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Resumo

O mexilhdo-dourado Limnoperna fortunei € uma espécie exdtica invasora que causa
impactos ambientais, econémicos e operacionais significativos em ecossistemas aquaticos e
infraestruturas hidrelétricas da América do Sul, tornando sua detecgao precoce essencial
para agcdes de monitoramento e manejo. Neste trabalho, foi realizado o desenvolvimento in
silico de primers especificos para a identificacdo molecular de L. fortunei, utilizando
ferramentas de bioinformatica e bancos de dados genéticos publicos. Foram obtidas e
analisadas 165 sequéncias do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) da
espécie, provenientes de diferentes regides geograficas, além de sequéncias de outros
representantes da familia Mytilidae, com o objetivo de avaliar a diversidade genética,
reconstruir relagdes filogenéticas e subsidiar o design de primers com alta especificidade.

As sequéncias foram alinhadas, filtradas quanto a qualidade e utilizadas para analises
filogenéticas bayesianas, construcdo de redes de haplétipos e célculo de pardmetros de
diversidade genética. Os resultados confirmaram elevada diversidade haplotipica associada
a baixa diversidade nucleotidica, padrao compativel com expansao populacional recente,
além de congruéncia entre a filogenia baseada no gene COI e filogenias mitogendmicas
previamente publicadas para Mytilidae. A partir das sequéncias consenso, foram
desenhados dois pares de primers, um direcionado a regido barcode completa e outro a
regiao minibarcode do gene COI, ambos avaliados quanto a parametros fisico-quimicos e
especificidade in silico.

Os primers desenvolvidos foram submetidos a testes in vitro por PCR convencional,
utilizando diferentes concentragcbes de DNA e um amplo gradiente de temperaturas de
anelamento. Entretanto, nao foi observada amplificacdo especifica em nenhuma das
condi¢des testadas, indicando possiveis limitagdes relacionadas a presenca de inibidores, a
qualidade do DNA extraido ou a necessidade de ajustes adicionais no design dos primers e
nas condi¢cbes de PCR.

Apesar da auséncia de amplificagdo experimental, o estudo demonstra o potencial do uso
integrado de bancos de dados publicos, analises filogenéticas e ferramentas bioinformaticas
no desenvolvimento racional de primers especificos para espécies invasoras. Os resultados
obtidos fornecem subsidios tedricos e metodolégicos relevantes para futuros estudos de
deteccdo molecular de L. fortunei, especialmente em abordagens baseadas em DNA
ambiental (eDNA), contribuindo para o aprimoramento de estratégias de monitoramento e

controle dessa espécie.

Palavras-chave: mexilhdo-dourado, bivalve, espécies invasoras, barcoding, citocromo ¢

oxidase
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1. INTRODUGAO
1.1. ESPECIES INVASORAS

De acordo com a Estratégia Nacional para Espécies Exéticas Invasoras (ENEEI), instituida
pela Resolugdo CONABIO 07/2018, o aumento do comércio, das viagens e do turismo tem
intensificado o transporte de espécies exdticas entre regides, paises e ecossistemas, seja
de forma intencional ou acidental (IBAMA, 2019). Espécies exéticas sdo aquelas que
ocorrem fora de sua area de distribuicao natural devido a acao humana, mas nem sempre
causam impactos ambientais. Segundo Richardson et al. (2000), nem toda espécie
introduzida torna-se invasora, mas as que se estabelecem e se expandem apresentam
maior potencial de impacto.

Uma espécie exotica pode ser considerada invasora quando a mesma, segundo Convencao
Internacional sobre Diversidade Biologica (CDB, 1992) na 62 Conferéncia das Partes (CDB
COP-6, Decisao VI/23, 2002), é introduzida por intermédio de a¢gdes humanas em um novo
habitat, e se torna capaz de expandir sua distribuicdo no novo local, resultando em um
grande impacto socioecondmico, a biodiversidade e ecossistemas.

Os impactos a biodiversidade ocorrem por conta de um desbalango nas relagées ecologicas
do local, uma vez que a auséncia de predadores naturais da espécie invasora gera
alteracdes nas teias tréficas (COX, 2004).

Segundo os dados obtidos em 2018 pela ENEEI, o Brasil possui cerca de 365 espécies
exoticas potencialmente invasoras. Desse total, temos que 45 espécies foram introduzidas
ao ambiente marinho e os principais meios de dispersao foram via bioincrustagcédo e agua de

lastro.
1.1.1. AGUA DE LASTRO

Os tanques de lastro dos navios, preenchidos com agua maritima ou fluvial em diferentes
volumes, tém como principal funcido garantir a estabilidade e a seguranca operacional das
embarcacbes. Conhecida como agua de lastro, essa pratica é essencial tanto para a
navegacgao quanto para ajustar o calado do navio durante as opera¢des de carga, descarga
e manobras portuarias (SERAFIN e HENKENS, 2013). Os tanques de lastro s&o carregados
com a agua do porto onde se encontram, apds seguirem viagem ao porto seguinte, ao
chegarem o navio é carregado com carga, a agua de lastro é bombeada de volta ao mar ou
ao corpo d'agua préximo ao porto. Por esse motivo, os navios promovem uma ampla
transferéncia de agua ao redor do mundo enquanto se deslocam em busca de novas cargas.
E com isso, espécies exoticas sdo transportadas de seus habitats naturais e séao
introduzidas em novos (COLLYER, 2007).



1.1.2. BIOINCRUSTAGAO

Segundo Railkin (2023), bioincrustagao consiste de grandes concentragdes de biomassa em
substratos consolidados submersos. A bioincrustacao (ou fouling) é o processo de adesao e
crescimento de organismos em superficies submersas, formando camadas biolégicas que
podem impactar significativamente estruturas artificiais e naturais. Esse fendbmeno ocorre
tanto em ambientes marinhos quanto dulcicolas, afetando embarcagoes, dutos, turbinas
hidrelétricas, plataformas de petréleo, redes de pesca e sensores submarinos. A
bioincrustacdo pode ser classificada em dois tipos principais: bioincrustagao primaria
(microfouling), que envolve a formacdo de biofilmes por bactérias e microalgas, e
bioincrustagdo secundaria (macrofouling), que ocorre com a fixacdo e crescimento de

organismos maiores, como moluscos, cracas e algas filamentosas.|

1.2. LIMNOPERNA FORTUNEI NA AMERICA DO SUL

Um exemplo de espécie que vem causando danos a biodiversidade marinha brasileira é o
molusco Limnoperna fortunei (Dunker 1857), popularmente conhecido como
“‘mexilhdo-dourado”. Sendo nativo da China e do sudeste asiatico, o mexilhdo-dourado
chegou a América do Sul por meio da agua de lastro e bioincrustagéo, possivelmente, em
1991, quando foi detectado pela primeira vez na praia de Bagliardi, Rio da Prata, na
Argentina. Em 1994, esse bivalve ja ocupava toda costa argentina do rio da Prata, em 1995
sua presenca foi detectada no Uruguai e em 1997 no Paraguai (Darrigran e Drago 2007).

A chegada do L. fortunei ao Brasil ocorreu por duas rotas distintas (DARRIGAN e MANSUR,
2009). A primeira foi registrada no rio Paraguai, préximo a cidade de Corumba, no estado do
Mato Grosso do Sul, no inicio de 1998 (Oliveira et al., 2006). Essa ocorréncia inicial pode ter
sido resultado da migracao da populagdo que chegou ao rio da Prata em 1991, impulsionada
pelo intenso trafego de navios no sistema hidroviario Parana/Paraguai (ROSA e ASSIS,
2020) por conta da bioincrustacdo. De acordo com Costa et al (2012), a capacidade
Limnoperna fortunei de formar densas colénias acumulativas incrustantes (macrofouling) foi
um dos principais meios de chegada do bivalve na América do Sul. A segunda via ocorreu
por meio da agua de lastro, em 1999, quando o mexilh&o foi identificado na praia de Itapua,
ao sul do lago Guaiba, no municipio de Viaméao (RS), onde foram encontrados exemplares
de L. fortunei (MANSUR et al., 1999). Nos anos subsequentes, a presenga do molusco foi
detectada em outros estados brasileiros. Em S&o Paulo, a espécie foi registrada pela
primeira vez em novembro de 2002, no rio Parana, proximo ao municipio de Rosana
(AVELAR et al., 2004). Em 2004, foi encontrada nos reservatorios de Jupia e llha Solteira
(VON RUKERT et al., 2004) e, posteriormente, no rio Tieté, nos reservatérios de Barra
Bonita (OLIVEIRA et al.,, 2004), Ibitinga e Bariri (PARESCHI et al., 2008). No rio

Paranapanema, foram observados nos reservatérios de Canoas |, Canoas |l e Capivara
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(ROCHA et al., 2011). Avancando pelo sistema hidroviario Parana-Tieté, o mexilhdo-dourado
alcancou Minas Gerais e Goias. No Rio Paranaiba, foi detectado em 2004, abaixo do
reservatorio da UHE Sao Simao (CAMPOS et al., 2012), e em 2016 no reservatoério de
Emborcacdo, trecho médio do Rio Paranaiba (SILVA et al.,, 2016). No Rio Grande, foi
registrado em 2011 no reservatorio de Volta Grande (OLIVEIRA et al., 2015).

1.3. CARACTERISTICAS DA ESPECIE

O mexilhao-dourado é uma espécie r-estrategista adaptada a diversas formas de ambiente
aquatico (PESSOTTO e NOGUEIRA, 2018) que possui diversas caracteristicas intrinsecas a
sua biologia e morfologia que o tornam uma espécie invasora tdo eficiente. De acordo com
Boltovskoy (2015), a fase larval livre-natante e a fase adulta séssil e bissada auxiliam
respectivamente na dispersao do animal pelo plancton e a se incrustar em embarcacgdes, o
que facilita a aderéncia do animal em embarcacdes, proporcionando seu deslocamento em
grandes distancias e posteriormente, com a liberacdo das de larvas de vida livre,
aumentando a dispersao do molusco pela agua. Além disso, a espécie também possui um
curto ciclo de vida (2-3 anos), alta taxa de fecundidade, amadurecimento sexual precoce,
crescimento rapido e uma ampla tolerancia fisiolégica a varios fatores abidticos como

temperatura e poluigdo que limitam outros invertebrados aquaticos (OLIVEIRA et al., 2011).

O mexilhdo-dourado € um molusco bivalve (Figura 1), por conta de sua concha Unica
formada por duas valvas simétricas encaixadas dorsalmente (MARANGONI, ASSIS e PELLI,
2022). A concha do bivalve é composta por trés camadas: a interna, de coloragéo branca e
roxa, que fica em contato com as partes moles do animal (manto); a média, também
denominada como camada prismatica; e a externa, chamada organica ou periostraco, esta
camada possui caracteristicas de ser fina, lisa e brilhante, com colora¢des que variam de

castanho escuro a amarelo, sendo o motivo do nome popular do animal (MELO, 2019).

Figura 1. Exemplar adulto do mexilhdo dourado
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Fonte: MARANGONI, 2023

Em relacdo a sua reproducdo, o molusco apresenta um rapido amadurecimento sexual,
alcangando a maturidade com 3 a 4 meses de desenvolvimento, quando estdo com
comprimento proximos de 5 mm, além disso a fecundagao ocorre de maneira externa, com a
liberagdo dos gametas masculinos e femininos na coluna de agua (BOLTOVSKOY e
CATALDO, 1999). Apesar da espécie ser didica, ndao ha dimorfismo sexual aparente,
todavia, existe uma alteragdo na textura e coloragdo do manto entre machos e fémeas
(PEREIRA, 2019). Em espécies da familia Mytilidae, a temperatura é considerada um fator
determinante na maturagéo e desova das gbnadas, no caso do L. fortunei os gametas sao
liberados quando a temperatura da agua alcanga ou supera 16 °C. Em é&reas de clima
temperado, os moluscos apresentam um ciclo reprodutivo tipicamente sazonal com um
periodo de descanso sexual imediatamente ap6s a desova (MARANGONI et al, 2023).
Segundo Boltovskoy (2015), Giglio (2016) e Maronas (2009), ao longo do ano todo ha uma
producao continua de gametas e numerosos eventos parciais de desova em regides de
clima tropical, com picos de atividade reprodutiva durante a primavera e no final do verao,
por conta do aumento da temperatura. Outros fatores também influenciam a reprodugao do
mexilhao, como pH, salinidade, oxigénio dissolvido, sdlidos em suspenséo, clorofila a, e
ciclos de inundagao-seca.

Em relacdo a sua alimentagao, o mexilhdo-dourado € um organismo filtrador, que apresenta
uma boa flexibilidade alimentar, uma caracteristica importante para garantir o sucesso da
espécie (PESSOTO, 2018). O molusco alimenta-se de material em suspensao, como
organismos fitoplancténicos, zooplanctonicos, bactérias e solidos suspensos (PEREIRA,
2019). As branquias do mexilhdo possuem cilios, que direcionam a agua pelo sifao inalante

para a cavidade do manto. As particulas alimentares sao direcionadas para a boca para
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ingestdo, enquanto as particulas nao alimenticias sé&o eliminadas via sifao exalante
(DARRIGRAN e DAMBORENEA, 2009).

