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1. MOSTRAXE DO RECURSO

Nesta actividade obtivéronse as mostras básicas de individuos de

Cerastoderma sp., desde as que se iniciaron os traballos de investigación

propostos no proxecto.

a. Mostraxe de individuos de Cerastoderma edule do litoral galego.
• En Galicia no ano 2016 obtivéronse as seguintes mostras:

 Sample Noia01/16.11.16 Cedu.11.16.N01.01-48

 Sample Anllóns01/21.11.16 Cedu.11.16.A01.001-050

 Sample Muros01/23.11.16 Cedu.11.16.M01.001-050

 Sample Barallobre01/28.11.16 Cedu.11.16.B01.001-050

 Sample Cruz01/28.11.16 Cedu.11.16.C01.001-050

 Sample Espasante01/30.11.16 Cedu.11.16.E01.001-050

• En Galicia no ano 2017 obtivéronse as seguintes mostras
 Sample Espasante02/04.04.17 Cedu.04.17.E02.01-10
 Sample Noia02/05.04.17 Cedu.04.17.N02.01-10
 Sample Cruz02/18/04/17. Cedu.04.17 C02-010.
 Sample Barallobre02/26.04.17 Cedu.04.17.C02.01-010

b. Mostraxe de individuos de Cerastoderma glaucum do litoral galego.
 Sample Corón01/30.11.16 Cgla.11.16.O01.001-030

c. Mostraxe de berberecho, Cerastoderma sp. de zoas de cultivo non  galegas.
 Sample Aveiro 01C._C/27.01.17. Cedu.01.17 A01-050
 Sample NEScotland01_C/26.01.17. Cedu.01.17 S01-050
 Sample LeCroisic01/03/03/17. Cedu.03.17 L01 01-50

d. Outras mostras comerciales: Holanda, “Augas portuguesas”.
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2. ILLAMENTO DO ADN 

 A partir de biopsias tisulares das mostras obtidas, o ADN foi illado a partir dun 

número representativo e adecuado para as análises analizadas, utilizando o Kit 

de Molusco ADN EZNA (Omega Biotek). 

 

Figura 1. Exemplo de ADN total illado a partir de tecido do músculo das 
mostras de individuos de Cerastoderma edule.  

3. IDENTIFICACIÓN DA POBOACIÓN BASEADA NAS SECUENCIAS DA 

REXIÓN DE CONTROL DO ADN MITOCONDRIAL  

a. Amplificación de fragmentos mitocondriais longos por "long PCR" con 

cebadores universais.  

O xenoma mitocondrial de Cerastoderma edule amplificouse en grandes 

fragmentos por primers (Cera-16S-1F/Cera-16S2R; Cedu-COX1-1F/Cedu-

COX1-2R; Cedu-12S-1F/Cedu-12S-2R) deseñados a partir de secuencias 

parciais específicas localizadas nos xenes 16S rRNA, COX1 e 12S rRNA. 

Identificación poboacional baseada nas secuencias da rexión control do 

ADN mitocondrial. 

 

Figura 2. Xel de agarosa que contén fragmentos longos (8,5 e 7 kbp) 
amplificados a partir do ADN mitocondrial de Cerastoderma edule.  
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Os produtos de PCR foron purificados a partir do xel e dixeridos, sendo 

seleccionados os enzimas Hpy4 V e Mbo I para producir fragmentos 

adecuados para a clonación. 

Figura 3. Patróns de restrición obtidos con varias enzimas ao dixerir os 
fragmentos longos mitocondriais amplificados.  

b. Clonación, secuenciación e ensamblado de secuencias de ADN mitocondrial.

Os fragmentos de produtos de dixestión foron purificados, engadíndolle

colas A, ligadas ao vector pGEM®-T Easy, transformados en células JM-

109 competentes, e verificada a clonación por PCR das colonias

bacterianas positivas.

Figura 4. Resultados da clonación obtidos despois da PCR de colonias 
positivas.  
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Os produtos xerados pola PCR das colonias foron secuenciados, 

ensamblándose e xerando a secuencia completa do ADN mitocondrial de 

Cerastoderma edule. 

Figura 5. Ensamblado de secuencias para a obtención do xenoma 

mitocondrial completo de Cerastoderma edule. 

É a primeira caracterización completa desta molécula para esta especie. 

Permitiu identificar unha rexión non codificante cuxo potencial para a 

discriminación xenética das poboacións vai ser avaliado. Ten 14947 pb de 

lonxitude, 13 secuencias codificadoras, 12S e 16S rRNAs e 24 tRNAs.  

Constitúe a secuencia de referencia para o xenoma mitocondrial desta especie 

co código de acceso NC_035728 (Figura 6).  

Entre as características máis destacadas da molécula están a orde xénica 

compacta e diferenciada doutros ADN mitocondriais caracterizados en 

Cardoidea, ausencia dunha rexión control ampla, non codificante; rica en AT e 

presenza dunha rexión non codificante; sen homoloxía; 268 pb; 50,7% AT 

(Figura 7). 
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Figura 6. Esquema do ADN mitocondrial caracterizado para Cerastoderma 

edule. 

