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Biblioteca de referéncia de DNA barcodes de bivalves (Mollusca: Bivalvia) e

gastropodes (Mollusca: Gastropoda) da costa Portuguesa

Resumo

Os moluscos sdo um dos grupos mais diversos da vida marinha, e apresentam um papel importante nos
sistemas ecologicos e na economia. No presente estudo, o nosso objetivo & contribuir para a
implementacdo de uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes para gastrépodes e bivalves estuarinos
e marinhos da costa Portuguesa. Esta biblioteca de referéncia pode melhorar significativamente o
processo de descoberta de espécies e na monitorizacdo da biodiversidade através da implementacao da
abordagem do DNA barcoding. Os métodos taxonémicos tradicionais tém sido aplicados a identificacdo
de espécies baseando-se unicamente em caracteristicas morfologicas, o que se torna muitas vezes dificil
e demorado. Neste contexto, a aplicacdo do DNA barcodes (isto €, sequéncias do gene da sub-unidade |
do citocromo ¢ oxidase - COI-5P) mostrou ser util na determinacdo de espécies em varios faxa. Este
trabalho iniciou a biblioteca de referéncia para espécies de gastropodes e bivalves, compreendendo um
total de 260 sequéncias de DNA barcodes, incluindo 156 sequéncias COI-5P geradas noutros projetos
do nosso grupo de pesquisa. A este conjunto de dados foram adicionadas 104 sequéncias de COI-5P de
bases de dados publicas (GenBank e BOLD) de espécies taxonomicamente proximas. Os valores médios
das divergéncias intraespecificas, congenéricas e confamiliares obtidas do nosso conjunto de dados
foram 1,24% (0 a 29,8%), 8,91% (0,2 a 37,7%) e 14% (0 a 32,3%), respetivamente. Foram produzidos
pela primeira vez DNA barcodes para cinco espécies (Calliostorna virescens, Cingula trifasciata, Gibbula
delgadensis, Jujubinus pseudogravinae e Mitra cornea) e uma sub-espécie (7ricolia pullus azorica) de
gastrépodes e para uma espécie de bivalve (Gari fervensis). Nos fenogramas construidos pelo método
Neighbor-Joining 86% das espécies, com pelo menos dois espécimes, agruparam congruentemente em
clados monofiléticos e com elevado grau de suporte. As 47 morfoespécies presentes neste estudo foram
atribuidas a 53 BINs, que apos revisao compreenderam, 44 BINs concordantes, 5 BINs discordantes e
4 singletons. O sistema de classificacdo foi aplicado a nossa biblioteca de referéncia, 64% das espécies
apresentaram-se congruentes e concordantes externamente. Este trabalho confirmou a eficacia do ODNVA
barcodes na identificacdo de espécies de bilvalves e gastropodes da costa Portuguesa. Nao obstante,
foram detetadas algumas ambiguidades taxondmicas, assim como divergéncias genéticas consideraveis
em alguns faxa, o que indica a necessidade de futuras revisdes taxondmicas nestes grupos.

Palavras-Chave: DNA barcodes, COI-5P, Bivalves, Gastropodes, Portugal
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Reference library of DNA barcodes of bivalves (Mollusca: Bivalvia) and

gastropos (Mollusca: Gastropoda) from Portuguese coast

Abstract

The molluscs are one of the most diverse groups of the marine life, playing important roles in ecological
systems and the economy. In the present study, we aimed to contribute to the implementation of a
reference library of DNA barcodes for estuarine and marine gastropods and bivalves of the Postuguese
coast. This reference library can significantly improve processes of species discovery and biodiversity
monitoring through the implementation of the DNA barcoding approach. Traditional taxonomic methods
have been applied to species identification relying solely on morphological characters, which are often
time-consuming and difficult. In this context, the application of DNA barcodes (i.e. sequences of the
cytochrome coxidase | gene -COI-5P) has shown to be greatly useful to help delimiting species in several
taxa. This work started a reference library for gastropod and bivalve species, comprising a total of 260
DNA barcode sequences, including 156 COI-5P sequences generated in other projects of our research
group. To this dataset, 104 COI-5P sequences of taxonomically close species were added from public
databases (GenBank and BOLD). The mean values of intraspecific, congeneric and confamiliar
divergences obtained from our dataset were 1.24% (0 to 29.8%), 8.91% (0.2 to 37.7%) and 14% (O to
32.5%), respectively. DNA barcodes were produced for the first time for five species (Calliostoma
virescens, Cingula trifasciata, Gibbula delgadensis, Jujubinus pseudogravinae and Mitra cornea) and one
sub-species (7ricolia pullus azorica) of gastropods and for one bivalve species (Gari fervensis). In the
phenograms built with the Nejghbor-Joining method, 86% of the species with at least two specimens
grouped congruently in monophyletic clades with a high degree of support. The 47 morpho-species in
this study were attributed to 53 BINs which after revisions comprised 44 concordant BINs, 5 discordant
BINs and 4 singletons. The application of a ranking system to the barcodes yield over 64% with top
taxonomic congruence. This study indicate the efficacy of DNA barcodes in the identification of the
majority of bivalves and gastropods species in the Portuguese coast. Nonetheless, some taxonomic
ambiguities were detected, as well as considerable genetic divergence in a few faxa, indicating that further

taxonomic revision are still needed in those groups.

Keywords: DNA barcodes, bivalves, gastropods, COI-5P, Portugal
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1. Introducao

1.1 Diversidade e distribuicao de bivalves e gastropodes da costa Portuguesa

O filo Mollusca contem cerca de 103 824 espécies validas (ou 124 039 faxa), de acordo com o
World Register of Marine Species (WoRMS; Afto.//www.marinespecies.org) (Setembro 2015),
representando um dos grupos mais diversos e amplamente distribuidos do ambiente marinho (Rueda et
al, 2009). Os moluscos sdo importantes componentes das comunidades estuarinas, devido a sua
importancia ecologica, enorme abundéancia, baixa mobilidade e consequentemente, facilidade de coletar.
Representam por isso organismos ideais na biomonitorizacdo de diferentes ecossistemas (Bresler ef ar.,
2003; Feldstein et al 2003). Os moluscos possuem também uma grande importancia econémica, sendo
altamente explorados e utilizados como recurso alimentar em Portugal (Gaspar ef a/, 2003).
Aproximadamente 1600 espécies de moluscos marinhos estdo descritas para Portugal Continental
(Macedo et al,, 1999).

Do ponto de vista biologico, os estuarios séo considerados um dos ecossistemas mais produtivos,
representando areas vitais de alimentacéo e reproducdo para muitas espécies animais (Lyra, 2007). No
entanto, esta zona tem sido sujeita a multiplas pressdes associadas maioritariamente ao despejo de
residuos, exploracao de recursos naturais e atividades recreativas (McLusky & Elliott, 2004). A correta
gestdo dos ecossistemas marinhos € uma questao que parece ganhar mais impeto com a aplicacao da
Directiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 Outubro de 2000, a qual estabelece
um quadro de acao comunitaria no dominio da politica da agua, que exige a elaboracao de planos de
gestdo das bacias hidrograficas para cada regiao hidrografica, a fim de se atingir um bom estado
ecoldgico e quimico, e que contribuird para a atenuacao dos efeitos das inundacdes. Deste modo, o
conhecimento da sua biodiversidade pode auxiliar nesta tarefa, no entanto a identificacao das espécies
deste grupo com base em caracteres morfologicos aliada ao baixo numero de taxonomistas
especializados atrasa e torna dificil a disponibilidade deste conhecimento.

Um dos desafios para os taxonomistas tradicionais, por exemplo, é a identificacdo de diferentes
fases de vida de espécies com historias de vida complexas, em particular para os invertebrados marinhos,
onde se incluem os moluscos, que sofrem metamorfoses pronunciadas ao longo de um ou mais estadios
larvares (Puillandre et a/, 2009). A presenca de taxas elevadas de espécies cripticas e de plasticidade

fenotipica, bem como a variabilidade genética dos caracteres empregados para o reconhecimento de



espécies e a degradacado dos espécimes sdo outros fatores que impedem a correta identificacdo de
espécies através de abordagens morfoldgicas (Drent et al, 2004; Marko & Moran, 2009).

O filo Mollusca divide-se em oito classes (Bivalvia, Cephalopoda, Gastropoda, Monoplacophora,
Polyplacophora e Scaphopoda) baseadas na analise filogenética das caracteristicas morfoldgicas
(Gosling, 2015), sendo que a presente tese incidira nas duas classes mais diversas (contendo >95% das
espécies de moluscos), porém pouco conhecidas, Gastropoda e Bivalvia (figura com exemplares no
Anexo 4/Figura F1).

Os gastropodes sdo a maior e mais diversa classe de todos os moluscos (Bouchet, 2006; Zapata
et al., 2014; Gosling, 2015), e incluem as lapas, caracdis e lesmas terrestres. Um total entre 32.000 e
40.000 espécies de gastropodes foram descritas para o ambiente marinho, mas acredita-se que esta
estimativa represente entre 23 e 32% do total de espécies marinhas descritas (Appeltans et a/., 2012).
Em Portugal estdo referenciadas cerca de 1200 espécies de gastropodes (Borges, 2007). Este grupo ¢
conhecido pela sua capacidade de adaptar a morfologia da sua concha aos diferentes ambientes em que
se encontram (Solas et a/., 2015), apresentando uma impressionante diversidade fenotipica. Apesar de
ser um grupo bem estudado (Smith ef a/, 2011), a sua taxonomia, bem como as suas relacdes
sistematicas e evolutivas ainda sdo pouco conhecidas (Donald ef a/., 2012, Zapata et a/., 2014). Além
disto, a identificacdo e a classificacao das espécies desta classe ainda é fortemente baseada em
caracteres morfologicos como a concha, opérculo e radula (Barco et g/, 2010). Esta classe apresenta
grande importancia quer a nivel economico e ecologico, pois sao utilizados como fonte de alimentacéao,
por exemplo, a tradicdo do uso de patelas na culinaria em alguns locais das Asturias, no norte de Espanha
(Borrel et al., 2010), sao bons indicadores de qualidade ambiental e funcionamento dos ecossistemas
(Radulovici et al,, 2010). Espécies do género Nassarius constituem um bom exemplo, sdo necréfagos
que contribuem na manutencao do equilibrio do ecossistema e das comunidades benténicas (Zou et a/.,
2012).

Os bivalves sao a segunda maior classe dos moluscos, com cerca de 9200 espécies, caracterizam-
se por apresentarem uma concha formada por duas valvas, pé reduzido e a perda da radula, sendo
organismos filtadores. Ocorrem tanto em ambientes marinhos, como de agua-doce, habitando costoes
rochosos, praias arenosas e regides profundas dos oceanos. Esta classe inclui por exemplo, os
mexilhdes, ostras, vieiras e améijoas (Gosling, 2015). Apresentam estados adultos sésseis e tém
tipicamente, longos estagios larvares, caracteristicas que sao Uteis para estudar as interacdes das
circulacdes marinhas (Cordero et a/., 2014). Os bivalves sao amplamente utlizados como bioindicadores

da qualidade do ambiente marinho e estuarino (Sheehan & Power, 1999). Muitas espécies sao



exploradas comercialmente em Portugal, como mexilhdes e ostras, principalmente nas zonas costeiras,
incluindo estuarios e lagoas costeiras (Leitdo et a/., 2014). Até recentemente, a distribuicdo dos bivalves
foi baseada apenas nas caracteristicas morfologicas da concha. Com o advento dos marcadores
moleculares, a distribuicdo geografica de muitos bivalves teve que ser revista (Gosling, 2015). Num
estudo recente sobre a diversidade e distribuicdo de moluscos bénticos em Portugal, Martins ef al. (2014)
encontrou 169 faxa, sendo a maior parte representada pelos bivalves (62%). Entretanto, os estudos sobre
a diversidade de moluscos e gastropodes para o ambiente marinho sao ainda muito incipientes
comparativamente ao estudo destas mesmas classes em agua-doce (Bogan, 2008; Strong ef a/., 2008).

A costa portuguesa representa uma area de particular interesse ecologico e biogeografico
(Saldanha, 1995), uma vez que esta situada numa zona de contacto entre as aguas quentes provenientes
do norte da Africa e Mediterraneo e as aguas frias vindas do norte do Atlantico (Fitiza, 1983). Além disto
a costa portuguesa ¢ formada por diferentes desfiladeiros (Oliveira ef a/, 2007), apresentando diversos
tipos de sedimentos (Martins ef a/,, 2012) e condi¢des hidrodinamicas (Bettencourt ef a/., 2004), o que
indica a probabilidade de uma fauna diversa.

Esta diversidade torna os estuarios portugueses um ponto ideal para contribuir para o
enriquecimento de uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes para gastropodes e bivalves, que
podera ser usada futuramente em estudos de biomonitorizacdo em grande escala com recurso de
técnicas de sequenciacao de alto débito. Para tal, sera primeiro necessario validar e construir a respetiva

biblioteca de referéncia e confrontar os dados gerados com os dados baseados na morfologia.

1.2 Conceito: Significado e Aplicacao dos DNA barcodes

No campo da taxonomia a morfologia € o fator chave para descrever e nomear espécies, mas esta
abordagem pode ser alvo de subjetividades e limitacdes, pois cabe a cada taxonomista escolher os
caracteres morfologicos para delinear as espécies (Radulovici et a/., 2010). As dificuldades apresentadas
na identificacdo correta de uma espécie devem-se por exemplo, a presenca de plasticidade fenotipica e
variabilidade genética nos caracteres usados para a identificacao destas. Além disto, o recurso a chaves
dicotdmicas incompletas, que muitas vezes sao eficazes apenas para determinado estagio de vida dos
organismos ou género (Hebert ef a/, 2003). De um modo geral, a auséncia de um conceito universal
para o reconhecimento de espécies que inclua toda a complexidade e diversidade biolégica tem levado

a uma fragmentacado da comunidade taxondmica cientifica (Costa & Antunes, 2012).



A taxonomia tradicional baseada nos caracteres morfolégicos aliada ao advento de métodos
moleculares baseados na analise de sequéncias de DNA, podem apresentar grandes vantagens quando
utilizados como ferramentas taxondmicas. As sequéncias de DNVA apresentam um conjunto de caracteres
universais que permitem a comparacao direta entre diversos organismos, o que facilita a validacdo e
verificacdo entre os especialistas na comunidade cientifica (Costa & Antunes, 2012). Além disto,
possibilitam o estudo de espécies cripticas (semelhantes morfologicamente, mas distintas
geneticamente), e torna possivel a identificacdo de espécimes degradados e de organismos em diferentes
estagios do seu ciclo de vida (Costa & Antunes, 2012). Devido a todas estas dificuldades, a abordagem
taxondmica tradicional baseada na morfologia torna-se ultrapassada e pouco eficaz na identificacdo de
diversos faxa.

