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Resumo 

Ao longo dos tempos a caracterização das diferentes espécies da classe Gastropoda 

baseava-se apenas em características fenotípicas (morfologia da concha e partes moles), 

as quais eram insuficientes para distinguir espécies e subespécies. Assim, a 

caracterização genética desenvolvida nos últimos anos, tem-se mostrado uma boa 

ferramenta aplicada á diferenciação molecular de espécies, permitindo uma melhor 

compreensão sobre moluscos com um importante papel como hospedeiros 

intermediários de tremátodes e qual a sua posição dentro da família Planorbidae.  

Os objectivos deste trabalho foram, por um lado fazer um estudo comparativo 

de populações de Helisoma sp., de Portugal e Cabo Verde, baseado num estudo 

molecular utilizando marcadores moleculares, nomeadamente o gene COI do DNA 

mitocondrial (mtDNA) e o gene 16S do RNA ribossomal (rRNA) e a região interna 

transcrita (ITS) do DNA ribossomal, e recorrendo à técnica PCR-RFLP, direccionada 

para a região ITS para a identificação de possíveis polimorfismos e, por outro lado 

estabelecer uma relação filogenética entre as populações portuguesas e cabo verdianas 

de Helisoma e outros planorbideos, hospedeiros intermediários de tremátodes. 

Os resultados obtidos, para os genes em análise permitiram a identificação de 

três regiões distintas: Cabo Verde, Madeira e Portugal Continental, esta última formada 

pelas amostras de Algarve e Coimbra, apesar da distante geográfica que separa cada 

umas destas duas áreas.  

Os resultados obtidos para os genes COI e 16S e para a região ITS, mostraram 

uma elevada homologia com as espécies Helisoma trivolvis e H. duryi. 
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Abstract 

Over time the characterization of different species of the Class Gastropoda has 

solely been based on phenotypic characters (morphology of the shell and soft parts), 

which were insufficient to distinguish some species and subspecies.  

Thus, genetic characterization, developed in recent years, has proved a good tool 

for the molecular differentiation of species, allowing a better understanding of molluscs 

that have an important role as intermediate hosts of trematodes and of their position 

within the family Planorbidae.  

The aims of this research were to make a comparative study of populations of 

Helisoma sp, from Portugal and Cape Verde, based on a molecular study using 

molecular markers, including the COI gene of mitochondrial DNA (mtDNA) and 16S 

ribosomal RNA (rRNA) and the internal transcribed spacer (ITS) of ribosomal DNA, 

and using PCR-RFLP of the ITS region to identify possible polymorphisms, and on the 

other hand to establish the phylogenetic relation between  populations of  Helisoma 

from Portugal  and Cap Verde and other  Planorbidae  intermediate hots for trematodes.  

The results for the genes under analysis allowed the identification of three 

distinct regions: Cape Verde, Madeira and mainland Portugal, the latter formed by the 

strains of Algarve and Coimbra, despite the geographical distance that separates each 

one of these two areas. The results obtained for the genes COI and mitochondrial 16S 

DNA and the ITS region showed high homology to the species Helisoma trivolvis and 

H. duryi. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. DADOS HISTÓRICOS SOBRE OS MOLUSCOS 

Como hospedeiros intermediários de tremátodes, os moluscos são um grupo 

muito vasto, cujos fósseis mostram que eles ocuparam um lugar importante, entre os 

demais habitantes do planeta Terra, desde os tempos geológicos mais antigos. São seres 

essencialmente aquáticos, (com habitats em mares, lagos e rios), tendo alguns se 

adaptado à vida terrestre (Malek & Cheng, 1974 e Grácio, 1981)). 

Os moluscos (Filo Mollusca), de acordo com estudo de fósseis, teriam surgido 

na terra no período Câmbrico, portanto há cerca de 600 milhões de anos (Grácio, 1981 

& Kloos & David., 2002). O número actual de espécies de moluscos não é conhecido 

mas pensa-se que esteja muito próximo de 150.000, estando cerca de 80.000 incluídas 

na Classe Gastropoda (Malek & Cheng, 1974). Pode-se concluir, através destes 

números, que os moluscos se encontram entre os animais com mais possibilidade de 

sucesso, dado que aparecem em todos os tipos de “nichos” ecológicos, desde as 

profundidades abissais dos oceanos, às mais áridas regiões terrestres. 

Só com Swammerdam (1737) se veio a conhecer o papel dos moluscos como 

hospedeiro intermediários de parasitas, e é a partir desta altura que os biólogos 

começam a interessar-se pela Malacologia Médica (Grácio, 1981). 

Este interesse veio a aumentar nos fins do século XIX com a descoberta, pelo 

alemão Bilharz, do Schistosoma, causador da bilharziose vesical (1851) e com o 

conhecimento de que aquele parasita necessita no seu ciclo de vida de um molusco de 

água doce como hospedeiro intermediário (Grácio, 1981). 

Dado que a Malacologia, estava ligada a doenças de carácter menos “agudo”, 

só muito lentamente se foi impondo, sendo que apenas no século XX, começou a ser 

reconhecida como uma importante área de Biologia Aplicada e da Parasitologia (Malek 

& Cheng, 1974 e Grácio, 1981). 
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1.2. CLASSIFICAÇÃO TAXONÓMICA DA FAMÍLIA PLANORBIDAE 

Ao recordarmos alguns moluscos mais conhecidos como caracóis, lesmas, 

polvo, choco, ostras, mexilhões, etc., fazemos, até certo ponto, ideia da variação de 

formas que podemos encontrar no Filo Mollusca. 

Os moluscos Planorbidae são constituídos por, cabeça, pé, massa visceral e 

manto e não possuem segmentação. A cabeça aloja os órgãos dos sentidos (tentáculos e 

olhos) e inclui o bolbo bucal onde se encontra a rádula (este é um órgão exclusivo dos 

moluscos). O pé representa a região ventral do saco dermo-visceral, particularmente 

forte e muitas vezes prolongada. A massa visceral é uma volumosa protuberância da 

região dorsal, que aloja a maioria dos órgãos. E por fim o manto ou palio, região da 

“pele” que segrega a concha e cobre a massa visceral, e que apresenta uma dobra 

saliente, o colar do manto, que forma uma cavidade, a cavidade paleal, na qual estão 

alojados os órgãos respiratórios e nalguns casos os orifícios excretores e sexuais (Malek 

& Cheng, 1974). 

Sendo assim, o Filo Mollusca engloba seis classes (Tabela 1), das quais 

apenas faremos referência à classe Gastropoda pela sua importâcia em Medicina. 

Tabela 1 – Classes do Filo Mollusca. 

 Classes 

 

Filo Mollusca 

Monoplacophora 

Amphineura 

Bivalvia 

Scaphopoda 

Cephalopoda 

Gastropoda 
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Por sua vez, esta classe divide-se em três subclasses (Tabela 2) das quais 

apenas abordaremos a subclasse Pulmonata. 

Tabela 2 – Subclasses da Classe Gastropoda. 

 Subclasses 

Filo Mollusca Classe Gastropoda 

Prosobranchiata 

Opisthobranchiata 

Pulmonata 

Os pulmonados são principalmente caracóis terrestres e de água doce. Alguns, 

contudo, são marinhos e de águas salobras. Não possuem brânquias e uma parte da 

cavidade do manto funciona como um pulmão, por apresentar numerosos vasos 

sanguíneos e daí a designação de pulmonados. A concha, quando presente, possui a 

forma de uma espiral simples e regular. Os pulmonados são hermafroditas, 

normalmente ovíparos, mas por vezes ovovivíparos (Malek & Cheng. 1974 e Malek, 

1980)  

A subclasse Pulmonata está dividida em três ordens (Tabela 3). Destas três 

apenas falaremos da ordem Basommatophora. 

Tabela 3 – Ordens da Subclasse Pulmonata. 

 Ordens 

Filo Mollusca Classe Gastropoda Subclasse Pulmonata 

Systollommatophora 

Stylommatophora 

Basommatophora 

Os membros desta ordem são na sua maioria caracóis de água doce, mas 

existem alguns terrestres ou apenas marinhos. Possuem um par de tentáculos contrácteis 

em que os olhos se encontram na base. A concha é cónica, discoidal ou pateliforme 

(forma de lapa). A região genital masculina e feminina abrem separadamente para o 

exterior, mas ambas estão localizadas muito perto uma da outra (Malek & Cheng, 

1974). 
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Dentro da ordem Basommatophora existem várias famílias (Tabela 4) entre 

elas encontra-se a Família Planorbidae. 

Tabela 4 – Famílias da ordem Basommatophora. 

 Famílias 

Filo 

Mollusca 

Classe 

Gastropoda 

Subclasse 

Pulmonata 

Ordem 

Basommatophora 

Siphonaridae 

Gadiniidae 

Ellobiidae 

Carychiidae 

Ancylidae 

Physidae 

Lymnaeidae 

Acroloxidae 

Chilinidae 

Planorbidae 

A família Planorbidae é uma das famílias mais importantes do ponto de vista 

da saúde pública. A concha é discoidal, sinistral (ultradextral) e pode ser globosa ou 

fisóide. O animal é sinitral com as aberturas pulmonares e genitais situadas no lado 

esquerdo. Os tentáculos são longos, filiformes e cilíndricos, com olhos situados na base. 