A principal fonte de alimentagao do L. fortunei é o fitoplancton, seguido do zooplancton. Em
uma pesquisa realizada por Rojas Molina et al. (2010) em varios ambientes de planicie de
inundagado do médio rio Parana, registraram um total de 156 taxons no conteudo estomacal
do mexilhdo-dourado. Desses, 81 taxons eram referentes a algas (Cyanobacteria,
Chlorophyceae, Xanthophyta, Bacillariophyceae, Euglenophyta e Dinophyta), enquanto os
animais eram representados por 46 espécies de Rotifera, 17 de Cladocera, 4 de Copepoda,
diversos tipos de Protista, Ostracoda e Nematoda, bem como larvas do préprio L. fortunei.
Sobre a sua predacéo, diversos estudos destacam predadores de Limnoperna fortunei e os
locais onde ocorrem. Entre as fases larvais de peixes, Prochilodus lineatus alimenta-se
intensamente das larvas veligeras do mexilhdo, que devido ao seu alto conteudo energético
promovem maior crescimento das larvas deste peixe (PAOLUCCI et al., 2010). Na bacia do
Rio da Prata, larvas de 18 espécies de peixes, como Characiformes e Siluriformes,
alimentam-se de larvas veligeras (PAOLUCCI e THUESEN, 2015).

Em areas como o Rio da Prata e no Rio Grande do Sul (Canal Sdo Gongalo e Lagoa Mirim),
peixes como Leporinus obtusidens, Crenicicha punctata, Astyanax fasciatus e outros exibem
alta frequéncia de consumo de L. fortunei, sendo este um componente significativo de suas
dietas (PENCHASZADEH et al.,, 2000; LOPES e VIEIRA, 2012). No Alto Rio Parana, L.
obtusidens, Leporinus friderici e Piaractus mesopotamicus se destacam como grandes
consumidores, triturando o mexilhdo em seu trato digestivo (ROSA et al., 2015).

Predadores como Rhinodoras dorbignyi e Brochiloricaria chauliodon também incluem L.
fortunei na dieta, mas ha preocupacbes com a bioacumulacido de metais pesados em
humanos que consomem esses peixes (GARCIA et al, 2006). Entretanto, devido ao habito
filtrador do mexilhdo-dourado e a sua elevada capacidade de bioacumular metais pesados
como cadmio, chumbo e mercurio, existe o risco de transferéncia desses contaminantes ao
longo da cadeia alimentar, podendo afetar peixes consumidos por populagbes humanas e
representar um potencial problema de saude publica (BOLTOVSKOQY et al., 2009; OLIVEIRA
et al., 2011). A revisédo de Cataldo (2015) aponta que a lista de peixes predadores aumentou
para 50 espécies em 2013, com alta pressao de predagao modulando populagdes de L.
fortunei, embora insuficiente para a erradicacdo. Além de peixes, estudos laboratoriais
mostram que queldnios, como Phrynops hilarii e Trachemys dorbigni, consomem até 40%
dos mexilhdes oferecidos em experimentos (CARDOSO, 2014; BUJES e VERRASTRO,
2007).
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1.4. IMPACTOS CAUSADOS PELO LIMNOPERNA FORTUNEI

A presenca de L. fortunei provoca alteragbes significativas nos ecossistemas aquaticos
devido ao seu comportamento alimentar seletivo e a sua capacidade de bioincrustacdo. No
plancton, o mexilhdo reduz a abundancia de organismos menores e favorece espécies
maiores, como Microcystis aeruginosa, uma cianobactéria toxica, devido a mudanga na
relagdo N:P e ao aumento da disponibilidade de nutrientes (VON RUCKERT et al., 2004;
GAZULHA et al., 2012a,b; SILVA e GIANI, 2018).

Nas comunidades bentdnicas, o mexilhdao modifica a composigcao e estrutura das espécies,
favorecendo algumas, como gastropodes e crustaceos, devido ao aumento da matéria
organica acumulada em suas colonias (MANSUR et al., 2008). Entretanto, pode impactar
negativamente outros organismos, como dipteros da familia Chironomidae, ao substituir
habitats anteriormente ocupados, como esponjas de agua doce (FUSARI et al., 2008). Além
disso, pode limitar a abundancia de organismos bentbnicos associados a substratos nao
consolidados, mas aumentar a complexidade dessas comunidades e fornecer novas vias
energéticas (LINARES et al., 2017).

Outro impacto relevante associado a invasdo de Limnoperna fortunei é sua elevada
capacidade de bioacumulagao de contaminantes, decorrente do habito filtrador eficiente e da
alta densidade populacional atingida em ambientes invadidos. Estudos realizados em
reservatorios brasileiros demonstram que o mexilhdo-dourado é capaz de acumular metais
trago como Cu, Fe, Mn, Zn, Cd e Pb em seus tecidos, refletindo as condigbes de
contaminacéo do ambiente e evidenciando seu potencial como bioacumulador e bioindicador
de poluicdo aquatica (MARENGONI et al., 2013). Além disso, sua atividade filtradora inclui o
consumo de cianobactérias, o que pode favorecer a retengao de cianotoxinas e ampliar o
risco de transferéncia desses contaminantes para niveis troficos superiores, incluindo peixes
bentivoros e, indiretamente, populagdes humanas por meio do consumo de pescado (VON
RUCKERT, 2004). Evidéncias experimentais também indicam a capacidade de L. fortunei
em bioacumular mercurio, com efeitos citotoxicos e genotdxicos associados, reforcando a
necessidade de considerar os impactos ecotoxicoldgicos dessa espécie invasora em
avaliagdes ambientais integradas (AMARAL et al., 2019). Trabalhos de biomonitoramento
mostram acumulo de metais e sinais citotoxicos/genotéxicos em L. fortunei (AMARAL et al.,
2019; BESEN, 2021), experimentos alimentares demonstram respostas bioquimicas apos
exposicdo a formulagbes contendo glifosato (IUMMATO et al., 2018) e estudos sobre
cianobactérias indicam bioacumulacao de microcistinas no mexilhdo com efeitos enzimaticos
detectaveis (OLIVEIRA et al., 2021), indicando risco ecolégico e sanitario quando esses

organismos entram na cadeia tréfica.
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Na industria, a bioincrustagcdo de L. fortunei gera altos custos de manutengao,
especialmente em usinas hidrelétricas, onde se fixa em tubulagdes, filtros e sistemas de
refrigeragdo, comprometendo a operacao. Estima-se que 40% das UHEs no Brasil estejam
infestadas, representando 55% da capacidade de geracédo de energia e gerando custos
anuais de aproximadamente 8 milhdes de délares (REBELO et al., 2018). Além disso, o
mexilhao pode obstruir sistemas de resfriamento de embarcagbes, causando

superaquecimento e destruicdo de motores (OLIVEIRA et al., 2006).
1.5. RELAGOES FILOGENETICAS DE LIMNOPERNA FORTUNEI

O molusco Limnoperna fortunei segue a seguinte filogenia demonstrada na Tabela 1, de
acordo com Morton (1973, 2015):

Tabela 1. Classificagdo taxondmica de Limnoperna fortunei

Categorias taxonémicas Classificagao
Reino Animalia
Filo Mollusca
Classe Bivalvia (Linné, 1758)
Subclasse Pteriomorphia (Beurlen, 1944)
Ordem Mytiloida (Férrusac, 1822)
Superfamilia Mytiloidea (Rafinesque, 1815)
Familia Mytilidae (Rafinesque, 1815)
Género Limnoperna (Rochebrune, 1882)
Espécie Limnoperna fortunei (Dunker, 1857)

Fonte: Autoria prépria

Até 2010, o género Limnoperna era composto por nove espécies, das quais Limnoperna
fortunei era considerada a Unica adaptada a ambientes de agua doce, apesar de possuir
adaptagbes que permitem sua sobrevivéncia em aguas marinhas e salobras (Pereira et al.,
2019; Marangoni, Assis e Pelli, 2022). Uma revisdo taxonémica posterior por Colgan e Da
Costa (2013) indicou que outros exemplares atribuidos ao género deveriam ser realocados
para o género Xenostrobus (Wilson, 1967), resultando atualmente em L. fortunei como a

Unica espécie valida do género (Morton, 2015).
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Andlises filogenéticas recentes, baseadas em genomas mitocondriais completos e em genes
codificadores, tém sido fundamentais para elucidar as relagdes evolutivas dentro da familia.
Mytilidae. Lee et al. (2019), por exemplo, reconstruiram a filogenia mitocondrial da familia,
identificando dois grandes clados principais: um formado pelas subfamilias Bathymodiolinae,
Modiolinae, Lithophaginae e Limnoperninae — onde se insere L. fortunei — e outro
contendo subfamilias marinhas tradicionais como Mytilinae, Crenellinae e Brachidontinae.
Essa organizacao filogenética indica que L. fortunei ocupa uma posi¢cdo basal dentro de
Mytilidae, o que corrobora sua ancestralidade e adaptacdo a ambientes de agua doce,
provavelmente oriunda de ancestrais salobros e marinhos (Lee et al., 2019; Morton, 2015).
Complementando essa visao, Zhao et al. (2022) destacaram, por meio da analise dos 12
genes codificadores mitocondriais, que o gene ATPS8, antes considerado ausente em L.
fortunei, esta presente e funcional, embora com alta divergéncia. Eles também identificaram
evidéncias de selecdo positiva no gene NAD4, sugerindo adaptagbes bioenergéticas
especificas ao habitat dulcicola, caracterizado por baixa salinidade e disponibilidade
reduzida de ions. Esses achados reforcam a singularidade molecular da espécie, que exibe
rearranjos génicos mitocondriais exclusivos dentro da familia (Zhao et al., 2022; Baeza et al.,
2019).

Além dos aspectos moleculares, diferengas morfofuncionais no sistema muscular e
alimentar de L. fortunei destacam sua singularidade adaptativa em relagao a outros Mytilidae
(Morton, 2015). A coexisténcia de adaptagdes morfologicas, moleculares e ecoldgicas
evidencia um processo de radiacao adaptativa do género, reforcando a relevancia do uso do
gene COIl como marcador molecular para estudos de identificacdo, diversidade genética e
filogenia, ainda que o uso do genoma mitocondrial completo proporcione maior resolugcéo e

robustez filogenética.

1.6. DNA BARCODING
O conceito de DNA barcoding foi proposto por Hebert et al. (2003) com o objetivo de

identificar espécies a partir da analise de uma curta regido génica padronizada, funcionando
como um “cédigo de barras” molecular capaz de discriminar taxons de forma rapida e
reprodutivel. Essa abordagem baseia-se na comparagédo de sequéncias obtidas com bases
de dados de referéncia, como o Barcode of Life Data System (BOLD), que integra
informacbes taxonbémicas e genéticas validadas (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). O
marcador mais utilizado para animais € o gene mitocondrial COI, devido a sua elevada
variabilidade interespecifica associada a baixa divergéncia intraespecifica (HEBERT et al.,
2003). Em plantas, ndo ha um unico marcador universal, sendo os genes plastidiais matK e
rbcL amplamente empregados, muitas vezes de forma complementar, enquanto a regiao

nuclear ITS é recomendada para fungos e grupos vegetais com maior necessidade de
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resolugao taxondmica (ANTIL et al., 2023; GUO et al., 2022). Estudos recentes reforcam que
a escolha do marcador deve considerar o grupo taxonémico e o objetivo do estudo, uma vez
que diferentes loci apresentam desempenho variavel na discriminagdo de espécies (HO et
al.,, 2021). Em moluscos, estudos aplicados demonstram que fragmentos mitocondriais
reduzidos sdo Uteis tanto para autenticagdo de produtos comerciais quanto para vigilancia
de invasbes: protocolos de deteccao molecular direcionados a regibes curtas de COI e
ensaios de gPCR melhoraram a sensibilidade para identificacdo de larvas e eDNA em
sistemas aquaticos. Especificamente para o mexilhdo-dourado, o COIl tem sido empregado
em estudos de diversidade e estrutura populacional, evidenciando padrées compativeis com
introdugbes mediadas por vetores humanos, e protocolos moleculares (incluindo ensaios
gPCR que visam fragmentos curtos de COIl) demonstraram alta sensibilidade na detecgéo
precoce de larvas e eDNA, reforcando a utilidade integrada de barcode completo e
minibarcode em programas de monitoramento e controle dessa espécie invasora
(GHABOOLI et al., 2013; PIE et al., 2017).

O DNA barcoding consolidou-se como ferramenta central para a biodiversidade e a
taxonomia ao permitir a identificacdo confiavel de espécies cripticas ou morfologicamente
indistinguiveis (ANTIL et al., 2023). Essa abordagem é particularmente eficaz para amostras
fragmentadas, degradadas ou provenientes de estagios de vida dificeis de caracterizar,
como ovos e larvas, ampliando a capacidade de monitoramento biolégico (TABERLET et al.,
2018). Ademais, o uso de regides génicas padronizadas viabiliza comparagdes globais por
meio de bases como BOLD e GenBank, promovendo consisténcia taxondémica e
reprodutibilidade entre estudos independentes (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007;
NILSSON et al., 2019). Assim, o barcoding reduz a dependéncia exclusiva da taxonomia
morfolégica em casos complexos, fortalecendo abordagens integrativas na delimitagdo e
identificacdo de espécies (DE SALLE; GOLDSTEIN, 2019).

