et al.,
2006; MIKKELSEN et al., 2006; HUBER, 2010; CHEN et al., 2011; ROCHA e
MATTHEWS-CASCON, 2015). E representada por doze subfamilias e 50 géneros, que
retinem aproximadamente 500 espécies vivas. Essa diversidade de espécies estd associada a
grande variedade de habitats, como praias arenosas e enlameadas, manguezais e fundos
arenosos em ambientes de corais (CANTERA, 1991; CANAPA et al., 1996; DENADAI et al.,
2006). No Brasil, foram registradas 40 espécies de Veneridae, pertencentes a sete subfamilias
e a 25 géneros (ROCHA e MATTHEWS-CASCON, 2015).

Ao longo dos anos, estudos vém sendo realizado para elucidar as dividas taxdonomicas
dos Veneridae (CANAPA et al., 1996; KAPPNER e BIELER, 2006; MIKKELSEN et al.,
2006; HUBER, 2010; CHEN et al., 2011; BIELER et al., 2013; BIELER et al., 2014;
ROCHA, 2016), entretanto existem dreas no Brasil pouco exploradas (ROCHA e
MATTHEWS-CASCON, 2015). As principais caracteristicas diagndsticas desses organismos
estdo presentes na charneira das conchas dos venerideos, como: a variedade de tamanhos,
forma e posicao dos dentes cardinais, presenca e forma dos dentes laterais anteriores, e ninfa
(DENADAI et al., 2000).

A diversidade morfoldgica e ecoldgica dessa familia € grande, devido as relagdes
sistematicas dos organismos ndo sdao completamente definidas (NEVESSKAIJA, 2009).
Algumas questdes como sinonimia, presenca de linhagens paralelas e tdxons novos ao longo
dos estudos acabam tornando desafiador a construcdo de uma sistemética baseada na evolucao
do grupo (NEVESSKAJA, 2009; HUBER, 2010; BIELER et al., 2013). Considerando que as
caracteristicas morfologicas e ecoldgicas ndo sdo claras para identificacdo taxdnomica, os
caracteres genéticos podem fornecer indicadores precisos para identificar um organismo
(WILSON et al., 1985).

Em estudo realizado no Maranhdo, Mattews et al.,, (1977) identificaram
morfologicamente quatros espécies de venerideos dos géneros: Anomalocardia, Chione,
Tivela e Pitar. Essas espécies sdo conhecidas popularmente no Brasil por diversos nomes, tais
como marisco, bergigdo, vongole, macinim e chumbinho (BOEHS et al., 2008; LUZ e
BOEHS, 2011), variando de acordo com cada regido do pais, no litoral amazodnico sao
conhecidas como sarnambi (MONTELES et al., 2010; FIGUEREDOQO, 2014).

A explorag@o dos Veneridae nas praias, mangue e/ou bancos de mariscagem é comum

nas diferentes regides do Brasil (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2014; SILVA, 2015;
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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).

A reducdo severa na abundancia e densidade dos organismos pode alterar a estrutura
genética das populacdes, prejudicando o potencial de recuperacdo desses estoques (FAO,
2018). Embora haja um grande interesse econdmico por moluscos marinhos, sobretudo os
bivalves, os estudos realizados ainda sao escassos quando comparados ao nimero de espécies
existentes. A maior parte dessas espécies € desprivilegiada em termos de dados bioldgicos
basicos (ALBUQUERQUE, 2010), incluindo-se aspectos genéticos.

Contradicoes entre os diferentes estudos morfologicos realizados dificultam a
identificacdo de espécies venerideos, afetando demais estudos ecolégicos com esses
organismos (CANAPA et al., 1996; DENADALI et al., 2006; MYKKELSEN et al., 2006).
Pesquisas genéticas de identificacdo e caracterizacdo populacional, avaliacdo de estoque de
moluscos bivalves vém sendo realizados utilizando o gene Citocromo C Oxidase subunidade 1
(COI) com a finalidade de auxiliar na identificagdo precisa das espécies (RODRIGUES et al.,
2010; LEMER et al., 2014; FERNANDES et al., 2018; LOPES et al., 2018; LOPES, et al.,
2019). Portanto, objetivou-se neste trabalho identificar molecularmente as espécies Veneridae

de ocorréncia na zona costeira amazonica (Ilha de Upaon-Acu, Maranhdo, Brasil).
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2. OBJETIVO GERAL
Identificar via DNA barcoding bivalves da familia Veneridae na zona costeira

amazoOnica, visando contribuir para sua correta identificagao.

2.1. Objetivos especificos
e Identificar os espécimes de Veneridae utilizando sequéncias do DNA mitocondrial do
gene COI, da zona costeira amazonica.
e Determinar os indices de variabilidade e distdncia genética dos tdxons analisados.
e Analisar padrdes de variabilidade e conteddo informativo do gene COI para os

Veneridae estudados.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Classificacao Taxonémica da familia Veneridae

As espécies de Veneridae sdo moluscos bivalves, comuns no litoral brasileiro, em
ambientes com caracteristicas diversas como praias arenosas € enlameadas, manguezais e
fundos de ambientes de corais (RIOS, 1994; DENADAI et al.,, 2006; ROCHA e
MATTHEWS-CASCON, 2015).

De acordo com Rios (1994) a familia Veneridae (Figura 1) apresenta a seguinte
classificac@o taxondmica:

= FILO: Mollusca
= CLASSE: Bivalvia
=  SUBCLASSE: Eutherodonta
= ORDEM: Venerida
= FAMILIA: Veneridae

Figura 1. Conchas das espécies de Veneridae.
Fonte: Autora, 2020.