A estrutura do complexo penial é variável, mas constituído sempre de um prepúcio e de 

um saco vérgico. A rádula é constituída por um dente bicúspide central, dentes laterais 

grandes e bi ou tricúspides e os dentes marginais são compridos, estreitos e 

multicúspides. Uma pseudobrânquia, rodeada pelo colar do manto, altamente 

vascularizada está presente do lado esquerdo. Os membros desta família possuem 

hemoglobina na sua hemolinfa e por conseguinte esta apresenta uma cor avermelhada 

(Malek & Cheng, 1974). 

A Família Planorbidae engloba vários géneros dos quais destacamos: 

- Planorbarius Froriep, 1806; 

- Helisoma Swainson, 1840. 
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1.3. GÉNERO Planorbarius Froriep, 1806 

Do género Planorbarius apenas faremos referência à espécie Planorbarius 

metidjensis Forbes, 1838. 

1.3.1. Características Morfológicas e Anatómicas do Planorbarius 

metidjensis 

O P. metidjensis (Figura 1), é um molusco de água doce, apresenta uma concha 

(Figura 2) discóide, frágil, espira formada por três a quatro voltas arredondadas, com 

estrias transversais e longitudinais. As estrias longitudinais são finas e mais aparentes 

nas primeiras voltas. Apresenta uma sutura profunda e bastante umbilicada na face 

superior e quase plana na face inferior. A abertura é de grandes dimensões, arredondada 

e um pouco oblíqua. A concha de cor amarela pálida pode, contudo apresentar-se 

esbranquiçada e translúcida e a epiderme um pouco espessa e castanha escura (Medeiros 

& Simões., 1985). 

Os diâmetros oscilam entre 13 a 17mm (diâmetro maior) e 6 a 10 mm 

(diâmetro menor). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Planorbarius metidjensis (Fotografia da autora). 

 

1 mm
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Figura 2- Características da concha do Planorbarius metidgensis (Fotografias 

da autora). 

A rádula do P. metidjensis tal como a de qualquer Planorbidae é uma 

membrana cartilaginosa, arredondada na extremidade anterior. Fica situada dentro do 

bolbo bucal perto da sua extremidade posterior. A extremidade anterior é visível através 

da boca quando o caracol se alimenta. A sua superfície superior está coberta por 

pequeníssimos dentes, dispostos em inúmeras fiadas transversais. Cada fiada transversal 

é composta por um dente central de contorno trapezoidal, provido de duas cúspides 

triangulares com vértices aguçados. De ambos os lados do dente central dispõem-se os 

dentes laterais, em número de nove, provido de três cúspides aguçadas nas 

extremidades, uma cúspide central, o mesocone, mais largo que as duas cúspides 

laterais, o ectocone e o endocone. Aos dentes laterais seguem-se os dentes intermédios, 

em número de quatro e cuja configuração é idêntica à dos anteriormente descritos mas 

mais alongados e providos de um mesocone (Azevedo et al., 1954). 

1.3.2. Planorbarius metidjensis: importância em Parasitologia 

P. metidjensis, desempenha um importante papel como hospedeiro 

intermediário de Schistosoma haematobium no Norte de África (Yacoubi et al, 1999), 

de S. bovis em Salamanca (Ramajo-Martin & Simon-Vicente, 1988), no Sudão, com 

alguns casos descritos (Touassem & Jourdane, 1986) e foi hospedeiro natural de S. 

haematobium no Algarve (Bettencourt et al, 1921, Bettencourt & Borges, 1922, França, 

1923 e Azevedo et al. 1948). Para esclarecer o papel destes moluscos, na transmissão de 

Schistosoma sp, vários trabalhos experimentais foram realizados nas últimas décadas 

(Oliveira et al, 1974, Silva et al 1977, Southgate et al, 1984, Kechemir & Combes, 1988 

e Zekhnini, et al, 1997). 

1 mm
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1.3.3. Distribuição geográfica do Planorbarius metidjensis 

P. metidjensis tem uma distribuição geográfica limitada a duas zonas 

Mediterrânicas: do Mediterrâneo Norte até à Península Ibérica e do Mediterrâneo Sul 

até Marrocos e Argélia. 

Em Portugal, P. metidjensis tem uma ampla distribuição geográfica podendo 

encontrar-se, praticamente, ao longo de todo o território (Nobre, 1941 e Grácio, 1981). 

 

1.4. GÉNERO Helisoma Swainson, 1840 

O género Helisoma inclui várias espécies, sendo algumas delas hospedeiros 

intermediários de tremátodes (Malek & Cheng, 1974). 

1.4.1. Caracteristicas Morfologicas e Anatómicas do género Helisoma 

As espécies do género Helisoma (Figura 3), têm uma concha discóide, com 

espira moderadamente aumentada, com voltas que se podem apresentar anguladas ou 

arredondadas no meio. A abertura é de grandes dimensões, em forma de sino 

(campanulada) (Figura 4). Apresentam uma cor avermelhada e a epiderme um pouco 

espessa e castanha escura. Os diâmetros oscilam entre 13 a 20 mm (Malek & Cheng, 

1974). 
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Figura 4 – Características da concha do género 

No aparelho genital dos m
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Figura 3- Helisoma sp. (Fotografia da autora).

 

 

 

 

Características da concha do género Helisoma sp.(Fotografias da 

autora). 

No aparelho genital dos membros deste género distingue-se

bem desenvolvida em forma de chávena, a partir da qual se estende um longo 

l espermático, a glândula da próstata é multiplamente diverticulada em forma de 

leque (ou em fole em corte transversal) e os divertículos da próstata são sacos simples 

simples ao longo do canal da próstata (Brown, 1994

 apresentamos como exemplo o aparelho reprodutivo

Malek & Cheng, 1974). 
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Figura 5 – Aparelho genital de Helisoma trivolvis (Imagem adaptada de Malek 

& Cheng, 1974). 

 

1.4.2. Importância do género Helisoma 

O género Helisoma tem vindo a ser aplicado cada vez mais, como modelo, para 

variados estudos, como, por exemplo, estudos neurobiológicos (Jiménez, et al. 2006; 

Vavoulis, et al. 2007 e Goldberg, et al. 2008), ecotoxicológicos, tanto em ovos 

(Tchounwou, et al. 1991), e em formas embrionárias (Aboul-Ela & Khalil, 1987 e Cole 

et al. 2002), como em estadios juvenis e adultos (Arthur, et al. 1987 e Camargo & 

Alonso 2007). Este facto deve-se em parte, á sua distribuição geográfica, á sua 
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participação na cadeia trófica em ambientes aquáticos e também á sua cápsula 

transparente, onde se podem observar os vários estadios embrionários. 

Os membros do género Helisoma são hospedeiros intermediários de um grande 

número de espécies de trematódes, nomeadamente, do género Echinostoma (Malek & 

Cheng, 1974). Na Figura 6, está esquematizado um ciclo de vida de Echinostoma 

sp.,mostrando o papel que aquele molusco desempenha como hospedeiro intermediário. 

 

 

 

 

 
Ovo Adulto 

Miracídio 

 

Rédia 
mãe 

Rédia 
filha 

Cercária 

Esporocisto 

Metacercária 

Hospedeiro definitivo 

(Animais) 

Primeiro hospedeiro intermediário 

(membros do género Helisoma ) 

Segundo 
hospedeiro 
intermediário 

 

Figura 6 – Esquema do ciclo de vida do Echinostoma sp.(Esquema adaptado 

de Knaap & Loker, 1990) 
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Foi descrito, em ensaios laboratoriais, a utilização do H. duryi como 

competidor de hospedeiros intermediários para schistosomas no Egipto (Frandsen & 

Madsen, 1979) e na Tanzânia (Madsen, 1983).  

1.4.3. Distribuição geográfica do género Helisoma 

As espécies mais conhecidas pertencentes a este género, são nativas da 

América do Norte (Figura 7). Porém, existem registos da sua presença na região 

Neotropical, especialmente no Perú, Equador e Colômbia (Kawano et al. 1985), desde 

África até ao Egipto (Brown, 1994), este aparecimento deve-se sobretudo á introdução 

humana ou laboratorial, no Brasil deve-se sobretudo aos aquaristas (Paraense, W. L., 

1976), bem como em Portugal (Grácio, 1982). 

 

Figura 7 - Distribuição geográfica do género Helisoma. (Imagem adaptada de 

www.discoverlife.org/.../map_of_Helisoma.htm). 

 

Os pontos a amarelo indicam os habitats das diferentes espécies do género 

Helisoma. 
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1.5. IMPORTÂNCIA DA BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA AO 

ESTUDO DA FAMÍLIA PLANORBIDAE 

Inicialmente, a caracterização das diferentes espécies de moluscos baseava-se 

apenas em dados fenotípicos (características morfológicas da concha e partes moles), o 

que se mostrou insuficiente para distinguir espécies e subespécies (Malek & Cheng, 

1974, Brown, 1994 e Ibikounlé et al., 2007). 