Como forma de solucionar estes problemas relacionados com a identificacdo de organismos,
Hebert ef a/. (2003) propds um novo sistema de identificacdo, baseado em sequéncias relativamente
curtas, de uma zona padronizada do genoma: o DNA barcodes. No caso dos animais, 0 DNA barcodes
& composto por cerca de 650 pb e localiza-se na extremidade 5’ da subunidade | do citocromo ¢ oxidase
(COI-5P) do DNA mitocondrial (mtDNA). O gene do citocromo oxidase 1 (COI) tem duas vantagens que
merecem destaque. A primeira € que 0s primers universais para este gene sdo bastante robustos,
permitindo a “recolha” do gene, de representantes da maioria ou até mesmo de todos os filos animais
(Folmer et al, 1994). A segunda razdo é que o COI parece possuir um sinal filogenético de maior gama
guando comparado com qualquer outro gene mitocondrial. Tal como outros genes codificadores de
proteinas, a terceira posicao dos nucleétidos num codao mostram uma alta incidéncia de substituicoes
de bases, levando a uma taxa de evolucao molecular trés vezes maior do que os genes ribossomais 12S
ou 16S (Knowlton & Weigt, 1998). A evolucao do COI é rapida o suficiente para permitir ndo s6 a distincao
entre espécies, mas também de grupos filogenéticos dentro da mesma espécie (Cox & Hebert, 2001;
Wares & Cunningham, 2001).

Este novo sistema de identificacao tem sido aplicado a todos os grandes grupos de organismos
eucariotas, como é o caso dos animais (Hebert ef a/., 2004), plantas (Li ef a/, 2015; Bruni et al,, 2015),
macroalgas (Milstein & Saunders, 2012, Du ef a/., 2015), fungos (Stockinger et a/,, 2010) e bactérias
(Sogin et al., 2006).

Para a vida marinha, o DNA barcodes tem multiplas aplicacdes, como é o caso da identificacdo
de larvas, espécies invasoras, espécies cripticas, novas espécies, comércio ilegal ou espécies protegidas,

gestdo de sfocks pesqueiros, avaliacdo da biodiversidade, monitorizacao dos ecossistemas, revisdes de



alguns faxa, inferéncia das relacdes filogenéticas, padrdes de especiacao entre outros (Radulovici et af.,
2010; Van Der Bank et al,, 2013; Valentini et al., 2008).

O sucesso da implementacdo e utilizacdo do ONA barcode como um sistema global na
identificacdo das espécies é dependente da densa representacdo de diversos faxa e esta simplificacdo
sera a vantagem primaria de enormes esforcos de sequenciacdo de um gene (Schander & Willassen,
2005). Deste modo, a criacao de bibliotecas de referéncia de DNA barcodes permitira diagnosticar uma
espécie com base no seu DONA barcode ou conjunto de DNA barcodes (Costa & Antunes, 2012),
permitindo a catalogacdo de espécies de maneira mais rapida e eficiente, reduzindo possiveis
ambiguidades, que podera no futuro dar-nos dados mais rigorosos sobre a diversidade de espécies. Esta
acessibilidade das informacdes permite ainda a realizacdo de estudos ecologicos mais aprofundados, a
comparacao de resultados ecologicos e a implementacao de programas de monitorizacdo ambiental.

Como qualquer método, o DNA barcodes apresenta também algumas limitacdes, tendo baixa
resolucao em alguns casos de hibridizacdo, espécies divergentes recentes, espécies complexas ou
grupos em evolucado lenta, e a presenca de pseudogenes (Radulovici ef a., 2010). Apds a avaliacdo da
precisao de DNA barcodes na identificacdo de faxa de interesse, os dados podem entao ser aplicados a
estudos de conservacdo, filogeografia, ecologia, biogeografia e em muitos outros campos (Mitchell,
2008).

DNA barcodes tem sido utilizado com sucesso em estudos envolvendo gastropodes e bivalves,
ajudando a solucionar dificuldades resultantes da identificacdo de espécies baseadas apenas nas suas
carateristicas morfoldgicas (Barco ef al., 2013a; Jennings et a/., 2010; Puillandre et a/., 2009; Nuryanto
et al., 2007; Mikkelsen et al., 2007). Comecam ja a existir alguns estudos que construiram bibliotecas
de referéncia para alguns organismos marinhos, como por exemplo, para as poliquetas (Lobo et a/.,
2015), moluscos (Layton et a/, 2014; Barco et al., 2015), entre outros. A utilizacdo de DNA barcodes
proporcionou um significativo aumento de sequéncias representando muitas espécies de moluscos. Em
2011 estavam disponiveis 4,813 barcodes para moluscos marinhos (Bucklin efal., 2011), representando
3 a 3,5% do numero estimado de espécies vivas de moluscos marinhos (Appeltans ef a/., 2012). Em
2015, o numero de espécies de moluscos com barcodes disponiveis & de 10,894 (dados retirados da

BOLD a 21 de Outubro de 2015), numero que inclui espécies marinhas, terrestres e de agua doce.



1.3 Objetivos

A presente tese teve por objetivo global a construcdo de uma biblioteca de referéncia de DNVA
barcodes (COI-5P) de bivalves e gastropodes da costa Portuguesa. A biblioteca de referéncia constituira
um recurso importante para a identificacdo de gastropodes e bivalves das zonas costeiras portuguesas,
pois permitira que a sua catalogacdo seja feita com maior rapidez e precisdo, a investigacdo da
biodiversidade destes organismos, cadeias tréficas, biomonitorizacdo, integracdo em plataformas de
sequenciacao de alto débito em conjunto com outros faxa dominantes no macrobentos. Pretende-se
com esta biblioteca de referéncia facilitar futuras identificacdes taxondmicas destes organismos,
contribuindo significativamente para um melhor conhecimento acerca das comunidades, que ainda se
encontram pouco estudadas, permitindo desta forma acelerar o processo de catalogacao e facilitar o
reconhecimento de espécimes de gastropodes e bivalves.

Os objectivos especificos deste estudo sdo:

- Rever o inventario de espécies da costa Portuguesa, clarificando incertezas e ambiguidades
taxondmicas;

- Comparar as unidades taxondmicas operacionais evidenciadas pela analise de dados
moleculares, com as estabelecidas com base no atual conhecimento taxondmico;

Deste modo, o estudo ira contribuir para criar um novo sistema de identificacao de espécies, mais
simples, mais eficiente e rapido, tendo a vantagem de ser menos dispendioso, e podendo ainda aumentar

as possibilidades de monitorizacao.

Esta tese foi desenvolvida no ambito do projecto BestBarcode (PTDC/MAR/113435/2009),
financiado pela Fundacao para a Ciéncia e Tecnologia. O conjunto dos dados aqui analisados e discutidos
consiste numa combinacao de resultados originados a partir das trés fontes principais: a) dados gerados
no ambito desta tese e devidamente identificados no Material e Métodos e Resultados b) sequéncias
publicadas e compiladas a partir do GenBank e c) sequéncias geradas pela parceria entre equipas do
CBMA / Universidade do Minho, do IMAR / Universidade Nova de Lisboa, do Instituto Portugués de
Malacologia / Universidade Lusofona e do CIBIO / Universidade dos Acores, que foram entretanto
integradas num artigo cientifico submetido para publicacao:

Borges LMS, Hollatz C, Lobo J, Cunha AM, Vilela AP, Calado G, Coelho R, Costa AC, Ferreira MSG,
Costa MH, Costa FO (in press). With a little help from DNA barcoding: investigating the diversity of

Gastropoda from the Portuguese coast. Scientific Reports.



2. Materiais e Métodos

2.1 Procedimento Geral

A metodologia global de criacdo de bibliotecas de referéncia de DNA barcodes encontra-se

esquematizada na figura 1 (segue-se breve descricdo da metodologia).

Barcode Data Base de Dados
Standard BOLD - informacao

IdentlﬂcacaQ\ ﬁ.—“diﬁpon ivel online
Recolha de Fotografia e _ — .
Especimes Dados da Recolha ' i

__..-—"""

. ) mostra de
P 4

e
tecido .

r:..f- NS
Extracao__ Armazenamento de
deDNA N Amplificagdo (COI) e exemplares em

- Sequenciacao de colecoes (e.g. museus)
DNA

Figura 1 - Esquema simplificado da metodologia global utilizada no DNA barcodes.

Neste estudo foram investigados espécimes de moluscos recolhidos ao longo da costa
Portuguesa, com particular incidéncia nas classes Gastropoda e Bivalvia. O processo inicia-se com a
colheita de espécimes dos grupos alvos ao longo da costa Portuguesa. Apds a colheita € necessario
realizar a identificacdo dos organismos com base nas caracteristicas morfoldgicas, com recurso a chaves
taxondmicas especializadas (por exemplo, Hayward & Ryland 2008 e Gibson et a/., 2001). Todas as
informacdes recolhidas sobre os organismos sdo organizadas em tabelas padronizadas, incluindo
detalhes dos espécimes, taxonomia e local da colheita, juntamente com as fotografias dos exemplares e
anotacdes pertinentes, para posteriormente serem submetidos a base de dados BOLD (Ratnasingham &
Hebert, 2007). Os passos iniciais da colheita, identificacdo e processamento dos espécimes foram

realizados no ambito de estudos do grupo de Biodiversidade e Ecologia Molecular do CBMA. A informacao



associada a estes espécimes encontra-se organizada em projetos especificos na base de dados BOLD
(Ratnasingham & Hebert, 2007).

A extracdo de DNVA é realizada usando um kit de extracdo especifico para moluscos (E.Z.N.A ®
Mollusc da OMEGA Bio-Tek). A amplificacdo das amostras é feita por meio de PCR (Polymerase Chain
Reaction), incidindo sobre um fragmento com cerca de 658 pares de bases da extremidade 5’ do gene
da subunidade | da enzima citocromo ¢ oxidase (COI-5P), que se localiza no DNA mitocondrial. As reacdes
de PCR sé&o realizadas com recurso a diferentes primers, de forma a garantir a amplificacao de todas as
espécies. O sucesso das amplificacdes é verificado através de eletroforese em gel de agarose, e sendo
os produtos resultantes enviados para sequenciacdo num fornecedor de servicos externos, apos
purificacdo pelo método EXOSAP.

Apds a edicdo e alinhamento das sequéncias de DNVA, realizados no programa MEGA 6.0 (Tamura
et al., 2013), estas serdo submetidas a pesquisa de sequéncias similares em bases de dados publicas

como o GenBank através do algoritmo BLAST e BOLD.

2.2 Colheita, Identificacao e Processamento de Espécimes

No ambito de estudos anteriores do grupo de Biodiversidade e Ecologia molecular do CBMA foram
realizadas diversas campanhas de amostragem ao longo da costa Portuguesa, lagoas costeiras e
estuarios, com particular incidéncia em Viana do Castelo, estuario do Lima, ria de Aveiro e estuario do

Sado, Acores, entre outros (figura 2, Anexo2/Tabela T1).

Locais de Recolha
1. Praia do Canto Marinho
2. Praia Norte
3. Praia do Cabedelo
4. Praia do Cabedelo
5. Apulia
6. Sdo Jacinto
. 7. Séo Jacinto 2
r, 8. Barra
z 9. Ria de Aveiro
10. Ria de Aveiro 2
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Figura 2 - Locais de recolha dos espécimes de bivalves e gastropodes utilizados para a construcao da biblioteca

de referéncia.



As amostragens foram realizadas usando diferentes metodologias, incluindo a colheita manual e
a utilizacao corers. No ultimo caso, as amostras de sedimento foram recolhidas com a ajuda de um corer
com 110 mm de didametro, tendo sido peneiradas com a ajuda de um crivo de 0,5 mm e transportadas
para o laboratorio sob condicdes de refrigeracdo. Em laboratdrio, os organismos sdo individualizados em
tubos de plastico, fotografados e preservados em etanol absoluto, sendo que todos os tubos devem estar
devidamente identificados com cddigos, para ndo ocorrerem trocas de organismos. Cada espécime é
identificado morfologicamente ao nivel da espécie ou ao nivel taxonomico mais baixo possivel, utilizando
uma lupa binocular com o auxilio de chaves taxondmicas e de literatura especializada (por exemplo,
Hayward & Ryland 2008 e Gibson ef a/, 2001). Além da classificacdo taxonomica, os metadados
associados a cada espécime, tais como as coordenadas geograficas do local de amostragem, data de
recolha, profundidade e outras anotacdes do local de colheita, foram inseridos numa tabela de campos
padronizados e posteriormente submetidos a base de dados BOLD. A cada espécime foi atribuido um
numero de registo Unico, ao qual se encontra associada a informacao recolhida, assim como as

fotografias, sequéncias COI-5P e respetivos cromatogramas.

2.3 Analises Moleculares

2.3.1 Extracao de DNA

Para a extracdo de DONA dos organismos usou-se um kit especifico para moluscos, E.Z.N.A ®
(Mollusc da OMEGA Bio-Tek), seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante (Anexo 1), utilizando para

isso todo 0 organismo ou uma porcao, dependendo do tamanho do mesmo.

2.3.2 Amplificacao e Sequenciacao de DNA barcodes

Apds a obtencao do extrato, realizou-se a amplificacao, por meio de PCR, incidindo sobre um
fragmento com cerca de 658 pares de bases da extremidade 5’ do gene da subunidade | da enzima
citocromo ¢ oxidase (COI-5P), que se localiza no DNA mitocondrial.

As reacdes de PCR apresentam 2,5 ul de tampao de PCR (10x), 2,5 pl de MgCl, (25 mM), 0,50
ul de dNTP’s (10 mM), 1,5 ul de cada primer forward e reverse (10 uM), 0,2 ul de 7aq polymerase
Thermo Scientific™ (5U/uL), 2-8 ul de extrato de DNA e agua ultrapura até perfazer um volume total de

25 ul. Os conjuntos de primers utilizados neste estudo para amplificar o segmento de 658 pb do gene



COl foram: Lobo F1/Lobo R1, dglL.CO-1490/dgHC0-2198, LCO1490/HC02198 e PolyLCO/PolyHCO.

As sequéncias e o ciclo térmico utilizado para cada par de primers encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Lista dos primers utilizados para a amplificacao dos fragmentos COI-5P e das condi¢des da reacédo

de PCR correspondentes.