As caracteristicas das conchas s3o as informacdes comumente utilizadas para
identificacdo morfoldgica das espécies de Veneridae, entretanto devido a variedade de cores
da parte externa da concha, essa caracteristica ndo corresponde um bom caractere para
identificacdo de espécies desse grupo (DENADALI et al., 2006; ROCHA, 2016). As conchas
sdo caracterizadas por possuirem paredes espessas, podendo ser lisas ou ornadas com costelas
(lamelas), ou com fracas estrias (linhas de crescimento); algumas apresentam também costelas
radiais formando um padrdo cancelado de ornamentacdo, outras com espinhos posteriores.
Geralmente elas sdo equilaterais, infladas, possuindo umbos inclinados para o anterior
(proségiro), regularmente fechadas com a extremidade posterior levemente alongada e
anterior arredondada. Os dentes dos cardeais sdo simples ou bi-finos, sendo os cardeais

médios comumente mais robustos que os anteriores. Os dentes laterais posteriores estdo quase
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sempre ausentes, mas os dentes laterais anteriores sdo variavelmente desenvolvidos ou
ausentes. Ninfa calcdria, que pode apresentar granulacdes, serrilhados e, em alguns casos,
pode ser bifida ou trifida (AMARAL et al., 2006; DENADAI et al., 2006; KAPPNER e
BIELER, 2006; MYKKELSEN et al., 2006).

3.1.1. Género Anomalocardia Schumacher, 1817
De acordo com Rios (1994) o género Anomalocardia Schumacher, 1817 apresenta a
seguinte classificacdo taxondmica:
= FILO: Mollusca
= CLASSE: Bivalvia
= SUBCLASSE: Eutherodonta
= ORDEM: Venerida
= FAMILIA: Veneridae
= SUBFAMILIA: Chioninae
=  GENERO: Anomalocardia

Problemas com sinonimia é comum com géneros da Veneridae. Para o género
Anomalocardia identificado por Schumacher em 1817 foram feitas revisdes de diversas
espécies, verificando divergéncias e atualizando a sistemética (HUBER, 2010).

Atualmente o género possui quatro espécies aceitas (MOLLUSCABASE, 2019),
entretanto apenas Anomalocardia flexuosa (Linnaeus, 1767) 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 Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791),
sendo ainda utilizado em publicac¢des cientificas (MAIA et al., 2018; BARBOSA et al., 2018;
COSTA et al., 2019).

3.1.2.Género Leukoma E. Romer, 1857

De acordo com Rios (1994) o Género Leukoma E. Romer, 1857 apresenta a seguinte
classificagdo taxondmica:

* FILO: Mollusca

= CLASSE: Bivalvia
= ORDEM: Venerida
=  SUBCLASSE: Eutherodonta
= FAMILIA: Veneridae
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= SUBFAMILIA: Chioninae
* GENERO: Leukoma

Este género identificado inicialmente por E. Romer em 1857 possuiu por muito
tempo espécies descritas equivocadamente respondendo a diversos géneros. O género
Protothaca descrito por Dall em 1902 é o exemplo mais conhecido, sendo Leukoma
considerado um subgénero. Huber (2010) estudando os bivalves marinhos no mundo
identificou Leukoma colocando-o em nivel de género, sendo confirmada sinonimia de
Protothaca por Coan e Valentich-Scott (2012). Género Leukoma possui 21 espécies aceitas
(MOLLUSCABASE, 2019), no Brasil encontram-se as espécies Leukoma antiqua (King &
Broderip, 1832), Leukoma pectorina e Leukoma subrostrata (Lamarck, 1818) (ROCHA e
MATTHEWS-CASCON, 2015).

3.1.3. Género Tivela Link, 1807

De acordo com Rios (1994) o Género Tivela Link, 1807 apresenta a seguinte

classificacdo taxonOdmica:

= FILO: Mollusca

= CLASSE: Bivalvia
= ORDEM: Venerida
= SUBCLASSE: Eutherodonta
= FAMILIA: Veneridae
= SUBFAMILIA: Meretricinae
* GENERO: Tivela

Esse género hoje possui 27 espécies aceitas (MOLLUSCABASE, 2019), no Brasil
encontram-se as espécies Tivela fulminata (Bory de Saint-Vincent, 1827), Tivela geijskesi
(Van Regteren Altena, 1968), Tivela mactroides (Born, 1778), Tivela dentaria e Tivela
zonaria (Lamarck, 1818) (ROCHA e MATTHEWS-CASCON, 2015). Denadai et al. (2006)
descrevem esse gé€nero ressaltando sobre a falta de consenso entre os autores com relacao
algumas caracteristicas, sendo essas diferentes dos padrdes habituais dos demais gé€neros da

Veneridae.

3.2. DNA barcoding
O DNA mitocondrial permitiu desvendar diversos aspectos da evolug¢do de organismos

e de seus genomas, permitindo a discriminacdo de espécies e estudos de genética de

populacdes (GOVEIA, 2010).
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O cddigo de barras do DNA ou DNA barcoding, utiliza sequéncias parciais de DNA do
gene citocromo C Oxidase subunidade I (COI) e permite identificar e designar espécimes
desconhecidas e espécies previamente descritas; auxiliando a desvendar a biodiversidade
(BOLZAN, 2011). Para abrigar e disponibilizar os cédigos de barra de DNA e as informacdes
ligados a eles foi criado uma base de dados integrada (Barcode of Life Data Systems —
BOLDSYSTEMS) (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).