A caracterização genética dos moluscos é mais uma das alternativas para 

quantificar a sua diversidade. Actualmente, os marcadores genéticos são, sem dúvida, 

uma das principais ferramentas para descrever os padrões de variabilidade genética de 

uma população natural e, com a sua utilização, é possível também quantificar a 

variabilidade intrapopulacional. 

O métodos moleculares baseiam-se na análise de DNA, examinando 

directamente o genoma do molusco, logo não são confundidos com factores de 

variabilidade induzida (Gow et al., 2004) 

1.5.1. PCR 

A reacção em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Kary Mullis em 

1988 veio possibilitar novas estratégias de análise de genes no âmbito da tecnologia de 

DNA recombinante. Com a PCR, consegue-se uma amplificação fácil, muito rápida e 

selectiva de fragmentos de DNA específicos (Cooper & Hausman, 2007 e Videira, 

2001). 

Posteriormente, as técnicas de PCR têm tido um desenvolvimento notável. Os 

melhoramentos introduzidos resultam no uso de novas polimerases mais fiáveis, 

introduzindo menos erros no DNA amplificado (Cooper & Hausman, 2007 e Videira, 

2001). 
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1.5.2. Marcadores moleculares 

Os marcadores moleculares são definidos como todo e qualquer genótipo 

molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento específico de DNA. A 

sequência de nucleótidos e a função de um marcador molecular podem ou não ser 

conhecidas (Serrano & Garcia-Lobo, 1992). No entanto, nas últimas décadas, o 

desenvolvimento tecnológico tem dado passos muito importantes e a aplicação de novas 

técnicas moleculares ao estudo das espécies de moluscos com importância em saúde 

humana e animal tem permitido caracterizar os hospedeiros intermediários na 

perspectiva de aprofundar o conhecimento sobre a relação entre molusco e o parasita. 

Das diversas técnicas que têm vindo a ser desenvolvidas e utilizadas no estudo da 

variabilidade genética das populações de moluscos de água doce com importância 

médica, destacamos as seguintes. 

1.5.2.1. DNA mitocondrial 

O DNA mitocondrial (mtDNA) foi descoberto em 1960 e desde então, tem sido 

amplamente usado como uma importante ferramenta na análise genética das populações 

de moluscos e é útil para a discriminação de microrganismos geneticamente 

semelhantes devido à sua rápida diferenciação na evolução, o mtDNA evolui 10 vezes 

mais rápido que o DNA nuclear, pois não existem mecanismos de reparo nesta 

molécula. O genoma mitocondrial é gerado maternalmente, não sofre, desta forma, 

recombinação, esta herança materna possibilita que esta molécula seja usada como um 

importante marcador molecular com o objectivo de traçar a história evolutiva de uma 

determinada espécie bem como a filogenia entre as populações existentes, independente 

de terem sofrido efeitos de adaptação e/ou selecção (Cooper & Hausman, 2007; Videira, 

2001) (Figura 8). 
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Figura 8 – DNA mitocondrial como herança materna (Imagem adaptada de 

www. tarafdar.wordpress.com/). 

A análise sequencial dos genes COI e 16S tem permitido ir mais longe no 

conhecimento da variabilidade morfológica, assim como, nas relações entre espécies de 

diferentes grupos (Stothard et al,2002) (Figura 9). 

 

Figura 9 – Esquema do genoma do mtDNA e dos genes COI e 16S (Imagem 

adaptada de www.nature.com/.../v414/n6865/full/414807a.html). 

 

HERANÇA MATERNA 

Ovário 

Espermatezoide Ovulo Mitocôndria paterna destruída 
após fertilização 
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1.5.2.2. DNA ribossomal 

A região do espaçador ITS1 tem apresentado o maior comprimento (303-404 

pares de bases) e maior variação na sequência de nucleotidos que o espaçador ITS2 (80-

89 pares de bases), sugerindo que a sequência do espaçador ITS1 pode ser usada para 

identificação de espécies. Regiões espaçadoras evoluem rapidamente e de forma 

diferenciada entre populações e podem ser usadas para diferenciar espécies ou 

populações de uma mesma espécie. Estas regiões vêm sendo sequenciadas em diversos 

organismos. Os operões de DNA ribossomal nos quais estão contidas as regiões ITS1 e 

ITS2 e o gene 5.5S (Figura 10), têm sido utilizados em estudos taxonómicos 

envolvendo espécies de diferentes regiões geográficas as quais permitem a construção 

de filogenias (Vidigal et al, 2004), em estudos de variabilidade genética entre espécies 

muito próximas (Stothard et al, 1996) e na identificação de moluscos com importância 

médica e veterinária (Rollinson & Kane, 1991). 

 

 

 

Figura 10 – Esquema das regiões espaçadoras ITS1 e ITS2 (Imagem 

adaptada de www. phytophthora-id.org/Protocol.htm). 

 

 

 

 

Espaçador interno transcrito (ITS) 

Genes do DNA ribossomal (rDNA) 
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1.5.3. PCR - RFLP 

A análise de polimorfismos usando enzimas de restrição (RFLP) pode ser 

aplicada a DNA ribossómico (rDNA) ou a outras regiões genómicas. O DNA é digerido 

por enzimas de restrição dando origem a fragmentos que podem ser separados por 

electroforese em gel de agarose, de acordo com o seu tamanho e visualizados por 

coloração com brometo de etídio (Videira, 2001). 

A sensibilidade e a fiabilidade são características essenciais deste método já 

que envolve a detecção de alterações muito pequenas, em geral ao nível do gene que 

representa uma parcela mínima de DNA no genoma (Videira, 2001). 

Esta técnica por ser uma técnica simples e rápida, representa um importante 

avanço na diferenciação molecular de espécies dentro do mesmo género, ou de espécies 

de áreas geográficas distintas (Vidigal et al, 1998 e 2000).  
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2. OBJECTIVOS 

A alta variabilidade morfológica e genética, o tamanho reduzido de alguns 

espécimes e a similaridade interespecífica dificulta e torna, muitas vezes, difícil a 

correcta identificação das espécies.  

Face a esta situação, técnicas moleculares começaram a ser utilizadas como 

ferramentas adicionais à identificação morfológica e anatómica para esclarecimento da 

correcta identificação. 

No que refere á família Planorbidae, onde estão incluídas várias subfamílias, o 

recurso a estudos moleculares torna-se, em geral, absolutamente necessário, 

considerando que nelas se encontram hospedeiros intermediários de parasitas de 

humanos e animais, concretamente, na subfamília Helisomatinae, o género Helisoma. 

Este género, com provável origem na América do Norte, foi introduzido noutros 

Continentes. Assim, Helisoma sp. foi recentemente, colhido, na natureza, em colecções 

de água doce de Portugal Continental (Algarve e Coimbra), da Madeira e de Cabo 

Verde. 

O objectivo geral da presente investigação foi fazer um estudo comparativo das 

populações de Helisoma de habitats portugueses e cabo verdianos, baseado num estudo 

molecular utilizando marcadores moleculares, nomeadamente o gene COI do DNA 

mitocondrial (mtDNA) e o gene 16S do RNA ribossomal (rRNA) e a região interna 

transcrita (ITS) do DNA ribossomal,e recorrendo á técnica PCR-RFLP, direccionada 

para a região ITS para a identificação de polimorfismos das amostras. 

O objectivo específico foi procurar estabelecer a relação filogenética entre 

populações portuguesas e cabo verdianas de Helisoma e outros planorbideos 

hospedeiros intermediários de tremátodes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 – Material e Métodos 



Hospedeiros intermediários de tremátodes: estudo molecular de Helisoma sp. (Gastropoda; 
Planordidae) de diferentes áreas geográficas. 

Capítulo 
3 

 

 

M
A

T
E

R
IA

L
 E

 M
É

T
O

D
O

S 

21 
 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. OBTENÇÃO DE MOLUSCOS 

Os moluscos Helisoma sp. foram seleccionados aleatoriamente a partir de 

quatro colónias mantidas na Unidade de Helmintologia e Malacologia Médica do 

Instituto de Higiene e Medicina Tropical/UNL. Os moluscos que deram origem às 

colónias foram colhidos em Cabo Verde, Ilha da Madeira e em dois habitats de Portugal 

Continental, localizados em Coimbra e Algarve, respectivamente. 

3.2. IDENTIFICAÇÃO MORFOLÓGICA DOS MOLUSCOS 

A identificação morfológica dos moluscos foi baseada na comparação das 

características das conchas e anatomia dos órgãos reprodutivos e do tubo renal, de 15 

exemplares, para cada um dos locais de colheita em estudo, com as características de 

espécies de Helisoma referidas por Malek & Cheng (1974) e Paraense (2003). 

3.3. DISSEÇÃO DE MOLUSCOS 

Os moluscos foram previamente colocados numa solução anestésica (em sais 

de mentol), para relaxamento durante 4 a 6 horas e de seguida foram sacrificados 

através de choque térmico em água a 70°C. Um fragmento da região cefalopodal foi 

colocado em etanol a 70% e guardado a -70C°, até à análise molecular. 