A eficiéncia da discriminagdo taxondémica esta diretamente associada ao conceito de
barcoding gap, definido como a separagao entre a variabilidade genética intraespecifica e a
divergéncia interespecifica de um marcador molecular (HEBERT et al., 2003; MEYER;
PAULAY, 2005). Idealmente, a maior distancia genética intraespecifica deve ser inferior a
menor distancia interespecifica, permitindo atribuigcdes claras e confiaveis. A presenca de
um barcoding gap bem definido indica alto poder discriminatério do locus, ao passo que sua
auséncia pode gerar sobreposicdo genética entre espécies proximas, dificultando a
delimitagdo taxondmica (DE SALLE; GOLDSTEIN, 2019). A magnitude desse gap varia
conforme o grupo taxondmico, o histérico evolutivo e o marcador selecionado, tornando sua
avaliagdo etapa fundamental na escolha de regides-alvo e no desenho de primers para
estudos de barcoding, metabarcoding e eDNA (ANTIL et al., 2023; PORTER; HAJIBABAEI,
2018).
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Nas abordagens baseadas em DNA ambiental (eDNA) e DNA ingerido (iDNA), a
identificacdo taxondmica depende da comparagao das sequéncias obtidas com bibliotecas
de referéncia confiaveis, construidas a partir de regides-barcode previamente validadas
(TABERLET et al., 2012; PORTER; HAJIBABAEI, 2018). Nesse contexto, o metabarcoding
consiste na amplificacao simultinea de um mesmo marcador genético padrao a partir de
uma mistura complexa de DNA proveniente de multiplos organismos presentes em uma
unica amostra ambiental, seguida de sequenciamento em larga escala e atribuigdo
taxondmica bioinformatica (DEINER et al., 2017). A precisdo dessa abordagem depende
diretamente da qualidade e abrangéncia dos registros disponiveis em bases como BOLD e
GenBank, sendo essencial para evitar identificagdes ambiguas ou subestimativas da
diversidade bioldgica (ALBERDI et al., 2019). Em biomas megadiversos, onde a diversidade
genética regional é elevada, a auséncia de bibliotecas locais robustas ainda representa uma
limitacdo significativa, reforcando a necessidade de expandir e validar bancos de dados de
referéncia para garantir maior confiabilidade nos estudos de monitoramento molecular
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

Entre as principais aplicacdes do DNA barcoding e do metabarcoding destacam-se a
descoberta e a delimitacdo de espécies, especialmente em grupos com elevada diversidade
criptica ou escassez de caracteres morfolégicos diagndsticos (DE SALLE; GOLDSTEIN,
2019). Essas ferramentas também tém sido amplamente empregadas em estudos
ecologicos, permitindo a reconstrucao de interagdes tréficas e analises de dieta por meio da
identificacdo molecular de presas a partir de conteudos estomacais, fezes ou DNA ambiental
(ALBERDI et al., 2019). A possibilidade de identificar organismos a partir de amostras nao
invasivas, como tecidos degradados, excretas ou DNA presente em insetos vetores, amplia
significativamente o alcance de estudos de biodiversidade sem a necessidade de captura
direta dos individuos (TABERLET et al., 2018). Além disso, essas abordagens tém se
mostrado fundamentais no monitoramento da fauna, em programas de conservacao e na
deteccao precoce de espécies exdticas e invasoras, contribuindo para a tomada de deciséo
em gestdo ambiental e politicas de conservagédo (DEINER et al., 2017).

O conceito de minibarcode refere-se ao uso de fragmentos mais curtos das regides
classicas de DNA barcoding, geralmente entre 100 e 300 pares de bases, desenvolvidos
para possibilitar a amplificacdo e identificagdo molecular a partir de DNA degradado ou
presente em baixa concentracdo, como ocorre em amostras de eDNA, iDNA e material
biolégico antigo (MEUSNIER et al., 2008). Essa estratégia mantém a légica do barcoding
tradicional, porém prioriza regides suficientemente informativas mesmo em sequéncias
reduzidas, permitindo sua aplicagdo em contextos nos quais a recuperacdo de barcodes
completos é inviavel (HAJIBABAEI et al., 2006). Estudos recentes indicam que minibarcodes

podem apresentar desempenho satisfatorio na identificagao de espécies quando associados
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a bancos de referéncia bem estruturados, embora sua resolugédo taxondmica possa variar
conforme o grupo analisado e o marcador selecionado (PORTER; HAJIBABAEI, 2018).
Apesar dos avangos proporcionados pelo barcoding e pelo uso de minibarcodes, persistem
desafios importantes, como a inexisténcia de um marcador genético universal capaz de
discriminar todos os grupos taxondmicos de forma consistente (ANTIL et al., 2023). A
incompletude ou a presenca de erros nas bibliotecas de referéncia representa outra
limitacao critica, podendo resultar em identificacdes equivocadas ou ambiguas quando a
diversidade genética ndo esta adequadamente representada (PORTER; HAJIBABAEI,
2018). Além disso, processos evolutivos como hibridizacdo, introgressdo e a baixa
variabilidade genética em determinados taxons podem reduzir a capacidade de distingdo
entre espécies proximas (DE SALLE; GOLDSTEIN, 2019). Nesse contexto, torna-se
indispensavel a curadoria taxonémica rigorosa, integrando dados moleculares, morfologicos
e ecoldgicos para garantir a confiabilidade das inferéncias taxonémicas (NILSSON et al.,
2019).

Avangos recentes nas abordagens de identificagdo molecular tém ampliado
significativamente o escopo do DNA barcoding, destacando-se o mitobarcoding, o barcoding
multilocus e o uso de tecnologias de sequenciamento long-read, que permitem maior
resolugdo taxondmica e melhor discriminagdo entre espécies proximas (DEINER et al.,
2017; PORTER; HAJIBABAEI, 2018). O mitobarcoding, baseado na amplificacao de
multiplas regides do genoma mitocondrial, tem se mostrado especialmente promissor em
estudos de eDNA e metabarcoding ao aumentar a robustez das atribuicdes taxonémicas
(TABERLET et al., 2018). Paralelamente, projetos globais como o International Barcode of
Life (iBOL) e sua iniciativa BIOSCAN visam expandir e padronizar bibliotecas de referéncia
em escala planetaria, integrando dados gendémicos, taxondmicos e ecolégicos (HEBERT et
al., 2018; HEBERT et al., 2023). Esses esforcos tém sido potencializados pela integracéo
com pipelines modernos de analise bioinformatica e ferramentas baseadas em inteligéncia
artificial, que automatizam a curadoria, aumentam a precisao das identificagdes e permitem
lidar com grandes volumes de dados gerados por sequenciamento de nova geragdo
(PORTER; HAJIBABAEI, 2018; NILSSON et al., 2019).
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2. OBJETIVOS
21. OBJETIVO GERAL

O presente projeto tem como objetivo desenvolver um par de primers especificos para L.
fortunei, utilizando informagdes provenientes de bancos de dados genéticos e ferramentas
bioinformaticas de acesso livre. Esses primers serdo empregados na amplificagao, via PCR
convencional, para avaliar a sua capacidade de amplificagdo a partir de testes iniciais com o

DNA extraido do mexilhdo-dourado.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar um gene-alvo adequado para a detecgao de L. fortunei, com base
na literatura e em sequéncias disponiveis em bancos de dados publicos,
como o BOLD systems e GenBank (NCBI);

e Realizar analises comparativas filogenéticas e de diversidade genética para
avaliar a confiabilidade das informagdes obtidas dos principais bancos de
dados sobre o mexilhdo-dourado;

e Desenvolver um par de primers para barcode e um para minibarcode
utilizando ferramentas de bioinformatica;

o Realizar testes in vitro para definir a capacidade de amplificacdo dos primers

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. OBTENGAO DE CONJUNTO DE DADOS E ALINHAMENTO

Inicialmente, foi conduzida uma revisdo bibliografica sistematizada em bases cientificas
internacionais (Web of Science, PubMed e Google Scholar), com o objetivo de identificar
estudos moleculares aplicados a familia Mytilidae, com énfase em Limnoperna fortunei. As
buscas foram realizadas utilizando combinacgdes de descritores controlados e termos livres,
por meio de operadores booleanos, conforme a sintaxe especifica de cada base. As
principais estratégias de busca incluiram as combinagbes: (“Limnoperna fortunei” AND
(phylogeny OR phylogenetics)), (“Limnoperna fortunei” AND (mitogenome OR “mitochondrial
genome”)), (“Mytilidae” AND (“DNA barcoding” OR COl)), e (“Mytilidae” AND (mitochondrial
OR mitogenomic)). No Google Scholar, as buscas foram adaptadas para maior abrangéncia,
mantendo os mesmos descritores principais entre aspas e combinados por operadores AND
e OR.

Nao foi aplicado limite inferior para o ano de publicacéo; entretanto, foram priorizados
estudos publicados entre 2000 e 2025, periodo correspondente a consolidacdo das
abordagens de DNA barcoding e filogenia molecular em moluscos. Foram considerados

elegiveis artigos que apresentassem dados empiricos envolvendo marcadores mitocondriais
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(como COlI, CytB, 16S rRNA ou genomas mitocondriais completos), analises filogenéticas ou
discussdes metodoldgicas relevantes para a identificagcdo molecular de L. fortunei ou de
espécies filogeneticamente relacionadas dentro de Mytilidae.

Em paralelo a revisao, foi realizada uma busca sistematica no GenBank e no BOLD System
utilizando os mesmos descritores. Foram recuperadas mais de 170 sequéncias do gene COI
de L. fortunei e mais de 150 sequéncias para os outros membros da familia Mytilidae, sendo
no minimo 3 sequéncias para cada espécie.

As sequéncias foram submetidas a triagem de qualidade a partir do alinhamento pelo MEGA
v12.0.5 (Kumar et al., 2024) utilizando o algoritmo ClustalW, com penalidade de abertura de
gap igual a 15 e extensao igual a 6,66. Foi verificada a integridade da leitura aberta (ORF),
removendo sequéncias com elevado numero de bases ambiguas (“N”), gaps ou que
apresentassem um tamanho muito pequeno.

Apos a triagem das sequéncias do gene COIl para os Mytilidae, foram obtidos 165
sequéncias de para L. fortunei provenientes de diferentes regides geograficas (Asia e
Ameérica do Sul) e 130 (em triplicata para cada espécie) sequéncias dos outros membros da
familia Mytilidae da arvore filogenética de Zhao et al (2022), totalizando 295 amostras. As
sequéncias da familia Mytilidae podem ser visualizadas no Apéndice A, enquanto que as
sequéncias do L. fortunei estdao no Apéndice B. As 165 sequéncias incluiram haplétipos
previamente descritos por Ghabooli et al. (2013), permitindo a comparagao direta com
padrbes genéticos ja documentados.

Foram feitos dois alinhamentos multiplos, o primeiro entre todas as 296 sequéncias obtidas
para a familia Mytilidae (alinhamento A) e outro entre as 165 sequéncias para o L. fortunei
(alinhamento B). Das 165 sequéncias obtidas para o mexilhao-dourado, 162 apresentavam o
tamanho igual ou menor que os 650pb padrdo de DNA barcode, enquanto que 3 delas
apresentavam o tamanho completo do gene citocromo ¢ oxidase subunidade | ou todo o

mitogenoma do L.fortunei.

3.1.1. REFERENCIA DE ARVORE FILOGENETICA

Para a definicdo das espécies filogeneticamente mais préximas de L. fortunei, foi utilizada
como referéncia a arvore (Figura 2) apresentada por Zhao et al. (2022), que representa um
dos estudos mais abrangentes sobre as relagbes evolutivas da familia Mytilidae.

No referido estudo, os autores sequenciaram e anotaram genomas mitocondriais de
diversas espécies representativas de Mytilidae, abrangendo as principais subfamilias
(Limnoperninae, Modiolinae, Bathymodiolinae, Perninae e Mytilinae). Além dos novos
genomas obtidos, também foram incorporadas ao conjunto de dados sequéncias

mitocondriais ja disponiveis em bancos publicos.
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Para a analise filogenética, alinharam os 12 genes codificadores de proteinas mitocondriais
(PCGs) utilizando o algoritmo MAFFT. Em seguida, foram aplicadas duas abordagens
complementares: Maxima Verossimilhanga (ML), conduzida com o software IQ-TREE, e
Inferéncia Bayesiana (Bl), realizada com MrBayes. Para cada gene, foram selecionados
modelos evolutivos adequados por meio de testes de selegdo automatica, assegurando a
robustez das analises.

O suporte estatistico das arvores foi avaliado por meio de valores de bootstrap ultrarrapido
(UFBoot) na analise de maxima verossimilhanca e probabilidades posteriores (posterior
probabilities) na inferéncia bayesiana. Essas métricas forneceram altos niveis de confianca
para os principais clados obtidos, permitindo resolver pontos historicamente controversos na
classificagdo da familia Mytilidae.

Figura 2. Arvore filogenética proposta para Mytilidae
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Dessa forma, a arvore filogenética proposta foi adotada neste trabalho como referéncia
taxonbmica para a selegdo das espécies a serem incluidas no alinhamento de sequéncias
do gene COI. Essa escolha garante que a amostragem filogenética aqui conduzida esteja
fundamentada em evidéncias genémicas robustas e em uma topologia ja consolidada na

literatura recente.
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3.1.2. CONSTRUGAO DAS ARVORES FILOGENETICAS

Duas principais arvores filogenéticas foram construidas a partir dos alinhamentos A
(Mytilidae) e B (L. fortunei).

A reconstrucao filogenética foi realizada por inferéncia Bayesiana no software BEAST v10.5
(Drummond & Rambaut, 2007), utilizando o modelo de substituicdo GTR+[, reldgio
molecular estrito e prior de especiacao do tipo Yule. As cadeias MCMC foram executadas
por 15 milhdes de geragbes, com amostragem a cada 5.000 iteragbes, e a arvore consenso
foi obtida pelo critério de maxima credibilidade de clado.

Ambas as arvores foram obtidas no TreeAnnotator v10.5 e visualizadas no FigTree v1.4.4,
com suporte avaliado por probabilidades posteriores (PP). A inclusdo de Lithophaga curta
como outgroup da arvore de L. fortunei, e Magallana gigas e Anadara kagoshimensis como
outgroup da arvore de Mytilidae permitiu o enraizamento adequado de ambas as arvores.