Pesquisas envolvendo insetos, aves, peixes, moluscos, entre outros organismos tém sido
desenvolvidas no intuito de obter marcadores genéticos para identificacdo destes grupos
(HERBET et. al, 2004; PARK et. al, 2011; ZHANG e HANNER, 2012; GUTIERREZ et. al,
2014; BINGPENG et. al, 2018) com a finalidade de obter dados referentes ao DNA barcode
que 1rdo aprimorar o conhecimento sobre a biodiversidade e sua correta identificagdo.

Estudo com bivalve Mytilus edulis (Linnaeus, 1758) foi o primeiro relato de arranjo
genético mitocrondrial para molusco (HOFFMAN et al.,, 1992). Hebert et al., (2003),
propuseram uma metodologia padrdao com propdsito de identificar e descrever a
biodiversidade global através de uma por¢do do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase
subunidade I (COI). A partir desse estudo com gene COI foi realizado diversas pesquisas com
moluscos visando a identificacio de especies e populacdes em diferentes ambientes, a fim de
elucidar as duvidas quanto a identificagcdo morfoldgicas das especies de moluscos (ARRUDA
et al., 2009; TURECK, 2010; MELO et al., 2010; MELO et al., 2013; LOPES et al., 2018).

Duvidas quanto a identificagdo morfoldgica dos Veneridae sdao comuns, havendo muitas
inconsisténcias entre os diferentes estudos realizados, dificultando a identificacdo e
comprometendo estudos ecoldgicos e sistemdticos das espécies (CANAPA et al.,, 1996;
DENADALI et al., 2006; MYKKELSEN et al., 2006). Portanto, diante do pouco que se sabe
sobre a diversidade taxonOmica e genética na zona costeira amazoOnica, devido a baixa
producdo bibliografica (CARDOSO et al., 2018), torna-se necessario o desenvolvimento de

estudos que elucidem as incertezas de identificacdo desses organismos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Caracterizacao da area de estudo

A zona costeira amazonica no Brasil compreende os estados do Amapd, Pard e
Maranhdo. O litoral maranhense possui o segundo maior litoral do Brasil com
aproximadamente 640 km de extensdo (entre a foz dos Rios Gurupi e Parnaiba). Devido a sua
grande extensdo e sua diversidade fitografica diferenciada o litoral é dividido em cinco setores
(Figura 2):

(1) Golfao maranhense — caracterizado como um complexo estuarino, onde desdguam
os afluentes dos rios Mearim, Itapecuru e Munim, entre outros menos expressivos;

(2) Litoral oriental - ¢ marcado por uma linha de costa retilinea, recortando restingas,
cordoes de dunas fixas e modveis, manguezais, praias, baias, ilhas, enseadas e sistemas
deltaicos, estuarinos, ja possuindo as primeiras caracteristicas da Regido Nordeste;

(3) Litoral ocidental - conhecido como a regido das “reentrancias maranhenses”,
exibindo importantes manguezais e profundos estudrios, caracteristicas bem definidas da
regido amazonica;

(4) Baixada maranhense - € representada por terras baixas, planas e inundaveis,
caracterizadas por campos, matas de galeria, manguezais e bacias lacustres;

(5) Parque Estadual Marinho do Parcel Manuel Luis - ¢ uma regido recifal coralina,
quase totalmente submersa, com pequenos afloramentos de algas durante a baixamar (MMA,
1996), que ocorre a 49 milhas da costa (EL-ROBRIN et al, 2018).

A ilha de Upaon-Acu se localiza entre dois grandes sistemas estuarinos que sao as baias
de Sdo Marcos do lado esquerdo e de Sao José do lado direito, na regido central do Golfao
Maranhense (Setor 1). Localizam-se na ilha os municipios de Sdo Luis, Raposa, Sdo José de

Ribamar e Paco do Lumiar, que formam a Regido Metropolitana de Sdo Luis (IBGE, 2002).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ba%C3%ADa_de_S%C3%A3o_Marcos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ba%C3%ADa_de_S%C3%A3o_Marcos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Golf%C3%A3o_Maranhense
https://pt.wikipedia.org/wiki/Golf%C3%A3o_Maranhense
https://pt.wikipedia.org/wiki/Raposa_(Maranh%C3%A3o)
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A3o_Jos%C3%A9_de_Ribamar
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A3o_Jos%C3%A9_de_Ribamar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pa%C3%A7o_do_Lumiar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Metropolitana_de_S%C3%A3o_Lu%C3%ADs
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Figura 2. Mapa de Setorizacido da Zona Costeira do Estado do Maranhdo (ZCEM): 1= Golfao
maranhense, 2= Litoral oriental, 3= Litoral ocidental 4= Baixada maranhense, 5= Parcel
Manuel Luis. Fonte: EL-ROBRIN et al., (2018).

4.2. Material Biol6gico

As amostras foram obtidas entre outubro de 2018 e julho de 2019 em quatro pontos na
zona costeira amazonica. Foram coletados individuos na praia do Olho D’4agua em Sao Luis,
no estudrio do municipio de Raposa, no estudrio no povoado de Timbatiba em Pago do
Lumiar e na praia do Aragagi em Sao José de Ribamar, totalizando 89 amostras (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de amostras de Veneridae obtidas por ponto de coleta entre outubro de
2018 e julho de 2019 na zona costeira amazonica.