3.4. EXTRACÇÃO DE DNA GENÓMICO 

A extracção genómica do DNA total foi feita de acordo com o protocolo 

descrito por Stothard et al. (1996), com as seguintes alterações: em tubos estéreis de 1,5 

ml previamente identificados, colocou-se a zona cefalopodal do molusco, adicionou-se 

700 µl de Tampão CTAB – (Cetyltrimethylammonium Bromide, Amnesco ®- 

C9H42NBr) que foi previamente aquecido na estufa a 65⁰C e por fim adicionou-se, nos 

mesmos tubos, 10 µL de Proteinase K. Com o auxílio de um homogeneizador, 

homogeneizou-se a mistura até todos os tecidos ficarem completamente dissolvidos no 

tampão. As amostras foram colocadas na estufa a 65⁰C, durante 90 minutos, com 

agitação de 20 em 20 minutos. Após os 90 minutos de incubação adicionaram-se 700 µl 

de Choroform/Isoamylalchol (24:1), fez-se a agitação por inversão suave durante 2 
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minutos. Centrifugou-se rapidamente, para que houvesse separação da fase aquosa da 

fase orgânica. Com o auxílio de uma pipeta de Pasteur retirou-se a fase aquosa para 

novos tubos estéreis de 1,5 ml, adicionou-se 1 ml de etanol absoluto a 4⁰C e misturou-se 

por inversão. Centrifugou-se durante 15 minutos a 1600 rpm (Hermle Z 160H). Após a 

centrifugação o sobrenadante foi decantado e adicionaram-se 500 ml de etanol a 70%, 

para lavagem do “pellet” e voltou-se a centrifugar nas mesmas condições descritas 

anteriormente. O sobrenadante foi decantado uma vez mais e retirado o excesso com a 

ajuda de uma pipeta de Pasteur, os tubos foram colocados na estufa a 65⁰C num 

máximo de 10 minutos, para evaporação completa do etanol. Por fim, foram 

adicionados 50 µl de tampão TE (Tris EDTA, pH /7) e agitou-se o tubo até completa 

dissolução do “pellet”. Os produtos da extracção foram armazenados a -20⁰C. 

3.5. QUANTIFICAÇÃO DO DNA GENÓMICO 

As amostras de DNA genómico dos moluscos foram analisados em gel de 

agarose 1% em tampão TAE (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA, ph 8,0), contendo 8µl 

de Brometo de Etídio (0,5 µgml
-1

). A visualização de DNA fez-se no transluminador 

(AlphaImager ®HP, Alpha Innotech) com luz ultra-violeta (UV). A quantificação de 

DNA tem como finalidade verificar a integridade e qualidade das amostras. As amostras 

foram seleccionadas através das bandas obtidas num gel de agarose a 1%. Eliminaram-

se todas as amostras que não apresentaram uma banda visível. 

 

3.6. AMPLIFICAÇÃO DO DNA GENÓMICO 

A amplificação do DNA genómico foi feita utilizando a PCR. As reacções de 

amplificação foram feitas através do Kit Illustra
TM

puReTaq Ready-To-Go PCR Beads 

(GE Healthcare). 

O Kit Illustra
TM

puReTaq Ready-To-Go PCR “Beads” (GE Healthcare), é 

constituído por tubos de 0.2 ml que contém “Beads”, às quais foi adicionado, 2µl da 

amostra diluída, 1µl de Primer1, 1µl de Primer2 e 21µl de H2O, para perfazer um volume 

total de 25µl. 
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Para as reacções de amplificação dos genes COI e 16S e da região ITS foram 

utilizados os oligonucleótidos descritos na Tabela 5. 

Tabela 5 – Sequências dos oligonucleótidos utilizados para a amplificação dos 

genes, CO1, 16S e ITS. 

Gene Sequência do Oligonucleótido Autores 

COI 1 (Fwd) 5`- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA 

TTG G 3` 

Folmer et al., 

1994 

COI 2 (Rvs) 5`- TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA 

AAT CA 3` 

ITS 1 (Fwd) 5` - TGC TTA AGT TCA GCG GGT- 3` Kane & 

Rollinson., 

1994 

ITS 2 (Rvs) 5`- TAA CAA GGT TTC CGT AGG TGA A - 

3` 

16S 1 (Fwd) 5´- CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3` Pip & 

Franck., 

2008 

16S 2 (Rvs) 5`- CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG T- 3` 

Para as mesmas reacções de amplificação foram aplicados os ciclos descritos 

na Tabela 6. 
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Tabela 6 – Condições térmicas da PCR para os diferentes genes amplificados. 

Gene 
Etapas dos ciclos de 

amplificação 
T°/h N° Ciclos 

CO1 

Desnaturação inicial 95°C-5 min 1 

1ª Etapa 95°C-15 seg 

37 Extensão Interna 58°C-30 seg 

2ª Etapa 72°C-90 seg 

Extensão final 72°C-5 min 1 

16S 

Desnaturação inicial 95°C-5 min 1 

1ª Etapa 94°C-1 min 

37 Extensão Interna 50°C-1 min 

2ª Etapa 72°C-2 min 

Extensão final 72°C-5min 1 

ITS 

Desnaturação inicial 95°C-5 min 

32 
1ª Etapa 95°C-45 seg 

Extensão Interna 54°C-1 min 

2ª Etapa 72°C-2 min 

Extensão final 72°C-5min 1 
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3.7. APLICAÇÃO DE ENZIMAS DE RESTRIÇÃO PARA A ANÁLISE 

DE POLIMORFISMOS-PCR-RFLP. 

Neste estudo utilizou-se apenas um tipo de enzima de restrição, fragmentando 

em locais específicos o DNA amplificado, da região ITS, conforme indica a seguinte 

Tabela 7: 

Tabela 7- Enzima de restrição utilizada para o estudo da região ITS. 

Enzima Sequência Local de clivagem 

Alu I 

5´-AGCT-3´ 

3´-TCGA-5´ 

5´-AG↓CT-3´ 

3´-TC↓GA-5´ 

 

Num tubo esterilizado adicionaram-se 8,0 µl de produto amplificado, 0,1 µl da 

enzima, 1,0 µl do tampão (fornecido pela casa comercial), 1,0 µl de BSA (tampão) e 6,9 

µl de água desionizada, perfazendo um volume final de 15 µl. Homogeneizou-se e fez-

se uma centrifugação rápida. Incubou durante 4 horas a 37º C e, posteriormente, 

inactivou-se a actividade da enzima durante 20 minutos a 65ºC. 

Após a inactivação da enzima de restrição foi feita uma electroforese em gel de 

agarose a 2,5% em solução tampão TAE (40mM Tris-Acetato, 1mM EDTA, pH 8,0) 

contendo 0,5 µgml-1 de brometo de etídeo. A migração das moléculas de DNA foi 

avaliada por comparação com as de um marcador de tamanho molecular de 2000 pb 

(HypperLadder II, Bioline). As amostras foram preparadas com 5µl de produto da PCR 

submetido à acção da enzima de restrição ao qual foi adicionado 1µl de tampão (Azul 

de Bromofenol com glicerol). A migração foi feita a 100V, durante aproximadamente 

60 minutos. Os fragmento de DNA foram visualizados após exposição a raios 

ultravioleta (Alphalmager®HP, Alpha Innotech). 
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3.8. PURIFICAÇÃO E SEQUENCIAÇÃO DAS AMOSTRAS 

Os produtos da PCR foram purificados usando colunas de purificação 

comercializadas pela Qiagen Inc (QIAquick PCR purification Kit protocol). 

O processo de purificação das amostras foi feito segundo o protocolo descrito 

pela casa comercial, tendo-se obtido, como produto final, 50 µl de DNA concentrado e 

purificado. Os produtos da PCR amplificados e purificados foram enviados para 

serviços de sequenciação da empresa STAB VIDA (ITQB, Oeiras, Portugal). 

As sequências nucleotídicas parciais obtidas, para os genes COI, 16S e ITS, 

foram analisadas através do programa Basic Local Alignment Search Tool” (Blast) 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), permitindo desta forma a pesquisa de sequências 

semelhantes disponíveis nas bases de dados públicas, como a GenBack (National Center 

for Biotechnology Information, NCBI). 

Os alinhamentos das sequências nucleotídicas dos produtos da PCR 

sequenciados foram efectuados usando o programa de alinhamento múltiplo Clustal W 

(Thompson et al., 1994), ainda que alguns ajustes tenham sido introduzidos 

manualmente. 

3.9. ANÁLISE MOLECULAR DAS AMOSTRAS 

As sequências obtidas, bem como as que se obtiveram em recurso ao GenBack 

foram alinhadas, com o apoio do programa Clustal W (Thompson et al., 1994), ainda 

que alguns ajustes tenham sido introduzidos manualmente, á posterior. Os estudos de 

interferência filogenética, foram realizados com o auxílio do programa Mega 3.1 

(Kumar, et al. 2004), onde se calcularam as matrizes de distância genética, definidas 

pelo modelo dos dois parâmetros de Kimura e construídas as respectivas árvores pelo 

método de “neighbor joining” (junção de vizinhos), para cada um dos genes analisados. 