Posteriormente, com o andamento da pesquisa, também.

3.2. CONSTRUGAO DA REDE DE HAPLOTIPOS E ANALISE DAS
SEQUENCIAS

O arquivo FASTA contendo as sequéncias alinhadas do mexilhdo-dourado foi
posteriormente importado no DnaSP v6.12.03 (Librado & Rozas, 2016) para a identificacado
dos haplétipos e a definicao das populagdes geograficas.As analises foram conduzidas no
DnaSP, calculando os seguintes parametros:

S — numero de sitios segregantes;

n — nuamero total de mutagdes;

H — numero de haplétipos;

Hd — diversidade haplotipica;

T — diversidade nucleotidica;

k — numero médio de diferencas nucleotidicas.

Cada sequéncia foi atribuida a uma regido de origem (Argentina, Brasil, Asia) por meio da
ferramenta Define Sequence Sets. Apds a atribuicdo, o arquivo foi aberto no software
PopART v1.7 (LEIGH; BRYANT, 2015), no qual foi construida uma rede de haplétipos do tipo
Minimum-Joining (MJ). Este método é amplamente utilizado em estudos de filogeografia por
representar relagbes evolutivas entre haplétipos com base no numero de mutagbes
diferenciais. Cada haplétipo foi representado por um circulo, cujo tamanho é proporcional a
sua frequéncia amostral, e as conexdes entre haplétipos indicam o numero minimo de
mutagdes.

As populagdes foram diferenciadas por cores, conforme o bloco de traits exportado pelo

DnaSP. Assim, cada cor representou uma regido geografica (vermelho para Asia, azul para
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Argentina e verde para Brasil). O layout final da rede foi ajustado manualmente no PopART,
visando melhor visualizagdo das conexdes e agrupamentos regionais.

Os haplotipos obtidos foram comparados com os descritos por Ghabooli et al. (2013),
considerando: Identidade de sequéncia = 99%; Correspondéncia de clados filogenéticos;
Distribuicao geografica dos haplétipos; Comparagédo de indices de diversidade (Hd e ).
Essa analise permitiu avaliar a consisténcia temporal e geografica da diversidade genética

de L. fortunei.

3.3. ELABORAGAO DOS PARES DE PRIMERS

Para o desenvolvimento dos primers, foram utilizadas as 165 sequéncias do Limnoperna
fortunei. Todas foram padronizadas em um tamanho de 509pb usando como referéncia o
tamanho das sequéncias de Ghabooli et al (2013). As sequéncias padronizadas em 509pb

foram utilizadas para a criacdo das sequéncias consenso.

3.3.1. DEFINICAO DAS SEQUENCIAS CONSENSO

As 165 sequéncias do gene COI foram alinhadas no software Unipro UGENE v52.1
(OKONECHNIKOV et al., 2012). A sequéncia consenso foi construida no moédulo Alignment
Editor, que determina, para cada posi¢do do alinhamento, a base mais frequente entre as
sequéncias. Foi adotado um limiar de 80% para definicdo do consenso; assim, um
nucleotideo foi considerado consenso apenas quando presente em, no minimo, 80% das
sequéncias naquela posigdo. Com esse critério, foi obtida uma sequéncia consenso de 509
pb para definir os primers para a regido minibarcode.

Para os primers da regido barcode completa, utilizaram-se as trés sequéncias de maior
comprimento disponiveis: a sequéncia completa do gene COI depositada no BOLD Systems
(ID: GBMNA9361-19), com aproximadamente 1500 pb, e duas sequéncias de genomas
mitocondriais completos de L. fortunei, incluindo a sequéncia de referéncia do NCBI (codigo
de acesso: NC_028706.1). A partir dessas sequéncias, foi gerada uma sequéncia consenso
adicional, com cerca de 1500 pb, que incorpora integralmente a regido consenso

previamente definida para a regido minibarcode.

3.3.2. DESIGN DOS PRIMERS

Os primers foram desenhados no software Primer3Plus v3.3.0 (Untergasser et al., 2012),
definindo-se como parametros alvo uma temperatura de melting (Tm) entre 57 °C e 62 °C,
diferenca maxima de 5 °C entre os primers do par, comprimento entre 18 e 25 pb e conteudo
GC entre 40% e 60%.

Entre os primers sugeridos pelo algoritmo, foram priorizados aqueles com menores valores

de penalty, Tm préximas a 60 °C, baixos valores de Any (tendéncia de ligagdo cruzada ou
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dimeros) e baixos valores de HP (formacao de estruturas secundarias), além de conteudo
GC ideal em torno de 55%.

Esse procedimento foi aplicado a ambas sequéncias consenso. A partir da filtragem, foram
selecionados dois primers candidatos, um para cada regiao. Cada primer foi posteriormente

submetido ao BLAST (NCBI) para verificar sua especificidade para L. fortunei.

3.4. TESTESIN VITRO

Para a realizagdo dos testes de eficiéncia dos primers, as amostras do L. fortunei foram
gentilmente fornecidas pela pesquisadora M.? Patricia Dammski Borges de Andrade. As
amostras foram armazenadas em em -2°C, fixadas em etanol 96% até o momento da

extracdo do DNA.
3.41. EXTRA(;AO DE DNA

Segundo um estudo de Murari et al (2018), no qual 4 protocolos de extragao de DNA para o
mexilhao-dourado utilizando o tecido do musculo adutor foram comparados, a metodologia
com tampéao salino foi a considerada a mais eficiente. Com isso, foram definidos dois
protocolos de extragdo com tampao salino, o de Lopera-Barrero et al (2018) e o de Aljanabi
& Martinez (1997), utilizando o tecido mole do mexilhdo-dourado.

O protocolo de Aljanabi & Martinez (1997) iniciou com a homogeneizacgao do tecido em 400
pl de tampéao salino (NaCl 0,4 M; Tris HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA pH 8,0 a 0,2 mM). Em
seguida, foram adicionados 40 pl de SDS 20% e 15,0 yl de Proteinase K (20 mg/ml), e as
amostras foram incubadas a 50°C overnight. Posteriormente, foram adicionados 300 ul de
NaCl (5M) e as amostras foram vortexadas por 30 segundos na velocidade maxima e
centrifugadas por 30 minutos a 13000 rpm, em temperatura ambiente. Feito isso, 700 ul de
sobrenadante foram transferidos para outro tubo de 1,5 mL e a mesma quantidade de
isopropanol foi adicionada, entdo as amostras foram incubadas a -20°C por 2h. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 13000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi
descartados e foi feita a lavagem com 300 ul de etanol 70% e foi feita uma centrifugacao por
5 minutos. Novamente o sobrenadante foi descartado e 300 pl de etanol absoluto foram
adicionados, seguido de mais uma centrifugagédo por 5 minutos. Por fim, as amostras foram
deixadas para secar em uma estufa e depois foram ressuspendidas em 80 ul de agua
destilada.

Para o protocolo de Lopera-Barrero et al (2018), as amostras de tecido foram
homogeneizados em 400 uL de tampéao salino composto por NaCl 0,4 M, Tris-HCI 10 mM
(pH 8,0) e EDTA 0,2 mM (pH 8,0). Apés a homogeneizagao, adicionaram-se 40 pL de SDS a
20% e 15 pyL de Proteinase K (20 mg/mL). Os tubos foram invertidos algumas vezes para

completa integracao dos reagentes e incubados em banho-maria a 50 °C por 17 horas.
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No dia seguinte, foram adicionados 300 pL de NaCl (5M) as amostras, que foram entao
vortexadas por 30 segundos em velocidade maxima. Posteriormente, realizou-se a
centrifugacao por 30 minutos a 13.000 rpm, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para um novo tubo de 1,5 mL, recuperando-se até 700 uL. A
este volume, adicionou-se um volume equivalente de etanol absoluto gelado,
homogeneizando-se por inversdo. As amostras foram incubadas a —20 °C por 2 horas para
precipitacao do DNA. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo por 20 minutos a 13.000
rom a 4 °C e o sobrenadante foi descartado, invertendo-se o tubo sobre um béquer limpo. O
pellet resultante foi deixado para secar a temperatura ambiente por 30 minutos. Para a etapa
final, o pellet foi ressuspendido em 80 pl de agua destilada.

Ao final de cada protocolo, as amostras foram quantificadas no biofotdmetro, verificando a
concentragcdo e os indices 260/280 e 260/230, e entdo, diluidas em aliquotas para uma
concentracao de 20 ng/uL para o protocolo de Aljanabi & Martinez (1997) e 5 ng/uL para o
de Lopera-Barrero et al (2018).

3.4.2. REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para o teste definitivo de cada par de primers, foram feitas multiplas PCRs com gradiente de
temperatura de anelamento. As temperaturas de anelamento consideradas foram de 40°C -
60°C, variando de 2 em 2 graus. As reagdes de PCR foram preparadas em volume final de
12,5 yL, contendo 2,5 mM de MgCl,, dNTPs 0,2mM, 0,5 mM de cada primer, 1 unidade de
Tag DNA polimerase (Invitrogen) e DNA template para as duas amostras obtidas na
extragdo com concentracdes de 20 ng/uL e 5 ng/uL, o volume foi completado com agua
ultrapura.

O programa térmico consistiu em uma desnaturagao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida
de 35 ciclos compostos por: 95 °C por 45 s (desnaturacdo), temperatura de anelamento
variavel por 45 s e 72 °C por 45 s (extensao). Ao final, foi realizada uma etapa de extensao
final a 72 °C por 5 minutos para garantir o completo alongamento dos produtos amplificados.

Apos cada PCR, as amostras foram visualizadas em gel de agarose 1,5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
41. JUSTIFICATIVA DA ESCOLHA DO GENE COI

A escolha do gene COlI (citocromo ¢ oxidase subunidade |) como marcador molecular para a
identificacdo especifica de L. fortunei baseia-se em sua ampla utilizagdo como regiao
barcode padrédo para metazoarios, de acordo com os critérios estabelecidos por Hebert et al.
(2003). Além disso, estudos recentes com analises da familia Mytilidae reforcam sua

utilidade nao apenas para filogenia, mas também para fins diagndsticos e taxonémicos.
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Em Lee et al. (2019), o gene COI foi um dos 12 genes mitocondriais codificadores de
proteinas utilizados na reconstrucao da filogenia de 28 espécies de Mytilidae. Nesse estudo,
o COIl demonstrou estabilidade evolutiva e bom poder discriminatério, inclusive para
espécies morfologicamente semelhantes. A espécie L. fortunei foi agrupada dentro da
subfamilia Limnoperninae, formando um clado com suporte estatistico robusto ao lado de
outras subfamilias como Bathymodiolinae, Modiolinae e Lithophaginae, evidenciando a
capacidade do COIl em refletir relagbes evolutivas reais entre os taxons.

No estudo de Zhao et al. (2022), os autores analisaram 46 genomas mitocondriais de
Mytilidae e confirmaram que o gene COI, juntamente com outros como NAD4, NAD5, ATP6
e CytB, apresenta bom desempenho filogenético. No entanto, embora genes como NAD4
tenham mostrado sinais de selecdo positiva em L. fortunei, sua variagdo entre espécies
proximas € relativamente baixa em comparacdo ao COIl, o que limita seu uso como
marcador barcode.

Os genes mitocondriais comumente utilizados em estudos de taxonomia molecular e
filogenia apresentam diferentes niveis de variabilidade e conservagéo, refletindo suas
fungdes e taxas evolutivas. O gene COI, que codifica a subunidade | da citocromo ¢ oxidase,
€ amplamente empregado em DNA barcoding devido a sua alta variabilidade interespecifica
associada a regidoes flanqueadoras conservadas, caracteristica que o tornou o marcador
padrao do sistema BOLD (Hebert et al., 2003; Folmer et al., 1994). Ja o gene 16S rRNA,
pertencente a regiao ribossomal mitocondrial, apresenta menor variabilidade entre espécies,
porém elevada conservagao estrutural, o que o torna particularmente util para inferéncias
filogenéticas em niveis mais amplos, embora seu uso como barcode seja limitado (Simon et
al., 1994). Os genes NAD4 e NAD5, que codificam subunidades da NADH desidrogenase,
exibem variabilidade moderada, sendo pouco utilizados em barcoding, mas amplamente
explorados em reconstrugoes filogenéticas devido a estabilidade do genoma mitocondrial e
ao padrao consistente de evolugao observado nesses loci (Boore, 1999). De forma
semelhante, o gene ATP6, responsavel pela codificacdo de uma subunidade da ATP sintase,
apresenta taxa evolutiva intermediaria e elevado grau de conservagdo, contribuindo para
estudos filogenéticos, embora seja raramente empregado como marcador de identificagéo
(Gissi et al., 2008). Por fim, o gene CytB (citocromo b) possui variabilidade moderada e alto
valor filogenético, sendo utilizado em andlises evolutivas desde as primeiras aplicagbes de
PCR em mitogenomas animais, embora seu uso em barcoding seja apenas moderado
quando comparado ao COI (Kocher et al., 1989). Esse conjunto de caracteristicas refor¢a
que diferentes genes mitocondriais apresentam potencial distinto para barcoding e filogenia,
e a escolha do marcador depende diretamente dos objetivos taxondmicos e do nivel de

resolugdo desejado. Assim, o COIl se apresenta como o marcador mais indicado para sua
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deteccao molecular por PCR, especialmente em contextos de monitoramento ambiental ou
estudos de biodiversidade em bacias hidrograficas.

Alguns estudos tém demonstrado a eficacia do gene mitocondrial COl como ferramenta
molecular para identificagcdo precisa de espécies, inclusive em contextos com elevada
diversidade genética e presenca de espécies cripticas.