LOCALIDADE N° DE GEORREFERENCIA  HABITAT
INDIVIDUOS S W
Sdo Luis 20 2°47 73497 44°22° 6065”  PRAIA
Raposa 20 2°42° 71127 44°07° 0463” MANGUE
Paco do Lumiar 29 2°51°9051” 44°06° 8797 MANGUE
Sdo José de Ribamar 20 2°46° 06767 44°18°0514”  PRAIA
Total 89 - - -

As coletas foram realizadas de forma manual e aleatéria em uma 4rea aproximada de 5
m?2. Os organismos foram levados ao Laboratério de Fisioecologia, Cultivo e Reproducao de
Organismos Marinhos (FISIOMAR) na Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) onde

foi realizado o processamento do material biolégico.
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O misculo adutor foi removido e preservado em etanol a 100% e mantido a 20°C
negativo até a extracdo do DNA. As amostras foram posteriormente encaminhadas ao
Laboratério de Genética e Biologia Molecular no Centro de Estudos Superiores de Caxias

(CESC/UEMA) para realizagao das demais etapas.

4.3. Identificaciao molecular
4.3.1. Extracao do DNA

O DNA total foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification da
Promega seguindo as instrucdes do fabricante, adaptado para microtubos de 1,5 ml. As etapas
consistiram na retirada de um fragmento de 20 mg tecido. Em seguida foi preparada a solu¢do
composta de EDTA (60 ul) e Nuclei Lysis Solution (250 ul), em quantidade proporcional as
amostras. Misturada a solugdo, foi levada ao freezer por 5 minutos. Foi usado 300 pl da
solucdo preparada para cada um dos tubos e foram acrescentados 15 ul de proteinase K e
deixado as amostras em banho Maria a 65° C até degradar todo o tecido.

Ap0s a degradacgdo do tecido foi adicionado 10 ul de RNAse e levados a estufa a 37° C
por 30 minutos. Foi adicionado posteriormente 150 ul do reagente Protein Precipitation e
agitado no vortex para garantir a homogeneizacio dos reagentes. Foi colocado no freezer por
cinco minutos, centrifugou-se em seguida por 10 minutos a 15.000 RPM. Foi adicionado 600
ul de isopropanol em um novo tubo e acrescentado o sobrenadante dos tubos retirados da
centrifuga, apos foi centrifugado novamente por 10 minutos a 15.000 rpm.

Foi descartado o isopropanol e colocado o tubo aberto sobre papel absorvente. Em
seguida foi adicionado 500 pl de dlcool 70% aos tubos e agitou-se gentilmente para
visualizar-se o pellet de DNA, e centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm. Descartado o
alcool tomando cuidado para ndo remover o pellet. Posteriormente foi colocado o tubo aberto
na estufa por 10 minutos e acrescentado 50 ul de solugdo DNA rehydratation, ficando em
temperatura ambiente por 24 horas, aproximadamente.

O DNA foi visualizado através da eletroforese utilizando gel de agarose a 1% corado

com Green e sob luz ultravioleta.

4.3.2. Amplificacdo do gene COI por PCR

A amplificacdo de sequéncias do gene de COI do DNA mitocondrial foi obtida com os
iniciadores LCOCI1490 e HCOCI2198 desenhados por Folmer et al. (1994). Sendo utilizado
as seguintes quantidades das solucdes:

e 2.5 ul de buffer 10x;
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e 0,5 ulde MgCl

e 4 pulde DNTPs

e 0,2 ul de tag DNA polimerase (5 U/ul - Invitrogen)

e 0,25 para cada primer (0,25 pl do primer LCOCI1490 e 0,25 ul do primer

HCOCI2198)
e | ul de DNA da amostra
e 16,8 de dgua destilada estéril para completar o volume final da reagcdo
O volume da PCR foi de 25 pl. A solu¢do foi levada ao um termociclador onde a reacao

de amplificacdo foi realizada nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95 ° C por 3
min; 35 ciclos de 95° C durante 1 min (Desnaturac¢ao); 48° C durante 1 min (Anelamento); 72
° C por 1,5 min (Extensdo); e uma extensdo final a 72 ° C durante 7 min. Os resultados das
PCRs foram observados em eletroforese utilizando gel de agarose 1%, corado com Green e

sob luz ultravioleta.

4.3.3.Sequenciamento do DNA
Os produtos das PCRs foram purificados utilizando-se o kit ExoSap-IT® e utilizados
em uma reacdo de sequenciamento utilizando-se o Kit “Big Dye TM Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). As reacdes de sequenciamento foram
realizadas em placas utilizando-se um termociclador com o programa descrito abaixo:
e Desnaturagdo inicial a 96 ° C por 10 min;
e 25 ciclos, sendo 96°C por 50 segundos (Desnaturacdo);
e 50°C por 5 segundos (Hibridizacao);
e 60°C por 4 minutos (Extensao).
A reacdo de sequenciamento foi precipitada com EDTA/Acetato de sédio/etanol e

analisados em sequenciadores de DNA automatico (ABI 3.500).

4.4. Analise de Dados

O alinhamento das sequéncias foi realizado com o Clustal W (THOMPSON et al.,
1994). As edi¢des das sequéncias foram feitas usando o editor de sequéncias BioEdit versdo
7.2.5 (HALL, 1999). O programa MEGA X versdao 10.1 (KUMAR et al., 2018) foi utilizado
para verificar a composi¢ao nucleotidica, matriz de distancia genética e andlises filogenéticas
na qual utilizou-se o modelo Kimura-2-pardmetros e o método de agrupamento de vizinhos

(SAITOU e NEI, 1987). Para verificar a significincia dos agrupamentos utilizou-se a andlise
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de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Para a andlise da diversidade haplotipica foi utilizado o
programa DnaSP v5 (LIBRADO & ROZAS, 2009).

Foram incorporados ao banco de dados sequéncias do GenBank: Tivela mactroides
(DQ184805), Tivela stultorum (DQ184806) de Mikkelsen et al., (2006), Protothaca mcgintyi
(DQ458490) de Kapner e Bieler (2000), A. brasiliana (FJ481182) de Arruda et al., (2009). A
espécie Calyptogena magnifica (AY191982) de Hurtado et al., (2003), utilizada como grupo
externo.