Primer Sequéncia 5’-3’ Condicdes da Reacao de PCR Referéncia
94°C 60" 1 ciclo
F - KBTCHACAAAYCAYAARGAYATHGG SE ST S 072G 80
Lobo F1/ ciclos Lobo et al.
Lobo R1 R - TAAACYTCWGGRTGWCCRAARAAYCA 94°C 30"/54°C 90"/72°C 60" 45 2013
ciclos
72°C/5' 1 ciclo
94°C 60"
dgL.CO- F - GGTCAACAAATCATAAAGAYATYGG 94°C 307/45°C 40/72°C 60" 5
1490/ ciclos Meyer 2003
dgHCO- R - TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA 94°C 30"/51°C 40"/72°C 60" 35
2198 ciclos
72°C/10’ 1 ciclo
94°C 60"
F - GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG B SRS C I 7RG Y
LCO1490/ ciclos Folmer et al.
HC02198 R - TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 94°C 30"/51°C 90"/72°C 60" 35 1994
ciclos
72°C/ 7' 1 ciclo
94°C 60"
F - GAYTATWTTCAACAAATCATAAAGATATTGGT ~ 94°C 407/45°C 407/72°C 60" 5
PolyLCO/ ciclos Carr et al.
PolyHCO R - TAMACTTCWGGGTGACCAAARAATCA 94°C 40"/51°C 40"/72°C 60" 35 2011
ciclos

72°C/ 7' 1 ciclo

O sucesso da amplificacao foi verificado através da eletroforese dos produtos de PCR a 90 V
durante 30 minutos em gel de agarose 1%, corado com GreenSafe (NZYTech).

Os produtos de PCR que apds a eletroforese apresentaram bandas claras e bem definidas, foram
purificados por método de EXOSAP, com a adicdo de 0,5 ul de exonuclease (New England Biolabs) e 1
ul de fosfatase alcalina (Promega), e submetidos a temperaturas de 37°C durante 15 minutos e 85°C
por 15 minutos, sendo depois enviados para um fornecedor externo de servicos de sequenciacao

(STABVida).
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2.4 Tratamento e analise de dados

2.4.1 Edicdo de cromatogramas e alinhamento das sequéncias geradas

Todos os cromatogramas das sequéncias forward e reverse foram cuidadosamente editados
individualmente utilizando o programa MEGA 6.0 (Tamura ef a/., 2013), com o intuito de remover zonas
elegiveis, remover a regido correspondente aos primers e ainda verificar bases ambiguas. As sequéncias
foram verificadas de forma a se poder detetar possiveis pseudogenes mitocondriais nucleares (numts)
(Song et al., 2008), nomeadamente através da analise da qualidade dos cromatogramas e da traducdo
das sequéncias, para detetar possiveis desvios na grelha de leitura e eventuais coddes stop ou insercdes
e delecdes. Apds todas as sequéncias serem editadas, foram alinhadas através da ferramenta Clustal W
(Thompson et a/., 1994). Por fim, as sequéncias foram submetidas a pesquisa de sequéncias similares
em bases de dados publicas GenBank (Benson ef a/., 2005) realizando BLASTn (Altschull et a/., 1990)
e na base de dados BOLD (Ratnasingham & Hebert, 2007), para uma melhor classificacdo e despiste de
eventuais ambiguidades.

Todos os espécimes de moluscos da costa de Portugal utilizados para a construcao da biblioteca
de referéncia de DNA barcodes desta tese, juntamente com o nome da espécie, ordem, familia

encontram-se na tabela do anexo 2.

2.4.2 Calculo de distancias genéticas e construcao de fenogramas

As distancias genéticas entre os pares de sequéncias podem ser avaliadas a diferentes niveis
taxondmicos (divergéncia intra e inter-especifica, congenérica e confamiliar) (Costa et a/,, 2012) e que
traduzem os padroes de variabilidade genética das sequéncias de DNA barcodes, foram calculadas
utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros (K2P) (Kimura, 1980).

A construcao do fenograma com todas as sequéncias de DNA barcodes foi baseada no modelo
de substituicao nucleotidica Kimura-2- parametros (K2P) (Kimura, 1980), utilizando o método Neijghbor-
Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987), ambos implementados no programa MEGA 6.0 (Tamura ef a/,, 2013).
0 grau de suporte dos nos das arvores foi determinado pelo método bootstrap, onde se efetuaram 1000
réplicas de bootstrap. Este modelo foi escolhido por ser o mais utilizado em estudos similares, permitindo

assim a comparacao direta de resultados.
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2.4.3 Ferramentas de analise e de categorizacdo de DNA barcodes da BOLD

O algoritmo BIN - Barcode Index Number ¢ uma ferramenta de categorizacdo de espécies
implementada na BOLD (BINs; Ratnasingham & Hebert, 2013). A atribuicdo de uma sequéncia de DNA
barcode a um determinado BIN é feita com base na divergéncia entre as sequéncias, apenas sequéncias
com pelo menos 500 pb e contendo menos de 1% de bases ambiguas sdo aceitas na analise. Estas
sequéncias correspondem na pratica a Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU - Operational
Taxonomic Units). No entanto, em abordagens semelhantes, onde os organismos sdo categorizados
baseados na similaridade das suas sequéncias, utiliza-se o critério de Unidade Operacional Taxondmica
Molecular (MOTU), sendo assim uteis para sondar padrées de biodiversidade em linhagens de animais
onde a taxonomia baseada na morfologia ¢ dificil. Deste modo, sequéncias de espécimes que agrupam
num mesmo BIN, tém uma grande probabilidade de pertencerem a mesma espécie (Ratnasingham &
Hebert, 2013). Neste trabalho utilizamos a ferramenta de analise dos BINs disponibilizada na base de
dados BOLD para identificar congruéncias e ingongruéncias entre os BINs existentes nos nossos dados.
Na analise da composicdo dos BINs tomamos em consideracao a possivel existéncia de sindnimos
através da consulta da base de dados da WoRMS (Aftp.//www.marinespecies.org/).

0 sistema de classificacdo proposto por Costa et al. (2012) (“Ranking System”) e modificado
por Lobo et al. (2015) foi utilizado na atribuicdo de niveis de confianca a cada associacéo de espécie/ DNVA
barcodes da biblioteca de referéncia desta tese. Este sistema consiste em cinco niveis de graus de
fiabilidade, que vao desde A a E, conferidos mediante a comparacdo de sequéncias de COI-5P contra
bases de dados publicas (GenBank e BOLD) e tendo em conta também os resultados obtidos pelo
sistema BIN (Tabela 2). A implementacao do “ranking system” atua deste modo como uma ferramenta
de verificacdo final da congruéncia taxonomica das bibliotecas de referéncia, nomeadamente
assegurando a validade da associacao entre 0 nome da espécie e o conjunto de DNA barcodes que a

diagnosticam (Costa et a/., 2012).

Tabela 2 — Critérios de classificacdo de DNA barcodes baseado em Costa ef a/. (2012), modificado por Lobo ef

al. (2015).

Grau de fiabilidade

Descricao
taxonémica
Concordancia externa — BIN ndo apresenta ambiguidades, sequéncia agrupa
Nivel A com DNA barcodes de outros espécimes da mesma morfoespécie em bases de

dados publicas.
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Tabela 2 — Critérios de classificacao de DNA barcodes baseado em Costa ef a/. (2012), modificado por Lobo ef

al. (2015) (continuacao).

Grau de fiabilidade

. Descricao
taxonémica
Concordancia interna — sequéncia com correspondéncna interna na nossa
1 biblioteca, espécies no nosso dafaset estdao agrupado num unico BIN, com pelo
e menos 3 sequéncias. Nao ha correspondéncia com sequéncias encontradas em
outros estudos.
Concordancia sub-6tima — Pelo menos 3 espécimes da mesma morfoespécie
Nivel C
estao disponiveis na biblioteca, mas estdo divididas em mais do que um BIN.
Dados Insuficientes — Baixo nimero de espécimes analisados (1 ou 2 individuos)
Nivel D e nenhuma correspondéncia com sequéncias disponiveis na BOLD ou em outros
repositérios publicos.
DNA barcodes discordantes — sequéncias de uma espécie no nosso dataset
Nivel E ndo tem correspondéncia com o BIN ou BINs para a mesma espécie na BOLD. O
1ve

espécime pode corresponder com um BIN de uma espécie diferente ou ser

colocada numBIN separado.
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3. Resultados

3.1 Compilacao da biblioteca de referéncia

No ambito desta tese e das parcerias entre equipas do CBMA/Universidade do Minho, do
IMAR/Universidade Nova de Lisboa, do Instituto Portugués de Malacologia/Universidade Lusdfona e do
CIBIO/Universidade dos Acores foram obtidas 156 sequéncias de COI-5P de gastropodes e bivalves da
costa portuguesa. Deste total, 28 sequéncias de bivalves foram geradas no ambito desta tese, 110
sequéncias de gastropodes foram produzidas pelo nosso grupo de investigacdo e, recentemente
submetidas para publicacdo (Borges et al., submetido). Foram ainda incluidas 18 sequéncias entre
bivalves (8 sequéncias) e gastropodes (10 sequéncias) previamente publicadas em Lobo et a/. (2013). A
esta compilacdo foram adicionadas 104 sequéncias publicas obtidas apds pesquisa no GenBank,
compreendendo um total de 260 sequéncias de COI-5P analisadas neste estudo (Anexo 3/Tabela T2).

As 28 sequéncias geradas no ambito desta tese pertencem a classe Bivalvia e estao distribuidas
entre 3 ordens, 8 familias e 10 géneros, compreendendo um total de 12 morfoespécies (com 3
espécimes identificados até ao género). As 120 sequéncias correspondentes a classe Gastropoda
(Borges et al., submetido; Lobo et al,, 2013) estdo distribuidas entre 10 ordens, 17 familias e 23 géneros,
representando 34 morfoespécies (com 7 espécimes identificados até o género). As oito sequéncias
restantes foram publicadas em Lobo ef a/. (2013) e correspondem as espécies: Anadara sp. (2), Mytilus
edulis (3) e Nucula sulcata (3), distribuidas entre 3 familias e 3 ordens. Cerca de 83% dos espécimes
foram recolhidos na costa continental de Portugal, sendo que os restantes 17% foram recolhidos nas
ilhas dos Acores (Sao Miguel e Terceira). Foram analisados entre 2 e 11 espécimes para cada espécie,
sendo que 12 espécies estao representadas por apenas um individuo. Dos 36 géneros presentes no
nosso conjunto de dados, dez estdo representados por mais do que uma espécie, nomeadamente
Calliostoma, Gibbula, Littorina, Nassarius, Patella, Phorcus, Mytilus e Ruditapes. A maioria das
sequéncias utilizadas neste estudo (93%) possuem comprimento acima de 600 pb (variam entre 428 e
661 pb). Nao foram encontrados quaisquer coddes S7TOP, apos o alinhamento. No entanto, foi verificada
a ocorréncia de /nde/sno grupo dos bivalves e para uma espécie de gastropode. Para todas as sequéncias
presentes no dafaset foi feita uma pesquisa de similaridade nas bases de dados publicas, GenBank e
BOLD, sendo que 89% das sequéncias encontratam correspondéncias ao nivel de espécie com valores

acima de 99%.
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Na juncado de todos os projetos envolvidos, foram produzidos novos barcodes para cinco espécies
de gastrépodes, nomeadamente Calliostoma virescens Coen, 1933, Cingula trifasciata (Adams, 1800),
Gibbula delgadensis Nordsieck, 1982, Jujubinus pseudogravinae Nordsieck, 1973, Mitra cornea
Lamarck, 1811 e uma subespécie 7ricolia pullus azorica (Dautzenberg, 1889), e também um bivalve,
Gari fervensis (Gmelin, 1791). Para estes foi encontrada a correspondéncia mais proxima ao nivel da
familia ou do género. Alguns espécimes que inicialmente foram apenas identificados morfologicamente
ao nivel do género, obtiveram sequéncias similares (>98%) a sequéncias COI-5P de espécies depositadas
nas bases de dados. Este é o caso de Gibbula sp., Calliostoma sp., Nassarius sp., cujas sequéncias
apresentaram identidade com as espécies Gibbula pennanti (Philippi, 1846) recolhida em Franca,
Calliostoma zizyphinum (Linnaeus, 1758) e Nassarius incrassatus (Stram, 1768) respetivamente. A
identificacao das espécies Pafella aspera Roding, 1798 e Patella ulyssiponensis Gmelin, 1791 nao pode

ser resolvida claramente através das pesquisas nas bases de dados publicas GenBank e BOLD.

3.2 Divergéncias moleculares intra e interespecificas

As distancias médias intra e interespecificas encontram-se na tabela 3. O valor médio da
divergéncia intraespecifica (dentro da espécie) foi de 1,24%, variando entre um minimo de 0% e um
maximo de 29,8%, registada para a espécie Auditapes decussatus (Anexo 5/Tabela T3). A espécie
Pavicardium exiguum apresentou também uma alta divergéncia intraespecifica de 8,43%. Retirando-se
estas espécies da analise, observa-se uma diminuicao da divergéncia intraespecifica , sendo a maxima
registada para a espécie Siphonaria pectinata, com 2,03%. A divergéncia média congenérica foi de 8,91%,
a mais baixa (0,2%) foi registada para o género Mytilus, sendo que a divergéncia congenérica maxima
(37,7%) verificou-se para o género Ruditapes (Anexo 6/Tabela T4). Relativamente a divergéncia
confamiliar, a familia Littorinidae foi quem apresentou o menor valor (0%), e a familia Cardiidae o maior
valor (32,5%) (Anexo 7/Tabela T5).

Foram removidas as espécies representadas apenas por um espécime, ou identificadas apenas
ao nivel da familia ou género e nao tendo sido encontradas sequéncias similares no GenBank que servem
como termo de comparacdo, e ainda espécies que se encontravam agrupadas num mesmo ramo do

fenograma.
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Tabela 3 - Distancias intra e interespecificas das espécies de gastrépodes e bivalves, géneros e familias

analisadas neste estudo, calculadas com o modelo de substituicdo nucleotidica K2P.

Taxa Min Dist (%) Mean Dist (%) Max Dist (%)
Espécie 43 0 1,24 29,8
Género 11 0,2 8,91 37,7
Familia 5 0 14,00 32,5

3.3 Fenogramas de DNA barcodes

Através da analise do fenograma (NJ) construido a partir de 260 sequéncias de DNA barcodes (62
morfoespécies) observa-se que, retirando-se os sete espécimes com apenas uma sequéncia,
aproximadamente 76% das espécies agruparam-se em clados monofiléticos com menos de 2% de
divergéncia intraespecifica, correspondendo as morfoespécies ou géneros.