Os valores de confiança, para os ramos individuais da árvore, foram determinados por 

análise de “bootstrap” obtidos com 1000 réplicas aleatórias dos dados. A estimativa do 

número médio de diferença nucleotídica (K), a diversidade nucleotídica (π) e a 

diversidade haplotípica (Hd) foram analisados de acordo com Nei (1987) em apoio do 

programa DNASP 4.10. (Rozas, et al., 2003). 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO 4- Resultados 
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4. RESULTADOS 

4.1. Polimorfismos do gene 16S do RNA ribossomal (rRNA) 

4.1.1. Diversidade Molecular 

Os resultados, da analise de 30 exemplares de moluscos, de quatro áreas geográficas, 

(Algarve, n=8; Coimbra, n=8; Madeira, n=8 e Cabo Verde, n=6), mostraram em todas as amostras 

fragmentos com aproximadamente 1200 pb. A Figura 11 mostra os produtos da PCR amplificados 

ao gene 16S para os moluscos das diferentes áreas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Visualização do gel de agarose a 1% para os produtos da PCR 

amplificados para o gene 16S. (1-14 moluscos das diferentes áreas geográficas). 

 

 

As amostras para as quais a PCR ou a sequenciação não produziu resultados, foram retiradas 

do estudo. As médias das bases nucleotídicas apresentadas foram de 13,3 % para a citosina, 43,0 % 

para timina, 25,4% para a adenina e 18,4% para a guanina. A frequência A+T encontrada foi 

elevada, com 68,4%. A Tabela 8 mostra a composição nucleotídica das amostras para cada área 

geográfica em estudo. 

 

 

 

 

 

M

~1200 pb
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Tabela 8 - Distribuição das percentagens de nucleótidos encontrados nas sequências 

analisadas para o gene 16S.  

C% T% A% G%

Algarve 14,71 41,54 26,47 17,28

Cabo Verde 10,29 45,17 25,00 19,54

Coimbra 14,71 41,18 26,47 17,65

Madeira 13,4 44,12 23,53 19,12

Média 13,3 43,0 25,4 18,4

 

 

4.1.2. Distribuição e análise dos haplotipos 

As sequências analisadas, ainda que parciais, apresentaram seis haplotipos distintos. O 

haplotipo 2 (Hap2) foi encontrado nos exemplares do Algarve e de Coimbra. Para além deste 

haplotipo, os exemplares de Algarve também apresentaram o haplotipo 6 (Hap6). 

Os exemplares de Cabo Verde e Madeira apresentaram haplotipos distintos. O haplotipo 3 

(Hap3) e o haplotipo 1 (Hap1) para Cabo Verde e o haplotipo 5 (Hap5) e o haplotipo 4 (Hap4) 

para a Madeira. As amostras mais monomórficas foram as de Coimbra por apresentarem apenas um 

haplotipo. A distribuição e frequência relativa dos haplotipos encontrados nas diferentes áreas 

geográficas analisadas estão descritas na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Distribuição e frequências relativas dos haplotipos identificados no gene 16S 

nos diferentes exemplares em estudo. 

     

Algarve Cabo Verde  Coimbra Madeira 

Hap2 (0,750) Hap3 (0,875) 

Hap2 (1,0) 

Hap5 (0,750) 

Hap6 (0,250) Hap1 (0,125) Hap4 (0,250) 
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Na Tabela 10 estão descritos os haplotipos encontrados nas diferentes áreas geográficas, o 

número médio de diferenças nucleótidicas (K), a diversidade nucleotidica (π) e a diversidade 

haplotipica (Hd). 

 

Tabela 10. – Índice de polimorfismos do gene 16S 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O cálculo da diversidade nucleótidica (ππππ) para os exemplares das diferentes áreas 

geográficas em análise apresentou um baixo índice de polimorfismo π=0,0159. A diversidade 

haplotipica (Hd) foi de 0,7578 no seu conjunto, tendo Cabo Verde a menor diversidade haplotipica, 

Hd=0,2875. 

Com base nas sequências parciais obtidas para o gene 16S do RNA ribossomal foi 

construída uma árvore pelo método de junção de vizinhos (“neighbor joining”), tendo por base as 

distâncias genéticas calculadas pelo modelo Kimura 2-parâmetros (Figura 12). A árvore obtida 

apresenta a formação de três ramos distintos. O primeiro ramo é formado pelos exemplares de 

Coimbra e Algarve, demonstrando uma relação de proximidade entre elas, apesar da sua distância 

geográfica. O segundo ramo é formado pelos exemplares da Madeira, suportado por um valor de 

“bootstrap” de 99%. Por fim, no terceiro ramo estão representadas os exemplares de Cabo Verde 

com um valor de “bootstrap” de 100%. 

 

Haplotipos K ππππ Hd

Algarve Hap 2; Hap 6 0,500 0,0014 0,500

Cabo Verde Hap3; Hap 1 0,571 0,0016 0,2857

Coimbra Hap 2

Madeira Hap 5; Hap 4 1,000 0,0028 0,500

Total 6 Haplotipos 5,721 0,0159 0,7578

Haplotipos K ππππ Hd

Algarve Hap 2; Hap 6 0,500 0,0014 0,500

Cabo Verde Hap3; Hap 1 0,571 0,0016 0,2857

Coimbra Hap 2

Madeira Hap 5; Hap 4 1,000 0,0028 0,500

Total 6 Haplotipos 5,721 0,0159 0,7578
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Figura 12- Relação entre as populações de moluscos, pela análise das sequências parciais do 

gene 16S através do método “neighbor joining”, tendo por base as distâncias genéticas 

calculadas pelo modelo Kimura 2-parâmetros. Os números que se encontram sobre os ramos 

indicam os valores de confianças, determinados por análise de “bootstrap” com 1000 réplicas. 
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4.1.3. Análise filogenética 

A análise filogenética das sequencias parciais dos exemplares em estudo obtidas para o 

gene 16S do RNA ribossomal (rRNA), foi realizada em conjunto com as sequências homólogas 

disponíveis no GenBank, através da construção de árvores pelo método de junção de vizinhos 

(“neighbor joining”), tendo por base as distâncias genéticas calculadas pelo modelo Kimura 2-

parâmetros. 

A análise demonstrou a formação de três ramos distintos (Figura 13). O primeiro ramo é 

formado pelo conjunto das espécies pertencentes ao género Helisoma, representativo das diferentes 

áreas geográficas em estudo. Associado a este ramo encontram-se as espécies Helisoma duryi e 

Planorbella trivolvis, suportado por um valor de “bootstrap” de 100%, formando um grupo 

parafilético. 

O segundo ramo engloba os moluscos pertencentes ao género Biomphalaria, agrupado 

segundo as origem das espécies, destacando-se as espécies do velho continente ou Africanas (B. 

pfeifferi, B. angulosa, B. choanomphala, B. camarunensis, B. sudanica e B. alexandrina) e as 

espécies Neotropicais ou do novo mundo (B. glabrata, B. amazonica, B. cousini, B. prona, B. 

edisoni, B. straminea e B. kuhniana), suportados por um elevado valor de “bootstrap” (99%). 

Ancylus sp funciona como um grupo externo para a árvore filogenética. 
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Figura 13 – Relação filogenética entre as várias populações de moluscos pertencentes ao 

género Helisoma das diferentes áreas geografias em estudo e outras espécies de moluscos, 

 
Coimbra 

Coimbra 

Coimbra 

 Algarve 
Coimbra 

Algarve 

ALGARVE 

Coimbra 

Algarve 

Madeira

 Madeira

  Madeira
 Madeira
 Planorbella trivolvis 

 Cabo Verde 

Cabo Verde 

  Cabo Verde 
 Cabo Verde 
  Cabo Verde 
 Helisoma duryi 
 Cabo Verde 

 Cabo Verde 

 Planorbella trivolvis 

 Biomphalaria pfeifferi 

 B.alexandrina 

B.angulosa 

 B.choanomphala

 B.sudanica 

 B.stanley 

B.camarunensis 

 B.glabrata 

 B.amazonica 

 B.cousini 

 Biomphalaria sp 

B.prona 

 B.edisoni 

B. straminea 

B.intermdia 

 B. kuhniana 

B. kuhniana 

  B. kuhniana
  Ancylus sp

75

99 

75 

99

60 

47 
38

57

95

53

47

78

89

78

99

11 

77 

100

58

57 

38

36 

27 

0.02 

A
fr

ic
an

as
 

N
eo

tr
op

ic
al

 



Hospedeiros intermediários de tremátodes: estudo molecular de Helisoma sp. 
(Gastropoda; Planorbidae) de diferentes áreas geográficas. 

Capítulo 
4 

 

 

R
E

SU
L

T
A

D
O

S 

34 
 

hospedeiros intermediários de Schistosoma spp e de outros tremátodes, inferidas pela análise 

das sequências parciais do gene 16S através do método “neighbor joining”, tende por base as 

distâncias genéticas calculadas pelo modelo Kimura2-parâmetros. Os números sobre os ramos 

indicam os valores de confiança, determinados por análise de “bootstrap” com 1000 réplicas. 