A identificacio molecular a partir do gene COI foi realizada por comparacdo de
sequéncias do presente estudo com dados disponiveis na plataforma bioinformdtica

BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos demonstraram a ocorréncia de trés espécies de sarnambi na drea
estudada. Um total de 48 sequéncias de um fragmento de gene COI foram obtidos, sendo as
sequéncias da espécie Anomalocardia flexuosa com 656 pb, Tivela sp com 647pb e Leukoma
sp com 653 pb.

A média da composicdo nucleotidica do fragmento analisado da A. flexuosa foi de
22,9% Adenina (A), 14,8% Citosina (C), 21% Guanina (G) e 41,3% Timina (T), estes valores
estdo dentro do esperado para a espécie. Para Tivela sp a maior porcentagem da média da
composicdo das sequéncias foi de T e G. Para a Leukoma sp obteve 21,1% Adenina, 14,8%

Citosina, 21% Guanina e 42,9% Timina (Figura 3).
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14,8 14,8
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Adenina Citosina Guanina Timina

B Tivela sp ™ A. flexuosa ™ Leukoma sp

Figura 3. Composi¢do de nucleotideos baseada em sequéncias do gene COI dos sarnambis
Tivela sp, Anomalocardia flexuosa e Leukoma sp.

Um total de 20 sequéncias de A. flexuosa obteve-se doze hapldtipos com uma
diversidade haplotipica (h) de 0,900 e diversidade nucleotidica (m) de 0,006 (Tabela 2).
Quando analisado isoladamente cada populacdo foi observado que os maiores valores de
diversidade haplotipica ocorreram para as amostras de Paco 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 haplétipos exclusivos para a populacdo de Raposa
(H6 a H12) e trés para populacdo de Pago do Lumiar (H1, H2 e HS5).

Para Tivela sp foram obtidas 14 sequéncias e 10 hapldtipos com uma diversidade
haplotipica (h) de 0,890 e diversidade nucleotidica (m) 0,006 (Tabela 2). Nao houve

compartilhamento de haplétipos por localidade. Foram observados quatro haplétipos
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exclusivos para a populacido de Sao Luis (H7, H8, H9 e H10) e seis para populacdo de Sado
José de Ribamar (H1, H2, H3, H4, HS, H6). O hapldtipo H2 foi o mais frequente ocorrendo
cinco vezes.

Para Leukoma sp foi obtido 14 sequéncias com cinco haplétipos diversidade
haplotipica (h) de 0,5055 e diversidade nucleotidica (m) 0,001 (Tabela 2). O haplétipo H2 foi

o mais frequente, ocorrendo dez vezes.

Tabela 2: Diversidade molecular de Anomalocardia flexuosa, Leukoma sp e Tivela sp.

Indice de Diversidade Molecular

POPULACOES N NH S
h I
Anomalocardia flexuosa 20 12 24 0,900 0,006
Leukoma sp 14 5 22 0,505 0,001
Tivela sp 14 10 4 0,890 0,006

N = numero amostral NH = niimero de haplotipos S = sitios polimérficos h = diversidade
haplotipica e m = diversidade nucleotidica

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 identificacio das espécies no BOLDSYSTEMS para o género
Anomalocardia variou de 99,31 a 99,83% de similaridade para espécie A. brasiliana sindbnima
da A. flexuosa, para o género Tivela 94,18% a 95,65% de similaridade com a espécie T.
mactroides. O género Leukoma alcangou apenas 85,16% a espécie mais proxima Leukoma

metodon (Tabela 3).
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Tabela 3: Percentual de similaridade genética obtida por comparagdes de sequéncias no
BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) para os sarnambis Tivela sp, Leukoma sp e
Anomalocardia sp (sn — sinonimia de Anomalocardia flexuosa)

Identificacdo Morfolégica Identificagao Molecular Similaridade (%)

Anomalocardia sp (SART) Anomalocardia brasiliana®™ 99,48
Anomalocardia sp (SARS) 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
Animalocardia sp (SAP27) Anomalocardia brasiliana®™ 99,65
Anomalocardia sp (SAP28) Anomalocardia brasiliana™ 99,83
Tivela sp (SAOL1) Tivela mactroides 94,18
Tivela sp (SAO2) Tivela mactroides 94,90
Tivela sp (SAO3) Tivela mactroides 95,35
Tivela sp (SAOS) Tivela mactroides 95,01
Tivela sp (SAAT) Tivela mactroides 95,17
Tivela sp (SAA3) Tivela mactroides 95,49
Tivela sp (SAA4) Tivela mactroides 95,52
Tivela sp (SAAS) Tivela mactroides 95,65
Tivela sp (SAA9) Tivela mactroides 95,49
Tivela sp (SAA18) Tivela mactroides 95,33
Leukoma sp (SAP1) Leukoma metodon 84,05
Leukoma sp (SAP2) Leukoma metodon 84,70
Leukoma sp (SAP4) Leukoma metodon 84,98
Leukoma sp (SAP9) Leukoma metodon 85,16
Leukoma sp (SAP17) Leukoma metodon 84,46

Quando avaliadas a divergéncia entre as sequéncias de sarnambis da mesma subfamilia
(Chioninae), A. flexuosa x Leukoma sp a média de divergéncia interespecifica revelou valor

de 32,2%, inferior a divergéncia entre as espécies de subfamilia diferente (Chioninae x
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Meretricinae) como no caso de Tivela sp x (A. flexuosa x Leukoma sp) (Tabela 4). As médias
de divergéncias genéticas intraespecificas mostraram valores de 0,63 para A. flexuosa, 0,65%
para Tivela sp e 0,16% para Leukoma sp, valores este apenas entre as espécies coletadas.
Sendo verificados de forma individual, os percentuais de divergéncia apresentaram padrdes
altos no comparativo das sequéncias obtidas do género Tivela com a sequéncia da espécie

Tivela mactroides disponivel no Genbank, valores que variam entre 4,7 e 6,3% (Tabela 5).