Das 47 morfoespécies (156 sequéncias) que representam o contributo inicial para a biblioteca de
referéncia, aproximadamente 86% das espécies, com pelo menos dois espécimes, agruparam
congruentemente em clados monofiléticos e com alto grau de suporte. Os espécimes identificados
morfologicamente até o nivel de género, nomeadamente Gibbula sp., Nassarius sp. e Calliostoma sp.
agruparam respectivamente no mesmo clado que as espécies Gibbula pennanti, Nassarius incrassatus
e Calliostoma zizyphinum, com uma distancia patristica observada inferior a 2%. As excecdes a este
padrao estao representadas por complexos de espécies pertencentes ao género Lifforina (Figura 4 e b),
Ocinebrina (Figura 6) e Mytilus (Figura 7) e espécies com alta divergéncia intraespecifica, como Ruditapes
decussatus (Figura 8) e Parvircardium exiguum (Figura 9). Para o bivalve Anadara sp., nao foi possivel
encontrar nenhuma correspondéncia préxima para espécie ou género. O fenograma NJ encontra-se em

versao compacta na figura 3 e na sua totalidade no anexo 8/figura 2
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Figura 3 - Fenograma NJ compactado obtido pela analise de 260 sequéncias de COI-5P de gastrépodes e bivalves
da costa Portuguesa em conjunto com as sequéncias publicas do GenBank, obtida com recurso ao modelo K2P.

Em cada no é apresentado o seu grau de suporte obtido através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.
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Figura 3 - Fenograma NJ compactado obtido pela analise de 260 sequéncias de COI-5P de gastrépodes e bivalves
da costa Portuguesa em conjunto com as sequéncias publicas do GenBank, obtida com recurso ao modelo K2P.
Em cada no é apresentado o seu grau de suporte obtido através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.

Os asteriscos representam as sequéncias obtidas neste estudo (continuacao).
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Littorina saxatilis LMBP033-09 Portugal®**
Littorina saxatilis LMBP037-09 Portugal®**
' Littorina saxatilis LMBP050-10 Portugal***
Littorina saxatilis JN241971 Espanha*®
Littorina compressa HES90834 Franca®
Littorina saxatilis KRO84590 Mar do Norte®
Littorina arcana HE590832 Franca®

Figura 4 — Parte do fenograma NJ obtido pela analise de sequéncias de COI-5P das espécies Littorina saxatilis,

Litforina compressa e Littorina arcana com recurso ao modelo de substituicdo K2P. Em cada no é apresentado o

seu grau de suporte obtido através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.

k]

-

]

g1 | Littorina obtusata LMEPO73-10 Portugal®**
Littorina obtusata LMEP0Q43-10 Portugal®**
= |- Littorina fabalis HE590835 Reino Unido®
s |- Littorina obtusata AF242086 lslandia®
=l Littorina obtusata AJ622947 Reino Unido®

Figura 5 - Parte do fenograma NJ obtido pela analise de sequéncias de COI-5P das espécies Litforina obtusata e

Litforina fabalis com recurso ao modelo de substituicdo K2P. Em cada no é apresentado o seu grau de suporte

obtido através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.

Ocinebrina leukos KF153286 Espanha®
Ocinebrina nicolai KF153446 Espanha*®
Ocinebrina edwardsii LMBAGD&7-11 Portugal®*~
7 | Ocinebrina cf. edwardsii KF153263 Espanha®
Ocinebrina edwardsii LMBAGD&E-11 Portugal®*~
75} Ocinebrina sp. LMEP164-11 Portugal***
Ocinebrina cf. edwardsii KF153443 Portugal®
| Ocinebrina nicolai KF153281 Espanha®
Ocinebrina nicolai KF153434 Portugal®

Figura 6 - Parte do fenograma NJ obtido pela analise de sequéncias de COI-5P das espécies Ocinebrina edwardsii,

Ocinebrina hispidula, Ocinebrina nicolai e Ocinebrina leukos com recurso ao modelo de substituicdo K2P. Em

cada no é apresentado o seu grau de suporte obtido através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.
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Figura 7 - Parte do fenograma NJ obtido pela analise de sequéncias de COI-5P das espécies Mytilus edulis,
Mytilus galloprovincialis e Mytilus sp. com recurso ao modelo de substituicdo K2P. Em cada no é apresentado o

seu grau de suporte obtido através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.

T Parvicardium exiguum AF120664 ND

0.11 —— Parvicardium exiguum BVALNO39-15 Portugal®

Figura 8 — Parte do fenograma NJ obtido pela analise de sequéncias de COI-5P da espécie Parvicardium exiguum
com recurso ao modelo de substituicdo K2P. Em cada né é apresentado o seu grau de suporte obtido através da

analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.

Ruditapes decussatus KRO84894 Mar do Norte

w Ruditapes decussatus KC789433 Turquia
0.15 = | Ruditapes decussatus BIVO76-14 Portugal®
0.0 - Ruditapes decussatus BIVO74-14 Portugal®

0.05

Figura 9 - Parte do fenograma NJ obtido pela analise de sequéncias de COI-5P da espécie Ruditapes decussatus
com recurso ao modelo de substituicao K2P. Em cada no é apresentado o seu grau de suporte obtido através da

analise bootstrap a partir de 1000 réplicas.
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3.4 Analise de incongruéncias nos BINs e categorizacao dos DNA barcodes

As 47 morfoespécies de gastropodes e bivalves presentes neste estudo foram atribuidas a 53
BINs, resultando em 28 BINs concordantes, 21 BINs discordantes e 4 BINs com apenas um membro
(singleton). Todos os BINS discordantes foram analisados em detalhe, tendo sido 16 deles considerados
concordantes (ACT4929; AAX5986; AAO2227; AAH7858; AAA322; AAW3393; AAZ9281; AAD2228;
AA06984; AAB1828; AAA9624; AAA9623: AAE1468; ACM2025; AAC2081; AAC5581), e 5 continuando
a ser considerados discordantes (AAA7469; AAG1552; AAA2184; AAO6343; AAB1111). Estes BINs
correspondem aos nossos espécimes pertencentes as espécies Littorina obtusata, Littorina saxatills,
Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Mytilus sp., Ocinebrina edwardsiie Ostrea edulis, respetivamente.
Apos revisao, foram identificados 44 BINs concordantes, 5 BINs discordantes e 4 BINs com apenas um
membro (singleton), resumidos na tabela 4. Os BINs que se apresentam com apenas um membro
correspondem aos nossos espécimes de Crassostrea angulata, Jujubinus pseudogravinae, Parvicardium
exiguum e Vermetus triquetrus.
Tabela 4 — Resumo do numero de BINs e registos taxonomicamente concordantes, discordantes e com apenas

um membro (singleton). Dos 156 registos da biblioteca, 155 tiveram a atribuicdo de um BIN, correspondentes a

um total de 53 BINs.

Numero de BINs Numero de
Nimero de BINs

(apos revisao) Registos
Taxonomicamente Concordantes 28 44 73
Taxonomicamente Discordantes 21 5 78
Singletons 4 4 4

Com base no sistema de classificacdo proposto por Costa ef a/., 2012 e modificado por Lobo et
al., 2015, explicado nos Materiais e Métodos, obtivemos 31 espécies com nivel A, 1 com nivel B, 3 com

nivel C, 9 com nivel D e 6 com nivel E.
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4. Discussao

A compilacdo da biblioteca de referéncia de DNA barcodes, onde estao incluidas as sequéncias
geradas nos diversos projetos envolvidos nesta tese permitiu 0 aumento da informacéo sobre os bivalves
e gastropodes da costa Portuguesa. Este estudo contribuiu com 28 novas sequéncias de bivalves,
avaliando-se também 128 outras sequéncias de bivalves e gastropodes de Portugal, geradas pelo nosso
grupo de investigacao. A classe Gastropoda esta representada com um maior nimero de sequéncias em
relacdo aos bivalves. De acordo com o estudo de Bouchet (2006), este grupo representa a classe mais
abundante e diversa do ambiente marinho. Na base de dados BOLD, o maior registo de espécies é
encontrado para os gastrépodes, com 7455 espécies publicadas contra 1384 espécies de bivalves
(acesso a 27 de Outubro de 2015). O numero de bivalves neste estudo é entretanto, relativamente
pequeno quando comparado a diversidade encontrada para a costa continental portuguesa num estudo
publicado por Martins et a/, (2013). De qualquer modo, as sequéncias incluidas nesta tese sdo um
pequeno contributo para o desenvolvimento de uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes, que para
ser representativa, necessita de um grande levantamento de DNA barcodes de modo a assegurar a
diversidade da regido em questao. Sendo que com a criacdo desta biblioteca se pretendeu dar inicio a
um sistema de classificacdo mais rigoroso e auditavel para os bivalves e gastropodes da costa
Portuguesa.

Neste trabalho utilizamos diferentes conjuntos de primers para a amplificacao de sequéncias de
DNA barcodes de gastropodes e bivalves. Os primers “Folmer” (Folmer et a/, 1994) comumente
utilizados na obtencao de sequéncias de DNA barcodes de diversos organismos apresentaram uma taxa
de sucesso de amplificacao de aproximadamente 39% para os 156 espécimes analisados. Uma
abordagem alternativa foi testada com recurso a primers degenerados, nomeadamente os pares
LoboF/LoboR (Lobo et al, 2013), dgLC01490/dgHCO2198 (Meyer, 2003) e polyLCO/polyHCO (Carr ef
al., 2011). A taxa de sucesso na amplificacdo observada para os primers Lobo foi de aproximadamente
31%. Estes primers revelaram taxas de sucesso de amplificacdo muito superiores em varios grupos de
organismos marinhos, incluindo gastropodes e bivalves (Lobo ef a/, 2013). Por fim, o par
dglL,CO01490/dgHCO2198 gerou cerca de 29% das sequéncias presentes na nossa biblioteca de
referéncia, enquanto que o par polyLCO/polyHCO gerou apenas cerca de 1% dos resultados. De um
modo geral, analisando as distancias moleculares obtidas durante esta tese, como seria de esperar, as
distancias médias intraespecificas K2P, que incluem as sequéncias publicas obtidas no GenBank, foram

inferiores a 2% em praticamente todas as espécies, mostrando que existe congruéncia entre as
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identificacdes baseadas na morfologia e 0 ONA barcodes. Em duas morfoespécies, Ruditapes decussatus
e Parvicardium exiguum, a distancia intraespecifica maxima foi 29,8% e 8,43%, respetivamente. No caso
da espécie Ruditapes decussatus, as nossas sequéncias apresentaram uma alta divergéncia com uma
sequéncia recolhida no Mar do Norte (Barco ef a/, 2015). Analisando os BINs onde se encontram os
espécimes, € possivel verificar que a amostra do Mar do Norte se encontra isolada num BIN e as nossas
sequéncias encontram-se agrupadas num outro BIN com mais 77 sequéncias desta espécie, originarias
de Espanha, Turquia, Franca, Namibia, Tunisia e Portugal. Seria ideal a recolha de mais espécimes do
Mar do Norte e de uma revisdo mais aprofundada. Recentemente foram detetadas diferencas genéticas
entre populacbes de A. decussatus recolhidas em 11 locais dispersos ao longo do Mediterraneo, num
estudo onde foram utilizadas aloenzimas (Gharbi et a/., 2010). Além disto, foi constatada a presenca de
heranca uniparental dupla (DUl — Doubly uniparental inheritance) em algumas familias de bivalves, entre
elas, a familia Veneridae, onde esta inserida a espécie A. decussafus. Neste modo de heranca, duas
linhagens mitocondriais podem coexistir, uma transmitida pela fémea e outra pelo macho (Doucet-
Beaupré et al, 2010), o que pode explicar a alta divergéncia encontrada nas nossas analises
comparativas.

No caso da morfoespécie Siphonaria pectinata, esta é encontrada nos dois lados do oceano
Atlantico (este e oeste), sendo que a disjuncdo genética mostrou haver duvidas da existéncia de duas
linhagens diferentes (Kawauchi & Giribert, 2011). Os nossos espécimes de S. pectinata encontram-se
divididos em dois BINs diferentes (ACFO865 e AAE1468) o que comprova a existéncias de duas
linhagens.

Com a analise do relatdrio de BINs produzido pela BOLD, e apos revisao de todos os casos de
BINs que se apresentavam discordantes, € possivel afirmar que 83% da nossa biblioteca apresenta BINs
congruentes. Os principais problemas encontrados no caso dos BINs discordantes devem-se a falta de
atualizacao da taxonomia das espécies nos repositorios publicos, a presenca de complexos de espécies
onde existe a dificuldade em identificar morfologicamente algumas espécies que se encontram dentro
de um género, e o facto de algumas espécies distintas serem consideradas em alguns estudos como
sendo uma espécie unica. Um dos casos de discordancia ocorre na nossa sequéncia de Gari fervensis
(Gmelin, 1791) (BIN ACT4929). Este BIN foi discordante ao nivel da familia, devido & incluséo de 1
membro da familia Tellinidae e 2 membros da Psammobiidae. O problema da incongruéncia prende-se
com o facto de o registo com a familia Tellinidae ainda nao ter sido atualizado para o nome atualmente

aceite  Psammobiidae, o que & possivel confirmar com pesquisas no WoRMS
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(http.//www.marinespecies.org) ou no ITIS (http.//www.itis.gov/). Sendo agora o BIN considerado
concordante.

O BIN AAX5986, que inclui a nossa sequéncia de £uspira nitida (Donovan, 1804) foi considerado
discordante ao nivel do género. Tendo sido pelo facto de neste estarem incluidos 5 membros do género
Euspirae 1 membro do género Lunatia. A incongruéncia resulta da falta de atualizacdo do género que
agora ¢ considerado valido, no caso £uspira. A partir de agora é considerado concordante. O mesmo
acontece no BIN AAO2227 e que inclui as nossas sequéncias de Phorcus lineatus (da Costa, 1778), que
foi também considerado discordante ao nivel do género, e inclui 51 membros de Phorcuse 29 membros
de Osilinus. A incongruéncia resulta do facto dos registos com o nome Osilinus lineatus ainda nao terem
sido alterados para o nome valido para a espécie, que no caso & Phorcus lineatus (Donald et al,, 2012).
Apds a analise, o BIN passa a ser considerado concordante. Os BINs AAH7858 e AAA3922, onde estao
inseridas as nossas sequéncias de Auditapes decussatus (Linnaeus, 1758) e Ruditapes philippinarum
(Adams & Reeve, 1850), respetivamente, discordam ao nivel do género, tal como os casos anteriores.
No caso do BIN AAH7858, este apresenta 75 membros do género Ruditapes e 6 membros do género
Venerupis. No BIN AAA3922, este tem 201 membros do género Auditapes e 63 membros do género
Venerupis. Em ambos os casos, os registos presentes nos repositorios publicos ainda nao foram
atualizados para o género aceite (ver WoRMS). Ambos os BINs sdo agora considerados concordantes.