Por exemplo, Matias (2015) avaliou 79 espécies de peixes marinhos da Provincia Tropical
Brasileira e demonstrou que em 78 espécies as distancias intraespecificas foram <2% e as
interespecificas >2% (4,7% a 39,9%), o que indica alto poder discriminatério do COI. Esse
padrdo é essencial para barcoding confiavel e reflete a existéncia de um "barcoding gap"
bem definido.

Outro estudo compilado por Tresbach et al. (2015) também conclui que o gene COI ¢é a
melhor alternativa entre os genes mitocondriais e ribossomais para identificagdo molecular
de espécies de peixes, destacando-se por: elevada taxa de evolucio; existéncia de primers
universais bem estabelecidos; alta eficacia na recuperacdo de sequéncias mesmo em
amostras degradadas

Estudos adicionais como os de Uliano-Silva et al. (2016) e Barbosa et al. (2016) utilizaram a
sequéncia completa do COI (GenBank: HQ843796.1) para comparar populagdes invasoras
sul-americanas com haplétipos asiaticos, confirmando alta conservacdo intraespecifica
(>98%) e divergéncia clara em relagao as espécies proximas, 0 que o torna ideal para
identificacao via PCR e desenvolvimento de primers especificos.

Em estudo comparativo entre populagdes de L. fortunei da Asia e da América do Sul,
utilizando o gene COlI, foram identificados mais de 30 haplétipos distintos, demonstrando
que este gene é altamente informativo para estudos de diversidade populacional e
rastreamento de rotas de dispersao (ULIANO-SILVA et al., 2016; ZHAN et al., 2012).
Adicionalmente, o gene COIl apresenta outras vantagens praticas: extensa base de dados
disponivel no GenBank para L. fortunei e espécies proximas; alta variabilidade
interespecifica e baixa variabilidade intraespecifica, ideal para o desenvolvimento de primers
especificos; regiao barcode de tamanho adequado (cerca de 650 pb), compativel com
protocolos de PCR convencionall.

Portanto, em comparagdo com outros genes mitocondriais, o COIl apresenta o melhor
equilibrio entre variabilidade informativa, conservagao estrutural e aplicabilidade pratica,
sendo a escolha mais apropriada para o desenvolvimento de ferramentas de diagndstico

molecular especificas para L. fortunei.
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41.1. RECONSTRUGAO FILOGENETICA DA FAMILIA MYTILIDAE
A PARTIR DAS SEQUENCIAS DO GENE COI

A arvore filogenética (Figura 3) construida por inferéncia bayesiana a partir das sequéncias

do gene COI apresentou uma topologia bem resolvida, com a formagao de agrupamentos

compativeis com as principais subfamilias da familia Mytilidae. A andlise incluiu espécies

representativas de diferentes géneros marinhos e dulcicolas, abrangendo Bathymodiolus,

Gigantidas, Modiolus, Mytilus, Perna, Brachidontes, Lithophaga, Xenostrobus e Limnoperna,

além das espécies externas Magallana gigas e Anadara kagoshimensis, utilizadas como

grupo externo para enraizamento.

Figura 3. Construgéo da arvore filogenética para a familia Mytilidae baseada em Zhao et al (2022).
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A topologia obtida pelo método bayesiano, com base exclusivamente no gene COI,

mostrou-se altamente congruente com a filogenia mitogendmica apresentada por Zhao et al.

(2022), que utilizou 12 genes mitocondriais concatenados para reconstruir as relagoes

dentro de Mytilidae. Resultados semelhantes também foram reportados em estudos

mitogendmicos e multigénicos prévios (Miyazaki et al., 2010; Combosch & Giribet, 2016),
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reforcando a robustez da separacdo entre os principais clados da familia. Assim como
observado pelos autores, a presente andlise também identificou dois clados principais. O
primeiro clado reuniu espécies das subfamilias Bathymodiolinae, Modiolinae, Lithophaginae
e Limnoperninae, destacando-se o posicionamento de L. forfunei, que se agrupou de
maneira consistente com espécies de Bathymodiolus e Gigantidas. Esse padrao filogenético
ja havia sido relatado em analises mitogendmicas envolvendo Bathymodiolinae, e também é
coerente com a hipétese de uma origem marinha ancestral para L. fortunei seguida de
adaptacao secundaria a ambientes dulcicolas (Morton, 2015; Ricciardi, 1998).

Dentro desse mesmo clado, Lithophaga curta posicionou-se préxima a L. fortunei, formando
um ramo bem definido, o que reforca a proximidade entre as subfamilias Limnoperninae e
Lithophaginae, ja sugerida em analises multigénicas e filogenémicas como em Combosch &
Giribet (2016).

O segundo grande clado englobou espécies das subfamilias Mytilinae e Brachidontinae,
incluindo os géneros Mytilus, Perumytilus, Brachidontes, Mytilaster e Geukensia. Esse
agrupamento manteve coeréncia taxonémica, com Mytilus trossulus, M. coruscus, M. edulis
e M. galloprovincialis formando um grupo monofilético bem suportado e distinto dos
representantes de Brachidontes e Perumytilus, padrdo também encontrado em analises
mitogenémicas de Mytilus (Hilbish et al., 2000). O género Perna também se inseriu nesse
conjunto, com Perna perna e P. viridis agrupando-se internamente, embora P. perna tenha
apresentado leve deslocamento filogenético, possivelmente devido a alta taxa de
substituicao observada no gene COI (Nabholz et al., 2009).

O agrupamento de L. fortunei com espécies de Bathymodiolus e Gigantidas foi idéntico ao
padrdo encontrado por Zhao et al. (2022), confirmando a proximidade evolutiva entre as
linhagens dulcicolas e as de aguas profundas, e sustentando a hipotese de uma
diversificagdo adaptativa mitocondrial dentro desse grupo. Da mesma forma, a relagao entre
L. curta e L. fortunei observada na arvore COIl deste estudo reproduz a tendéncia
encontrada por Zhao et al. (2022), que indicaram essas espécies como pertencentes ao
mesmo clado basal do grupo 1.

As poucas divergéncias observadas entre as duas analises concentraram-se nas relagdes
internas entre os géneros Perna, Brachidontes e Mytilaster. Enquanto Zhao et al. (2022)
observaram um agrupamento mais préoximo entre Perna e Mytilaster, a arvore COI do
presente estudo apresentou Perna perna mais relacionada ao clado de Brachidontes. Essa
variagdo é plausivel, considerando a menor quantidade de informacdo filogenética do
marcador COIl e a ocorréncia de possiveis polimorfismos populacionais ou substituicbes
saturadas nesse gene (Pentinsaari et al., 2016).

No conjunto geral, a congruéncia entre ambas as analises indica que o gene COIl conserva

sinal filogenético suficiente para recuperar os principais agrupamentos evolutivos da familia

30



Mytilidae, ainda que apresente pequenas variagdes nos ramos basais, como discutido em
multiplas revisdes sobre o desempenho e as limitagdes do gene COI (Folmer et al., 1994;
Hebert et al.,, 2003). Portanto, a arvore obtida neste trabalho valida, em grande parte, a
estrutura filogenética proposta por Zhao et al. (2022), confirmando a robustez das relagbes
observadas para as linhagens de interesse.

O agrupamento monofilético e bem sustentado de L. fortunei, aliado a sua posicao
congruente com a filogenia mitogendmica de Zhao et al. (2022), confirma a autenticidade e
representatividade das sequéncias COI selecionadas neste trabalho. Todas as 165 amostras
atribuidas a L. fortunei formaram um unico clado, sem intercalacao de sequéncias de outros
taxons, o que indica confiabilidade para o uso dessas sequéncias como referéncia para o
delineamento de primers especificos, voltados a detecgdo de L. fortunei. As regides
conservadas identificadas no alinhamento COI, associadas a clara separacgao filogenética
em relacdo a espécies morfologicamente semelhantes como L. curta, garantem
especificidade molecular.

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que o conjunto de sequéncias COIl de L. fortunei
utilizado neste estudo é filogeneticamente consistente, taxonomicamente validado e
tecnicamente apropriado para o desenho de primers, corroborando tanto a acuracia das
identificacdes quanto a coeréncia com estudos gendmicos recentes sobre a evolugédo de
Mytilidae (Combosch & Giribet, 2016; Zhao et al., 2022).

4.2. INFERENCIA SOBRE O HISTORICO DE INVASOES
A analise das 165 sequéncias do gene COI (citocromo ¢ oxidase subunidade 1) de L. fortunei
resultou na identificagdo de 61 haplétipos distintos distribuidos em um fragmento de 509
pares de bases. Foram detectados 113 sitios polimérficos e 130 mutagdes, refletindo um
nivel moderado a elevado de variabilidade dentro da espécie, padrdo ja descrito para
populagdes invasoras deste bivalve. A diversidade haplotipica (Hd = 0,953 = 0,010) e a
diversidade nucleotidica (m = 0,04964), bem como o numero médio de diferencas
nucleotidicas entre pares de sequéncias (k = 25,268), foram extremamente semelhantes aos
valores reportados por Ghabooli et al. (2013), que analisaram 164 amostras de COlI
provenientes da Asia e da América do Sul e encontraram Hd = 0,952 e ™ = 0,048. A
concordancia entre os estudos demonstra que, mesmo com a ampliagdo da base de dados,
incluindo sequéncias mais recentes depositadas no GenBank, o padrdo genético global de
L. fortunei permanece estavel ao longo do tempo. Zhan et al. (2012), analisando populag¢des
sul-americanas, demonstraram que o mexilhdo-dourado apresenta elevada conectividade
genética mesmo em grandes distancias, resultado de dispersdo natural pelos cursos d’agua
e também de transporte humano, favorecendo a rapida homogeneizagdo genética apds a

chegada de novos haplétipos.
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A combinacdo de alta diversidade haplotipica com diversidade nucleotidica relativamente
baixa indica um modelo evolutivo caracteristico de expansao recente, no qual multiplos
haplétipos fundadores introduzidos em uma nova area acumulam mutag¢des adicionais em
torno de variantes ancestrais comuns, formando estruturas filogenéticas e redes haplotipicas
em formato estelar (“star-like”). Esse padréo, observado com clareza na rede de haplétipos
deste estudo (Figura 4), também foi destacado por Ghabooli et al. (2013) ao analisar a
estrutura genética das populagdes nativas e invasoras do mexilhdo-dourado. Em Aung et al.
(2010), utilizando microssatélites, mostraram um padrdo semelhante no DNA nuclear:
mesmo marcadores mais informativos revelam baixa estruturacdo populacional e mistura
intensa de linhagens, confirmando que as populag¢des invasoras constituem um mosaico de
variantes oriundas de distintas regides asiaticas.

Estudos posteriores realizados no Brasil complementam essa perspectiva. No estudo de
Furlan-Murari et al. (2019) demonstraram que populagdes de diferentes reservatérios
brasileiros apresentam alta conectividade e baixa diferenciagdo, sugerindo dispersao
secundaria rapida dentro do continente. Resultados semelhantes foram obtidos por Ludwig
et al. (2020), que identificaram fluxo génico intenso entre bacias, reforgcando que a estrutura
genética do mexilhdo-dourado na América do Sul é amplamente moldada pela mobilidade
de embarcacbes e pela conectividade hidroldgica. Esses estudos explicam por que, mesmo
apo6s mais de 25 anos da chegada de L. fortunei ao Rio da Prata, ndo ha sinais de
isolamento geografico ou divergéncia continental entre os haplétipos do gene COI.

Embora os valores de diversidade sejam muito semelhantes entre os dois estudos (Tabela
2), a principal diferenga observada foi 0 numero absoluto de haplétipos, que quase dobrou
(61 no presente estudo contra 32). Tal diferenca pode ser explicada pela inclusdo de novas
sequéncias depositadas apdés 2013. Apesar disso, 0 padrdo macroevolutivo permanece
essencialmente 0 mesmo: uma elevada diversidade haplotipica com baixa diversidade
nucleotidica, tipica de invasbes recentes sustentadas por multiplas introducdes

independentes.

Tabela 2. Comparacado com Ghabooli et al (2013) em relagao aos valores de diversidade genética

Parametro Presente estudo Ghabooli et al., 2013
n (sequéncias) 165 164
Tamanho do fragmento (pb) 509 510
H (N° de haplétipos) 61 32
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Hd (diversidade haplotipica) 0,953 + 0,010 0,952

 (diversidade nucleotidica) 0,048 0,048
S (numero de sitios 113 110
segregantes)

Fonte: Autoria prépria

A rede de haplétipos (Figura 4) revelou que as amostras sul-americanas analisadas foram
alocadas predominantemente dentro de linhagens presentes no Leste Asiatico, reproduzindo
fielmente o padrao relatado por Ghabooli et al. (2013) e confirmando que as populagdes
invasoras derivam principalmente de regides como o norte da China e a Coreia. Dois
haplétipos centrais (Hap_7 e Hap_36) surgiram como variantes ancestrais compartilhadas
entre individuos asiaticos, brasileiros e argentinos. Esses haplétipos desempenham um
papel equivalente aos haplétipos centrais descritos por Ghabooli (Lfm02, Lfm07 e Lfm36),
dos quais derivam a maior parte dos demais haplétipos encontrados na América do Sul. O
fato de ambos aparecerem em individuos de diferentes continentes evidencia que a
colonizagao sul-americana nao foi causada por um Unico evento fundador, mas sim por pelo
menos duas introdugdes distintas de linhagens asiaticas, possivelmente associadas a
diferentes episddios de transporte maritimo e descarga de agua de lastro, uma conclusao
idéntica a de Ghabooli et al. (2013).