Figura 7. Análise comparativa dos bloques de secuencia conservados entre o 

xenoma mitocondrial de Cerastoderma edule (superior) e outras especies da 

orde Cardoidea.  
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a. Deseño de cebadores específicos para a amplificación e secuenciación da 

rexión control.  

A obtención da secuencia completa do xenoma mitocondrial fixo posible 

atopar unha pequena rexión non codificante entre os xenes ND6 e COX2. 

Esta rexión foi amplificada nun conxunto de mostras de diferentes 

poboacións, para a avaliación da capacidade de discriminación entre as 

poboacións.  

b. Análise comparativa dos haplotipos detectados nas áreas en estudo.  

A análise das secuencias non codificantes, utilizando metodoloxías de 

xenética de poboacións, mostrou unha diverxencia entre as poboacións 

máis distantes xeográficamente. Así, é posible diferenciar unha mostra do 

norte de Europa, concretamente Escocia, das poboacións do sur, incluíndo 

Portugal, Francia e Galicia (Figura 8). Non obstante, a diferenza entre estas 

3 últimas poboacións non é viable ao compartir haplotipos comúns (Figura 

9). 

 

Figura 8. Aliñamento das secuencias mitocondriais correspondentes a 4 

poboacións e os polimorfismos nucleotídicos detectados. 

 

Valober.Gal



 

Figura 9. Rede de haplotipos detectados, baseado no algoritmo de median-
joining e elaborado co programa Network. As cores indican a área de mostraxe  
(Amarelo: Aveiro, Azul: Noia, Vermello: Le Croisic, Francia, Verde: Escocia). A 

área é proporcional ao número de secuencias que amosan ese haplotipo. Os 

números nas liñas indican o número de mutacións e a súa posición no 

aliñamento. 

A análise das secuencias mitocondriais permitiu o deseño e avaliación dun 

sistema de detección por PCR en tempo real, baseado na química 

SYBRGreen, de ADN de Cerastoderma edule, posibilitando a identificación da 

especie en calquera produto comercializado e baixo os diferentes formatos de 

fresco, conxelado e enlatado. A súa aplicación é directa na rastreabilidade 

alimentaria, estando xa dispoñible para a autenticación do recurso (Figura 10). 
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Figura 10. Sistema de detección de ADN de Cerastoderma edule, por PCR 

en tempo real.  

4. IDENTIFICACIÓN E ANÁLISE DE SNPs EN CERASTODERMA EDULE 

PARA AUTENTICACIÓN DE RECURSOS.  

a. Preparación de librerías. Realizouse un meta-análise do transcriptoma 

de Cerastoderma edule para a definición do protocolo de secuenciación 

dunha representación reducida do xenoma. As librerías inclúen 10 

individuos por cada poboación de Aveiro, LeCroisic e Noia.  

Para unha cuantificación precisa, dous sistemas de cuantificación por 

PCR en tempo real, baseados nos xenes nucleares para a Amilasa e  o 

Factor de Elongación I (Figura 11), foron deseñados e avaliados con 

éxito. 
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Figura 11. Sistemas de PCR en tempo real para a cuantificación das bibliotecas 

de Cerastoderma edule. 

5. ANÁLISE DO MICROBIOMA DE CERASTODERMA EDULE PARA FINS DE
AUTENTICACIÓN DE RECURSOS.

 Realizáronse tres coleccións estacionais de microorganismos obtidos a partir 
de biopsias de individuos de 4 poboacións de Galicia (Figura 12).  

Figura 12. Colección de microorganismos illados das biopsias de individuos de 
Cerastoderma edule.  
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6. MONITORIZACIÓN DO MEDIO.

Levouse a cabo unha primeira mostraxe planctónica estacional. As mostras 

foron filtradas para a retención dos organismos de tamaño superior a 0.22μm. 

As coleccións de filtros mantéñense conxeladas ata o illamento do ADN total.  

Con base nun método previamente avaliado, baseado en PCR SYRB GREEN 

en tempo real, describiuse unha ferramenta altamente sensible e eficiente para 

a identificación e cuantificación de larvas de Cerastoderma edule en mostras 

da columna de auga.  

Así, a partir dos resultados obtidos (Figura 13) e das equivalencias ao volume 
de auga do mar, as larvas foron cuantificadas por litro para as mostras 
problema da ría de Noia (2017), resultando en ES5 (1.37 larvas/L), ES7 (1,13 
larvas/L) e M7,2 (1,65 larvas/L). 

Nunha mostraxe previa (do ano 2013), só se observa unha detección de ADN 

de Cerastoderma edule na mostra da Ría de Noia, cun valor de 

aproximadamente 1 larva/L. En contraste, as mostras da Ría de Vigo e de 

Pontevedra non presentan ADN detectable de Cerastoderma edule. 

Figura 13. Gráfico que mostra o sinal homoxéneo (A) detectado para as 

mostras ambientais e as curvas de amplificación (B) co sistema Cedu-16S-q1F 

/ 2R. 
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