Os casos seguintes apresentam discordancia o nivel da espécie. Os nossos espécimes de
Berthella plumula (Montagui, 1803) estdo atribuidos ao BIN AAW3393, onde se encontra 1 membro
classificado como Berthella sp. e 3 membros de Berthella plumula. O registo de Berthella sp. esta apenas
identificado morfologicamente ao nivel do género, mas através da analise dos dados presentes na pagina
do BIN é possivel afirmar que este se trata de um espécime de Berthella plumula, passando por isso a
ser considerado concordante. Trés BINs AAZ9281, AAE1468 e AA06984 foram considerados
discordantes devido a inclusao de trés espécimes identificados morfologicamente ao nivel do género,
Calliostoma sp., Siphonaria sp. e Nassarius sp., respetivamente. Nos trés casos, estes podem ser
identificados através do barcode como Calliostoma zizyphinum (AAZ9281), Siphonaria pectinata
(AAE1468) e Nassarius incrassatus (AA06984). O BIN AA02228, onde se incluem 4 sequéncias de
Gibbula sp. presentes neste estudo, que tiveram uma correspondéncia de 99% com uma sequéncia
publica de um espécime de Gibbula pennanti (Williams et a/., 2010). Sendo que essa mesma sequéncia
encontra-se também presente neste BIN, e podendo entdo as sequéncias de Gibbula sp. serem
identificadas através do barcode como Gibbula pennanti. Os quatro BINs referidos anteriormente sao

agora todos considerados concordantes. O BIN AAO6343 onde se encontram as nossas sequéncias de
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Ocenebra erinaceus (Linnaeus, 1758) é discordante ao nivel da espécie, pois inclui espécimes
identificados como Ocenebra erinaceus (8) e Ocenebra etinacea (24). Tal como acontece em casos
referidos acima, o nome aceite € Ocenebra erinaceus, mas as espécies sdo consideras sindnimas e
existe a necessidade de atualizar as informacdes nos repositérios publicos (ver WoRMS ou ITIS).

O BIN AAA2184, que contem Mytilus galloprovincialis (279), Mytilus edulis (115), Mytilus sp.
(87) e Mitilus trossulus (19) diverge ao nivel da espécie. Este género apresenta uma elevada similaridade
morfoldgica entre as suas espécies e alta frequéncia de haplétipos de DNVA mitocondrial partilhados entre
elas (Barco et al, 2015). Espécies deste género sao alvo de hibridizacao, extensos niveis de introgressao
no DNA mitocondrial e de heteroplasmia (Quesada ef a/, 1998). O BIN continua a ser considerado
discordante, por nao ser possivel distincado dentro do mesmao.

O BIN AAA7469 onde se incluem espécimes de Littorina obtusata (100), Littorina fabalis (6) e
Littorina saxatilis (1). No caso do registo de Littorina saxatilis neste BIN, este deve tratar-se provavelmente
de algum erro de identificacéo ou de rotulagem, pois esta espécie apresenta um numero representativo
de espécimes noutro BIN, nao existindo ambiguidades associadas a distincao morfolégica das duas
espécies (L. obtusatae L. saxatilis). Relativamente a ocorréncia de L. fabalis neste BIN pode ser resultado
da historia evolucionaria das duas espécies. As duas espécies, L. obtusata e L. fabalis, resultaram da
invasao de uma linhagem de Lifforina do Pacifico para o Atlantico, ap6s a abertura do Estreito de Bering
a 3,54 Ma. Estas apresentam divergéncias simpatricas ao longo da costa do Atlantico e estdo bem
separadas morfologicamente, ecologicamente e em alguns marcadores genéticos (aloenzimas e
microssatélites) (Kemppainen et a/, 2009). Resultados obtidos do estudo de Kemppainen et a/. (2009)
mostram que existe uma falta de divergéncia mitocondrial entre as duas espécies e sugere que estas
podem apresentar hibridizacao introgressiva. Sendo neste caso o BIN considerado discordante.

O BIN AA06343, que inclui os nossos espécimes identificados morfologicamente como
Ocinebrina edwardsii, foi discordante ao nivel da espécie. Este BIN inclui sequéncias de Ocinebrina cf.
eawardsii (41), Ocinebrina eadwardsii (7), Ocinebrina nicolai (3), Ocinebrina leukos (2) e Ocinebrina sp.
(1). O género Ocinebrina no nordoeste Altantico e Mar Mediterraneo é tradicionalmente divido em dois
grupos com afinidades morfolégicas, sendo um deles o complexo de O. edwardsii, que inclui espécies
aceites como O. Aispidula (Pallary, 1904), O. nicolai Monterosato, 1884 e O. /eukos Houart, 2000 (Barco
et al, 2013b). A espécie O. edwardsii ¢ uma das mais variaveis morfologicamente da Europa (Houart,
2000) e tendo sido o complexo acima citado alvo de estudo por utilizando marcadores moleculares
(mitocondriais e nucleares) na tentativa de delimitar as espécies (Barco ef a/., 2013b). Apesar da adicao

de diferentes espécies deste género, incluidas em diversos estudos (Barco ef a/., 2013b; Layton et a/.,
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2014; Barco et al., 2015), o fenograma NJ mostrou uma mistura de morfoespécies, ndo sendo possivel
separar 0s espécimes de todas as sequéncias adicionadas a partir do GenBank, tendo o BIN continuado
a ser considerado discordante.

O BIN AAB1111 onde se insere o nosso espécime de Ostrea edulis é discordante ao nivel da
espécie. Este apresenta 31 membros da espécie Ostrea angasie 11 membros da espécie Ostrea eaulis.
As relacdes filogenéticas entre as ostras ainda nao estdo bem estudadas, estando a sua identificacdo e
classificacdo dificultadas. No caso destas espécies, um estudo publicado por Salvi et a/. (2014), mostrou
que estas divergem pouco entre si, e que podem representar um Unico faxon. Sendo por isso o BIN
considerado discordante.

Os BINs AAA9624 e AAA9623 sdo os mais problematicos, e estdo representados por Patella
aspera e Patella ulyssiponensis, sendo que ambas as espécies estdo presentes nos dois BINs. O BIN
AAA9624 apresenta 21 membros de Patella ulyssiponensis e 10 membros de Patella aspera, enquanto
0 BINAAA9623 contem 147 membros de Patella ulyssiponensis e 8 de Patella aspera. O género Patella
tem sido considerado um grupo taxonomicamente dificil, e tendo sido a ocorréncia das duas espécies
em estudos anteriores, considerada como uma espécie tnica (Weber & Hawkins, 2005). Como resultado
da pesquisa de sequéncias no GenBank, foi possivel encontrar sequéncias de espécimes recolhidos em
Espanha (Europa) e identificados como P. aspera, e espécimes das llhas da Macarronésia (Acores)
identificados como P. ulyssiponensis. Neste estudo, a sequéncia de F. aspera agrupou-se com as
sequéncias de Portugal de P. wlyssiponensis, e a sequéncia de P. ulyssiponensis agrupou com as
sequéncias de P. aspera de Portugal. Um estudo envolvendo aloenzimas mostrou que as populacdes da
Macarronésia e da Europa Continental sdo duas espécies distintas, sendo que as populacoes da
Macarronésia sao consideradas como populacoes de P. asperae as da Europa Continental consideradas
como P. ulyssiponensis (Weber & Hawkins, 2005). A divergéncia interespecifica observada entre as duas
espécies neste estudo é de 4%, suportando a ideia da existéncia de duas espécies diferentes,
confirmando assim os resultados obtidos nos estudos mencionados, tendo sido por isso, utilizada neste
estudo a nomenclatura proposta por Weber & Hawkins (2005).

Os BINs AAC2081 e AAC5H581, onde se encontram 0s nossos espécimes de Patella depressa e
Patella vulgata respetivamente. Os dois BINs sao discordantes ao nivel da espécie e caraterizam-se por
apresentar nos seus BINs membros de P. ulyssiponensis, sendo que o primeiro apresenta 69 membros
da espécie P. depressa e 3 da espécie P. ulyssiponensis, e 0 segundo apresenta 58 membros de ~.
vuigata e 2 de P. ulyssiponensis. A inclusdo de espécimes de P. ulyssiponensis em ambos os BINs deve

estar relacionada com algum erro de identificacdo ou contaminacao, visto as espécies agruparem-se
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bem e ndo estarem relatados casos de hibridizacdo envolvendo as espécies referidas acima (Sa-Pinto et
al., 2005). Passando os dois BINs a ser considerados concordantes.

Relativamente ao BIN ACM2025, este diverge também ao nivel da espécie e inclui os nossos
espécimes de Spisula subtruncata e apresenta 10 membros de S. subtruncatae 1 membro de Spisula
solida. Esta discordancia prende-se com algum erro de identificacdo, pois os espécimes de S. solida
encontram-se agrupados num outro BIN (ABV8598), sendo que o Unico espécime presente se encontra
bem agrupado com os espécimes de S. subtruncata. Num estudo realizado por Barco ef a/. (2015), é
possivel verificar através da analise do fenograma NJ obtido, que as espécies se encontram bem
separadas. Passando entdo o BIN a ser considerado concordante.

Com a aplicacao do sistema de classificacdo proposto por Costa ef a/. (2012) e modificado por
Lobo et al. (2015) ao conjunto de dados, foi possivel verificar que os graus atribuidos mostram que existe
uma alta confiabilidade taxonomica e que na sua maioria, as sequéncias obtidas se apresentam
congruentes e externamente comprovadas, tendo-se obtido 31 espécies com grau A e 1 espécie com
grau B. O que mostra que existe bastante concordancia entre as nossas sequéncias e as sequéncias
obtidas para as mesmas morfoespécies a partir de outros estudos. As espécies Nassarius incrassatus,
Siphonaria pectinata e Ruditapes decussatus estao atribuidas ao grau C, e mostram a necessidade da
realizacao de estudos mais aprofundados, de modo a comprovar se as morfoespécies estao atribuidas a
mais que uma linhagem. As espécies de DNA barcodes atribuidas ao grau D (9) mostram a necessidade
de continuar os trabalhos iniciados neste Zaxa, de forma a aumentar os conhecimentos e a biblioteca de
referéncia para estas morfoespécies. Seis morfoespécies presentes neste estudo foram classificadas com
grau E, nomeadamente Litforina saxatilis, Littorina obtusata e Ocinebrina edwardsii, Mytilus edulis e
Mytilus galloprovincialis. Estas representam complexos de espécies bem conhecidos e estudados, mas
que precisam ainda de ser mais aprofundados, de modo a perceber quais das espécies incluidas nos
complexos representam espécies putativas ou ser consideradas sindnimas, havendo a necessidade de
realizar revisdes taxonomicas para esclarecer erros de identificacdo de espécies.

A espécie Nucula sulcata destaca-se das restantes espécies de bivalves, por se apresentar
bastante afastada de todas as outras espécies de bivalves. Esta espécie agrupa-se num mesmo ramo
contendo duas familias de gastrépodes, Calliostomatidae e Trochidae, entretanto com baixo grau de
suporte (33). Em estudos anteriores, espécimes da familia Nuculoidea apresentavam-se agrupados entre
gastropodes e cefalopodes (Giribert & Wheeler, 2002).Este € um dos grupos mais basais dentro dos
bivalves (Plazzi et al, 2012). Situacao similar & observada para o bivalve Solen marginatus e o gastrépode

Tectura virginea. As relacoes filogenéticas dentro dos moluscos ¢ ainda foco de intenso debate (Stoger
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et al., 2013), assim como dentro dos gastropodes (Zapata ef a/, 2014) e dos bivalves (Plazzi et al,
2011). Além disto, o numero de bivalves no nosso estudo nao é representativo, comparativamente com
0s presentes noutros estudos, tornando dificil avaliar as relacdes reais destes grupos no nosso conjunto
de dados. De qualquer modo, estas analises filogenéticas encontram-se além do objetivo desta tese.

Foi verificada a presenca de insercdes e delecdes em algumas familias de bivalves e uma espécie
de gastropode. Para 16 espécimes pertencentes a duas familias de bivalves (Arcidae e Mytilidae) e uma
espécie de gastropode (7ectura virginea) foi observada a insercdo de um coddo na mesma posicao do
alinhamento. Além disto, foi observada a delecdo de trés coddes para a familia Ostreidae (Crassostrea
angulata e Ostrea edulis). Estes mesmos resultados foram reportados por Layton et al. (2014).
Adicionalmente, uma delecao de dois coddes foi verificada para a espécie Gari fervensis. Por fim, para
as espécies endémicas dos Acores, Jujubinus pseudogravinae e Gibbula delgadensis, foram produzidos
0s primeiros barcodes para ambas as espécies e para as quais nao existem ainda estudos taxonémicos
detalhados (Avila et a/, 2011). Analisando o fenograma NJ obtido, este sugere que a espécie G
delgadensis se encontra mais proxima de J. pseudogravinae e J. exasperatus, do que das restantes
espécies Gibbula presentes neste estudo. Foi ainda gerado o primeiro barcode para o bivalve Gari

fervensis, Unico representante da familia Psammobiidae neste estudo.
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5. Conclusao

O DNA barcodes provou ser uma ferramenta Util na identificacdo rapida e eficiente de espécies,
qgue se encontram incluidas em grupos ainda pouco estudados e aguardam descricao. Este trabalho
contribuiu para a confirmacao da eficacia do DNA barcodes na identificacdo de espécies de bilvalves e
gastropodes da costa Portuguesa. E permitiu a atribuicdo até a espécie de praticamente todos os
espécimes catalogados nesta tese com um faxa superior. De um modo geral, todas as espécies desta
biblioteca de referéncia agruparam em clados monofiléticos, com divergéncias inferiores a 2%.

Os dados compilados nesta tese mostram que a biblioteca de referéncia de DNA barcodes para
gastrépodes e bivalves da costa Portuguesa ainda se encontra numa fase inicial, existindo a necessidade
de dar continuadade ao desenvolvimento da mesma, de modo a proporcionar um aumento no rigor de
futuros trabalhos nesta area e do conhecimento destes grupos.

Verificaram-se casos de ambiguidade, incluindo casos de complexos de espécies, que
comprovam a necessidade de haverem mais estudos de modo a ajudar a resolver ou entender melhor
estas situacdes (por exemplo, Nassarius incrassatus), e ainda casos de espécies ou sub-espécies que
precisam de revisdes taxonomicas, como por exemplo, Pafella ulyssiponensis, Patella aspera, Tricolia
pullus azorica, Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis.

A universalidade das bibliotecas de referéncia de DNA barcodes ira revigorar a ciéncia da
taxonomia, permitindo a detecao de incoeréncias nas identificacdes morfolégicas e de potenciais
espécies cripticas, ajudando desta forma na resolucao de conflitos taxonémicos e na revisao taxonomica
de espécimes. As bibliotecas de referéncia de DONA barcodes permitem ainda o aumento do
conhecimento da biodiversidade, onde é possivel examinar e estudar de uma forma mais rapida, eficiente
e econodmica todas as espécies presentes.