Figura 4. Rede haplotipica construida a partir das 165 sequéncias do L. fortunei
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Fonte: Autoria prépria

A arvore completa com todas as sequéncias (Figura 5) apresenta trés agrupamentos visuais
representados pelos clados em amarelo, azul e laranja. Nesses agrupamentos, apenas os
cédigos das sequéncias sul-americanas estdo identificados, enquanto os ramos nao
identificados representam as sequéncias de continente asiatico. A primeira vista, os clados
coloridos poderiam sugerir a existéncia de trés linhagens evolutivamente distintas. Contudo,
somente o clado amarelo apresenta suporte estatistico robusto (PP > 0,95). Os clados azul
e laranja exibem valores de posterioridade muito baixos, o que inviabiliza qualquer
interpretacao biogeografica sélida baseada neles. Portanto, o aparente agrupamento nao
reflete trés invasdes independentes, mas sim limitagbes inerentes a resolugao filogenética

do gene COlI para eventos de divergéncia recentes.

Figura 5. Arvore das sequéncias do gene COl de L. fortunei construida por inferéncia bayesiana
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Fonte: Autoria prépria

Apesar da presenca de trés agrupamentos visuais na arvore (representados pelas cores
amarelo, azul e laranja), nenhum desses grupos corresponde a um clado composto
exclusivamente por haplétipos sul-americanos. Em todos os casos, as sequéncias da
América do Sul aparecem intercaladas entre haplétipos asiaticos, o que impede a
identificacdo de linhagens continentais distintas. Mesmo o agrupamento com maior suporte
(PP > 0,99) inclui haplétipos de origem asiatica, mostrando que esse suporte elevado nao

reflete um processo de diversificacdo local, mas sim relagdes curtas entre haplétipos com
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baixa divergéncia geral. Esse resultado é idéntico ao reportado por Ghabooli et al. (2013),
que também nao recuperaram clados exclusivos da América do Sul ao analisar COIl. A
auséncia de agrupamentos exclusivos reforga que as populagdes sul-americanas derivam
de multiplas introducdes asiaticas recentes e permanecem geneticamente misturadas com
seus haplétipos de origem, sem tempo evolutivo suficiente para formar linhagens
diferenciadas detectaveis pelo marcador COIl. A interpretacao correta dos clados indica que
o clado amarelo representa haplétipos sul-americanos derivados, resultado de diversificacdo
pos-introducéo; o clado azul corresponde a uma mistura instavel de haplétipos asiaticos e
sul-americanos com suporte insuficiente para representar uma linhagem evolutiva distinta; e
o clado laranja reune haplétipos asiaticos profundamente divergentes, refletindo apenas a
alta diversidade nativa do Leste Asiatico, também descrita por Ghabooli et al. (2013). Assim,
apesar da aparéncia visual, ndo ha suporte estatistico ou filogenético consistente para a
hipotese de uma terceira invasao.

Um fator adicional que limita a capacidade de inferir o histérico invasivo com maior precisao
€ o forte desequilibrio amostral presente no conjunto analisado: apenas 17 das 165
sequéncias (cerca de 10%) correspondem a amostras da América do Sul, enquanto o
restante provém de coletas asiaticas. Esse viés reduz drasticamente a densidade de
representacao dos haplotipos sul-americanos nas analises, podendo tanto obscurecer
relagbes internas quanto criar artefatos filogenéticos decorrentes da baixa diversidade
amostral continental. A elevada divergéncia observada entre alguns haplétipos exclusivos da
América do Sul pode ser consequéncia tanto de diversificacdo local quanto de uma
amostragem insuficiente que impede a identificacdo das variantes intermediarias. Assim,
embora os padrdoes gerais indiquem multiplas introdugdes, a forca da evidéncia em favor
dessa hipotese € mais limitada neste estudo do que no original, devido a discrepancia na
representatividade geografica das sequéncias disponiveis.

Ao integrar os resultados deste estudo com o histérico documentado da invaséo, é possivel
observar uma correspondéncia direta entre os padrées moleculares e a trajetoria geografica
de expansédo do mexilhao-dourado nas ultimas décadas. O primeiro registro confirmado na
América do Sul ocorreu entre 1991 e 1998 na Argentina, e a espécie avangou rapidamente
pelos sistemas Paraguai—Parana—Uruguai até atingir o Brasil. A presenca de haplétipos
argentinos e brasileiros misturados tanto na rede quanto na filogenia, especialmente aqueles
relacionados a Hap_7 e Hap_36, confirma que ambos os paises compartilham as mesmas
linhagens fundadoras. A elevada conectividade haplotipica entre amostras dos dois paises €
consistente com a dispersao ascendente rio acima e com a auséncia de barreiras genéticas
significativas apdés a introdugio inicial. Esse padrao reforca o cenario de multiplas

introdugdes asiaticas seguido de rapida expansao demografica e geografica.
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Em sintese, os resultados obtidos neste estudo reforcam e ampliam as conclusbes de
Ghabooli et al. (2013): a invasao sul-americana de L. fortunei foi sustentada por multiplas
introducdes independentes originadas na Asia, resultando em uma diversidade genética
elevada e em uma rede haplotipica de padrao estelar. A filogenia completa nao fornece
suporte para a hipétese de uma terceira introdugdo e confirma que o conjunto atual de
haplétipos sul-americanos deriva de duas principais linhagens fundadoras asiaticas,

representadas aqui por Hap_7 e Hap_36.

4.3. DEFINIGAO DOS PRIMERS E TESTES IN VITRO
4.3.1. RESULTADOS DA EXTRAGCAO DE DNA
Os métodos de extragdo de DNA avaliados — Aljanabi & Martinez (1997) (Protocolo A) e
Lopera-Barrero et al. (2018) (Protocolo B) — apresentaram diferengas expressivas tanto no
rendimento quanto nos parametros de pureza, conforme mostrado na Tabela 3. No Protocolo
A, as amostras obtiveram concentragées de 304 ng/uL (A.1) e 170 ng/uL (A.2), com razdes
260/280 de 1,99 a 2,18 e razdes 260/230 de 1,66 a 1,82. Esses valores situam-se préximos
ao intervalo considerado ideal para DNA gendmico, indicando baixa presenca de proteinas,
fenadis, polissacarideos ou sais residuais. No Protocolo B, as concentragbes atingiram 417
ng/uL (B.1) e 137 ng/uL (B.2); entretanto, as razées 260/280 (1,54—1,73) e, principalmente,
260/230 (0,54-0,66) foram inferiores ao recomendado, sugerindo maior contaminacao por

compostos organicos e inibidores comuns em tecidos de moluscos filtradores.

Tabela 3. Medidas do biofotdmetro para o DNA extraido das amostras de mexilhdo-dourado

Protocolos ng/uL 260/280 260/230
Protocolo A.1 304 1,99 1,66
Protocolo A.2 170 2,18 1,82
Protocolo B.1 417 1,54 0,66
Protocolo B.2 137 1,73 0,54

Fonte: Autoria prépria

Embora o Protocolo B tenha produzido a maior concentracao individual, a pureza inferior é
um indicativo relevante, uma vez que contaminantes como polissacarideos, proteinas e
residuos de tampao podem interferir diretamente na eficiéncia de etapas subsequentes,
especialmente na amplificagdo por PCR. Isso é particularmente critico para organismos
como o mexilhdo-dourado, cujo tecido frequentemente incorpora substancias que dificultam

a remocao completa de impurezas. Ja o Protocolo A, apresentou melhor equilibrio entre
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rendimento e pureza, o que é consistente com descricdes da literatura apontando sua
eficiéncia na remocéao de proteinas e compostos interferentes em organismos com alto teor
de biomoléculas complexas. Apesar da variacdo de concentracdo entre as amostras, todos
os valores obtidos pelo Protocolo A indicam ser suficientes para analises moleculares, uma

vez que a PCR requer quantidades relativamente pequenas de DNA.

4.3.2. ANALISE DOS PRIMERS SELECIONADOS
A analise dos primers desenhados para amplificagdo do gene COIl de Limnoperna fortunei
gerou dois pares distintos que podem ser visualizados na Tabela 4: um par de minibarcode e
um par de barcode padrao, cuja eficiéncia potencial foi avaliada com base nos parametros
termodindmicos e estruturais fornecidos pelo Primer3Plus. Esses parametros sao
amplamente utilizados na literatura como indicadores de especificidade, estabilidade

estrutural e eficiéncia da amplificacao (Untergasser et al., 2012; Koressaar; Remm, 2007).

Tabela 4. Primers definidos para identificagdo especifica do mexilhdo-dourado

Primer para Minibarcode

Nome Primer Tamanho Tm Gene Amplicon
LF_COl_F1 [|ACCCCAGCAGTTGACATAGC 20bp 60 COl 125
LF_COIl_R1 |AAACGCTCACCACGCATTTC 20bp 60 COl 125

Primer para Barcode

Nome Primer Tamanho Tm Gene Amplicon
LF_COl F2 |TAACTGGGTTTTGGGCTGGG 20bp 60,2 COl 675
LF_COl_R2 |ACACGTACACCTCTGGATGC 20bp 59,8 COl 675

Fonte: Autoria prépria

Ambos os pares apresentaram valores de Tm muito préoximos de 60 °C. Esse intervalo é
considerado ideal para reacbes de PCR padrao, pois favorece o pareamento especifico
entre primers e molde (Dieffenbach; Lowe; Dveksler, 1995). Segundo Untergasser et al.
(2012), Tm semelhantes entre os primers forward e reverse reduzem a formacao de dimeros
€ minimizam o risco de anelamento assimétrico. Assim, todos os primers atenderam ao
critério recomendado, reforcando a adequacéao dos pares para amplificacdo consistente.
O conteudo GC situou-se entre 50-55%, faixa amplamente recomendada para garantir
estabilidade moderada da dupla-hélice sem comprometer a eficiéncia da desnaturacao
(Dieffenbach; Lowe; Dveksler, 1995). Regides com GC acima de 60% tendem a formar
estruturas secundarias estaveis, enquanto valores muito baixos (>30%) prejudicam a
hibridizagao. Logo, os valores aqui obtidos sao altamente satisfatérios para PCR.
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Todos os primers apresentaram Any = 0,0 e HP = 0,0, indicando auséncia de
complementaridade interna e inexisténcia de estruturas secundarias previstas. De acordo
com Koressaar e Remm (2007), valores baixos ou nulos reduzem o risco de formagao de
dimeros e hairpins, os quais comprometem a eficiéncia e a especificidade da reacao. Esses
resultados mostram que os primers possuem excelente conformacgao linear, favorecendo a
amplificacao.

A estabilidade térmica na extremidade 3’ é considerada um dos parametros mais criticos na
avaliacdo de primers, pois o 3' € o ponto de extensdo da DNA polimerase. Valores
excessivamente altos (>6 kcal/mol) favorecem a formagdo de dimeros 3’-3' e annealing
inespecifico, enquanto valores muito baixos podem prejudicar a estabilidade do pareamento
(SantalLucia, 1998).

Os valores obtidos foram: Minibarcode: 3,0 (F) e 2,2 (R); Barcode: 4,5 (F) e 3,9 (R).

Todos se mantiveram na faixa recomendada (2-5 kcal/mol), indicando estabilidade
adequada. Contudo, observa-se que os primers do barcode apresentam 3’-stab ligeiramente
superiores, sugerindo maior tendéncia a formar pares estaveis, o que pode aumentar
levemente o risco de dimeros quando comparados ao minibarcode. Mesmo assim,
permanecem dentro do limite aceitavel.

O valor de Penalty sintetiza todos os parametros acima, indicando quao préximo o primer
esta das condigbes ideais definidas no algoritmo (Untergasser et al., 2012). Valores mais
baixos representam maior qualidade. Os valores encontrados foram: Minibarcode: 0.035 (F)
e 0.040 (R); Barcode: 0.179 (F) e 0.247 (R).

Os primers minibarcode apresentaram valores substancialmente menores, refletindo maior
conformidade com as condigdes 6timas. Isso sugere que esse par possui maior eficiéncia
potencial e maior confiabilidade termodinamica quando comparado ao par barcode padrao.
Diversos estudos atestam a robustez do Primer3 e suas ferramentas derivadas, como o
Primer3Plus. O software é amplamente utilizado em estudos de biologia molecular,
apresentando elevada taxa de acerto na predi¢cdo de primers funcionais (Untergasser et al.,
2012; Koressaar; Remm, 2007; Davis et al., 2013). Esses trabalhos demonstram que os
parametros utilizados incluindo Tm, conteido GC, complementaridade interna e estabilidade
do 3’ correlacionam-se diretamente com o desempenho experimental. Assim, os resultados
obtidos aqui podem ser considerados confidveis e indicativos de que ambos os pares
possuem alto potencial de eficiéncia em PCR.

A andlise integrada dos parametros demonstra que ambos os pares de primers possuem
caracteristicas adequadas para uso em PCR, porém o par minibarcode apresenta qualidade
superior devido ao menor score de Penalty, menor estabilidade 3' e maior conformidade com
a configuracao ideal do algoritmo. Em aplicagdes que demandam elevada especificidade,

quantidades reduzidas de DNA ou amostras degradadas,comuns em DNA ambiental. O
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minibarcode tende a ser mais eficiente, como ja discutido em estudos que mostram melhor
desempenho de regides curtas de COI em amostras de baixa qualidade (Hajibabaei et al.,
2006).