Tabela 4: Divergéncia genética (K2P) intra e interespecifica dos sarnambis Anomalocardia flexuosa
(A), Leukoma sp (B) e Tivela sp (C).

Divergéncia K2P (%)
Categoria Identificacao molecular N
Média
Intraespecifica Anomalocardia ﬂexuosaA 20 0,63
Leukoma sp® 14 0,16
Tivela sp© 14 0,65
Interespecifica AB - 32,2
AC - 33,8

BC - 36,4
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Tabela 5: Matriz de distancia genética (K2P) entre as espécies de sarnambi obtidas a partir de sequéncias do gene COI (SAR = Raposa, SAO Sio
Luis SAA = Séo José de Ribamar, SAP = Paco do Lumiar e GB = Genbank)

Espécies % Distancia Genética

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

1-SAA1 Tivela_sp_H1 -

2-SAA3 Tivela_ sp_H2 0,2 -

3-SAA4 Tivela_sp_H3 02 O -

4-SAAS Tivela_sp_H4 04 02 02 -

5-SAA 9 Tivela_sp_HS 06 04 04 06 -

6-SAA18 Tivela_sp_H6 04 02 02 04 006 -

7-SAO2 Tivela_sp_H7 07 06 06 07 09 07 -

8-SAO3 Tivela_sp_H8 04 02 02 04 06 04 07 -

9-SAOS Tivela_sp_H9 04 06 06 07 09 07 1,1 07 -

10-SAOI1 Tivela_sp_H10 9 1,7 1,7 1,9 21 19 23 19 23 -

11-Tivela mactroides GB 51 49 49 47 49 51 55 51 55 63 -

12-SAP24 A_ flexuosa_H1 37,2 369 369 372 369 372 372 372 375 384 362 -

13-SAP25 A_ flexuosa_H2 36,3 359 359 36,3 359 36,3 36,3 363 36,6 374 36,5 21 -

14-SAP26 A_flexuosa_H3 35,0 34,7 34,7 350 34,7 350 350 350 353 362 353 2,1 0,7 -

15-SAP27 A_ flexuosa_H4 35,0 34,7 34,7 350 34,7 350 350 350 353 36,2 353 2,1 0,7 00 -

16-SAP28 A_ flexuosa_H5 359 356 356 359 356 359 359 359 363 37,1 362 2,1 04 07 0,7 -

17-SAR1 A_ flexuosa_H6 35,0 34,7 34,7 350 34,7 350 350 350 353 362 353 23 09 02 02 09 -

18-SARS A_ flexuosa_H7 36,6 36,3 36,3 36,6 363 36,6 36,6 36,6 369 37,8 356 2,1 0,7 1,1 1,1 04 13 -

19-SAR10 A_ flexuosa_HS8 36,6 36,3 36,3 36,6 363 36,6 36,6 36,6 369 378 362 1,7 0,7 1,1 1,1 04 13 04 -

20-SARI12 A_ flexuosa_H9 350 34,7 34,7 350 34,7 350 350 350 353 362 359 25 1,1 04 04 1,1 06 1,5 15 -

21-SAR14 A_ flexuosa_H10 350 34,7 34,7 350 34,7 350 350 350 353 362 356 23 09 02 02 09 04 13 13 04 -

22-SARIS A_ flexuosa_HI11 353 350 350 353 350 353 353 353 356 365 356 23 09 02 02 09 04 13 13 02 04 -

23-SAR17 A_ flexuosa_H12 359 356 356 359 356 359 359 359 363 37,1 356 2,1 07 07 07 04 09 04 04 1,1 09 09 -

24-Anomalocardia brasiliana GB 36,3 359 359 36,3 359 36,3 363 36,3 36,6 374 359 06 15 15 15 15 1,7 1,5 1,1 19 1,7 17 15 -

25-SAP1 Leukoma_sp_H1 374 370 37,0 36,7 37,0 374 38,0 374 37,7 39,8 374 31,0 33,1 32,5 32,5 32,8 322 32,8 32,8 324 324 32,7 322 31,6 -

26-SAP2 Leukoma_sp_H2 37,0 36,7 36,7 364 36,7 37,0 37,7 37,0 374 39,5 37,0 30,7 32,8 32,2 32,2 32,5 319 32,5 32,5 32,1 32,1 324 319 31,3 0,2 -
27-SAP4 Leukoma_sp_H3 37,7 374 374 37,0 374 37,7 38,3 37,7 38,0 40,2 37,7 31,0 33,1 325 32,5 32,8 322 32,8 32,8 324 324 32,7 322 31,6 06 04 -
28-SAP9 Leukoma_sp_H4 374 370 370 36,7 37,0 374 38,0 374 37,7 39,8 374 31,0 33,1 32,5 32,5 32,8 322 328 328 324 324 32,7 322 31,6 0,7 0,6 0,2 -
29-SAP17 Leukoma_sp_HS5 374 370 370 36,7 37,0 374 38,0 374 37,7 39,8 374 31,0 33,1 32,5 325 32,8 322 328 328 324 324 32,7 322 31,6 04 02 02 04 -