No futuro, com o aumento de estudos semelhantes a esta tese, onde é feita a compilacdo da
biblioteca de referéncia de DNA barcodes de gastropodes e bivalves, sera possivel a utilizacdo dos dados
em estudos de biomonitorizacdo de grande escala, com recurso a técnicas de sequenciacao de alto
débito, facilitando a identificacao de comunidades ainda pouco estudadas e conhecidas. Sendo que com
um maior investimento e esforco para aumentar as amostragens destes espécimes, e consequentemente
0 numero de sequéncias de COI-5P para estas classes, sera possivel realizar mais comparacoes
morfoldgicas e moleculares, permitindo a validacao das bibliotecas de referéncia que ainda se encontram

em desenvolvimento.
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7. Anexos

Anexo 1 - Protocolo E.Z.N.A. (Mollusc da OMEGA Bio-Tek):

1.

10.

11.

Extracdo de uma seccao do tecido da amostra (que vai depender do tamanho do organismo),
homogeneizar com a ajuda de um bisturi, e transferir para um microtubo de 1,5 mL autoclavado,
esterilizar o bisturi e pinca na chama antes e apds cada utilizacao.

Adicionar 350 ul ML1 Buffere 25 ul de Proteinase K. Agitar a solucdo no vortex para misturar
tudo.

Incubar a 60°C por 30/60 minutos ou até que toda a amostra esteja solubilizada (Nota: o tempo
de incubacao varia e depende da elasticidade do tecido; a maioria das amostras requer mais de
4 h; a incubacdo pode ser realizada durante a noite a 37°C)

Adicionar 350 ul de chloroform.isoamy! alcohol (24:1). Agitar a solucdo no vortex para misturar
tudo.

Centrifugar a 10,000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente.

Transferir a fase aquosa superior para um microtubo de 1,5 mL autoclavado. Evitar a interface
turva pois contém contaminantes e inibidores. (Se a fase aquosa superior for pequena apdés a
centrifugacao, adicionar 200 ul de ML1 Buffer e agitar a solucao no vortex para misturar tudo, e
repetir os passos 5 e 6)

Adicionar um volume de MBL Buffere 10 ul de ANase. Agitar a solucdo a velocidade maxima
por 15 segundos no vortex. (Nota: por exemplo, para 500 pl de solucao aquosa superior, no
passo 6 adiciona-se 500 ul de MBL Buffen.

Incubar a 70°C por 10 minutos.

Arrefecer a amostra a temperatura ambiente.

Adicionar um volume de etanol 100%. Agitar a solucao no vortex a velocidade maxima por 15
segundos (Nota: por exemplo, para 500 ul de solucao aquosa superior, no passo 6 adiciona-se
500 pl de etanol 100 %).

Inserir a HiBind® DNA Mini Column num Collection Tube de 2 mL.

Protocolo opcional para o equilibrio da coluna:

a. Adicionar 100 pl de Equilibration Buffer no HiBind® DNA Mini Column.
b. Centrifugar a velocidade maxima por 1 minuto.

c. Descartar o filtrado e reutilizar o Collection Tube.
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12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.
23.
24,

25.
26.
27.
28.
29.

30.

Transferir 750 pl de amostra do passo 9 para a HiBind® DNA Mini Column.
Centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto.
Repetir os passos 12-14 até que toda a amostra tenha sido aplicada na HiBind® DNA Mini
Column.
Descartar o filtrado e o Collection Tube.
Inserir a HiBind® DNA Mini Column num novo Collection Tube de 2 mL.
Adicionar 500 ul de HBC Buffer.
Centrifugar a 10,000 x g por 30 segundos.
Descartar o filtrado e reutilizar o Collection Tube.
Adicionar 700 ul de DNA Wash Buffer (Nota: Antes de o DNA Wash Buffer ser diluido com etanol
100%)
Centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto.
Descartar o filtrado e reutilizar o Collection Tube.
Repetir ao passos 21-23 para um segundo passo de DNA Wash Buffer.
Centrifugar a HiBind® DNA Mini Column vazia a velocidade méaxima por 2 minutos para secar
a membrana (Nota: E critico remover algum traco de etanol, pois pode interferir com aplicacdes
mais abaixo.
Transferir o HiBind® DNA Mini Column para um microtubo de 1,5 mL autoclavado.
Adicionar 50-100 pl de Elution Buffer pré-aquecido a 70°C.
Deixar repousar a temperatura ambiente por 2 minutos.
Centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto.
Repetir os passos 27-29 para um segundo passo com E/ution Buffer (pode ser usada qualquer
uma das combinacdes).
a. Apos adicionar o Elution Buffer, incubar a coluna por 5 minutos;
b. Aumentar o volume do Elution Buffer,
c. Repetir os passos com Elution Buffer novo;
d. Repetir os passos com o E/ution Buffer do primeiro passo.

Armazenar o DNA a -20°C.



Anexo 2/Tabela T1 — Localizacao e coordenadas dos 27 locais onde os espécimes de bivalves e

gastrépodes utilizados para a construcao da biblioteca de referéncia foram colhidos entre 2009 e 2015.

Locais de Recolha Coordenadas
1. Praia do Canto Marinho 41.73; -8.86
2. Praia Norte 41.70; 8.85
3. Praia do Cabedelo 41.68; -8.83
4. Praia do Cabedelo 41.68; -8.82
5. Apulia 41.48; -8.87
6. Sdo Jacinto 40.67; 8.77
7. Séao Jacinto 2 40.65; 8.72
8. Barra 40.64; -8.68
9. Ria de Aveiro 40.64; -8.65
10. Ria de Aveiro 2 40.62; 8.74
11. Lagoa de Obidos 39.43; 9.22
12. Quatro Ribeiras 38.77;-27.20
13. Praia da Bafureira 38.70; 9.39
14. Troia 1 38.50; -8.84
15. Troia 2 38.49; -8.83
16. Troia 3 38.47; -8.87
17. Troia 4 38.46; -8.86
18. Canal do Alcacer 38.40; -8.64
19. Sines 1 37.93; -8.82
20. Sines 2 37.91;-8.80
21. Mosteiros 37.89; -25.82
22. Ponta Delgada 37.73; -25.66
23. Caloura 37.70; -25.50
24. Praia do Carvoeiro 37.10; -8.49
25. Praia de Faro 37.01; 8.00
26. Oceano Atlantico (Algarve) 36.87; -8.53
27. Oceano Atlantico (Algarve) 36.78; 8.42
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Anexo 3/ Tabela T2: Espécies, nimero de espécimes, ordens e familias, nimeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias incluidas neste estudo,

numeros de identificacdo na BOLD de todas as sequéncias obtidas neste estudo.

Espécie (n® de

e N* Acesso do GenBank N¢ Identificacao da BOLD Classe Ordem Familia Fonte
espécimes)
Anadara sp. (2) KF369106; KF369107 Bivalvia Arcoida Arcidae Lobo et al, 2013
Este estudo; Vergara-Chen ef
Cerastoderma edule (4) KJ659784; JQ319615 BVALNO33-14; BVALN032-14 Bivalvia Veneroida Cardiidae al., 2015; Mikhailova et al.,
nao publicado
Este estudo; Cardoso et al.,
JQ027306; DQ659373; o ) ) 2006; Hsiao, 2011;
Crassostrea angulata (5) AB904S79 BVALNO38-15; BVALN037-15 Bivalvia Ostreoida Ostreidae Hamaguchi & Hamaguchi,
2014
Gari fervensis (1) BVALNO42-15 Bivalvia Veneroida Psammobiidae Este estudo
JF301826; KRO84911; Este estudo; Prieto-Araya et
Mytilus edulis (7) KF369155; KF369153; BIVO43-14; BIV037-14 Bivalvia Mytiloida Mytilidae al., 2011; Lobo et al., 2013;
KF369154 Barco et al,, 2015
Mytiliss galoprovincialls——y 147719: kC789270 BIVOA7-14; BIVOIS-LL BNOSS-14: givia Mytiloida Mytilidae Este estudo; Keskin, 2013
(6) BIV040-14
Mytilus sp. (3) BIVO04-10; BIVO06-10; BIVO05-10 Bivalvia Mytiloida Mytilidae Este estudo
Nucula sulcata (4) KF369158; KF369160; Bivalvia Nuculida Nuculidae Lobo et al, 2013
KF369159; KC984746
Ostrea edulis (2) AF120651 BIVO73-14 Bivalvia Ostreoida Ostreidae Este estudo; Giribet &
Wheeler, 1999
Parvicardium exiguum (2)  AF120664 BVALNO39-15 Bivalvia Veneroida Cardiidae Este estudo; Giribet &
Wheeler, 1999
Ruditapes decussatus (8)  KRO84894: KC789433 BIVO74-14; BIV076-14 Bvalia  Veneroida Veneridae Este estudo; Keskin, 2013,

Barco et al., 2015
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Anexo 3/ Tabela T2: Espécies, numero de espécimes, ordens e familias, numeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias incluidas neste estudo,

numeros de identificacdo na BOLD de todas as sequéncias obtidas neste estudo (continuacéo).

Espécie (n® de

.. N® Acesso do GenBank N¢ Identificacao da BOLD Classe Ordem Familia Fonte
espécimes)
Este estudo; Chen etal,
Ruditapes philippinarum (3)  JN054584; GQ855265 BIV059-14 Bivalvia Veneroida Veneridae
2009; Mao et al, 2011
Scrobicularia plana (3) BVALNO47-15; BVALNO45-15; Bivalvia  Veneroid Semelid Este estud
crobicularia plana BVALNO46-15 alvia eneroida emelidae ste estudo
BVALN028-14; BVALN029-14; o ) ) Este estudo; Fernandez-
/e ] EU523672 Bival Vi I
Solen marginatus (5) U5236 BVALNO31-14: BVALN030-14 ivalvia eneroida Solenidae Moreno et al, 2008
Este estudo; B t al,
Spisula subtruncata (3) KR084599 BVALNO40-15; BVALNO41-15 Bvavia  Veneroida Mactridae 2216565 udo; Barco et a
Lobo et al, 2013; B t
Armina maculata (3) KF369111 GTALEO13-14; GTALEO12-14  Gastropoda  Nudibranchia Arminidae opo erat, e
al., submetido
Berghia columbina (1) JX087544 Gastropoda  Nudibranchia Aeolidiidae Carmona et al., 2012
C tal, 2011;
Berghia verrucicornis (7) JX087553; JX087554; LMBAGOBS-11; LMBAGO87-11; Gastropoda  Nudibranchia Aeolidiidae C::gz:: :z‘::/ ’ 2012i Borges
= HQ616749; HO616750  LMBAGOS6-11 P St
et al., submetido
Lobo et al., 2013; B t
Berthella plumula (3) KF369114; KF369115 GTALE003-09 Gastropoda  Pleurobranchomorpha  Pleurobranchidae ; Zuir:e;ido 1 DOTEEs &
Calliostoma sp. (1) LMBAGO089-11 Gastropoda  Archaeogastropoda Calliostomatidae Borges et al.,, submetido
Calliostoma virescens (2) LMBAGO090-11; LMBAGO91-11 Gastropoda  Archaeogastropoda Calliostomatidae Borges et al,, submetido
KR084610; KRO84821; B tal, 2015; B t
Calliostoma zyziphinum (5) ' ' GTALEO33-15; GTALE034-15 Gastropoda  Archaeogastropoda Calliostomatidae arco eta ! 1 DOTEES &
KR084401 al., submetido
Cingula trifasciata (2) LMBAGO036-11; LMBAG035-11 Gastropoda  Sorbeoconcha Rissoidae Borges et al,, submetido
Collin, 2001; Borges et al,
Crepidula fornicata (3) AF353124; AF353131 BIVO75-14 Gastropoda  Littorinimorpha Calyptraeidae ! =

submetido
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Anexo 3/ Tabela T2: Espécies, numero de espécimes, ordens e familias, numeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias incluidas neste estudo,

numeros de identificacdo na BOLD de todas as sequéncias obtidas neste estudo (continuacéo).

Espécie (n® de

.. N Acesso do GenBank  N° Identificacao da BOLD Classe Ordem Familia Fonte
espécimes)
Euspira nitida (3) KRO84384; KROB4454  GTALE036-15 Gastropoda  Littorinimorpha Naticidae i eto PN EOf &
al., submetido
Williams & Ozawa, 2005;
Gibbula cineraria (6) AM049339; KJ183016 LMBAGO65-11; LMBAGO64-11; Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Cowart et al., 2014; Borges et
LMBAG204-11; LMBAG205-11 )
al., submetido
Gibbula delgadensis (3) LMBAGO26-11; LMBAGO25-11; Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Borges et al., submetido
LMBAG027-11
Gibbula pennanti (1) GQ232365 Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Williams et al.,, 2009
Gibbula sp. (4) tmgigigig ::mg::gifgég Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Borges et al., submetido
LMBP080-11; LMBP173-14;
Gibbula umbilicalis (8) IN686274; N686278  LMBAG092-11; LMBAGO93-11;  Gastropoda  Archaeogastropoda  Trochidae :7”1?);;2’02011’ Borges ef
LMBP174-14; LMBP079-11 B
Gibbula varia (4) J0839392; JQ839395; Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Bvans et al, 2012; Barco et
JX887429; JX887427 al, 2013
Claremont et al, 2007;
AM712610; AM712612; o Gonzalez-Tizon et al,, 2007;
Hexaplex trunculus (5) KF297420; EU391577 LMBAGO76-11 Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Villamor et al, 2013; Borges
et al., submetido
Jujubinus exasperatus (1) (GQ232368 Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Williams et a/., 2009
Jujubinus pseudogravinae (1) LMBAGO040-11 Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Borges et al,, submetido
Littorina arcana (1) HE590832 Gastropoda  Littorinimorpha Littorinidae Reid et al., 2012
Littorina compressa (1) HE590834 Gastropoda  Littorinimorpha Littorinidae Reid et al., 2012
Littorina fabalis (1) HE590835 Gastropoda Littorinimorpha Littorinidae Reid et al., 2012
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Anexo 3/ Tabela T2: Espécies, numero de espécimes, ordens e familias, numeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias incluidas neste estudo,

numeros de identificacdo na BOLD de todas as sequéncias obtidas neste estudo (continuacao).