 

 

 

4.2. Polimorfismos do gene COI do DNA mitocondrial (mtDNA) 

4.2.1. Diversidade molecular 

Os resultados, da analise de 30 exemplares de moluscos, de quatro áreas geográficas, 

(Algarve, n=8; Coimbra, n=8; Madeira, n=8 e Cabo Verde, n=6), mostraram em todas as amostras 

fragmentos com aproximadamente 800 pb. A Figura 14 mostra os produtos da PCR amplificados 

ao gene COI para os moluscos das diferentes áreas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. – Visualização do gel de agarose a 1% para os produtos da PCR amplificados para 

o gene COI. (1-19 algumas das amostras estudadas para diferentes áreas geográficas).  

 

 

As amostras para as quais a PCR ou a sequenciação não produziu resultados, foram retiradas 

do estudo. As médias das bases nucleótidicas apresentadas foram de 12,9 % para a citosina, 43,6 % 

para timina, 20,85 % para a adenina e 22,57 % para a guanina. A frequência A+T encontrada foi 

elevada, com 64,45 %. A Tabela 11 mostra a composição nucleótidica das amostras para cada área 

geográfica em estudo. 
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Tabela 11. Distribuição das percentagens de nucleótidos encontrados nas sequências 

analisadas para o gene COI.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2. Distribuição e análise dos haplotipos 

As sequências analisadas, ainda que parciais, apresentaram 9 (nove) haplotipos distintos. 

Os exemplares do Algarve apresentaram 4 haplotipos distintos (Hap1, Hap7, Hap8 e Hap9), 

enquanto que os de Cabo Verde apresentaram 3 haplotipos (Hap2, Hap4 e Hap6). Os exemplares 

de Coimbra e da Madeira mostraram-se monomórficos por apresentarem um único haplotipo, o 

haplotipo 3 (Hap3) e o haplotipo 5 (Hap5), respectivamente. A distribuição e frequência relativa 

dos haplotipos encontrados nas diferentes áreas geográficas analisadas estão descritas na Tabela 12. 

Tabela 12 - Distribuição e frequências relativas dos haplotipos identificados no gene COI 

nos diferentes exemplares em estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
C% T% A% G%

Algarve 17,77 38,94 27,93 15,36

Cabo Verde 12,30 44,04 19,54 24,12

Coimbra 12,50 44,53 17,97 25,00

Madeira 9,38 46,88 17,97 25,78

Média 12,99 43,60 20,85 22,57

Algarve Cabo Verde Coimbra Madeira

Hap1 0,25

Hap2 0,5 

Hap3 1,00 

Hap4 0,25

Hap5 1,00

Hap6 0,25

Hap7 0,25

Hap8 0,25

Hap9 0,25
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Na Tabela 13, estão descritos os haplotipos encontrados nas diferentes áreas geográficas, o 

número médio de diferenças nucleótidicas (K), a diversidade nucleotidica (π) e a diversidade 

haplotipica (Hd). 

 

Tabela 13. – Índice de polimorfismos do gene COI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O cálculo da diversidade nucleótidica (ππππ) para as amostras das diferentes áreas geográficas 

ema análise apresentou um baixo índice de polimorfismo π=0,0631. A diversidade haplotipica (Hd) 

foi de 0,955 no seu conjunto, tendo Cabo Verde apresentado menor diversidade haplotipica 

Hd=0,83. 

Após sequenciação, as amostras que se mostraram incongruentes foram retiradas do 

estudo. Como consequência o número de amostra ficou bastante reduzido. Contudo, com base nas 

sequências parciais obtidas foi construída uma árvore pelo método de junção de vizinhos (“neighbor 

joining”), tendo por base as distâncias genéticas calculadas pelo modelo de dois parâmetros de 

Kimura. 

A árvore obtida apresenta a formação de três ramos distintos. O primeiro ramo é formado 

pelos exemplares de Cabo Verde, demonstrando uma relação de proximidade entre eles. O segundo 

Haplotipos K � Hd 

Algarve 
Hap 1; Hap 7, 
Hap 8; Hap 9

6,450 0,124 1,000

Cabo Verde 
Hap2; Hap 4, 

Hap 6
6,5 0,0125 0,83

Coimbra Hap 3

Madeira Hap 5; 

Total 9 Haplotipos 32,77 0,0631 0,955
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ramo está dividido em dois sub-ramos formados pelos exemplares da Madeira suportado por um 

valor de “bootstrap” de 99% e pelos exemplares de Coimbra com um valor de “bootstrap” de 75%. 

Por fim, no terceiro ramo estão representadas as populações de Algarve com um valor de 

“bootstrap” de 100%. Aqui, ao contrário dos resultados obtidos para o gene 16S, os resultados 

obtidos para o gene COI mostram que as populações do Algarve e Coimbra apresentam-se 

geneticamente mais distantes (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Relação entre as populações de moluscos, pela análise das sequências parciais do 

gene COI através do método “neighbor joining”, tendo por base as distâncias genéticas 

calculadas pelo modelo Kimura2-parâmetros. Os números que se encontram sobre os ramos 

indicam os valores de confianças, determinados por análise de “bootstrap” com 1000 réplicas. 
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4.2.3. Análise filogenética 

A análise filogenética das sequencias parciais das amostras em estudo obtidas para o gene 

COI do DNA mitocondrial (mtDNA), foi realizada em conjunto com as sequências homólogas 

disponíveis no GenBank, através da construção de árvores pelo método de junção de vizinhos 

(“neighbor joining”), tendo por base as distâncias genéticas calculadas pelo modelo de dois 

parâmetros de Kimura. 

A análise demonstrou a formação de dois ramos distintos (Figura 16). O primeiro ramo está 

dividido em dois sub-ramos. O primeiro é formado pelas espécies pertencentes ao género 

Biomphalaria, suportado por um valor de “bootstrap” de 100% e o segundo sub-ramo, formado 

pelas espécies pertencentes ao género Bulinus, ao qual também pertencem as espécies pertencentes 

ao género Planorbis (= Planorbarius) e uma outra espécie também ela hospedeira intermediária de 

Schistosoma sp., Ferrissia rivularis. 

No segundo ramo está incluído o conjunto das espécies pertencentes ao género Helisoma, 

representativo das diferentes áreas. Associado a este ramo encontram-se as espécies Planorbella 

trivolvis e P. tunue, suportado por um valor de “bootstrap” de 100%, formando um grupo 

parafilético. Ancylus sp funciona como um grupo externo para a árvore filogenética. 
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Figura 16. – Relação filogenética entre as várias populações de moluscos pertencentes ao género 

Helisoma para as diferentes áreas geografias em estudo e outras espécies de moluscos, hospedeiros 

intermediários de Schistosoma spp e de outros tremátodes, inferidas pela análise das sequências 

parciais do gene COI através do método “neighbor joining”, tende por base as distâncias genéticas 

calculadas pelo modelo Kimura-2 par. Os números sobre os ramos indicam os valores de confiança, 

determinados por análise de “bootstrap” com 1000 réplicas. 
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4.3. Polimorfismos da Região Interna Transcrita (ITS) do DNA ribossomal 
 

4.3.1. Diversidade molecular 

 
Os resultados, da analise de 30 exemplares de moluscos, de quatro áreas geográficas, 

(Algarve, n=8; Coimbra, n=8; Madeira, n=8 e Cabo Verde, n=6), mostraram em todas as amostras 

fragmentos com aproximadamente 800 pb. A Figura 17 mostra os produtos da PCR amplificados 

para a região ITS para os moluscos das diferentes áreas. 

As amostras que não amplificaram foram retiradas do estudo. A composição nucleotídica 

das sequências foi de 29,35 % para citosina, 28,77 % para timina, 18,47 % para adenina e 23,41 % 

para guanina, com variação geográfica (Tabela 14). A frequência A+T encontrada foi elevada, com 

47,24 %. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Visualização do gel de agarose a 1% para os produtos da PCR amplificados para 

a região ITS (1-14 - algumas das amostras estudadas para diferentes áreas geográficas). 

 

 

Tabela 14. Distribuição das percentagens de nucleótidos encontrados nas sequências 

analisadas para a região ITS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

M

~1200 pb

C% T% A% G%

Algarve 27,06 30,91 15,25 26,79

Cabo Verde 32,2 27,58 25,93 14,29

Coimbra 29,21 30,04 14,19 26,56

Madeira 28,94 26,56 18,5 26,01

Média 29,35 28,77 18,47 23,41
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4.3.2. Distribuição e análise dos haplotipos 

As sequências analisadas, ainda que parciais, apresentaram 15 haplotipos distintos. Nos 

exemplares do Algarve foram identificados quatro haplotipos (Hap1, Hap3, Hap7 e Hap14) e nos 

exemplares de Coimbra identificaram-se seis haplotipos (Hap2, Hap4, Hap5, Hap6, Hap8 e 

Hap15). 

Na Madeira e Cabo Verde foram identificados três haplotipos, Hap11, Hap12 e Hap13 e 

Hap8, Hap9 e Hap10, respectivamente. 

O haplotipo 8 (Hap8) foi o único haplotipo comum às amostras de Cabo Verde e Coimbra. 