30-Protothaca mcgintyi GB 42,1 42,1 42,1 424 424 424 43,1 424 42,1 43,7 41,8 359 388 374 374 384 374 378 378 374 374 37,7 37,8 36,2 257 254 26,0 25,7 257 -
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A éarvore filogenética foi gerada baseada no método de agrupamento de vizinhos (NJ),
através do algoritmo de Kimura-2-Pardmetros (K2P) revelando a formacgdo de clados

fortemente suportados com 100% de bootstrap para os trés tdxons identificados neste estudo
(Figura 7).
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Figura 4. Arvore filogenética de haplétipos utilizando o método de Neighbor-Joining e algoritmo
Kimura-2-parametros, baseada em sequéncias do gene COI em sarnambis das espécies Anomalocardia
flexuosa, Leukoma sp e Tivela sp. Os niimeros dos nds representam os valores de bootstrap (1000

réplicas). (SAR = Raposa, SAO = Sado Luis, SAA = Sao José de Ribamar, SAP = Paco do Lumiar e
GB = Genbank).
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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. Leukoma sp ndo agrupou com a espécie do mesmo género ja
plotada no BOLDSYSTEMS Protothaca mcgintyi, nao possuindo estudos moleculares com a
espécie na plataforma. Para Tivela sp de acordo com a similaridade no BOLDSYSTEMS a
sequéncia mais proxima foi de Tivela mactroides (DQ184805), essa sequéncia € a Unica da
espécie disponibilizada no Genbank. As sequéncias de Tivela sp apesar de pertencerem ao

mesmo clado exibem uma diferencia¢do maior que 4,5% com a espécie T. mactroides.
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6. DISCUSSAO

A utilizacdo do gene Citocromo oxidase subunidade I permitiu inferir quanto a
identificacdo de trés tdxons analisados. Este marcador se mostrou como uma ferramenta
poderosa em estudos filogenéticos, elucidando incertezas taxondmicas do grupo moluscos
bivalves, fornecendo informagdes sobre sua sistemdtica (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 composicdo nucleotidica do fragmento de gene COI analisado para A.
flexuosa exibiu valores dentro do esperado para a espécie. Arruda et al. (2009) em estudos de
DNA Barcode com Anomalocardia brasiliana (sindbnima de A. flexuosa) encontrou maior
porcentagem de Timina e Adenina. Para Tivela sp a porcentagem da composi¢do nucleotidica
foi semelhante a da espécie Tivela mactroides com destaque para Timina e Guanina por
maiores porcentagens (MIKKELSEN et al., 2006). Para Leukoma sp os valores da
composi¢do também mostraram-se de acordo com especies do mesmo género (KAPPNER e
BIELER, 2006).

A diversidade haplotipica de A. flexuosa na zona costeira amazonica apresentou valores
altos para cada populagdo analisada (Raposa e Paco do Lumiar). Valores elevados de
diversidade haplotidica sdo comuns para a espécie, resultado semelhante foi observado em
populagoes de A. brasiliana estudadas Arruda et al., (2009). A divergéncia intraespecifica das
duas espécies apresentam valores inferiores a 1%, indicando ser o mesmo status taxondmico.

Espécies Veneridae sdo planctonicas em seu estdgio larval (RIOS, 1994) essa condicao
faz que sejam geneticamente semelhantes em regides extensas, 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 semelhanca genética entre as populacoes
da espécie estudada A. flexuosa e A. brasiliana em diferentes dreas (ARRUDA et al., 2009).

A identificacdo molecular da espécie A. flexuosa a partir da comparagdo com
sequencias depositadas na plataforma BOLDSYSTEMS confirmou o status taxondmico
mostrando altos indices de similaridade genética com A. brasiliana, onde apresentaram
valores superiores a 99%. O agrupamento robusto na drvore filogenética e a 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
identificacdo molecular de espécie € 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 conhecidas, ele serd
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identificado como pertencente aquela espécie (HEBERT et al., 2003; SOLE-CAVA e
WORHEIDE, 2007). Estas condicdes ocorreram apenas com a espécie Anomalocardia
flexuosa.

Os valores de corte e o agrupamento da drvore filogenética nos permitiu identificar os
tdxons Tivela sp e Leukoma sp no nivel de género. Os valores baixos de similaridade para
Leukoma sp dé-se por a espécie no litoral maranhense ndo estar plotado no banco de dados
BOLDSYSTEMS da espécie em estudo.

Com base nas descricdes morfoldgicas realizadas por Rios (1994), Amaral et al.
(2006), Denadai et al. (2006), as amostras estudadas da espécie Leukoma sp tratam-se de
Leukoma pectorina. Esta espécie possui como caracteristicas umbos subcentrais anteriores,
baixos e angulosos. Partes externas das valvas tem escultura formada por costelas radiais
baixas, estreitas, cruzadas por costelas comarginais baixas, delgadas, formando ligeira
ondulagdo nos intercruzamentos. Margem interna livre denticulada. Ninfa estreita, lisa.
Cicatriz do musculo adutor posterior ovalado, grande; cicatriz do muisculo adutor anterior
oval-alongado. Seio palial raso, caracteristico do gé€nero. Na valva direita possui dente
cardinal anterior laminar-curto, paralelo a margem dorsal; dente cardinal mediano forte,
trapezoida, dente cardinal posterior forte, trapezoidal-alongado, levemente bifido, maior que
os demais da mesma valva. Na valva esquerda possui dente cardinal anterior acuminado, mais
alto e alongado que os demais na mesma valva; dente cardinal mediano quadrangular, forte,
levemente bifido; dente cardinal posterior laminar-alongado, baixo e paralelo a ninfa. Valva
esquerda com escudo largo, com declive acentuado e delimitado por uma longa carena. Essas
caracteristicas sdo presente em todas as amostras analisadas no presente estudo.