Espécie (n® de

L. N® Acesso do GenBank  N¢ Identificacdo da BOLD Classe Ordem Familia Fonte
espécimes)
Blakeslee et a/., 2008; Barco
Litforina littorea (4) KR084730; EU876214 LMBAGO020-11; LMBAG021-11 Gastropoda  Littorinimorpha Littorinidae etal., 2015; Borges et al.,
submetido
Wares et al, 2002; Williams &
Litforina obtusata (4) AF242086; AJ622947 LMBP043-10; LMBP073-10 Gastropoda  Littorinimorpha Littorinidae Reid, 2004; Borges et al.,
submetido
Prado- h /, 2011;
o 5 LMBP037-09; LMBPO50-10; o o radoSanchez et al, 2011;
Litforina saxatilis (5) KR084590; JN241971 Gastropoda  Littorinimorpha Littorinidae Barco et al., 2015; Borges et
LMBP033-09 )
al., submetido
Mitra cornea (2) LMBP130-11; LMBP131-11 Gastropoda  Neogastropoda Mitridae Borges et al., submetido
NEOGA1001;
' Puillandre & Gof a
Nassarius incrassatus (6) NEOGAL002; LMBP134-11; LMBP133-11; Gastropoda  Neogastropoda Nassariidae lljlblfcr;df' Boroeisye;j/)
NEOGA1003 (Bold LMBP135-11 : S PRSI 8 BRI Gl
submetido
system)
Nassarius reticulatus (7) KROBA4429; KJ183015; LMBAGOSE-11; LMBPO17-09; Gastropoda  Neogastropoda Nassariidae 27 n;glézaé;rigoff;joggr;;f
KF369157; KF369156  LMBP008-09 P gastop s St
Borges et al., submetido
Nassarius sp. (1) LMBP063-10 Gastropoda  Neogastropoda Nassariidae Borges et al.,, submetido
Wares & Cunningham, 2000;
LMBP081-11; LMBAG055-11; G Varela et al.,, 2006;
) DQ501708; AF242153; ' ! N uerra-varela er al., ;
Nucella lapillus (9) LMBP013-09; LMBP014-09; Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Layton et al., 2013; Barco,
KF644315; FN651945
LMBP012-09 2009; Borges et al.,
submetido
) KF369163; KF369161; LMBP056-10; LMBP007-09; . Lobo et al., 2013; Borges et
Ocenebra erinaceus (6) Gastropoda  Neogastropoda Muricidae

KF369162

LMBP023-09

al., submetido
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Anexo 3/ Tabela T2: Espécies, numero de espécimes, ordens e familias, numeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias incluidas neste estudo,

numeros de identificacdo na BOLD de todas as sequéncias obtidas neste estudo (continuacéo).

Espécie (n® de

L. N® Acesso do GenBank  N¢ Identificacdo da BOLD Classe Ordem Familia Fonte
espécimes)
FR851900; FR851905; o Barco et al, 2011; Barco et
nebrina aciculata (& N i
Ocinebrina aciculata (4) KF199911; KF199917; Gastropoda eogastropoda uricidae a1, 2013
KF153263; KF153478; . B tal, 2013; B t
Ocinebrina edwardsii (5) LMBAGO68-11; LMBAGO67-11 Gastropoda  Neogastropoda Muricidae arco eta . orees ¢
KF153443 al., submetido
) o KF153274; KF153302; -
Ocinebrina hispidula (3) Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Barco et al,, 2013
KC883664
) o ) KF153316; KF153394; .
Ocinebrina ingloria (3) Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Barco et al., 2013
KF153437
Ocinebrina leukos (1) KF153286 Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Barco et al., 2013
Ocinebrina lurida (1) KF643785 Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Layton efal, 2014
KF153350; KF153346; .
Ocinebrina miscowichae (3) KF153417 Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Barco et al., 2013
KF153446; KF153281;
Ocinebrina nicolai (3) KF153434 Gastropoda Barco et al., 2013
Ocinebrina piantonii (1) KF153271 Gastropoda Barco et al, 2013
Ocinebrina sp. (1) LMBP164-11 Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Borges et al., submetido
LMBP138-11; LMBP097-11; ) Borrel et al,, 2007; Borges et
Patell: 5 EF462971 Gastropod D | Patellid
atelle aspera (%) LMBP099-11; LMBP098-11 SRRt aielidae al,, submetido
tmggégéﬂ tmgiégiﬂ Sa-Pinto et a/, 2005; Carreira
Patella candei (9) JF763831; DQ089564 ' ' Gastropoda  Docoglossa Patellidae etal., 2011; Borges et al.,
LMBP153-11; LMBP085-11; submetido
LMBP084-11
LMBAG084-11; LMBP076-11;
Munoz-Colmenero et al,,
LMBAG085-11; LMBP075-11; i
Patella depressa (9) JF937119; JF937156 Gastropoda  Docoglossa Patellidae 2011; Borges et al.,

LMBAGO70-11; LMBAGO71-11;
LMBAG072-11

submetido
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Anexo 3/ Tabela T2: Espécies, nimero de espécimes, ordens e familias, nimeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias incluidas neste estudo,

numeros de identificacdo na BOLD de todas as sequéncias obtidas neste estudo (continuacéo).

Espécie (n® de

L. N® Acesso do GenBank  N¢ Identificacdo da BOLD Classe Ordem Familia Fonte
espécimes)
Sa-Pinto et al, 2005; B
Patella pellucida (2) DQ089621 LMBP018-09 Gastropoda  Docoglossa Patellidae erinto e ar, orees
et al., submetido
LMBP015-09; LMBP029-09; ) S&-Pinto ef al,, 2005; Borges
Patella ulyssi s (4 DQ089596 Gastropod D | Patellid
atella ulyssiponensis (4) 0] LMBP016-09 astropoda ocoglossa atellidae et al. submetido
LMBP040-09; L MBP039-09; Nakano & Ozawa, 2005;
) Munoz-Colmenero et al.,
Patella vulgata (8) AB238580; JF937189 LMBP041-09; LMBP019-09; Gastropoda  Docoglossa Patellidae 2011: Borges ef
LMBP038-09; LMBP020-09 ' B8 !
submetido
LMBAGO61-11; LMBAG062-11;
LMBAG081-11; LMBP009-09; Donald efal, 2011; Munoz-
Phorcus lineatus (15) IN686332; IN686323; LMBAGO12-11; LMBAG245-11; Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae Colmenero et al., 2014;
IN686326; KPO64768  LMBPO96-11; LMBAGO63-11; P gastop o
LMBAGO83-11; LMBAGO82-11; 8 n SUDMEN
LMBAGO11-11
' KF369166; NG686313; . Donald et al, 2011; Lobo et
Phorcus sauciatus (3) ING6S6311 Gastropoda  Archaeogastropoda Trochidae al., 2013; Borges et al.,
submetido
K hi & Giribet, 2010;
AB871789; KJ407368;  Mbro77-11; LMBPO78-11; NZ\:::S I2013I-r IGieri’bet et
Siphonaria pectinata (8) ' ' LMBAGO54-11; LMBAG052-11;  Gastropoda  Pulmonata Siphonariidae ' ' v
HQ386654 2014; Borges et al.,
LMBAG053-11 i
submetido
Galindo et al, 2013; B
Tectarius striatus (3) KC990635 LMBP086-11; LMBP144-11 Gastropoda  Littorinimorpha Littorinidae alindo et.a ] orges
et al., submetido
o . Nakano & Ozawa, 2005;
Tectura virginea (2) AB238541 LMBP026-09 Gastropoda  Patellogastropoda Lottiidae

Borges et al., submetido
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Anexo 3/ Tabela T2: Espécies, nimero de espécimes, ordens e familias, nimeros de acesso do GenBank de todas as sequéncias incluidas neste estudo,

numeros de identificacdo na BOLD de todas as sequéncias obtidas neste estudo (continuacéo).

Espécie (n® de

L. N® Acesso do GenBank  N¢ Identificacdo da BOLD Classe Ordem Familia Fonte
espécimes)
Tricolia pullus azorica (2) LMBAG029-11; LMBAG028-11 Gastropoda  Vetigastropoda Phasianellidae Borges et al., submetido
Lobo et al., 2013; Borges et
Vermetus triguetrus (1) KF369193 Gastropoda  Sorbeoconcha Vermetidae 8

al., submetido
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Anexo 4/Figura F1

Anexo 4/Figura F1 — Imagens selecionadas de alguns espécimes de gastropodes e bivalves deste
estudo. a — Hexaplex trunculus, b — Littorina littorea, c- Gibbula cineraria, d — Patella aspera, e — Patella

depressa, t — Tectura virginea, g — Ruditapes decussatus, h — Cerastoderma edule, i — Scrobicularia plana,
i = Nucella lapillus, k — Berthella plumula, | = Nassarius incrassatus.
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Anexo 5/Tabela T3 - Divergéncia intraespecifica e desvio padrdo, calculados com o modelo de

substituicdo nucleotidica K2P.

Espécie (niimero de espécimes) Divergéncia intraespecifica (K2P) + d.p.

48

Armina maculata (3) 0,32 £ 0,002
Berghia verrucicormis (7) 0,87 + 0,002
Berthella plumula (3) 0,41 + 0,002
Calliostoma virescens (2) 0+0

Calliostoma zizyphinum (5) 1,67 + 0,003
Cerastoderma edule (4) 0,34 + 0,002
Cingula trifasciata (2) 1,67 + 0,005
Crassostrea angulata (5) 0,73 +0,002
Crepidula fornicata (3) 1,82 + 0,004
Euspira nitida (3) 1,13+ 0,003
Gibbula cineraria (6) 1,37 £ 0,003
Gibbula delgadensis (3) 0,51 + 0,002
Gibbula pennanti (5) 0,84 + 0,003
Gibbula umbilicalis (8) 0,83+ 0,002
Gibbula varia (4) 1,34 + 0,003
Hexaplex trunculus (5) 0,54 + 0,002
Litforina littorea (4) 0,29 + 0,002
Mitra cornea (2) 0+0

Nassarius incrassatus (6) 1,81 + 0,003
Nassarius reticulatus (8) 0,47 + 0,001
Nucella lapillus (9) 0,24 + 0,001
Nucula sulcata (4) 0,23 £ 0,001
Ocenebra erinaceus (6) 0,30 + 0,001
Ocinebrina hispidula (3) 0,31 + 0,002
Ocinebrina ingloria (3) 0+0

Ocinebrina miscowichae (3) 0,31 + 0,002
Ostrea edulis (2) 0+0

Parvicardium exiguum (2) 8,43 +0,012
Patella aspera (5) 0,12 + 0,001
Patella candei (9) 1,52 + 0,002
Patella depressa (9) 0,18 £+ 0,001
Patella pellucida (2) 0,50 + 0,003
Patella vulgata (8) 0,12 + 0,001
Patella ulyssiponensis (4) 1,35+ 0,003




Anexo 5/Tabela T3 - Divergéncia intraespecifica e desvio padrdo, calculados com o modelo de

substituicao K2P (continuacao).

Espécie

Divergéncia intraespecifica (K2P) + d.p.

Phorcus lineatus (15)
Phorcus sauciatus (3)
Ruditapes decussatus (4)
Ruditapes philippinarum (3)
Scrobicularia plana (4)
Siphonaria pectinata (8)
Solen marginatus (5)
Spisula subtruncata (3)
Tectarius striatus (3)
Tectura virginea (2)

Tricolia pullus azorica (2)

0,97 + 0,002
0,52 + 0,002

15,34 + 0,014

1,04 £ 0,003
0,72+ 0,003
2,03 £ 0,003
0,99 + 0,003
0,92 + 0,003
0,20 + 0,001
0,65 + 0,003
0,68 + 0,003

Anexo 6/Tabela T4 - Divergéncia congenérica e desvio padrao, calculados com o modelo de

substituicao K2P.

Género Divergéncia congenérica (K2P) + d.p.
Berghia 5,54 + 0,005
Calliostoma 5,36 + 0,006
Gibbula 12,90 + 0,010
Jujubinus 7,18+ 0,010
Littorina 7,15+ 0,007
Mytilus 2,26 + 0,003
Nassarius 9,88 + 0,009
Ocinebrina 7,79 + 0,007
Patella 10,73 + 0,008
Phorcus 4,22 + 0,005
Ruditapes 24,95 + 0,018
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Anexo 7/Tabelo T5 - Divergéncia confamiliar e desvio padrao, calculados com o modelo de

substituicao K2P.
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Familias Divergéncia confamiliar (K2P) + d.p.
Cardiidae 17,65+ 0,013
Littorinidae 10,87 + 0,008
Muricidae 11,81 + 0,008
Ostreidae 14,74 £+ 0,012
Trochidae 14,90 + 0,010




Anexo 8/Figura F2

1 Gibbula umbilicalis JNGBE6274 Reino Unido
=l Gibbula umbilicalis LMBAGO93-11 Porfugal®
1o~ Gibbula umbilicalis LMBAG092-11 Portugal®
Gibbula umbilicalis LMBEPO78-11 Portugal®
| Gibbula umbilicalis JN6E62T78 Espanha
[ Gibbula umbilicalis LMBP173-14 Porfugal®
— Gibbula umbilicalis LMBF174-14 Portugal®
= - Gibbula umbilicalis LMBEPO80-11 Portugal*
Gibbula varia JQ839392 Malta
= |~ Gibbula varia JQB39395 Malta
sa| | Gibbula varia JX887429 Grécia
# 1 Gibbula varia JXB87427 Grécia
= 5 Gibbula sp. LMBPO10-09 Porfugal®
=L Gibbula sp. LMEP064-10 Portugal®
= [ Gibbula sp. LMBP044-10 Portugal®
Gibbula sp. LMBP045-10 Portugal™
# 1 Gibbula pennanti GQ232365 Franga
s 1 Gibbula cineraria LMBAGO64-11 Portugal™
7 |'Gibbula cineraria AM049339 Reino Unido
7 Gibbula cineraria KJ183016 Franca
# |~ Gibbula cineraria LMBAG205-11 Portugal®
a|— Gibbula cineraria LMBAGO65-11 Portugal®
%L Gibbula cineraria LMBAG204-11 Portugal®
Phorcus sauciatus KF369166 Portugal®
Phorcus sauciatus JN&86313 Marrocos
Phorcus sauciatus JN686311 Espanha
— Phorcus lineatus LMBAGO11-11 Portugal®
o Phorcus lineatus JNG686332 Franca
{ Phorcus lineatus JN6E6326 Marrocos
.y Phorcus lineatus LMBAGO83-11 Portugal®
= Phorcus lineatus LMBP009-09 Portugal®
— + I Phorcus lineatus LMBAGOG2-11 Portugal®
Phorcus lineatus LMBAG245-11 Portugal®
Phorcus lineatus LMBAGO12-11 Portugal®
&L Phorcus lineatus LMBAGO81-11 Portugal®
Phorcus lineatus JN686323 Reine Unido
Phorcus lineatus LIMBAGO61-11 Portugal®
L Phorcus lineatus KPO&4768 Espanha
8| Phorcus lineatus LMBAGO63-11 Portugal®
B z=| Phorcus lineatus LMBP0S6-11 Portugal®
{ “! Phorcus lineatus LMBAGO82-11 Portugal®

g
]

k]
k]

b L

Anexo 8/Figura F2 - Fenograma NJ de gastrépodes e bivalves de diversos locais geograficos. Foi
aplicado o modelo de substituicao K2P e me cada no esta apresentado o seu grau de suporte obtido
através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas. Sequéncias marcadas com um asterisco

representam as sequéncias deste estudo.