A distribuição e frequência relativa dos haplótipos encontrados nas diferentes áreas geográficas 

analisadas estão descritas na Tabela 15. 

 

Tabela 15 - Distribuição e frequências relativas dos haplótipos identificados na região ITS 

nas diferentes áreas em estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Algarve Cabo Verde Coimbra Madeira

Hap1 0,25 

Hap2 0,167 

Hap3 0,25 

Hap4 0,167 

Hap5 0,167 

Hap6 0,167 

Hap7 0,25 

Hap8 0,6 0,167 

Hap9 0,2 

Hap10 0,2 

Hap11 0,333

Hap12 0,333

Hap13 0,333

Hap14 0,25 

Hap15 0,167 
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Na Tabela 16, estão descritos os haplótipos encontrados nas diferentes áreas geográficas, o 

número médio de diferenças nucleótidicas (K), a diversidade nucleotídica (π) e a diversidade 

haplotípica (Hd). A diversidade nucleótidica (ππππ) na amostra total foi baixa (π=0,054), sendo um 

grau de magnitude mais baixa para cada população individualmente. A Madeira apresentou o maior 

π, cerca do dobro do Algarve e Cabo Verde. A diversidade haplotípica (Hd) foi de 0,96 no seu 

conjunto, sendo Cabo Verde a população com menor diversidade haplotípica Hd=0,700. 

 

Tabela 16 – Índice de polimorfismos da região ITS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As sequências parciais obtidas para a região ITS, foram usadas para produzir uma árvore 

filogenética pelo método de junção de vizinhos (“neighbor joining”), tendo por base as distâncias 

genéticas calculadas através do modelo de dois parâmetros de Kimura. A árvore obtida, indica que 

os exemplares de Cabo Verde formam um único ramo mostrando uma baixa diversidade genética 

entre eles, enquanto que os exemplares da Madeira apresentam uma maior distância genética 

relativamente aos outros exemplares. As amostras do Algarve e de Coimbra apresentam uma 

distância genética mais baixa. (Figura 18). 

 

Haplotipos K ππππ Hd 

Algarve 
Hap1; Hap3, 
Hap7; Hap14 

26,833 0,038 1,000 

Cabo Verde 
Hap8; Hap9, 

Hap10
1,200 0,0017 0,700 

Coimbra
Hap2; Hap4, 
Hap5;Hap6; 
Hap8;Hap15

15,130 0,0219 1,000 

Madeira
Hap11; Hap12, 

Hap13
89.66 0,146 1,000 

Total 15 Haplotipos 37,3 0,054 0,96 
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Figura 18 - Análise filogenética das amostras de moluscos com base em sequências parciais 

da região ITS. Método de agrupamento de “neighbor joining”, com base nas distâncias 

genéticas calculadas pelo modelo Kimura2-parâmetros. Os números que se encontram sobre 

os ramos indicam os valores de confiança, em percentagem, determinados por análise de 

“bootstrap” com 1000 réplicas. 
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4.3.3. Análise filogenética 

 

Obtiveram-se as sequências de DNA mais semelhantes às existentes no GenBank, através de 

uma pesquisa por BLAST. As espécies com sequências mais semelhantes foram dos géneros 

Helisoma, Planorbella e Biomphalaria. Obteve-se uma sequência da espécie Pseudosuccinea 

collumela como grupo externo, para encontrar a raíz da árvore filogenética destas sequências 

produzida pelo método de junção de vizinhos (“neighbor joining”), tendo por base as distâncias 

genéticas calculadas pelo modelo Kimura 2-parâmetros. 

As sequências de espécies do género Biomphalaria formaram um grupo distinto e robusto, 

enquanto que as sequências obtidas neste estudo integraram um segundo grupo, também robusto 

com sequências da espécie Helisoma duryi (Figura 19), suportado por um valor de “bootstrap” de 

100%. 

O grupo do género Biomphalaria, é constituído por dois sub-grupos segundo as origem das 

espécies: um do velho continente ou Africanas (B. pfeifferi, B. angulosa, B. choanomphala, B. 

camarunensis, B. sudanica e B. alexandrina), e o outro com as espécies Neotropicais ou do novo 

mundo (B. glabrata, B. amazonica, B. cousini, B. prona, B. edisoni, B. straminea e B. kuhniana), 

suportados por elevados valores de “bootstrap” (81%). 
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Figura 19. – Relação filogenética entre as várias populações de moluscos pertencentes ao 

género Helisoma para as diferentes áreas geografias em estudo e outras espécies de moluscos, 

hospedeiros intermediários de Schistosoma spp e de outros tremátodes, inferidas pela análise 
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das sequências parciais da região ITS através do método “neighbor joining”, tende por base as 

distâncias genéticas calculadas pelo modelo Kimura-2 parâmetros. Os números sobre os 

ramos indicam os valores de confiança, determinados por análise de “bootstrap” com 1000 

réplicas. 

 

 

 

 

 

 

4.4. Aplicação de enzimas de restrição à Região ITS 
 

Após a aplicação de enzima Alu I foram obtidos padrões de digestão semelhantes em todas 

as amostras em estudo, que variaram entre 1000 e 300 pb. Na Figura 20 pode-se observar o gel de 

agarose a 3% com algumas das amostras. Na Figura 21 temos uma representação esquemática dos 

vários padrões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Produtos de ITS após aplicação por PCR-RFLP seguido de digestão com Alu em 
gel de agarose a 3%. 
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Figura 21 -. Diagrama representativo dos perfis obtidos por PCR-RFLP após digestão dos 
produtos amplificados da região ITS utilizando a enzima Alu I. 

 

 

Os perfis das bandas visualizados, após electroforese em gel de agarose a 3%, que foram 

obtidos a partir da PCR_RFLP demonstraram que as populações de moluscos das diferentes áreas 

geográficas não apresentaram diferenças entre si. 
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5. DISCUSSÃO 

Os moluscos de água doce desempenham um papel fundamental no ciclo de vida de 

tremátodes. Eles servem não só como fonte de alimento e um lugar de reprodução para estes 

parasitas, mas também como um meio de transporte, graças ao qual o parasita pode chegar ao seu 

próximo hospedeiro (Lockyer et al. 2004). A singularidade da relação entre estes organismos, 

deriva de que a maioria das 18.000 espécies conhecidas de tremátodes têm os moluscos como o seu 

primeiro hospedeiro intermediário obrigatório (Littlewood & Bray, 2001).  

As pesquisas que têm vindo a ser desenvolvidas ao longo dos tempos por malacologistas e 

parasitologistas têm possibilitado um melhor conhecimento sobre a relação tremátode-molusco, a 

sua especificidade e a resposta do seu sistema de defesa ou a manipulação do parasita, e por outro 

lado permitindo que a evolução dos dois grupos de seres vivos possa ser melhor compreendida 

(Zbikowska & Nowak, 2009). 

Com o presente trabalho pretendeu-se iniciar a caracterização molecular de gastrópodes de 

água doce introduzidos em diferentes áreas geográficas: Portugal Continental, Madeira e de Cabo 

Verde e cujo papel como hospedeiros intermediários de tremátodes tem sido pouco explorado. 

Com base nas características morfológicas e anatómicas concluiu-se que os exemplares em 

estudo pertencem ao género Helisoma Swainson, 1840. O primeiro registo em Portugal deste 

género de moluscos foi feito nos anos oitenta do século passado, por Grácio (1981), que pôs a 

hipótese da sua introdução ser recente.  

O género Helisoma, cuja distribuição geográfica primitiva está associada à região Neoártica 

(América do Norte), tem sido descrito em outras regiões do globo, em que as suas espécies foram 

introduzidas por aquaristas, nomadamente no Brasil (Paraense, 1975, 1976 e 2003), nas Caraíbas 

(Pointier, 2001) e no continente africano (Brown, 1994). Mais recentemente, foi descrito o 

aparecimento da espécie Helisoma duryi, a sul do Delta do Nilo (Lofty et al, 2005). 

A espécie, Helisoma trivolvis Say, 1817, descrita como espécie refractária natural à infecção 

por S. mansoni (Ayvazian & Mallet 1986 cit Reeves et al, 2008), mas hospedeiro intermediário de 

echinostomatídeos, é usada em laboratório como hospedeiro de nemátodes do género 

Angiostrongylus (Malek, 1980 e Ponder & Fried, 2004). Por outro lado, a espécie H. duryi 



Hospedeiros intermediários de tremátodes: estudo molecular de Helisoma sp. 
(Gastropoda; Planorbidae) de diferentes áreas geográficas 

CAPÍTULO 

5 

 

 

D
IS

C
U

SS
Ã

O
 E

 C
O

N
C

L
U

SÕ
E

S 

50 

 

Wetherby, 1879 mostrou ser, em condições laboratoriais, um competidor biológico da 

Biomphalaria pfefferi, (Fransden, 1979). 

O presente trabalho permitiu apresentar as primeiras sequências, ainda que parciais, para os 

genes COI e 16S do ADN mitocondrial, assim como para a região ITS do ADN ribossomal, de 

moluscos provenientes de várias áreas geográficas Portugal Continental, Madeira e Cabo Verde e, 

paralelamente, estudar as suas relações filogenéticas com outras espécies pertencentes à mesma 

família (Planorbidae).  