Em complemento as analises dos parametros obtidos no Primer3Plus, os primers foram
comparados tanto com as sequéncias originais de L. fortunei quanto com sequéncias de L.
curta, espécie mais filogeneticamente proxima. No alinhamento com as 165 sequéncias de
L. fortunei, o primer forward do minibarcode apresentou compatibilidade total com 118
sequéncias, enquanto as demais exibiram até trés nucleotideos divergentes. Dessas
diferencas de nucleotideo, uma delas ocorreu proxima a extremidade 3', envolvendo uma
variagdo A/G; entretanto, a base adotada no primer (A) representa 141 das sequéncias
avaliadas, reduzindo a probabilidade de um mismatch critico nessa regido. Essa
caracteristica é relevante, uma vez que mismatches préoximos ao 3' sdo reconhecidamente
0s mais prejudiciais a eficiéncia de amplificacdo, podendo até impedir a extensdo da DNA
polimerase (KWOK et al.,, 1990; STADHOUDERS et al., 2010). Para o primer reverse do
minibarcode, observou-se compatibilidade total com 123 sequéncias e divergéncias de no
maximo dois nucleotideos, nenhuma delas na extremidade 3'. Para os primers do barcode,
ambos apresentaram compatibilidade total com todas as sequéncias utilizadas para gerar o
consenso.

Nos alinhamentos com L. curta, verificou-se um numero de diferenciacdes esperadas. Para
0 minibarcode, os primers forward e reverse apresentaram diferencas de 11 pb e 4 pb,
respectivamente; para o barcode, observaram-se 10 pb e 2 pb de diferenca. Em ambos os
primers forward, multiplas divergéncias localizaram-se proximas a regidao 3', reforcando a
especificidade dos oligos para L. fortunei e a baixa probabilidade de amplificagdo cruzada,
uma vez que mais de um mismatch na extremidade 3' reduz drasticamente a formagao do
produto. Esses resultados indicam que os primers projetados apresentam alta
compatibilidade intraespecifica e boa capacidade discriminatéria em relacdo a espécie mais
proxima. Por fim, um BLAST realizado no NCBI indicou que os primers identificavam 100%

para L. fortunei e nenhum outro Mytilidae foi identificado.

4.3.3. RESULTADO DA PCR

A tentativa de amplificacdo utilizando o protocolo classico de Folmer et al. (1994) nao
resultou em produto especifico para nenhuma das amostras testadas com nenhum dos dois
pares de primers desenvolvidos neste estudo, mesmo apds realizagdo de gradiente de
temperatura de anelamento. A amplificagdo do gene mitocondrial COl por PCR
convencional, utilizando os primers desenvolvidos neste estudo, ndo apresentou sucesso

em nenhuma das condi¢des testadas, até o momento. Foram avaliadas duas concentracdes
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distintas de DNA template (20 ng/uL e 5 ng/uL) e um gradiente amplo de temperaturas de
anelamento (40-60 °C), porém nenhum dos ensaios resultou em produto amplificado
detectavel. O insucesso sistematico, mesmo em condi¢cdes permissivas, sugere que a falha
nao esta relacionada apenas ao ajuste de parametros da reacdo, mas a limitagbes mais
fundamentais associadas ao desenho dos primers, a qualidade e integridade do DNA alvo e
a propria variabilidade genética da espécie.

A literatura sobre L. fortunei demonstra que a amplificacao bem-sucedida do COIl depende
fortemente de primers desenhados e validados empiricamente em diferentes populagdes.
Pie et al. (2006) desenvolveram primers especificos capazes de detectar até mesmo uma
Unica larva em amostras de plancton, evidenciando alta sensibilidade e especificidade. De
modo semelhante, Endo, Yokoyama e Kobayashi (2009) criaram um protocolo de qPCR
para quantificacdo de larvas utilizando também o gene COI, obtendo amplificacdo
consistente e auséncia de produtos inespecificos. Esses trabalhos indicam que a eficiéncia
depende de sequéncias de referéncia abrangentes e representativas da diversidade
genética do invasor.

No presente estudo, apesar de os primers apresentarem caracteristicas fisico-quimicas
adequadas segundo analises computacionais (Tm equilibrado, proporgdo GC moderada e
auséncia de estruturas secundarias severas), é provavel que a auséncia de amplificagdo
esteja relacionada a incompatibilidade entre os primers desenvolvidos e variantes reais do
gene COIl presentes nas populagbes analisadas. Embora os primers tenham sido
desenhados a partir de sequéncias depositadas em bancos de dados publicos, essas
sequéncias nem sempre representam adequadamente a diversidade genética
intraespecifica da espécie, especialmente em populagdes invasoras submetidas a multiplos
eventos de introdugdo e expansao. Polimorfismos nucleotidicos nas regides de anelamento
dos primers, particularmente préximos a extremidade 3’, podem comprometer o pareamento
primer-molde e reduzir significativamente a eficiéncia da PCR, mesmo quando o alvo
molecular esta presente no DNA extraido. Assim, a variabilidade genética intraespecifica do
gene COIl pode ter contribuido para a falha de amplificacdo observada, reforgando a
necessidade de considerar multiplos haplétipos e sequéncias representativas no desenho de
primers para estudos de deteccdo molecular.. Estudos posteriores reforcam essa
variabilidade: Endo, Yokoyama e Kobayashi (2009), ao desenvolverem primers para qPCR,
destacaram a necessidade de alinhar multiplas sequéncias de COI para evitar precisamente
esse tipo de incompatibilidade. De forma mais recente, Ito e Shibaike (2021), trabalhando
com eDNA, demonstraram que pequenas diferengas nucleotidicas entre haplétipos podem
afetar de modo significativo a eficiéncia de deteccao, especialmente quando os primers nao
sao validados em populacdes locais. Assim, a auséncia completa de amplificacdo em todas

as condicdes experimentais observada neste estudo &€ compativel com o cenario de
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mismatches criticos, especialmente na extremidade 3’, que impedem a extensao pela Taq
polimerase.

Outro fator importante, em relagcdo aos primers da regido barcode diz respeito ao
comprimento do fragmento selecionado (~675 pb), sensivelmente maior que os fragmentos
utilizados em protocolos bem-sucedidos para a espécie, que geralmente variam entre
100-300 pb (PIE et al., 2006; ENDO; YOKOYAMA; KOBAYASHI, 2009). Fragmentos longos
sao mais sensiveis a degradacao natural do DNA, especialmente em amostras ambientais
ou de plancton. Caso o DNA esteja fragmentado, a probabilidade de moléculas intactas
suficientemente longas para suportar a amplificagcdo completa diminui substancialmente.
Além disso, as amostras podem conter inibidores da PCR, como polissacarideos, compostos
fendlicos, mucinas ou residuos de reagentes de extragado, frequentemente encontrados em
tecidos de bivalves e em plancton. Mesmo concentragcbes aparentemente adequadas de
DNA total podem mascarar uma baixa proporcdo de DNA mitocondrial efetivamente
amplificavel. Protocolos como os de Pie et al. (2006) e Endo, Yokoyama e Kobayashi (2009),
em contraste, foram otimizados especificamente para DNA de alta integridade extraido de
larvas ou tecidos, o que reduz significativamente esse tipo de interferéncia.

No contexto deste estudo, é relevante considerar que a maioria das sequéncias disponiveis
em bancos de dados publicos para L. fortunei € de origem asiatica, enquanto as amostras
analisadas nesta pesquisa sao provenientes do Brasil. Essa discrepancia geografica pode
ter influenciado a selecdo da regido-alvo durante o desenho dos primers, uma vez que
populagdes introduzidas frequentemente apresentam padrdes préprios de variagdo genética
em comparagido as populagdes nativas. Diversos estudos apontam que populacoes
invasoras podem sofrer gargalos genéticos, efeitos de fundador e processos de selegao
local, resultando em diferencas nas frequéncias haplotipicas e até mesmo em mutagoes
especificas de determinadas regides invadidas (FICETOLA et al., 2008). No caso de L.
fortunei, analises filogeograficas demonstram clara diferenciagao entre haplétipos asiaticos e
aqueles que se estabeleceram na América do Sul, sugerindo que a diversidade genética
presente nas populagdes brasileiras representa apenas um subconjunto da variabilidade
encontrada nas regides de origem (GHABOOLI et al., 2013).

Dessa forma, ao utilizar majoritariamente sequéncias asiaticas para o alinhamento inicial e
selecdo de regides conservadas, existe o risco de que os primers projetados apresentem
menor compatibilidade com haploétipos brasileiros, especialmente se mutagdes especificas
tiverem se fixado apds o processo de invasao, e como pode ser visualizado na figura 4 e nos
estudos de Ghabooli et al (2013), a existéncia de haplétipos exclusivos da Ameérica do Sul ja
esta estabelecido. Portanto, a predominancia de sequéncias asiaticas no banco de dados
pode ter direcionado o algoritmo de design a regides conservadas que nao correspondem

perfeitamente as variantes brasileiras, trazendo potenciais implicagdes para o desempenho
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dos primers. Isso refor¢a a importancia de incorporar sequéncias locais ou regionais sempre
que possivel, a fim de garantir a representatividade da diversidade genética da populagao
alvo.

A comparagado com estudos recentes reforca essa interpretacdo. Ito e Shibaike (2021), ao
utilizarem eDNA para detectar L. fortunei em ambientes naturais, observaram que apenas
primers ja validados em populagdes reais foram capazes de produzir resultados
consistentes. A necessidade de abranger a diversidade genética do invasor, incluindo
diferentes haplétipos e linhagens geograficas, € destacada por multiplos autores e se aplica
diretamente ao caso analisado.

Dessa forma, os resultados demonstram que a auséncia de amplificagdo observada neste
estudo pode decorrer principalmente de:

(i) incompatibilidade entre os primers e a diversidade genética real do COl;

(ii) escolha de um fragmento longo, pouco tolerante a degradacéao;

(iii) possivel presenca de inibidores ou baixa propor¢gédo de DNA-alvo;

(iv) falta de validagao empirica dos primers antes da aplicacdo em amostras ambientais.
Essas limitagbes indicam que futuras etapas devem priorizar regides conservadas,
fragmentos curtos (minibarcodes), inclusdo de maior diversidade de sequéncias no
alinhamento referéncia e testes preliminares com DNA de populagdes locais. Essa
abordagem esta alinhada as praticas recomendadas por Pie et al. (2006), Endo, Yokoyama
e Kobayashi (2009) e Ito e Shibaike (2021), que obtiveram resultados positivos utilizando
primers validados e alvos curtos e robustos, compativeis com a realidade bioldgica e

genética do mexilhao-dourado.

5. CONCLUSAO

O desenvolvimento de primers eficientes para a amplificacdo do gene mitocondrial COl de L.
fortunei depende de maneira direta da qualidade e abrangéncia das informacgdes genéticas
utilizadas como base. A disponibilidade crescente de sequéncias em bancos publicos, como
GenBank e BOLD, possibilita que pesquisadores explorem a diversidade intraespecifica e
identifiquem regides mais conservadas e adequadas ao desenho de primers. Esses bancos
de dados sdo essenciais para espécies invasoras como L. fortunei, cuja estrutura genética
pode variar significativamente entre populagdes nativas asiaticas e populagdes introduzidas
na América do Sul. A representatividade das sequéncias depositadas influencia a robustez
do alinhamento inicial e, consequentemente, a precisdo na escolha da regido-alvo, o que

refor¢ca a necessidade de atengéo ao contexto geografico das sequéncias utilizadas.
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Nesse sentido, as ferramentas de bioinformatica gratuitas e amplamente validadas
desempenham papel fundamental. Softwares como Primer3Plus, MEGA, Ugene e outros
auxiliam no processamento de grandes volumes de dados, identificando regides
conservadas, avaliando parametros termoquimicos e prevendo estruturas secundarias que
poderiam comprometer a amplificagdo. O uso dessas ferramentas democratiza o acesso a
analise molecular, permite a reprodutibilidade dos métodos e garante que o desenho inicial
dos primers siga critérios objetivos de qualidade, como equilibrio de Tm, auséncia de
complementaridade interna e tamanho adequado do fragmento amplificado. Para estudos
envolvendo eDNA, organismos invasores ou amostras ambientalmente degradadas, esses
recursos se tornam ainda mais valiosos ao possibilitar a criagdo de minibarcodes ou
fragmentos curtos, mais tolerantes a fragmentagao natural do material genético.

Apesar dessas vantagens, o presente estudo evidencia de forma clara que nenhuma
abordagem exclusivamente in silico é suficiente para garantir o sucesso da amplificacdo. O
desempenho real dos primers depende, em ultima instancia, de sua interagdo com o DNA
alvo nas condicbes experimentais especificas do laboratério. Mismatches em regides
criticas, degradacdo do DNA, presenca de inibidores e particularidades genéticas das
populacdes analisadas sao fatores que ndo podem ser plenamente antecipados apenas por
predicdes computacionais. Assim, os testes in vitro continuam sendo a etapa decisiva para
validar ou descartar primers projetados, confirmando se eles sao de fato compativeis com o
material biolégico e com o contexto ecoldgico das amostras estudadas.