51



499|:Jujubinu5 exasperatus GQ232368 Croacia
Jujubinus pseudogravinae LMBAGO40-11 Portugal®

£ Gibbula delgadensis LMBAGO27-11 Portugal®
@ || Gibbula delgadensis LMBAGO26-11 Portugal®
%1 Gibbula delgadensis LMBAGO25-11 Portugal®

o | Calliostoma virescens LMBAGO90-11 Portugal®
—{ Calliostoma virescens LMBAGO91-11 Porfugal®
E) Calliostema zizyphinum KRO84610 Mar do Norte
Calliostoma zizyphinum KRO84821 Mar do Morte
Calliostoma sp. LMBAGO83-11 Portugal®
Calliostoma zizyphinum KR084401 Mar do Norte™
|| Calliostoma zizyphinum GTALE033-15 Portugal®
=L Calliostoma zizyphinum GTALEQ34-15 Portugal®
Nucula sulcata KF369159 Portugal®
= MNucula sulcata KC984746 ND
s Nucula sulcata KF369160 Portugal”
*'Mucula sulcata KF369158 Portugal®
= Patella vulgata JF937189 Espanha
Patella vulgata LMBP020-09 Portugal®
o Patella vulgata LMBP019-09 Portugal”
Patella vulgata LMBP040-09 Portugal®
a| Patella vulgata LMBP0O38-09 Portugal®
Patella vulgata AB238580 Reino Unido
Patella vulgata LMBP039-09 Portugal”
Patella vulgata LMBP041-09 Portugal®

| &

&

gg[ Patella pellucida LMBPO18-09 Portugal®

Patella pellucida DQO89621 Portugal

Patella aspera LMBP138-11 Portugal®
Patella aspera LMBP099-11 Portugal®
Patella aspera LMBP097-11 Portugal®
Patella aspera LMBPO98-11 Portugal®
Patella ulyssiponensis DQO89596 Portugal
Patella ulyssiponensis LMBP0O16-09 Portugal®
Patella ulyssiponensis LMBP029-09 Portugal*
=5 || Patella aspera EF462971 Espanha

=1 Patella ulyssiponensis LMBP015-09 Portugal®
Patella candei LMBPO83-11 Portugal®

= *“ Patella candei LMBP151-11 Portugal®

“I Patella candei LMBPO84-11 Portugal®

I Patella candei LMBP153-11 Portugal®

2 Patella candei DQO89564 Portugal

Patella candei LMBPO82-11 Portugal™

Patella candei LMBP0O85-11 Portugal™

Patella candei LMBP152-11 Portugal®

Patella candei JF763831 ND

a2

=

L]

Anexo 8/Figura F2 - Fenograma NJ de gastrépodes e bivalves de diversos locais geograficos. Foi
aplicado o modelo de substituicdo K2P e me cada no esta apresentado o seu grau de suporte obtido
através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas. Sequéncias marcadas com um asterisco

representam as sequéncias deste estudo (continuacao).
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- 3| Patella depressa JF937119 Espanha
L Patella depressa LMBAGO84-11 Portugal®
# | Patella depressa JF937156 Espanha
N Patella depressa LMBAGO72-11 Portugal®
i Patella depressa LMBAGO70-11 Portugal®
Patella depressa LMBAGO85-11 Portugal®
“ Patella depressa LMBPO76-11 Portugal”
=l Patella depressa LMBP075-11 Portugal®
Vermetus triquetrus KF369193 Portugal®

gg E Cingula frifasciata LMBAGO35-11 Portugal®
Cingula frifasciata LMBAGO36-11 Porfugal”

o r Crepidula fornicata AF353131 Estados Unidos da América
o | # [ Crepidula fornicata BIVO75-14 Portugal®
Crepidula fornicata AF353124 Estados Unides da América

=— MNassarius incrassatus NEQGA1003-10 Espanha
4} Nassarius sp. LMBP063-10 Portugal®
=l Nassarius incrassaius NEQGA1001-10 Espanha
Nassarius incrassatus LMBP133-11 Portugal®
Nassarius incrassatus LMBP135-11 Portugal®
Nassarius incrassatus LMBP134-11 Portugal”
# 1 Nassarius incrassatus NEQGA1002-10 Espanha
Massarius reticulatus LMBP017-09 Portugal®
Nassarius reficulatus KF369156 Portugal®
Nassarius reticulatus LMBAGO58-11 Portugal®
Massarius reticulatus KRO84429 Mar do Morte
Massarius reficulaius KJ183015 Franca
af Nassarius reficulatus KF369157 Portugal®
L Nassarius reticulatus LMBP0O08-09 Portugal®
5 (Mitra cornea LMBP130-11 Portugal®
Mitra cornea LMBP131-11 Portugal®
Littorina saxatilis LMBP033-09 Porfugal”
@ ! Littorina saxatilis LMBP037-09 Portugal®
" Littorina saxatilis LMBP050-10 Portugal®
#L Littorina saxatilis JN241971 Espanha
I Littorina compressa HES90834 Franca
=1L Littorina saxatilis KRO84590 Mar do Norte
L Littorina arcana HES90832 Franga
o | Littorina obtusata LMBP073-10 Portugal®
{ Littorina obtusata LMBP043-10 Portugal®
@ | Littorina fabalis HE590835 Reino Unido
a|r Littorina obtusata AF242086 Islandia
5“{Littm'ina obtusata AJ622947 Reino Unido
o Littorina littorea KRO84730 Mar do Norte
Littorina litorea LMBAG021-11 Portugal®
# | Littorina litorea LMBAGO20-11 Portugal®
7l Littorina littorea EUB76214 Estados Unidos da América

a1

14

Anexo 8/Figura F2 - Fenograma NJ de gastrépodes e bivalves de diversos locais geograficos. Foi
aplicado o modelo de substituicdo K2P e me cada no esta apresentado o seu grau de suporte obtido
através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas. Sequéncias marcadas com um asterisco

representam as sequéncias deste estudo (continuacéo).
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Tectarius driatus LMBPOB6-11 Portugal®
= | Tectarius driatus LMBP144-11 Portugal®
" Tectarius striatus KC990635 ND
Euspira niida KROB4454 Mar do Norte
Euspira niida GTALEQ36-15 Portugal®
“L Euspira nitida KRO84384 Mar do Norte
exaplex frunculus LMBAGO76-11 Portugal®

s H
zZl— Hexaplex frunculus KF297420 Mar Mediterraneo
I *} Hexaplex trunculus AM712612 Espanha
’ = Hexaplex trunculus AM712611 Portugal
Hexaplex runculus EU391577 Portugal

1 Nucella lapillus AF242153 Islandia
FMucella lapillus FN651945 Reino Unido
* Nucella lapillus LMBP014-09 Portugal®
= Nucella lapillus LMBPO13-09 Portugal®
*INucella lapillus DQ501708 Espanha
*! Nucella lapillus LMBP012-09 Portugal*
“INucella lapillus KF644315 Canada
Nucella lapillus LMBP081-11 Portugal®
= Nucella lapillus LMBAGO55-11 Portugal®
L———— Ocinebrina lurida KF643785 Canada
= | Ocinebrina aciculata FR851900 ltalia
= Ocinebrina aciculata FR851905 ltalia
E Ocinebrina aciculata KF199911 Espanha
# 1 Ocinebrina aciculata KF199917 Espanha
22 Jcinebrina miscowichae KF153350 ND
|| # [ Ocinebrina miscowichae KF153417 ND
= Ocinebrina miscowichae KF153346 ND
Ocenebra erinaceus KF369161 Portugal®
«|Ocenebra erinaceus LMBP023-09 Portugal®
Ocenebra erinaceus KF369162 Portugal®
=1 0cenebra erinaceus KF369163 Portugal®
Ocenebra erinaceus LMBP056-10 Portugal®
=l Ocenebra erinaceus LMBP007-09 Portugal®
Ocinebrina ingloria KF153394 lalia

” —%{Ocinebrina ingloria KF153437 Italia
Ocinebrina ingloria KF153316 Itélia

_giE Ocinebrina cf. edwardsii KF153478 Grécia

at = Ocinebrina piantonii KF153271 Tunisia

7 Ocinebrina hispidula KF153274 Tunisia

% | Ocinebrina hispidula KC883664 Tunisia
Ocinebrina hispidula KF15330 Tunisia

<) Ocinebrina leukos KF153286 Espanha

#| | Ocinebrina nicolai KF153446 Espanha

Ocinebrina edwardsii LMBAGO67-11 Portugal™

7 |(Ocinebrina cf. edwardsii KF153263 Espanha

Ocinebrina edwardsii LMBAGO68-11 Portugal™

Ocinebrina sp. LMBP164-11 Portugal®

Ocinebrina cf. edwardsii KF153443 Portugal

#|Ocinebrina nicolai KF153281 Espanha

Ocinebrina nicolai KF153434 Porfugal

oy
A

Anexo 8/Figura F2 - Fenograma NJ de gastrépodes e bivalves de diversos locais geograficos. Foi
aplicado o modelo de substituicdo K2P e me cada no esta apresentado o seu grau de suporte obtido
através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas. Sequéncias marcadas com um asterisco

representam as sequéncias deste estudo (continuacéo).
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Berghia verrucicornis JXO87554 Espanha
Berghia verrucicornis HQ616749 Marrocos
Berghia verrucicornis LMBAGOBE-11 Portugal®
Berghia verrucicornis JX087553 Espanha
Berghia verrucicornis HQ&16750 Espanha
Berghia verrucicornis LMBAGOB6-11 Portugal®
= ¥ | Berghia verrucicornis LMBAGO87-11 Portugal”
L Berghia columbina JX087544 Espanha

Armina maculata GTALEO12-14 Portugal*
@ |, Armina maculata GTALEO13-14 Portugal®
L Armina maculata KF369111 Portugal®

® s Berthella plumula KF369114 Portugal®
# | Berthella plumula GTALEOO3-09 Portugal®
Berthella plumula KF369115 Portugal®
51 | Siphonaria pectinata KJ407368 ND
s | Siphonaria pectinata LMBPO77-11 Portugal®
Siphonaria pectinata HQ386654 ND
% || Siphonaria pectinata LMBPO7E-11 Portugal®
o Siphonaria pectinata LMBAGO54-11 Portugal®
e =| Siphonaria pectinata LMBAG052-11 Portugal®
=| Siphonaria pectinata LMBAGO53-11 Portugal®
=l Siphonaria pectinata AB871789 Espanha
|Tricolia pullus azorica LMBAGOZ28-11 Portugal®
=L Tricolia pullus azorica LMBAG029-11 Portugal®
Solen marginatus EU523672 ND
s — Solen margnatus BVALNO28-14 Portugal®
# Solen marginatus BVALNO31-14 Portugal®
| Solen marginatus BVALNO29-14 Portugal®
*L Splen marginatus BVALN030-14 Portugal®
Hm Tectura virginea LMBP026-09 Portugal®
I Tectura virginea AB238541 Reino Unido
s Spisula subtruncata BVALNO41-15 Portugal®
— # | Spisula subfruncata BYALNO40-15 Portugal™
Spisula subtruncata KROB4599 Mar do Norte
=1y Ruditapes philippinarum JNO54584 Japao
= # |- Ruditapes philippinarum BIV059-14 Portugal®
Ruditapes philippinarum GQ855265 China
= Ruditapes decussatus KROB4894 Mar do Norte
Ruditapes decussatus KC789433 Turquia
E Ruditapes decussatus BIV076-14 Portugal®
= Ruditapes decussatus BIVD74-14 Portugal®

a1 Scrobicularia plana BVALNO47-15 Portugal®
® [Scrobicularia plana BVALNO46-15 Portugal®
= Scrobicularia plana BVALNO45-15 Portugal®
Gari fervensis BVALNO42-15 Portugal®
= = I: Parvicardium exiguum AF120664 ND
Parvicardium exiguum BVALNO39-15 Portugal®
B Cerastoderma edule BVALMN033-14 Portugal*
= Q{Cerastoderma edule KJB59784 Portugal

|®

*x

Cerastoderma edule JQ319615 Suécia
#1 Cerastoderma edule BVALNO32-14 Portugal®

4%

Anexo 8/Figura F2 - Fenograma NJ de gastrépodes e bivalves de diversos locais geograficos. Foi
aplicado o modelo de substituicdo K2P e me cada no esta apresentado o seu grau de suporte obtido
através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas. Sequéncias marcadas com um asterisco

representam as sequéncias deste estudo (continuacéo).
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w0 (Crassostrea angulata DQ659373 Portugal
a1l Crassostrea angulata BVALNO38-15 Portugal®
* Crassostrea angulata BVALNO37-15 Portugal®
= ! Crassostrea angulata AB904879 Japdo
® Crassostrea angulata JQO27306 Tailandia
| Osfrea edulis BIVO73-14 Portugal®
=1 0strea edulis AF120651 ND
|Anadara sp. KF369107 Portugal*
| pnadara sp. KF369106 Portugal*
@ Mytilus edulis JF301826 ND

Mytilus galloprovincialis KC107719 Australia
= Mytilus edulis KRO84911 Mar do Norte
Mytilus galloprovincialis KC789270 Turquia
Mytilus edulis KF369154 Portugal®
Mytilus edulis KF369153 Portugal®
s Mytilus galloprovincialis BIV047-14 Portugal®
A Mytilus sp. BIV0OO4-10 Portugal®
A1 Mytilus edulis KF369155 Portugal®
3 Mytilus galloprovincialis BIVO18-11 Porfugal®
Mytilus sp. BIV0O&-10 Portugal®
r Mytilus galloprovincialis BIVO40-14 Portugal®
s+ Mytilus edulis BIV043-14 Portugal®
| Mytilus galloprovincialis BIV053-14 Portugal®
x| Mytilus edulis BIVO37-14 Portugal®
! Mytilus sp. BIV005-10 Portugal®

2|

0.05

Anexo 8/Figura F2 - Fenograma NJ de gastrépodes e bivalves de diversos locais geograficos. Foi
aplicado o0 modelo de substituicdo K2P e me cada no esta apresentado o seu grau de suporte obtido

através da analise bootstrap a partir de 1000 réplicas. Sequéncias marcadas com um asterisco

representam as sequéncias deste estudo (continuacéo).
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