Para Tivela sp de acordo com a similaridade no BOLDSYSTEMS a espécie mais
proxima foi de T. mactroides (GB). A espécie Tivela sp de ocorréncia na zona costeira
amazonica sao identificadas morfologicamente como 7. mactroides (MATTEWS et al., 1977,
CAMPELO et al, 2017). Entretanto os valores de divergéncia e similaridade observados nao
permitem considerar a mesma espécie, pois os espécimes analisados nesse estudo formaram
um forte agrupamento em um clado diferente na arvore filogenética apontando para outra
espécie.

Os dados morfolégicos de Tivela sp apontam para existéncia de uma nova espécie.
Esta espécie possui como caracteristicas uma concha trigonal, rigida e lisa. Peridstraco com
aspecto de verniz com leves ondulacdes de linhas de crescimento. Valvas espessas, com
margem anterior arredondada e margem posterior alongada. Coloragdo externa varia de

totalmente creme, a marrom com faixas de coloracdo mais escura, radiais, que se alargam em
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direcdo a margem livre. Regido do umbo mais clara que a margem ventral. Coloracio interior
branca porcelanizada. Margem livre lisa. Umbos proségiro. Linula cordiforme longa
delimitada por estrias. Possui uma charneira com quatro dentes cardinais na valva esquerda e
cinco dentes cardinais na valva direita, possuindo dentes laterais em ambas as valvas.

Tivela sp difere de T. mactroides por ter linha palial bem marcada e longa, ligado a
sua extremidade ao seio palial formando um angulo pontiagudo. O seio palial €
moderadamente raso e levemente circular, possui os dentes cardinais espessos e robustos. A
linha palial da 7. mactroides é pouco aparente em alguns casos com algumas interrupgdes na
linha e seus dentes cardinais sdo menos espessos (AMARAL et al., 2006). Na valva direita
possui uma charneira com dois dentes laterais anteriores limitando a fosseta de encaixe para o
lateral anterior da valva oposta. Valva esquerda possui dente lateral anterior trigonal, laminar,
possuindo na sua base pequenas fossetas de encaixe dos dentes laterais da valva oposta. Essas
caracteristicas ndo sdo observadas na espécie 1. mactroides descrita por AMARAL et al.,
2006.

Denadai et al. (2006) estudando a morfologia de espécies da Familia Veneridae no
litoral de Sdo Paulo fez uma redescri¢do para espécie 7T. mactroides, as caracteristicas
encontradas pelos autores sao semelhantes a da Tivela sp, sugerindo que os autores
equivocaram-se na identificacdo morfoldgica e que trata-se da mesma espécie.

Todos os tixons identificados foram encontrados por Mattews et al. (1977) em
levantamento dos moluscos na Ilha de Sdo Luis. Entretanto houve alguns equivoco na
identificacdo morfolégica de alguns deles. A mais evidente € Leukoma pectorina que foi
identificada como Chione pectorina (espécie com nomenclatura ndo existente). O género
Chione € pertencente a subfamilia Chioninae, mesma subfamilia de L. pectorina, possuindo
algumas caracteristicas semelhantes entre os dois géneros que pode justificar o equivoco na
identificacdo realizada pelos autores.

Em estudo de bioprospeccado de invertebrados bénticos em alguns municipios da Ilha de
Sao Luis (CAMPELO et al., 2017) foram encontrados e identificados morfologicamente a
espécie Tivela mactroides e o género Anomalocardia. Com resultados deste estudo € possivel
afirmar que a espécie deste género, encontrados nos estudrios da Ilha de Upaon-Acu, é A.
flexuosa.

Venerideos sdo parte importante da cadeia alimentar no ambiente costeiro e marinho,
servindo de alimentos de diversos crustice os e aves, além de uma fonte de renda para
diversas comunidades de pescadores e marisqueiros (EVANGELISTA-BARRETO et al.,
2014; SILVA, 2015; ANTONIO et al., 2019; FUNO et al., 2019). Entretanto acdes humanas
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vem afetando o habitat (praias, mangues, estudrios) que estao sendo poluidos e/ou desmatados
(SILVA, 2015; FREITAS et al., 2019).

O uso da caracterizagdo 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 conservacdo dessas populacdes em ambientes distintos
(ARRUDA et al., 2009). Estudos ecolégicos, genéticos, morfolégicos e populacionais com
organismos da familia Veneridae faz-se necessdrios na zona costeira amazlnica para
conhecimento das espécies e seu potencial de cultivo com intuito de amenizar os impactos

sobre os estoques e preservar a diversidade genética local.
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7. CONCLUSAO

O cendrio genético observado para amostras de Anomalocardia flexuosa permitiu inferir
quanto a sua identificagdo na zona costeira amazdnica, o que confirmou a sua sinonimia com
a espécie Anomalocardia brasiliana.

Os resultados da identificacdo morfolégica e molecular indicou a existéncia de uma
nova espécie, Tivela sp. Essa espécie pode estar sendo estudada equivocadamente como
outras espécies do género Tivela, portanto faz-se necessario estudos ecoldgicos, moleculares e
morfoldgicos para identificar com clareza esta nova espécie no litoral brasileiro.

A espécie identificada através de suas caracteristicas morfolégicas como Leukoma
pectorina ndo possui sequéncias inclusas na plataforma BOLDSYSTEMS. E possivel afirmar,
a partir da identificacdo molecular, que seu género é Leukoma. Sendo este estudo pioneiro na

caracterizacdo molecular desta espécie.
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