Portanto, conclui-se que o uso integrado de bancos de dados genéticos abrangentes e
ferramentas de bioinformatica confiaveis constitui a base necessaria para o desenho
racional de primers para o gene COIl de L. fortunei, especialmente em estudos que visam a
deteccdo molecular da espécie em ambientes naturais. No entanto, a etapa experimental
permanece indispensavel para confirmar a adequagao dos primers as populagbes-alvo e as
condicbes reais de analise. O equilibrio entre rigor computacional e validagdo empirica
representa, assim, a estratégia mais eficaz para garantir sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade em estudos de diagnéstico molecular envolvendo o mexilhdo-dourado.
Como perspectivas para estudos futuros, recomenda-se a realizagdo de novas testagens
experimentais dos primers desenvolvidos, incorporando ajustes metodolégicos que possam
aumentar a eficiéncia de amplificagdo, como a utilizacdo preferencial de DNA extraido do
musculo adutor, a aplicacdo de etapas adicionais de purificagdo e a avaliacdo de diferentes
concentracdes de DNA template e aditivos neutralizadores de inibidores. Adicionalmente, o
redesenho dos primers pode ser considerado, e se for o caso, deve priorizar o uso de
sequéncias do gene COIl provenientes de populagdes sul-americanas de Limnoperna
fortunei, uma vez que estas refletem de forma mais adequada a variabilidade genética das

populagdes atualmente estabelecidas na regidao de interesse. Paralelamente, a inclusao
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deliberada de sequéncias de espécies filogeneticamente proximas da familia Mytilidae nos
alinhamentos iniciais pode contribuir para a identificagdo de regides diagndsticas exclusivas
do mexilhdo-dourado, aumentando a especificidade dos primers e reduzindo o risco de
amplificacdo cruzada com taxons relacionados. A adogao de estratégias complementares,
como o desenvolvimento de primers degenerados ou o direcionamento para regides
alternativas do genoma mitocondrial, também se apresenta como uma abordagem
promissora para aprimorar a sensibilidade e a robustez da detecgcdo molecular dessa
espécie invasora. Dessa forma, a continuidade do trabalho podera contribuir para o
fortalecimento de ferramentas moleculares aplicadas ao monitoramento e ao controle de L.

fortunei em ambientes aquaticos.
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APENDICE A

Tabela 5. Codigos de acesso da familia Mytilidae

Espécie

Anadara kagoshimensis
Anadara kagoshimensis
Anadara kagoshimensis
Arcuatula senhousia
Arcuatula senhousia
Arcuatula senhousia
Bathymodiolus aduloides
Bathymodiolus aduloides
Bathymodiolus aduloides
Bathymodiolus azoricus
Bathymodiolus azoricus
Bathymodiolus azoricus
Bathymodiolus brooksi
Bathymodiolus brooksi
Bathymodiolus brooksi
Bathymodiolus childressi
Bathymodiolus childressi
Bathymodiolus childressi
Bathymodiolus japonicus
Bathymodiolus japonicus
Bathymodiolus japonicus
Bathymodiolus manusensis
Bathymodiolus manusensis
Bathymodiolus manusensis
Bathymodiolus marisindicus
Bathymodiolus marisindicus
Bathymodiolus marisindicus
Bathymodiolus platifrons
Bathymodiolus platifrons
Bathymodiolus platifrons
Bathymodiolus puteoserpentis

Bathymodiolus puteoserpentis

Bathymodiolus puteoserpentis

Cédigo: Genbank

KF417435

KJ490940

ON640736
GQ480311.1
KY081302.1
PP887802.1
AB597557.1
HF545118.1

MK591263.1
AY649795.1
MK591272.1
HF545110.1
AY649798.1
KX159834.1

0X406677.1
0X406664.1

KU975035.1
HF545108.1
MN106257.1
KU597590.1
GU966637.1
MW959740.1
MW959742.1
AB170043.1
KJ174328.1
KR003177.1
AB250695.1
AY649796.1
HF545102.1
JQ844834.1

Cédigo: BOLD system

SSE0416-16

OKEX070-20

SSE0428-16
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Bathymodiolus securiformis
Bathymodiolus securiformis
Bathymodiolus securiformis
Bathymodiolus septemdierum
Bathymodiolus septemdierum
Bathymodiolus septemdierum
Bathymodiolus sp. 5 South
Bathymodiolus sp. 5 South
Bathymodiolus sp. 5 South
Bathymodiolus thermophilus
Bathymodiolus thermophilus
Bathymodiolus thermophilus
Brachidontes exustus
Brachidontes exustus
Brachidontes exustus
Brachidontes mutabilis
Brachidontes mutabilis
Brachidontes mutabilis
Crenomytilus grayanus
Crenomytilus grayanus
Crenomytilus grayanus
Geukensia demissa
Geukensia demissa
Geukensia demissa
Gigantidas haimaensis
Gigantidas haimaensis
Gigantidas haimaensis
Gigantidas vrijenhoeki
Gigantidas vrijenhoeki
Gigantidas vrijenhoeki
Lithophaga curta
Lithophaga curta
Magallana gigas
Magallana gigas
Magallana gigas

Modiolus brasiliensis

AB170051.1
AB170049.1
HF545109.1
MW959746.1
0OP879819.1
KP879540.1
JQ844815.1
JQ844788.1
LT674165.1
AF456282.1
MN986847.1
JN978610.1
MHO012212.1
KY454044.1
KY454042.1
KY081292.1
KY081293.1
GQ480306.1
MN119672.1
MN119655.1
KM197988.1
KU906097.1
MT192779.1
MHO012213.1
MW408175.1
MW408176.1
MW408176.1
MN136491.1
MN136500.1
MN136501.1
MK721546.1
AB076944.1
KT317438
KX436127
KF643604
JQ685161.1
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Modiolus brasiliensis
Modiolus brasiliensis
Modiolus comptus
Modiolus comptus
Modiolus comptus
Modiolus kurilensis
Modiolus kurilensis
Modiolus kurilensis
Modiolus modiolus
Modiolus modiolus
Modiolus modiolus
Modiolus nipponicus
Modiolus nipponicus

Modiolus nipponicus

Modiolus philippinarum

Mytilaster solisianus
Mytilaster solisianus
Mytilaster solisianus
Mytilisepta keenae
Mytilisepta keenae
Mytilisepta keenae
Mytilisepta virgata
Mytilisepta virgata
Mytilisepta virgata
Mytilus californianus
Mytilus californianus
Mytilus californianus
Mytilus chilensis
Mytilus chilensis
Mytilus chilensis
Mytilus coruscus
Mytilus coruscus
Mytilus coruscus
Mytilus edulis
Mytilus edulis
Mytilus edulis

EU917198.1
JQ685160.1
GQ480313.1

KP243074.1

MZ580928.1
HM884246.1

AB076912.1

NC_044130.1
MN608230.1
KT318253.1
KT318256.1
KT318258.1
MN728367.1
MN728368.1
MN728366.1
MG203951.1
MN728370.1
AB076941.1
MG431257.1
KF931718.1
GQ902184.1
KR066654.1
KR066657.1
MZ152219.1
GQ480288.1
KM197996.1
KC139309.1
KF643396.1

GBAAZ19342-24
QWEAS063-15
QWEAS1372-15

QWEAS1369-15

CAISN335-12

SSE0461-16

DESS018-20
DESS017-20
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Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis
Mytilus trossulus
Mytilus trossulus
Mytilus trossulus
Perna canaliculus
Perna canaliculus
Perna canaliculus
Perna perna
Perna perna
Perna perna
Perna viridis
Perna viridis
Perna viridis
Perumytilus purpuratus
Perumytilus purpuratus
Perumytilus purpuratus
Semimytilus algosus
Semimytilus algosus
Semimytilus algosus
Xenostrobus securis
Xenostrobus securis

Xenostrobus securis

MT920150.1
KC819197.1
KU201434.1
OR590512.1
MT736683.1
MF544912.1
HG005373.1
GU324171.1
DQ917607.1
KU743163.1
KC692004.1
0K559744.1
PP702447.1
DQ343590.1

KC844421.1

KC844415.1

KC844421.1

JF301890.1

JF301896.1

JF301889.1

KC509725.1
MW293749.1
KX859952.1

GBAAZ29442-24
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APENDICE B

Tabela 6. Codigos de acesso do Limnoperna fortunei

Espécie

Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei

Limnoperna fortunei

Cddigo: Genbank

0Q592436
0Q592433
0Q592426
0Q592411
0Q592421
0Q592432
0Q592443
0Q592425
0Q592413
0Q592412
0Q592451
0Q592468
0Q592454
0Q592445
0Q592470
0Q592458
0Q592437
0Q592462
0Q592427
0Q592423
0Q592455
0Q592463
0Q592452
0Q592456
0Q592453
0Q592460

0Q592471

Codigo: BOLD system

GBCIN6230-23

GBCIN6231-23

GBCIN6232-23

GBCIN6233-23

GBCIN6234-23

GBCIN6235-23

GBCIN6236-23

GBCIN6237-23

GBCIN6238-23

GBCIN6239-23

GBCIN6240-23

GBCIN6241-23

GBCIN6242-23

GBCIN6243-23

GBCIN6244-23

GBCIN6245-23

GBCIN6246-23

GBCIN6247-23

GBCIN6248-23

GBCIN6249-23

GBCIN6250-23

GBCIN6251-23

GBCIN6252-23

GBCIN6253-23

GBCIN6254-23

GBCIN6255-23

GBCIN6256-23
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Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei

Limnoperna fortunei

0Q592415
0Q592464
0Q592406
0Q592440
0Q592430
0Q592424
0Q592431
0Q592469
0Q592400
0Q592409
0Q592446
0Q592473
0Q592417
0Q592428
0Q592416
0Q592429
0Q592475
0Q592474
0Q592402
0Q592465
0Q592457
0Q592448
0Q592459
0Q592405
0Q592438
0Q592447
0Q592449
0Q592407
0Q592442

0Q592401

GBCIN6257-23

GBCIN6258-23

GBCIN6259-23

GBCIN6260-23

GBCIN6261-23

GBCIN6262-23

GBCIN6263-23

GBCIN6264-23

GBCIN6265-23

GBCIN6266-23

GBCIN6267-23

GBCIN6268-23

GBCIN6269-23

GBCIN6270-23

GBCIN6271-23

GBCIN6272-23

GBCIN6273-23

GBCIN6274-23

GBCIN6275-23

GBCIN6276-23

GBCIN6277-23

GBCIN6278-23

GBCIN6279-23

GBCIN6280-23

GBCIN6281-23

GBCIN6282-23

GBCIN6283-23

GBCIN6284-23

GBCIN6285-23

GBCIN6286-23
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Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei

Limnoperna fortunei

0Q592472
0Q592461
0Q592444
0Q592419
0Q592408
0Q592435
0Q592420
0Q592418
0Q592414
0Q592422
0Q592441
0Q592410
0Q592467
0Q592403
0Q592434
0Q592466
0Q592404
0Q592439
0Q592450
JX177102
JX177101

JX177100
JX177099
JX177098
JX177097
JX177096
JX177095
JX177094
JX177093

JX177092

GBCIN6287-23

GBCIN6288-23

GBCIN6289-23

GBCIN6290-23

GBCIN6291-23

GBCIN6292-23

GBCIN6293-23

GBCIN6294-23

GBCIN6295-23

GBCIN6296-23

GBCIN6297-23

GBCIN6298-23

GBCIN6299-23

GBCIN6300-23

GBCIN6301-23

GBCIN6302-23

GBCIN6303-23

GBCIN6304-23

GBCIN6305-23

GBMBM1187-13

GBMBM1188-13

GBMBM1189-13

GBMBM1190-13

GBMBM1191-13

GBMBM1192-13

GBMBM1193-13

GBMBM1194-13

GBMBM1195-13

GBMBM1196-13

GBMBM1197-13
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Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei

Limnoperna fortunei

JX177091
JX177090
JX177089
JX177088
JX177087
JX177086
AB828682
AB828681
AB828680
AB828679
AB520627
AB520626
AB520625
AB520624
AB520623
AB520622
AB520621
AB520620
AB520619
AB520618
AB520617
AB520616
AB520615
AB520614
AB520613
AB520612
AB520611
HQ843810
HQ843808

HQ843806

GBMBM1198-13

GBMBM1199-13

GBMBM1200-13

GBMBM1201-13

GBMBM1202-13

GBMBM1203-13

GBMBM1528-13

GBMBM1529-13

GBMBM1530-13

GBMBM1531-13

GBMBM338-13

GBMBM339-13

GBMBM340-13

GBMBM341-13

GBMBM342-13

GBMBM343-13

GBMBM344-13

GBMBM345-13

GBMBM346-13

GBMBM347-13

GBMBM348-13

GBMBM349-13

GBMBM350-13

GBMBM351-13

GBMBM352-13

GBMBM353-13

GBMBM354-13

GBMIN2359-12

GBMIN2360-12

GBMIN2361-12
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Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei

Limnoperna fortunei

HQ843804
HQ843802
HQ843800
HQ843798
HQ843796
HQ843794
HQ843809
HQ843807
HQ843805
HQ843803
HQ843801
HQ843799
HQ843797
HQ843795
KP756905
MT408044
MT408045
MT408046
MT408047
MT299943

MT299944

GBMIN2362-12

GBMIN2363-12

GBMIN2364-12

GBMIN2365-12

GBMIN2366-12

GBMIN2367-12

GBMIN2368-12

GBMIN2369-12

GBMIN2370-12

GBMIN2371-12

GBMIN2372-12

GBMIN2373-12

GBMIN2374-12

GBMIN2375-12

GBMNA9361-19

GBMNE8128-21

GBMNE8129-21

GBMNE8130-21

GBMNE8131-21

GBMNE8132-21

GBMNE8133-21

LITO087-18

LITO088-18

LITO089-18

LITO090-18

0ZIMP022-15

SSEO346-16

SSE0347-16

SSE0348-16

SSEO0356-16
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Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei
Limnoperna fortunei

Limnoperna fortunei

SSE0357-16

SSEO0358-16

SSEO0359-16

SSEO0360-16

SSE0361-16

SSE0362-16

SSE0363-16

SSE0364-16

SSEO0365-16

SSEO0368-16

SSE0369-16

SSEO0370-16

SSE0371-16

SSE0372-16

SSE0373-16

SSE0374-16
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