Para os dois genes mitocondriais (16S e COI) em estudo, foi observada uma proporção 

maior para o par Timina - Adenina (T+A), com 68,4% e 64,55%, respectivamente, enquanto que 

para o par Guanina – Citosina (G+C) as percentagens foram de 38,7% e 45,66%, respectivamente. 

Esta parece ser uma característica dos genes mitocondriais de algumas espécies de invertebrados 

(Davis et al, 1996 cit por Stothard et al, 2002). 

Por outro lado, para a região ITS foi encontrada uma maior proporção para o par Guanina – 

Citocina (T+C) do que para o par Timina – Adenina, com 52,76% e 47,24 %, respectivamente. 

Neste estudo foram identificados seis haplotipos para o gene 16S, nove haplotipos para o 

gene COI e 15 haplotipos para a região ITS. Os moluscos provenientes da região do Algarve foram 

os que mostraram ser mais polimórficos para o gene COI e ITS, com três e quatro haplotipos, 

respectivamente. Por outro lado, os exemplares de Coimbra apresentaram apenas um haplotipo para 

o gene COI e 16S, respectivamente. O gene 16S foi o que apresentou o menor número de 

haplotipos, num total de seis para todas as amostras de cada uma das populações em estudo, 

mostrando ser assim, mais conservado do que os outros dois genes. 

Estes resultados são semelhantes aos obtidos em outros estudos sobre variabilidade genética 

entre populações de B. glabrata, onde foi verificado um grande polimorfismo entre as populações 

mantidas em condições laboratoriais, sugerindo que uma manutenção prolongada das espécies em 

laboratório pode favorecer o aparecimento de polimorfismos (Mulvey & Vrijenhoek, 1981). 

A diversidade haplotípica é um índice que reflecte a probabilidade de dois haplotipos 

escolhidos ao acaso numa população serem diferentes, enquanto que a diversidade nucleotidica 

reflecte a probabilidade de dois nucleótidos homólogos escolhidos ao acaso serem diferentes numa 

população (Nei & Li, 1979). Nenhum dos genes apresentou uma elevada diversidade nucleotidica. 
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A média da diversidade nucleotidica (π) encontrada para o gene 16S foi 0,0159, para o gene COI 

foi 0,0631 e para a região ITS foi 0,054.  

Observou-se um haplotipo comum para o gene 16S, o haplotipo dois (Hap 2) que foi 

encontrado nos exemplares do Algarve, de Coimbra e da Madeira. Para a região ITS, o haplotipo 

oito (Hap 8) foi comum nos exemplares de Cabo Verde e de Coimbra. Para o gene COI não foi 

observado nenhum gene comum entre as populações estudadas. Esta característica poderá estar 

relacionada com o facto do gene 16S ser mais conservado e apresentar uma menor diversidade 

nucleotídica. Já o gene COI apresentou-se mais variável, o que pode ser explicado por acumulação 

de mutações sem a influência de recombinação ou conversão génica.  

A estrutura populacional dos moluscos Planorbidae caracteriza-se por uma alta variabilidade 

genética interpopulacional e baixa variabilidade intrapopulacional, devido à ausência ou baixo fluxo 

génico entre as populações (Jarne & Dalay, 1991). O tipo de reprodução característico deste 

planorbídios, a autofecundação, leva a um aumento da homozigotia, e portanto a menor diversidade, 

a não ser quando as condições ambientais são desfavoráveis (Paraense, 1955 cit por Campos et al, 

2002). Neste caso, os moluscos de água doce hermafroditas constituem um modelo biológico 

relevante no estudo evolutivo do sistema reprodutivo, devido ao facto de na mesma espécie 

poderem ocorrer dois tipos de reprodução: autofecundação e fecundação cruzada (Angers et al, 

2003 e Charbonnel et al, 2002 e 2005). 

Nas árvores filogenéticas construídas com base nas distâncias genéticas calculadas para o 

gene 16S, os exemplares de Cabo Verde e Madeira formaram dois grupos robustos, com um suporte 

estatístico bastante alto (87% e 98%), e um terceiro grupo formado pelos exemplares de Coimbra e 

Algarve, com um suporte estatístico de 99%, estes bastante homogéneos apesar da distância 

geográfica entre eles. Para os restantes dois genes, COI e ITS, formaram-se os mesmos grupos, com 

um alto apoio de bootstrap, mostrando a solidez dos resultados. 

Nas últimas décadas, a análise de sequências de ADN dos marcadores moleculares 16S e 

COI, tem permitido resolver algumas questões relacionadas com as relações filogenéticas entre os 

moluscos e a sua evolução (Remigio & Herbert, 2003 e Albrecht et al, 2006). 

Os genes 16S e COI do ADN mitocondrial, assim como, a região ITS do ARN ribossomal 

analisados no presente estudo, parecem, por isso, ser úteis para descobrir as relações filogenéticas e 

sistemática dos moluscos em estudo, pertencentes ao género Helisoma e outras espécies de outros 
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géneros e áreas geográficas distintas, os quais desempenham um importante papel na transmissão de 

Schistosoma sp. e de outros tremátodes. 

Apesar destas regiões genómicas serem apropriadas para estudos filogenéticos, não foi 

possível determinar com exactidão a espécie a que pertencem os moluscos aqui estudados, o que se 

ficou a dever ao reduzido número de sequências homólogas, disponíveis na base de dados para o 

género Helisoma. Apenas se pôde observar que as amostras em estudo, apresentam um elevado grau 

de homologia (“bootstrap” de 100%) com as espécies Helisoma duryi e Planorbella trivolvis, 

formando um único ramo. 

As espécies do género Biomphalaria formaram dois grupos distintos, o grupo africano e o 

grupo neotropical, o que está de acordo com outros estudos realizados para o mesmo marcador 

genético (Dejong et al, 2001, Morgan et al, 2002 e Jøgersen et al, 2004). Resultados idênticos 

foram observados quer para o gene COI, quer para a região ITS, em que a formação de grupos 

distintos, mostra uma elevada homologia entre as amostras em estudo e espécies pertencentes ao 

género Helisoma, com um valor estatístico significativo de 100%, quer para o gene 16S quer para a 

região ITS.  

A técnica de PCR-RFLP tem vindo a ser amplamente utilizada no estudo de moluscos 

pertencentes ao género Biomphalaria, quer para a identificação de subespécies (Caldeira et al, 

2000), quer na identificação de espécies (Vidigal et al, 1998, 2002, 2004 e Carvalho et al, 2001). 

Esta técnica também tem sido utilizada na diferenciação de moluscos pertencentes ao género 

Bulinus (Stothard et al, 1996 e 1997) e para distinguir subespécies dentro do género Oncomelania 

huppens (Hape & Macmanus, 1994). 

Contudo, neste estudo, não houve diferenciação entre as amostras para as diferentes áreas 

geográficas. Provavelmente, estes resultados estarão relacionados com a enzima aplicada na 

digestão enzimática. Estudos anteriores que visavam a diferenciação intraespecífica, verificaram 

que após a digestão com AluI, tinham sido produzidos polimorfismos intraespecificos, mas 

restrições interespecíficas indicando que esta enzima não é suficiente para a diferenciação entre 

espécies (Vidigal et al, 2002). Os nossos resultados parecem corroborar os resultados obtidos por 

estes autores 

. 
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Como conclusões gerais temos: 

1.- Os moluscos em estudo foram identificados como pertencentes ao género Helisoma 

baseado nas suas características morfológicas; 

2.- Devido ao número insuficiente de amostras e de registos bibliográficos não foi possível 

proceder-se à identificação a nível de espécie dos moluscos; 

3.- O presente estudo contribuiu para a caracterização molecular de moluscos pertencentes ao 

género Helisoma colhidos em Portugal Continental, Madeira e Cabo Verde; 

4.- Os genes 16S, COI e a região ITS sugerem isolamento entre as populações de Cabo Verde 

e da Madeira; 

5.- As amostras de Coimbra e Algarve apesar da distância geográfica que separa cada uma das 

populações, apresentaram-se como um único grupo para os três genes em análise; 

6.- Apesar do número insuficiente de sequências homólogas disponíveis na base de dados 

para o género Helisoma, os genes em estudo, permitiram a sua reconstrução filogenética, 

contribuindo assim para um melhor esclarecimento das relações filogenéticas deste género 

com outras espécies homólogas, pertencentes à mesma família; 

7.- A técnica de PCR-RFLP é uma técnica simples e robusta. Em futuros estudos deverá ser 

usado um grupo mais alargado de enzimas para tentar identificar variação intraespecífica e 

intrapopulacional; 

8.- Em futuros estudos será necessário obter não só um maior número de exemplares, como 

também alargar a pesquisa malacológica a outras áreas geográficas; 

9.- Em futuros trabalhos que envolvam este género, a aplicação de outros marcadores 

moleculares e a utilização de “primers” desenhados especificamente para cada um dos genes 

alvo, irá permitir um melhor conhecimento deste género e esclarecer qual a sua posição na 

vasta família Planorbidae. 
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